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RESUMO

A partir da década de 50, pesquisadores despertaram o interesse em descobrir qual a
estrutura e funcionamento das membranas celulares, o fluxo das correntes i6nicas ao longo
dessas membranas, seus mecanismos de transportes e suas variacdes de condutancias. Esses
estudos permitiram a construcdo de um modelo para descricdo do potencial de acdo em
membranas de neurdnios, possibilitando simulagdes dos impulsos nervosos. A crescente
busca para se estudar teoricamente a atividade elétrica de outras células, propds a criacdo de
outras modelagens, inclusive as que podem representar a atividade das células B-pancreéticas.
Sabendo-se do crescimento apontado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) sobre o
diabetes nos proximos anos, buscam-se possiveis meios de terapia para pacientes que sofrem
desse disttirbio metabdlico. Por outro lado, os processos de eletrificacdo de cidades e o uso de
equipamentos eletronicos emissores de campos elétricos, t€ém-se mostrado capaz de alterar
mecanismos celulares. Portanto, se o campo elétrico € capaz de estimular ou inibir a sintese e
secrecdo de insulina pelas células [ pancredticas, podera vir a ser utilizado como uma
potencial terapia para o diabetes. Diante disso, este estudo visou simular através de modelos
matematicos o potencial elétrico e as correntes idnicas na membrana das células-f3
pancredticas na presenca de campos elétricos, no intuito de investigar possiveis alteragdes no
comportamento elétrico da membrana dessas células. A busca por novos modelos tedrico-
experimentais, como a exposicdo a um campo elétrico, consiste em uma ideia inovadora e que
podera abrir caminhos para terapias alternativas para doengas como Diabetes Mellitus tipo II
quando o tratamento por drogas ndo ¢ eficiente; além de compreender se hé efeitos deletérios

da exposi¢cdo ao campo elétrico.

Palavras-chave: Diabetes tipo II, campo eletromagnético, células B-pancredticas, potencial

elétrico transmembrana.



ABSTRACT

From the 50s, researchers have raised interest in discovering the structure and function
of the cell membranes, the flow of ionic currents along those membranes, its mechanisms of
transport and voltage variations. These studies allowed the construction of a model for
description of the action potential in membranes of neurons, enabling simulations of nerve
impulses. The increasing search for theoretically studying the electrical activity of other cells,
proposed creating other modeling, including that can represent the activity of pancreatic 3
cells. Knowing the growth indicated by the World Health Organization (WHO) on diabetes in
the coming years, to seek possible means of therapy for patients who suffer from this
metabolic disorder. An interesting fact is that the introduction of numerous processes
electrification of cities and the use of electronic devices emitting electric fields, have been
shown to alter cellular mechanisms. So if the electric field stimulate or inhibit the synthesis
and secretion of insulin by pancreatic 3 cells, this agent could be used in future as a potential
therapy for diabetes. Therefore, this study aimed through mathematical models simulate the
electrical potential and ionic currents in the membrane of pancreatic -cells in the presence of
electric fields, in order to investigate possible changes in the electrical behavior of the
membrane of these cells. The search for new theoretical and experimental models, such as
exposure to an electric field, consists of an innovative idea and could pave the way for
alternative therapies for diseases such as type II diabetes mellitus when treatment with drugs
is not effective, in addition to understanding whether no deleterious effects from exposure to

the electric field.

Keywords: Type II Diabetes, electromagnetic field, pancreatic f-cell, membrane potential.
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Lista de abreviacoes

a : alfa representa a constante da cinética de abertura do canal i6nico
[: beta representa a constante da cinética de fechamento do canal i6nico
o : Omega ¢ a frequéncia da onda

A : amplitude da onda

ATP: trifosfato de adenosina

ATPases: enzimas

Ca®* : célcio

Cay: canal de célcio dependente de voltagem

CEM/EMF: campos eletromagnéticos

CI': cloreto

C: capacitiancia da membrana

DB: duragdo do burst

DM: diabetes mellitus

DMDI: diabetes mellitus dependente de insulina

DMNDI: diabetes mellitus ndo dependente de insulina

DNA: 4cido desoxirribonucleico

dVy/dt : taxa de variagdo do potencial elétrico em rela¢do ao tempo
GLUT?2: transportadores de glicose tipo 2

G;j : condutancia da membrana a certa espécie idnica

Gy : condutancia aos fons K*

G : condutancia ndo especifica (leak = vazamento)

Gna: condutincia aos fons Na*

h: particulas de gating para células neuronais

H-H: modelo de Hodgikin e Huxley

Hz: Hertz

IIB: intervalos inter-burst

Ic, : corrente de Ca>*

Ic: corrente capacitiva

Ik : corrente répida de K*

I : corrente de “leak”

I..: corrente de membrana
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INna @ potenciais de equilibrio

Is; : corrente para o K¢, ativada por Ca’* citosoélico
Is; :corrente de Katp ativada pelo aumento da relacdio ADP/ATP
K" : fon potdssio

Karp: canal de potassio dependente de ATP

K¢, :canais de potdssio ativados por Célcio
Kir6: subunidades formadoras de poros

Kir: canais retificadores da corrente de potdssio
Kv: canais de potdssio voltagem-dependentes
m: particulas de gating para células neuronais
mS/cm? : milisiemens por centimetro quadrado
mT: militesla

mV : milivolt

n: particulas de gating para células neuronais
Na" : fons sédio

PP: células produtoras de polipeptidio pancreatico
pS: picosiemens

RNA: &cido ribonucleico

s: segundos

S; :particulas de gating

S, . particulas de gating

SRI: substrato receptor de insulina

SNC: sistema nervoso central

SUR : subunidades receptores de sulfoniluréias
T :tesla

V : voltagem da membrana

VE: voltage transmembrana

Vi :potencial de equilibrio do fon

Vk : potencial de equilibrio do fon potéssio

V. : potencial de equilibrio do leak

Vna: potencial de equilibrio do fon sédio
uA/cmz: microampere por centimetros quadrado

wF/cm? : microfaraday por centimetros quadrado
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1. Introducao
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A partir da década de 50 ocorreu um vertiginoso aumento no interesse da comunidade
cientifica em esclarecer a estrutura e funcionamento das membranas celulares; portanto houve
um aumento a necessidade da constru¢do de modelos que representassem a variagdo do
potencial elétrico e das correntes de fons ao longo de cada via de transporte, especialmente
nos canais i6nicos da membrana plasmatica. Com o advento da técnica do Patch-Clamp, os
registros de correntes elétricas através dessas vias de transportes e 0s potenciais elétricos em
células isoladas puderam ser registrados, e isto permitiu que modelos tedricos fossem
desenvolvidos para simulagdo desses potenciais e correntes. Além dessas motivacdes tedricas,
o estudo com canais i0nicos se consolidou cada vez mais devido a sua relagdo com algumas
doencas (PROKS, 2009). Dentre as quais, o diabetes mellitus tipo II apresenta como uma das
caracteristicas disfuncdes nos canais idnicos de membrana nas células B-pancredticas

produtoras de insulina.

Por outro lado, estudos tém sido realizados com respeito a exposi¢do humana e de
outros animais a fontes de radiacdo eletromagnética convencional, especialmente a campos
eletromagnéticos (CEM) de baixa frequéncia gerados pela eletrificacao das cidades e uso de
equipamentos eletronicos (SZEMERSZKY et al.,2010) e os resultados obtidos tém mostrado
que o CEM de baixa frequéncia pode interferir na dinamica do fluxo de {ons através das
membranas em células excitdveis (BLANK, 2001). Este fato gerou a hipétese de que a
exposi¢ao a campos eletromagnéticos de 60 Hz poderia afetar a secre¢dao de insulina e, desta
forma, estarem envolvidos, direta ou indiretamente, com o diabetes mellitus tipo II, como
agentes capazes de auxiliar a secrecdo de insulina por promover a despolarizacio da

membrana (SIERON, 2007).

Diversas pesquisas sugerem que a exposicao ao CEM de baixa frequéncia afeta varias
funcoes celulares através de proteinas da membrana, incluindo os canais i6nicos, receptores €
enzimas (SIERON, 2007). Estudos indicam que o CEM de baixa frequéncia pode interagir
com o comportamento de diversos ions, incluindo os presentes nas células neuronais (COSTA
et al., 2001; WANG et al., 2011). Portanto, o estudo da interacdo entre os CEM e os canais
ionicos das células B-pancredticas possui grande importancia na endocrinologia, na saide
humana e de outros animais. Considerando que o CEM pode estimular a atividade elétrica das
células B-pancredticas e em decorréncia a secre¢do de insulina, pode-se propor o seu uso
como terapia alternativa no tratamento daqueles individuos que sdo resistentes a insulino -

terapia.



19

NEVES, G.F. Andlise tedrica do efeito de campo eletromagnético de 60 Hz na atividade elétrica das células f-pancredticas.

Em modelos tedricos (semelhantes ao de Hogkin e Huxley para neurdnios) existentes
para as células B-pancredticas pode ser inserida a presenca de campos eletromagnéticos tanto
de baixa com de alta frequéncia e que podem interferir na cinética dos canais i0nicos. As
modelagens apresentam grande fidelidade com os dados experimentais, sendo chamados de
estudos in silico, elucidando novos fendomenos e auxiliando na compreensao dos possiveis
efeitos bioldgicos dos CEM. Com o advento da computacdo ocorrido na metade do século XX
e o grande avanco da capacidade e da velocidade computacional, atualmente € possivel
simular com grande eficdcia diversos processos bioldgicos utilizando dados experimentais ja
produzidos. Desta forma, serd de grande importancia investigar, usando um modelo do tipo
H-H, se uma voltagem senoidal de baixa frequéncia (60 Hz) e intensidade pode alterar o perfil
elétrico da membrana das células B-pancredticas, e em decorréncia disto, 0 mecanismo da

secrecao de insulina.
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2. Revisao Bibliografica
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2.1 Diabetes e seus tipos

Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga sistémica que surge quando a liberacdo de
insulina a partir de células B-pancredticas deixa de manter os niveis de glicose no sangue nas
condi¢des normais (D’ALEO et al. 2011). Esta doenca consiste num distirbio que
compromete o metabolismo de proteinas, carboidratos e gorduras devido a deficiéncia
funcional da insulina, que pode ser caracterizada por uma elevacdo da glicemia no jejum. As
alteracdes metabdlicas causadas pela liberacdo inadequada de insulina sdao agravadas por um
excesso de glucagon. Este metabolismo anormal acarreta em hiperglicemia, resultando em um

elevado risco de complicacdes visuais, renais e neuroldgicas (NATHAN, 2009).

O Diabetes Mellitus € a doenga cronica mais comum em quase todos os paises e
apresenta relacdo com o desenvolvimento econdmico e urbanizagdo, que levam a estilos de
vida caracterizados por atividade fisica reduzida e obesidade aumentada. Nos ultimos 10
anos, o aumento da prevaléncia do diabetes tem sido uma preocupacdo crescente. Previsoes
futuras da incidéncia de diabetes t€ém estimado que o nimero de pessoas com o problema deve
aumentar em mais de 50% de 2010-2030, com o maior aumento nos paises em
desenvolvimento, incluindo o Brasil. Sendo que uma propor¢ao significativa de individuos
portadores de diabetes permanece sem diagndstico (WESTERHAUS, 2011; VISTISEN et al.
2012; TABATABAEI-MALAZY et al. 2013).

As estimativas do diabetes sdo importantes para atribuir recursos comunitdrios de
saude, enfatizar o papel do estilo de vida e incentivar medidas para reverter as tendéncias do
desenvolvimento do diabetes. O crescimento demogréfico, o envelhecimento das populagcdes
e urbanizacdo pode conduzir a um aumento no nimero de diabéticos em todo o mundo nos

proximos anos (WHITING et al. 2011).

O DM representa uma das principais causas de doencas cardiovasculares, morbidade e
mortalidade nos paises ocidentais. Complicagcdes macrovasculares manifestam-se como a
aterosclerose, resultando em um aumento de 2 a 4 vezes em doenga cardiaca coronariana e de

trés vezes no risco de doenca cerebrovascular (DAVI, 2012).

Um estudo realizado no Brasil no final dos anos 1980 mostrou prevaléncia de
7,6% de diabetes em pessoas com idade entre 30 a 69 anos. Vale ressaltar que quase 50% dos
diagnosticados com diabetes ndo estavam cientes de sua doenga e apenas 25% relataram ter

recebido cuidados. Mais recentes estudos regionais mostraram um aumento nas taxas de
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prevaléncia: 12,1% na cidade de Ribeirdo Preto, 12,4% em Porto Alegre e 13,5% em Sao
Carlos (BAHIA et al. 2012).

De acordo com a disfuncdo metabdlica, o diabetes pode ser apresentado de duas

formas: o diabetes tipo 1 e o diabetes tipo 2.

O diabetes tipo 1 (Diabetes Mellitus Dependente de Insulina -DMDI) é uma doenga
cronica autoimune. Provoca inflamac¢do da ilhota que ocorre provavelmente no processo da
resposta imunoldgica contra as células - pancredticas do préprio organismo. A evolucdo da
inflamacdo e sua progressao para um potencial diabetes clinico dependem provavelmente da
interacdo entre o perfil genético do paciente e os fatores ambientais (COLLI et al. 2010). No
DMDI as células do pancreas sdo destruidas e os pacientes com esta forma da doenca
necessitam de insulina exdgena para normalizar os niveis de glicose no plasma (RORSMAN
et al. 2011). Os pacientes com DMDI precisam de tratamento com insulina permanentemente,

o qual ird depender do equilibrio entre a secre¢do e resisténcia a insulina (MIGDALIS, 2011).

O Diabetes mellitus tipo 2 (Diabetes Mellitus Nao Dependente de Inulina- DMNDI)
¢ uma doenca metabdlica que resulta de uma interacdo entre predisposicdo genética e fatores
ambientais. A patogé€nese do DMNDI ¢ caracterizada por uma combinacdo da resisténcia a
insulina e uma deficiéncia relativa na produgao deste hormonio, devido uma disfuncio das

células B-pancredticas, resultando em hiperglicemia e outros distirbios metabdlicos

(ROSENGREN;,2010 ; WESTERHAUS,2011; D’ALEO et al. 2011;SCHOEPF et al.2012).

Os individuos com resisténcia a insulina precisam de mais insulina para promover
a absor¢do de glicose por tecidos periféricos. Individuos geneticamente predispostos podem
ndo ter acapacidade de produzir a secrecdo necessdria deste hormdnio nas células B-
pancredticas. Entretanto, estudos relataram que, individuos com DMNDI apresentam
diminui¢do tanto na massa de células - pancredticas, quanto nos granulos de secrecdo de

insulina (GASTALDELLLI, 2011).

Portanto, o DMNDI € responsdvel por cerca de 85-95% dos muitos casos de diabetes.
Entre os fatores considerados responsdveis pelo aumento acentuado da prevaléncia estdo o
envelhecimento da populagdo, excesso de peso, um estilo de vida sedentdrio, dieta irregular e

obesidade (BARONE, 2011).
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A insulina é administrada para todos os pacientes com diabetes tipo 1 e para pacientes
com diabetes tipo 2 se o teor glicémico adequado ndo puder ser alcangado através de terapia

nao farmacoldgica ou antidiabética oral (SANCHES et al. 2011).

2.2 O pancreas e sua atividade endécrina

No pancreas as células sdo organizadas em grupos e conectadas através de juncdes.
Esses aglomerados, chamados de ilhotas de Langerhans representam um sincicio funcional
interligado (ASLANIDI et al. 2001). As ilhotas sdo constituidas por quatro tipos de células
diferentes para a produg¢do hormonal: células beta () produtoras de insulina, células alfa
produtoras do glucagon, células delta produtoras de somatostatina e as células PP produtoras
de polipeptidio pancredtico (QUESADA et al. 2008; EBERHARD, 2009; THOREL et al.
2010).

As ilhotas pancredticas sao constituidas por aproximadamente 1000 células enddcrinas
que agrupadas possuem um diametro de 100 a 200um. As células B-pancredticas estdo
localizadas na parte mais interna das ilhotas, enquanto as outras células que as compdem

situam-se na periferia (RORSMAN et al. 2011).

O pancreas A ilhota

Ducto biliar comum

Tecido endécrino

. Tecido exdcrino

Ducto pancrea’ilcﬁ

Intestino

células Qo op
Figura 1. Composic¢ao das ilhotas pancredticas (MACDONALD, 2006).

O pancreas enddcrino € um regulador chave da homeostase da glicose, secreta insulina
através das células - pancredticas em resposta a elevacdo na concentragao de glicose no
sangue (PEDERSEN, 2007; BERTRAM, 2010). A parte enddcrina do pancreas também ¢é
alvo dos sistemas simpdtico e parassimpatico, através do qual o hipotdlamo exerce o controle

sobre niveis de insulina no sangue (BERTRAM et al. 2000).

Para controlar o teor de glicose no sangue, ocorrem alteragdes caracteristicas nas

propriedades biofisicas das células B-pancredticas: potenciais de a¢do sdo gerados e as células
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despolarizam parcialmente, indicando uma mudanca acentuada na permeabilidade da
membrana (DEAN & MATTHEWS, 1970). A atividade elétrica das células B-pancredticas
depende de canais i0nicos, sendo o seu principal mecanismo a concentra¢io de célcio (Ca®™)
no citossol. Durante a fase ativa dos potenciais o Ca** entra na célula através de canais de
calcio voltagem dependentes, elevando a concentragdo desse ion. Durante a fase silenciosa, o
Ca® é removido do citossol por bombas de cdélcio, diminuindo sua concentragdo

(FRIDLYAND, 2010).

Assim, durante a ativacdo celular com oscilacdo do Ca®* gera-se o “Bursting” (em
inglés = explosao, mas fisiologicamente significa picos na fase ativa do potencial de
membrana com oscilagdes de célcio e secrecao de insulina), que foi relatado pela primeira vez
em estudos in vitro de ilhotas por Dean e Mathews (1970), e desde entdo tem sido
rotineiramente observado e bem caracterizado por muitos estudos (BERTRAM, 2010). Os
“Burstings” de potenciais de a¢do sdo repetitivos e intimamente relacionados com a regulacao
da glicose induzida por secrecdo de insulina em células B-pancredticas (BARG et al. 2001;
CHA, 2011). O influxo de Ca** induz a secrecao de insulina e assim, regulacio dos niveis de

glicose no organismo (TARVINDER et al. 2009).

2.3 A descoberta e o papel da insulina

A insulina é uma proteina com 51 aminodcidos arranjados em duas cadeias,
designadas de A e B, as quais estdo ligadas por pontes de dissulfeto e que desempenha
importantes papéis fisiologicos e metabolicos nos animais (CHAKRABORTYA et al. 2012).
Na maioria dos tecidos, como o figado, musculo e tecido adiposo, a insulina tem capacidade
de ligar-se a receptores especificos de alta afinidade na membrana celular. Este € o primeiro

passo em uma cascata de reacoes biologicas (CHAKRABORTYA et al. 2012).

A exocitose de insulina envolve um padrdo caracteristico da atividade elétrica. Em
jejum, o potencial de membrana de células - pancredticas € aproximadamente -60 mV. Um
aumento na concentracdo de glicose provoca, devido ao fechamento dos canais de potéssio
ativados por ATP, uma despolarizacdo gradual gerando os potenciais de ac@o. Esta resposta é
importante, pois resulta na abertura de canais de Ca’* dependentes de voltagem e, em
consequéncia, um aumento do Ca®* citos6lico que ativa o mecanismo de exocitose das

vesiculas insulinicas (BEST, 2005; RORSMAN et al. 2011).
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A liberagdo da insulina é bifdsica: uma primeira fase rdpida de secrecdo é seguida por
uma segunda, com liberagdo mais lenta. A insulina estd contida em granulos secretores e antes
de sua liberacdo, estes sdo transportados para a membrana plasmédtica por microtibulos. Na
membrana plasmdtica, os granulos sdo fundidos e a insulina liberada devido a fatores tais
como, nivel do Ca** citosdlico, temperatura e processos dependentes de ATP (BANSAL,

2008; TENGHOLM, 2009; PEDERSEN, 2011).

Nos tecidos, a insulina induz um aumento no nimero de transportadores de glicose na
membrana celular, que transporta a glicose fosforilada para o interior da célula, onde sofre
regulacdo de outros hormodnios. A insulina € anabdlica e, portanto, aumenta o armazenamento
de glicose, acidos graxos e aminodcidos. O excesso de insulina causa hipoglicemia, podendo

resultar em convulsdes e coma (BAYNES, 2007).

O receptor da insulina € sintetizado como um polipeptidio tnico, que € glicosilado e
clivado em subunidades alfa e beta, as quais sdo reunidas em um tetramero unido por ligacdes
de dissulfeto. Um dominio hidrofébico em cada subunidade beta atravessa a membrana
plasmdtica. A subunidade alfa extracelular contém um sitio de ligacdo da insulina. O dominio
citosdlico da subunidade beta é uma tirosina quinase, a qual € ativada pela insulina. A ligacdo
da insulina as subunidades alfa do seu receptor induz alteragdes conformacionais que sdo
transmitidas para as subunidades beta, promovendo uma auto fosforilacdo rdpida de um
residuo especifico de tirosina de cada subunidade beta. Entretanto, as moléculas que conectam
a atividade da tirosina quinase do receptor aos efeitos intracelulares da insulina nao estao

completamente estabelecidas (BAYNES, 2007; FROJIDO, 2009).

Sabe-se que algumas acdes da insulina sdo mediadas por fosforilacio ou
desfosforilagdo de residuos de serina ou treonina das proteinas alvo. Assim, foi proposto que a
atividade da tirosina quinase do receptor leva a fosforilagdo das tirosinas de um peptideo,
denominado substrato receptor de insulina (SRI). O SRI fosforilado parece interagir com uma

série de proteinas intracelulares. Assim, a ligacdo a insulina desencadeia uma cascata

complexa de reacdes de fosforilacdo e desfosforilacio (BAYNES, 2007).

A sinalizacdo da insulina além de desempenhar um papel central no controle dos
niveis de glicose no plasma atua como sinaliza¢do do estado de reservas corporais de energia

para os reguladores de homeostase energética central (hipotdlamo) (DAWSA et al. 2011).
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Uma funcdo menos conhecida € o importante papel que a insulina desempenha na regulagcao
de fun¢des moleculares e celulares dentro do sistema nervoso central (SNC), tais como o
neurodesenvolvimento, a sobrevivéncia da célula, a neurogénese e a liberacdo dos
neurotransmissores (DAWSA et al. 2011). Dado este conjunto diversificado de alvos
moleculares e celulares no SNC, ndo € surpreendente que a sinaliza¢do de insulina tem sido
sugerida estar envolvida com numerosas fungOes cerebrais, incluindo a aprendizagem,
memoria, excitacdo, apetite € humor, e que as interrup¢des na sinalizacdo da insulina pode
contribuir para uma ampla gama de perturbacdes relacionadas com o cérebro (DAWSA et al.
2011). Portanto, o nivel de insulina em circulacdo tem de ser firmemente controlado para

evitar a desregulacao de varias fun¢des metabdlicas (DOFOUR et al. 2010).

2.4. Campo eletromagnético

Em todo o mundo, tem havido um intenso debate envolvendo o publico em geral,
cientistas, jornalistas e empresas de telecomunicacdes, todos tentando responder a pergunta
basica: A biologia € compativel com os niveis crescentes de campos eletromagnéticos
(CEM)? Somos imunes a esses sinais, ou estamos na verdade jogando com o futuro nosso do
planeta, colocando a vida em jogo? As respostas parecem ser: Nao, ndo somos projetados para
tais exposicoes a CEM. No6s ndo somos imunes, estamos jogando com o nosso futuro

(SONMEZA et al. 2010).

Os seres humanos tém sido constantemente expostos a campos eletromagnéticos,
incluindo a luz solar, raios césmicos e radiacdes terrestres. No entanto, houve um aumento
substancial da exposicdo, especialmente para baixa frequéncia eletromagnética. No inicio do
século XX, com a geracdo de campos eletromagnéticos artificiais, continuou o
desenvolvimento de usinas de energia, rddio, radar, televisdo, computadores, telefones
celulares, fornos de micro-ondas, e numerosos dispositivos utilizados em medicina e na
industria. Estes avancgos tecnoldgicos tém despertado preocupagdes sobre os potenciais riscos
a saude associado a niveis sem precedentes de exposi¢do a campos de baixa frequéncia

(CALVENTE et al. 2010).

Uma onda eletromagnética é composta por um campo elétrico e um campo magnético,

perpendiculares entre si, gerados por uma de corrente alternada (SONMEZA et al. 2010).
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Comprimento da
onda

Campo elétrico

Campo magnético

Diregdo da radiacéao

Figura 2. Composi¢ao da onda eletromagnética. http://www.if.ufrgs.br/oei/stars/espectro.htm.
Acessado em: 15/03/2012.

Conforme os seus efeitos sobre o organismo, a radiacdo pode ser dividida em ionizante
(incluindo a de alta frequéncia, como raios gama e raios-X) e a ndo ionizante (baixa a muito

baixa frequéncia) (CALVENTE et al. 2010).
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Figura 3.0 espectro eletromagnético (GENUIS, 2012).
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2.5. Campo eletromagnético: novas possibilidades ou consequéncias a

saude?

A explosao das aplicacdes tecnoldgicas relacionadas a energia elétrica é caracteristica
do século 21. Como consequéncia, na vida cotidiana, a populagcao é continuamente exposta a
fontes artificiais de radiagdo ndo ionizante, por exemplo, o CEM de frequéncia extremamente
baixa (50 - 60 Hz). A exposi¢do as radiacdes ndo ionizantes leva a preocupagdes de curto e
longo prazo acerca dos possiveis efeitos adversos na saide humana. Varias pesquisas vém
sendo dedicadas a estudar a ligagdo entre a exposi¢ao a campos eletromagnéticos e a saude
humana. A primeira correlacio epidemioldgica entre radiacdo eletromagnética de baixa
frequéncia e o aparecimento de doencas humanas foi relatada por Wertheimer e Leeper
(1979), os quais observaram que criangas que viviam perto de regides com incidéncia de
CEM em Denver, no Colorado, apresentavam um risco aumentado para desenvolver leucemia

(BERNABO et al. 2010).

Os resultados e conclusdes na literatura ainda sd@o controversos, pois alguns cientistas
sugerem a existéncia de riscos graves a saude devido a exposicdo ao CEM, enquanto outros
indicam que interagem com o corpo humano, mas ndo apresentam efeitos relevantes. Alguns
citam que os CEM podem influenciar fons e os processos dependentes do potencial de
membrana, tais como o influxo de Ca®* através de canais idnicos e ATPases transportadoras
(BLANK ,2001; LIBURDY et al, 1993; GRASSI et al. 2004; KUO, 2012). Tem sido
demonstrado que o campo eletromagnético tem efeito sobre os componentes do sistema
imunolégico in vivo por alteracdes nos niveis de células sanguineas em camundongos e ratos,

provavelmente causados pela proliferagdo alterada de linfécitos (KLEIIN et al. 2011).

Mais recentemente pesquisas vém mostrando que a exposi¢dao a CEM poderia induzir
efeitos positivos em sistemas neuronais afetados por doencas neurodegenerativas, como
Alzheimer (MESITI et al. 2012). Porém, segundo Giudice et al. (2007), a exposi¢do a CEM
de baixa frequéncia pode aumentar o risco de desenvolver diferentes doencas humanas,
incluindo os distirbios da funcdo do ritmo cardiaco, tumores, leucemia e doencgas de

Alzheimer e Parkinson.

Os CEM podem alterar os niveis de energia e a orientacao de spins de elétrons, e como

consequéncia aumentar a concentracdo de atividade e tempo de vida de radicais livres. Varios
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relatos indicaram que os CEM aumentam a atividade de radicais livres nas células, através da
reacdo catalitica que os converte em peroxidos de hidrogénio. A exposi¢do ao CEM resulta no
aumento da producdo de radical livre, o que pode ser considerado um plausivel mecanismo

bioldgico para carcinogénese (AYDINA, 2011; MAAROUFT et al. 2011; BETTA, 2012).

Os efeitos bioldgicos dos CEM tém sido objeto de estudos detalhados, pois estes
podem penetrar mais profundamente nos tecidos. Por exemplo, demonstrou-se que o CEM
pode atuar a nivel celular afetando vdrias funcdes, incluindo proliferacdo e diferenciagdo,
apoptose, sintese de DNA, transcricdo de RNA, expressdo de proteinas, fosforilacdo, sintese

de ATP, producao de hormonios e atividade de enzima antioxidante (CIFRA 2011).

Por outro lado, os efeitos dos CEM vém sendo utilizados como método ndo invasivo
eficaz para a prevengdo e tratamento da osteoporose, experimentalmente e clinicamente,
desde os anos 1970. Tem sido demonstrado que estes campos sdo capazes de prevenir a perda
Ossea por osteoporose em modelos animais. Investigagdes clinicas confirmaram ainda que os
CEM poderiam ajudar a melhorar a densidade mineral 6ssea e inibir a perda Ossea em
pacientes humanos (JING et al. 2010). Estes CEM também podem elevar a produgdo de
coldgeno e proteoglicanos em cartilagem das articulacdes em bovinos, bem como a expressao
do gene de algumas macromoléculas da cartilagem em bovinos e humanos. E possivel que o
CEM possa atuar na atenuagcdo dos sintomas da osteoartrite de joelho e o alivio da dor

(JABERI et al. 2011).

Sabe-se que as ilhotas pancredticas desempenham um papel fundamental na regulacio
dos niveis de glicose no sangue, a secrecdo de quantidades insuficientes dos hormonios das
ilhotas é a base do diabetes. Portanto, torna-se importante avaliar os efeitos no pancreas da
exposicdo a0 CEM. Os estudos avaliando a influéncia da exposicdo a CEM em ilhotas
pancredticas sao escassos e controversos, sendo dificil comparar os estudos existentes por

causa dos diferentes métodos de pesquisa utilizados.

JOELLY et al. (1983) relatou que o contetido de fons de cdlcio e o efluxo desses ions e
a secrecdo de insulina durante a estimulacdo de glicose foram reduzidas quando ilhotas
isoladas de coelhos foram expostas a CEM de baixa frequéncia. Outros pesquisadores

relataram que a exposi¢do a campos eletromagnéticos de baixa frequéncia inibia a liberagao
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de insulina a partir de ilhotas isoladas de ratos recém-nascidos estimulados por concentragdes

de glicose elevadas (HAYEK et al. ,1984).

Pesquisas também relataram que a exposicao de ratos a CEM de baixa frequéncia em
longo prazo levou ao aumento da sintese e secrecdo de insulina (LAITL-KOBIERSKA,
2002). SAKURALI et al. (2004) verificou os efeitos da exposi¢ao a um campo magnético de
frequéncia extremamente baixa sobre a secrecdo de insulina a partir de uma linhagem de
células de ilhotas. A cultura de células foi exposta um campo de 5 mT e 60 Hz , os resultados
sugeriram que a exposi¢ao atenua a secrecao de insulina e afeta o influxo de cdlcio através de

canais de cdlcio dependentes de voltagem.

Foi demonstrado que campo magnético de frequéncia extremamente baixa diminuiu o
estimulo de glicose e a secrec¢do de insulina em culturas de células - pancredticas, impedindo
os aumentos da relacio ATP/ADP e da concentracdo de ion de cdlcio. Estes resultados
demonstram o potencial de exposi¢do ao CEM para uso clinico como um novo método de
inibicdo da secrecdo de insulina. Desta forma, se a exposi¢do a CEM ¢é benéfica para as
células secretoras de insulina, pode ser possivel utilizar a exposi¢cdo a CEM para aplicagcdes

médicas, principalmente a terapéutica do diabetes (SAKURALI et al. 2005).

Como ja existem indicios de que os CEM podem interagir e alterar os mecanismos que
controlam o nivel citoplasmético de Ca2+, assim, avaliar os efeitos dos CEM sobre a corrente
deste fon nas células B-pancredticas pode ser de fundamental importincia para compreender a
relacao entre os efeitos dos CEM e a diabetes. Quando a concentracdo de glicose &
aumentada, a insulina € secretada por células B- pancredticas e esta secre¢do € sustentada
pelas oscilagdes de Ca®*, que ocorrem de forma sincronica em todas as ilhotas pancreaticas.
Alguns dos canais estdao envolvidos neste processo, porém € iniciado pelos canais de potassio
ativados por ATP (Katp), que sdo os responsdveis por iniciar a cascata de reagdes que ativara

os canais de cdlcio e todo ciclo das células B-pancredticas (MADEC et al. 2003).
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2.6 Modelo de Hodgkin e Huxley — Base do modelo das células f-

pancreaticas

O primeiro modelo matemdatico da atividade elétrica da membrana neuronal foi
publicado por Hodgkin e Huxley em 1952. Este trabalho foi desenvolvido a partir da
descricdo de dados experimentais de correntes em membrana de axdnio através de parametros
quantitativos, consiste num excelente projeto tedrico-experimental e € um exemplo cldssico
de investigagdo em bioengenharia (CHAVARETTE et al. 2009;WANG et al. 2011; CROTTY
e SANGREY, 2012).

O modelo de Hodgkin-Huxley (HH) € um dos mais realistas para sistemas neuronais e
pode simular as respostas do potencial de acdo com muito sucesso, tornando a pesquisa da
atividade fisioldgica das células nervosas muito promissoras (WANG et al. 2009). Este
modelo descreve excitagdes elétricas em axonio gigante de lula e serve como protétipo para
modelos em células excitdveis (CHAVARETTE et al. 2009; KOCHERGINSKY, 2009; CHE
et al. 2012).

Experiéncias realizadas anteriormente ja tinham mostrado que as membranas
bioldgicas se comportavam como circuitos RC em paralelo, portanto a corrente elétrica se

deveria tanto a uma corrente idnica quanto a uma capacitiva:
Equacio 1. Corrente da membrana
IM= Ic+ Ii=Cy(dVpy/dt)+ I
Em que Iy é a corrente total através da membrana, /¢, a corrente capacitiva, [; a corrente

ionica, Cy, a capacitincia da membrana, e dV,,/dt, a taxa de varia¢do do potencial elétrico

em relacdo ao tempo. A corrente idnica (/; ) pode ser expressa como se segue:
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Equacao 2. Corrente ionica

Ii - g,ov-viy

em que G;é a condutincia da membrana a certa espécie i0nica, e V, a voltagem da membrana
e Vi o potencial de equilibrio do fon. Durante o fendmeno da excitabilidade celular as

grandezas I;, G; e V variam ao longo do tempo (NOGUEIRA in CURI et al, 2005).

Hodgkin e Huxley, visando estudar o comportamento da corrente e da condutancia da
membrana em uma determinada voltagem, desenvolveram uma técnica que permite fixar
voltagem através da membrana, denominada voltage-clamp (NOGUEIRA in CURI et al,
2005). Esse método de fixar voltagem permitiu medir as correntes iOnicas através da
membrana da célula excitdvel (corrente macroscopica). A corrente macroscopica resulta da
passagem de fons através de uma populacdo de canais idnicos. Atualmente, a técnica de path-
clamp permite medir a passagem de fons através de um tnico canal i0nico, que sdo

denominadas de correntes microscopicas (NOGUEIRA in CURI et al, 2005).

Hodgkin e Huxley propuseram uma interpretacdo fisica para o modelo matematico.
Supuseram a existéncia de particulas (n, m e h) carregadas negativamente no interior da
membrana e que as alteracdes na condutancia ao so6dio e ao potdssio seriam devido a
movimentacdo dessas particulas em reposta a variacdo de voltagem. Atualmente, sabe-se que
as particulas m, n e h correspondem a residuos de aminoacidos que orientam a cinética dos
canais i0nicos. Dessa forma, a condutancia ao potdssio aumentaria quando quatro particulas n
(expoente de n na equagdo 3) saissem de um sitio proximo a superficie externa e chegassem a

um outro , préximo a superficie interna da membrana (COSTA, 1997; SORIANO, 2006).
Equacoes 3. Corrente de potassio e particula de gating

IK = GKn4(V - VK)

d
d—Ttl=ocn.(1—n)—[>’n.n
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Os coeficientes o e P representam as constantes da cinética de abertura e fechamento
do canal i6nico. Assim, o, mede a taxa com que o canal de K" muda do estado fechado para o

aberto. O contrdrio ocorre com f3, (COSTA, 1997).

A condutancia ao sédio tem dois processos, um de ativagdo, envolvendo particulas m

e outro de inativacdo envolvendo particulas h (Equagdes 4).
Equacoes 4. Corrente de sédio e particulas de gatings m e h

Ing = GNamgh(V - VNa)

7 = (1 —m) — Bp-m

dh

Assim, a condutincia ao s6dio é aumentada quando trés particulas m chegarem aos
seus locais de ativacdo e a particula h ndo estiver neste local. Quando h estiver posicionado no
seu sitio de inativag¢do a condutancia ao sédio € inativada. oy, e B, tem o mesmo significado de

oy e Bn, porém o canal envolvido € o do ion s6édio (COSTA, 1997).

Os ajustes matematicos feitos por Hodgkin-Huxley em suas equacgdes permite prever o
curso temporal do “potencial de acdo propagado”. O potencial de membrana tedrico €&

calculado a partir da equagdo 5:
Equacao 5. O potencial de membrana tedrico

av 1
E:C_m'(ls': —Ing — Ix — Il)

7z

A corrente de membrana é a soma das correntes capacitiva, corrente do fon K* ,
corrente de Na® e corrente de “Leak”(vazamento) (COSTA, 1997). Funcionalmente, o
comportamento representado pelo conjunto de equacdes, também pode ser descrito em termos
de um sistema de circuito elétrico, ilustrado na figura 4 (SORIANO, 2006; CHAVARETTE
et al. 2009).
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Extracelular

] Ina ] Ik ] IL
-
m== Gna Gk gL | Vm

+ +
+
Vna Vk VL
Intracelular

Figura 4. Circuito equivalente a membrana celular no modelo de H-H. Gy, , Gx s@o
respectivamente as condutincias aos fons Na™ e K* (mS/cmZ). G, é uma condutincia nio
especifica (leak = vazamento). Vn,, Ina, Vi, Ik, VL € I sdo os potenciais de equilibrio (mV) e
as correntes (LA/cm?) para os mesmos fons. Cm é a capacitincia especifica de membrana em
uF/cm* SORIANO (2006).

Na tabela 1 encontram-se descritos os parametros para o modelo de HH (Che et al., 2009).

Tabela 1. Parametros fixados para o modelo de HH. CHE et al. (2009)

Parametros Valores Unidades Variaveis
Cm 1,0 uF/cm’ Capacitancia da membrana
VNa 115 mV Potencial de equilibrio do sédio
Vk -12 mV Potencial de equilibrio do potdssio
Vi 10,599 mV Potencial de equilibrio da corrente de
Leak
gNa 120 mS/cm’ Condutincia mixima de sédio
gl 0,3 mS/cm? Condutancia maxima de Leak
K 36 mS/cm’ Condutancia maxima de potassio
g p

Pesquisas atuais visam testar o modelo de HH através de simula¢do computacional,
para obter informagdes sobre o comportamento elétrico neuronal. CHE et al. (2012); Wang et

al. (2009) verificaram a possibilidade da interacdo do campo elétrico e a excitabilidade
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neuronal em condic¢des fisioldgicas normais. Portanto, a investiga¢do da interacdo do campo
elétrico externo no modelo de HH pode auxiliar a esclarecer os efeitos dos CEM no transporte

através da membrana plasmdtica. A resposta dos neurdnios a estimulacdo elétrica externa

varia dependendo das caracteristicas do neuronio e da estimulacao.

2.7 Eletrofisiologia das células p-pancreaticas

O metabolismo da glicose tem um papel fundamental na sinalizacdo das células B do
pancreas, células secretoras de insulina localizadas nas ilhotas de Langerhans. Além da
funcdo fundamental que o trifosfato de adenosina (ATP) desempenha no metabolismo
energético da célula, também € importante o fornecimento de informagdes sobre o nivel de
glicemia para a célula e a regulacdo da secrecdo de niveis apropriados de insulina

(BERTRAM et al. 2007; WATTS et al. 2011).

As células [-pancredticas possuem caracteristicas de particular interesse na
eletrofisiologia, pois envolve uma relagdo entre o metabolismo celular e a condutancia da
membrana. As células B-pancredticas quando perfundidas em glicose exibem um padrao
caracteristico de atividade elétrica, chamado de “burst”. Este consiste de uma fase ativa da
membrana plasmdtica, com potenciais partindo de -60 mV para -25 mV; também sdo
observados rapidos picos de atividade elétrica seguidas por fases de siléncio em -60 mV, onde
o potencial sobe lentamente até atingir o limiar de excitabilidade dessa célula, quando o

processo de “burst” se repete (FRIDLYAND et al.,2007; SHERMAN,2010).

“Burstings” repetitivos de fase ativa de potencial estdo intimamente relacionados com
a regulacdo da glicose induzida por secrecdo de insulina nas células PB-pancredticas.
Simulacdo com modelos matemdticos de células [B-pancredticas tém contribuido para
estabelecer que os eventos de burst sdo gerados pelos mecanismos de gating rapidos e lentos
que controlam o potencial nas células B-pancredticas (CHA, 2011). Recentemente, diversos
modelos detalhados tém sido desenvolvidos para simular uma atividade elétrica mais realista
das células B-pancredticas com base nos achados cada vez mais esclarecedores sobre as
caracteristicas biofisicas dos componentes celulares. Células B-pancreéticas sdo eletricamente
excitdveis e os seus sinais eletrofisioldgicos desempenham um papel crucial no estimulo e
secrecdo da insulina (CHA, 2011). Para desenvolver o modelo descrito neste trabalho,

Bertram et al. (2000) utilizaram na obten¢@o dos dados experimentais a técnica do Dynamic
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clamp, em que a partir de células isoladas, cultivadas e visualizadas através de um
microscopio invertido, obtém-se uma resposta do potencial de membrana da célula em cada
instante de tempo. Esses dados sdo inseridos em um programa de simulacdo da atividade
elétrica da célula, que através de um modelo matemdtico gera um potencial de membrana

“modelado”.

Modelos mateméticos de células P-pancreédticas foram construidos de modo a
descrever o burst. O primeiro modelo baseado nos conceitos de Hodgkin-Huxley para células
B-pancredticas foi desenvolvido por Chay e Keizer (1983) e, posteriormente, foi sendo
modificado por BERTRAM et al. 2000; por BERTRAM et al. 2004; por BERTRAM et al.
2007 e por WATTS et al. 2011 e atualmente sdo descrito pelas equagdes abaixo:

Equacoes 6. Correntes de calcio (Ic,), potassio(Ix) e vazamento (Leak)
Icq = GeaMo V)V = Veg)

Iy = Gyn(V — Vi)

151 = 65,51(V —Vk)

Isz = Gszsz(V - Vi)

L=G, (V-V)

As equagdes acima correspondem as correntes iOnicas principais da célula B-
pancredtica que sdo responsaveis pela secre¢do e exocitose de insulina. I, € a corrente de
Ca” que é ativada instantaneamente na presenca de Ca*?, Ix é a corrente rdpida de K* e I, é a
corrente de vazamento. No modelo de BERTRAM et al. (2000) a Is; € a corrente para o K,

. 2 . P , . ~
ativada por Ca”" citosdlico e para Is; é a corrente de Karp ativada pelo aumento da relacdo

ADP/ATP. As Correntes I, . Is; sdo correntes repolarizantes de feedback negativo.

Equacoes 7. Corrente total da membrana.

av
E = _(ICa + IK + 151 + ISZ + Il)/Cm

Equacoes 8. Equacoes das variacoes de n, Sy e S,.

dn

== (V) =)/t



37

NEVES, G.F. Andlise tedrica do efeito de campo eletromagnético de 60 Hz na atividade elétrica das células f-pancredticas.

das

d_tlz (S1,(V) =51 /ts1
2 _ (s, W)=
E—( 2 (V) = 52)/ts,

As equacdes acima correspondem a um conjunto de equagdes diferenciais que
apresentam como func¢do regular os estados abertos e fechados dos canais existentes nas
células B- pancredticas e sdo denominadas de particulas de gating de ativagdao. Neste modelo
cada canal precisa apenas de uma particula de gating para mudar sua conformacdo. Nas
equacdes (7) sdo inseridas as equacoes (9), que descrevem os valores das particulas de gating

m, n, S ;e S, no estado estaciondrio e t,(V) é a constante de tempo da particula n.

Equacoes 9. As curvas de ativacdo para m, n, S; e S; sdo funcoes tipo sigmoidal de

Boltzmann que aumentam com o potencial de membrana.

1
. 1
noo( ) 1 + exp[(—g — V)/10]
S, (V)= -
100( )= 1+ exp[(—40 —V)/0.5]
S, (V)= :
200( ) = 1+ exp[(—42 — V)/04]
. W) = 8.3

1+ exp[(V+9)/10]

Na tabela 2 encontram-se descritos os parametros para o modelo das células B-pancredticas

(BERTRAM et al. 2000; WATTS et al. 2011).

Tabela 2. Parametros fixados para o modelo das células B-pancredticas (BERTRAM et al.
2000; WATTS et al. 2011).
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Parametros Valores Unidades Variaveis

Cm 4524 fF Capacitancia da membrana
Gea 280 pS Condutancia da corrente rapida de Ca**
Gy 1300 pS Condutancia da corrente répida de K*
Gr 25 pS Condutancia da corrente de vazamento
GS, 3-20 pS Condutancia lenta de K*

GS, 32 pS Condutancia de K muito lenta

Vea 100 mV Potencial de reversio do Ca*

Vi 80 mV Potencial de reversdo do K*
Vi -40 mV Potencial de reversao do leak

Ts; 1 S Constante de tempo 1

Ts, 2 min Constante de tempo 2

No corpo humano, o nivel de glicose no sangue € regulado por controle hormonal, o
qual traz o nivel de glicose ao normal caso ocorra uma perturbagdo. Este sistema € conhecido
como homeostase da glicose, onde processos celulares de glicose em todo o corpo estdao

ligados entre si por hormo6nios como a insulina (CHEW et al. 2009).

A estimula¢@o da secrecao de insulina pela glicose esta ligada a atividade elétrica das
células pancredticas. Esta atividade consiste em oscilagdes no potencial de membrana entre a
fase despolarizada, repolarizada e intervalo eletricamente silencioso (DUFOUR et al., 2010).
Sendo a glicose o principal estimulador end6geno de insulina, a estimulacdo da secrecao de
insulina ocorrerd apos a glicose ser absorvida através de transportadores (GLUT2) especificos
e em seguida metabolizada pela Via Glicolitica, Ciclo de Krebs e Fosforilacdo Oxidativa
(KEIZER, 1989; BERTRAM et al, 2007; HIRIART, 2008; CHEW et al. 2009;
PEDERSEN,2011).

Os canais i0nicos desempenham um papel importante na regulacdo da glicose nas
ilhotas de Langerhans. A absor¢do da glicose pela célula leva a um aumento no ATP,
resultando no fechamento do canal de potdssio dependente de ATP (Karp); este canal de
potassio quando aberto mantém a polarizacdo celular. Apds o fechamento dos canais Katp, a

célula despolariza e permite a abertura do canal de célcio dependente de voltagem (Cay) que
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promovem o aumento dos fons Ca”* livre no citossol para acionar a secre¢do de insulina

(HERRINGTON, 2007; BERTRAM et al., 2007).

Quando a concentracdo de glicose aumenta, o metabolismo das células B-pancredticas
acelera, levando a alteracOes na concentracdo citosdlica de nucleotideos de adenina (em
particular o aumento do ATP e diminui¢do do ADP),) e induzindo o fechamento do canais
Katp. A diminui¢io do fluxo de K* do meio intracelular para o exterior celular, resultante do
fechamento dos canais Katp é o fator que dispara a despolarizacio da membrana; essa
despolarizacdo induz a abertura dos canais Cay e influxo de cdlcio para o interior da célula.
Este aumento do Ca®* ativa a exocitose de insulina contida em granulos (figura 5); portanto, o
calcio € um sinal de disparo essencial para o metabolismo da insulina (PEDERSEN, 2007;
HENQUIN 2009; SHERMAN, 2010; FRIDLYAND, 2010; CHA, 2011; RORSMAN, 2012;
HENQUIN, 2012).

Metabolismo

Glicose 6 fosfato —_— - MgADP

oF % ATP

8 )
%Iucoquinase ATP ATP
"
CELULA BETA
Caz+
Ca2+ Ca2+ "~

Canais de Ca?*

Aumento da glicose

Canals de K*

sensiveis a ATP

Despolarizagdo

dependente de voltagem

Liberagao de insulina

Figura 5. Modelo esquemadtico da atividade elétrica das células P-pancredticas para a
liberacdo da insulina e ativagdo e inativacao dos canais de potéssio dependentes de ATP e do
de célcio dependente de voltagem (SAINT-MARTIN et al., 2011).
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2.8. Canais ionicos

Canais i0nicos sdo estruturas moleculares complexas com funcdes celulares que
regulam o fluxo de ions através de uma célula, e assim desempenham papel no mecanismo de
sinalizacdo celular (PANDEY, 2007; MALASICS et al. 2009; MAGNUS et al. 2011). O
comportamento desses canais i0nicos, que catalisam o fluxo de fons através da bicamada
lipidica das membranas, continua a fascinar os cientistas desde sua descoberta devido a sua
relacdo com numerosos fendmenos celulares, em particular o potencial de acdo neuronal.
Estes canais apresentam trés propriedades essenciais: a capacidade de catalisar as taxas de
transporte, fazer a selecdo entre fons estreitamente relacionados e serem regulados por

estimulos externos (WOOLLEY, 2003).

Os canais i6nicos formam um diverso grupo de proteinas encontradas na membrana
plasmdtica e compartimentos internos, como mitocOndrias, reticulo endoplasmatico e nicleo;
tendo funcdo em processos fisiologicos, patoldgicos e toxicologicos em diversos tipos
celulares (RESTREPO-ANGULO et al., 2010). Os canais idnicos também podem ser
reproduzidos artificialmente, introduzindo complexos protéicos macromoleculares em

bicamadas lipidicas (LUNDGREN et al., 2011).

Os canais sdo os principais elementos dindmicos na manutengdo da excitabilidade da
membrana, gerando diversos sinais celulares. Existem milhares de canais i0nicos nas células
para manter um potencial de membrana em aproximadamente -60 mV /- 80 mV, ou gerar

potenciais de acdo cerca de 80-100 mV em amplitude (ANDERSSON, 2010).

Os canais i0nicos geralmente apresentam os estados cinéticos: aberto e fechado
(CELESIA, 2001). Estes canais transitam entre os seus diferentes estados devido a flutuacdes
térmicas, campos elétricos e/ou ligantes (VARANDA et al., 2000). A abertura do canal i6nico
ocorre quando um regulador atua numa estrutura (sensor), que pode ser um conjunto de
cargas, sitio de ligacdo ou sitio fotossensivel. As alteracdes nestes sensores induzem uma
estrutura chamada “gate” ou comporta que ao se deslocar causa mudangas conformacionais
na estrutura da proteina do canal, permitindo a passagem dos ions (COSTA, 1997). A abertura
do poro do canal pode ser considerada um processo de varios passos: 1. percep¢ao do sensor;
2. transmissdo da alteracdo conformacional para a regido do poro; 3. abertura do poro

(HERING et al., 2008).
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Virios modelos tém sido propostos para descrever a cinética de canais i0nicos, dentre
eles: o classico Modelo de Markov assume que uma transi¢c@o futura € independente do tempo
que o canal i6nico estd hospedado em um estado anterior, isto €, postula que a probabilidade
de transi¢do entre os estados por unidade de tempo (constantes cinéticas) depende apenas do
estado atual do canal e ndo dos estados anteriores, sendo um processo aleatério e
probabilistico. Para o0 Modelo Fractal a taxa de transi¢do entre os estados dos canais i0nicos
dependem da resolugdo temporal e a corrente através de um canal € auto-similar em diferentes
escalas de tempo. O Modelo Cadtico descreve que as transi¢des entre os estados cinéticos
aparecem de forcas deterministicas em vez das flutuagdes de probabilidade do modelo
Markoviano. O Modelo Cadtico é baseado na interagdo de um mapa linear por partes,
descrevendo que as funcdes deterministicas dependem de um pequeno nimero de varidveis
independentes que simulam o comportamento aleatério dos canais i6nicos (VARANDA et al.,

2000; BANDEIRA et al., 2008).

Os canais i0nicos sdo geralmente regulados por agentes quimicos (ex.: canal
colinérgico), voltagem (ex.: canais de Na*, K" e Ca2+) ou ondas eletromagnéticas (ex.: canais
de células fotorreceptoras), mas também podem ser formados por poros sem regulacao por
agentes externos (ex.: canais dos antibidticos nistatina e anfotericina) (COSTA, 1997). Além
da sua classica fungdo de regular a excitabilidade elétrica da célula, os canais i0nicos podem
participar da sinalizacdo intracelular, servir como moléculas de adesdo celular ou componente
do citoesqueleto e alterar a expressao de genes especificos (KACZMAREK, 2006). Os canais
ionicos podem participar da excitabilidade e contratilidade celular, secre¢cdo hormonal,
imunidade inata, apoptose, proliferacdo e migracdo celular (KUNZELMANN, 2005; BURG
et al., 2006; GHATTA et al., 2006).

Os principais canais ionicos encontrados nas células dos mamiferos sdo os canais de
sédio (Nah), cloreto (CI), potéssio (K*) e célcio (Ca™). Geralmente se utiliza para designar a
nomenclatura de um canal uma combinac¢do do simbolo do principal ion permeéavel com o
principal modulador do canal (URBANO et al., 2008). No pancreas, os canais i0nicos sao
reguladores chave da homeostase da glicose. Células sensiveis nas ilhotas pancredticas
respondem a alteragdes nos niveis de glicose no sangue com alteracdes correspondentes no
fluxo transmembranar de fons que, por sua vez, regula a secrecao de hormonios metabdlicos,
inclusive a insulina (DENTON, 2012). Como a atividade elétrica das células B-pancreaticas
relacionadas com a secre¢do de insulina envolvem as correntes de potdssio e célcio, serd

realizado detalhadamente a seguir.
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2.9 Canais de potassio

Correntes de potdssio através das membranas celulares sdo essenciais para a
propagacdo de sinais elétricos em organismos multicelulares, inclusive na fase de recuperacao
dos potenciais de acdo. A conducdo do fon ocorre através do poro dos canais altamente
seletivos para K*, que é ligado e desligado em resposta a diferentes sinais de regulacdo
(CLARKE et al. 2010). Existem algumas familias de canais de potdssio: os canais de potdssio
voltagem dependentes, canais retificadores de potdssio, canais de potdssio ativado por célcio e

canais de potdssio ativados por ATP (MCCOY, 2012).

Canais de potdssio sdo cada vez mais apontados como alvos moleculares em diversos
estados patofisiolégicos, além de serem investigados como possiveis alvos de drogas. Os
canais de K* exercem um importante papel em varios processos fisiolgicos incluindo a
sinalizagdo neuronal, vascular e muscular, estimula¢do cardiaca, funcdo auditiva, secrecao
hormonal, fungcdo imunoldgica e proliferacio celular. Doengas também vém sendo

relacionadas 2 mutacdes nos canais de K" (RAJA, 2011).

2.9.1 Canais de potassio voltagem-dependentes (Kv):

Canais de potédssio voltagem-dependentes (Ky) sdo proteinas que respondem a
alteracdbes no potencial transmembrana, alterando a sua conformagdo para permitir a
passagem de fons K" através da membrana celular. Estes canais sdo proteinas tetraméricas, em
que cada subunidade compreende seis segmentos helicoidais transmembrana (S1-S6)

representados na figura 5 (KHALILI-ARAGHI et al. 2010).
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Figura 6. Diagrama da topologia do canal de K*. O poro transmembrana estd representado
pelas hélices azuis. As hélices transmembrana adicionais sdo as marrons e a hélice que forma
o “loop” estd representada em vermelho. As subunidades Ky contém seis hélices
transmembranas; as hélices S5 e S6 formam o poro, enquanto as hélices S3 e S4 apresentam

funcdo de sensor de voltagem (MCCOY, 2012).

Os Canais Ky estdo amplamente difundidos entre os organismos bioldgicos, desde
organismos mais simples como as bactérias até os seres humanos, apresentando multiplas
funcoes fisiologicas (MCCOY,2012). Os Ky sdo de fundamental importancia para as células

excitaveis, tais como os neurdnios e células musculares (ANDER, 2008).

Dentre os canais de potdssio voltagem-dependentes, os Ky1.5 sdo expressos numa
grande variedade de tecidos, incluindo nas células B do pancreas secretoras de insulina,
cérebro, macréfagos, coracdo, musculo esquelético, bem como tecidos vascular, intestinal e
vias aéreas (MUNOZ et al. 2012). A maioria destes canais exibe inativac¢do lenta que envolve

alteracdes conformacionais no filtro de seletividade (MCCOY, 2012).

O papel fisiolégico dos canais Ky em células B-pancredticas € restaurar a membrana
celular para um estado hiperpolarizado depois de um potencial de acdo, ou seja, estabilizar
eletricamente a membrana da célula. Desta maneira, os canais Ky influenciam na frequéncia e

duracdo do potencial de acdo nas células B-pancredticas (HU, 2001; LEUNG, 2012).

2.9.2 Canais retificador da corrente de potassio (Kr)

Os canais Kjgr também podem ser subdivididos em subunidades. Este canal tem apenas
duas hélices transmembranares flanqueando a regido do poro, para os segmentos S5 e S6 em
canais Kv (figura 6). Os canais Kjg também possuem um dominio citoplasmdtico que auxilia

na regulacao da ativacdo do canal (RAJA, 2011; MCCOY, 2012).
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Figura 7. Os canais Kjg contém duas hélices transmembranares formando a regido do poro
(azul), assim como uma hélice N-terminal (marrom) e um dominio citoplasmatico (verde) que
permite o canal ser regulado por diversas substancias (MCCOY, 2012).

Canais retificadores de K™ desempenham um papel crucial na regulacdo da secrecdo de
insulina em resposta a glicose, no entanto, a sua inibi¢do farmacoldgica e ablagdo genética

podem aumentar a secrecdo de insulina (YOSHIDA et al. 2010).

Canais (KR) sdo caracterizados por serem retificadores de corrente, ou seja,
apresentam uma relagdo corrente versus voltagem ndo linear. Estes canais auxiliam na
modulacdo da excitabilidade celular e estdo envolvidos na repolarizacdo de potenciais de
acdo, estabelecendo o potencial de repouso do neurdnio e contribuindo para a homeostase do
K*. Mutacdes nestes canais podem causar doengas como a sindrome de Bartter, caracterizada
pela perda de funcdo dos canais K 1.1 que levam a insuficiéncia renal; sindrome de
Andersen, onde ocorre a perda de fung¢do dos canais K 2.1, levando a paralisia periddica e

arritmias cardiacas (LUJAN, 2010).

Correntes de K * para fora da célula através de canais Kir desempenham um papel
crucial no controle da excitabilidade da membrana e da duragdao do potencial de acdo em

muitos tipos de células (LIU, 2011).

Esses canais sdo regulados por uma variedade de moduladores, incluindo prétons,
proteinas-G, ATP e K' extracelular. Canais K sdo predominantemente responsiveis pela
manutencdo do potencial de repouso e também apresenta importancia em funcdes celulares de
tecidos em todo o organismo, incluindo neurdnios, musculo esquelético, musculo cardiaco e

células B-pancreaticas (SOE, 2009).
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2.9.2 Canais de potassio ativados por Calcio (Kca)

Os canais K¢, estdo presentes em células excitdveis e ndo-excitdveis, e sdo ativados
através das concentragdes de Ca* intracelular, resultando na hiperpolarizacio do potencial de
membrana e mudancas na excitabilidade celular. Funcionalmente, os canais de K¢, estdao
envolvidos na regulacdo das propriedades neuronais, o fluxo de sangue e proliferacdo celular.
Do ponto de vista estrutural, as subunidades dos canais de K¢, formam estruturas homo ou
heterotetraméricas. Similarmente aos canais Ky, cada subunidade o de canais K¢, consiste em
seis dominios transmembranares incluindo dominios com terminais amina e carboxila do lado
intracelular da membrana e um dominio de poro formado pelos dois tultimos dominios
transmembranares (S5 e S6). Oito cDNAs que codificam diferentes canais K¢, foram
clonados. Com base na homologia da sua sequéncia e propriedades caracteristicas
eletrofisiologicas e farmacoldgicas, os canais de K¢, sao divididos em cinco subfamilias: BK/
Kcal /KCNM; SK/Kc,2/KCNN; IK/Kc,3/KCNN; K, 4/KCNT; e Ke,5/KCNU (LUJAN,
2010).

Figura 8. As subunidades transmembranares do canal K¢, s@o topologicamente
semelhante aos canais Ky. Os canais K¢,1.1 possuem uma hélice transmembrana adicional
(S0), totalizando sete hélices. Os canais K¢,2 e K¢c,3.1 t€m seis hélices transmembranares

como os canais Kv, mas contém um dominio citoplasmatico (MCCQY, 2012).
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2.9.3 Canais de potassio dependente do trifosfato de adenosina (Krp)

O Karp também estd envolvido no movimento de potdssio através da membrana
celular. Este canal é encontrado em varios 6rgdos e tecidos, tais como o pancreas, cérebro,
coracdo, musculo esquelético e liso (KIM, 2010). Vdrias fungdes sdo realizadas por estes
canais dependendo do tecido onde estdo expressos, tais como: regulacdo da excitabilidade
neuronal, modulagdo do tonus da musculatura lisa, promove a degeneracdo neuronal, regula a
adaptacdo a isquemia cardiaca e estresse, bem como um papel importante no controle do
apetite. Nas células B do pancreas, os canais Karp desempenham uma funcdo crucial no
metabolismo da glicose e secrec@o de insulina. Em baixas concentragdes de glicose os canais
Katp sdo abertos e o potencial de repouso de células B- pancredticas mantém-se proximo a -70

mV (SORIANO et al. 2011).

O canal Katp consiste em subunidades Kir6 formando os poros e receptores de
sulfoniluréias (SUR) controlando a func@o do canal. O ATP inibe a ativacdo dos canais em
Kir6.2, o Mg-ATP e difosfato de adenosina (ADP) ativam o canal através da subunidade
SUR. Portanto, a concentracdo da relacdo do ATP / ADP intracelular determina a ativacao do
canal Karp. A codificagdo do gene humano Kir6.2 é mapeado para o cromossomo 11p15.1
(ZUNKLER, 2006; AZIZ,2010; KIM, 2010; SORIANO et al. 2011; KEFALOYIANNI et al.
2012).

SUR € um tipo de proteina “ATP-binding cassette”. Os subtipos SURI, SUR2A, e
SUR2B siao expressos nas células B-pancredticas, musculo cardiaco, esquelético e liso. SUR1
estd envolvido com a ligacdo de ATP nas células B do pancreas, para bloquear os canais de
Katp, que por sua vez induz a despolarizacdo, assim, SUR1 desempenha um papel importante
na secrecdo de insulina, controlando o potencial de membrana (KIM, 2010;

KEFALOYIANNI et al.2012).

Kirg.2 SUR1 LP Kiré.2
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Figura 9.A arquitetura do canal de Karp das células [B-pancredticas € composta de
subunidades Kir6 e SURI. (A) As influéncias dos reguladores sobre os canais Karp em
células B do pancreas: (i) a diminui¢do de ATP irda sustentar eventos de canal aberto; (ii)
ativa¢do dos canais por diazéxido e inibi¢do por tolbutamida. (B) A topologia do canal K*
subunidade Kir6.2. (C) A topologia da SUR1 das células B - uma proteina ATP-binding
cassette. (D) O canal de Katp € um complexo heteromultimérico composto de Kir6.2-SUR1
(DUNNE et al., 1999).

No potencial de repouso da membrana (-70 mV) o Kapp se mantém
predominantemente aberto. Entretanto, quando ocorre o aumento da concentragdo externa de
glicose ou a elevacdo de ATP ou ATP/ADP citoplasmatico, os canais de Karp comegam a se
fechar e dentro de alguns minutos as células B-pancredticas se despolarizam, resultando em

potenciais de a¢ao na membrana (50 a 40 mV) (YOSHIDA et al. 2010).
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Figura 10. O controle da libertacdo de insulina a partir de células B-pancredticas humanas.
Nas células B normais em concentragdes ndo estimulantes de glicose, o potencial de
membrana se encontra em repouso (-70 mV), que € determinada pela abertura dos canais
Karp. Quando a concentragdo de glicose € elevada, o metabolismo da glicose € alterado na
célula B. Existe uma limitagao de velocidade neste processo que € dependente da atividade da
glicoquinase e formacdo da glicose-6-fosfato (1). Eventos metabdlicos subsequentes levam a
um aumento do ATP citosélico: o ATP (2) é que fecha os canais de Karp (3), levando a
despolarizacdo da membrana (4) e abertura dos canais de Ca®* dependentes de voltagem (5).
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Em seguida, inicia-se a libera¢do de insulina através de exocitose de granulos secretdrios (6)
(DUNNE et al. 1999).

Canais Kapp também podem ser inibidos farmacologicamente. Vdrias classes de
drogas insulinotrépicas utilizadas no tratamento de DMNDI atuam via ligacdo no canal Karp,
causando fechamento de canal de potdssio, influxo e secre¢do de insulina. Exemplos destas

drogas sdo as sulfonilureias, tais como tolbutamida e glibenclamida (BALL, 2005).

Os polimorfismos citoplasméticos no canal Karp estio ligados a alteracdes na secrecao
de insulina, indicando que os genes que codificam este canal id6nico podem ser marcadores da
susceptibilidade para o DMNDI. Muta¢des em ambas as subunidades Kir6.2 e SURI resulta
na perda de atividade do canal Karp nas células B-pancredticas, conduzindo a membrana a

despolarizacio (ZUNKLER, 2006).

2.10 Canais de Calcio Dependentes de Voltagem (Cay)

O Ca® é um mensageiro intracelular capaz de exercer diversas funcdes em véarios tipos
de células, excitdveis e nao excitdveis. Atua na contracdo muscular, secre¢do de
neurotransmissor, na fertilizacdo, na proliferagdao, no desenvolvimento, na aprendizagem e
memoria e morte celular. Esta versatilidade s6 pode ser alcancada gragcas a um controle muito
preciso da sua concentragdo ao nivel subcelular. De fato, a ativacdo destes processos
geralmente ocorre como consequéncia de aumentos transitérios na [Ca®*] citosélico em
determinados locais subcelulares, que sao varidveis dependendo do processo (IFTINCA,

2008; LIN, 2011; ALVAREZ, 2012).

O cdlcio entra nas células principalmente através de canais de Ca®* dependentes de
voltagem (FRIDLYAND, 2003). Os canais de célcio também contribuem para a
repolarizag¢do, com o objetivo de finalizar o potencial de acdo através de inativa¢ao do canal,
sendo que os disparos de potenciais de acdo surgem através da ativacdo de vdrios tipos de

canais de cdlcio dependente da voltagem (CHA, 2011).

As subunidades de canais de cdlcio dependentes da voltagem (C,v) foram inicialmente
identificadas em 1987 como uma subunidade estequiométrica do receptor de 1,4-di-
hidropiridina isolado a partir de musculo esquelético (HIDALGO, 2007). Os canais de calcio

sdo complexos de proteinas macromoleculares composto de uma subunidade al primério e
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trés subunidades auxiliares (0, & , P y,) que sdo codificadas por genes miultiplos

(HURLEY,2012).

Canais Cpy, sdo divididos em trés subtipos principais Cayl ( L-tipo), Cay2 (P-, N- e
R-tipo) e Cav3 (T-tipo). Estes tipos que foram distinguidos originalmente (antiga
nomenclatura estd entre parénteses) por meios de critérios farmacolégicos e eletrofisioldgicos.
Canais dependentes de voltagem respondem a despolarizacdo da membrana através da sua
abertura e modificacdo da condutdncia ao fon. Canais C,, regulam a atividade elétrica
neuronal, modulam o gating de outros canais i0nicos e outros numerosos controles de
processos celulares, tais como liberagdo de neurotransmissores, a sobrevivéncia neuronal e

ativacdo da quinase (HURLEY, 2012).
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Figura 11. A: organizacdo molecular do canal de célcio voltagem dependente (Cavy),
subunidades do canal na membrana plasmatica. B: topologia das subunidades do canal. C:
nomenclatura das subunidades do canal. YANG (2005).

Em células B-pancredticas, a despolarizacdo da membrana causada pelo metabolismo
de glicose, induz a rapidas alteracOes conformacionais nos canais de cdalcio voltagem
dependente, promovendo a permeabilidade dos poros que, por sua vez, permite o cdlcio
extracelular entrar no citoplasma. A entrada do Ca®* através destes canais induz diretamente
ao trafego de granulos e secrecdo de insulina. A desordem dos canais dependentes de
voltagem das células B-pancredticas tem sido observada em pacientes diabéticos e também em
modelos animais diabéticos. A desregulacdo desses canais nas células f-panredticas pode
levar a disfuncdo e morte celular tanto na diabetes tipo 1 e tipo 2. As atividades e distribuicao
de canais de célcio dependentes de voltagem dentro da célula  sdo reguladas por varios
complexos moleculares, tais como Ca®* / calmodulina, tais como receptor de deteccdo de
calcio, cinases de proteina, e fosfatos de inositol. A regulacdo da atividade dos canais €
crucial para fornecer uma O6tima concentracio de Ca®* nas células PB-pancredticas nos
processos como exocitose de insulina e suas disfuncdes podem resultar em diabetes tipo 1 e

tipo 2 (PARKASH ,2011;CHA,2011).

As propriedades biofisicas, distribui¢des subcelulares, e as fungdes dos canais de Cpy
tém sido extensivamente examinadas através da combinacao das técnicas de eletrofisiologia,
biologia molecular e microscopia. Em resposta a despolarizagdao da membrana, a conformagao
de canais Cay muda de um estado fechado para um estado aberto. O influxo Ca®" através
canais Cpy serve como segundo mensageiro para sinalizagcdo elétrica e quimica. Ele controla
uma gama diversificada de eventos intracelulares, incluindo a exocitose, endocitose,
contragdo muscular, a transmissao sindptica e metabolismo. Uma grande importancia para
esses canais € desencadear a exocitose de insulina (RORSMAN et al. 2011). Devido a
importancia desses canais na atividade elétrica e na secrecdo de insulina nas células B-
pancredticas, propomos nesta pesquisa modelar a atividade elétrica das células B-pancredticas
e o comportamento das particulas de gatings que controlam os canais de potdssio interagindo

com campo elétrico de 60Hz e de amplitude varidvel.
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3. Objetivos
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3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se uma voltagem elétrica senoidal de baixa frequéncia altera a atividade elétrica da

membrana das B-pancredticas.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Verificar a influéncia de uma voltagem senoidal de baixa frequéncia (60Hz) e com

amplitudes varidveis na duracdo dos bursts da atividade elétrica das células B-pancredticas;

. Avaliar a influéncia de uma voltagem senoidal de 60Hz e com amplitudes varidveis na

duracdo do periodo inter-burst da atividade elétrica das células - pancreaticas;

. Analisar o comportamento médio do nimero de spikes por burst em resposta a uma

voltagem senoidal de 60Hz e amplitudes varidveis aplicada nas células - pancredticas;

. Analisar o comportamento médio do tamanho dos spikes em resposta a uma voltagem

senoidal de 60Hz e amplitudes varidveis aplicada nas células - pancreéticas.
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Abstract

The production, distribution and use of electricity can generate low frequency electric
and magnetic fields (50-60 Hz). Considering that some studies showed adverse effects
on pancreatic B-cells exposed to these fields; the present study aimed to analyze the
effects of 60 Hz electric fields on membrane potential during burst phase in pancreatic
B-cells using mathematical models. Sinusoidal 60 Hz electric fields with amplitude
ranging from 0.5 to 4 mV were used to interact with pancreatic B-cells. The electric
field changed the membrane potential, reduced the burst duration, inter-bursts intervals
and spikes per burst counts, as well as increased the bursts amount and spikes size. The
gating particles kinetics that controls the burst (S; and S,) also changed after interaction
with the electric field. Results also suggest a dose-dependent response for the burst
duration, inter-bursts intervals and spikes per burst in function of the voltage amplitude
applied. Electric field interaction increased the complexity of membrane burst and
gating particles S; and S, in pancreatic B-cells, showing a greater diversity of patterns,
reduced self-similarity and greater randomness. In conclusion, theoretical analyses
showed that low frequency electric fields may change the membrane potential in the

burst phase in pancreatic -cells.
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1 Introduction

Humans have been exposed to natural sources of radiation such as
electromagnetic radiation emitted by the sun, cosmic rays and earth's magnetic field.
However, in the last century there was a great increase of human exposure to artificial
radiation, especially at low frequencies (Vdzquez-Garcia et al. 2004). The production,
distribution and use of electricity can generate low frequency electric and magnetic
fields (EMF) usually with frequencies of 50 and 60 Hz (Tenorio et al. 2011). Currently,
there is a worldwide debate about the health risks due to exposure to low frequency
EMF. Several studies described adverse effects related to these fields while others
observed no interactions with the biological systems (Tenorio et al. 2012; Sakurai et al.
2004).

EMF can influence ions mechanisms and processes dependent on the membrane
potential, such as Ca** influx and transport molecules. Studies suggested that exposure
to low frequency EMF may change cellular functions and membrane proteins; including
ion channels (Grassi et al. 2004). Ion channels are basically formed by proteins, which
can assume open and closed conformational states. This is a phenomenon called ion
channel kinetics that modulates the ionic currents crossing the plasma membrane.
Electric field, ions and other substances can control the transitions between these open
and closed states (Costa et al. 2002).

Studies also reported that EMF can interact with ionic fluxes, especially
calcium. According to Fan et al. (2012), magnetic field with low frequency (7 Hz) and
high amplitude (6-25 mT) can change Ca** channels currents in HEK 293 cells.
Exposure of adrenal cells to magnetic field with 1.5 T also induced changes in
intracellular Ca*" (Ikehara et al. 2010).

Ion channels are fundamental to the electrical activity of pancreatic B-cells,
influencing glucose metabolism and insulin synthesis. Changes in insulin secretion may
trigger Diabetes Mellitus (DM), a systemic disease that occurs when insulin released
from pancreatic B-cells does not maintain the normal levels of glucose in the blood

(D'Aleo et al. 2011). Considering that diabetes may be related to abnormal electrical
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activity in pancreatic -cells and the majority of the population are daily exposed to low
frequency electric and magnetic fields, this study aimed to analyze whether 60 Hz
electric field with amplitude ranging from 0.5 to 4 mV can change the membrane
potential during burst phase in pancreatic B cells using mathematical models as

described by Bertram et al. (2000).

2 Methods

Simulation of electrical activity of pancreatic B-cells was performed using the
solution of differential equations proposed by Bertram et al. (2000) to simulate the
electrical behavior of B-cell membrane. All simulations of cellular electrical activity
were performed using the software XPPAUT version 6.10 (Bard Ermentrout 2002 -
2011) modified from Ermentrout (1987).

2.1 Model of electrical activity in B-pancreatic cells
Membrane electrical activity in B cells was simulated using ordinary differential

equations proposed by Bertram et al. (2000), as follows:
av

- = Uca+ Ix + 11 + Iy + I)/Cm (1)

In which the calcium, potassium, calcium-activated potassium and ATP-activated
potassium channels and leakage currents can be described as follow:

Ica = GeaMoo VYV = Vo)

Iy = Ggn(V — V)

151 = 65,51 VvV =Vy) ()

152 = GSZSZ(V — Vi)

L=G, (V-V)

and the gating particles n, S; and S, can be described by the equations:
dn

— = (V) =)/t

e (S1,V) = S1)/tsq 3)
ds,

FT (S2,,(V) = S53)/tsz
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The variable V represents the membrane potential (mV); t is time (ms) and the
variables n, S| and S, represent, respectively, the gating particles of potassium channels,
calcium-activated potassium channels and ATP-activated potassium channels.

The equations above represent the principal ionic currents in beta cells, which
are responsible for pancreatic secretion and exocytosis of insulin. Ic, is a rapid Ca*
current, which is activated instantaneously by voltage; Ik is a rapid voltage dependent
K* current; I is the leakage current; Ixc,, is a K* current activated by cytosolic Ca** and
Ixatp is a K* current activated by the increase in the relation ADP/ATP in B-pancreatic
cells. Gate particles m, n, S; and S, in the stationary state and time constant t, are

sigmoidal functions of the voltage applied to the membrane:

1
Mo (V) = 1+ exp[(—22 —V)/7.5]
1
neo (V) = 1+ exp[(-9—V)/10]
4)
S (V)= 1
100( )= 1+ exp[(—40 —V)/0.5]
1
SZoo(V) = 1+ exp[(—42 — V)/04]
b W) = 8.3

1+ exp[(V +9)/10]

Besides these equations, parameters and values used in the simulation of 3 cells

electrical activity are shown in Table 1.

2.2 Model of electric field

In the equations of electrical activity in pancreatic B-cells was inserted a new
equation corresponding to the interaction with a sinusoidal electric field. This electric
potential equation was previously described by Cain (1980) and applied to model
Hodgkin and Huxley.
Vg = A X coswt &)
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Where A is the wave amplitude, o is equal to 2xf and f is the frequency. The frequency
used was 60 Hz and the amplitude ranged from 0.5 to 4 mV. The new parameter Vg acts
as an external transmembrane voltage applied to P-pancreatic cells. Formally, the

external electrical field can be introduced in the B-pancreatic model as follow:

av
= _(ICa + IK + 151 + 152 + Il)/Cm

dt
Icq = GeaMao V)V + Vi — Vig)
IK = GKn(V + VE - VK) (6)

Is, = G5, S;(V + Vg — V)
Is, = Gs,S;(V + Vg — V)
L=G, V+Vg—V)

Differential equations above and differential equations proposed for gating
particles n, m, Sy, S, in the stationary state constitute the system of differential equations
whose solution simulate the potential across the plasma membrane in pancreatic -cells.
Each simulation produced a record of voltage across the membrane of B-cells in
function of time for a simulation of 600 seconds. All analyses were performed in 30
records for each amplitude of the 60 Hz electric field.

Quantitative analyzes of the electric field interaction with pancreatic B-cells
were performed through counting of bursts, bursts duration, inter-burst intervals, spikes

size and spikes per burst number.

2.3 Complexity of Lempel-Ziv

The complexity of Lempel-Ziv (CLZ) is a methodology to measure the
complexity in a one-dimensional signal that does not require long data segments to
compute (Absolo et al. 2006). To calculate the CLZ is necessary to transform the time
series in a binary sequence generated from the comparison of each point of the time
series with a mean (m) of all points in the series. If the point value is higher than the
average, it is represented by 1, if this value is lower than the average, it is represented
by 0. Therefore, we obtained a binary sequence (Q) composed of 0 and 1 (Aboy et al.
2006). Subsequently, the Lempel-Ziv algorithm previously described by Aboy et al.
(2006) was used to calculate the CLZ. This CLZ is a value between 0 and 1, values
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closer to 1 indicates greater complexity and the signal behavior is more random; while

values closer to 0 indicates a lower complexity, indicating an increased self-similarity.

2.4 Statistical analysis
Statistical design was performed using the nonparametric test of Kruskal-Wallis
with Dunn’s post-hoc test for multiple comparisons. Results were expressed by median

+ standard deviation. Differences were considered statistically significant at p < 0.05.

3 Results
3.1 Analyzes of burst phase in pancreatic p-cell

Figure 1A shows the solution of the differential equations model to simulate the
electrical activity of pancreatic B-cell (Control). The interaction of cells with the 60 Hz
electric potential with amplitude 0.5 mV (Fig 1B), 1 mV (Fig 1C), 2 mV (Fig 1D) and 3
mV (Fig 1E) resulted in shorter and variables silent phases and burst phases with
irregular spikes in greater amplitudes of the electric potential. Furthermore, cells
interaction with the electric potential sinusoidal of amplitude 4 mV (Fig 1F) showed
irregular spikes, some spikes were shorter and other longer than control and the silent
phases were also shorter than control.

Duration of the bursts is shown in Figure 2, electric field interaction induced a
reduction in bursts duration for amplitudes between 0.5 and 4 mV. It is interesting to
note that initially the burst duration tends to decrease with the amplitude of the voltage
applied between 0.5 to 3 mV and subsequently tends to increase up to 4 mV;
amplitudes greater than 5 mV appear to inhibit the electrical activity in pancreatic 3-
cell.

Pancreatic B-cells interaction with the electric field increased the number of
bursts in 600 seconds of electrical activity. Intriguingly, the behavior of burst numbers
was the opposite of the burst duration, while the count of bursts showed an increase up
to amplitude 3 mV and a decrease between 3 to 4 mV, the duration of bursts showed a
reduction up to 3 mV and an increase between 3 to 4 mV. Apparently, the -cells may
increase the amount of bursts to compensate for the shorter duration of these bursts in
order to maintain their functional capacity. The quantities of each burst amplitude of

applied voltage were: control (34 burst),0.5mV (58 burst),ImV(69 burst),1.5mV (74
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burst),2mV (77 burst),2.5mV(71 burst),3mV(79 burst),3.5mV (73 burst) and 4mV( 56
burst).

Figure 3 shows a reduction of the inter-burst intervals after interaction with the
electric voltage of amplitudes between 1 to 4 mV, indicating that cells spent less time in
the silent phase and consequently less time in the cell resting potential.

The amount of spikes per burst also reduced after interaction of pancreatic 3-
cells with the electric voltage of amplitude from 0.5 to 2.5 mV (Fig 4). This reduction in
the amount of spikes indicates a lower variation in the membrane potential during the
active phase, which could cause a lower release of intracellular calcium and thus reduce
insulin release. Figure 5 shows an increased spikes size in the records of bursts after
interaction with the electric field of amplitudes from 2 to 4 mV, this also indicates a
greater variation of membrane potential after application of electric field.

Interaction of pancreatic B-cells with the electric field also changed the behavior
of gating particles S; and S,, these particles showed more irregular records than control
(Fig 6).

In order to better understand the changes caused by the electric field in the
simulations of membrane potential in pancreatic B-cells, we performed the analysis of
Lempel-Ziv complexity. Figure 7 shows an increase in the complexity of Lempel-Ziv in
records of membrane potential after interaction with the electric field of amplitudes
from 0.5 to 4 mV. The kinetics of the gating particles S; and S, also showed an
increased complexity of Lempel-Ziv compared to controls. Note that the kinetics of the
particle S; initially tends to increase their complexity but voltage applied of amplitudes
between 1 to 4 mV tend to reduce their complexity. This increased complexity of
Lempel-Ziv indicates that the signal loses auto-similarity, increasing its complexity and

randomness.

4 Discussion

4.1 Electrical activity of pancreatic p-cell after interaction with 60 Hz electric field
The results showed in the present study suggest that low frequency electric fields
change the membrane potential and gating particles S; and S, in burst phase of electrical

activity in pancreatic B-cells. Burst phenomenon was first reported during in vitro
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studies in pancreatic islets by Mathews and Dean (1970). Burst phases occur repeatedly
and are closely related to the regulation of glucose-induced insulin secretion in [3-
pancreatic cells (Barg 2001; Cha 2011).

During active phase the membrane potential oscillates rapidly, while during the
silent phase it maintains an activity type pacemaker. The burst activity can be observed
over a plateau that occurs in the active phase (burst). This value is physiologically very
important and several studies reported a direct correlation between the plateau phase
and the rate of insulin release (Meissner and Schlemz 1974; Meissner 1976).
Intracellular calcium concentration increases during the active phase; calcium has a key
role in the secretion of insulin (Aguirre et al. 2004; Ashcroft and Gribble 1999; Braun et
al. 2008; Fridlyand et al. 2010). A decrease in the intracellular calcium concentration
during the resting period (silent phase) leads to a decrease in the current through Kc,
channels and then membrane depolarization and burst initiation (Fridlyand et al. 2010).

The rising in the plasma glucose concentration increases intracellular
concentration of ATP in beta cells, which in turn inhibit Katp channels and depolarize
the cell (active phase). When the plasma glucose concentrations decline, intracellular
concentration of ATP decrease and Katp channels become more active, hyperpolarizing
the cell, closing the calcium channels and ending the secretion of insulin (Fridlyand et
al. 2005; Kim 2010). A reduction in metabolism also opens Katp channels, inducing K*
efflux, membrane hyperpolarization and suppression of electrical activity (Ashcroft
2005).

Gating particles S; and S, are related with K¢, and Karp channels currents,
respectively. Our results suggest an interaction of the electric field with the gating
particle S; and S, and consequently with K¢, and Karp channels. Kapp channels are
regulated by fluctuations in the intracellular concentration of ATP or MgADP and
regulate the duration of bursts (Cha et al. 2011). K¢, channels currents are mainly
regulated by the intracellular Ca** concentration, previously studies also showed
changes in Ca®* signaling after exposure to low frequency electric and magnetic fields
(Manikonda et al. 2007; Chang et al. 2012).

In our simulation, the electric field interaction induced a reduction of burst
duration in membrane potential of B-pancreatic cells, as bursts are positively related

with Ca** concentration (Aguirre et al. 2004), this reduction of burst duration also



75

NEVES, G.F. Andlise tedrica do efeito de campo eletromagnético de 60 Hz na atividade elétrica das células p-

pancredticas.

suggests a decreased concentration of intracellular Ca®*. According to Chang et al.
(2012), extremely low frequency electric field can interact with the nerve cell, changing
the Ca® oscillations and the function of neural system. Liboff (1994) suggested that
electric fields may indirectly affect the signaling pathway by either reinforcing or
altering the frequency of the intrinsic cytosolic Ca** oscillations.

In the present study we showed that the behavior of B-cells electrical activity
depends on the voltage amplitude applied by the 60 Hz electric field. These results may
help to justify the contradictory reports in the literature about the stimulation / inhibition
of pancreatic B-cells due to exposure to extremely low frequency electric and magnetic
fields. There are few studies about the effects of low frequency electric fields on the
function of pancreatic islets and the comparison between these studies is complicated
due to the use of different methodologies.

According to Joelly et al. (1983), exposure to low frequency electromagnetic
fields can reduce the Ca** concentrations and insulin secretion during stimulation by
glucose in pancreatic islets of rabbits. Exposure to 50 Hz and 20 — 50 mT magnetic field
induced a decrease in plasma glucose concentration (Hefco et al. 1969). Sakurai et al.
(2004) also reported the inhibition of insulin release stimulated by glucose in islets of
newborn mice due to exposure to low frequency electromagnetic fields. On the other
hand, Laitl-Kobierska et al. (2002) showed an increased synthesis and secretion of
insulin in pancreatic cells of rats exposed to extremely low frequency magnetic field.
Sakurai et al (2008) observed that extremely low frequency magnetic field (60 Hz, 5SmT)
induced an increased number of B-cell and increased insulin secretion. Sakurai et al.
(2005) demonstrated that glucose-stimulated insulin secretion decreased by exposure to
60 Hz and 5 mT electromagnetic fields. Gholampour et al. (2011) showed an increase in
insulin level and size of pancreatic islets, as well as a decrease in glucose level of adult
male Wistar rats exposed to 50 Hz and 1 mT electromagnetic fields.

Our results corroborate with Hayek et al. (1984), suggesting that pancreatic [3-
cells and insulin secretion may be changed after electric and magnetic fields exposure in
a dose-dependent manner.

The present study also used the mathematical method complexity of Lempel-Ziv
to analyze the gating particles S; and S,, as well as the membrane potential after

interaction with the electric field; this method allows the perception of changes that can
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not be visually noted. In recent years, complexity of Lempel-Ziv has been widely used
in biomedical applications to estimate the complexity of discrete-time signals (Aboy, et
al, 2006).

The electric field interaction increased the complexity of electrical activity in
pancreatic B-cells, showing a greater diversity of patterns, reduced self-similarity and
increased randomness. This complexity pattern seems to inhibit the membrane potential
in pancreatic B-cells.

5 Conclusion

The computational modeling showed an interaction between the low frequency
electric fields and the electrical activity of pancreatic B-cells. The electric field changed
the membrane potential, reduced the burst duration, inter-bursts intervals and spikes per
burst, as well as increased the bursts amount and spikes size. Gating particles S| and S,
also changed after interaction with the electric field. The results also suggest a dose-
dependent response of B-cells electrical activity due to variation in voltage amplitude

applied.
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Table 1. Parameters used in the model of pancreatic B cells electrical activity (Bertram

et al. 2000; Watts et al. 2011).

Parameters Values Units Variables

Cm 4524 fF membrane capacitance

Gca 280 pS fast Ca** current conductance
Gk 1300 pS fast K* current conductance
GL 25 pS leakage current conductance
GS; 3-20 pS slow K" conductance

GS, 32 pS very slow K* conductance
Ve 100 mV Ca”™ reversal potential

Vi 80 mV K" reversal potential

VL -40 mV leakage reversal potential
Ts1 1 S time constant

Ts2 2 min time constant
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Fig 1. Electrical activity simulations of pancreatic B-cells (control — A) exposed to

sinusoidal electric field with 60 Hz and amplitudes 0.5 mV (B), 1 mV (C), 2 mV (D), 3

mV (E) and 4 mV (F).
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Fig 2. Burst duration (seconds) of electrical activity simulation in pancreatic B-cells
exposed to electric field with 60 Hz and amplitudes from 0.5 mV to 4 mV. *

Statistically different from control.
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Fig 3. Inter-bursts intervals of electrical activity simulation in pancreatic P-cells
exposed to electric field with 60 Hz and amplitudes from 0.5 mV to 4 mV. *

Statistically different from control.
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Fig 4. Spike per burst of electrical activity simulation in pancreatic -cells exposed to
electric field with 60 Hz and amplitudes from 0.5 mV to 4 mV. * Statistically different

from control.
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Fig 5. Spikes size of electrical activity simulation in pancreatic B-cells exposed to
electric field with 60 Hz and amplitudes from 0.5 mV to 4 mV. * Statistically different

from control.
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Fig 6. Gating particles S1 (thin line) and S2 (thick line) related to K¢, and Katp

channels after interaction with 60 Hz electric field of amplitude 2 mV and 4 mV.
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Fig 7. Complexity of Lempel-Ziv (CLZ) of membrane potential (mV) and gating

particles S| and S, in B-pancreatic cells after interaction with 60 Hz electric field of

amplitudes from 0.5 mV to 4 mV.



