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RESUMO

A eletroporacdo (EP) é o fendbmeno do aumento da permeabilidade da
membrana celular quando a célula é exposta a campos elétricos de
amplitude acima de dezenas de kV/m e duracdes de nano segundos a
segundos. O aumento da permeabilidade é explicado pela formacao de
poros na membrana celular. Dependendo da configuracdo do protocolo
aplicado, a membrana plasmatica pode se fechar, caracterizando EP
reversivel, ou pode ndo se recuperar (processo irreversivel e morte
celular). As aplicacBes da EP sdo: tratamento de céancer, transferéncia
genética, extracdo de material intracelular e pasteurizacdo. Esse trabalho
teve como objetivo desenvolvimento de equipamento para tratamentos
por campos elétricos pulsados, estudos de viabilidade celular, alteracdo
de propriedades elétricas e de membrana de células. Foram utilizadas
leveduras Saccharomyces Cerevisiae como modelo de células tumorais e
campos elétricos de 200 a 800 kV/m. O equipamento desenvolvido é um
gerador de sinais programavel e compativel aos protocolos de EP para
tratamento de céncer (ESOPE), transferéncia genética e extracdo de
contetdo intracelular. O prot6tipo suporta diferentes configuracdes de
eletrodos, possui saida varidvel em tensdo (até 800 V e corrente maxima
de saida de 12 A) e possui modulo de aquisigdo de sinais (frequéncia de
aquisicdo de 200 kHz) de tensdo (resolucdo de < 7 V) e corrente
(resolucdo < 50 mA até 5 A ou resolucdo < 240 mA até 12 A). O estudo
com leveduras concluiu perda de viabilidade e perda da integridade da
estrutura celular em protocolos superiores a 300 kV/m. Foram detectados
indicios de correlacdo entre alteracfes de condutividade e perda de
viabilidade celular por eletroporacdo irreversivel. Os estudos com
microscopia eletrdnica forneceram detalhes que ndo séo percebidos em
andlises de propriedades elétricas macroscépicas.

Palavras-chave: Eletroporacdo; Campos Elétricos; Leveduras;
Eletroquimioterapia.






ABSTRACT

Electroporation (EP) is the phenomenon of increased cell membrane
permeability when the cell is exposed to electric fields of amplitude above
tens of kV/m and durations of nanoseconds to seconds. The increase in
permeability is explained by the formation of pores at the plasma
membrane. Depending on the protocol configuration, the plasma
membrane may close, characterizing a reversible electroporation, or it
may not recover, causing an irreversible electroporation and cell death.
The applications of EP are: cancer treatment, genetic transfer, extraction
of intracellular material and pasteurization. The objective of this work
was the development of equipment for pulsed electric fields treatments,
study of cell viability, changes in electrical and cell membrane properties.
Saccharomyces Cerevisiae yeast was used as a model of tumor cells and
electric fields from 200 to 800 kV/m were applied. The developed
equipment is a programmable signal generator compatible with EP
protocols for treatment of cancer (ESOPE), gene transfer and
intracellular content extraction. The prototype supports different
electrode configurations, has variable voltage output (up to 800 V and
maximum output current of 12 A) and has a voltage acquisition module
(200 kHz acquisition frequency) (< 7 V resolution) and current
(resolution < 50 mA up to 5 A or resolution of < 240 mA up to 12 A).
Based on the yeast study loss of viability and loss of cellular structure
occurs when protocols are over 300 kV/m. Changes in electrical
conductivity and loss of cell viability by irreversible electroporation may
be correlated. Electron microscopy study provided details that are not
observed in the macroscopic analysis of electrical properties.

Keywords: Electroporation; Electric Fields; Yeasts
Electrochemotherapy.
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1 INTRODUCAO

E irrefutavel a dependéncia de energia sob forma de eletricidade
dos seres humanos e sociedades. O dominio sobre tecnologias de
obtencdo, armazenamento e conversdo desse tipo de energia permitiram
que os humanos aumentassem seu conforto, vivessem mais e
aumentassem seus numeros (LAMBERT et al., 2013).

Na érea da saude, a tecnologia € uma peca fundamental para
aumentar a qualidade de vida continua de todas as faixas etérias. A
tecnologia € uma ferramenta catalisadora que pode transformar
rapidamente a qualidade da salde e da pratica da medicina. Igualmente,
qualquer tecnologia para minimizar a perda de vidas humanas e/ou
melhorar a qualidade de vida tem um valor inestimavel.

Finalmente, o conhecimento da ciéncia e os estudos atuais de
técnicas, processos, métodos, meios e instrumentos definirdo as novas
tecnologias do futuro. O fendmeno discutido, eletroporagdo (ou
eletropermeabilizacdo), pode ser empregado em &reas de saude e
biotecnologia. A técnica aprimora ou é mais eficiente que técnicas e
métodos tradicionais. Por exemplo, na transferéncia genética, a
eletroporacdo permite aplicagdo em maior gama de situagdes (diferentes
niveis e caracteristicas celulares); no tratamento de cancer, a
eletroporacdo combinada com quimioterapia melhora qualidade do
tratamento; na pasteurizacdo, a eletroporagdo permite conservar
propriedades dos alimentos, que podem ser alteradas com pasteurizagdo
térmica; e em extracdo de materiais intracelulares, a eletroporacdo
permite extracdo em menores tempos. Por causa dessas razfes, o tema é
promissor e com forte impacto social. Estes motivam o desenvolvimento
deste trabalho.

A eletroporacdo ocorre em fungdo de pardmetros do campo
elétrico, por exemplo, amplitude. O estudo e aplicagdo da eletroporagdo
necessita de equipamento eletroporador. O eletroporador é um
equipamento com saida de pulsos de tensdo na ordem de centenas de
Volts e corrente na ordem de dezenas de Amperes. O eletroporador
necessita de eletrodos para aplicacdo de campos elétricos em amostras
biologicas. Existem protocolos de eletroporacdo padronizados, por
exemplo, o ESOPE (“Standard Operating Procedures Of The
Electrochemotherapy”)  para  tratamentos de  céncer  por
eletroquimioterapia (GEHL et al., 2018; MIR et al., 2006).

A eletroporacdo geralmente é realizada em meios biolégicos. Na
prética cientifica, muitas vezes sdo necessarios alternativas ao uso de
animais ou sistemas complexos, para ensaios de novos métodos e
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equipamentos. As leveduras sdo células de rapido crescimento, baixo
custo e facil manipulagdo quando comparadas a células animais. Por
causa desses motivos, oferecem vantagens para pratica cientifica. As
leveduras séo utilizadas como células modelo de cancer (MATUO et al.,
2012). Além de aplicacdo no meio cientifico, as leveduras sdo importantes
em processos industriais, em geral relacionadas com bioprocessos e
fermentac&o.

1.1 ESTRUTURA DO TRABALHO

Essa dissertacdo de mestrado estd dividida em 5 capitulos. O
capitulo 2 e 3 séo tedricos. Os capitulos 4 e 5 compdem estudos
independentes de desenvolvimento de dispositivo eletrdnico e sua
aplicagéo.

Capitulo 2: Fundamentacdo Teorica — Capitulo teérico de
fundamentacdo béasica de eletromagnetismo e eletricidade aplicada a
estudos com meios bioldgicos.

Capitulo 3: Eletroporacdo — Capitulo de revisdo da eletroporacéo.

Capitulo 4: Sistema para Aplicagdo de Pulsos de Tensdo Elétrica
para Técnicas de Eletroporacdo — Capitulo de desenvolvimento do
sistema eletroporador utilizado nos ensaios.

Capitulo 5: Estudo de Viabilidade e Alteragéo de Impedéncia em
Leveduras Saccharomyces Cerevisiae sob Aplicagdo de Campos
Elétricos — Capitulo de estudo de eletroporacdo em S. Cerevisiae.

1.2 OBJETIVOS
Séo listados os seguintes objetivos gerais e especificos.
1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver eletroporador compativel aos ensaios de pesquisas
em eletroporacdo da UFSC e realizar testes in vitro com células.

1.2.2 Objetivos especificos

Para atingir os objetivos, é necessario a contemplacdo de alguns
objetivos especificos:
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Desenvolver circuito para chaveamento de tensdo elétrica
em amplitude variavel até 800 Volts e de tempo de 100 s
(compativeis com padrdo ESOPE);

Desenvolver configuragdo de eletrodos para producgéo de
campos elétricos da ordem de centenas de quilovolts por
metro compativeis com amostras de suspensdes de células
(volume na ordem de dezenas de microlitros);
Desenvolver método e circuito para aquisi¢do de tenséo e
corrente compativeis ao circuito de chaveamento
desenvolvido;

Aplicar métodos para analise de propriedades elétricas
antes, durante e depois dos tratamentos por eletroporag&o;
Preparar amostras bioldgicas (leveduras Saccharomyces
Cerevisiae). Listam-se: preparacdo de meios de cultura,
inoculacdo celular e preparacdo de suspensbes para
ensaios (eletroporacdo e microscopia);

Realizar ensaios relacionados a integridade celular.
Listam-se: ensaio de viabilidade celular (com marcador
azul de metileno), contagem celular (com camara de
Neubauer e ensaio de analise de integridade e destruicio
celular (com técnica de microscopia eletrénica);

Realizar experimentos, aplicando campos elétricos
pulsados em suspensdo de células Saccharomyces
Cerevisiae in vitro.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

A eletroporacdo ocorre em fungdo da indugdo de potencial
transmembrana! celular e este geralmente é alcancado por meio de
aplicacdo de campos elétricos pulsados (ver secdo 2.3.2). Campos
elétricos (PEF) e eletromagnéticos pulsados (PEMF) podem ser obtidos
com variacdo de tensdo elétrica (geralmente pulsada) em eletrodos. A
partir dessa reflexdo, é evidente a necessidade da compreensdo de
eletromagnetismo, eletricidade e biologia para pesquisar eletroporacao.
Por causa disso, foram separados tdpicos que dizem a respeito das
grandezas eletromagnéticas relacionadas ao trabalho (se¢éo 2.1), efeitos
da passagem de corrente elétrica (secdo 2.2) e interacdo de campos
elétricos com células biol6gicas (secao 2.3).

2.1 GRANDEZAS ELETROMAGNETICAS APLICAVEIS

Nessa secdo sdo apresentadas as grandezas do eletromagnetismo
bem como discussdo da conducédo de eletricidade em solugdes idnicas e
meios biolégicos (GRIMNES; MARTINSEN, 2014). Ressalta-se:

e As equagBes de Maxwell descrevem como 0S campos
elétricos e magnéticos existem, ou seja, como se
distribuem, que configuragbes podem assumir e que
fendmenos podem dar origem a eles (BASTOS, 2004;
“Maxwells Equations”, 2018). Os conceitos de
eletromagnetismo sdo brevemente discutidos nessa
dissertacao;

e O estudo de caracteristicas e propriedades elétricas
passivas de materiais biolégicos é chamado de
bioimpedancia. Esse tipo de compreensdo € necessario
para explicar a distribuicdo de campos eletromagnéticos
nesses meios;

e Diferente da maioria dos aparatos tecnoldgicos, onde a
conducao de eletricidade é exclusivamente realizada pela
circulacdo de elétrons em semicondutores, nos meios
bioldgicos é comum a existéncia de conducéo idnica. Esse
mecanismo de conducéo é diferente dos semicondutores.

!Potencial transmembrana é a diferenca de potencial entre dentro e fora da
célula. Em repouso nomeia-se potencial de repouso, que é em torno de -70
mV.
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2.1.1 Cargas Elétricas

Primeiramente, a carga elétrica € uma propriedade intrinseca das
particulas fundamentais. As cargas elétricas sdo conservadas em um
sistema (conservagdo da carga elétrica) e podem ser quantizadas em
Coulombs (C, SI). As particulas fundamentais sdo elétrons (negativos),
prétons (positivos) e néutrons (sem carga).

Quando cargas elétricas coexistem, essas estdo sujeitas as forcas
elétricas (forcas eletrostaticas), que pode ser de repulsdo ou atragdo. O
maodulo da forga elétrica (N, Sl) é descrito pela Lei de Coulomb (equacgéo
ndo presente nesse trabalho).

2.1.2 Cargas lonicas

Em meios biol6gicos, como no meio intracelular e extracelular de
células bioldgicas, é comum a existéncia de ions. Os ions sdo moléculas
ou atomos eletricamente carregados (geralmente devido a perda ou ganho
de elétrons). Por exemplo, Na*, CI=, K*, HPOZ~ e SO%~ (GRIMNES;
MARTINSEN, 2014).

Os ions sdo classificados em dois tipos dependendo de sua carga.
Os positivos (ntimero de prétons maior que o de elétrons) sdo nomeados
cations. Os negativos (nimero de elétrons maior que o de prétons) séo
nomeados anions.

Os ions diluidos em meio aquoso sdo propensos a se deslocarem
de acordo com o campo elétrico (situagdo comum em meios biolégicos).
Por conseguinte, podem contribuir para o fluxo de corrente elétrica, ou
seja, d& a essa solucdo aquosa a propriedade de conduzir eletricidade. O
mecanismo de conducdo ibnico é diferente dos semicondutores, estes
operam com deslocamento de elétrons.

2.1.2.1 Eletrolitos

Os eletrolitos, também chamados “condutores i6nicos”, sdo
substancias, que por dissociacdo ou ionizacdo, podem conter ions. A
mobilidade idnica possibilita condugdo de eletricidade. Por exemplo, a
dissociacdo de NaCl em meio aquoso origina ions positivos Na*t e
negativos CI~ (equacéo 1). Esses ions s&o comuns em meios biol6gicos
(GRIMNES; MARTINSEN, 2014).

NaCligq) © Na(gq) + Cligg) 1)
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2.1.3 Mecanismos de Conducéo

O mecanismo de conducdo em eletrélitos é diferente dos
semicondutores (e materiais elétricos). Esses mecanismos ocorrem das
seguintes maneiras:

e Nos semicondutores, o principio de conducdo inclui
deslocamento de elétrons livres em espacos pré-dispostos
a recebé-los, chamados de lacunas (holes);

e Nos eletrdlitos, a conducdo elétrica ocorre a partir do
deslocamento de ions negativos e positivos (corrente de
conducdo idnica).

2.1.3.1 Correntes 16nicas

A corrente ibnica pode ser composta por duas componentes, sdo
essas:

e Corrente de conducdo idnica: movimento i6nico em
funcdo de gradiente de potencial elétrico (ou vetor campo
elétrico);

e Corrente de difusdo ibnica: movimento idnico em funcéo
de gradiente de concentragéo ibnico.

A orientacdo do fluxo iénico por conducao é de acordo com o vetor
campo elétrico, enquanto o sentido do fluxo depende da polaridade do
ion. O fluxo de cétions é no sentido do campo elétrico, ja o fluxo de anions
é oposto ao campo. O processo de conducdo e densidade de corrente é
representado na Figura 1. A densidade de corrente é em funcdo da
condutividade da solugdo (discutido na se¢éo 2.1.6.2).

Figura 1 — Sentido de densidade de corrente por conducéo e deslocamento de
cations @ e anions & em funcéo de gradiente de potencial elétrico.
Gradiente
+Potencial Elétrico i

Fluxo de Anions 4—@
@—» Fluxo de Cations

Densidade de
Corrente de Conducgdo

Fonte: Préprio autor.
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O fluxo por difusdo tem orientagdo e o sentido que segue a regido
de alta concentracdo para a regido de baixa concentragdo de determinada
particula. Esse fendmeno ¢é decorréncia da tendéncia de homogeneizagdo
de concentracéo do sistema. O fluxo por difuséo é em funcdo do gradiente
de concentragdo, que é descrito pela lei de Fick (equagdo ndo apresentada
nesse trabalho). Particulas carregadas resultam em densidade de corrente
de difusdo, como na Figura 2. Apesar disso, o fendmeno de difusdo pode
ocorrer para particulas ndo carregadas, nesse caso ndo ha corrente de
difuséo.

Figura 2 — Sentido de densidade de corrente por difuséo e fluxo de difuséo (fluxo
de cations @) em funcéo de gradiente de concentragdo.

Gradiente de

Concentragao

28 @
% g Fluxo de Difusdo
& EB@

Den3|dade de
Corrente de Difuséo
Fonte: Prdprio autor.

Além dos gradientes de potencial elétrico e concentracdo, a
corrente idnica depende de propriedades ibnicas (mobilidade,
concentracdo e carga). A densidade de corrente ibnica (componentes de
conducao e difusdo) é descrita pela equacdo de Nernst-Planck (equacéo
ndo apresentada nesse trabalho). Essa equacdo pode ser derivada das leis
de Ohm e Fick (GRIMNES; MARTINSEN, 2014).

Os fendmenos de conducdo e difusdo sdo relevantes para a
eletroporacdo. Durante a eletroporagdo ocorre aumento da
permeabilizacdo da membrana celular e da condutividade da amostra.
Apesar disso, esses eventos ndo sdo completamente correlacionados. A
difusdo pode explicar o aumento de permeabilizacdo e transporte de
moléculas com e sem carga pela membrana, que geralmente é importante
para as aplicacdes da eletroporacdo. A conducdo pode explicar o aumento
da condutividade da amostra e parte do transporte de moléculas
carregadas pela membrana. A alteracdo de condutividade da amostra
acarreta em alteracdes significativas de distribuicdo de campo elétrico e é
a maneira que um equipamento eletroporador “enxerga” uma amostra,
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portanto seus registros e modelos possuem importancia (PAVLIN et al.,
2005; PAVLIN; LEBEN; MIKLAVCIC, 2007; SEL et al., 2005).

2.1.4 Campo Elétrico

O campo elétrico é um campo vetorial existente em todos 0s pontos
do espaco, de maneira divergente, em torno de um objeto eletricamente
carregado, como informado pela lei de Gauss (primeira equacdo de
Maxwell, equacdo 2). Por exemplo, 0 campo elétrico em torno de uma
particula de carga q positiva é divergente, conforme a Figura 3 . Se uma
carga elétrica ou um ion esta inserido em um campo elétrico, essa estara
sujeita a uma forga elétrica, que pode ser de atracdo ou repulséo.

Figura 3 — Campo elétrico divergente em torno de uma carga q positiva.
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Fonte: Figura adaptada de Bastos (BASTOS, 2004).
VD= p 2)

Onde D (C/m?) é a densidade de fluxo elétrico (ou inducdo elétrica) e p é

a densidade de carga volumétrica (C/m3). A reIat;éon com campo elétrico
é explanada pela equacéo 5.

Apesar da unidade do campo elétrico no SI ser Newton por
Coulomb (N/C, SI), por conveniéncia iremos utilizar em todo esse
trabalho Volts por metro (V/m). Esta unidade é usual em trabalhos de
eletroporacdo. Além disso, é conveniente, porque o valor aproximado de
campos elétricos (ou médulo do campo elétrico) entre eletrodos é a razéo
da amplitude da tensdo elétrica aplicada em Volts, e distdncia entre
eletrodos em metros, conforme equacdo 3 (PAVLIN; LEBEN;
MIKLAVCIC, 2007; PINTARELLI et al., 2016; VOYER et al., 2018).
Nota-se que 1 V/m é igual a 1 N/C.
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_Vap
o d

Onde Vap é atensdo aplicada entre eletrodos, d a distancia entre eletrodos
e E 0 médulo do campo elétrico entre eletrodos.

E 3)

2.1.5 Campo Magnético

O campo magnético (Fi) € um campo vetorial criado por cargas
com velocidade de deslocamento. Geralmente esse tipo de situagdo é visto
no deslocamento de elétrons em fios condutores. Compreende-se esse
fendmeno utilizando a lei de Ampére (quarta equacdo de Maxwell, ndo
apresentada nesse trabalho).

O campo magnético também pode ser criado por imas permanentes
ou variagfes de campos elétricos (lei de Faraday ou terceira equacédo de
Maxwell, ndo apresentada nesse trabalho). Destaca-se a dependéncia de
campo magnético e campo elétrico, e pode-se realizar a seguinte
interpretacdo: a variagcdo do campo magnético no tempo da origem a um
campo elétrico, bem como o contrario. A unidade Ampere por metro
(A/m, SI) é utilizada para campos magnéticos.

Alguns autores sugerem a aplicacdo de Campos Eletromagnéticos
Pulsados (PEMF) ou estaticos em conjunto ou ndo com Campos Elétricos
Pulsados (PEF). Ha indicios que PEMF tem efeitos similares aos PEF. O
uso de PEMF, também referido como ‘“magnetoporacdo”, possui
vantagem de ndo necessitar eletrodos em contato com a amostra. Porém,
requer uso de campos magnéticos na ordem de Tesla. Os campos
magnéticos decorrentes de campos elétricos aplicados nesse trabalho ndo
produzem efeitos perceptiveis e foram desconsiderados. Esse
procedimento ¢ comum na literatura (KARDOS; RABUSSAY, 2012;
MARKOVSKAJA et al., 2014; NOVICKIJ et al., 2016).

2.1.6 Caracterizacdo de Materiais Biologicos

Materiais bioldgicos possuem caracteristicas condutiva e
capacitiva expressivas. Por isso geralmente sdo caracterizados em dois
parametros (IVORRA, 2002):

e A condutividade elétrica: proporcional a componente
resistiva (real) do material;

e A permissividade elétrica: proporcional a componente
reativa (imaginaria) do material.
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A permeabilidade magnética (i) ndo é abordada nesse trabalho,
devido a mesma ndo ser expressiva em dielétricos como materiais
bioldgicos.

Observa-se que no processo de caracterizacdo de materiais
bioldgicos deve-se observar efeitos de dielétricos: polarizacdo, relaxacéo
e dispersdo. Esses efeitos podem ser separados com analise em amplo
espectro de frequéncia (DC até centenas de mega-hertz). No caso de
tecidos, pode ser observado estruturas ndo uniformes (heterogeneidade) e
propriedades desiguais nas direcdes (anisotropia).

Os estudos da eletroporacdo comumente preocupam-se em
descrever a alteracdo de propriedades elétricas (geralmente
condutividade) em funcéo de caracteristicas do protocolo aplicado. Esses
podem ser conduzidos para diferentes niveis de aplicacao (de membrana
celular até tecido celular). A alteracdo da condutividade em funcdo da
eletroporacdo tem efeito significante na distribuicdo de densidade de
corrente, que é relacionada diretamente com a distribuicdo de campo
elétrico e estado da membrana celular (BERKENBROCK et al., 2018a;
LANGUS et al., 2016; SEL et al., 2005).

2.1.6.1 Condutividade Elétrica

Condutividade elétrica (o) expressa a facilidade da passagem de
correntes elétricas no material. Sua unidade no Sl é Siemens por metro
(S/m). Esse € um dos pardmetros responsaveis para separagdo de
materiais supercondutores, condutores, semicondutores e isolantes. Os
eletrélitos possuem condutividade préxima aos semicondutores (valores
na faixa de 107" a 10 S/m).

Independente do mecanismo de conducgdo, se a condutividade do

material for diferente de zero, entdo um campo elétrico (E) aplicado
localmente ira induzir uma densidade de corrente elétrica ou conducgéo
ibnica (f). Esse fendmeno é descrito pela lei de Ohm (equacédo 4). A
condutividade em eletrolitos € em funcdo da concentracdo ibnica,
dissociacdo idnica (coeficiente de dissociacdo), mobilidade idnica e
temperatura (GRIMNES; MARTINSEN, 2014).

J =oE )
2.1.6.2 Permissividade Elétrica

A permissividade elétrica (g) explica como um meio se polariza
em funcdo de um campo elétrico, ou seja, a facilidade de formar um
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campo elétrico no meio (facilidade de reorientagdo molecular). Sua
relagdo com o campo elétrico é conforme equacdo 5. Sua unidade no Sl é
Farads por metro (F/m).

D =¢E ®)

Valores elevados de permissividade elétrica sdo associados a
elementos capacitivos (dielétricos). Situacdo presente em materiais
bioldgicos, que apresentam permissividade dezenas de vezes superior ao
do véacuo.

2.1.6.3 Efeitos Dielétrico do Material Biolégico

De maneira simplificada sdo explicados polarizagdo, relaxacéo e
dispersdo em dielétricos.

2.1.6.3.1 Polarizagdo e Relaxagéo

Define-se polarizagdo como a perturbacdo induzida pelo campo
elétrico na distribui¢do de cargas. Por exemplo, acimulo de ions em um
eletrodo.

Durante aplicacdo de um campo elétrico variavel no tempo, a
polarizacéo ndo ocorre de maneira instantanea, ou seja, h4 um atraso no
movimento das cargas. Nesse caso nomeia-se relaxagdo (ou polarizacdo
AC). A constante de tempo associada ao atraso no movimento de cargas
¢ chamada de tempo de relaxamento. Pode-se comparar os efeitos da
relaxacdo aos tempos de carga e descarga de elementos capacitivos. Se a
frequéncia de estimulacdo (corrente na amostra) for baixa, as cargas terdo
0 tempo necessario para mudar sua posi¢do, nesse caso a polarizagéo €
méaxima. Em frequéncias elevadas a polarizagdo e relaxagao tendem a ser
Menos expressivas.

Duas ocorréncias de polarizacao e relaxacdo relevantes para esse
trabalho:

e Nas membranas celulares, que é efeito natural imposto
pela caracteristica capacitiva da membrana (polarizagéo
tipo interfacial);

e Nos eletrodos (interfaces eletrodo-solugdo), que ocorre
durante a passagem de corrente elétrica. O eletrodo sai da
condicdo de equilibrio devido aplicacdo de corrente
elétrica pelo eletroporador (acumulam-se ions nos
eletrodos).
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2.1.6.3.2 Disperséao

Define-se dispersdo como a variagdo da condutividade e
permissividade em funcdo da frequéncia. DispersGes podem ser
originarias de efeitos de polarizacdo e relaxagdo. Em 1957, Schwan
apresentou 0s mecanismos de relaxamento de tecidos em trés grupos
(GRIMNES; MARTINSEN, 2014):

e Faixa de DC a 1kHz (tipo o): relacionado com
caracteristica ativa de membranas celulares (descrita por
Hodgkin-Huxley) e acumulo de carga em eletrodos;

e [Faixa de 1 kHz a 100 Mhz (tipo B): relacionado com
organelas dentro de células, ocorréncias no nivel de
membrana  celular  (efeito  Maxwell-Wagner?> e
capacitancia intrinseca da membrana);

e Faixa de 100 MHz a 100 Ghz (tipo y): relacionado com
relaxamento a nivel de ion e efeitos eletro cinéticos.

Observa-se que as faixas de frequéncias de dispersdo podem variar
conforme a referéncia.

2.2 EFEITO TERMICO DA CORRENTE ELETRICA

Na secdo 2.1 foram apresentadas cargas elétricas e idnicas, além
da relagcdo mutua entre campos elétricos, magnéticos, corrente elétrica e
caracteristicas do material. Nessa secdo sera abordado do efeito Joule,
fendbmeno natural decorrente da passagem de corrente elétrica em
qualquer situacdo. Esse é detalhe pertinente em aplicacdo de correntes em
meios bioldgicos, uma vez que é de conhecimento que 0S meios
bioldgicos séo sensiveis a temperatura.

2.2.1 Efeito Joule e Aquecimento

A passagem de corrente elétrica em um material provoca geragéo
de calor e aquecimento do mesmo. Ou seja, a energia elétrica é
transformada em energia térmica. Esse fendmeno é explicado pela lei de
Joule (efeito Joule). A alteragdo de temperatura AT, em grau Celsius (°C),
de uma amostra ap0s aplicacdo de protocolo de eletroporagéo é de acordo
com a equacdo 6 (equacionamento disponivel no Apéndice E).

2Efeito Maxwell-Wagner: acimulo de carga na interface de dois materiais
devido diferencga de tempos de relaxagdo destes.
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E?to
T ¢

AT (6)

Onde E é o mddulo do campo elétrico aplicado entre eletrodos (V/m), t a
duracdo dos intervalos de aplicacdo, o condutividade elétrica da amostra
(S/m) e ¢ o calor especifico a pressdo constante (J/kg°C).

A andlise da alteracdo de temperatura em funcdo do protocolo
aplicado em meios bioldgicos é importante, pois a exposi¢cdo a
temperatura elevadas pode causar danos reversiveis e irreversiveis aos
materiais biolégicos (THOMSEN; PEARCE, 2011).

2.2.1.1 Dano Térmico em Materiais Bioldgicos

O dano térmico irreversivel inicia-se a partir de temperatura de 42
°C, caso ocorra exposi¢do prolongada (acima de centenas de segundos a
horas) (THOMSEN; PEARCE, 2011). Alguns danos térmicos primarios
sdo listados:

e Desnaturacdo de proteinas (THOMSEN; PEARCE,
2011);

e Perda de massa, que pode ser devido a vaporizagdo da
agua e carbonizacdo (ablagdo) (THOMSEN; PEARCE,
2011);

e Alteracbes na condutividade elétrica, devido a
condutividade de soluc@es idnicas (mobilidade idnica) ser
dependente da temperatura (DUCK, 1990);

e A membrana celular é sensivel a temperatura, e alteragdes
de temperatura pode mudar a rigidez da membrana. Por
causa disso, podem ocorrer alteracdes na permeabilidade,
dissociacdo e ruptura de membrana e morte celular
(MADIGAN et al., 2016);

e Em tecidos, destruicdo de estruturas de coladgeno e
proteinas. Isso dificulta resposta imunoldgica e pode
formar cicatrizes (DAVALQOS; RUBINSKY, 2008)

Nos protocolos de tratamentos por eletroporacdo, usualmente ha
passagem de corrente elétrica durante oito intervalos de 100 ps. Apesar
disso, 0 aumento da temperatura no local da aplicacdo é conhecido na
literatura como algo desprezivel para a maioria dos casos (DAVALOS;
RUBINSKY, 2008; GRANOT et al., 2009; NOVICKIJ et al., 2016).
Ressalva-se casos com utilizacdo de eletrodos de agulhas. Nesse tipo de
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situacdo, podem ocorrer dano térmico na vizinhanga das paredes dos
eletrodos (regides distanciadas em até 0.5 mm ao redor das agulhas)
(DAVALOS; RUBINSKY, 2008). O aumento da temperatura (da ordem
de dezenas de graus) pode ser explicado devido a distribuicdo de campo
elétrico ndo homogénea e consequentemente alta densidade de corrente
em algumas regides (GARCIA; DAVALOS; MIKLAVCIC, 2014).
Portanto, o acréscimo de temperatura com eletrodos de agulhas ndo é
homogéneo e € incorreto utilizar a equacado 6 para esse fim. Nesse tipo de
situacdo a literatura indica estudo térmico por modelo de anélises finitas.
Recomenda-se esse estudo em tratamentos proximos a regides sensiveis
(ou tecidos sensiveis a temperatura) (DAVALOS; RUBINSKY, 2008;
GARCIA; DAVALOS; MIKLAVCIC, 2014; WAGSTAFF et al., 2015).

2.3 INTERACAO DE CAMPOS ELETRICOS E CELULAS
BIOLOGICAS

A interagdo de campos elétricos com células bioldgicas €
abrangida pelo tdpico de bioeletricidade. Este é um tdpico extenso que se
refere aos fendmenos de correntes elétricas naturais ou induzidos dos
processos de vida (GRIMNES; MARTINSEN, 2014).

Nessa segdo, primeiramente serd introduzido a célula eucariota
com énfase em sua membrana e modelo elétrico simplificado. Em
segundo lugar, sera explanado a inducdo de potencial transmembrana
devido campo elétrico externo. Por fim, sdo expostos 0s tipos de respostas
e fendmenos celulares esperados (eletroestimulacdo e eletroporacdo) em
funcgdo da aplicagdo de campos elétricos externos.

2.3.1 A Célula e a Membrana Celular

Uma célula é a unidade fundamental dos seres vivos. Existem
células do tipo procariota e eucariota. Os procariotas incluem os reinos
Bacteria e Archaea, nesses o0 material genético fica imerso no citoplasma,
ou seja, sem nucleo definido. Os eucariotas possuem nucleo definido,
esses sdo algas, protozoarios, fungos e células que compdem os animais
e plantas. Os eucariota contém o nucleo envolvido por membrana e
diversas outras organelas também envolvidas por suas membranas
(MADIGAN et al., 2016).

Todas as células possuem pelo menos uma barreira que separa o
interior da célula do ambiente externo. Essa barreira é chamada de
membrana celular (ou membrana citoplasmatica). A membrana celular é
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formada por uma bicamada lipidica (com espessura variavel na ordem de
nandmetros) que normalmente impede a passagem de ions e outras
moléculas. Partes da membrana possuem complexos proteicos que sdo
facilitadores do transporte de substancias (canais e bombas i6nicas). Essas
estruturas podem funcionar por difusdo (canais idnicos) ou serem
comandadas por sinais elétricos ou quimicos com uso de energia (bombas
ibnicas). A troca de substancias € necessaria para garantir a homeostase
celular, ou seja, o equilibrio de véarios fatores que tornam a célula
saudavel. Na Figura 4 esta representado a organizacdo da membrana
celular.

Figura 4 — Vista em corte representativa da membrana celular. A bicamada
lipidica geralmente impede a passagem de moléculas. Os canais e bombas idnicas
facilitam o fluxo de moléculas.

Bicamada Lipidica Canal ou
Bomba I6nica

FAAARRRAARRE i
i

Fonte: Prdprio autor.

O interior da célula é constituido pelo citoplasma que contém
organelas, citosol (ou matriz citoplasmatica) e zonas de depésito (ou
inclusdes). O citosol é um fluido que ocupa o espaco entre as organelas e
0s depositos, ele contém substancias como aminoacidos, proteinas, outras
macromoléculas, nutrientes energéticos e ions. As organelas sdo
estruturas que realizam atividades vitais, sdo exemplos de organelas as
mitocdndrias, o reticulo endoplasméatico, o complexo de Golgi, os
lisossomos 0s peroxissomos e o proprio nucleo celular. Os depdsitos séo
geralmente de hidratos de carbono, proteinas, lipidios ou pigmentos.
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A imagem de uma célula animal
simplificada (eucarionte) é ilustrada na Figura 5.
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Figura 5 — Célula animal simplificada, vista em corte. As indicagfes denotam
exemplos de sistemas subcelulares.

Membrana
Celular

Zonas de
Depo6sitos

Citosol
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7~ Organelas
Ndcleo
Celular

Fonte: Préprio autor.

Além da membrana plasmatica, as células de plantas e da maioria
dos microrganismos possuem outro invélucro, que é uma parede celular
localizada exteriormente a membrana plasmatica. Essa caracteristica
geralmente ndo é vista em células animais. A parede celular ¢ uma
estrutura permedvel (ordem de centenas de nanémetros) e que confere
sobretudo resisténcia estrutural a célula (MADIGAN et al., 2016).

A composicdo da parede celular depende do tipo do micro-
organismo. Por exemplo, complexos de carboidrato e proteina
(peptideoglicano) formam a maioria da parede celular nas bactérias. Os
fungos, como as leveduras, tém parede celular composta principalmente
por quitina. J& em plantas e algas, a principal substancia é a celulose
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Essas substancias sdo dispostas
formando “redes trangadas”, conforme representado na Figura 6.

Figura 6 — Representagdo da disposi¢do da estrutura de “redes trangadas” da
parede celular sobre a membrana celular

Fonte: Préprio autor.
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2.3.1.1 Caracteristicas Elétricas da Membrana Celular

A membrana pode ser interpretada por circuito equivalente
conforme Figura 7. Os esclarecimentos dos componentes do modelo séo:
e A bicamada lipidica é representada por condutancia de

fuga G, em paralelo com capacitancia C,;

e Canais e bombas ibnicas sdo representados por
condutancias variaveis G; em série com fonte V; (diferenca
de potencial i6nico);

e O meio extracelular é um eletrélito (ions mais expressivos
sdo Nat* e CI7). O meio intracelular é aproximadamente
um eletrdlito (fons mais expressivos sdo K*, HPO3~ S05~
e &cidos organicos) (GRIMNES; MARTINSEN, 2014).

Figura 7 — Modelo elétrico da membrana celular. Onde G; € a condutancia da
membrana, V; € a diferenca de potencial idnico, C,, € a capacitancia da membrana,
G, é acondutancia de fuga através da membrana e V,, o potencial transmembrana.

Meio extracelular
®

g GL —__Cn G

_l_Vj

[ J
Meio intracelular
Fonte: Adaptado de Grimnes e Martinsen (GRIMNES; MARTINSEN, 2014).

A condutancia G; e fonte V; podem ser modeladas individualmente
para representar correntes idnicas de K*, Na* e CI~ (conforme modelo de
Hodgkin-Huxley).

Ressalta-se que o circuito equivalente apresentado elétrico possui
algumas limitagdes: no meio intracelular existem numerosas estruturas,
com caracteristicas elétricas distintas; no caso de existéncia de parede
celular, apesar da sua caracteristica de permeabilidade, sua espessura é da
ordem de centenas de vezes superior a membrana celular. Essa estrutura
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apresenta interacdes, por exemplo eletrostaticas, que podem influenciar
no transito de ions (RAMOS; LIMA, 2012).

2.3.2 Célula Imersa em um Campo Elétrico Externo

A caracteristica capacitiva da membrana celular é de interesse para
fendmeno de inducdo de potencial transmembrana em funcdo de campo
elétrico exdgeno. Quando a célula € imersa em um campo elétrico
exogeno ions se aproximam da membrana celular (no meio extracelular e
no meio intracelular). Ou seja, ocorre inducdo de potencial
transmembrana V},,. Esse processo é demonstrado na Figura 8. O tempo
de carregamento da membrana é em funcdo das componentes capacitivas
e resistivas (C,, e G;)

Figura 8 — Representacdo da inducdo de cargas elétricas (ions) na membrana
celular devido campo elétrico externo. Em (a) uma célula esta inserida entre
eletrodos e ndo ha campo elétrico aplicado. Em (b) a mesma célula esta
simplificada. Nesta todo o conteldo intracelular foi modelado por cargas
positivas e negativas (ions). Em (c) um campo elétrico externo é aplicado e ocorre
deslocamento dessas cargas até a membrana celular, que é eletricamente isolante.

Cameo Elétrico

Vm

(@ (b) (©
Fonte: Préprio autor.

Observa-se que a mobilidade idnica e inducdo de potencial
transmembrana depende de caracteristicas do campo aplicado, como:
intensidade e frequéncia (GRIMNES; MARTINSEN, 2014). Para
fendmeno de indugdo de potencial transmembrana geralmente aplica-se
campos pulsados com onda quadrada mono/bipolar e exponencial
truncada mono/bipolar (BOTTER; MERLETTI, 2016; MARTY et al.,
2006; VIANA et al., 2016).
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2.3.3 Eletromanipulacéo de Células

As aplicacdes de campos elétricos em sistemas biol6gicos variam
de acordo com o nivel do sistema (corpo, 6rgéos, tecidos, células ou
moléculas). De maneira geral, algumas familias de aplicagdes s&o:
manipulacdo cinética, estimulagdo de células excitaveis® e
eletropermeabilizacdo de membranas (ZIMMERMANN; NEIL, 1996).

Observa-se que os efeitos cinéticos, estimulacdo e eletroporacdo
sdo fendbmenos que podem ocorrer juntos. Esse fato pode ser uma
dificuldade na andlise individual desses fendmenos. Ainda assim, podem
ocorrer alteragbes quimicas e de temperatura que produzam outras
respostas celulares e acrescentem erros na analise cientifica (WEAVER,
2003).

2.3.3.1 Efeitos de Inducdo de Potencial Transmembrana

A aplicacdo de campos elétricos externos pode induzir potenciais
transmembrana suficientes para provocar estimulacdo celular e
eletroporacdo (KOTNIK, 2016; KRASSOWSKA; NEU, 1994).

De maneira geral, na estimulagdo elétrica, objetiva-se respostas
fisioldgicas e integridade final da célula excitavel. A estimulagdo elétrica
é relevante em pesquisas e aplicacbes clinicas para corrigir arritmias
cardiacas (VIANA et al., 2016), transtornos e doencas neuroldgicas
(SCHLENSTEDT et al., 2017), alivio de dor (com uso ou ndo de técnicas
de Deep Brain Stimulation, DBS) (LEVY; DEER; HENDERSON, 2010)
e diagndstico de disfungdes neuromusculares (como polineuropatia
diabética periférica) a partir da estimulagdo de nervos periféricos e sua
resposta (COSSUL et al., 2018).

A inducdo de potenciais transmembrana supra fisiologicos,
possibilita realizar alteragBes na caracteristica de seletividade da
membrana da célula, fendmeno denominado eletroporacdo ou
eletropermeabilizacdo. Esse fendmeno pode ser realizado de maneira
reversivel ou irreversivel e foi estudado na secéo 3.

2.3.3.2 Eletrocinética

A area de estudo de tecnologias que possibilitam manipulacéo
cinética, ou seja, manipulacdo de movimento celular, é denominada de

3Células excitaveis sdo células que ddo respostas especificas (potencial de
acdo) apds um estimulo. Essas sdo: neurdnios, midcitos e células enddcrinas.
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eletrocinética  (electrokinectics). As técnicas de eletrocinética
(eletroforese e dieletroforese) sdo baseadas em forcas de atracdo e
repulsdo de cargas inseridas em campos elétricos. Na eletrocinética
utilizam-se campos elétricos que proporcionem minima perturbacdo na
integridade da amostra.

A eletroforese é 0 movimento (forca de atragdo ou repulsdo) de
particulas carregadas imersas em um campo elétrico uniforme. Caso a
particula ndo seja carregada, ha possibilidade de uso de campo elétrico
ndo uniforme, fendmeno entdo nomeado dieletroforese. A forca sobre a
particula depende da densidade de carga na particula e amplitude do
campo elétrico externo (CEMAZAR; MIKLAVCIC; KOTNIK, 2013).

A aplicacdo de técnicas de eletrocinética permite separar e
posteriormente detectar e classificar determinadas células de uma amostra
heterogénea (CEMAZAR; MIKLAVCIC; KOTNIK, 2013; CETIN; LI,
2011; LEE; TSENG; DI, 2017). Esse tipo de tecnologia é Gtil em
pesquisas em nivel celular (deslocamento de células) (PARK; BASSAT,;
YOSSIFON, 2014), em aplicagdes clinicas para deteccdo de doencas
(como separacdo de células tumorais em system on a chip) (ALSHAREEF
et al., 2013) e classificagdo celular por eletrorotacdo ou eletroorientacéo
(ALIZADEH-HAGHIGHI; JAFARMADAR; KHALILARYA, 2017).
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3 ELETROPORACAO

Tdpicos relevantes que cercam a eletroporagéo foram organizados
de forma singular no diagrama da Figura 9. Serdo apresentados a
definicdo do fendmeno fisico de formag&o do poro, niveis de tratamento,
abrangéncia do tratamento e aplicagdes. O objetivo desse capitulo é
mostrar um panorama da area de estudo e das possibilidades com técnicas
de eletroporagéo.

Figura 9 — Topicos relevantes a respeito da eletroporacéo.

Electroporagéo ou
Eletropermeabilizacao
I

Fenm}‘l eno de Nivel do Tratamento Abrangéncia do Aplicagdes
Formacdo do Poro tratamento

¢élula

Reversivel Isolada

°
Pequenas
Oo

Populacées o o

Tecido g
T

Auséncia de Modelo
Unificado

Celular

Organelas

Protocolos
x.: Membrana Nuclea

Irreversivel

Fonte: Préprio autor.

Salienta-se que maltiplos autores realizaram revisdes extensas da
eletroporacdo e recomenda-se também a leitura destes aos interessados
nessa area de estudo (CHEN et al., 2006; JIANG; DAVALOS;
BISCHOF, 2015; MIKLAVCIC; PUC, 2006; MISHRA, 2008;
WEAVER; CHIZMADZHEV, 1996). Além disso, existem livros que
contemplam o tema (CHANG, 1992; ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2012;
JARM; KRAMAR, 2016; JORDAN; NEUMANN; SOWERS, 1989;
PAKHOMOV; MARKOV; MIKLAVCIC, 2010; RUBINSKY, 2010;
ZIMMERMANN; NEIL, 1996).

3.1 DEFINICAO
A eletroporacdo ou eletropermeabilizacdo (EP) pode ser definida

como o fendmeno de aumento da permeabilidade de membranas de dupla
camada lipidica, geralmente de células bioldgicas. O fenémeno ocorre
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guando essas sdo expostas a campos elétricos de amplitude e duragédo
suficientes para indugédo de potencial transmembrana e reorganizacao da
estrutura da membrana. O aumento da permeabilidade da membrana pode
ser explicado pela formacdo de poros na membrana celular (se¢do 3.3).
Esse fendmeno é tipico para campos elétricos acima de dezenas de kV/m
e duragbes de nano-segundos a segundos (GONZALEZ; RUBINSKY,
2010; MIKLAVCIC; PUC, 2006; WEAVER et al., 2012).

A eletroporacdo pode ser dividida em dois tipos: reversivel e
irreversivel. Dependendo da configuracdo do campo elétrico aplicado, a
membrana pode se recuperar, caracterizando uma eletroporagdo
reversivel, ou pode ndo se recuperar, causando uma eletroporacdo
irreversivel e perda da viabilidade celular (CHEN et al., 2006; JIANG;
DAVALOS; BISCHOF, 2015; WEAVER et al., 2012).

3.2 HISTORICO

Ha registros anteriores ao século XX de fendmenos que
possivelmente eram ocorréncias de eletroporacdo. Apesar disso, nédo
existiam explicacbes baseadas em aumento da permeabilidade ou
reorganizacdo da membrana celular. Além disso, haviam incertezas sobre
esses fendmenos serem térmicos ou nao.

De acordo com os pesquisadores Ivorra e Rubinsky (RUBINSKY,
2010) o provavel primeiro registro de eletroporagdo ocorreu em 1754,
guando Nollet percebeu e registrou a formacdo de marcagdes vermelhas
na pele de humanos e animais em areas onde eram aplicados
centelhamentos elétricos (NOLLET, 1754). Possivelmente nessas regifes
ocorria eletroporacéo irreversivel, os geradores estaticos de alta tensdo da
época eram baseados em esferas friccionadas manualmente (gerador de
Otto von Guericke), por causa disso promoviam arcos elétricos de alta
tensdo por curtos instantes de tempo.

Em 1802, Ritter observou contra¢cdes musculares quando correntes
elétricas (de alta intensidade) em nervos sdo interrompidas (RITTER,
1802). Esse fendbmeno, nomeado Ritter’s opening tetanus, foi
experimentado e entendido somente em 1951 por Hodgkin. A explanacéo
do fenébmeno, segundo Hodgkin (HODGKIN, 1951):

The explanation of the phenomenon may be that the
insulating properties of the membrane break down
under the influence of the abnormally high
potential difference.
Ou seja, ele observou que o ocorrido poderia ser devido a ruptura elétrica
da membrana celular, e isso ocorria para potenciais transmembrana
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criticos. Essa hipotese, apesar de ndo ser totalmente correta (devido ndo
tratar da reorganizagdo da membrana), levou a descoberta do fenémeno
da eletroporagdo como é conhecido hoje em dia (RUBINSKY, 2010).

Em 1957, Stdmpfli relatou o fendmeno de “ruptura elétrica
reversivel” nos Anais da Academia Brasileira de Ciéncias (STAMPFLI,
1957). Possivelmente, essa € a primeira documentagdo sobre
eletroporacéo reversivel. Stampfli pesquisava anteriormente o potencial
transmembrana celular apés o fendmeno de “ruptura elétrica da
membrana” (STAMPFLI; WILLI, 1957), ou seja, eletroporagio
irreversivel.

Em 1967, Sale e Hamilton demostraram em bactérias e leveduras
que o efeito letal de campos elétricos era em funcéo da duracdo, nimero
de pulsos e amplitude. Ou seja, a morte dos organismos nao era efeito de
eletrolise e nem de aumento térmico (HAMILTON; SALE, 1967; SALE;
HAMILTON, 1967). Os autores também calcularam que o rompimento
da membrana celular (lise celular) ocorria para potenciais transmembrana
proximos de 1 V em células esféricas, muito proximo do aceito
atualmente (WEAVER et al., 2012). E este potencial critico dependia do
tipo da célula e principalmente do seu didmetro médio (SALE;
HAMILTON, 1968).

Em 1972, Neumann e Rosenheck expuseram que a utilizacdo de
campos elétricos pulsados causavam alteracdes de maneira transiente na
permeabilidade da membrana celular (NEUMANN; ROSENHECK,
1972). A alteracdo de permeabilidade celular é atualmente a base da maior
parte dos tratamentos por eletroporacéo, que é discutido na secédo 3.6.

Em 1973, foi proposto por Crowley que a ruptura de uma
membrana de bicamada lipidica (BLM) ocorria em consequéncia da
compressdo eletrostatica da membrana e ndo da ruptura de dielétrico®.
Nas palavras de Crowley (CROWLEY, 1973):

[...] a mechanism for breakdown is proposed in
which rupture occurs as a consequence of
electrostatic compression of the elastic mem-
brane. Since this mechanism depends on the
mechanical properties of the membrane, it offers
additional insight into the structure of the

40 fenbmeno de compressdo eletrostatica e reorganizacio da membrana é
diferente do fendmeno de ruptura de dielétrico (avalanche breakdown). O
primeiro consiste em reorganizagdo molecular; no segundo ocorre liberagio
de elétrons que séo acelerados com o campo elétrico e colidem com outros
em efeito domind. Geralmente esse fendmeno causa dano fisico ao dielétrico.
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membrane, as well as a criterion for electric
breakdown.
O modelo de reorganizacdo molecular de uma membrana BLM foi
consolidado em 1979 por uma série de artigos de Abidor (ABIDOR et al.,
1979). Os pesquisadores testaram experimentalmente a reorganizacdo e
abertura de poros aquosos transientes em membrana artificiais formadas
por bicamadas lipidicas. Ainda assim, os autores propuseram que existem
regides pré-dispostas a abrir poros, e a inducdo de potenciais
transmembrana criticos favorecia a abertura destes. Anteriormente a estes
relatos, havia dividas se a eletroporacdo ocorria devido a ruptura
dielétrica por avalanche de elétrons ou reorganizacdo molecular. A
descoberta de 1979 ajudou na compreensao dos resultados experimentais
existentes e € a mais aceita atualmente (ver secdo 3.3) (JIANG;
DAVALOS; BISCHOF, 2015; KOTNIK et al., 2012; VOYER et al.,
2018).
Em 1982, Neumann relatou que a aplicagdo de campos elétricos
poderia ser utilizada para transporte de moléculas (DNA) através da
membrana, sem danificar suas estruturas (NEUMANN et al., 1982):
Here we report a physical method that leads to an
enormous enhancement of DNA transport across
cellular membranes. The new technique stems from
the observation that biomembranes are made
transiently more permeable by the action of short
electric impulses above a certain field strength,
without damaging the membrane structures.

O transporte molecular transmembrana é uma aplicacdo da eletroporacédo

reversivel e € utilizada atualmente para transferéncia genética (secéo

3.6.1).

Assim como o DNA, diversos outros tipos de moléculas nédo
permeaveis a membrana podem ser transportados, por exemplo, drogas
anticancer. Em 1987, Okino e Mohri expuseram o potencial da
eletroporacdo em tratamentos de cancer. Estes combinaram aplicacdo de
campos elétricos e bleominica — um tipo de droga anticancer —, e
mostraram que era possivel 0 uso combinado desses para tratamento de
tumores (OKINO; MOHRI, 1987). Atualmente essa técnica é conhecida
no meio clinico como eletroquimioterapia (secdo 3.6.3.1).

Atualmente, eletroporagdo é um tdpico de pesquisa consolidado e
de crescente interesse. Como pode ser percebido pelo acréscimo no
nimero de publicacfes que citam o tema. O nimero de aparicdes da
palavra “electroporation” em artigos cientificos entre 1985 e 2017 é
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disponivel na Figura 10. Na Figura 10 também sdo indicados alguns
eventos importantes em eletroporagdo, sao esses:

Em 1983: criacdo da empresa BTX do grupo Harvard
Bioscience. Esta foi a primeira empresa a vender
eletroporador comercial para transferéncia genética;

Em 1989: primeiro livro sobre eletroporacdo (JORDAN;
NEUMANN; SOWERS, 1989);

Em 2004: primeiro trabalho no Brasil em eletroporacéo
pelos pesquisadores Airton Ramos e Daniela O. H. Suzuki
(RAMOS; SUZUKI; MARQUES, 2004);

Em 2006: criacdo da padronizagdo para tratamento de
cancer por eletroquimioterapia (ESOPE, “Standard
Operating Procedures Of The Electrochemotherapy”)
(MIR et al., 2006);

Em 2015: primeiro congresso em eletroporacdo em
Portoroz, Slovenia;

Em 2017: publicagdo do livro Handbook of
Electroporation (MIKLAVCIC, 2017);

Em 2018: atualizacdo do ESOPE (GEHL et al., 2018).

Figura 10 — Ocorréncias da palavra “electroporation” em qualquer parte de
trabalhos cientificos de 1985 até 2017. Dados retirados do banco de dados do
Google Scholar dia 12 de janeiro de 2018 usando ferramenta disponivel em
repositorio online (GITHUB, 2018).

16000 + 1° Congresso
ESOPE  (2015)
14000 - . o (2006)
12000 - 1° Livro 1 Pubhcagzlo em /
(1989) Eletroporagio no Handbook of
10000 - BTX - Brasil (2004) \ Electroporation
8000 -Harvard (2017) e ESOPE
6000 -|Bioscience Atualizado (2018)
(1983)
4000 1 Numero de artigos
2000 - cientificos com palavra
0 "electroporation"
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Fonte: Préprio autor.

3.3 FENOMENO DE FORMACAO DO PORO

A hipotese atualmente aceita do mecanismo do fenbmeno da
eletroporacéo é a formacdo de poros na membrana. As quatro principais
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etapas envolvidas na reorganizagdo transiente da membrana sdo
(representacdo na Figura 11) (CHEN et al., 2006; KOTNIK et al., 2012;
TEISSIE; GOLZIO; ROLS, 2005; WEAVER, 2003):

Etapa i

Etapa ii:

Etapa iii:

Membrana integra e inducdo do potencial
transmembrana:
A aplicacdo de campo elétrico externo (1 ns a 1 s) induz
aumento do potencial transmembrana. O carregamento da
membrana deve-se ao fluxo de ions, conforme
representado na Figura 8. Quando o potencial
transmembrana (14,,) atinge um valor critico (superior a
200 mV, e na maioria dos casos pode atingir 1 a 1,5V em
células eucariontes (ZIMMERMANN, 1996)) inicia-se a
reorganizacdo molecular da membrana (Etapa ii).
Observa-se que o potencial transmembrana é equivalente
a um campo elétrico sobre a membrana da ordem de 108
V/m (em porgéo tipica de membrana de 5 nm).

Formacdo de poros hidrofébicos (ou pré-poros):
O potencial transmembrana critico desencadeia uma
“explosdo” de reorganizagdes na estrutura molecular da
membrana. Nessa situacdo o campo elétrico entre a
membrana dielétrica é superior ao que essa estrutura pode
suportar. Esse tipo de poro é instavel e desaparece por
flutuagdes naturais da membrana caso seu raio seja menor
que o raio critico® (retorna a Etapa i). Caso ele apresente
um raio superior ao raio critico, ele torna-se um poro
hidrofilico (Etapa iii).

Formacdo de poros hidrofilicos (reversiveis):
As cabecas das moléculas lipidicas “giram” para o interior
da parede dos poros (forma toroidal), isso minimiza o
contato das caudas de lipideos, que s&o hidrofébicos as
moléculas de 4gua presentes nos meios extra e intracelular.
O interior do poro é preenchido com A&gua, esse

°0 raio critico é o raio limiar para o poro hidrofébico tornar-se poro
hidrofilico. O sistema se reorganiza na configuragcdo que necessita a menor
quantidade de energia para existir. O raio critico é tedrico e observado com
auxilio de modelos matematicos de reorganizacdo da membrana em nivel

molecular.
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acontecimento permite o transporte de ions e outras
moléculas através da membrana.

Etapa iv: Formacdo de poros irreversiveis (destruicdo da
membrana):
Caso a amplitude do campo elétrico aplicado seja muito
elevada é criado poros irreversiveis, nesse estado a
membrana ndo ¢é capaz de retornar ao estado inicial “i”. A
recuperacao (resealing) ou ndo da membrana dependera
da operacdo reversivel ou irreversivel da eletroporacéo,
que depende dos pardmetros do campo e condi¢cdes do
sistema biolégico.

A densidade e raio dos poros podem depender de condi¢fes do
sistema bioldgico (tamanho, formato, tipo e concentracéo celulares e tipos
de tecidos) e parametros de eletroporacdo (amplitude, duracdo e forma de
onda de campo elétrico aplicado) (CHEN et al., 2006; KOTNIK et al.,
2012; WEAVER et al., 2012).

Figura 11 — Quatro principais etapas envolvidas no processo de eletroporacéo de
uma membrana de bicamada lipidica.

1T E
1 5 F

(i (ii) (iii) (iv)
Fonte: Figura adaptada de Kotnik (KOTNIK et al., 2012).

3.3.1 Consideracfes da Observacao da Eletroporagéo
O principio molecular da formacgdo de poros (e transporte

molecular através da membrana) ainda nao é completamente entendido.
Chang em 1990 desenvolveu uma técnica de “de congelamento rapido
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apos eletroporagdo” seguido de técnica de microscopia e obteve imagens
de estruturas semelhantes aos poros, porém a experimentacdo ndo foi
reproduzida novamente (CHANG; REESE, 1990; JIANG; DAVALOS;
BISCHOF, 2015). As técnicas de microscopia sdo agressivas e afetam a
estrutura de poros. Atualmente, ndo ha técnica experimental definitiva
para observacdo direta da eletroporacao (abertura de poros) e ha esforcos
para descoberta de novas metodologias (BATISTA NAPOTNIK;
MIKLAVCIC, 2018). A eletroporacéo geralmente é estudada baseada em
medicOes indiretas. Na literatura existem trés principais categorias de
observacdo da eletroporacgéo:
e Mudancas nas propriedades elétricas (ver secdo 3.4);
e Mudancas na integridade ou propriedades relacionadas da
membrana (SHIRAKASHI et al., 2004);
e Transporte molecular através da membrana (KINOSITA;
TSONG, 1977; NEUMANN et al., 1982).

3.4 ALTERAGOES DE PROPRIEDADES ELETRICAS

A membrana celular intacta € um bom dielétrico e a abertura de
poros ocasiona diminuicdo da resisténcia elétrica da membrana. Sendo
assim, uma das maneiras de analisar o processo de eletroporacao é através
de medicBes indiretas de alteragbes nas propriedades elétricas antes,
durante e/ou depois da aplicacdo da eletroporacéo, independentemente do
nivel de tratamento, ou seja, em célula isolada (BURGEL et al., 2015;
HUANG; RUBINSKY, 2001), suspensGes (PAVLIN; LEBEN;
MIKLAVCIC, 2007; RAMOS; LIMA, 2012; SUZUKI et al., 2011) e
tecidos (NEAL et al., 2012; PINTARELLI et al., 2016; SUAREZ et al.,
2014).

As andlises de alteracdo de propriedades elétricas se dividem em:
andlises durante protocolo de eletroporacéo e analise comparativa antes/
depois da eletroporacdo. Essa secdo tem objetivo de apresentar 0s
métodos de medicdo de alteragdo de propriedades elétricas, bem como
relacdo de compromisso entre eles.

A analise da eletroporacéo durante aplicacdo dos protocolos pode
ser realizada através da aquisicdo de dados de tensdo e corrente
instantaneos na amostra, ou seja, alteracdo da impedancia aparente (ou
maodulo da impedancia V/1). A Figura 12 mostra esse tipo de situacdo, a
impedancia diminui de maneira ndo linear ou ndo 6hmica em funcéo da
ocorréncia da eletroporagdo, ou seja, no acréscimo de
amplitude/duracdo/nimero de pulso do protocolo de eletroporagdo. O
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decréscimo na impedéncia ocasiona aumento da corrente elétrica
(LANGUS et al., 2016; NEAL et al., 2012; RAMOS; LIMA, 2012;
SUZUKI et al., 2011).

Figura 12 — Representacdo da alteracdo da impedéancia aparente em funcédo da
eletroporacéo. Ao atingir a regido da eletroporacéo a alteragéo da corrente deixa
de apresentar comportamento linear (6hmico).

VI A

N4o linearidade
Linear (Eletroporacéo)
(Regido Ohmica)

Limiar da
Eletroporacdo

Amplitude/Duragéo/Numero de Pulso
de Campo Elétrico Aplicado
Fonte: Prdprio autor.

Apesar do uso da andlise de impedancia aparente (V/I), é de
conhecimento que existem erros introduzidos por efeitos dispersivos®.
Esses efeitos estdo concentrados em frequéncias menores que 1 kHz. Os
pulsos retangulares utilizados na eletroporacdo possuem amplo nimero
de componentes de frequéncia’. Portanto, a anélise da alteragdo V/I
durante os pulsos deve estar contaminada de efeitos dispersivos, uma vez
gue ndo é possivel a separacdo destes por esse método (BHONSLE et al.,
2015; GRIMNES; MARTINSEN, 2014; RAMOS; LIMA, 2012).

Uma maneira de reduzir efeitos de dispersdao devido elevadas
componentes de frequéncia é a utilizacdo de protocolos com componentes

®Principalmente dispersdes tipo a, que so: polarizagio na interface eletrodo-
solucdo e interface da membrana (efeitos de atracdo/repulsdo idnica
préximos as superficies da membrana), efeitos de canais idnicos (ativos),
estruturas intracelulares, difusdo iénica e fugas no dielétrico (GRIMNES;
MARTINSEN, 2014).

0 protocolo ESOPE possui 25% de sua energia abaixo de 1 kHz e mais de
95% de sua energia concentrada em frequéncias abaixo de 10 kHz (detalhes
no Apéndice D).
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de frequéncia elevados (por exemplo, pulsos de duracdo de 1 pus)
(BHONSLE et al., 2015) ou combinagdo de pulsos retangulares com
senoides acima de 1 kHz (RAMOS et al., 2012). Porém, nessa dissertacdo
objetivou-se 0 uso do protocolo ESOPE (European Standard Operating
Procedures of Electrochemotherapy) de pulsos de duragdo de 100 ps
(MARTY et al., 2006).

Uma alternativa para andlise de eletroporacdo é o uso de analise
por espectro de impedancia antes e depois da aplicacdo. Esse tipo de
analise em frequéncias elevadas pode fornecer dados com menor
contaminacdo de efeitos de dispersdo (acima de 1 kHz) (BHONSLE et
al., 2015; BURGEL et al., 2015; RAMOS; LIMA, 2012). Apesar disso,
esse tipo de analise é limitado as alteracGes apds eletroporacéo, ou seja,
ndo permite acesso ao estado das células durante o processo. Esta
informacéo é desejada em sistemas futuros com monitoramento em tempo
real e feedback do estado da eletroporagé&o.

3.5 NIVEL DO TRATAMENTO

Nesta secdo, é fornecido orientacdo sobre os trés niveis de
tratamento (célula isolada, suspenséo de células e tecido).

A eletroporagdo é uma &rea de pesquisa ampla e ndo h4 modelo
Unico para eletroporacgdo. A categorizacdo de modelos para o0s trés niveis
de tratamento pode ser explicada pois as pesquisas sao conduzidas de
maneira isolada e as caracteristicas elétricas dos trés niveis de tratamento
sdo distintas. Por exemplo, os tecidos podem apresentar heterogeneidade
e anisotropia®. Prontamente, células em suspensdo possuem vizinhanca
preenchida por solucéo de caracteristicas elétricas bem definidas. Apesar
disso, observa-se que um modelo Unico para eletroporacdo seria
importante para observacdes universais sobre o0 processo e
comportamento de células eletroporadas.

3.5.1 Célula Isolada ou Unica
Analisar uma grande quantidade de células a0 mesmo tempo pode

ndo fornecer informac6es suficientes sobre ocorréncias celulares durante
e apos eletroporacdo. Por exemplo, proliferacdo, diferenciagéo,

®Heterogeneidade € a caracteristica de complexidade estrutural e anisotropia
é a caracteristica de propriedades fisicas (como propriedades elétricas)
varidveis com a dire¢do. Essas caracteristicas podem ocorrer devido a
morfologia do tecido.
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comportamento de organelas e analise do processo fisico de
reorganizacdo da membrana. Ainda assim, hé aplicacdes que apreciam a
entrada de substdncias impermedveis a membrana em células
selecionadas (ou organelas) em ambiente multicelular in vivo e in vitro
(LUNDQVIST et al., 1998; RYTTSE et al., 2000; SANTRA; TSENG,
2013). Nesse contexto a eletroporagéo de célula Unica (SCEP, “single cell
electroporation”) é uma técnica de alta resolugdo espacial que permite
estudo detalhado da eletroporacdo e acesso ao contetdo intracelular de
células individuais.

3.5.1.1 Histérico

O SCEP é pesquisado no meio cientifico a vinte anos. O primeiro
método SCEP foi desenvolvido por Lundgvist em 1998, originalmente
nomeado de "versdo miniaturizada da eletroporagdo™. Os pesquisadores
usaram micro eletrodos de fibra de carbono (didmetro externo de 5 um,
aproximados de 2-5 pum da célula) para produzir campos elétricos
localizados (dezenas de kV/m) em células aderentes individuais. Foi
demonstrado a transferéncia seletiva de solutos impermeaveis a
membranas em células individuais usando moléculas fluorescentes e
DNA (LUNDQVIST et al., 1998). O grupo de pesquisa de Lundgvist
contribuiu no desenvolvimento de diferentes métodos de SCEP em
células isoladas e células individuais localizadas em tecidos
(NOLKRANTZ et al., 2001, 2002)

Em 2000, Ryttsé combinou a eletroporacdo com técnicas de patch
clamp com objetivo de estudos fisiologicos detalhados do fenémeno
(RYTTSE et al., 2000). Observa-se que 0 processo de formagéo do poro
(e transporte molecular através da membrana) e relacdo com o potencial
transmembrana ainda ndo é completamente entendido (KITAMURA et
al., 2008).

Em 2001, Haas desenvolveu um método de SCEP para animais in
vivo. Ele utilizou micropipetas (didmetro da ponta de 0,6-1 pum) para
realizar eletroporacdo em neurdnios e células glia de girinos Xenopus
(HAAS et al., 2001).

Em 2001, Huang e Rubinsky apresentaram o primeiro dispositivo
de silicio micro fabricado para SCEP. Além disso, 0s autores sugeriram o
método de medicdo da corrente elétrica através dos chips SCEP. Esse tipo
de medida pode fornecer informacGes sobre o estado de eletroporagéo da
membrana celular (procedimento detalhado na secdo 3.4) (HUANG;
RUBINSKY, 2001).
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Atualmente, pesquisas e aplicaces com SCEP sdo tendéncia.
Principalmente quando associados a técnicas de micro fluidos,
eletrocinética e lab on a chip (ver se¢do 3.6.2).

Demais consideragbes sobre SCEP podem ser consultadas nas
publicagGes de revisdo da técnica (FOX et al., 2006; MOVAHED; LI,
2011; OLOFSSON et al., 2003; SANTRA; TSENG, 2013; WANG et al.,
2010).

3.5.1.2 Modelo e Alteracdo do Potencial Transmembrana

A modelagem de célula Unica é bem aceita e validada com
resultados experimentais. O modelo geralmente utilizado é o firmado
pelos trabalhos da Krassowka (DEBRUIN; KRASSOWSKA, 1999).
Comumente utiliza-se células esféricas sem carga de superficie (Figura
13) para prever a distribuicdo do potencial transmembrana, alteracdo da
condutividade da membrana, transporte transmembrana, densidade de
poros e raio médio dos poros (KOTNIK; BOBANOVIC; MIKLAVCIC,
1997; SUZUKI et al., 2011; VOYER et al., 2018).

Nessa dissertacdo € apresentado somente o potencial
transmembrana (V,,) em funcéo do campo elétrico (E), raio da célula (r)
e angulo em relacdo a direcdo do campo elétrico (6). O modelo ¢
conforme a equacdo 7. Assume-se que a membrana é isolante ideal e os
meios extra e intracelular sdo condutores ideais.

Figura 13 — Modelo de célula esférica simples.
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Fonte: Adaptado de Suzuki (SUZUKI et al., 2011).
V. = 1,5|E| r cos(O) (7)
Destaca-se a aproximacdo da equacdo 7 pela simplicidade de

estimativa de ocorréncia ou ndo da eletroporagdo. Porquanto conforme
apresentado na secdo 3.3, quando o potencial transmembrana de uma
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regido atinge um valor critico ha ocorréncia da eletroporacdo nessa
regido.

A derivacdo da equacdo 7 ndo é apresentada nessa dissertacao.
Ressalva-se que 0 modelo pode ser utilizado para qualquer geometria de
célula, porém esse deve ser resolvido numericamente (PUCIHAR;
MIKLAVCIC; KOTNIK, 2009).

3.5.1.3 Dispositivos

Para aplicar campo elétrico localizado em células individuais
micro eletrodos podem ser utilizados. Por exemplo, micro eletrodos
solidos de fibra de carbono (LUNDQVIST et al., 1998), capilares
preenchidos por eletrélitos (NOLKRANTZ et al., 2001), micropipetas
(HAAS et al., 2001) e matriz de eletrodos 2D e 3D micro fabricados
conforme padrdes de industria de semicondutores (HUANG;
RUBINSKY, 2001). A construcdo mecanica desses eletrodos ¢é
representada na Figura 14. Ressalta-se que tecnologias de micro
fabricacdo também permitem a incorporacdo de outras funcionalidades no
dispositivo (ver secédo 3.6.2).

Figura 14 — Dispositivos encontrados na literatura para realizacdo da
eletroporacéo de célula Unica.
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Fonte: Prdprio autor.
3.5.2 Pequenas Populacgdes Celulares

O tratamento no nivel de pequenas populagdes celulares, como
suspensdo celular e células aderidas € um método consolidado para
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transferéncia e extracdo de moléculas para pequenas populacdes de
células (CHANG, 1989; KANDUSER; SENTJURC; MIKLAVCIC,
2006; SANTRA; TSENG, 2013), fusdo celular (CHANG, 1989) e
destruicdo celular (RUBINSKY et al., 2008; SALE; HAMILTON, 1967).

Além disso, resultados de pequenas populagfes celulares sdo
importantes no estudo da eletroporacdo. Esses permitem avaliagdo da
alteracdo da permeabilidade da membrana, condutividade e viabilidade
celular (BRAMBACH et al., 2013; NOVICKIJ et al., 2014; RAMOS;
LIMA, 2012). Ainda, assim, resultados com pequenas populacdes
celulares podem ser correlacionados com resultados em célula Unica
(PAVLIN et al., 2005; SUZUKI et al., 2011).

3.5.2.1 Histérico

Historicamente a eletroporacdo de células em suspenséo (BEP,
“Bulk Electroporation”) e pequenas populacdes de células aderentes foi
essencial para o descobrimento da eletroporagéo. Seu contexto histdrico
¢ paralelo ao da eletroporacdo desde 1960 (visto na secdo 3.2)
(HAMILTON; SALE, 1967; KINOSITA; TSONG, 1977; NEUMANN et
al., 1982; NEUMANN; ROSENHECK, 1972). Apesar disso, sua analise
ainda é relevante para a pesquisa e pratica de extragdo de conteldo
intracelular (ver secdo 3.6.5), transferéncia genética (ver secdo 3.6.1) e
ponte para modelos de célula tnica (PAVLIN; MIKLAVCIC, 2003).

Os eventos mais notdrios em BEP s&o os relacionados as técnicas
de transferéncia genética. Em 1983, foi criado a BTX que foi primeira
empresa a vender equipamento eletroporador para transferéncia genética.
Em 1984, Potter publicou método de transferéncia genética para células
em suspensdo com uso de cubetas (POTTER; WEIR; LEDER, 1984). Tal
procedimento é atualmente usado em equipamentos comerciais e é
procedimento comum em laboratérios da area de biotecnologia e
microbiologia. Diversos métodos sdo propriedade intelectual de empresas
de biotecnologia (BIO-RAD LABORATORIES INC, 1990;
GENETRONICS INC, 1998).

3.5.2.2 Modelos

Observa-se que a analise da alteracdo da condutividade de
suspensdo de células pode ser extrapolada para célula Gnica. A
transformacdo pode ser realizada numericamente ou analiticamente. A
representacdo de transformagdo geralmente empregada na literatura é
analitica, conforme mostrado na Figura 15.
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A transformac&o analitica da Figura 15 é feita da seguinte maneira:
Uma célula com determinada condutividade interna (o;), de membrana
(0,,) € de meio extracelular (o,) é transformada em uma célula
equivalente com condutividade Gnica (a,,). Apos esse procedimento pode-
se usar o equacionamento de Maxwell para posterior transformagdo em
solugdo com condutividade global de (a.4). O equacionamento completo
e outras consideracbes, como efeito da concentracdo celular na solucéo,
ndo sdo disponiveis nessa dissertacdo e sdo encontrados no livro
“Handbook of Biological Effects of Electromagnetic Fields” (FOSTER,;
SCHWAN, 1996). Ainda assim, existem referéncias adicionais sobre essa
representacio (PAVLIN; MIKLAVCIC, 2003; RAMOS et al., 2012;
SUZUKI et al., 2011).

Adverte-se que no caso de andlises de propriedades elétricas de
populacdo de células as evidéncias do fendmeno de eletroporacdo séo
macroscépicas e seu resultado é para um grupo de células.

Figura 15 — Ponte entre modelo de alteracdo de condutividade de célula tnica
para suspensdo. (i) Célula com condutividade interna (o;) e condutividade da
membrana (o,,). (ii) Particula de condutividade homogénea (o,). (iii)
transformagéo de particula homogénea (o,) e meio extracelular (o) para
suspensdo com condutividade equivalente (o).
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Fonte: Adaptado de Pavlin e Miklavcic (PAVLIN; MIKLAVCIC, 2003).
3.5.2.3 Dispositivos

Para eletroporacdo de pequenas populagdes celulares, o campo
elétrico é aplicado em um certo volume de células por mL ou cm?®. As
moléculas a serem transferidas para o interior da célula devem ser
dispostas no meio extracelular. No caso de extracdo de contetdo celular,
este ird ser encontrado na solugdo extracelular apos eletroporacéo.

A eletroporagdo de pequenas populacdes geralmente é feita
utilizando dois eletrodos paralelos separados na ordem de milimetros e
aplicado centenas de volts entre eles. No caso de suspensdo celular
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(ordem de milhdes de células por mL), os dispositivos sdo montados na
forma de cubetas, conforme Figura 16 (OLOFSSON et al., 2003;
SANTRA; TSENG, 2013). No caso de células aderentes (ordem de
centenas de milhares por cm?), os eletrodos podem ser aproximados ao
local de deposicdo (laminula) (TERUEL; MEYER, 1997; ZHENG;
CHANG, 1991).

Figura 16 — Dispositivo tipo ‘cubeta’ para realizacdo de eletroporagdo em
suspensdo celular.
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Fonte: Prdprio autor.
3.5.3 Tecido

Em tecidos, técnicas de eletroporacdo sdo usualmente utilizadas
para tratamento de cancer. Separam-se ablag¢do ndo térmica (IRE, secdo
3.6.3.2) e eletroquimioterapia (ECT, secdo 3.6.3.1).

As pesquisas nesse nivel utilizam tecidos ex vivo para
caracterizacdo e modelagem elétrica em funcgéo da eletroporagéo. Esses
modelos podem ser utilizados para previsdo de distribuicdo de campo
elétrico em casos clinicos e veterinarios (SEL et al., 2005; SUZUKI et
al., 2015, 2017; ZUPANIC; KOS; MIKLAVCIC, 2012).

3.5.3.1 Histérico

O uso da eletroporacdo em tecidos voltado a area médica teve
inicio nos anos 80. Em 1987, Okino, Mohri utilizaram o aumento de
permeabilidade provido pela eletroporacdo para aumentar a eficiéncia de
entrega de agentes citotoxicos (drogas anticancer) para o interior de
células (OKINO; MOHRI, 1987).

Em 1991, Mir et. al. realizou o primeiro caso clinico de sucesso de
eletroporacdo combinada com agente quimioterapico, nomeado
tratamento por eletroquimioterapia (ECT) (MIR et al., 1991b, 1991a).

Em 2006, foi criado padronizagdo para procedimentos de ECT
(ESOPE, “Standard Operating Procedures Of The
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Electrochemotherapy”) (MIR et al., 2006). Em 2018, foram lancados
atualizados para 0 ESOPE (GEHL et al., 2018). Atualmente a ECT é um
tratamento consolidado de céncer local, utilizado para remocgdo de
tumores cutaneos e subcutaneos (ver se¢éo 3.6.3).

3.5.3.2 Modelos

O modelo desenvolvido pelo grupo de pesquisa do professor
Miklavcic é geralmente utilizado para computar a alteracdo de
condutividade no tecido e prever a distribuicdo de campo no tratamento
por ECT. O modelo descreve a alteracdo de condutividade em funcéo
sigmoide de um campo elétrico aplicado, ou seja, o(E) (equacionamento
disponivel em (SEL et al., 2005)). Esse tipo de abordagem utiliza
elementos finitos e anatomia macroscépica tridimensional de tecidos.
Esse modelo ja foi estudado por Suzuki et. al. em diferentes
circunstancias de tratamento por eletroquimioterapia (SUZUKI et al.,
2015, 2017; SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016).

O modelo de Miklavcic é limitado por ser estatico e sua resposta é
aproximadamente a condutividade maxima ao final de aplicacdo de
protocolo ESOPE. Uma forma de considerar processos dinamicos, como
processos dispersivos e nao lineares, € 0 método do circuito equivalente
do professor Ramos (RAMOS; WEINERT, 2018). Esse método
caracteriza o tecido por componentes elétricos discretos (condutancias e
capacitancias). As ramifica¢des de componentes discretos descrevem a
passagem de corrente para diferentes frequéncias, e 0 somatério destas
descreve a alteracdo de corrente macroscopica no tecido no dominio da
frequéncia.

O modelo da eletroporacgéo em tecido é independente dos modelos
de célula Unica e suspensdo de células. Atualmente ha estudos de ponte
entre modelos de eletroporacdo de célula Unica e tecido. Esses estudos
levam em conta a morfologia do tecido (estrutura microscépica). Apesar
disso, ainda sdo necessarios novos estudos para consolidar esse tipo de
transformacdo (DERMOL-CERNE; MIKLAVCIC, 2018; DYMEK et al.,
2015).

3.5.3.3 Dispositivos

O tratamento por eletroporacdo em tecidos necessita aplicacGes de
tensdo da ordem de quilo Volt. Essas geralmente estdo associadas com
passagem de correntes na ordem de dezenas de amperes. O protocolo
ESOPE especifica a aplicacdo de campo elétrico (oito pulsos com duracéo
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de 100 ps, taxa de repeticdo de 1 Hz a 5 kHz e amplitude de 100 kV/m a
130 kV/m), tipos de eletrodos que devem ser utilizados em fungdo do
tumor (trés tipos de eletrodos representados na Figura 17) e
guimioterapicos compativeis (MIR et al.,, 2006). Destaca-se o0
equipamento comercial IGEA Cliniporator (BERTACCHINI et al., 2010;
IGEA, 2018), este ¢ utilizado na Europa para tratamento por ECT em
humanos.

Atualmente, pesquisa-se novas configuracbes de eletrodos e
aplicacdo em diferentes tumores. Principalmente objetivando tratamentos
internos de maneira minimamente invasiva (SANO et al., 2018).

Figura 17 — Tipos de eletrodos compreendidos pelo padrdo ESOPE. (a) Eletrodo
de placas paralelas. (b) Eletrodo de agulhas paralelas. (c) Eletrodos de matriz
hexagonal.

Fonte: Préprio autor.
3.6 ELETROPORACAO APLICADA

A Figura 18 mostra um mapa sintetizado dos efeitos da aplicagéo
de campos elétricos superiores a 10 kV/m em células biol6gicas. O mapa
apresenta indicacGes de regides de ocorréncia de eletroporacdo e morte
celular. Esses sdo em funcdo da amplitude do campo elétrico e duracdo
da aplicacdo. Estes dois parametros sdo mandatdrios no fendémeno de
eletroporagio (GONZALEZ; RUBINSKY, 2010; MIKLAVCIC; PUC,
2006; WEAVER et al., 2012). No mapa da Figura 18 também s&o
indicados regides de principais aplicacdes da eletroporacéo:

e Eletroquimioterapia (ECT) (se¢éo 3.6.3.1);
e Ablacdo néo térmica (IRE, “Irreversible
Electroporation”) (secéo 3.6.3.2);
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e Transferéncia genética (se¢do 3.6.1);

e Eletroporacdo de organelas (Intracellular EP).
Ainda assim, existem regides de sobrevivéncia que podem ser aplicaveis
em futuras aplicagdes. A regido de necrose e dano elétrico geralmente é
evitada, pois o fendbmeno de dano ndo é por eletroporagdo e sim por
destruicdo térmica (destrui¢cdo molecular), este tipo de dano ¢ prejudicial
para o tecido.

Figura 18 — Mapa dos efeitos em célula devido aplicagdo de campos elétricos
externos. O mapa mostra resultados em fungéo da duracéo e amplitude de campo
elétrico.
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Fonte: Adaptado de Weaver (WEAVER et al., 2012).

3.6.1 Transferéncia Genética

As técnicas de transferéncia de genes tradicionais, como micro
injecdo, pistola de genes bioldgicos, infeccdo viral, lipofecgdo e
tecnologia transgénica, sdo usualmente utilizadas para transferéncia
genética (EHRENGRUBER et al., 2001; FENG et al., 2000; MA et al.,
2002; O’BRIEN et al., 2001; SAHLY et al., 2003). No entanto, virus e
lipofeccdo podem ter efeitos toxicos. E, pistola de genes bioldgicos e
microinjecdo podem produzir danos fisicos (MURAMATSU et al.,
1997).

A transferéncia genética com técnica de eletroporagdo ndo
apresenta as caracteristicas negativas das técnicas tradicionais. Portanto,
pode ser aplicado a uma gama mais ampla de situacdes. Além disso, a
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eletroporacdo pode sé depender de eletrodos e pode ser executada com
mais facilidade (UESAKA et al., 2009) e rapidez (IVORRA et al., 2009).

O processo de eletroporacdo é consolidado em laboratério de
microbiologia e biotecnologia, e existem diversas fabricantes desse tipo
de equipamento. Destacam-se as empresas BTX Molecular Delivery
Systems (parte da familia de companhias Harvard Bioscience, HBIO) e
Invitrogen (parte da Thermo Fisher Scientific Corporation).

3.6.2 Tecnologia Lab on a Chip

Dispositivos embarcados com técnicas de eletroporagdo e outras
técnicas de manipulacdo celular, como eletroforese e técnicas derivadas
(dieletroforese, eletrorotacao eletrolevitagdo), sdo candidatos promissores
para diagndsticos clinicos e estudos cientificos. Esses dispositivos sdo
construidos para trabalhar com nano e micro fluidos e sdo conhecidos na
literatura por “lab on a chip” (ALSHAREEF et al., 2013; CHANG et al.,
2015; LEE; TSENG; DI, 2017; PARK; BASSAT; YOSSIFON, 2014;
SANTRA; TSENG, 2013; WANG et al., 2014).

Enfatiza-se os dispositivos lab on a chip sdo promissores por
algumas raz6es (CHAO; ROS, 2008; FOX et al., 2006; GUO; ZHU,
2016; SANTRA; TSENG, 2013):

e Dimensdo compativel com células e organelas Unicas.
Podendo ser construidos com estruturas da ordem de
micro e nano metros;

e Baixo custo de producdo, quando compativeis aos
métodos de producdo por deposicdo, conforme padrdo na
indUstria de microchips;

Baixo consumo de energia;

e Baixa toxicidade e baixa contaminacdo devido ao
tamanho reduzido dos dispositivos. Consequentemente,
preservacgdo da viabilidade celular;

e Possibilidade de estudar pequenos volumes de amostra;

e Maior taxa de transferéncia de material quando
comparado a eletroporagdo em suspensdo (IONESCU-
ZANETTI; BLATZ; KHINE, 2008).

e Possibilidade de eletroporagdo de uma parte bem definida
da membrana (LSCMEP, “Localized Single Cell
Membrane Electroporation”) (IONESCU-ZANETTI;
BLATZ; KHINE, 2008; SANTRA; TSENG, 2013).
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3.6.3 Tratamento de Cancer

A eletroporacdo é utilizada de duas maneiras no tratamento de
cancer. Na primeira, chamada de eletroquimioterapia (EQT), a
eletroporacédo é aplicada em conjunto com quimioterapia. Na segunda,
usa-se ablacdo ndo térmica por eletroporacdo irreversivel (IRE)
(ZUPANIC; KOS; MIKLAVCIC, 2012).

3.6.3.1 Eletroquimioterapia

A ECT consiste em combinar a eletroporagdo reversivel com
agentes quimioterapicos (bleomicina e cisplatina) para remogdo de
tumores. Em 2006 foi criado o padrdo ESOPE para procedimentos de
ECT (MIR et al., 2006). Atualmente, a ECT é um tratamento de cancer
utilizado para tratamento de tumores cutaneos e subcutaneos em clinicas
europeias (PUCIHAR; MIR; MIKLAVCIC, 2002; SUAREZ et al., 2014)
e clinicas veterinarias no Brasil, Argentina e Europa (CALVET et al.,
2014; SUZUKI et al., 2015, 2017). A ECT é recomendada para
tratamento de melanoma e carcinoma cutaneo e sarcoma subcutaneo®
(CANCER RESEARCH UK, 2018; MIR et al., 2006).

A ECT aumenta a eficiéncia na entrega da droga para a célula
guando comparado com a quimioterapia. Essas caracteristicas sdo
desejadas em tratamentos de tumores em regifes que a margem cirdrgica

®0s canceres sdo classificados pela sua localizagdo primaria (topografica ou
morfoldgica). E apresentado nesse trabalho a classificagio morfoldgica, que
descreve o tipo de célula do tumor (histoldgico), e pode ser dividido em cinco
categorias principais:

e Melanoma: proveniente de transformagdes de melandcitos. Geralmente
ocorre na pele;

e Carcinoma: proveniente de transformacdes de células epiteliais, estas
revestem as superficies internas e externas do corpo;

e Sarcoma: proveniente de transformacdes de células de origem
mesenquimal, por exemplo, 0sso esponjoso, cartilagem, gordura e
musculo.

e Leucemia: proveniente de transformacoes de células da medula 6ssea;

e Linfoma: proveniente de transformagdes de células linfaticas.

O padrao internacional para a classificagdo de tumores (topografica e
morfoldgica) é o International Classification of Diseases for Oncology (CID-
0-3) da World Health Organization. Para classificacdo clinica (estagio ou
extensdo da doenca) pode ser utilizado o sistema de TNM da International
Union Against Cancer.
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tradicional ndo é possivel ou prejudica a qualidade da vida do paciente,
como cabeca, pescoco e mdos (ou patas). Margens de excisdo do
melanoma cutaneo variam de 10 a 50 mm (WHEATLEY et al., 2016).
Devido a seletividade da ECT, as células tumorais sdo eliminadas
enquanto o tecido normal é preservado. Os agentes quimioterapicos
podem ser aplicados de maneira intravenosa e a margem de seguranga em
volta do tumor pode ser garantida. O tratamento pode fornecer seguranca
e bons resultados estéticos (SNOJ et al., 2007).

Ainda assim, a ECT aumenta a resposta do sistema imunoldgico,
apresenta efeitos anti-hemorragicos e pode manter procedimentos
conservadores em paralelo a ECT, como quimioterapia e/ou remogéo
cirdrgica (CALVET; MIR, 2016).

3.6.3.2 Ablacdo Nao Térmica

O tratamento de tumores por eletroporacdo também pode ser
realizada de forma irreversivel (IRE) por ablagdo ndo térmica levando a
morte celular devido a excessivas perturbacdes na estrutura da membrana
celular e ndo devido a insercdo de agentes quimioterapicos como a ECT.
O excesso de perturbacdo (permeabilizacdo) na membrana faz com que a
célula perca a homeostase devido grande troca de substancias (como ions)
pela membrana, isso ocasiona a morte celular por apoptose
(JOURABCHI et al., 2014). A IRE é uma modalidade alternativa a ECT,
e é considerada segura e eficaz para tratamento de carcinomas internos
(SCHEFFER et al., 2014).

E importante que a ablacio nio tenha efeito térmico, essa
caracteristica facilita respostas imunolédgicas e evita formacdo de
cicatrizes e necrose do tecido (DAVALOS; RUBINSKY, 2008;
GARCIA; DAVALOS; MIKLAVCIC, 2014; JOURABCHI et al., 2014).

Atualmente ha separacdo dos tratamentos de ECT e IRE. Apesar
disso, é conhecido por simulagfes numéricas, que o protocolo ESOPE
utiliza campos superdimensionados, ou seja, que podem provocar IRE
(SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016).

3.6.4 Pasteurizagéo
Microrganismos vivos realizam a decomposicdo metabodlica de

alimentos pereciveis, transformando-os em componentes mais simples,
gue depreciam as propriedades sensoriais'® dos alimentos. Esse processo

19850 propriedades sensoriais dos alimentos: cor, textura, aroma e sabor.
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de deterioracdo pode tornar o alimento ndo comestivel para os seres
humanos ou reduzir sua qualidade de comestibilidade.

Alguns microrganismos séo nocivos e podem ser um problema de
salde publica. Isso causa doencas transmitidas por alimentos que podem
ser letais. Por exemplo, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Salmonella, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (LUCERA et al.,
2012). A destruicdo de microrganismos vivos, principalmente bactérias,
aumenta a seguranca e a qualidade dos alimentos.

O processamento de alimentos por temperatura é um método de
preservacdo de alimentos. Esse processo visa matar os microrganismos
patogénicos. Tornando a comida segura para comer e armazenar. No
entanto, sabe-se que a pasteurizacdo térmica tem efeitos sobre a
composicdo de nutrientes e propriedades sensoriais dos alimentos. Tais
como, aroma, sabor, textura e cor (VEGA-MERCADO et al., 2007,
WANG et al., 2015).

Existe interesse por alimentos de baixo processamento, frescos e
com longos prazos de validade. O consumo de alimentos naturais e
frescos traz beneficios para a salde (BRANCH, 2012). Manter as
propriedades sensoriais originais de alimentos é um fator importante a ser
considerado nos processos da indUstria de alimentos. A pasteurizagdo por
campos elétricos pulsados ndo-térmicos (PEF) é uma ferramenta
promissora que pode aumentar a qualidade da pasteurizacdo. Ela utiliza
fendmeno da eletroporagdo irreversivel para inativas microrganismos e
pode fornecer alimentos seguros e com aspectos sensoriais mais
semelhantes aos ndo processados.

O PEF consiste em aplicar campos elétricos com magnitude de 100
a 500 kV/m com duragfes de 1 a 100 ps em alimentos liquidos,
semiliquidos ou sélidos (GOLBERG; FISCHER; RUBINSKY, 2010;
PUTRI; SYAMSIANA; HAWA, 2010). Atualmente os processos PEF
sdo de passagem Unica (ou continua) e sdo utilizados em escala industrial
(ELEA, 2018; FLISAR et al., 2014; PULSEMASTER, 2018)

Observa-se que a provavel primeira aplicacdo de inativacdo de
microrganismos por PEF foi em 1898 por Fuller. Ele realizou multiplas
descargas de alta tensdo (~ 3MV/m) em amostras de agua de rio e detectou
efeito bactericida que ndo era devido ao acréscimo de temperatura (de 2
°C) (FULLER, 1898).

3.6.5 Extracdo de Materiais Intracelulares

A técnica de eletroporagdo pode ser utilizada para extrair
substancias de microrganismos. Essa técnica apresenta vantagens em
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relacdo as técnicas tradicionais como quimicas e mecanicas. Por exemplo,
0 uso da eletroporacdo permite extracdo de material em menor tempo
(ordem de microssegundos a milissegundos), com mais eficiéncia de
extracdo e em geral ndo necessita de quimicos adicionais. Ainda assim, a
técnica permite extracdo com preservacdo de viabilidade celular (o que
ndo é garantido em técnicas quimicas e mecanicas) (HABERL MEGLIC;
MAROLT; MIKLAVCIC, 2015).

A técnica de extracdo de materiais pode ser realizada em pequenas
populacdes de células ou em escala industrial (sistemas de passagem
continua como no caso da pasteurizacdo). Destacam-se algumas
extragoes:

e Proteinas de bactérias (HABERL MEGLIC; MAROLT;
MIKLAVCIC, 2015);

e Lipidios de microalgas (FLISAR et al., 2014);

e Proteinas de microalgas (COUSTETS et al., 2013);

e Proteinas de leveduras (RAMOS; LIMA, 2012; SUGA,;
HATAKEYAMA, 2009).
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4SISTEMA PARA APLICACAO DE PULSOS DE TENSAO
ELETRICA PARA TECNICAS DE ELETROPORAGAO

O equipamento eletroporador corresponde a um gerador de onda
guadrada de tensdo elétrica, com amplitude de até ordem de quilo volts e
periodo na ordem de microssegundos a milissegundos. O eletroporador
utiliza eletrodos para imposicdo de campo elétrico pulsado na amostra
bioldgica.

O eletroporador desenvolvido nessa dissertacdo é propriedade
intelectual (patente requerida ao SINOVA-UFSC RPI00060) de titulo
“Equipamento para Aplicacdo de Pulsos de Tensdo Elétrica de
Amplitude, Periodo e Forma de Onda Variaveis e Analise de Efetividade
para Técnicas de Eletroporacdo na Transfeccdo Genética e Tratamento de
Neoplasias”. Foi orientado a ndo publicacdo de topologia de hardware e
descricdo de firmware desenvolvidos até obtencdo de ndmero da
requisicdo de propriedade intelectual (patente requerida). Os inventos
relacionados sdo mostrados no Apéndice A.

4.1 INTRODUCAO

E de conhecimento que a eletroporacdo tem relagdo com
amplitude, frequéncia, forma, nimero e taxa de repeticdo do pulso
(WEAVER et al., 2012). A combinacdo de diversas possibilidades
paramétricas (amplitude, duracdo e nimero de pulsos), inseridas pelo
operador do eletroporador, possibilita atingir de maneira reversivel ou
irreversivel os sistemas celulares de células animais e vegetais, seja esses
preparados em suspensao de células ou tecido, e in vivo ou in vitro.

O desenvolvimento de novos protocolos pode ser importante para
melhora do tratamento por eletroporacdo. Por exemplo, alguns pacientes
relatam que a eletrogquimioterapia provoca sensacBes desagradaveis
durante a aplicacdo de pulsos elétricos (PUCIHAR; MIR; MIKLAVCIC,
2002). Isso se deve a baixa taxa de repeticdo utilizada para o tratamento
(ESOPE com taxa de repeticdo de 1 Hz), consequentemente cada um dos
oito pulsos do protocolo excita as fibras nervosas localizadas proximas
aos eletrodos. Isso resulta em oito contracdes musculares dolorosas e que
podem alterar o posicionamento dos eletrodos, e causar falha no
tratamento. Protocolos com taxa de repeticdo elevada podem resultar em
alteracBes semelhantes de permeabilidade celular e serem menos
desconfortaveis ao paciente (Onica contragdo) (PINTARELLI et al.,
2016).
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Nos tratamentos por eletroquimioterapia, recomenda-se o
planejamento do tratamento (pré-tratamento) com simulagdes numéricas.
Essa pratica pode aumentar a qualidade e efetividade do tratamento
(ZUPANIC; KOS; MIKLAVCIC, 2012). O planejamento requer
conhecimento das caracteristicas elétricas da regido tratada e modelo da
eletroporacdo. Posteriormente, pode ser necessario eletrodos
customizaveis e eletroporador com protocolo configuravel (SUZUKI et
al., 2015, 2017; SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016).

O fenbmeno da eletroporacgéo (reversivel ou irreversivel) ocasiona
alteragBes nas caracteristicas elétricas do tecido, o que reflete em
alteragdes de corrente durante as aplicacGes (secdo 3.4). A alteragdo de
propriedades elétricas pode ser interpretada como feedback de ocorréncia
de eletroporagdo ou para pesquisa de novos modelos de alteracdo de
propriedades elétricas da amostra em funcdo da eletroporagéo. Por causa
desses motivos, é desejado que o eletroporador possua capacidade de
aquisicdo de tensdo e corrente sobre a amostra durante aplicacdo de
protocolos. A frequéncia de aquisicdo deve ser superior a 100 kHz,
considerando frequéncia do protocolo ESOPE de até 10 kHz (Apéndice
D), apesar disso é de conhecimento que ondas retangulares possuem
espectro de frequéncia superior a esse valor.

Nesse trabalho foi objetivado desenvolvimento de eletroporador
para viabilizar tratamentos customizaveis de eletroporacdo (reversiveis e
irreversiveis), estudar novos protocolos, operar diferentes tipos de
amostras bioldgicas e eletrodos e que realizasse aquisi¢do de sinais de
tensdo e corrente para modelagem e feedback do fendmeno de
eletroporacéo.

4.2 PROJETO ELETRONICO ELETROPORADOR

O projeto eletroporador foi realizado de maneira modular. Os
principais mddulos dos sistemas sdo: painel, controle, fonte de alta tensdo
continua (HVDC) e circuito de chaveamento. Esses blocos sdo dispostos
na Figura 19. A descricdo individual dos mddulos do eletroporador é:

i.  Painel: E formado por botdes e display tipo LCD. Esse é
a maneira de interacdo do usuario com o eletroporador.
Esse permite selecdo de protocolos previamente
programados por computador (armazenados no micro
controlador puC1). As caracteristicas do protocolo sdo
mostradas no LCD. Ap6s o tratamento 0 usuério pode
recolher informagdes de tensdo, corrente e instante de



81

aplicacdo (real-time clock), essas sdo armazenadas no
cartdo SD.

Controle: S&o as placas légicas com os dois
microcontroladores, responsaveis por processamento dos
pulsos (UC1) e da aquisicdo de tensdo e corrente (LC2).
Os dois microcontroladores se comunicam através de
barramento i2c. Para o funcionamento do sistema limitado
a aplicacdo sem aquisicdo de dados ndo é necessario
presenca do pC2 (procedimento que diminui o custo do
equipamento). A aquisicdo de corrente é feita com
transformador de corrente (TC) projetado (dados ndo
disponiveis nessa dissertacdo) e a aquisicdo de tenséo é
feita divisor resistivo compativel a alta tenséo (até 5 kV).
Circuito de Chaveamento: Uma chave tipo IGBT é
utilizada para chaveamento da fonte de alta tenséo isolada.
Devido ao comando do IGBT ser incompativel com o uC2
utiliza-se driver para interface entre esses sistemas.
Sugere-se que esse bloco seja remoto e 0 mais préximo
possivel do ponto de aplicagdo (eletrodos).

Fonte de Alta Tensdo DC (HVDC): Essa fonte apresenta
isolacdo galvanica da rede elétrica da ordem de milhares
de volts. Procedimento necessario para seguranca elétrica
(compativel com ABNT 60601). A fonte HVDC fonte é
variavel até 800 Volts e é comercial.

Flgura 19 — Esquematico representativo dos blocos do eletroporador

Ndmero de Pulsos,
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Repeticdo
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H Aquisicéo e Driver Chave
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Bloco de Controle Bloco com Circuito de Chaveamento

Fonte: Préprio autor.
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4.2.1 Sistema de Aquisicado de Sinais
4.2.1.1 Condicionamento do Sinal Analégico e Conversdo Digital

A leitura de tensdo é feita sobre o banco de capacitores (valor
HVDC) e a leitura de corrente é feita com um transformador de corrente
(TC) com ndcleo de ferrite. E conhecido que o TC é um filtro passa alta
na ordem de unidade de Hertz. Por causa disso, ha perda de informacéo
para frequéncias nessa ordem. Apesar disso, 0 TC apresentou resultados
mais satisfatorios (melhor tempo de subida) em comparagcdo com sensores
comerciais como ACS750 e ACS712 (dados ndo presentes).

O sistema de condicionamento dos sinais analdgicos é composto
por estagio de filtro analdgico passa baixa do tipo Butterworth de quarta
ordem de 100 kHz. Esses tém propdsito de evitar sombreamento do sinal*
(anti aliasing). Utilizou-se projeto de filtro Butterworth devido a esse
apresentar resposta aproximadamente plana na banda passante (até 100
kHz) e alteracdo de fase ser proxima a zero até uma década antes da
frequéncia de corte, que é 10 kHz.

Durante o condicionamento do sinal anal6gico ndo ha alteracdo
tedrica da forma do sinal até frequéncia de 10 kHz (essa é a frequéncia
gue um pulso de 100 ps possui mais de 95 % de sua energia, apéndice D)
por dois motivos: ndo ha atenuacdo na banda passante (até 100 kHz) e ndo
ha atraso de grupo®? (group delay) de componentes de frequéncia até 10
kHz. Esse procedimento é recomendado em condicionamento de sinais
com diversas componentes de frequéncias e quando ndo se deseja perder
o formato do sinal (OPPENHEIN; WILLSKY; NAWAB, 1996).

Apbs condicionado, o sinal é digitalizado por dois conversores
analdgico-digital (ADC), do uC2, de 12 hits e frequéncia de aquisicdo de
200 kHz (um para tensdo e outro para corrente). Os conversores ndo sdo
sincronizados e ha atraso de 2,5 ps entre leitura de tenséo e corrente. Esse
atraso nao foi considerado um fator limitante devido uso de analise por

Sombreamento de sinais (aliasing) é um fendmeno que impede
reconstrugcdo e distingdo de sinais ap0s amostragem, se esses forem
adquiridos em frequéncias menores que o contetido de frequéncia do sinal
(Teorema de Nyquist). Esse efeito deve ser prevenido com filtros anti
aliasing.

2Atraso de grupo (group delay) é a derivada da alteracdo de fase. Esse tipo
de atraso altera a forma de sinais com vérias componentes de frequéncias.
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médias durante os pulsos (capitulo 5). Em trabalhos futuros recomenda-
se adora aquisi¢do simultanea.

4.2.1.2 Calibracéo

O modelo de regressdo linear utilizado para calibragdo do sistema
de aquisicao de dados do eletroporador é de primeira ordem e de acordo
com a equacdo 8. Os parametros a e b foram calculados utilizando
MATLAB R2014a (fun¢do “polyfit”). O valor de significancia,
coeficientes de determinacdo e diagnostico de dispersdo foram obtidos
com softwares R Studio e R Commander. O célculo das regressdes foi
realizado com valores médios de oito repeti¢6es de pulsos de 100 ps.

(Valor Real [V oul]) = a-(Valor Leitura ADC [bits]) + b (8)

Para calibracdo de valor de tensdo foi adotado o seguinte
procedimento: utilizou-se multimetro Fluke 175 como padrdo ouro e
foram registrados doze intervalos de tensdo (de 50 V até 600 V) espacados
em 50 V. O modelo de regressao linear para tensdo é de acordo com a
Figura 20a.

Foram realizados calibracdo para duas faixas de medicdo de
corrente, que sdo até 5 A e 12 A. A faixa de medicao pode ser alterada de
acordo com o0 ganho do sistema de aquisicdo analdgico (este
procedimento altera a resolucdo da aquisi¢do). Para calibracdo de valor
de corrente foi adotado o seguinte procedimento: utilizou-se o analisador
de impedancia Agilent 4294A para caracterizar a impedancia de resistores
de poténcia em 10 kHz. Os valores medidos de impedancia dos resistores
utilizados sdo 98,08 +j-5,30 Q e 46,58 + j-1,43 Q (o0 primeiro foi utilizado
na calibracdo até 5 A e 0 segundo até 12 A). A frequéncia de 10 kHz foi
utilizada com base na concentracéo de energia de sinal de 100 ps, que em
sua maior parte esta antes de 10 kHz (Apéndice D). Desconsiderou-se a
caracteristica indutiva (parte imaginaria) e a lei de Ohm foi aplicada para
definir padrdo ouro de corrente. Foram utilizados onze intervalos de
corrente de 0,5 A até 55 A (espagadas em 0,5 A) e 1 A até 12 A
(espacadas em 1A). Os modelos de regressdo linear para corrente sdo de
acordo com a Figura 20b e ¢, para 5 A e 12 A respectivamente.

Os coeficientes dos modelos de regressdo sdo de acordo com a
Tabela 1. O valor de significancia dos modelos de regressdo linear é
menor que 1% (p < 2,2-:10) e os coeficientes de determinagdo (R?) maior
que 0,999. Os residuos de ambos modelos s&o apresentados no apéndice
C. Com base na analise dos residuos foi concluido que ndo ha outra
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variavel interferindo nos dados obtidos. O pior caso da analise de residuos
foi utilizado como valor de resolucdo esperada do sistema. Nessa estdo
inseridos erros de quantizagcdo do ADC e erros na etapa analégica de
condicionamento de sinais. Obteve-se de resolucdo de 7 V para leitura de
tensdo, 48 mA na leitura de corrente até 5 A e 240 mA na leitura de
corrente até 12 A.

Tabela 1 — Coeficientes a e b do modelo de regresséo para calibracdo das leituras
de tensdo e corrente.

Aquisicdo Aquisicao
Coeficiente  Aquisicdo tensdo corrente corrente
(até 5A) (até 12A)
a 0,2598 4,150-10° 8,759-10°
b -0,4596 -7,987 -16,80

Fonte: Préprio autor.

Figura 20 — Modelos de regressdo linear utilizados para calibracéo do sistema de
aquisicdo de dados. (a) Modelo aquisicdo de tensdo. (b) Modelo aquisi¢do de
corrente (até 5 A). (c) Modelo aquisicdo de corrente (até 12 A).
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Fonte: Préprio autor.
4.2.1.3 Armazenamento Digital de Dados

Os dados do sistema de aquisi¢ao sao salvos em pilha em cartéo de
meméria do tipo micro Secure Digital (microSD) em sistema de arquivo
tipo “text documents™ separados por virgulas (.txt/.csv), compativel com
Microsft Excel, MATLAB e outros softwares. Os dados sdo salvos com
cabecalho (header) e matriz que contém especificagéo do protocolo, base
de tempo, valor de tenséo e corrente, estados internos das chaves de
poténcia (dados ndo presentes nessa dissertacdo) e nimero do pulso. A
estrutura é de acordo com a Figura 21. Nesta figura, o cabecalho contém
as informagdes de configuragdes programadas pelo usuario (“Settings:
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Protocol: 8X M / 100 us”), nesse sdo informados o ntimero de pulsos
(“8X™), tipo (“M” para monopolar e “B” para bipolar'®) e duragdo (“100
us”). Apés o cabecalho ¢ disponivel o nimero do pulso (“P1”) e uma
matriz com cinco colunas. A primeira coluna é respectiva aos tempos de
leitura do dado (“Time [us]”), a segunda sobre a tensdo lida no banco de
capacitores (“V”), a terceira sobre a corrente que circula na carga (“I”) e
a quarta e quinta sobre os estados internos** das chaves tipo IGBT do
equipamento (“HV.He HV. S”).

Figura 21 — Exemplo de estrutura de dados criada no cartdo SD do eletroporador.

> Arquivo criado
| pelo equipamento

| Exemplo DT - Motepad - O *
File Edit Format View Help > Cabecalho
Settings: Protocol: 8X M / 188 us | -
I - Tempos de leitura
Time [us], v, I, HV. H., HV. S,
PL.=[ .
ite, 1168,  1903,. i@, D, H— !_lnha de~
5, 1160, 1918, i@, e, informacéo
18, 1167, 1913, i1, 1,
15, 1182, 1920, i1, 1,
20, 1152,  2335,i i1, 1, .
25, 1162, 2342} i1, 1, P Estados internos
30, 1174,  2323,i i1, 1,
35, 1167, 2321, i1, 1,
10, 1163, 2331, i1, 1,
45, 1167, 2312,i i1, 1,
58, 1179, 2319, i1, 1,
55, 1155, 2319, i1, 1,
60, 1173, 23e4,} i1, 1, .
I v > Valores de tensdo
< > e corrente

Fonte: Préprio autor.

¥ Nomeia-se pulso bipolar aguele que possui inversdo de tensdo (passagem
por zero). O pulso bipolar ndo é suportado pelo equipamento apresentado
nessa dissertacdo e pode ser suportado por novos equipamentos.

140s estados internos séo leituras binarias de comando (gate) das chaves de
poténcia. O equipamento apresentado possui uma chave IGBT. Se HV. H. e
HV. S. sdo “1” entdo a chave est4 acionada e na saida ha pulso monopolar.
Se HV. H. e HV. S. sdo “0” a chave esta em aberto (alta impedancia ou three-
state). Se HV. H. é “1” e HV. S. sdo “0” entdo ha inverséo de tensdo na saida
(n&o suportado pelo eauinamento dessa dissertaco).
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Observa-se que as informacdes de tensdo e corrente salvas no
cartdo microSD ndo passam por processamento digital, ou seja, esses
valores sdo os lidos nos registradores do conversor analdgico-digital de
12 bits (0 até 4095 bits). Os mesmos devem ser convertidos para tensao e
corrente com software para este propoésito (valores da regressdo
disponiveis na Tabela 1). Esse procedimento foi adotado para ndo
demandar esfor¢os computacionais do microcontrolador. O codigo de
processamento em MATLAB ¢ disponivel em repositorio online
atualizado pelo autor: <github.com/gpintarelli/EP_DT_Software>.

4.2.2 Seguranga em Equipamentos Médicos

Requisitos de seguranca devem ser considerados durante o
desenvolvimento, manufatura e uso de um equipamento eletroeletrénico
destinado a area médica. Nessa secdo é proposto analise preliminar de
estudo de caso de uso médico de um equipamento eletroporador em
ambiente hospitalar (em humanos). Observa-se que ndo ha norma
especifica para o uso médico desse equipamento no Brasil, portanto foram
destacados critérios basicos e preliminares em relacdo a seguranca
elétrica e seguranca sanitaria. O uso de eletroporador para tratamento de
humanos (eletroquimioterapia) somente é permitido na Europa e sua
seguranca € discutida na literatura (PAKHOMOV; MARKOV;
MIKLAVCIC, 2010)

Observa-se que o prototipo desenvolvido ndo apresenta
certificacdes e seu objetivo é o0 uso em pesquisa da eletroporacdo em
laboratorio.

Maior detalhamento de classificacbes de seguranca do
equipamento eletroporador sdo disponiveis no Apéndice B.

4.2.2.1 Seguranga Elétrica

A norma técnica ABNT/IEC 60601 (norma técnica referentes a
equipamentos eletromédicos, dividida em partes) é o padrdo técnico de
seguranca elétrica adotado no Brasil e é derivado de normas
internacionais. Essa norma discute os possiveis perigos relacionados ao
uso de eletricidade em equipamentos eletromédicos.

O eletroporador é alimentado pela rede elétrica, possui tensdo
interna de até 800 V e a energia armazenada em banco de capacitores é
de 150 Joules. Essas caracteristicas representam possivel risco de choque
ao operador e paciente. Por isso, alguns mecanismos de protecdo devem
ser adotados (PRUTCHI; NORRIS, 2004).
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A primeira barreira de protecdo contra o choque elétrico é o
gabinete (isolacdo bésica). As partes acessiveis do equipamento
desenvolvido sdo todas de plastico isolante (invélucro, botdes e LCD). O
gabinete também impede acesso a parte viva (rede elétrica), portanto nao
ha& caminho para a corrente de choque elétrico nessas partes. E em caso
de falha da isolacdo basica, foi adotado a isolacdo independente por
transformador isolador.

O equipamento desenvolvido ndo possui sinais de entrada e saida
e nem conexfes com outros equipamentos. Por causa disso, ndo foi
adotado isolacdo dos sinais de dados. Observa-se que é necessario abrir o
equipamento para acesso aos sinais de dados e programacdo por
computador (programacdo de novos protocolos), esse procedimento
somente deve ser realizado por usuarios experientes em ambiente seco e
sem conexao com nenhum tipo de eletrodo.

A parte mais critica do equipamento é a parte aplicada, que sdo
partes metalicas de saidas para os dois eletrodos. Esses podem ser
conectados ao paciente. Nesse projeto adotou-se isolagdo galvanica®® por
transformador isolador na fonte do equipamento. Essa técnica faz com
que todas as partes metalicas do equipamento, no caso, saidas para 0s
eletrodos, figuem em flutuacdo em relacdo a rede elétrica (parte flutuante
tipo BF).

4.2.2.1.1 Compatibilidade Eletromagnética

Os dispositivos eletrénicos em geral devem atender aos requisitos
de compatibilidade eletromagnética (EMC)Y. Essa padronizacdo €

15A isolagdo galvanica é o termo que especifica comunicacdo e/ou troca de
energia entre circuitos de referéncias independentes, sem passagem de
corrente direta. Existem: isolagcdo com transformador isolador (geralmente
usado na entrada da fonte de alimentagdo) e isolacéo ética (geralmente usado
para isolar sinais de dados com uso de optoacopladores).

%parte BF é uma classificacio de parte aplicada da ABNT/IEC 60601 que
indica que essa parte aplicada € eletricamente isolada da terra e outras partes
do equipamento médico (parte eletricamente flutuante).

"Requisitos EMC: apresentar imunidade a descargas eletrostaticas (ESD), a
campos eletromagnéticos externos, surtos/quedas/variagoes de tensdo. Ainda
assim, cumprir com critérios de interferéncia eletromagnética (EMI), do tipo
propagagdo conduzida — relacionada a perturbagdes na rede elétrica — e
radiada — relacionada a perturbacdes eletromagnéticas —.
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definida pelas ABNT NBR IEC/CISPR 11 e ANBT IEC 61000. Nessa
subsecdo foram feitas observacgdes sobre EMC do eletroporador.

Em relacdo a EMI, a parte critica do eletroporador é a fonte
chaveada e placas com microcontroladores. Esses podem ser susceptiveis
a sofrer ou gerar interferéncias. O circuito de chaveamento dos eletrodos
ndo produz perturbagdes ao longo do tempo, portanto ndo é parte critica
de EMI.

A isolacdo necessaria para seguranca elétrica (transformador
isolador) proporciona seguranga contra ESD, uma vez que ndo ha
caminho para a terra nas partes metalicas do equipamento (saida dos
eletrodos).

Em relacdo a oscilacdes de tensdo da rede elétrica, o projeto
contempla fonte chaveada. Esse tipo de fonte costuma apresentar
imunidade em relacdo a qualidade da rede elétrica e ampla amplitude de
tensdo de entrada (full range power supply).

Para completa adequacdo do eletroporador as normas de EMC
provavelmente serdo necessarios: inclusdo de filtro EMI na entrada do
equipamento, adicdo de blindagem eletromagnética, alteracdo no layout
das placas com microcontroladores e da fonte chaveada (estudo e
separacdo de planos de terra, disposi¢do de trilhas e componentes),
possivel alteracdo da frequéncia de chaveamento da fonte chaveada e
protecdo adicional contra oscilacdes da rede elétrica (uso de supressores
de surto). Esses procedimentos podem ser discutidos em estudos futuros.

4.2.2.2 Seguranga Sanitaria

O tratamento por eletroporagdo pode ser utilizado em tumores
cutaneos e subcutaneos. Esse procedimento é considerado invasivo, ja
que os eletrodos podem penetrar parcialmente para dentro do corpo. Os
eletrodos sdo usados de maneira transitéria somente nos periodos de
aplicacdo com duracéo de segundos. Os eletrodos podem ser descartaveis.
Caso ndo sejam descartaveis, estardo sujeitos a processo de esterilizacao,
ou seja, devem apresentar material compativel a esse processo. O risco
sanitario associado ao uso de equipamento é de acordo com resolugdo
RDC n° 185 de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).

4.3 INTERFACE E GABINETE DO PROTOTIPO

Nessa sec¢do sdo discutidos aspectos gerais de interface e gabinete.
O publico alvo do protétipo desenvolvido sdo pesquisadores e
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profissionais da &rea médica. Foi considerado que o equipamento seré
utilizado em geral por adultos, em ambientes fechados em laboratério ou
em sala de cirurgia, sujeitos a iluminacdo artificial e respingos de
liquidos. Para determinacdo desses aspectos foram observados operagédo
de dois equipamentos eletroporadores comerciais. S&0 mostrados na
Figura 22 o Neon® Transfection System (a esquerda), que objetiva
transferéncia genética de células em suspensdo, e o VetCP 125® (a
direita) objetiva tratamentos de eletroquimioterapia veterinario. Baseado
em observacdo de usudrios desse tipo de equipamento forma percebidos
dois casos:

e Durante o uso clinico veterinario e operagdo de
transferéncia genética in vitro, o eletroporador usualmente
ndo é configurado (sdo usadas configuragdes padrdes);

e Na pratica de pesquisa do IEB-UFSC, o equipamento é
constantemente  reconfigurado por usuarios com
experiéncia em eletronica.

Figura 22 — Eletroporadores observados. A esquerda Neon® Transfection
System. A direita VetCP 125®.

-

Fonte: Préprio autor.

A fim de atender diferentes situacdes, por padrdo o protdtipo é
configurado com protocolo ESOPE (8 pulsos, 100 ps de duracédo e taxa
de repeticdo de 1 Hz) e protocolo de transferéncia genética (1 pulso de 1
ms), sendo somente necessario ajustar a tensdo. Para ajustes de diferentes
protocolos, que geralmente é feito por usuarios com conhecimento
avancado, pode-se programa-lo por meio de computador.

O equipamento desenvolvido pode ser operado, de forma
redundante, por pedal ou pelo seu painel (teclado e display LCD). A
operacdo por pedal é interessante para casos que o usuario quer realizar a
aplicacdo e ao mesmo tempo ter liberdade de posicionar o eletrodo com
as duas maos. Em algumas situac@es o usuario conta com um assistente
gue também pode operar 0 equipamento.
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O protétipo foi montado em uma caixa de montagem de
poliestireno de alto impacto e com tampa em policarbonato e dimensdes
450 x 300 x 200 mm. Devido utilizacdo em ambientes molhados, foi
selecionada caixa de montagem com protecdo conta poeira e imersao em
agua (IP 67). A caixa também conta com protecdo contra impactos
(IK09).

Observa-se que é necessario projeto de interface e gabinete para
tornar o prototipo dessa dissertagdo em produto.

4.4 RESULTADOS

Foram montados dois equipamentos. O primeiro possui fonte de
ajuste fino de até 120 V, esse é recomendado para operar células in vitro
mais susceptiveis a eletroporacdo e eletrodos de pequenas dimensdes
(ordem de centenas a milhares de micrometros). E o segundo possui fonte
sem ajuste fino de até 800 V. Esse é recomendado para células menos
susceptiveis a eletroporacao in vitro, tratamento de tecidos e eletrodos de
dimens6es de ordem de milimetros a dezenas de milimetros. A montagem
dos prototipos do eletroporador é de acordo com a Figura 23.

Nessa dissertacdo sdo apresentados resultados do eletroporador
com fonte de 800 V. S&o dispostos resultados com cargas conhecidas.
Para isso, foram utilizados resistores ndo indutivos de 50 Q e 50 W, que
sdo resistores padrfes comerciais. A impedancia da carga conhecida é de
46,58 + j-1,43 Q (medida com Agilent 4294A em 10 kHz). Os registros
com cargas conhecidas foram feitos utilizados osciloscépio Tektronix
TDS2024C com ponta de prova de tensdo TPP0100 e ponta de prova de
corrente A622. Sdo apresentados:

e [Formas de onda de tensdo e corrente para pulsos de 100
us e amplitudes de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 e
800 V na Figura 24. Quando a amplitude do pulso é de
800 V, que é o pior caso, a corrente na carga foi de
aproximadamente 16 A,

e Tempos de subida e descida de pulso 100 us em situagédo
de pior caso (amplitude de 800 V) na Figura 25. Foram
feitas medigBes com duas interpretacdes, que sdo: tempo
de subida (t,) e descida (t;) de 10 % a 90 %, que foram
380 ns e 172 ns respectivamente; e tempo de subida (t;) e
descida (t;) de 10 % até o término do periodo transitorio,
que foram 1,03 us e 2,74 us respectivamente. Observa-se
que os transitorios possuem frequéncias superiores a 1
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MHz, portanto, ndo tém efeito sobre a membrana celular,
uma vez que existe atraso no carregamento da membrana
(inducéo de potencial transmembrana) em fungédo de sua
caracteristica capacitiva;

Na Figura 26a e b sdo apresentados o tempo minimo e
maximo de pulso, que sdo 10 us e 1 ms respectivamente.
Nao ha forma de onda da corrente durante pulso de 10 pus
devido a ponta de prova ndo apresentar velocidade
suficiente para aquisicdo desse sinal;

Na Figura 26c é apresentado aplicacdo de trem de pulsos
contém oito pulsos de 100 ps em nivel alto e 100 ps em
nivel baixo. Essa configuracdo caracteriza taxa de
repeticdo de 5kHz.

Baseado nos resultados do projeto eletrdnico, listou-se as seguintes
especificacdes finais do projeto:

Tensdo méaxima de saida: 800 Vdc;

Corrente méaxima de saida: 16 A;

Largura de Pulso: 10 pus — 1 ms;

Aquisicdo de tensdo média em pulso de 100 ps com
resolucdo de +7 V.

Aquisicdo de corrente média no pulso de até 5 A com
resolucdo menor que 50 mA ou até 12 A com resolucio
menor que 240 mA,;

Taxa de repeticdo dos pulsos: 1 Hz até 5 kHz;
Alimentagdo: 127 ou 220 V (chave seletora) / 60 Hz /0,15
A (220 V).

O protétipo de eletroporador desenvolvido nessa dissertacdo esta
instalado no IEB-UFSC e é utilizado em experimentaces relativas a
técnicas de eletroporagdo. Lista-se alguns exemplos de aplicacdo do
eletroporador (dados referentes a trabalhos que ndo pertencem a essa

dissertacao):
[ ]

Aplicacédo de 390 V sobre tecido vegetal de batata in vitro
e marcacdo de eletroporacdo (publicado em anais de
evento e revista internacional (BERKENBROCK et al.,
2018b, 2018a)). Para esse registro foram utilizados
osciloscopio Tektronix TDS2024C com ponta de prova de
tensdo modelo TPP0100. A batata é um modelo visual da
eletroporacdo. Detalhes da experimentacgdo na Figura 27;
Estudo de viabilidade celular de células Sertoli in vitro
aderentes com marcador Trypan Blue em funcdo da
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amplitude do protocolo de eletroporagdo. As células séo
coradas em azul ndo sdo viaveis de acordo com a
metodologia do trabalho. O trabalho encontra-se em
desenvolvimento. Detalhes da experimentacdo na Figura
28;

e O estudo de viabilidade de leveduras S. Cerevisiae é
capitulo 5 dessa dissertacéo.

Figura 23 — Protétipos eletroporador desenvolvidos e montados durante essa
dissertacdo. (a) Eletroporador para aplicagdes de tenséo até 120 Volts com ajuste
fino de tensdo. (b) Eletroporador para aplicagdes até 800 Volts sem ajuste fino de
tensdo.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 24 — Demonstracédo de aplicacéo de pulso de 100 us em carga de 46,58 +
J 1 43 Q A amplltude foi variada de (a) 100 até (h) 800 V em passos de 100 V.
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Figura 25 — Demonstracdo de tempos de subida e descida em pulso de 100 ps e
800 Volts em carga de 46,58 +j-1,43 Q. (a) Tempos de subida ¢, e t.. (b) Tempos

de descida t, e t;.
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Figura 26 — Em (a) pulso com durag&o de 10 ps (valor minimo possivel). (b) Pulso
com duragdo de 1 ms (valor méximo possivel). (c) Trem de oito pulsos de
100 ps (valor maximo possivel de acordo com protocolo ESOPE).
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Figura 27 — (a) Aplicacdo de 390 Volts em modelo de tecido vegetal (batata). A
batata é um modelo visual da eletroporagdo, as &reas de eletroporagcdo sdo
visualizadas conforme marcado por circulos vermelhos em (b). Estudo publicado
pelo autor (BERKENBROCK et al., 2018b).
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Fonte: Préprio autor.

Figura 28 — Estudo de viabilidade celular de células Sertoli in vitro aderentes com
marcador Trypan Blue em fun¢do da amplitude do protocolo de eletroporacéo.
(a) Células viaveis (sem marcagdo azul) anteriores da aplicagdo de protocolo de
eletroporacéo. (b) Aplicagdo de protocolo de oito pulsos de 70 kV/m e 100 ps.
Nesse caso as células sdo coradas em azul, portanto ndo sdo viaveis de acordo
com a metodologia. Observa-se que as imagens ndo sdo nas mesmas regides.

(@) i (b)

Fonte: Préprio autor.
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4.5 CONCLUSAO

O equipamento desenvolvido é um gerador de ondas quadradas
programéavel e compativel aos protocolos de eletroporacéo. O protétipo é
flexivel e versatil porque pode ser combinado com diferentes eletrodos e
protocolos podem ser configurados para aplicagdo de técnicas de
eletroporacdo reversivel e irreversivel em células Unicas, pequenas
populacdes celulares (células aderentes e suspensdes) e tecidos. O
equipamento possui saida variavel em tensdo (até 800 V e corrente
méaxima de saida de 16 A) e possui modulo de aquisicdo de sinais
(frequéncia de aquisicdo de 200 kHz) de tensdo (resolucdo de £7 V) e
corrente (resolugdo £50 mA até 5 A ou resolucdo de £240 mA até 12 A).

O equipamento desenvolvido ¢ um protétipo e sdo discutidos
aspectos para torna-lo um produto. O equipamento desenvolvido €
propriedade intelectual requerida da Universidade Federal de Santa
Catarina (processo SINOVA-UFSC RPI 00060) e foi utilizado para os
ensaios de técnicas de eletroporagdo deste trabalho, bem como em
pesquisas no IEB-UFSC ap6s ano de 2017.
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5ESTUDO DE VIABILIDADE E ALTERACAO DE
IMPEDANCIA EM LEVEDURAS SACCHAROMYCES
CEREVISIAE SOB APLICACAO DE CAMPOS ELETRICOS

Esse capitulo teve objetivo de estudo de viabilidade e alteragdo de
impedancia em leveduras Saccharomyces Cerevisiae sob aplicacdo de
campos elétricos.

5.1 INTRODUCAO

De acordo com o capitulo de eletroporacgdo aplicada (se¢éo 3.6),
eletroporacdo é um método utilizado para tratamento de cancer,
transferéncia genética, retirada de contetdo intracelular e pasteurizacéo.
Nessas aplicagdes é importante o conhecimento da resposta e viabilidade
celular em funcéo do campo elétrico aplicado. Ainda assim, é interessante
conhecer alteracOes elétricas celulares para feedback da eletroporacéo e
entendimento do fendmeno da eletroporacéo (se¢éo 3.4).

Na prética cientifica o uso de leveduras é vantajoso pela facilidade
de manipulacdo e rapido crescimento. Por exemplo, a levedura é utilizada
como célula modelo de cancer, a mesma apresenta genes de controle de
crescimento celular semelhantes a maioria das células vivas (MATUO et
al., 2012). Segundo Cancer Research UK (CANCER RESEARCH UK,
2013):

“[...] we (humans and yeast) still share strong
similarities with our single-celled distant cousins.
Around forty per cent of human genes are also
found in yeast, including the fundamental genetic
instructions that tell cells when to grow and
divide.”

Em processos industriais, as leveduras, como Saccharomyces
Cerevisiae e género Kluyveromyces, sdo utilizadas para produgdo de
proteinas. Algumas proteinas sdo localizadas no meio intracelular
(GANEVA; GALUTZOV; TEISSIE, 2003). A técnica de eletroporaco
tem potencial para extrair substancias desses microrganismos (ver secao
3.6.5).

Esse trabalho prop6e analisar a viabilidade e propriedades elétricas
de leveduras Saccharomyces Cerevisiae em funcdo da aplicacdo de
protocolo ESOPE. Esse protocolo é utilizado em tratamentos de cancer
por ECT (ver sec¢éo 3.6.3.1). Em novos estudos, a levedura pode ser uma
célula modelo no IEB-UFSC para do fendbmeno de eletroporacédo e
posterior aplicacdo desse modelo em células tumorais.



100

5.2 MATERIAIS E METODOS

Foram analisados nessa dissertacdo: a viabilidade, mudangas na
parede celular e mudancas de impedancia de leveduras antes, durante e
apo6s a aplicacdo de protocolos de eletroporacdo. A viabilidade foi
mensurada com cinco repeticdes (N = 5). Alteracdes na parede da célula
(por imagem de microscopia eletrénica) foram obtidas em dualidade (N
= 2). A analise de impedancia foi realizada com sete repeti¢des (N = 7).

5.2.1 Experimento In Vitro
5.2.1.1 Preparacéo da Suspensdo de Células

Leveduras do tipo Saccharomyces Cerevisiae (registros CCT 0761
e ATCC 36900) foram inoculadas com auxilio do Laboratério de
Bioprocessos (Microbiologia, MIP) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

Utilizou-se meio de cultivo “Yeast Peptone Dextrose” (peptona
bacterioldgica 20 g/L, extrato de levedura 10 g/L, d-glicose anidra 20 g/L
e diluicdo em 4&gua destilada - YPD). Todos os meios YPD foram
separados em por¢des de 10 mL em recipientes do tipo Falcon 50 mL.
Apo0s isso, 0s meios foram esterilizados em autoclave (120 °C, 1,25
kgf/cm?z durante 15 minutos) e armazenados sob refrigeracéo (6 °C) até o
momento do uso. O potencial hidrogeni6nico (pH) do meio YPD deve ser
aproximadamente 5,5. O meio YPD fabricado nesse trabalho possui PH
de 5.74 (medicdo com Bioclock Scientific® pH meter 99620).

As amostras de leveduras foram inoculadas a partir de colénias em
15 mL de meio YPD e colocadas em estufa (30° C) por 24 horas. Esse
intervalo é necessario para reproducdo das leveduras. A col6nia de
leveduras e meio YPD com leveduras inoculadas sdo mostrados na Figura
29. A suspensdo de leveduras vista a partir de microscopio 6tico é de
acordo com Figura 30. O raio das leveduras é igual a 3,46-10° (a
determinacéo do raio foi realizada no apéndice F.
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Figura 29 — Coldnias de levedura Saccharomyces Cerevisiae (CCT 0761, ATCC
36900) a esquerda. A direita, estas estdo inoculadas em meio YPD.

Fonte: Préprio autor.

Figura 30 — Leveduras preparadas e dispostas em Iamina de microscépio 6tico
Biofocus (BIO1600BA).

Fonte: Préprio autor.

5.2.1.2 Viabilidade Celular

O estudo da viabilidade foi realizado com a substancia azul de
metileno (methylene blue, Ci6H1gN3SCI) diluido & 0,02 % em &gua
destilada. O azul de metileno pode ser utilizado como um indicador para
determinar se uma levedura esta viva ou ndo. O azul de metileno penetra
em todas as células, se a célula estiver viva 0 azul de metileno é reduzido
em substancia incolor por processo enzimatico (Figura 31a). Entretanto,
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células ndo vidveis ndo conseguem reduzir o azul de metileno e sdo
marcadas por coloragdo azulada (Figura 31b) (KWOLEK-MIREK;
ZADRAG-TECZA, 2014; PAINTING; KIRSOP, 1990).

Na experimentacdo da viabilidade, 600 uL da suspensdo de
leveduras (Figura 29) foram adicionados a 600 uL de azul metileno
(concentragéo de 0,02 %, diluido em agua destilada), ou seja, diluicdo 1:1.
A diluicdo foi necessaria para atingir quantidade celular adequada ao
método utilizado. Devem ser contados aproximadamente 50 células por
contagem (area de 0,25 x 0,25 mm?) (PAINTING; KIRSOP, 1990). Nesse
trabalho a média de contagem foi de 65 células.

Figura 31 — (a) Leveduras controle viaveis. (b) Leveduras foram submetidas ao
protocolo de 500 kV/m, essas ndo estdo vidveis (morte celular).
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Fonte: Préprio autor.
5.2.1.2.1 Contagem Celular

A contagem celular foi realizada manualmente com camara de
Neubauer. A cdmara é demarcada por linhas no fundo que formam a
estrutura igual a da Figura 32. Cinco regiGes devem ser utilizadas para
contagem, essas regides sdo indicadas pelas letras A, B, C, D e E
(FUENTES, 2018).
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Figura 32 — Representacdo da cAmara de Neubauer. As letras A, B, C, D e E
indicam as cinco regides que sdo utilizadas para contagem. Foi ampliado uma
fotografia da regido “C”. As dimens0es sdo indicadas na figura.
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Fonte: Préprio autor.

5.2.1.2.2 Procedimento Experimental de Viabilidade Celular

A solucdo com leveduras foi separada em Eppendorf de 2mL, essa
permaneceu a temperatura ambiente (25 °C) durante os ensaios com
duracédo de até 180 minutos.

O método do experimento é conforme a Figura 33. Primeiramente
(A) preparar a solucéo de ensaio, como descrito na subse¢do 5.2.1.2; (B)
Agitar manualmente a solucédo de ensaio; (C e D) Colocar 40 L entre 0s
eletrodos; (E) Aplicar protocolo da eletroporacdo (ou ndo, no caso do
controle); (F e G) Remover o conteido entre os eletrodos e adicionar a
camara de Neubauer. Por fim aguarda-se 5 minutos para sedimentacdo
celular e realiza-se a contagem manual da quantidade de células viaveis e
ndo viaveis, conforme descrito na subsecdo 5.2.1.2.1. Os eletrodos sdo
limpos e secos com alcool etilico hidratado 70° INPM e o processo era
iniciado novamente. O processo completo tem duracdo de 15 minutos.

Salienta-se que todas as amostras foram submetidas ao mesmo
processo (insercdo e remocdo do sistema de eletrodos), isso incluem as
amostras controle. Ainda assim, durante a experimentacdo leituras de
controle e aplicacdo da eletroporacdo foram conduzidas de maneira
alternada para minimizar a hipétese de dano as leveduras por outros
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fatores (tempo, efeitos do azul de metileno e pequenas alteracGes na
temperatura ndo quantificadas).

Figura 33 — Processo do experimento de contagem da viabilidade. (A) Solugéo
de ensaio; (B) Solucéo de ensaio agitada manualmente; (B) 40 pL retirados da
solugdo de ensaio; (D) Estes 40 puL sdo colocados com micropipeta entre 0s
eletrodos; (E) Aplicagdo de um protocolo de eletroporacdo; (F) Remocdo do
conteldo entre eletrodos; (G) Conteldo adicionados na camara de Neubauer. O
excedente foi descartado; (H) Aguarda-se 5 minutos e inicia-se a contagem no
ntmero de células vivas e mortas.

Fonte: Préprio autor.
5.2.1.3 Estudo com Microscopia Eletronica

Foi utilizado o microscépio de varredura eletrénica modelo
JEOL® JSM-6390LV com auxilio do Laboratério Central de
Microscopia Eletronica da UFSC (LCME) para obtencdo desse grupo de
imagens. O equipamento tem resolucdo da ordem de nano metros e foi
configurado da seguinte maneira: tensdo de aceleracdo de 15 kV,
magnificacdo de 1000x, 6000, e 10000x e modo de baixo vacuo. O
equipamento é mostrado na Figura 34.
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Figura 34 — JEOL® JSM-6390LV do Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica da UFSC.

Fonte: Disponivel em LCME-UFSC (LCME-UFSC, 2018).

5.2.1.3.1 Procedimento Experimental de Imagens por Microscopia
Eletronica

Nesse experimento parcelas de 40 pL foram retiradas da suspensédo
de leveduras e adicionas aos eletrodos para aplicacdo dos protocolos de
eletroporacdo. Apos isso essas amostras eram centrifugadas durante 1
minuto, retirado o excesso do meio YPD e adicionado 40 pL de agua
deionizada. Esse processo é denominado de lavagem e foi repetido 3
vezes para cada amostra. O procedimento de lavagem é necessario para
remover 0 meio YPD que gera ruidos na imagem de microscopia
eletronica.

O tempo total de preparo dessas amostras foi de 40 minutos. As
amostras foram armazenadas em Eppendorfs de 2 mL (Figura 35) que
foram refrigerados a 6° C e deslocados até o LCME (30 minutos de
intervalo de deslocamento).

No LCME as amostras foram depositadas em stubs, secas no
dessecador Marconi MA192 e recobertas em ouro com LEICA EM SCD
500. As amostras prontas para 0 ensaio com o microscopio eletrénico
JEOL® JSM-6390LV sdo mostradas na Figura 36.

Areas de presenca de detritos e células mortas nas imagens por
microscopia eletronica foram manualmente selecionadas. Essas areas
foram avaliadas com software ImageJ.
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Figura 35 — Amostras preparadas para microscopia eletronica.

Fonte: Proprio autor.

Figura 36 — Amostras recobertas em ouro em stubs. Preparacdo necessaria para
andlise com JEOL® JSM-6390LV.

e

Fonte: Proprio autor.
5.2.1.4 Eletroporador

O equipamento eletroporador desenvolvido nessa dissertacéo foi
utilizado (capitulo 4). Somente as amplitudes dos protocolos foram
variadas (saida em tensdo do eletroporador). Os demais parametros foram
fixados em: duragdo de 100 ps e taxa de repeticdo de 1 Hz. O protocolo é
de acordo com a Figura 37. Este esta de acordo com o0 ESOPE (MIR et
al., 2006).

Figura 37 — Protocolo aplicado: oito pulsos de 100 ps e taxa de repeticdo de 1 Hz.

100 ps
- k-

J“WHHHHH
2 3 4 5 6 7 8

Pulso 1
Fonte: Préprio autor.
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5.2.1.5 Estudo de Impedancia Elétrica

Os estudos de alteracdo de impedéancia antes, durante e ap6s a
eletroporacdo foram conduzidos em sequéncia de aplicacdo de 200, 300,
400, 500 e 600 kV/m. A suspenséo de leveduras utilizadas foi conforme
subsecdo 5.2.1.1. Observa-se que nessa etapa ndo ha a diluigdo que ocorre
em funcédo de adicdo de azul de metileno. Portanto esse experimento foi
conduzido com a densidade celular dobrada em relagéo aos experimentos
de viabilidade. Foram utilizadas amostras de 20 pL entre eletrodos para
essa experimentacao.

5.2.1.5.1 Alteracao da Impedancia Antes e Apos Eletroporacéo

O estudo de impedancia elétrica antes e ap0s a eletroporacdo foi
realizado com Agilent 4294A e adaptador Agilent 16047E. O
equipamento foi calibrado anteriormente aos ensaios (calibracdo de
circuito aberto, curto circuito e com carga padrdo Agilent 04294-61001).
O equipamento foi configurado para obtencdo de parte real e imaginaria
da impedancia (resisténcia R e reatancia X) de 500 pontos linearmente
distribuidos entre as frequéncias de 40 Hz até 100 kHz.

Segundo literatura, efeitos de polarizacdo de eletrodos séo
predominantes em frequéncias até 1 kHz. Existem constatacfes de
diminuicéo de resisténcia com leveduras devido eletroporagao entre faixa
de frequéncia de 1 kHz a 100 kHz. A abertura de poros facilita a passagem
de ions pela membrana celular, 0 que provoca aumento da condutividade
da solucdo (RAMOS et al., 2012; RAMOS; LIMA, 2012).

5.2.1.5.2 Alteracdo da Impedéancia Durante os Pulsos de Eletroporacéo

Esse estudo foi realizado com sistema de aquisi¢cdo de dados do
equipamento eletroporador desenvolvido (capitulo 4). S&o realizadas
aquisicdes de tensdo e corrente média em cada um dos oito pulsos do
protocolo de eletroporagéo aplicado.

5.2.1.6 Eletrodos

Para aplicacdo de campo elétrico nas leveduras, foi projetado
eletrodos de aco inoxidavel ortoddnticos biocompativel (AISI 304),
conforme Figura 38. Os eletrodos possuem 1 mm de distancia (d) e
comportam uma amostra de até 42 pL. Os eletrodos sdo duas placas
paralelas de dimensdes 6 x 7 mm. Eletrodos na dimensdo de milimetros
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facilitam obtencdo de campos elétricos elevados e sdo compativeis com a
amostra testada. A solucdo possuir forcas intermoleculares suficientes
para ndo extravazar (ndo necessario cubeta).

Foi utilizado a disposi¢do de placas paralelas para producéo de
campos elétricos homegénios entre eletrodos. A superficie dos eletrodos
€ maior que a superficie de contato entre a suspensdo celular e os
eletrodos, isso evita difracdo do campo elétrico.

Precedimentos semelhantes ao utilizados nesse trabalho séo
descritos na literatura (DERMOL; MIKLAVCIC, 2015). A relacio de
amplitude de campo elétrico (E) com a configuragdo do equipamento
(Vout) é conforme equacdo 3 (se¢do 2.1.4).

Foram aplicados campos de 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700 e
800 kV/m nas amostras, ou seja, a saida do eletroporador foi configurada
em 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700 e 800 Volts respectivamente.

Figura 38 — A esquerda duas projecdes dos eletrodos. Ao centro 0s eletrodos
construidos e medicdo com paquimetro da abertura da distancia entre placas. A
direita eletrodos com solugao.

Fonte: Préprio autor.
5.2.1.7 Monitoramento de Variacdes de Temperatura

O monitoramento de variacdes de temperatura foi realizado em
conjunto com os experimentos de alteragdo de impedéncia elétrica
(subsecédo 5.2.1.5). Esse procedimento € importante, pois a alteragéo de
temperatura em soluc@es ibnicas pode alterar a condutividade da solucao
em paralelo a eletroporagdo (SMITH, 2011).
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5.2.1.7.1 Célculo Analitico

Utilizando a equacdo de alteracdo da temperatura na amostra
(disponivel no Apéndice E) foi calculado as alteracGes de temperatura por
protocolo. Foi realizado hipétese de densidade e calor especifico da
solucdo com leveduras igual & da &gua pura. O valor dos parametros é
disponivel na Tabela 2.

Tabela 2 — Pardmetros para célculo analitico da temperatura.

Parametro Valor
Tempo de Aplicagio 100-10®s
Condutividade Elétrica 0,405 S/m

4,18 J/(m? °C) (em 25°)

Calor Especifico Volumétrico (CENGEL: GHAJAR, 2015)

Fonte: Prdprio autor.
5.2.1.7.2 Procedimento de Medi¢&o Experimental

A medigdo da alteracéo de temperatura experimental foi realizada
antes/apds 30 segundos da aplicagdo sequencial dos protocolos de
100kV/m até 600 kV/m. Foi utilizado termdmetro infravermelho
Benetech GS320 apontado para a superficie exterior dos eletrodos.

5.2.1.8 Diferenciacéo estatistica

Foram realizados testes estatisticos ndo pareados e nao
paramétricos. Esse tipo de teste é compativel aos dados, porque as
amostras sdo independentes (teste ndo pareado) e ndo é suposto
distribuicdo gaussiana (ndo paramétricos). A hipdtese de distribuicdo ndo
gaussiana é uma hipotese de pior caso e adequada para 0s experimentos
gue possuem baixo nimero de repeticBes. Nestes ndo € adequado afirmar
a maneira que os dados sdo distribuidos (se a distribuicdo é normal ou
ndo).

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparacéo de dois
grupos e o teste de Kruskal-Wallis para comparacdo de mais de dois
grupos. O teste post-hoc de Dunn corrigido (comparagdo par a par ou
pairwise comparation) foi utilizado para descobrir onde esté a diferenca
detectada pelo teste de Kruskal-Wallis.

A probabilidade de significancia (valor p) utilizada foi de 5% (p =
0,05). Utilizou-se a seguinte notagdo: “ns” se ndo h& diferenca
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significante (p > 0,05); “*” se ha ligeira diferenca significante (p < 0,05);
“**” se ha moderada diferenga significante (p < 0,01); e “***” se ha
intensa diferenca significante (p <0,001).

5.2.1.9 Condutividade da Solugao com Leveduras com Condutivimetro

As condutividades da solugdo (YPD com leveduras) e dilui¢bes
experimentadas foram medidas com equipamento medidor de
condutividade Sanxin SX-650 (a temperatura de 24,5 °C) e dilui¢do foram
anotadas na Tabela 3. Observa-se que a fabricante ndo disponibiliza a
frequéncia de medicdo, que tipicamente é 1 kHz.

Tabela 3 — Condutividades nas situacfes experimentais.
Valor
(S/m)

Tipo Observacéo

Situacdo experimental no estudo
0,405 de andlise de impedancia e
microscopia eletronica

YPD com leveduras sem
diluicéo

YPD com leveduras e diluicdo
1:1 em &gua deionizada com 0,210
0,02 % azul de metileno

Fonte: Prdprio autor.

Situagdo experimental no estudo
de viabilidade

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Densidade e Viabilidade Celular

A densidade celular observada nos experimentos de viabilidade
(diluicdo 1:1) foi igual a 12,45-10° células por mL, esse valor corresponde
a mediana dos dados. O percentil inferior é igual a 6,353-10° e percentil
superior igual 66,58-106 células por mL. No total foram 55 contagens. A
densidade ndo segue a distribuicdo normal e por isso pode ser utilizado a
mediana e percentil para representar esses valores.

Os estudos de analise de impedancia e de microscopia eletrénica
foram realizados sem diluigéo de 1:1, ou seja, densidade celular é o dobro.
Assim, a mediana da densidade celular é 24,90-10° células por mL. Esse
valor representa fracdo volumétrica®® igual a 0,004320 (considerando as
leveduras esféricas com raio igual a 3,46-10, a determinagdo do raio foi
realizada no apéndice F).

18A fracdo volumétrica é razdo de volume ocupado por células em relagio ao
volume total.
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A viabilidade celular em funcdo de protocolos de eletroporacao
(250, 300, 400 e 500 kV/m) e controle sdo mostrados na Figura 39. Os
dados de protocolos de eletroporagdo foram realizados em cinco
repetigdes (N = 5). O “controle” indicado na primeira posic¢ao (“0”) do
eixo x é respectivo a todas as leituras de controle do experimento (durante
0s 180 minutos de experimento), com trinta e cinto repeti¢cdes (N = 35).
O teste de Kruskal-Wallis detectou diferenca significante (p < 0,0001) em
um nos dados. Os testes post-hoc (controle “0” comparados com todos os
protocolos) sdo mostrado na Tabela 4. Esse teste conclui diferenca
estatistica entre controle e aplicacdes de 400 e 500 kV/m.

Figura 39 — Viabilidade celular em funcdo da amplitude do protocolo de
eletroporacéo aplicado (N = 5).
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Fonte: Proprio autor.

Tabela 4 — Teste post-hoc de grupos da Figura 39.

Comparacgéo Significancia Valor p
0 vs. 250 ns >0,9999
0 vs. 300 ns 0,1803
0 vs. 400 ** 0,0036
0 vs. 500 ool 0,0002

Fonte: Préprio autor.

O estudo da viabilidade do controle no tempo (avaliado a cada 30
minutos) em cinco repeticdes (N = 5) sdo apresentados na Figura 40. Os
dados séo conectados por linhas e combinados em box plot por grupos de
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tempo. O objetivo dessa analise € de minimizar a hip6tese de dano as
leveduras por outros fatores (tempo, efeitos do azul de metileno,
contaminacOes e pequenas alteragdes na temperatura ndo quantificadas).
Devido aos experimentos individuais terem inclinagdo positiva e negativa
acredita-se que a viabilidade celular ndo teve alteracdo ao longo do
experimento. Esse fato também faz ndo ser adequado comparagdo
estatistica entre grupos (tempos), pois isso ndo representa a situacao
individual das amostras.

Figura 40 — Viabilidade Celular em funcéo do tempo decorrido do experimento
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Fonte: Prdprio autor.

5.3.2 Estudo por Microscopia Eletronica

Na Figura 41 é mostrado as fotografias originais de controle e de
aplicacdes de amplitudes de campos de 250 a 800 kV/m em leveduras. As
mesmas fotografias sdo apresentadas na Figura 42 com observacgdes e
marcacOes. Nas imagens por microscopia ha acréscimo de &rea com
detritos (pedagos dispersos de células) e leveduras com grave
deformidade (consideradas mortas), essas areas foram manualmente
selecionadas e sdo marcadas em vermelho na Figura 42 (e quantificadas
na Figura 43). Na Figura 42 também héa observagdes sobre ndo idealidades
da técnica de microscopia eletronica, que sdo ruidos (rachaduras) devido
processos de secagem e de passagem de corrente elétrica inerente a
técnica de microscopia eletronica.



Figura 41 — Compilado de controle e de todos os protocolos de campo elétrico
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Figura 42 — Compilado idéntico ao da Figura 41. Porém com marcagdes
de regides de detritos e morte celular em vermelho e outras observacoes.
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Figura 43 — Porcentagem de detritos por protocolo. As marcagdes de regides de
detritos e morte celular sdo disponiveis na Figura 42 (regides marcadas em

vermelho).
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Fonte: Préprio autor.

O método de preparo das amostras para andlise de microscopia
eletrénica incluiu remogao de meio YPD. Esse procedimento foi adotado
apos experimentacéo piloto (sem remocao do meio), que ndo obteve boas
imagens. Sem remocéo do meio YPD as imagens ficam comprometidas
com excessos de ruidos do meio (rachaduras), e, portanto, ndo séo
adequadas. Imagens com e sem remogdo do meio sdo expostas Figura 44.

Figura 44 — Observacdo sobre método de preparo da amostra bioldgica para
andlise por microscopia eletronica. (a) Sem remogdo do meio YPD. (b) Com
remogdo do meio YPD (processo de lavagem).
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Fonte: Préprio autor.
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Outros detalhamentos do rompimento celular vistos por
microscopia eletronica apés protocolos de 250 kV/m e 300 kV/m sdo
disponiveis na Figura 45. Algumas leveduras apresentam rompimentos
circulares em suas paredes celulares. Essas células provavelmente nédo
estdo viaveis e representam pequena parcela da amostra.

Figura 45 — Outros detalhamentos da apllcagao de 250 e 300 kVv/m.
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Fonte: Préprio autor.

5.3.3 Monitoramento de VariagOes de Temperatura

O monitoramento de temperatura mensurada antes/ap6s 30
segundos de aplicacdo de sequéncia de protocolos de eletroporagdo (100,
200, 300, 400, 500 e 600 k\V/m) em meio com e sem células é de acordo
com a Figura 46. A seguinte notagdo foi utilizada: “YPD” para denotar
meio puro (sem células) e “LEV” para denotar meio com leveduras. Em
todos os experimentos foram observados incrementos de temperatura.
Foram encontrados diferencas significativas entre valores de temperatura
inicial (Ti) e temperatura final (Tf) com teste de Mann-Whitney em
ambas analises.

A alteracdo de temperatura tedrica foi de 3,49 °C. O célculo foi
realizado considerando pulso de 600 kV/m e 100 ps. O calculo néo leva
em conta dissipagdo térmica, que deve ocorrer na ordem de dezenas de
segundos, pois se ocorresse de maneira acumulativa a solucdo teria
incrementos da ordem de dezenas de graus, 0 que ndo foi observado no
experimento pratico. Acredita-se que o pior caso de elevagcdo térmica
ocorre no instante do término da aplicacdo e foi da ordem de graus. Essa
ordem de acréscimo de temperatura ndo justifica alteracGes expressivas
no meio hioldgico ou alteragdes nas propriedades elétricas devido a
temperatura (SMITH, 2011).
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Figura 46 — Alteragdo de temperatura apds aplicacdo de potenciais de
eletroporagdo em meio puro YPD (denotado no eixo x por “YPD”) e meio YPD
com leveduras (denotado no eixo x por “LEV?”).
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Fonte: Prdprio autor.
5.3.4 Alteracdo de Impedéancia

As partes reais e imaginarias da impedancia avaliadas com
analisador de impedancia para meio YPD puro (sem células) e meio YPD
com leveduras inoculadas sdo mostradas na Figura 47 e Figura 48
respectivamente. O contelido em cada uma das curvas representa 50% dos
dados. Com base nesses resultados as alteracfes de impedancia devido a
polarizacdo ocorrem principalmente para frequéncias abaixo de 10 kHz.

As diferenciacBes mostradas nas mostradas na Figura 47 e Figura
48 (ndo entrelacamento dos dados) foram analisados com método
estatistico nas frequéncias de 1, 10 e 100 kHz. Essa comparacao foi feita
por pares (antes e depois de protocolos) e é mostrada na Figura 49. A
Unica diferenciacdo estatistica ocorreu na frequéncia de 100 kHz
(destacado por circulo pontilhado na Figura 49). Nessa frequéncia houve
ligeira diferenciacdo (“*”) do meio puro YPD apds aplicacdo da
eletroporacéo (p = 0,0262) que ndo ocorreu quando ha células no meio (p
= 0,0530). A diferenciagdo pode ter ocorrido devido efeitos da
eletroporacédo (extracdo de ions) ou polarizagdo interfacial (acimulo de
fons nas paredes das células).
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Figura 47 — Alteracdo de impedéancia antes e depois da aplicagdo de protocolos
de eletroporagéo em meio YPD puro. Em verde s&o curvas anteriores a aplicacéo
e em vermelho curvas apés a aplicagdo. As curvas representam 50 % dos dados.
(a) Parte real da impedancia. (b) Parte imaginaria da impedancia.
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Figura 48 — Alteracdo de impedéancia antes e depois da aplicagdo de protocolos
de eletroporacdo em meio YPD com células. Em verde sdo curvas anteriores a
aplicacdo e em vermelho curvas apds a aplicagdo. As curvas representam 50 %
dos dados. (a) Parte real da impedancia. (b) Parte imaginaria da impedancia.
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Figura 49 — Alteragbes de impedancia antes e depois da aplicacdo da
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A alteracdo de corrente durante aplicacdo dos pulsos é mostrada na
Figura50. No eixo “x” sdo separados os oito pulsos do protocolo ESOPE,
e 0 eixo “y” indica correntes normalizadas (divisdo do valor de corrente
do pulso pelo primeiro pulso). Cada umas das sete linhas denotam as
repeticdes dos ensaios e suas sequéncias sdo aleatérias (N = 7). Os
graficos da coluna da esquerda denotam o meio YPD sem células
(notagdo “YPD”) e a direita 0 meio com leveduras (notagdo “LEV™). A
ondulacéo percebida na aplicacdo de 200 kV/m no meio YPD é devido ao
limite de resolucéo da aquisicéo de dados do eletroporador. Foi percebido
inclinacdo positiva (acréscimo de corrente) entre 0s pulsos para 0s
protocolos de 400 e 500 kV/m em meio com leveduras.
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Figura 50 — Alteracdo de corrente normalizada em fungdo do nimero do pulso.
“YPD” denota aplicagdes com meio YPD puro (sem células) e “LEV” denota
meio com células. No eixo “x” ¢ indicado o nimero do pulso (1 a 8).
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O fendmeno de alteracdo de corrente (“inclinagédo positiva”) foi
quantificado como a diferenca da corrente do Gltimo para o primeiro
pulso. A alteragéo de corrente da Figura 50 foi quantificada na Figura 51.
Nesta os dados foram organizados de diversas maneiras: agrupada (barra),
pontos individuais e na sequéncia experimental (linhas ligando pontos
individuais). Foi detectado diferenciacdo estatistica (teste Mann-
Whitney) em todas as situagdes de comparacéo direta de amplitude de
tensdo entre meio sem e com células (Figura 51b). Os valores de
significancia estdo inclusos no grafico.

A comparagdes de grupo (teste de Kruskal-Wallis) detectou
diferenca em um dos grupos sem células, “YPD” (“**”, p = 0.0013), e em
um dos grupos no meio com leveduras, “LEV” (“****” p < (0.0001). Os
testes post-hoc de meio sem (“YPD”) e com (“LEV”) células sdo
mostrados nas Tabela 5 e Tabela 6 respectivamente. Dessas tabelas
observa-se: a comparagao “200 kV/m vs. 400 kV/m” em leveduras ha
diferenciacdo estatistica enquanto no meio puro nao; a comparacao “200
kV/m vs. 500 kV/m” em leveduras ha diferencia¢io estatistica de maior
significancia do que no meio puro.

Tabela 5 — Teste post-hoc de grupos de “YPD” da Figura 51c.

Comparacéo Significancia Valor p
200 kV/m vs. 300 kV/m ns >0.9999
200 kV/m vs. 400 kV/m ns 0.2440
200 kV/m vs. 500 kV/m sl 0.0039
300 kV/m vs. 400 kV/m ns 0.3842
300 kV/m vs. 500 kV/m sl 0.0078
400 kV/m vs. 500 kV/m ns >0.9999

Fonte: Préprio autor.

Tabela 6 — Teste post-hoc de grupos de “LEV” da Figura 51c.

Comparacgéo Significancia Valor p
200 kV/m vs. 300 kV/m ns >0.9999
200 kV/m vs. 400 kV/m * 0.0121
200 kV/m vs. 500 kV/m el 0.0003
300 kV/m vs. 400 kV/m ns 0.1377
300 kV/m vs. 500 kV/m ** 0.0062
400 kV/m vs. 500 kV/m ns >0.9999

Fonte: Prdprio autor.
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Figura 51 — Quantificacéo da alteracdo de corrente entre primeiro e Gltimo pulso,
percebida na Figura 50. Sdo mostrados alteragéo de (a) maneira agrupada (barra),
(b) pontos individuais e na (c) sequéncia experimental (linhas ligando pontos
individuais).
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A alteracdo de correntes por nimero de pulso vista na Figura 50
também foi processada em conjunto com anélise de impedéncia vista pelo
analisador de impedancia para meio com e sem células. Para isso, foram
processados os dados de impedancia aparentes (V/I) do conjunto de
pulsos (média) em todos os protocolos. O primeiro valor do eixo x é valor
extraido do analisador de impedéancia (parte real na frequéncia de 10
kHz). Os dados sdo dispostos na Figura 52. Ressalva-se que essa
comparacao pode ndo ser adequada, uma vez que a analise de impedancia
aparente inclui grande espectro de frequéncias, ou seja, as medicdes,
embora de mesma grandeza, representam situacdes diferentes.

Na Figura 53 é mostrado a analise de curva da Figura 52. Foi feito
regressdo linear entre os pontos do eixo x de 100 a 600 kV/m. Separam-
se os valores de inclinagdo e offset. Ndo € percebido alteracdo
significativa entre inclinacéo das curvas de YPD e LEV. Apesar disso, é
percebido alteracdo significativa entre os offsets das duas curvas.
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Figura 52 — Dados de impedancia combinados. (a) Meio sem células. (b) Meio

com células.
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Figura 53 — Analise das curvas da Figura 52 por regressdo linear. (a) Valor de
inclinagdo da regressdo linear. (b) Valor de offset da regresséo linear.

Regressdo Linear (valor de offset) Regressdo Linear (valor de inclinagédo)
160 Kkk
(p = 0,0006)
S )
°® <
— 140 ) < -0.02 ns
= =] —
= c
o S
=120 £ -0.04 o le
o u 3
= 2
> - 5
100 ] = -0.06 hd
> u
- ut
80— T T -0.08 T T
intecept (YPD) intecept (LEV) (a) X (YPD) x (LEV) (b)

Fonte: Prdprio autor



126

5.3.5 Resultados Compilados

A andlise por impedéancia (antes/depois) ndo foi relevante para
deteccdo da eletroporacdo. Esse tipo de andlise somente detectou
polarizacdo dos eletrodos (Figura 47 e Figura 48). Mesmo com esse tipo
de acontecimento, foi evidente a alteracdo da condutividade durante os
pulsos em meios com ceélulas (alteracdes de corrente da Figura 51).
Baseado nos resultados, esse tipo de analise consegue detectar a morte
celular, que baseado na metodologia foi devido eletroporacéo
irreversivel. Ha indicios de correlacdo dos dados de alteracdo de corrente
(Figura 51) com os de alteracdo de viabilidade (Figura 39). Ambos foram
organizados em conjunto na Figura 54.

Observa-se que as alteragdes de condutividade macroscopicas ndo
sdo suficientes para detectar as alteracGes que a microscopia eletrnica
detecta (Figura 41 e Figura 45).

Figura 54 — Correlagdo de dados de alteragdo de corrente (iguais aos da Figura
51) com os de viabilidade celular (iguais aos da Figura 39) em fungdo do campo
elétrico.
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5.4 DISCUSSAO
5.4.1 Analise de Viabilidade Celular
De acordo com os estudos desse trabalho a eletroporacdo

irreversivel é predominante para campos de amplitude superior a 400
kV/m (Figura 39). A viabilidade celular caiu com o incremento de
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amplitude no protocolo (em kV/m) e a reducdo de viabilidade é
significante se o protocolo é superior a 400 kV/m. A queda de viabilidade
para pulsos de dezenas de micro até dezenas de milissegundos e
amplitudes de ordem de centenas de kVV/m em Saccharomyces Cerevisiae
também ¢é verificado em outros estudos (GANEVA; GALUTZOV;
TEISSIE, 2003; GASKOVA et al., 1996; RAMOS; LIMA, 2012; WANG
et al., 2015). O uso de pulsos com duracBes menores que dezenas de
microssegundos pode exigir campos superiores a MV/m para inativacdo
de S. Cerevisiae (OU; NIKOLIC-JARIC; GANZLE, 2017), o que ndo é
vantajoso do ponto de vista de design de eletroporadores, pois exige
chaveamento de tensGes elevadas. Apesar disso, € vantajoso no
processamento de alimentos por passagem Unica ou continua.

A curva de viabilidade percebida nesse trabalho foi obtida
aproximadamente 10 minutos ap6s da aplicacdo do protocolo de
eletroporacdo. Na literatura a mesma também é obtida apds ordem de
dezenas de minutos. Acredita-se que a viabilidade celular pode ser menor
ap6s intervalos tempos maiores que 10 minutos (GASKOVA et al.,
1996). Além disso, danos “sub letais” (perda de algumas funcionalidades
celulares) poderiam provocar futura morte celular ou incapacidade de
multiplicagdo (KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014; WANG et
al., 2015). Como trabalho futuro poderiam ser avaliados no tempo a queda
de viabilidade celular e danos sub letais e letais apds aplicacdo de
protocolo de eletroporacao.

A condutividade da solucdo e outros pardmetros do pulso, como
duracdo e taxa de repeticdo, também influenciam na eficacia da
eletroporacdo em S. Cerevisiae (GANEVA; GALUTZOV; TEISSIE,
2003; GASKOVA et al., 1996; OU; NIKOLIC-JARIC; GANZLE, 2017;
RAMOS; LIMA, 2012), esses pardmetros ndo foram variados nesse
trabalho. Utilizando o mesmo método desse trabalho podem ser variados
outros pardmetros e estudar curva de viabilidade em funcéo desses novos
pardmetros.

5.4.1.1 Consideracdes Azul de Metileno

Foi realizado hipotese de que se ha azul de metileno dentro da
célula a mesma encontra-se morta. Considera-se essa uma boa hipdtese
por dois motivos:

e O azul de metileno naturalmente entra dentro de todas as
células. Esse € reduzido em particulas incolores caso a
celula for viavel. A eletroporacdo poderia facilitar a
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entrada de mais azul de metileno, porém o mesmo
provavelmente sera reduzido;

e Os poros de eletroporacdo sdo transitorios e ndo foi
observado durante os ensaios coloracdo azul nas células
imediatamente ap0s eletroporagdo (menos de 1 minuto)
(dados ndo quantificados).

Por causa desses motivos o azul de metileno provavelmente é um
marcador adequado para monitoracdo de viabilidade e eletroporacdo. Na
literatura a eficiéncia desse é comparados a outras substancias como
iodeto de propidio (KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014).
Apesar disso, poderiam ser feitos novos estudos com metodologias
alternativas, uma vez que ha estudos que relatam falhas em metodologias
de avaliacdo de viabilidade celular e aberturas de poros (TRAN et al.,
2011).

5.4.2 Hipdteses de Erros Associados a Densidade Celular

A mediana da densidade celular das experimentac@es foi de 24,9
milhdes de células por mL e percentil inferior e superior igual a 12,7 e
133,16 milhdes de células por mL (sem diluigdo 1:1). Os desvios de
densidade celular podem ser explicados por dois motivos: manipulacéo
das suspensdes e etapa de crescimento celular.

A manipulagdo das suspensfes de células manual (agitacdo e
retirada com pipeta) pode introduzir variagcbes na densidade celular
durante método de preparacdo das amostras. Isso poderia ser mitigado em
estudos futuros com adicdo de etapa de centrifugacdo e lavagem. As
variagfes na densidade celular podem introduzir ndo homogeneidades de
distribuicdo de campo dentro da solucéo, e, por causa disso, introduzir
desvios no grafico da viabilidade que ndo foram controlados. Apesar
disso, devido ao baixo valor de fracdo volumétrica (valor da fracéo
volumétrica igual a 0,004320) acredita-se que a densidade celular nao
introduziu erros significativos no experimento (RAMOS; SUZUKI,
MARQUES, 2006).

Observa-se também a possibilidade de erros associados ao
crescimento celular devido inconsisténcias de temperatura na estufa e/ou
excesso de tempo na estufa. No caso de S. Cerevisiae em crescimento a
densidade celular é da ordem de 107 células/mL, e quando estacionarias
(maduras) a densidade celular é da ordem de 108 células/mL. A etapa de
crescimento poderia alterar a eficiéncia da eletroporagdo reversivel e
consequentemente a curva de viabilidade. Porque, S. Cerevisiae maduras
s&0 mais resistentes a aplicacdo de campos elétricos (GASKOVA et al.,
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1996). Nesse trabalho foram utilizadas células em crescimento que
permaneceram por mesmos periodos em estufa, por isso esse tipo de
desvio provavelmente ndo aconteceu nesse trabalho. Apesar disso, o0
monitoramento da estufa no tempo pode ser incluso em trabalhos futuros.

5.4.3 Analise de Imagens por Microscopia Eletrénica

De acordo com o ensaio de viabilidade, o protocolo de 400 kv/m
reduz de maneira significativa a viabilidade celular (Figura 39). As
células fisicamente integras vistas na imagem por microscopia eletrénica
para protocolos de amplitude superior a 400 kV/m provavelmente s&o
somente o resto da parede celular (Figura 42). As imagens de microscopia
nao é método conclusivo para analise da viabilidade celular.

Apesar de ndo fornecer informacdo conclusiva a respeito da
viabilidade celular, o estudo por microscopia eletrénica revelou a maneira
e valores de campos necessarios para completa ruptura celular. Estudos
futuros podem avaliar a extragdo de material intracelular apds aplicacéo
de campos de 700 e 800 kV/m. Essas amplitudes provocam destruicdo
celular e aumento no nimero de detritos (Figura 42 e Figura 43).
Conforme discutido na introducdo desse capitulo, as leveduras S.
Cerevisiae sdo utilizadas em processos industriais e ha materiais de
interesse localizados no meio intracelular, como proteinas (GANEVA,;
GALUTZOV; TEISSIE, 2003). A técnica de eletroporagio também é
alternativa para extragdo de contetdo intracelular em outras situacoes (ver
secdo 3.6.5).

5.4.4 Alteragdo de Impedancia
5.4.4.1 Analise com Analisador de Impedancia

A andlise com analisador de impedancia pode fornecer detalhes
sobre alteracGes apos aplicacdo dos protocolos de campo elétrico. Esse
tipo de método também permite separacdo de fendmenos dispersivos
(dispersdo em dielétricos).

A alteracdo de impedancia experimentada com analisador de
impedancia foi feita em meios sem e com células. A caracteriza¢do do
meio sem células é necessaria para compreensdo de fen6menos
dispersivos que nédo sdo decorrentes da presenca de células ou fenémeno
de eletroporagéo. O comparativo de alteragdes nas frequéncias de 1, 10 e
100 kHz é mostrado na Figura 49. Nesta, a Unica diferenciagdo ocorreu
na parte imaginaria em frequéncia de 100 kHz. Nessa frequéncia houve
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diferenciacdo do meio puro YPD ap06s aplicacdo do campo elétrico. A
diferenciacdo ndo ocorreu quando ha& células no meio. Esse tipo de
alteracdo pode ter ocorrido por algum acumulo iénico (layers e
polarizacdo) que ocorre de maneira diferente quando ha células no meio.
Apesar dessa diferenciacdo obtida com os testes estatisticos, seria
necessario aumentar o nimero de amostras para melhores conclusdes.

As alteracOes de resisténcia para frequéncias menores que 1 kHz
observada em meios com e sem células é indicio de ocorréncia de efeito
de polarizagdo no eletrodo. Por causa desse motivo, frequéncias menores
gue 1 kHz ndo sdo pardmetros robustos para analise da eletroporacgdo e
podem ser descartadas em novos ensaios. Observa-se que a polariza¢do
pode alterar o campo elétrico e esse fenbmeno pode ser estudado em
ensaios futuros.

A andlise de espectro de frequéncia limitada na ordem de dezenas
e centenas de quilohertz objetivou fornecer caracteristicas a nivel de
membrana celular. Apesar disso, baseado nos resultados desse trabalho,
ndo foram encontrados fortes indicios de alteracBes. Foram feitas as
seguintes hipoteses:

e A parede celular dificulta o acesso as caracteristicas
elétricas da membrana celular. Que poderia ocorrer
devido sua espessura e efeitos eletrostaticos;

e Em trabalhos futuros, alteragdes no espectro podem ser
experimentadas de maneira branda (1 kHz a 100 MHz).
Observa-se que componentes de espectro na ordem de
mega-hertz podem fornecer detalhes sobre o meio
intracelular (GRIMNES; MARTINSEN, 2014; IVORRA,
2002);

e A fracdo volumétrica baixa (igual a 0,004320) ndo
possibilitou que os efeitos de eletroporagdo fossem
expressivos. Em trabalhos futuros diluicdo com fracdo
volumétrica maior poderia ser analisada. Observa-se que
caso a fracdo volumétrica seja elevada (maior que 0,3),
devem ser feitas compensagdes no valor de campo elétrico
(RAMOS; SUZUKI; MARQUES, 2006). Na literatura
existem trabalhos semelhantes que realizam centrifugagéo
e lavagem das amostras (RAMOS et al., 2012; RAMOS;
LIMA, 2012).

Os estudos desse trabalho foram realizados em sequéncia de
aplicacdo de 200, 300, 400, 500 e 600 kV/m. Pode acontecer alteragdes
de efeitos cumulativos. Apesar disso, ndo foi possivel perceber maiores
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alteracBes na analise de impedancia antes e depois da aplica¢do. De
qualquer forma, essa metodologia pode ser alterada em futuros ensaios.

5.4.4.2 Andlise Durante Aplicacdo de Campo Elétrico

A alteragdo de corrente macroscopica, observada durante aplicacdo
de campos elétricos em experimentos de eletroporacdo (em tecidos e
suspensdes), € em parte explicada pela facilitacdo de difusdo ibnica pelas
membranas celulares. O aumento da difusdo idnica é consequéncia da
abertura de poros.

Observa-se que apesar do uso da analise de impedéancia aparente
(/1) durante os pulsos, é de conhecimento que existem erros introduzidos
por efeitos dispersivos e mecanismos de relaxa¢do da membrana celular
concentrados em frequéncias menores que 1 kHz conforme exposto na
secdo 3.4 (BHONSLE et al., 2015; GRIMNES; MARTINSEN, 2014;
RAMOS; LIMA, 2012). Os pulsos utilizados de 100 ps possuem amplo
nimero de componentes de frequéncia. Portanto, a andlise da alteracdo
V/I durante os pulsos deve estar contaminada de efeitos dispersivos. Para
minimizar esses fendmenos, foi realizado ensaios com meio puro YPD
(sem células) anterior a analise do meio com células.

Na Figura 50 sdo expostas as alteraces correntes médias durante
o0s pulsos. Nessa figura foi percebido alteracdo da corrente (“inclinacdo”).
Essa inclinacdo foi quantificada na Figura 51. A inclinacdo percebida em
meios sem células (comparagdo de grupos “200 kV/m vs. 400 kV/m” de
meio sem célula na Figura 51) pode ser explicada devido ocorréncia de
polarizacdo (carregamento proximo aos eletrodos). A alteracdo da
inclinacdo de corrente é mais acentuada no meio com células. Dado que
a Unica diferenca entre os meios é a presenca ou ndo de células, a
eletroporacdo poderia explicar as diferentes alteragdes de inclinagéo.
Com testes estatisticos observou-se indicios de alteracdo de inclina¢do
diferenciada entre meio sem e com células: a comparacéo de grupos “200
kV/m vs. 400 kV/m” tem diferenca significante com células, enquanto no
meio sem células ndo; a comparagdo “200 kV/m vs. 500 kV/m” tem
diferenca mais significante com células do que sem.

Na Figura 51 ndo foram percebidas alteracGes significativas entre
grupos “200 kV/m vs. 300 kV/m” com células. 1sso pode ser explicado
pois nessas amplitudes o campo elétrico ndo é adequado para
eletroporacdo. A amplitude de 400 kV/m pode ser ponto muito préximo
de limiar entre eletroporagdo reversivel e irreversivel. Uma vez
considerado que ha correlacao entre alteragdo de inclinagdo em 400 kV/m
e a queda de viabilidade celular observada em 400 kV/m (Figura 54).
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Na Figura 52 foram separados as médias de todos os pulsos do
protocolo e foram feitas regressoes lineares dessas curvas na Figura 53.
A Unica alteracdo significante nesse tipo de analise foi a alteracdo de
offset. Dado que a Unica diferenciagcdo dos meios é a presenca ou nao de
células, essa alteracdo pode ser indicio de eletroporagdo ou algum
mecanismo de transporte i6nico facilitado pela presenca da célula (efeito
de membrana ou parede celular). Ndo ha diferenciagdo no valor de
inclinacdo das regressdes com e sem células. Essa caracteristica
provavelmente é devido a polarizagdo e ocorre de maneira semelhante,
independente da presenca de células

5.4.4.3 Estudo da Alteragdo de Potencial Transmembrana

Foram realizadas tentativas de anélise de potencial transmembrana
por intracellular recording das células utilizadas nessa dissertacdo
(método brevemente descrito nessa subsecdo). Foi utilizado estirador de
pipetas Sutter Instrument P-1000, pipetas Sutter Instrument BF150-86-10
e microscopio invertido Olympus IX71. As células foram fixadas por
método de &gar (ndo especificado nesse trabalho). Por meio de
configuragdo do estirador é possivel alterar dimensbes e formato da
micropipeta. Possibilidades de configuracdes de medic&o intracelular e
patch clamp foram testadas. Porém, ndo foi obtido sucesso, uma vez que
a dimensdo das leveduras era de mesma grandeza que o instrumento de
medigdo (micropipeta). Situacdo experimental disponivel na Figura 55.
Nessa figura é mostrado a aproximacdo do eletrodo de leitura
(micropipeta) da levedura.

Figura 55 — Tentativa de leitura de potencial transmembrana de levedura.

Fonte: Préprio autor.

O aumento de potencial transmembrana ndo é totalmente
correlacionado com aumento da permeabilidade da membrana. Esses
motivos justificam interesse em mensurar o potencial transmembrana.
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5.5 TRABALHOS FUTUROS

Almeja-se em trabalhos futuros:

Experimentar e quantificar a alteracdo de permeabilidade
em leveduras. Por exemplo, estudos de transporte de
agentes anticancer (MATUO et al., 2012);

Utilizar a metodologia semelhante para estudo de
eletroporacdo em células tumorais;

Utilizar metodologia semelhante para processamento de
bactérias com foco em processamento de alimentos por
eletroporacéo irreversivel (pasteurizagdo);

Preparar as amostras com processos de centrifugacdo de
lavagem para aumentar a fracdo volumétrica e repetir os
ensaios de analise de impedancia;

Estudo de protocolos com passos intermediarios. Por
exemplo: 200, 225, 250 ... 375, 400 kV/m;

Estudo numérico da alteragdo do potencial
transmembrana e condutividade da solucdo e sua
correlacdo com resultados obtidos;

Desenvolvimento de equipamento com maior resolucéo
de aquisicdo de tensdo e corrente;

Desenvolvimento de eletrodos da ordem de micrometros
compativeis ao uso simultdneo com microscépico e ensaio
com leveduras;

Estudo de resultados obtidos (alteracdo de impedéancia)
com modelos matematicos da literatura;

Estudo da alteracdo de campos elétricos em funcdo de
efeitos da polarizagdo dos eletrodos.

5.6 CONCLUSAO

Esse trabalho usou protocolos que usualmente sdo utilizados para
tratamento de cancer em suspens@es de leveduras. A simplificacdo do
meio biolégico por leveduras pode acelerar pesquisa cientifica a respeito
do entendimento de eletroporagdo. Destaca-se 0 uso de leveduras devido
facilidade de manipulacdo e rapido crescimento. Nesse trabalho foram
sugeridos métodos para utilizacdo de leveduras, esses podem ser repetidos
em trabalhos futuros.

Foram realizadas variagdes na amplitude de protocolo ESOPE e
mostrado indicios de que eletroporacéo irreversivel é predominante para
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campos de amplitude superior a 400 kV/m. Este mesmo campo pode estar
préximo do limiar de eletroporacdo reversivel-irreversivel.

Foram encontrados indicios de correlacdo entre eletroporacao
irreversivel e alteracdes de propriedades elétricas durante a aplicacdo dos
campos elétricos. As alteracbes de propriedades elétricas foram
mensuradas com aquisicdo de tensdo e corrente instantaneas durante
eletroporacdo. Equipamentos futuros podem conter eletrénica embarcada
com processamento suficiente para deteccdo desse tipo de alteracdo no
tratamento por eletroporagéo.

A analise por impedancia (antes/depois) detectou polarizacdo dos
eletrodos. Mesmo com esse tipo de acontecimento, foi evidente a
alteracdo da condutividade durante os pulsos em meios com células. As
alteragdes de condutividade macroscopicas ndo sdo suficientes para
detectar as alteracfes que a microscopia eletrénica detecta.

A abordagem de viabilidade celular e uso de microscopia indica
gue, mesmo com uso de eletroporacdo irreversivel, a célula pode
permanecer fisicamente intacta, embora nao viavel.

O método de analise de efeitos de campos elétricos em
Saccharomyces Cerevisiae pode ser transcrevido para analise de outros
tipos de células, como por exemplo células tumorais e células de
mamiferos. O estudo com pequenas populagdes celulares in vitro pode ser
futuramente extrapolado para tecido. Em novos estudos, a levedura pode
ser uma célula modelo no IEB-UFSC para estudo da eletroporacéo e
posterior aplicacio desse modelo em células tumorais.
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APENDICE A — Busca por anterioridade do invento

Tabela 7 — Palavras-chave relacionadas ao presente invento (palavras-chaves

utilizadas na busca de anterioridade).

Portugués Inglés

1. Eletroporador 1. Electroporator

2. Eletroquimioterapia 2. Electrochemotherapy

3. Permeabilizacdo Celular 3. Cell Permeabilization

4. Eletroporagéo Celular 4. Cell Electroporation

5. Eletropermeabilizagdo Celular 4. Cell Electropermeabilization
6. Eletroporacdo Irreversivel 5. Irreversible Electroporation

Fonte: Prdprio autor.

Tabela 8 — Busca de anterioridade em bases de patente que influenciem no
requisito novidade e/ou que possam ser utilizados como modelo para a descrigdo

do invento proposto.

Titulo documento de patente

N° do documento de patente

Processo e Equipamento para Aplicacdo de
Corrente  Continua  Monopolar de Baixa
Intensidade  (Eletroterapia  ou  Eletrélise
Monopolar) Associada ou Ndo & Quimioterapia
(Eletroquimioterapia ~ Monopolar) para 0
Tratamento de Tumores

P10601668-5 A

Equipamento e Processo para Aplicagéo de Pulsos
Elétricos de Alta Voltagem para a Técnica de
Eletroquimioterapia  por  Eletroporagdo  no
Tratamento de Neoplasias

P1 0903000-0 A2

Composigdo Para Induzir Ferimento De Membrana
Celular; ... Composigdo Para Permeabilizar Uma
Célula; ... Método Para Matar Uma Célula
Cancerosa; ... Método Para Permeabilizar Uma
Célula; ...

P10517057-5 A

Método e Aparelho para Uso de Envio de Drogas e
Genes Mediado a Eletroporacédo

P19806069-4 A

Electroporation System with Voltage Control

Feedback for Clinical Applications US 5,439,440
Apparatus for A_ddressmg Needle Array Electrodes US 6,055,453
for Electroporation Therapy

Elec_troporatlon Employing  User-Configured US 6,096,020
Pulsing Scheme

Apparatus for Electroporation US 6,103,084

Electroporation Cell with Arc
Prevention/Reduction

US 6,258,592 B1

Cell/Tissue Analysis via Controlled
Electroporation

US 6,482,619 B1
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Controlled Electroporation and Mass Transfer
Across Cell Membranes in Tissue

US 7,053,063 B2

Method and  Apparatus  for  Reducing
Electroporation-Mediated Muscle Reaction and
Pain Response

US 7,054,685 B2

Constant Current Electroporation Device and
Method of Use

US 2005/0052630

Device and Method for Electroporation-Based
Delivery of Molecules Into Cells and Dynamic
Monitoring of Cell Responses

US 2006/0121446 Al

Programmable Apparatus and Method for
Optimizing and Real Time Monitoring of Gene
Transfection Based on Used Configured Arbitrary
Waveform Pulsing Train

US 2006/0142688 Al

High-Frequency Electroporation for  Cancer
Therapy

US 2012/0109122 Al

System, Method and Computer Accessible
Medium for In-Vivo Tissue Ablation and/or
Damage

US 2016/0184003 Al

Fonte: Préprio autor.
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APENDICE B -Seguranca do Equipamento e Classificacio

Nesse apéndice ha maior detalhamento sobre a seguranca de um
equipamento eletroporador na &area médica. O conhecimento das
classificacdes do equipamento ajudam na previsdo de tempo necessario
para certificacdo de equipamentos com os 6rgaos competentes.

1) Tipos de partes de um equipamento eletromeédico:

Existem quatro tipos de partes de equipamentos eletromédicos
(PRUTCHI; NORRIS, 2004). Todas as partes devem apresentar correntes
de fuga condizentes em uso normal e em caso de falha Gnica. A corrente
de fuga pode ser minimizada com uso de invélucro, separacdo fisica (gap)
e isolagdo galvanica.

i.  Parte acessivel: sdo partes que podem ser “tocadas” pelo
operador. Por exemplo, o painel do equipamento ou
aberturas.

ii.  Parte viva: partes que podem apresentar corrente de fuga
para a terra. Geralmente essas correntes sdo provindas da
fase ou neutro da rede elétrica.

iii.  Parte de sinais de entrada e saida: geralmente sdo circuitos
de interface entre o equipamento e outro dispositivo que
mostra/adquire sinais.

iv.  Parte aplicada: parte de contato fisico com o paciente.
Essa parte pode proporcionar caminho de corrente pelo
paciente e por outras partes do equipamento médico. Por
causa dessas raz0es, ela geralmente € a parte mais critica
de um equipamento médico.

2) Tipos de isolamento:

Existem isolamento basico, duplo, suplementar e reforcado. Esses
sdo aplicados entre as partes de um equipamento eletro médico. O
isolamento bésico geralmente é o proprio involucro (gabinete).
Dependendo do equipamento pode ser necessario isolamento adicional.
Dependendo do grau de isolacdo (limites de corrente de fuga em funcéo
de caracteristicas elétricas e geométricas dos materiais utilizados o
isolamento é classificado em duplo ou suplementar, duplo ou reforcado e
refor¢ado. Por exemplo, uso de distancias superior a 12 mm entre partes
€ um dos requisitos para isolagdo dupla ou reforcada (PRUTCHI;
NORRIS, 2004).
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E sugerido as seguintes classificacdes para 0 equipamento
desenvolvido:

1) Classificacdo de acordo com o tipo de protecdo contra
choque elétrico:

Equipamento de Classe Il: “Equipamento no qual a
protecdo contra choque elétrico ndo se fundamenta
apenas na isolacdo bésica, mas incorpora ainda
precaucdes de seguranca adicionais, como isolagdo
dupla ou isolagdo reforcada, ndo comportando
recursos de aterramento para protegdo, nem
dependendo de condi¢des de instalagdo” — ABNT
NBR IEC 60601-1:2016.

O eletroporador além do gabinete em plastico PVC também possui
isolacdo galvanica em sua alimentacdo. Por causa disso ele ndo depende
de recursos de instalacfes elétricas ou condi¢des de instalacdo. Observa-
se que devem ser respeitadas requerimentos de distancias entre partes.

2) De acordo com o grau de protecdo contra o choque
elétrico:

Equipamento tipo BF: “Equipamento que
proporciona um grau de protecdo especial contra
choque elétrico, particularmente quanto a corrente
de fuga admissivel” e parte aplicada (tipo F), que é
“eletricamente isolada da terra e de outras partes do
equipamento médico, isto &, eletricamente
flutuante'®” — ABNT NBR IEC 60601-1:2016.

O eletroporador apresenta a fonte de alta tensdo continua flutuante.

Essa fonte que é conectada aos eletrodos e paciente.

3) De acordo com o grau de protecdo contra penetracao
nociva de agua:

O equipamento é montado em gabinete que apresenta, pelo menos,
protecdo conta poeira e borrifos de agua (IP 53). Os botdes também

®Eletricamente flutuante: circuito sem referéncia a terra. Essa
caracteristica impede caminho de corrente de choque elétrico
proveniente da rede elétrica.
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apresentam protecdo compativel. A protecdo do display LCD é feita com
material acrilico que impede que materiais atinjam o mesmo.

4) De acordo com o grau de seguranca em atmosferas
explosivas:

O equipamento ndo deve ser utilizado em atmosferas explosivas,
pois existe risco de centelhamento entre os eletrodos.

5) De acordo com o modo de operacao:

O equipamento € um equipamento de operacdo ndo continua.
Apesar disso, essa restricdo é de acordo com o objetivo da utilizagdo e
nado devido a aumento de temperatura do equipamento.

6) De acordo com classe de Risco Intrinseco a Salde

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) separa 0s
produtos para salde em classes e regras de risco. Essas classificacdes
especificam os requisitos para certificacdo. O eletroporador pode ser
considerado um equipamento eletro médico ativo® néo invasivo de classe
I. Os eletrodos usados no eletroporador sdo produtos médicos invasivos
(podem penetrar pela pele) de classe Il. Os eletrodos sdo instrumentos
cirirgicos de uso transitério (até 60 minutos de uso continuo). Os
eletrodos podem ser reutilizaveis ou descartaveis.

2Um equipamento ativo depende de energia elétrica para seu funcionamento.
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APENDICE C - Diagnoéstico de Graficos Basico (Residuos) no
Modelo de Regressdo do Sistema de Aquisi¢éo

O diagndstico basico do modelo de regressdo do sistema de
aquisicdo (de tensdo e corrente) foi realizado a partir da analise dos
residuos. Os residuos podem ser interpretados como disperséo das coletas
em relacdo ao modelo linear, conforme equacédo 9.

Residuos =
Valor Observado €)]
— Valor Previsto na Regressao

A Figura 56 mostra os residuos das amostras de tensdo, e a Figura
57a e b mostram os residuos das amostras corrente com escala de 5 e 12
A respectivamente. Nas figuras a linha pontilhada é a média dos residuos,
essa é utilizada para criacdo do modelo de regressao linear. A linha sélida
indica variancia entre os pontos ajustados. Ndo € percebido mesma
variancia entre as amostras (suposicdo da heteroscedasticidade? é
obedecida) e nenhuma tendéncia, ou seja, ndo ha outra variavel que
interfere nos dados obtidos, como por exemplo ndo linearidades do
sistema de aquisi¢do. Esse tipo de diagndstico informa que o modelo de
regressédo linear é adequado para os dados

Figura 56 — Residuo presente em leituras de tensdo. Pior caso é de -7,5 V.
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Fonte: Préprio autor.

Z'Heteroscedasticidade: circunstancia que variabilidade (dispersdo) do
conjunto de dados é desigual em toda a faixa de valores.
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Figura 57 — Residuo presente em leituras de corrente. (i) Residuos para leitura de
corrente com escala de até 5 A (pior observacéo de residuo foi de 0,048 A); (ii)
Residuos para leitura de corrente com escada de 12 A (pior observacéo de residuo
foi de 0,250 A).
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APENDICE D - Espectro de Frequéncia Protocolo ESOPE

O protocolo definido pelo ESOPE (Standard operating procedures
of the electrochemotherapy), usual em técnicas de eletroquimioterapia,
foi publicado 2006 (MIR et al., 2006). Esse protocolo tem as seguintes
caracteristicas: oito pulsos com duragio de 100 s, taxa de repeti¢do de 1
Hz a 5 kHz e amplitude de 100 kV/m a 130 kv/m.

Nesse apéndice objetivou-se obtencdo aproximada do espectro de
frequéncia do protocolo ESOPE. Para isso, foi simulado um pulso de 100
us em janela de tempo de 5 ms e 50 mil pontos (frequéncia de amostragem
fs igual a 10 MHz), conforme Figura 58. Utilizou-se fungdo “fft” do
software MATLAB R2015a 64bits (algoritmo de transformada discreta
de Fourier). A distribuicéo de poténcia espectral é de acordo com a Figura
59.

Na Figura 60 foram separados trés grupos de frequéncia: até 1 kHz,
de 1 kHz até 10 kHz e acima de 10 kHz. Para esses, foram separadas as
parcelas de energia representam. Observa-se que 97 % do sinal est&
presente em frequéncia até 10 kHz. Frequéncias acima de 10 kHz
representam apenas 3 % da energia desse sinal.

Observa-se que existe conhecimento de erros inerentes desse tipo
de transformagdo. Por exemplo, o algoritmo Fast Fourier Transform
(FFT) é uma maneira de realizacdo aproximada da transformada discreta
de Fourier (DFT), a DFT supde que o sinal é periodico além do intervalo
de observagéo (e ndo oito pulsos), as dimensdes da janela influenciam na
taxa de repeticdo (ou seja, a janela de 5 ms utilizada impde taxa de
repeticdo de 200 Hz), e a DFT € uma transformac&o discreta e na Figura
59 os pontos discretos foram ligados para facilitar observacao.

Figura 58 — Pulso de 100 ps em janela de tempo de 5 ms.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 59 — Espectro unilateral do protocolo ESOPE.
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Figura 60 — Distribuicdo de poténcias do protocolo ESOPE para trés grupos de
frequéncias.
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Fonte: Préprio autor.

O codigo para a transformacéo é disponivel em repositério online
atualizado pelo autor: <github.com/gpintarelli/EP_protocol FFT>.
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APENDICE E - Desenvolvimento Analitico da Equacéo de
Alteracdo de Temperatura

Nesse apéndice é exposto o desenvolvimento de equacdo de
alteracdo de temperatura em funcéo da aplicacdo de protocolos de campo
elétrico em certo intervalo de tempo. As suposi¢cdes necessarias para obter
a equacao final (equacdo 18) sdo sublinhadas.

A lei de Joule (efeito Joule) explica o acréscimo de energia em
Joules em um material decorrente da passagem de corrente elétrica,
equacdo 10.

trim
AQ =R i2dt (10)

tinicio

Onde A4Q é a energia térmica gerada (Joules, SI), R a resisténcia elétrica
do material (Q, Sl) e i é a corrente elétrica que percorre o material durante
o intervalo de tempo dt (s, SI).

Para protocolo monopolar de duracdo t e amostra puramente
resistiva, podemos simplificar a equacéo 10 para a 11.

VZ
AQ =Ri2t=Ft (11)

Supondo campo elétrico homogéneo em todo volume entre
eletrodos de placas paralelas, podemos estabelecer que o médulo do
campo elétrico E (V/m) é proporcional a razdo de tensdo V (V, Sl)
aplicada entre eletrodos e distancia d entre eletrodos (m, Sl), conforme
equacéo 12.

%4

Além disso a resisténcia da amostra puramente resistiva R é em
funcdo somente de condutividade o (S/m, SI) e area A Unica de contato
da amostra com eletrodos (m2, SI), conforme equacéo 13.

R=— (13)
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Substituindo na equacgdo 11 os parametros V e R é encontrado a
equacdo 14. Essa representa a energia em Joules transferida para amostra
apos protocolo de eletroporacéo.

4Q = E?toAd (14)

Se toda a amostra estiver entre o volume de eletrodos (Vol), entdo
0 volume abrangido € de acordo com equacéo 15.

Vol = Ad (15)

Se toda energia transferida ao material se converter em energia
térmica somente no volume do material de maneira_homogénea, o
acréscimo de de temperatura AT (K, SlI) é conforme equag&o 16.

AT = 40 (16)
mc

Onde c é o calor especifico a pressao constante (J/m2 °C) e m a massa do
material (kg).

A alteracdo de temperatura AT (°C) de uma amostra apés aplicacéo
de protocolo de eletroporacéo é de acordo com a equagéo 17.

3 E%taVol
T ome

AT 7)

Se a densidade da solucdo for de 1 ka/L (como &gua e boa
aproximacdo para solucdes ibnicas com eletrélito de agua), entdo o
volume (Vol) é igual a massa (m). Por fim, a alteracdo de temperatura
(°C) de uma amostra apds aplicacdo de protocolo de eletroporacgéo é de
acordo com a equacdo 18.

E’to
AT = — (18)
A equacéo 18 foi encontrada na literatura (SMITH, 2011), porém
deducdo ndo é apresentada. Essa equagdo ndo apresenta igualdade de
unidade, que ocorre devido hip6tese de igualdade densidade, ou seja,

igualdade unidade de massa (kg) com unidade de volume (L).
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APENDICE F — Avaliagio Raio Médio Leveduras

Saccharomyces cerevisiae (CCT 0761, ATCC 36900) foram
preparadas conforme secdo 5.2.1.1. A Figura 61 mostra a imagem de
leveduras preparadas e dispostas em lamina de microscépio ético (input
do software) e o resultado de deteccdo das 783 amostras de leveduras.

Caodigo em MATLAB compativel foi desenvolvido com propdsito
de obter o raio médio de leveduras em imagem de microscopio 6tico. O
cédigo é disponivel em repositério online atualizado pelo autor:
<github.com/gpintarelli/yeast_radius_count>.

O processo de calibragdo foi realizado adotando cdmara de
Neubauer como padrao outro (nesse trabalho 1 pixel é equivalente a 189,4
nm).

Figura 61 — A esquerda imagem obtida através de microscopio Optico Biofocus
(BIO1600BA). A direita resultado da detecgdo do software projetado. Os circulos
azuis demonstram deteccdo de 783 leveduras.

5

Fonte: Préprio autor.

O histograma dos resultados de raio médio e box plox sdo
disponiveis na Figura 62 e Figura 63 respectivamente. Desses dados
conclui-se que a distribuicdo de raio médio de levedura Saccharomyces
cerevisiae (CCT 0761, ATCC 36900) ndo segue distribuicdo normal.
Pois, ndo apresenta histograma normal e ndo apresenta box plot simétrico.
Ja que o raio médio ndo segue a distribuicdo normal pode ser utilizado a
mediana e percentil (5 e 95 %) para representar esses valores. Obteve-se
0 raio médio de 3.46 um, percentil inferior igual & 3.10 pm e percentil
superior igual & 4.14 ym.
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Figura 62 — Histograma do raio médio de leveduras analisadas nessa dissertacéo.
A linha em vermelho indica uma curva compativel aos dados, obtida com Matlab.
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Figura 63 — Box plot do raio médio de leveduras analisadas nessa dissertacao.
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