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La electroporacion celular consiste en la aplicacion de pulsos eléctricos de corta duracion y alto potencial a una
célula con el objetivo de crear poros en su membrana, logrando asi una permeabilizaciéon que permita el ingreso
de drogas o iones. En este trabajo se realizaron simulaciones de dicho proceso sobre células individuales teniendo
en cuenta los siguientes fenémenos fisicos: el potencial eléctrico en el dominio, la creacién de poros y evolucion
de sus radios sobre la membrana y el transporte de cuatro especies idnicas a través de la misma. Para ello se usod
el método de elementos finitos en dos dimensiones con coordenadas cilindricas, asumiendo la célula como un
solido de revolucion.
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Cell electroporation involves the application of electric pulses of short duration and high potential to a cell in
order to create pores in its membrane, thus achieving a permeabilization that allows the entry of drugs or ions.
Simulations of individual cells to which pulses are applied through electrodes were made. The simulations take
into account the following physical phenomena: the electrical potential in the domain, the creation of pores in the
membrane and the evolution of their radii and transport of four different ionic species. For this the finite element

method is used in two-dimensional cylindrical coordinates, assuming the cell as a solid of revolution.
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I. INTRODUCCION

El proceso de electroporacion celular tiene como
objetivo permeabilizar la membrana de una célula,
mediante la aplicacion de un campo electromagnético
externo, para lograr el transporte a través de la misma de
drogas o agentes terapéuticos cargados por difusion y
conveccion. Este proceso es utilizado en diferentes
tratamientos electroquimicos de tumores [1,2] por
ejemplo en la Electroquimioterapia (ECT) se utilizan
drogas quimioterapicas clasicas, mientras que en el caso
de la Electroterapia Génica (GET), se utilizan moléculas
de ADN y ARNJ4]. El proceso se optimiza cuando ese
campo es pulsado, dependiendo del voltaje aplicado, la
duracion de los pulsos y la frecuencia de los mismos
[3,4]. La electroporacion de la membrana se inicia con
la aplicacion de un campo eléctrico que sobre la célula
genera el llamado potencial transmembranal (PTM), una
diferencia de voltaje inducida sobre la membrana celular
que aisla a la célula del medio exterior [5]. Cabe
destacar que la conductividad eléctrica de la membrana
es 6 ordenes de magnitud mas pequefia que la de los
medios intra y extra celular. Al mismo tiempo la
poblaciéon de poros de la membrana responden al PTM
en forma dinamica, abriéndose a medida que este
potencial aumenta, para después cerrarse en muchos
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casos o alcanzar un tamafio estable en otros siguiendo
una compleja estadistica analizada en [7]. En respuesta a
esta apertura se modifica el coeficiente de conductividad
eléctrica y el de difusion de la membrana facilitando el
trasporte a través de la misma [6]. En este trabajo
proponemos simular la distribucion de potencial y
campo eléctrico mediante el método de elementos
finitos, discretizando la membrana celular
explicitamente [8,9]. Ademas modelizamos la creacion y
evolucion de la poblacion de poros y el tamaiio de los
mismos. Con la informaciéon provista por ambos
modelos, calculamos la nueva conductividad eléctrica y
el coeficiente de difusion de la membrana
permeabilizada, para describir el transporte de cuatro
especies i6nicas presentes en el medio extra e
intracelular: hidrogeno (H"), hidroxido (OH"), sodio
(Na") y cloruro (CI").

Il. MODELOS

El potencial eléctrico es generado por dos electrodos
con una diferencia de potencial constante durante la
duracion del pulso. Para el calculo del potencial
eléctrico en cada punto del dominio se utiliza la
ecuacion:

V(eVD) =0 (1)
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donde ¢ representa el potencial eléctrico y o la
conductividad del material de cada medio. Como
consecuencia del potencial eléctrico se genera una
diferencia de potencial entre el exterior e interior de la
membrana celular, llamado potencial transmembrana
(PTM). Se tiene en cuenta ademas que la membrana se
carga como un capacitor en paralelo con una resistencia,
por lo tanto el PTM crece segun la ecuacion:

@m:¢>p[1—ei%] (2)
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donde ¢m es el PTM en un punto de la superficie de
la célula, ¢, es el potencial obtenido por la ecuacion (1)
t es el tiempo transcurrido desde el comienzo del pulso,
a es el radio de la célula, Cn es la capacitancia
superficial y o; y oo las conductancias intra y extra
celulares.
El PTM genera poros hidrofilicos en la membrana
con una densidad variable en el tiempo de la forma

oN N (3)
oN _ Pm _
ot =arcexp( 4ev) !

No eXP(Q(¢%ev ]2)

donde N es la densidad de poros, o, es el coeficiente
de creacion de poros, ¢ey es el voltaje caracteristico de
electroporacion, Ny es la densidad de poros en equilibrio
(PTM = 0) y q es una constante igual a (rn / r*)?, donde
Im es el radio de minima energia para PTM =0 y r* es el
radio minimo [7]. A partir de la formacion del PTM la
evolucion de los radios con el tiempo depende tanto del
potencial como de la tension sobre la membrana. Para
cada poro el radio evoluciona segln:
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donde r es el radio del poro, D es el coeficiente de
difusion, k es la constante de Boltzmann, T la
temperatura absoluta, Fmax la maxima fuerza eléctrica
para el PTM de 1Volt, ry y 1, son constantes usadas para
la velocidad de adveccion, B es la energia de repulsion
estérica, y es la energia de superficie del poro, y Zesr €s
la tension efectiva de la membrana:

25'-%, (5)
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donde X' es la tension de la interfase hidrocarburo-
agua, Xy es la tension de la bicapa sin poros, A, es la
suma de las areas de todos los poros en la célula, y A es
el area de la célula [7]. En la ecuacion (4), el primer
término corresponde a la fuerza eléctrica inducida, el
segundo a la repulsion estérica, el tercero a la tension de
linea que actla en el perimetro del poro y el cuarto a la
tension superficial.

Se calculan las concentraciones de las cuatro
especies ionicas teniendo en cuenta la difusion
producida por diferencias de concentracion y la
migracion producto del campo eléctrico. Se utiliza la
ecuacion de conservacion de masa de Nernst-Planck:

Seff =2X'-
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donde Ci, D; y z representan la concentracion, el
coeficiente de difusion y la valencia respectivamente de
la especie i, para i = H, OH, Na" 6 CI. F es la
constante de Faraday, R la constante de los gases y T la
temperatura [2,3].

La permeabilizacion obtenida por los poros en una
region de la membrana se puede expresar como un
coeficiente que indica qué porcion de la superficie
celular esta ocupada por los poros. Con estos valores se
actualiza la conductividad y coeficiente de difusion de la

membrana.

lll. IMPLEMENTACION

Las simulaciones se realizaron con el método de
elementos finitos sobre un dominio bidimensional sobre
el que se asume simetria de revolucién en el eje z. El
problema se resuelve utilizando coordenadas cilindricas.
Se generaron mallas bidimensionales con elementos
cuadrilaterales usando el programa AutoMesh-2D [10]
sobre un dominio con tres regiones diferenciadas: el
liquido extra-celular, el citoplasma y la membrana
celular. A diferencia de otros trabajos en los que se
modelé la membrana celular como una condicion de
contorno debido a sus dimensiones extra delgadas [6] o
en las que se la modeld con un ancho superior al real
[5], en este trabajo se discretiza directamente un
material que representa efectivamente a la membrana
con un ancho real de 5nm. Se generaron mallas para
tamafios celulares en un rango de entre 10pm y 50um.
El intervalo temporal utilizado para simular la evolucion
del sistema se propone variable, siendo muy pequefio en
los primeros microsegundos del pulso y aumentando con
el paso del tiempo en donde se alcanza mayor
estabilidad. A su vez las ecuaciones (3) y (4) responden
a un intervalo temporal muy pequefio mientras que la
ecuacion (1) tiene un intervalo mas grande y la ecuacion
(6) uno atn mas grande, por ser los cambios en las
concentraciones de especies y el campo eléctrico mucho
mas lentos que los cambios en los poros de la
membrana.

Para la ecuaciones (1) y (6) se utilizaron condiciones
de borde de Dirichlet con valores fijos en los bordes
ocupados por los electrodos y Neumann en los restantes.
El codigo se implemento en C++ y corre en
aproximadamente 3 horas para un pulso de 20 ms en un
Intel i3 a 3.10 Ghz y 4 GB de RAM.

IV. RESULTADOS

A partir de un potencial aplicado a los electrodos se
obtiene un potencial y un campo eléctrico sobre todo el
dominio que depende de los parametros utilizados. En
respuesta a este potencial se genera el PTM sobre la
membrana que a su vez evolucionard en respuesta a la
distribucion de poros. En la figura 1 se grafica el PTM
obtenido en diferentes latitudes mientras que en la figura
2 se presenta la distribucion de poros mayores a 1nm
para dos tiempos de la simulacion. Durante los primeros
microsegundos del pulso el PTM aumenta debido a la
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capacitancia de la membrana. Una vez alcanzado un
valor ligeramente superior a 1Volt el PTM comienza a
disminuir hasta alcanzar un valor de equilibrio. Este
comportamiento responde a la historia de la densidad de
poros que crece con las altas tensiones, disminuyen en
consecuencia la conductividad de la membrana lo que
provoca la disminucion del PTM. Por otra parte el valor
de PTM no es constante en toda la célula, sino que
varian dependiendo del angulo polar 6: en las regiones
polares se alcanzan valores de PTM altos muy
rapidamente, mientras que en las regiones cercanas al
ecuador de la célula el PTM es nulo durante toda la
simulacion.
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Figura 1. PTM en funcion del tiempo para dos potenciales
diferentes y diferentes dngulos polares.
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Figura 2: Distribucion de radios de poros grandes (mayores
a I nm) para una misma simulacion ent =5 umy 5 ms.

El aumento del potencial aplicado sobre el dominio
no redunda en un aumento del PTM que alcanza un
umbral de saturacion, pero si afecta los tiempos
caracteristicos propios del modelo de densidad de poros.
Influye en la apertura de los mismos, pero la mayoria de
ellos se sellan rapidamente, poseyendo radio apreciable
solo por periodo corto de tiempo. Los pocos poros
grandes que sobreviven tienen mayor radio que la
mayoria de los poros en los instantes anteriores y son los
responsables de la difusion de especies a través de la
membrana.

Una vez estabilizado el PTM y la densidad de poros,
el modelo evoluciona la concentracion de las especies
sobre cada dominio hasta completar el tiempo de un
pulso de potencial (20 ms). El sistema después de ese
tiempo evoluciona sin potencial aplicado. Hasta el
presente hemos analizado un solo pulso y en todas las
instancias la alta movilidad de las especies H" y OH,
permiten el ingreso con facilidad al interior de la célula.
Por otra parte el Na* y Cl- ingresan en cantidades mucho
menores con un solo pulso aplicado.
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Figura 3: Concentracion final de H+ y OH" en el dominio
para una célula de 10 pm de radio.

VI. CONCLUSIONES

Se reprodujo adecuadamente tanto la forma como la
magnitud del PTM hasta alcanzar el valor umbral, mas
alla del cual no varia apreciablemente a pesar de
aumentar la diferencia de potencial en los electrodos. Se
comprobd que la evolucion de la densidad de poros es la
adecuada para explicar la existencia de este umbral y
que el potencial aplicado influye en la velocidad de la
evolucion tanto de la densidad como del radio de los
poros. Es necesario observar que la mayoria de los
poros creados se sellan muy rapidamente por lo que no
influyen en el ingreso de iones dentro de la célula. El
transporte ocurre a través de la minoria de poros que se
mantienen abiertos. En base a esto si se pretende
permeabilizar la membrana para las especies estudiadas,
se vuelve esencial repetir el pulso periddicamente.
Queda pendiente para trabajos futuros estudiar varios
pulsos periodicos y como la frecuencia y duracion de los
mismos afectan el transporte de especies al interior de la
célula.
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