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RESUMO

A eletroquimioterapia é uma técnica que visa melhorar ou substituir tratamentos tradicio-
nais contra o cancer, utilizando a eletroporagao. Ela apresenta resultados mais rapidamente
e reduz drasticamente os efeitos colaterais em relagdo a quimioterapia convencional. Os
protocolos atuais determinam um procedimento padrao para a aplicacao da eletroquimio-
terapia, porém caso o tratamento seja considerado ineficiente, o que pode levar dias, uma
vez que nao ha feedback visual imediato do tecido tratado, o protocolo é reaplicado. Como
a eletroporacao altera a impedancia elétrica do material, o sensoriamento por impedancia
permite o sensoriamento da dinamica de eletroporacao. Nesse trabalho foi desenvolvida
uma técnica para medi¢do de impedancia durante o processo de eletroporacao utilizando
pulsos quadrados entre os pulsos de eletroporacao, de forma a obter-se os dados necessarios
para extracao da impedancia, afim de ter um acompanhamento mais preciso da dindmica
de eletroporacao. Para isso, foi necessario desenvolver circuitos eletronicos e algoritmos
para o posterior processamento do conteiido harmoénico, para que se consiga monitorar a
ocorréncia da eletroporagao. Os resultados deste trabalho demonstram que existe variacao
na impedancia antes e depois da eletroporacao. Este efeito pode ser obtido através da
aplicacao de ondas quadradas e andlise das componentes de frequéncia com erros de 5%
no espectro de frequéncia de 1kHz a 30kHz.

Palavras-chave: Eletroporaciao, Campos Elétricos Pulsados, Impedancia elétrica.






ABSTRACT

Electrochemotherapy is a technique that aims to improve or replace traditional cancer
treatments by using electroporation. It delivers results faster and dramatically reduces side
effects compared to conventional chemotherapy. The current protocols dictate a standard
procedure for applying electrochemotherapy, but if the treatment is deemed ineffective,
which can take days because there is no immediate visual feedback from the treated tissue,
the protocol is reapplied. Since electroporation changes the electrical impedance of the
material, impedance sensing allows the sensing of electroporation dynamics. In this work
we developed a technique for impedance measurement during the electroporation process
using square pulses between electroporation pulses, in order to obtain the necessary data
for impedance extraction, in order to have a more precise follow-up of the electroporation
dynamics. For this, it was necessary to develop electronic circuits and algorithms for further
processing of the harmonic content, in order to monitor the occurrence of electroporation.
The results of this work demonstrate that there is a variation in impedance before and
after electroporation. This effect can be obtained by applying square waves and analyzing
the frequency components with 5% errors in the frequency spectrum from 1kHz to 30kHz.

Keywords: Electroporation, Pulsed Electric Fields, Electrical Impedance.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacao Pan-Americana de Satde (OPAS), o cancer é a segunda
principal causa de morte no mundo, pois causou 9,6 milhoes de mortes no ano de 2018
(OPAS, 2020), 70% dessas mortes acontecem em paises de baixa e média renda. No Brasil,
s6 no ano de 2020 foram registrados 625 mil 6bitos causados pelo cancer (INCA, 2021a).

O diagnostico em estagio inicial, quando acompanhado de tratamento, pode aumentar
a sobrevida dos pacientes em até 17 vezes (SOARES, L. R. et al., 2015). Quimioterapia,
radioterapia e imunoterapia sao os tratamentos utilizados tanto em estagios iniciais quanto
em estdgios mais avangados da doenca (KOWALSKI, 2018), sendo a quimioterapia o
principal deles, representando 50% dos casos de cancer curados de 2017 a 2018 (CHU,
2018), porém esse tratamento apresenta diversos efeitos colaterais provocados pela dosagem
necessaria de quimioterapicos (IVC, 2021).

A Eletroquimioterapia é uma técnica inovadora de tratamento de cancer, baseada na
quimioterapida (SPUGININI; PORRELLO, 2003), que possibilita o uso de uma quantidade
menor de quimioterapicos, diminuindo os efeitos colaterais da quimioterapia tradicional
(SANTANA, 2012). Além disso, a Eletroquimioterapia é um tratamento seletivo, ou seja,
permite focalizar uma determinada regiao de interesse (tumor), enquanto preserva vizi-
nhancas de tecido saudavel. Porém, o protocolo atual fixa um procedimento padrao para
a aplicagdo da Eletroquimioterapia (ESOPE, 2002; GEHL et al., 2018), que nao possui
feedback imediato, ou seja, o médico deve aguardar dias para verificar se o tumor redu-
ziu ou nao. O sensoriamento da impedancia do material eletroporado torna possivel um
acompanhamento mais preciso da dindmica de Eletroquimioterapia (LOPEZ-ALONSO
et al., 2020).

Dentro deste contexto, este trabalho visa analisar a possibilidade de leitura de
impedancia para detectar a Eletroporacao (antes e depois do tratamento). Foi estudado
usar o proprio conjunto de eletrodos, ja normalmente aplicado ao tecido, para estimulagao
com o protocolo de Eletroquimioterapia. Foi utilizado o conteiiddo harmoénico de pulsos
quadrados para a medicao da impedancia em frequéncias entre 1kHz a 30kHz em tecido

vegetal in vitro.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho é o estudo de um sistema para sensoriamento da

Eletroporacao e teste em tecido vegetal.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Simulacoes de topologia de circuitos elétricos.
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e Programacao de algoritmos para analise de impedancia.
» Validacao de medigoes elétricas em cargas conhecidas.

o Experimentacao com tecido vegetal, com medigoes de tensoes elétricas.

1.3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

O capitulo 2 aborda os principios e defini¢oes dos temas relacionados ao trabalho,
tais como o cancer e tratamentos, formagao de poros na membrana plasmatica de tecidos
vegetais com a aplicacdo de Campos Elétricos Pulsados, denominado Eletroporagao, aplica-
¢ao de Campos Elétricos Pulsados para tratamento de tumores e alteracao da impedancia
elétrica do tecido vegetal causada pela Eletroporacao.

No capitulo 3 sdo definidos os métodos e materiais utilizados para alcancar os
objetivos deste trabalho, tais como softwares de simulagoes de circuitos elétricos e a
programagao utilizada para analise dos dados.

Os resultados sdo mostrados no capitulo 4 e discutidos no capitulo 5, e apresentados
em divisao tal qual estabelecida no capitulo 3. Por fim, no capitulo 6 sao expostas as

conclusoes obtidas a partir da realizacao deste trabalho.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Nessa sessao sera feita uma breve revisao de conceitos biolégicos e matematicos
importantes para o entendimento dos procedimentos, de forma a embasar os experimentos

que seguemn.

2.1 CANCER E QUIMIOTERAPIA

Cancer é um termo que engloba mais de 100 doencas diferentes, mas normalmente é
caracterizado pelo crescimento desordenado das células, que podem invadir tecidos e 6rgaos
proximos e distantes. Uma célula originaria de cancer geralmente possui a superexpressao
de fatores de crescimento ou a falta de proteinas supressoras da divisdo, esses fatores
podem provocar divisoes celulares descontroladas e sem regulacao, que podem originar um
tumor. Os diferentes tipos de cancer podem ser diferenciados a partir do tipo de célula que
o originou, quando eles surgem do tecido epitelial (como pele e mucosas), sdo denominados
carcinomas e quando surgem do tecido conjuntivo (como osso, musculo e cartilagem), sdo
denominados sarcomas. Os érgaos com cancer sao compostos por células e tecidos normais

e por células e tecidos cancerosos, como é mostrado na Figura 1 (INCA, 2020b).

Figura 1 — Um 6rgao doente, possuindo células e tecidos normais, a esquerda, e células e
tecidos cancerosos, a direita.
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Fonte — (INCA, 2020b)

O cancer causa alteracoes na estrutura molecular do Acido desoxirribonucleico (DNA)
das células, que carrega a sua informagao genética. Essas alteragoes sao chamadas de mu-
tacOes, e fazem com que as células parem de agir, crescer e se dividir como deveriam. Ao
se dividir descontroladamente, elas podem se desprender do 6rgao ou tecido que se origi-
naram e alcancar outros tecidos ou érgaos pelo corpo, no processo chamado de metastase

(INCA, 2020a), como mostrado na Figura 2. O cancer se torna perigoso quando surge em,



2.2. ELETROPORACAO E ELETROQUIMIOTERAPIA 28

ou atinge por metastase, érgaos essenciais para a vida, atrapalhando o funcionamento

desses érgaos e podendo levar & morte do individuo infectado (CRUK, 2019).

Figura 2 — Processo de metastase de um tumor.
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Fonte — (INCA, 2020a)

Segundo o INCA (2021b) "A Quimioterapia é um tratamento que utiliza medica-
mentos para destruir as células doentes que formam um tumor'. Esses medicamentos sao
levados até o tumor, e até as demais partes do corpo, pela corrente sanguinea, destruindo
células doentes e saudaveis no processo. Os principais objetivos da quimioterapia sdo:
eliminar completamente o tumor, ter um controle sobre a metéstase do tumor (quando a
eliminagdo completa nio é possivel) e melhorar a qualidade de vida do usuédrio e aumentar
a sua sobrevida (ONCOGUIA, 2021).

Porém, como as células cancerigenas possuem uma permeabilidade da membrana
celular até 11 vezes menor quando comparada a uma célula saudavel (RIVEL et al., 2018),
o que dificulta a entrega de farmacos para o tecido tumoral (WILHELM et al., 2003), o uso
de uma grande quantidade de quimioterapicos se faz necessario. Como a quimioterapia
afeta as células que se dividem muito rapido é comum que os pacientes submetidos a
quimioterapia tenham varios efeitos colaterais, como queda de cabelo, queda das unhas e

descamagao das maos e dos pés (IVC, 2021).

2.2 ELETROPORACAO E ELETROQUIMIOTERAPIA

A Eletroporagao (EP) é uma técnica que possibilita a criacdo de poros na mem-

brana celular com a aplicacdo de Campos Elétricos Pulsados (PEF)!, aumentando a sua

' Do inglés, Pulsed Electric Fields.
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permeabilidade (NEUMANN et al., 1982). O aumento da permeabilidade possibilita a
transferéncia de farmacos, material genético e de outros produtos quimicos para o interior
da célula (WEAVER et al., 1996). O processo de EP ¢é ilustrado na Figura 3.

Figura 3 — Esquematico do processo de EP, apresentando os limiares e efeitos das regioes
da EP. ERg é o limiar de eletroporacgao reversivel, Ejgg € o limiar de eletropo-
racao irreversivel e Etgry € o limiar de eletroporagao com lesao térmica.
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A intensidade do PEF no material a ser eletroporado determina o tipo de efeito, sendo
dividida em 2 categorias, a Eletroporacdo Reversivel (RE)!, a Eletroporacio Irreversivel
(IRE)M, Além disso, também é possivel causar danos térmicos ao material.

A RE nao apresenta danos ao material eletroporado, acontecendo somente o aumento
da permeabilidade das células através da abertura de poros na membrana celular, e o
fechamentos desses poros com a retirada do campo elétrico. Para que a RE ocorra, é
necessario que um limiar de intensidade de campo elétrico, chamado Erg, seja ultrapassado

(WEAVER et al., 1996). A IRE acontece quando o campo elétrico excede um novo limiar,

M Do inglés, Reversible electroporation.

MDo inglés, Irreversible electroporation.
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chamado Erg. Quando se atinge esse limiar, os poros da membrana celular nao se fecham
com a retirada do campo elétrico, levando a abla¢ado (morte) do material eletroporado
(IVORRA, 2010). E o dano térmico acontece quando o campo elétrico atinge um novo
limiar, chamado Ergry. Quando esse limiar é atingido acontecem lesdes no material
eletroporado causadas por efeito Joule (PLIQUETT, 2003). O dano térmico deve ser
evitado em tratamento por EP.

A Eletroquimioterapia (ECT)IV! é um procedimento que consiste na juncio da
quimioterapia com a EP no tumor, aumentando a permeabilidade da membrana celular
das células tumorais e, consequentemente, aumentando a absorcao dos quimioterapicos
(SPUGININTI et al., 2003). O processo tipico de aplicagdo da ECT consiste de quatro
etapas principais que sao mostradas na Figura 4. A aplicacao dos PEF é feita com o uso
de eletrodos e aplica¢ao de diferengas de potenciais entre eles (passo 3). A ECT é uma
técnica que aumenta a gama de aplicacoes da quimioterapia, tornando-a um tratamento
menos invasivo e mais seletivo (RANGEL et al., 2019), pois diminui os efeitos colaterais,

mutilagoes e o tempo de resposta ao tratamento (SANTANA, 2012).

Figura 4 — Passos de aplicacao tipica da ECT.

1)Injecao de
quimioterapicos
no tumor

2)Insercao dos
eletrodos no
tecido tumoral
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dos PEF

Fonte — adaptado de EVVIVAX (2016)

Os farmacos mais estudados na ECT sao a bleomicina e a cisplatina, que apresentam
naturalmente um baixa permeabilidade na membrana celular (SPUGININTI et al., 2003).
O processo de absor¢ao da bleomicina (chamado endocitose, em que a célula engloba a
substancia para poder absorve-la) é lento, o que acaba limitando a sua eficiéncia. Com
o uso da EP, a entrada da substancia é facilitada, aumentando o seu efeito em até 8000
vezes. Ja a cisplatina, que também apresenta naturalmente uma baixa taxa de absorcao
celular, tem o seu efeito aumentado em até 80 vezes com a EP (RANGEL et al., 2008).

VDo inglés, Electrochemotherapy.
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A Padrdes Europeus de Procedimentos de Eletroquimioterapia (ESOPE)!V], responsa-
vel por uniformizar as aplicagoes clinicas em células e tecidos, e estabelecer procedimentos
padroes para a ECT (ESOPE, 2002; GEHL et al., 2018), recomenda um determinado
protocolo de PEF, que contém um nimero especifico de pulsos e intensidade, além de
orientacoes de aplicagdo em func¢ao do nimero e tamanho dos nédulos. Apds a aplicagao
desses PEF, caso o tratamento se mostre ineficiente, o que pode levar dias, o tratamento
é inteiramente reaplicado (LOPEZ-ALONSO et al., 2020).

2.3 MONITORAMENTO DA ELETROPORACAO

Bioimpedancia elétrica ¢ a leitura da impedancia elétrica de amostras biologicas. Esse
pardmetro pode refletir algumas condigoes fisiolégicas dos materiais, ou eventos como a
EP. Schwan (1957) definiu 3 dispersoes caracteristicas na constante dielétrica de materiais

biologicos, que sao mostradas na Figura 5.

Figura 5 — Constante dielétrica de um material bioldgico x frequéncia [Hz].
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Fonte — adaptado de De Lorenzo et al. (1997).

As dispersoes, Alfa e Beta, aparecem de 10 até as dezenas de MHz sao associadas com
processos de difusao ionica (dispersao Alfa) e com propriedades dielétricas das membranas
celulares (dispersao Beta) (IVORRA, 2003). O processo de EP, ao criar os poros na
membrana celular, altera a sua constante dielétrica, alterando também a dispersao beta

(IVORRA et al., 2009).

VI Do inglés, European Standards Procedures on Electrochemotherapy.
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Além da variacao na constante dielétrica do material, o processo de EP também causa
uma alteragdo na conduténcia elétrica da membrana celular (IVORRA et al., 2009). Essas
alteracoes na condutancia e na constante dielétrica da membrana levam numa alteracao
da impedancia elétrica do material eletroporado (ZHAO et al., 2018) e a leitura dessa
impedancia torna possivel o monitoramento do processo de EP como um todo (LORENZO
et al., 2021; LOPEZ-ALONSO et al., 2020). O esquema da mudanga de impedancia é
mostrado na Figura 6, onde 6a representa o tecido sem a aplicacao da EP e 6b representa
o tecido apos a aplicagdo IRE. As setas indicam o caminho da corrente elétrica em baixa
frequéncia. As membranas celulares, devido a sua caracteristica capacitiva, dificultam a
passagem da corrente. Caso as membranas possuam alteracoes, como a abertura de poros

causada pela EP, o caminho da corrente elétrica é facilitado.

Figura 6 — Esquema de variagao de impedancia no tecido causado pela EP.
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Fonte — autor
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2.4 BASES DE FOURIER

A série de Fourier de um sinal periédico z(t), com periodo T e frequéncia fundamental
wp, ¢ a decomposigao deste sinal na soma infinita de fung¢oes periddicas elementares (como
senos e cossenos) cada uma sobre uma frequéncia que seja miltipla de wy (CURTARELLI,

2020). A sua lei de formagao é dada pela equagao (1).

o

()= Y o (1)

n=—oo

A Transformada de Fourier de um sinal qualquer no tempo z(¢), denominada X (f)

e definida pela equagao (2), é utilizada para analisar o comportamento em frequéncia de
um sinal (CURTARELLI, 2020).

X(f)= [ a)e !t (2)

—00

Sabe-se que a Transformada de Fourier de um sinal periédico é uma sequéncia de
impulsos que coincide com os coeficientes ¢, da série de Fourier, sendo possivel estender
algumas das propriedades da Série de Fourier para a Transformada de Fourier, em especial
a propriedade da série de Fourier de sinais impares com simetria de meia onda (LATHI,
2007).

Seja z(t) um sinal periédico com periodo T e fmparVl, ele é dito simétrico de meia
onda se, e somente se, z(t) = —xz(t + 7/2). Um sinal impar e simétrico de meia onda
¢ mostrado na Figura 7. Podemos ver que, além da antissimetria presente em multiplos
inteiros de T, devido ao sinal ser impar, existe uma simetria nos multiplos impares de
T/2, devido ao sinal ser simétrico de meia onda. Além disso, todo sinal impar e simétrico
de meia onda tem seus coeficientes de Fourier ¢,, dados pela equagao (3) (ZANINOTTO
et al., 2015).

0, sen for par .
Cp = (3) dn e N|CeC (4)

C, se n for impar

Portanto, a série de Fourier e a Transformada de Fourier de um sinal impar com
simetria de meia onda s6 possui valores nao nulos para multiplos impares de sua frequéncia

fundamental wy.

Mum sinal fmpar é um sinal que z(—t) = —x(t) ¥t € R (MATEMATICA, 2021).
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Figura 7 — Sinal impar e com simetria de meia onda.

Fonte — autor

A Transformada Répida de Fourier (FFT)MU é uma técnica computacional que
consiste no célculo da Transformada de Fourier de uma forma mais eficiente (ROCKMORE,
2000), sendo capaz de ser implementada digitalmente. Porém, por se tratar de uma
versao truncada da Transformada de Fourier, a FFT possui erros de quantizagao que sao

intrinsecos e constantes com a frequéncia (JAMES, 1975).

VIIDo inglés, Fast Fourier Transform.
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3 MATERIAIS E METODOS

O proposito desse trabalho é o desenvolvimento de uma técnica para monitorar a
dindmica da EP através do monitoramento da variagao da impedancia. Para isso, um trem
de pulsos quadrados de baixa tensao é produzido entre os pulsos de alta tensao da EP
(LOPEZ-ALONSO et al., 2020).

A forma de onda da tensao proposta para ser aplicada no material a ser eletroporado,
mostrada na Figura 8, foi adaptada de LOPEZ-ALONSO et al. (2020), porém com pulsos
de EP bipolares, pois esses mostram diversas vantagens em relagao aos pulsos bipolares
(ARENA et al., 2011). U, e U, sao escolhidos respeitando os limiares de EP, sendo que
U, nao pode gerar quaisquer efeitos no material e U, precisa gerar um PEF entre Egrg e
Eire para que ocorra a RE ou acima de Erg para que ocorra a IRE. A frequéncia na qual

se quer caracterizar os materiais define a frequéncia dos trens de pulso de baixa tensao.

3

Tenséao

u2

Trem de pulsos

L OAA A0 AR N0 ...
i UL il DL UL rempo

\ /

Pulso de eletroporagao

-U2

Figura 8 — Formas de onda sugerida para EP, com pulsos de alta tensao para EP (verme-
lho) e pulsos de baixa tensdo para a leitura da impedéancia (azul).

Fonte — autor

3.1 CIRCUITO

Neste topico sera dado enfoque ao circuito implementado para producao da forma
de onda mostrada na Figura 8. Foi desenvolvido um circuito baseado em Prabaharan et al.
(2017) e esse circuito é mostrado na Figura 9. O circuito é composto por uma ponte H
(arranjo de transistores Qg, Q3, Q4 € Qs), responsavel pela troca do sentido da corrente

na carga, e um transistor QQ;, responsavel pelo pulso de EP.
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Figura 9 — Circuito desenvolvido.

Fonte — adaptado de Prabaharan et al. (2017)

Para se atingir o potencial de +U; na carga, aciona-se apenas os transistores Qs e
Q5, para se atingir o potencial +U; o transistor Q; é acionado, além dos transistores Qo
e Q5. Para se atingir os potenciais —U; e —U, 0 mesmo esquema é feito, porém com os
transistores Q3 e Q4 no lugar dos transistores Qs e Q5. Os caminhos das correntes para
cada uma dos casos é mostrado na Figura 10. As tensoes V1 e V5 sdo determinadas pelo

material a ser eletroporado (V1=U; e Vo=Uy — V7).

Figura 10 — Caminho das correntes no circuito.
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Fonte — autor
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3.2 PROGRAMACAO

Nesta topico sera dado enfoque na programacao utilizada para realizar o calculo
da impedancia. Primeiramente foram extraidos da carga a tensao e a corrente, e entao a
impedancia foi calculada a partir da equagao (5) (LORENZO et al., 2021).

Z(f) = %) (5)

Onde V(f) e I(f) sdo a FFT da tensao e da corrente na carga, respectivamente. Re-
sultando, entao, na transformada de Fourier da impedéancia, Z(f), da carga. E importante
notar que, como a tensao ¢ um trem de pulsos, que é uma fungao impar com simetria
de meia onda, sua transformada de Fourier s6 tera valores nao-nulos para frequéncias
multiplas da frequéncia fundamental, o mesmo vale para a transformada de Fourier da
impedancia (LOPEZ-ALONSO et al., 2020; BHONSLE et al., 2018).

A programacao consiste no calculo das FFT dos sinais de tensao e de corrente, seguida
pela divisao dos sinais resultando na impedéancia e, para evitar valores nao confiaveis
gerados por ruido, sao zerados todos os seus valores que estao fora dos multiplos impares
da frequéncia fundamental do trem de pulsos da tensao. O diagrama da Figura 11 ilustra

€Sse Processo.

e N MY

Tenséo —» FFT

. J \. J
Separar . .
par Impedancia
Harmonicas
r ~ )

Corrente —» FFT

\_ J & —

Figura 11 — Diagrama do calculo da impedancia.

Fonte — autor

3.3 METODO DE LEITURA

Para medicao de corrente e tensao entre os pulsos de tensdao foi usado o método
Tensiao-Corrente (VAZQUEZ-NAMBO et al., 2020), onde a tensdo e a corrente foram
retirados em relagdo & mesma referéncia. A corrente foi obtida através da leitura da tensao
em um resistor de baixa resisténcia (Rsgunt), 0 esquema de leitura das tensoes é mostrado
na Figura 12.

A tensdo sobre a carga é dada pela equacao (6), e a corrente é dada pela equagao

(7).
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Figura 12 — Esquema para leitura de tensao e corrente na carga.

Fonte — autor
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O equipamento utilizado para as medigoes das tensoes foi o osciloscopio digital
Tektronix TDS 1001B, que possui frequéncia de amostragem de 500 MS/s e 8 bits de
resolucao, com a ponteira Tektronix P2220 e o equipamento utilizado para as medig¢oes
dos resistores e capacitores utilizados na validagdo, bem como o resistor Rsgunt, foi
o multimetro Aneng ANS8009. Foi considerado que os valores lidos com o multimetro
nao sofreram alteragoes considerdveis com a frequéncia no escopo desse trabalho (ordem
de kHz), ou seja, todos os erros foram causados pelo método de leitura proposto, por
erros de discretizagao do osciloscopio e por ruido. Para as medigoes relativas ao circuito
demonstrativo de geragao de multiniveis discretos foi utilizado o osciloscopio analdgico
Caddo 802 com a ponteira Tektronix P6100.

3.4 TESTES INICIAIS

Antes de realizar os experimentos com tecido biolégico, foram realizados alguns

testes através de software e circuitos, de forma a validar a metodologia e a teoria expostas:
o Testes do circuito:

— Para uma validagao inicial da topologia, o circuito mostrado na Figura 9 foi
montado no software Power Simulation (PSIM). As tensdo das fontes foram
Vi=10V e Vo = 90V, o que levou aos potenciais U; = 10V e Uy = 100V
Além disso, a frequéncia fundamental do trem de pulsos entre os pulsos de EP
foi frvem=42.5kHz;

— O circuito mostrado na Figura 9 foi montado em bancada, os transistores
utilizados na ponte H foram os transistores IRF3205, o transistor Sy utilizado
foi o transistor IRF9640, o diodo D; foi o diodo 1N4004, fontes utilizadas para
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V1 e V4 foram fontes de 5V e o acionamento dos transistores foi feito com um
Arduino Uno.

o Testes do programa:

— Para reproduzir o sistema de aquisicao de dados utilizado no teste in vitro, o
circuito da Figura 12 foi montado no PSIM. A fonte de alimentacao do circuito

¢ uma fonte de tensdo quadrada com amplitude de 10V e frequéncia de 1kHz;

— Para validar a programacao e realizar uma comparagao com os resultados
de software, o circuito da Figura 12 foi montado em bancada. A fonte de
alimentagao do circuito é uma fonte de tensao quadrada com amplitude de 12V

e frequéncia de 1kHz.

3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Para estudar a variacao de impedancia causada pela EP foi conduzido um experi-
mento de aplicagao da EP alternada pela medicao de impedancia em 16 partes de batata
(por se tratar do padrao in vitro para testar a EP (MIKLOVIC et al., 2017)), sendo que
5 delas tiveram a impedancia medida com trens de pulso de 1kHz e as outras 5 tiveram
a impedancia medida com trens de pulso de 10kHz, ambos com amplitude de 12V. Vale
notar que a EP foi feita por uma uma sequéncia de 8 PEF, cada um com intensidade de
120kV/m (ESOPE, 2002; GEHL et al., 2018). O campo elétrico foi aplicado, utilizando
um eletroporador do Instituto de Engenharia Biomédica (IEB) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC), com 4 eletrodos do tipo agulha inseridos no tecido vegetal,
conforme a Figura 13. Definiu-se o campo elétrico maximo de 120 kV/m considerando a
diferenca de potencial entre cada par paralelo de 240 Volts. A distancia entre eletrodos
¢ de 2 mm, didmetro agulha 0.7 mm e altura 10 mm. Segundo Ivorra, Mir e Rubinsky
(2009) e Berkenbrock et al. (2018) 120kV/m provoca IRE no tecido vegetal, alterando
a sua impedancia. O grupo de controle é composto por 6 batatas, 3 com a impedancia
medida com trens de pulso de 1kHz e as outras 3 com pulsos de 10kHz. Todas as ba-
tatas eletroporadas tiveram a impedancia medida com os trens de pulso, passaram pelo
processo de EP, e tiveram a impedancia novamente medida 1 minuto apos a retirada do
eletroporador. J& as batatas de controle tiveram a sua impedancia medida com o trem de
pulsos, foram colocadas no eletroporador, porém desligado, e tiveram novamente a sua

impedancia medida 1 minuto apos a retirada do eletroporador.
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Figura 13 — Esquema de eletrodos e tecido vegetal utilizado para testes in vitro.

Fonte — autor
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4 RESULTADOS

Nessa secao serao apresentados os resultados dos testes do circuito e da programacao,

bem como resultados da variacao de impedéancia nas batatas.

4.1 ESTUDO DA TOPOLOGIA

Os resultados da validacao da topologia sao mostrados na Figura 14. O circuito
montado no software PSIM é mostrado na Figura 14a e a tensao de saida do circuito é

mostrada na Figura 14b.

Figura 14 — Circuito e Resultados da validacao da topologia no PSIM.
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(b) Tenséao de saida do circuito [V] x tempo [s].

Fonte — autor

4.2 FUNCIONAMENTO DO CIRCUITO

O resultado da montagem fisica do circuito mostrado na Figura 9 ¢ mostrado na

Figura 15. Esta figura mostra que é possivel tensoes continuas em 4 niveis, -5V, +5V,
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-10V e +10V.

Figura 15 — Tensao da saida na carga do circuito completo.

Fonte — autor

4.3 VALIDACAO DA PROGRAMACAO COM RESULTADOS DE SOFTWARE

O circuito da Figura 16a foi montado no PSIM e os resultados das tensoes sao

mostrados na Figura 16b. Os valores utilizados para os componentes mostrados na Figura
16a sao mostrados na tabela 1.

Tabela 1 — Valores utilizados para a simulagao no PSIM.

Componente | Valor utilizado
Ry | 1EkQ
Ry | 100 Q
Rspunt | 15 2
Cl 1 ,uF

Fonte — autor
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Figura 16 — Circuito e resultados da validagao da programacao no PSIM.
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Fonte — autor

Os dados da Figura 16b foram processados pelo programa desenvolvido neste trabalho
para o calculo da impedancia. O resultado do processamento, juntamente da impedancia
tedrica ¢ mostrado na Figura 17a, o erro das primeiras 15 harmonicas, calculado através
da equacao (8), e mostrado na Figura 17b e o erro em todo o expectro da FFT é mostrado

na Figura 17c.

Zeorico_Z edido
Erro = 21 Medido| (8)

Z Teorico
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Figura 17 — Resultado do processamento de dados extraidos do PSIM.
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4.4 VALIDACAO DA PROGRAMACAO COM RESULTADOS EM CARGA CONHECIDA

O circuito da Figura 16a foi montado experimentalmente, e os resultados das tensoes
sao mostrados na Figura 18. Os valores utilizados para os componentes mostrados na

Figura 16a sdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2 — Valores reais dos componentes utilizados.

Componente | Valor Medido
Ry | 1004 2
Ry | 119,0 Q
RSHUNT 14, 75 Q
C1 [50V] | 955,3 nF

Fonte — autor

Figura 18 — Tensao e corrente na carga conhecida, sendo a corrente mensurada usando a

tensdo do Rspunt-
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Os dados da Figura 18 foram processados pelo programa desenvolvido para calculo
da impedancia. O resultado do processamento e a impedéancia tedrica, é mostrado na
Figura 19a, e o erro, calculado através da equagdo (8), das primeiras 30 harmdnicas e

mostrado na Figura 19b.
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Figura 19 — Resultado do processamento de dados extraidos experimentalmente.

* Medido
. —— Teodrico
S 500

103 10°
Frequéncia (Hz)

(a) Resultado do processamento[€)] x frequéncia[Hz].

251

=
(S,

Erro (%)

=
o

0 10 20 30 40 50 60
Frequéncia (kHz)
(b) Erro[%] x frequéncia[Hz].

Fonte — autor

45 LEITURA DE IMPEDANCIA DAS BATATAS

As leituras das tensoes de uma das amostras de tecido vegetal usadas no experimento,
realizada com o trem de pulsos de 1kHz, é mostrada na Figura 20, e as tensoes antes

da EP sao mostradas na Figura 20a e as depois apos a aplicacao dos pulsos de EP sao
mostradas na fiura 20b.
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Figura 20 — Tensao e corrente na batata, sendo a corrente mensurada usando a tensao do

Rsnunt.
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(b) Tensao e corrente na batata depois da EP.

Fonte — autor

As variagbes das 16 primeiras harmonicas da impedancia das batatas lida com o trem
de pulso de 1kHz é mostrada na Figura 21a; das 4 primeiras harmonicas da impedancia
das batatas lida com o trem de pulso de 10kHz é mostrada na Figura 21c; das 16 primeiras
harmoénicas da impedancia das batatas de controle lida com o trem de pulso de 1kHz
¢ mostrada na Figura 21b; e das 4 primeiras harmoénicas da impedancia das batatas de

controle lida com o trem de pulso de 10kHz é mostrada na Figura 21d.
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Figura 21 — Variagao das impedancias causada pela EP.
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O grafico das primeiras 16 harmonicas das impedancias lidas com o trem de pulso de
1kHz antes e depois da EP é mostrado na Figura 22a, e o grafico das primeiras 3 harmonicas
das impedancias lidas com o trem de pulso de 10kHz antes e depois da EP, junto de um

demonstrativo do caminho de campo elétrico passando pelas células, é mostrado na Figura
22b.
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Figura 22 — Leitura das impedancias.
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5 DISCUSSAO

Com o circuito descrito em software, usando chaves ideais, foi possivel geracao de
sinais multiniveis, conforme Figura 14. O controle das chaves é simples devido ao arranjo
dos transistores, em que somente 2 controles se fazem necessarios: um para controlar Q1,
que aciona os pulsos de EP; e outro para controlar a ponte H, que varia o sentido da
corrente tanto em baixa tensao quanto nos pulsos de EP.

O conversor multinivel, adaptado de Prabaharan et al. (2017), é capaz de gerar
as formas de onda desejadas, conforme Figura 15. O osciloscopio esta configurado com
10V /div na escala horizontal e 1ms/div na escala vertical, portanto pode-se notar que
o trem de pulsos que caracterizaria o material esta configurado com uma frequéncia de
2kHz e que os potenciais U; = 5V e Uy = 10V, E, como os transistores utilizados tem um
alto alcance tanto de tensao quanto de corrente, é possivel escalar o circuito para tensoes
e correntes maiores.

A Figura 17 mostra que na faixa de interesse desse trabalho (frequéncias entre 1kHz
e 30kHz) o seu valor maximo ¢é de 0,41%, e para frequéncias acima dos 30kHz, onde as
componentes que compoem o sinal sdo muito pequenas, confundindo-se com o erro de
quantizacdo, o erro sobe até 2,65%.

O erro da impedancia aumentou se comparado aos dados extraidos do software, pois
ultrapassou os 25% entre 1kHz e 60kHz, conforme Figura 19. Esse erro se da a partir da
soma dos erros de quantizacao da FFT, do erro de discretizagao do osciloscopio e do ruido
presente na medicao. Considerando somente as 16 primeiras harmonicas, indo até 31kHz,
o erro se mantém abaixo dos 6%, sendo que os principais contribuintes para esse erro sao a
discretizagao do osciloscépio e o ruido (visto que os resultados de software se mantiveram
abaixo dos 0.5%).

Na Figura 21, para os trens de pulso de 1kHz, a variacao de impedancia causada
pela EP foi de 80% para as frequéncias menores, indo até 50% em frequéncias maiores,
o que condiz com LOPEZ-ALONSO et al. (2020), e o monitoramento dessa impedancia
possibilita o monitoramento do processo de EP como um todo. A variagdo presente no
conjunto de controle ficou na casa dos 10%, e essa se deve principalmente ao ruido e ao
erro de discretizacao do osciloscopio, como dito na secao 4.4. J4 para os trens de pulso
de 10kHz somente as 2 primeiras harmonicas obtiveram um resultado satisfatorio, pois
a partir da terceira harmonica a variagao causada pela EP se aproxima com a variacao
presente no conjunto de controle, e como as duas primeiras harmoénicas de 10kHz entao
presentes na analise feita com os trens de pulso de 1kHz, o uso do trem de pulsos de 10kHz
se faz desnecessario.

A Figura 22 mostra que a EP alterou a impedancia do material. Além disso, a
dispersao beta, que acontece perto dos bkHz, diminui apés a EP. Isso acontece devido

a criacao de poros permanentes na membrana celular causada pela IRE que as batatas
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foram submetidas.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido uma metodologia para o sensoriamento da impedan-
cia durante a EP. Foi desenvolvida uma técnica de processamento do dados de tensao e
corrente para o calculo da impedancia que acrescenta erros minimos ao processo e um
circuito para chaveamento das tensoes na carga a ser eletroporada que é capaz de produzir
as formas de onda necessarias para a EP do tecido e para se fazer a analise de impedan-
cia proposta no trabalho. A técnica demonstrada pode ser utilizada na deteccao da EP.
Adaptagoes desta técnica podem contribuir para melhora do procedimento de tratamento
de cancer por ECT, por exemplo, detectar se o tecido foi eletroporado ou nao.

Foi observada uma variacao consideravel na impedancia do tecido vegetal eletropo-
rado, mostrada na Figura 22a e 22b, e essa variacao é consistente com os resultados de
LOPEZ-ALONSO et al. (2020) e LORENZO et al. (2021). O sensoriamento entre pulsos
dessa impedancia, aliado de um entendimento mais profundo do processo de EP como
um todo, torna possivel o acompanhamento mais preciso da dinamica da EP. Com esse
acompanhamento seria possivel melhorar o protocolo descrito por ESOPE (2002) e Gehl
et al. (2018), ja que este fixa um procedimento padrao para o tratamento de qualquer tipo
de tumor utilizando a ECT. Seria possivel a utilizacao de um feedback, em que a escolha
do niimero de pulsos de EP seria dada via software. Além disso, como os PEF de EP e os
PEF propostos para a extracao da impedancia acontecem em tempos diferentes, o mesmo
conjunto de eletrodos pode ser usado para ambos os casos.

Em trabalhos futuros é possivel fazer uma integracao maior dos sistemas apresentados,
com o uso de microprocessadores para realizar os calculos e acionamento das chaves, estudo
de novas topologias para a geracao da forma de onda da Figura 14b, estudo em tecidos

animais e utilizagdo de mais chaves e fontes de tensdo para se obter multiplos patamares
de EP.
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