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A aplicagdo de campos elétricos intensos em suspensoes de células provoca o aumento
da condutancia da membrana plasmatica (Gn). Este fendmeno, chamado de
eletroporacdo, tem sido utilizado na biologia e medicina. Alguns mecanismos ¢
fundamentos da eletroporacdo ainda nao sdo completamente entendidos. Neste trabalho
realizou-se medi¢des macroscopicas da condutividade de suspensdes celulares, e através
da analise numérica, obteve-se as alteracdes microscopicas (como, condutancia e
potencial na membrana) causadas pela eletroporacdo. A alteragdo da condutividade da
suspensao de células foi medida com a aplicacdo de campo entre 400 e 1650V/cm, para
fracdes volumétricas de p=0,07 e 0,35. Os resultados experimentais (p=0,07) foram
utilizados para obter os parametros dos modelos de Krassowska et al. (1999) e Hibino et
al. (1993). Com a analise numérica, estudou-se a dindmica de abertura e fechamento dos
poros, a distribui¢do do potencial de transmembrana induzido, o potencial critico, efeito
da condutividade do meio (o,), do citoplasma e do raio da célula (r) na eletroporagao.
Comparamos os resultados com o modelo da condutividade de Maxwell e Pavlin et al.
(2005). O maximo valor de Gy, foi entre 1-7S/cm?, e variacdo do angulo critico (a partir
do qual G, ¢ desprezivel) entre 50° e 65°. Estes valores confirmam os resultados

obtidos por Kakorin et al. (2002) e Schmeer et al. (2004). Os modelos matematicos
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apresentaram um erro menor que 3%. A metodologia desenvolvida mostrou-se
adequada para o estudo experimental da eletroporagao. Demonstrou-se que o, € ‘r’ tém
que ser considerados na escolha adequada da intensidade e duracdo dos pulsos. No
entanto, para meios de baixa condutividade, contendo células maiores que 7um de raio,

as dimensoes das células ndo afetam significativamente a abertura de poros.
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Intense electric field can be applied to cell suspension to increase the membrane
conductance (Gp), and this phenomenon is named eletroporation. This mechanism
provides a wide range of medical application, genetic engineering and therapy.
However, some background of the electroporation phenomenon is not yet completely
understood or explained. Therefore, to bridge this gap it was developed a methodology
(a system and numerical models) for studying electroporated erythrocytes suspension
and cell membrane conductance. We measured the electric conductivity of cell
suspension under applied electric fields of 400 to 1650V/cm, with volumetric fraction of
p=0.07 and 0.35. Comparing the experimental and theoretical results we obtained the
parameters of electroporation models (Krassowska et al. (1999) e Hibino ef al. (1993)).
The numerical models provided the electroporation dynamics, the induced
transmembrane potential, the critical potential difference for electroporation,
asymmetric pore distribution, the electroporation sensitivity to extracellular
conductivity (o,), intracellular conductivity and cell radius (r). We compared the results
to Maxwell conductivity model and Pavlin et al. (2005). The maximum G, was 1-
7S/cm?, and the critical angle (when the Gy, is insignificant) as 50 to 65 degrees. These
values agreed with the observations of Kakorin et al. (2002) e Schmeer et al. (2004).
The methodology developed detected the changes in electric conductivity due the

electroporation. Also, it was simulated the variation of physiological parameters to
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verify the electroporation efficiency. The o, and ‘r’ are important parameters affecting
the pores opening phenomenon. However, if the cell radius is larger than 7um in low

conductivity medium, the cells dimensions are not so important.
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1. INTRODUCAO

A membrana celular € uma barreira para a passagem de substancias entre 0 meio
intracelular e extracelular. Quando um campo elétrico, suficientemente, intenso ¢
aplicado na célula, ha uma reducdo desta barreira. Este fendmeno ¢ chamado de
eletroporagdo e permite a transferéncia de ions e moléculas soliiveis em agua para
dentro da célula [1-4].

A eletroporagdo tem sido aplicada em varios campos da bioquimica, biologia
molecular, medicina e oncologia. E utilizada como forma de aumentar a eficiéncia das
vacinas de DNA, para ativar a imunidade contra o cancer [5]; na eletroquimioterapia, na
transferéncia de quimioterapicos (e.g., bleomicina, cisplatina) para dentro de células
tumorais cutaneas e sub-cutineas [6]; na transferéncia de plasmideos (DNA) e fusdo de
células, como ferramenta no melhoramento genético [7, 8]; transporte de moléculas
(e.g., vitamina C, lidocaina, entre outras) para a pele [9]; e insercdo de proteinas na
membrana celular [10]. Entretanto, ocorre um efeito indesejado da eletroporacdo na
terapia de desfibrilacdo cardiaca. Este tratamento é necessario na reversdo das arritmias
cardiacas, mas causa eletroporacdo nas membranas e conseqiliente desequilibrio i6nico
nas células do coragao [11].

O primeiro artigo sobre o rompimento elétrico reversivel da membrana celular é
atribuido a Stampfli em 1958'. Na década seguinte, Sale ¢ Hamilton (1967) relatam a
destrui¢do de micro-organismos utilizando pulsos elétricos. Na década de 70, Neumann
e Rosenhech (1972) mostram que a aplicagio de campos elétricos aumenta a
permeabilidade da membrana plasmatica em vesiculas. Kinosita e Tsong (1977)
introduzem o conceito de formacdo de poros na membrana [12]. Nos anos 80, a
eletroporacdo foi aplicada na introducdo de DNA [13], bleomicina [14, 15], sacarose,
marcadores e ions. No inicio da década seguinte, os poros da membrana eletroporada
sdo visualizados usando microscopia otica [16]. Na ultima década, houve um aumento
do ntimero de trabalhos focados na eficiéncia da transferéncia de moléculas para dentro

da célula, e conseqiientemente, nos estudos dos fatores que influenciam a eletroporagao

' As observagdes experimentais foram efetuadas em nés de Ranvier e publicadas nos Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias.



[3, 17-21]. (Para uma revisdo historica completa da eletroporacdo, ver referéncias [2, 4 e
22]).

O entendimento dos mecanismos da eletroporagdo fornece subsidios para
aplicagdo desta ferramenta de forma eficiente e segura. No entanto, as explicagdes
tedricas ndo concordam com os resultados experimentais. A dificuldade no
entendimento da eletroporacdo estd associada aos poros terem didmetros da ordem de
nanometros e sua dindmica ocorrer na ordem de nano-microsegundos. A dinamica de
abertura e fechamento, bem como o tamanho e quantidade de poros sofrem a influéncia
de fatores como: campo elétrico aplicado e propriedades do meio celular (e.g., raio da
célula, condutividade interna e externa do meio). A complexidade estrutural e a
composi¢ao dos tecidos e células dificultam a compreensao do fendomeno.

A obtencdo experimental da alteracdo da condutincia da membrana durante
pulsos de eletroporagdo (na faixa de ps) ndo € possivel. Dessa forma, desenvolveu-se
nesta tese uma metodologia de medicdo do efeito da eletroporagdo na condutividade da
suspensdo de células. Analisou-se através de calculos numéricos, as mudangas na
conduténcia e potencial da membrana celular para provocar a alteracdo macroscopica.
Estudou-se como as caracteristicas elétricas e dimensionais das suspensdes celulares
podem afetar os resultados dos experimentos com a eletroporacdo de suspensoes de

células.

1.1 Membrana Plasmatica Celular

A membrana plasmatica celular € constituida, principalmente, por fosfolipidios e
proteinas. Os fosfolipidios da membrana plasmatica sdo moléculas que possuem grupos
atomicos hidrofobicos e hidrofilicos (molécula anfifilica), Figura 1(a). O grupo
hidrofébico provoca uma forca de atragdo na interface agua e hidrocarbono. O grupo
hidrofilico cria uma forca de repulsdo entre os dipolos da molécula lipidica (cabeca
polar), Figura 1(b). O equilibrio de forgas permite a formacdo e manutengdo de uma
membrana estavel.

No entanto, este equilibrio de forgas permite que a membrana plasmatica seja
dinamica, fluida e suas moléculas movem-se no plano da membrana. Os fosfolipidios

apresentam quatro tipos de movimentos: difusdo lateral, rotacdo, flexao e flip-flop



(Figura 1(c)). A aplicagdo de um campo elétrico externo provoca um aumento da
mobilidade dos fosfolipidios, e esta ¢ a origem da dindmica da eletroporagéo [23].
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Figura 1 - (a) Simbolo da molécula fosfolipidica. (b) Forcas repulsivas do grupo hidrofilico e
forcas atrativas do grupo hidrofobico (interface agua e hidrocarbono). (c) Mobilidade dos

fosfolipidios. Adaptado de Alberts et al. (1997) [24] e Israelachvili (1985) [26].

1.2 Potencial Transmembrana Induzido

Quando um tecido biologico ou uma suspensdo de células sdo excitados por um
campo elétrico externo, ocorrem movimentagdes idnicas no eletrdlito e ions acumulam-
se em ambos os lados da membrana celular [26]. O problema em questdo sera analisado

A L : [P] < 2 . ~
para uma célula esférica de raio ‘a’, espessura da membrana ‘h’, imersa em uma solucao
condutora, com campo elétrico uniforme aplicado E,, o potencial transmembrana

induzido Vy, ¢ dado por [26]:

V., =1,5.F.a.E0.cose(1—e’”T) (1)



onde Vp=0i-0,, @i € @, sd0 0s potenciais interno e externo da membrana,
respectivamente, ‘F’ ¢ um fator dependente da condutividade, t é a constante de tempo
de carregamento da membrana. 0 € o angulo entre a direcdo do vetor campo elétrico € o

vetor normal a superficie da membrana (Figura 2), relativo ao centro da célula.

Figura 2 — Célula esférica com raio ‘a’, espessura da membrana ‘h’, E, € o campo elétrico
aplicado e 0 ¢ o angulo entre a diregdo do vetor campo elétrico e o vetor normal a superficie da

membrana.

Neumann (1989) [28] apresentou ‘F’ como uma fun¢do das condutividades do
meio interno (oj), do meio externo (G,), da membrana da célula (o) € de h/a.

Considerando o, <6;,0,:

a

3
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onde C,, ¢ a capacitancia da membrana (~1pF/cm?) e G, é a conduténcia da membrana
intacta (~107°S/cm®) [28]. Quando a>>h, on<<o,<<o; (meio externo de baixa

condutividade) [29]:
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Além do trabalho de Neumann, outras solu¢des para V., sem e com
simplificagdes sdo apresentadas na literatura [30-34].

Para suspensdes de células densas em uma solugdo eletrolitica, o potencial
transmembrana induzido (de agora em diante chamado de “potencial transmembrana’) é
diferente da distribuigdo cosseionoidal dada pela Equagdo (1). A proximidade entre as
células causa distor¢do na distribui¢do da corrente no espaco intersticial proximo das
membranas [26, 35-37]. Vi, € menor que o valor tedrico dado pela Equagdo (1), e

02

depende da fracdo volumétrica das células ‘p’~. Ramos et al. (2006) [26] propdem que a

relacdo entre a concentracdo de células e o potencial transmembrana ¢ de:
V, =15FaE, .(1-0,38p).cos0.(l-¢ ') (6)

Quando V,, ultrapassa um certo potencial critico V. ocorre a permeabilizagdo da
membrana plasmatica. Estudos experimentais demonstram que na eletropermeabilizagdo
reversivel, o potencial critico deve estar dentro de 200mV a 1V [38-40]. Na Figura 3
podemos verificar que a eletroporagdo reversivel € utilizada para a inser¢ao de proteinas
na membrana celular, moléculas para dentro da célula e a fusdo celular. A inducdo de

valores maiores causa a hemolide ou destruicao da célula.

* A fragio volumétrica da suspensdo de células é a relagio entre o volume interno da célula e o
volume especifico ocupado pela célula na suspensao.
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Figura 3 — Expor uma célula a um campo elétrico pode provocar permeabilizagdo ou destruicao
da célula. Se os pardmetros do campo elétrico estdo dentro de uma certa faixa, a eletroporagao é
reversivel. Este mecanismo pode ser utilizado como ferramenta para a inser¢do de proteinas,
introdugao de pequenas e grandes moléculas para dentro da célula, e fusdo celular. Adaptado de

Miklavéic e Puc (2006) [4].

1.3 Conceitos da Eletroporagdo

O potencial transmembrana, induzido pelo campo elétrico, necessita ultrapassar
um limite critico para iniciar o processo de permeabilizagdo da membrana plasmatica
[3, 42-44]. Com o potencial transmembrana mantido acima do limite critico, existe um
aumento da intensidade da permeabilidade [3, 33, 38, 45]. Gabriel e Teissi¢ (1997) [46]
estudaram a eletropermeabilizacdo das células utilizando microscopia de fluorescéncia e
concluiram que a intensidade do campo elétrico controla a regido da membrana afetada
da célula. Enquanto que a duragdo do pulso aplicado controla a densidade de poros nos
polos da membrana. Apos a intensidade do potencial transmembrana se tornar menor
que o limite critico ocorre a estabilizacdo. Neste estado a membrana torna-se permeavel
a pequenas moléculas [3, 38, 46].

Apb6s o campo elétrico ser desligado, inicia-se a fase de recuperacdo da

membrana, ¢ o processo de fechamento dos poros [3]. Este fechamento tem uma forte



dependéncia da temperatura [47]. Mudancas estruturais (e.g., distribuicdo assimétrica
dos lipidios) e propriedades fisiologicas (e.g., endocitose®) permanecem por um longo
tempo, até que a célula recupere o comportamento normal [3, 47]. Se repetidos pulsos
elétricos forem aplicados, em freqiiéncias de pelo menos 1Hz, o processo de fechamento
¢ negligenciado [4]. Sucessivos pulsos contribuem para aumentar a permeabilidade da
membrana na 4area afetada [49]. A Tabela 1 apresenta um resumo das fases da

eletroporagao.

Tabela 1 - Etapas da eletropermeabilizacdo. Adaptado de Teissié et al. (2005) [3].

Etapas Descricio do Efeito Duracio

O campo externo induz um aumento de V,, acima de um

Inducgao limite critico, e a permeabilizacdo da membrana tem us
inicio.
. Se V>V, aumento do efeito da permeabilizagdo da
Expansio Us -ms
membrana.

Quando V,<V., a permeabiliza¢do ndo aumenta e
Estabiliza¢ao ) s —ms
permite a passagem de pequenas moléculas.

Campo elétrico aplicado ¢ desligado. Fechamento lento
Fechamento S
dos poros.

Alteragdes na propriedade da membrana permanecem. E
Memdria ) H
a recuperacdo completa da membrana € muito lenta.

A eficiéncia da eletroporacdo depende de parametros de campo elétrico aplicado
(amplitude e duracdo), caracteristicas da célula, sua geometria ¢ o meio circundante
[49]. Dois tipos de pulsos de tensdo podem ser utilizados: unipolar e bipolar. Os tipos
mais comuns de sinais unipolares sdo: exponencial e retangular. Ambos apresentam
resultados satisfatorios na transferéncia genética [50]. O aumento da eficiéncia da
eletroporagdo, para estes sinais, esta na duragdo do sinal apos exceder o potencial critico
(Vo) [4]. Kotnik et al. (2003) [51] demonstraram que os pulsos bipolares simétricos

necessitam de amplitudes 20% menores que pulsos unipolares, para apresentarem

? Endocitose ¢ o processo pelo qual as células absorvem moléculas através da membrana.




mesma transferéncia dos marcadores fluorescentes. Este resultado é valido para pulsos
que excedem um valor limite critico.

O campo elétrico ¢, possivelmente, o parametro mais importante para a
eficiéncia da eletroporagdo [4]. Nas aplicacdes de campos elétricos in vitro,
caracteristicas como: forma e tamanho da célula, densidade, orientagdo e condutividade
da suspensdo, pressdo osmotica e temperatura tornam-se importantes porque podem ser
controlados. Ao contrario das condi¢des in vivo, onde os experimentos sdo realizados
em seres Vivos.

As células variam em forma e tamanho. Mesmo em uma mesma cultura, as
células podem variar em tamanho. Estes dois parametros afetam o valor do potencial
transmembrana que ¢ fun¢do das propriedades geométricas. As Equagdes (1) e (6)
evidénciam que as células maiores sdo mais sensiveis a mesma intensidade de campo
elétrico do que células menores [4, 30]. Nas células esferoidais, o potencial
transmembrana induzido tem seu maximo valor quando o maior eixo esta paralelo ao
campo elétrico aplicado [52]. Além disso, a concentracdo de células em uma suspensdo
afeta o potencial transmembrana induzido de acordo com a Equagéo (6).

Em condigdes in vitro, a condutividade da suspensdo de células e a pressdo
osmotica podem ser alteradas utilizando solugdes diferentes durante o experimento.
Alguns autores propdem que a diminui¢do da condutividade da solucdo aumenta a
sobrevivéncia das células. No entanto, a porcentagem de células permeabilizadas ndo ¢
afetada [53, 54]. A pressdo osmotica (P,;) pode ser modificada com a variacdo da
concentragdo de particulas da solugdo [54]:

P =C,,RT (7

mol
onde ‘Cpoi’ ¢ a molaridade (mol/L), ‘R’ a constante dos gases (0,082 L.atm.K™'.mol™") e
‘T” a temperatura (K). Meios hipotdnicos® causam o aumento da célula. Barrau ef al.
(2004) [38] utilizaram uma solucdo hipotonica com pressdo osmotica 67% menor que a
solucdo isotonica, e verificaram que houve uma reducdo do potencial critico de 14%.

A aplicagdo de pulsos elétricos provoca aquecimento devido ao efeito Joule na

amostra [3]. Este aquecimento pode ser controlado, em condigdes in vitro, utilizando

* No caso de suspensdes de células, a pressdo osmética da solugdo é menor que o meio interno
da célula.



solugdes de baixa condutividade. In vivo, este controle pode ser obtido limitando os
parametros do campo elétrico (amplitude, duragdo, freqiiéncia e numero de pulsos) [4].
O aquecimento torna-se um fator importante quando o meio ¢ muito condutivo ou
quando pulsos de longa duracdo sdao utilizados. Entretanto, células tratadas com
temperatura controlada tém apresentado bons resultados. Baixas temperaturas (4°C)
antes da aplicacdo dos pulsos de eletroporagdo ¢ altas temperaturas (37°C) depois do

pulso, aumentam a taxa de sobrevivéncia e eficiéncia de transferéncia [56].

1.4 Modelos da Eletroporacgdo

Abidor et al. (1979) [57], Patushenko et al. (1979) [58, 59], Chizmadzhev et al.
(1979) [60], Arakelyan et al. (1979) [61] foram os primeiros a sugerir que poros seriam
responsaveis pelo aumento da condutividade da membrana planar. A presenga de poros
na membrana, como base estrutural para a eletroporagdo, foi seguida por alguns autores
para explicar resultados experimentais [23, 62-71]. Alguns experimentos sugerem que o
inicio dos poros ocorre em lacunas existentes na matriz lipidica [2, 23]. Estas lacunas
ocorrem devido a flexibilidade das cadeias de hidrocarboneto da cauda fosfolipidica
(conformacao trans-cis [24]), e sdo chamados de poros hidrofobicos, Figura 4(a). Poros
hidrofobicos ndo sdo estaticos e estdo em constante flutuacdo na escala de pico-
segundos [23].

Os modelos iniciais de energia do poro ndo incluiam o efeito da energia
eletrostatica (W) associada ao campo elétrico aplicado. Este potencial transmembrana
induzido tende a diminuir a estabilidade da membrana favorecendo a criagdo de poros
hidrofobicos. Posteriormente, esta energia foi introduzida como uma mudanga na
capacitancia da membrana, Crw, causada pela abertura dos poros, e o preenchimento de

partes da membrana por agua [2, 58, 65, 71]:

W, (@, V, )= 2.n.r.h.0(oo).[M} - W,

I(r/r,) ()
Wclct = %(:LW\ZmZﬂ:‘r2

CLW h



onde Wy(r, Vi) € a energia do poro hidrofobico, o(e0) ¢ uma constante de valor igual a
5.10°N.m™ [71], I, e I, sdo as fungdes de Bessel, ro=Inm é um pardmetro do modelo

[71], ew € & sd0 a permissividade relativa da agua e da membrana.

A Mo Va
~
© =
corte A-A' /’O A

/pjc\\

Figura 4 — (a) Poros hidrofébicos sdo lacunas flutuantes na membrana. Ocorrem devido a flexdo
na dupla ligagdo cis dos acidos graxos da cauda fosfolipidica. (b) Poro hidrofilico permite a
passagem de moléculas polares, como a agua. (c) Vista do poro hidrofilico no plano central da

bicamada lipidica. Adaptado de Abidor et al. (1979) [57] e Weaver e Mintzer (1981) [65].

Se o raio do poro ultrapassar a barreira de energia AWp, Figura 5(a)’, o poro
hidrofobico sofre uma re-orientacdo molecular e converte-se em poro hidrofilico, Figura
4(b).

A equacao de energia do poro hidrofilico (de agora em diante chamado de poro)
foi introduzida por Lister (1975) [71]. Definiu-se a energia mecanica (Wpe) como a
soma de duas energias relacionadas com o aparecimento do poro na membrana:
compressdo da massa lipidica e iteracdo da agua com a membrana. A energia
relacionada com as forgas inter-moleculares (Winerm), também chamada de steric
repulsion, ocorre quando a proximidade das moléculas provoca uma sobreposi¢cdo das

nuvens eletronicas [73].

> Os dados para a elaboragio da Figura 5 estio em Anexo 1.
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Figura 5 — Energia do poro, para V,,=0. () Energia do poro hidrofébico. (-) Energia do poro
hidrofilico. (a) Ampliag@o da energia do poro na regido de transi¢do entre as energias dos poros
hidrofébicos e hidrofilicos, pode-se observar a barreira de energia AW, Wy, € a energia
minima dos poros hidrofilicos e o raio critico (0,5nm). (b) Barreira de energia (238kT)

limitando o crescimento dos poros em 18nm.

A mesma redugdo da energia total associada com a aplicacdo de campos
elétricos da Equacao (8) foi incluida nesta equagao.
Wi(r,V,)=W,_.+W, + W

interm elet

4
9
W,(r,V,)=2.nry—nr’l+ (gj -0,5.C . V2.mr’ ©)
r

Para V,,>300mV na Equacao (9), a barreira (238kT na Figura 5(b)) para impedir
que os poros cres¢am indefinidamente desaparece [73]. Este resultado ¢ inconsistente
com os resultados experimentais. Experimentalmente, verificou-se que Vy, de até 1V
produz eletroporacao reversivel [2, 4]. Para corrigir este problema, Pastushenko et al.
(1982) [74] alteraram a equag@o da energia eletrostatica para adicionar a energia de
Born. Posteriormente, Joshi et al. (2002) [71] apresentam uma nova proposta para a
contribuicdo eletrostatica e tensdo superficial.

Alguns autores modelaram a dindmica da evolugdo dos poros através da equagdo
de Smoluchowski [58, 69, 75]. Esta equacao diferencial parcial fornece a densidade de
poros ‘n’ como o nimero de poros com raios entre ‘r’ e r+dr, em um dado tempo ‘t’,

depende da energia dos poros e de uma constante de difusdo (D,):
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ot o ot\ kT or

on(r,t) _ Dp{ﬁzn(r,t) L0 (n(r,t) oW, H (10)
O modelo dos poros apresentado descreve as principais caracteristicas da
eletroporacdo: a ocorréncia de ruptura reversivel na membrana dependente do pulso
aplicado; a natureza estocastica da eletroporagdo [57]; a magnitude maxima do
potencial transmembrana para que ocorra eletroporagdo reversivel (Vp<1V). No
entanto, existem algumas limitacdes deste modelo, tanto em relagdo a equacgdo de
energia quanto a constante de difusdo do poro, que s@o de dificil obtencdo experimental.
Além disso, os modelos de energia existentes ndo apresentam uma barreira de energia

para limitar o crescimento indefinido dos poros; para V,,>700mV a Equagao (9) torna-

se instavel (Figura 6). As informagdes para simulagao da Figura 6 estdo em Anexo 1.

Va=700mV Vo.=800mV
35 T T T T T T
k1| e L S R [ Frecscadenaaaaa R —
oy T
'E E 2‘5 ---------------------------------------------------------
2 2
a B T B s S TTTT SRR
2 2
=) °
& i SR o e s Sy e e g . e S Lt
" w
=] o
- b o H
o ped 1,0
w o
- "
R ki [ - S SEES GRS T S LRy A R et e R e T
J
op==q--- - WL | SR ——
0 i 1 1 1 ! L . i ! : : ; H
o 1 2 3 4 . b 7 D‘SU 1 ] 3 4 5 [ 7
tempo (ps) tempo (ps)

Figura 6 — Simulag@o da equagdo de Smoluchowski com a fungdo de energia do poro dada por
Joshi et al. (2002) [71] (Anexo 1). Para V,,>700mV o sistema ¢ instavel, este resultado ¢
inconsistente com os resultados experimentais. A eletroporagao é considerada reversivel para

V,~1V [2, 4].

Dando continuidade aos experimentos com membranas planares, Glaser et al.
(1988) [65] demonstraram uma dependéncia de In(AI/At) por Vm?, com pulsos de 0,65 a
1,9V:

Al (11)

2
ln(Ej = Ag +Bg‘Vm
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A :ln[G_U_sj_Awp.(vm 0) (12)
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o

(13)

_ mRi(e, —8,)E
¢ 2hkT

o

B

onde ‘G’ ¢ a condutividade média dos poros, v ¢ a freqiiéncia de flutuacdo lateral das
moléculas de lipidio, a, ¢ a area da molécula de lipidio, ‘S’ é a area da membrana e Ry, é
o raio para a barreira de energia (AWp(V,=0)). Na Figura 5, Ry~0,5nm e
AWp(Vi=0)~50kT.

Baseado neste modelo, Ramos et al. (2004, 2005) [76, 77] propuseram que a
criacdo dos poros aumenta a mobilidade i6nica na membrana. Assim, a mobilidade
relativa na membrana () ¢ a razdo entre a mobilidade i6nica na membrana e na agua.

Tem uma derivada no tempo dependente do potencial transmembrana:

2 (14)

d V.

— =f.exp| —

dt Vo,

e
B h.exp(A,) (15)
- A,V, o,

1 (16)

V. =

pp ‘\/B>g

‘A’ e ‘B’ sdo dados nas Equagdes (14) e (15). Assumindo os parametros do modelo

B=10"" ¢ Vpp=0,46V, Ramos (2005) [77] analisou as distribui¢des de campo elétrico

em tecidos, com e sem o efeito da eletroporacdo (Figura 7). Os resultados mostraram

que a eletroporagdo nao pode ser ignorada no calculo de campos em tecidos, durante a
aplicacdo de intensos campos elétricos.

Este modelo responde adequadamente na fase inicial da eletroporacdo, mas para

um tempo maior a tendéncia da corrente ¢ um aumento infinito. Fisicamente, isto

significa que os poros ndo param de crescer, provocando a destrui¢do da membrana.
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Figura 7 — Distribui¢ao de campo elétrico para um pulso de 1800V durante 50pus (a) sem a

ocorréncia da eletroporagdo (b) com o efeito da eletroporagdo. Adaptado de Ramos (2005) [77].

O modelo assintdtico tem sido utilizado por alguns autores [69, 73, 78] para
representar a eletroporacdo e analiticamente reproduz os resultados experimentais com
células e tecidos. Krassowska et al. (1999) [69, 73] representaram a condutancia da
membrana eletroporada por:

G, =N,G, (17)
G, € a condutincia em um poro simples. N, € o numero de poros por unidade de area:

oN N 2 (18)
8tp =a.exp(V,,/V,)". 1—N—p.exp[—q(Vm/Vp) ]

o

onde N, ¢ a densidade de poros quando V,,=0. o, V, e ‘q’ sdo constantes. Estes quatro
pardmetros sdao otimizados para cada tipo de membrana. A condutincia do poro G, é

uma funcdo do potencial transmembrana:

G - Tc.rpz.cp exp(V,,/V,)-1
b h W, exp(9)-c.V W,.exp(8)+cV. (19)
: ™ exp(V,, /V,)—| == .
W, -V W, +c.V,,
onde 9 =—2— &V
v

¢ € o comprimento relativo da entrada do poro, Vi=k.T/e onde T=300K ¢ ‘e’ ¢ a carga
elementar. r,, € o raio do poro, W, ¢ a barreira de energia dentro do poro.

O modelo apresenta algumas suposicdes para a solugdo analitica da condutancia
do poro calculada pela Equagao (19): distribuigdo uniforme da corrente na area do poro;

variagdo linear do potencial elétrico entre as faces da membrana; e a energia de Born
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tem uma distribuicdo trapezoidal [69]. No entanto, a distribuicdo de campo elétrico
dentro e nas proximidades do poro ndo ¢ uniforme [74, 79]. A energia de Born depende
da valéncia, numero de ions (dentro do poro), espessura da membrana e tamanho dos
poros [80-82]. Além disso, o modelo assintotico ndo apresenta uma evolucdo dos poros,
fixos em 0,75nm. Contudo, Chang (1992) [16] mostrou poros com raios de até 80nm.
Modificacdes recentes introduziram a evolug@o do tamanho dos poros no modelo [79].

Os resultados dos experimentos com microscopia fluorescente revelaram que os
poros estdo concentrados nos polos das células [37, 83, 84]. Os autores ndo
demonstraram a solu¢d@o numérica do potencial transmembrana utilizado para comparar
com as observagdes experimentais. Todavia, assumiram a condutdncia da membrana
dada pela Equacdo (20) e ajustaram os resultados experimentais e teoricos.

) mﬂfﬁﬂifﬁij (0<0<0,,180°—0, <0 <180°)
G, (0) = (1-cosh,) (20)

0 (6, <6 <180°-0,)
0. ¢ o angulo critico a partir do qual ndo existe alteragdo da condutancia (auséncia de
poros). Gmo € a condutdncia maxima da membrana, obtida nos pdlos da célula (6=0 e
0=180°). Os autores estimaram G, na faixa de 1-10S/cm” e 44°<0.<70° [38].

A Equagdo (20) foi modificada para calcular a alteracdo da condutancia da
membrana na assimetria da eletroporagdo. Hibino ez al. (1993) [38] verificaram que no
inicio da eletroporagdo existe uma assimetria entre os polos da célula (Figura 8). Mas,
dentro de 5us existe uma equalizacdo da condutancia da membrana e pode-se considerar

que a assimetria nao ¢ significativa [38].

20

15+

Gn(S/em?)
=

Figura 8 — Aumento assimétrico da condutancia da membrana eletroporada. As curvas de baixo

para cima representam Gy, nos tempos 0,5, 1, 2, 5, 50, 250 e 1000us. Hibino et al. (1993) [38].
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1.5 Condutividade Elétrica da Suspensdo de Células e a Eletroporacio

A medigdo da alteragdo da condutividade da suspensdo ¢ uma técnica pouco
explorada para estudar a eletroporacdo. Alguns estudos sugerem que a medi¢do da
condutividade poderia possibilitar observacdo e controle on-line da eletroporagdo [85,
86]. Abidor et al. (1994) [87] mediram mudancas na resisténcia de eritrocitos devido a
eletroporagdo. Similarmente, Kinosita e Tsong (1978, 1979) [88, 89] relataram um
aumento da condutividade da suspensdo de eritrocitos dependendo da amplitude,
duracdo do campo e condutividade do meio externo. Pavlin et al. (2005, 2007) [48, 90]
detectaram o limiar de eletropermeabilizagcdo das células e verificaram o aumento da
condutividade com a aplicag¢do consecutiva de pulsos.

Maxwell (1873) [91] prop6s um modelo para a condutividade de suspensdes de

particulas esféricas em um meio condutor:

G,—C G, — G, 21

20,+0 P 20,+0,
onde a condutividade da particula (o) ¢ dada por[48]:

_, 20-90,+(1+28)0, a_(1—hj3 (22)
P 2+8)0, +(1-8)o, L a

Na Equacdo (22), a condutividade da membrana (Gy,) ¢ considerada uniforme

em toda a membrana.

Este modelo apresenta algumas limitagdes: (i) em suspensdes densas de
particulas este modelo néo ¢ satisfatdrio, pois o efeito da proximidade afeta o potencial
transmembrana [12, 35, 91]; (i) a dupla camada elétrica em torno da célula nao ¢
infinitesinal [92]. Ohshima (1999) [92] propds uma expressdo geral para a
condutividade elétrica de suspensdes, onde o potencial transmembrana ¢ baixo e a
sobreposi¢do das duplas-camadas elétricas das particulas adjacentes pode ser
negligenciado. Quando p>0,20 e V,>200mV, no caso de particulas coloidais, existem
aumentos da condutividade da solu¢do maiores que os previstos pelo modelo de
Maxwell [92, 93]. Sdo atribuidos fatores como eletroforese’ e condugio da dupla

camada [93]. No entanto, ndo existe um modelo consolidado para estimar este valor.

% Movimentagéo da célula pela aplicagdo de campo elétrico.
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2. OBJETIVOS

A idéia geral deste trabalho ¢ realizar medi¢des macroscopicas da condutividade
de suspensdes celulares, e¢ através da analise numérica, obter as alteracdes
microscopicas (como, condutdncia e potencial na membrana) causadas pela
eletroporagdo. Através deste estudo pretende-se estudar o efeito das dimensdes,

condutividades internas e externas das células na eletroporagdo.

2.1 Objetivos Especificos

e Inserir macromoléculas na célula e efetuar a leitura da condutividade para
caracterizar que a abertura de poros na membrana causa o aumento da

condutividade;

e Demonstrar a confiabilidade da leitura da condutividade da suspensdo no limiar
inicial da eletroporacio’ em pequena concentracio de células (fragdo

volumétrica p=0,07);

e Compatibilizar a simulacdo dos modelos teodricos da eletroporacdo e os

resultados experimentais obtidos;

e Verificar através dos modelos a area afetada pelos poros, os valores da
condutdncia da membrana eletroporada e como estas mudangas afetam o

potencial transmembrana;

e Investigar a sensibilidade da eletroporagdo com a variacdo das dimensodes,

condutividade interna e externa da célula.

7 Potencial de transmembrana (diferenca de potencial entre a parte interna e externa da célula)
induzido minimo necessario para que a abertura de poros na membrana plasmatica das células
cause alteracdo na condutividade da suspensao.

17



3. METODOS

Para desenvolver os experimentos deste trabalho foi necessario projetar e
construir um eletroporador que sustentasse a amplitude do campo elétrico aplicado
(~1kV/cm) com cargas ndo lineares (suspensoes de célula durante a eletroporag@o).
Além disso, uma metodologia da leitura da alteragdo da condutividade da suspensao foi
desenvolvida com objetivo de evidenciar a confiabilidade da leitura, principalmente, no
inicio da eletroporacdo. Este ¢ o ponto critico da leitura, pois a variacdo da corrente ¢é
minima. Com marcadores fluorescentes foi demonstrado que a alteragdo da
condutividade da suspensdo causava o aumento da permeabilidade da membrana. O
entendimento microscopio (alteragio da membrana celular) do efeito da alteragdo
macroscopica da condutividade da suspensdo de células foi estudado através da analise
tedrica com dois modelos da eletroporagao.

As células utilizadas neste estudo sdo hemacias de ratos. Os eritrocitos sdo
modelos utilizados na literatura [33, 34] por serem abundantes e anucleadas. Estes
fatores facilitam os procedimentos experimentais € a comparacdo tedrica. No entanto, a
forma biconcava da hemacia é um problema para a simulagdo numérica. Com o intuito
de evitar este problema morfoldgico entre o0 modelo experimental e tedrico, foi proposta
a utilizacdo de uma solugdo levemente hipotdnica que altera o formato da hemacia para
esferas (esferocitos). Dessa forma, foi necessario determinar em que intervalo os
esferdcitos estabilizavam o didmetro e seu valor. Os experimentos utilizando a aplicacdo
de pulsos de eletroporacdo foram realizados neste intervalo. Os experimentos, as
caracteristicas do eletroporador, a manipulacdo das células, a escolha da solucdo
utilizada nos experimentos de eletroporacdo (meio de eletroporacdo), as dimensdes das
células, caracteristicas elétricas para a andlise numérica e procedimentos empregados

serdo apresentados a seguir.

3.1 Eletroporador

O esquema do eletroporador ¢ mostrado na Figura 9. Com o programa em
Labview pode-se configurar um sinal com forma de onda, amplitude, freqiiéncia e

duragdo. Através de uma saida da placa de aquisicdo de dados modelo NI PCI 6251 da
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National Instruments instalada em um computador, este sinal ¢ aplicado na entrada de
um amplificador linear e posteriormente, a tensdo amplificada é enviada para a carga

(Zyp).

Amplificador
de Poténcia

]

Figura 9 — Diagrama esquematico do sistema de aplicagdo e estudo da aplicacdo de campos
elétricos de alta intensidade. Este sistema dispde de programa para a geracao da forma da onda,

uma placa de conversdo digital para analdgico e o estagio de poténcia.

O cletroporador apresenta na faixa de 100Hz a 10kHz as melhores
caracteristicas de amplificacdo. Com distor¢do de forma de onda (DFO, ver Anexo 2)
menor que 5%, capacitancia parasita maxima de 6nF, defasagem maxima de 7°, ganho
de 28,2+0,2dB (com carga de 205+4Q)), tempo de subida t~3,0+0,5us e de descida
t¢=3,5+0,5us. A resisténcia minima de carga ¢ de R =200Q. Com ripple de saida
maximo de 10V. A tensdo diferencial maxima de saida (sem carga) ¢ de 400V, com
carga de 200Q2 ¢ cerca de 325V. Estas caracteristicas do eletroporador sdo importantes
para orientar ¢ delimitar as especificagdes dos experimentos com suspensao de células.
Detalhes do programa, especificagdes técnicas, esquematico do amplificador, limita¢Ges

do eletroporador e incertezas da medigao estdo disponiveis em Anexo 2.

3.2 Células e Fracoes Volumétricas

O sangue do rato (Rattus norvegicus) foi utilizado no dia da coleta. O material
foi centrifugado a 3000 rpm durante 4 minutos, 25°C (Eppendorf mod. 5415R,
Hamburg, Alemanha). O plasma foi retirado, as hemdacias foram re-suspensas em
solugdo isotonica (NaCl 13 mM, Sacarose 150m M, NaOH 14 mM, pH 7,4, [34]) ¢
centrifugadas novamente. Antes da aplicagdo dos pulsos, as hemacias foram colocadas
em meio de eletroporagdo de NaCl 8,71 mM, Sacarose 100,5m M, NaOH 9,38 mM, pH
7,4 (67% de solucdo isotonica [98]), nas fracdes volumétricas de p=0,07 (0,51x10°
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células/mm’) e p=0,35 (2,6x10° células/mm’). A contagem de células foi feita com
camara de Neubauer®, com dilui¢io em tubo de ensaio, onde foi colocado 4mL de meio
de eletroporagao, e 20uL da fragdo volumétrica homogeneizada.

Todos os animais foram cuidadosamente monitorados e mantidos de acordo com
as recomendacdes éticas do Conselho Federal de Medicina Veterindria e Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal. PP00040/CEUA. n°23080.013345/2006-
80/UFSC.

3.3 Meio de Eletroporagdo e Cubeta

A resisténcia minima de carga do eletroporador (200Q2) e as dimensdes da
cubeta especificam a maxima condutividade da solugdo. Pode-se calcular a relagdo entre
resisténcia de carga do eletroporador e condutividade da solu¢do como [94]:

A @3
o A

onde ‘k’ € a constante geométrica, ‘L’ € o comprimento e ‘A’ a area da se¢do pela qual

a corrente ¢ conduzida (Figura 10).

Fluxo 16nico

Figura 10 — Defini¢do geométrica para o calculo da resisténcia de uma solucdo de condutividade

6 em um volume de 4rea ‘A’ e comprimento ‘L’.

As solugdes isotonicas utilizadas para a manuten¢do das hemacias possuem
condutividade entre 3-17mS/cm (ver Tabela 2). Com solugdo isotonica Kbr,

condutividade de oxp=3,67mS/cm, L=0,2cm [95], A=0,25¢m?, R;=218Q).

¥ Lamina quadriculada com volume definido para contagem das células no microscopio.
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Tabela 2 — Condutividades de solucdes isotonicas adequadas a manutengdo das hemacias.

Identificacio Solucio Condutividade®
NaCl (Soro fisioldgico) NacCl 0,87% onac=17,9mS/cm
7,65g de NaCl
PBS 0,724g de Na,HPO4

0,21g de KH,PO4 opes=15,15mS/cm
1L de H,O destilada
pH 7,2
NaCl 13mM
Sacarose 150mM
NaOH 14mM
pH 7.4
* Medigdes efetuadas a 23°C com condutivimetro Metrohm mod. 712 (Metrohm,
Herisau, Suiga).
®116].

(phosphate buffered saline)

Kbr° oKkp=3,67mS/cm

A definicdo de ‘L’ ¢ influenciada, principalmente, pela tensdo de saida
diferencial maxima com carga do eletroporador (em torno de 300V). No caso de
eritrocitos, o campo elétrico aplicado para V=1V fica em torno de 2,5+0,5kV/cm, mas
causa hemolise em 50% das células [96]. Para L=0,2cm o campo elétrico maximo
aplicado seria de 1,5kV/cm.

Utilizou-se uma solu¢do de NaCl 8,71 mM, Sacarose 100,5m M, NaOH 9,38
mM, pH 7,4 (67% de Kbr) que torna as hemacias esféricas, com uma condutividade um
pouco menor (c,=2,3mS/cm). Com base nos dados anteriores, foi concluido que a

cubeta utilizada em nossos experimentos deve ser de L=0,2cm e A=0,25cm’.

3.4 Didmetro dos Esferocitos

A morfologia biconcava das hemacias apresenta complicagdes na analise tedrica.
Hemacias esféricas (esferocitos) preparadas com NaCl 8,71 mM, Sacarose 100,5m M,
NaOH 9,38 mM, pH 7,4 (67% de solugdo isotdnica [98]) aumentam seu volume com
entrada de agua na célula, isto ocorre pela diferenga entre a pressdo osmotica interna e
externa da célula [52]. No entanto, alguns mecanismos, como a bomba de sodio e
potassio, tendem a restabelecer o volume normal da célula [98]. Barrau et al. (2004)

[20] verificaram que a for¢a osmotica aumenta o tamanho da célula dentro de 1 minuto
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apos a colocagdo das células na solugdo hipotonica, em seguida existe uma redugdo do
diametro da célula e a estabilizacdo ocorre apdés 6 minutos. Com esta alteragdo de
volume necessitou-se determinar a estabilidade dos esferocitos durante um determinado
tempo, a variag¢do do didmetro entre experimentos ¢ o didmetro médio das hemacias.

O procedimento de obtencdo das hemacias ¢ descrito em “Células e Fracdes
Volumétricas” deste capitulo. A fracdo volumétrica utilizada foi de p=0,07, e a solugdo
utilizada para obter os esferocitos foi de NaCl 8,71 mM, Sacarose 100,5m M, NaOH
9,38 mM, pH 7,4 (67% de Kbr, Tabela 2). As hemacias foram colocadas na solugao
levemente hipotonica e foram medidas nos tempos 5, 10 e 15 minutos. Foram realizados
trés experimentos independentes. As dimensdes das hemacias foram medidas utilizando
um microscopio eletronico Olympus Bx41 com uma camera digital QColor 3 (Olympus
Ameérica, Inc., Melville, NY) e o programa QCapture Pro (Media Cybernetics, Inc.,
Surrey, BC, Canadd). Utilizou-se lente de 40x. A calibracdo do equipamento foi
efetuada para todas as lentes com uma graticula-padrao com precisdo de 1um (Olympus
América, Inc., Melville, NY). O programa Statistical Package for Social Sciences
(SPSS 10.0; SPSS Inc., Chicago, IL) para Windows XP foi utilizado para a andlise

estatistica dos dados.

Figura 11 - A) Hemadcias em solugdo isotonica [5]. A seta branca indica a
biconcavidade da hemacia, e seta preta apresenta a hemacia vista lateralmente. B)

Hemacias de ratos em solucao levemente hipotonica (67% da solugdo isotonica) [97].
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Na Figura 11(A) foram encontradas as hemadcias vistas lateralmente (seta preta)
e a biconcavidade (seta branca). As hemacias da Figura 11(B) estdo na forma esferoidal
e ndo apresentam a biconcavidade, as hemdcias na posi¢ao lateral ndo sdo visiveis.

Verificou-se que os didmetros das hemacias ndo apresentam uma curva de
distribuicdo normal de probabilidade, os testes foram realizados com N=100 (ntimero de
diametros de hemacias medidos) em uma mesma amostra. Para a analise de variancia
em trés experimentos nos tempos 5, 10 e 15 minutos, com N=20, utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis [99] que ¢ uma alternativa ndo-paramétrica para comparar amostras
independentes (de diferentes cobaias) [100]. Os resultados mostraram que ndo houve
uma variagdo do diametro das hemadcias no tempo, nem entre 0s experimentos.

Concluiu-se que durante o tempo de 5 a 15 minutos ndo houve variacdo
significativa do diametro das hemacias, nem mesmo entre experimentos. Dessa forma,
os experimentos de medicao da condutividade durante o pulso de eletroporacdo devem
ocorrer dentro deste tempo, assim garantiu-se que os esferdcitos apresentam um raio
médio de 3,2+0,6um. Foram consideradas insignificantes as alteragdes em Vi,

decorrentes das trocas idnicas na regulacdo do volume da célula.

3.5 Medi¢ao da Condutividade em Suspensoes de Células

A abertura de poros na membrana ocorre entre 200mV-1V [4], e a influéncia da
eletroporagdo da membrana na condutividade da suspensdo de células foi observada
para um V,;=450mV, para p=0,30 [48]. Na leitura de p=0,07, trabalhou-se com uma
quantidade menor de fluxo de ions entre 0 meio intra e extra-celular. Nesta seccao,
verificou-se os erros, efeito eletrodo-meio e artefatos que possam afetar a leitura da
condutividade da suspensao durante o pulso de eletroporacao.

Nos experimentos de medicdo de condutividade de solucdo e suspensdo de
células foram utilizados eletrodos de aco-inox com dimensdes de 0,5x0,5cm,
distanciados 0,2cm. Este tipo de material ¢ empregado em aplicacdes eletroquimicas,
pois possuem excelentes propriedades elétricas ¢ mecanicas [101]. O sistema foi
calibrado através da determinacgdo da constante geométrica ‘k’ (Equagdo (23)) de uma
solucdao de NaCl 8,71 mM, Sacarose 100,5m M, NaOH 9,38 mM, pH 7,4 (67% de Kbr,
Tabela 2), 6,=2,3mS/cm (Metrohm mod. 712, Herisau, Sui¢a), com pulso de 400V/cm.
Aplicou-se pulsos de 500us variando de 400V/ecm a 1,65kV/ecm e foi medido a
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condutividade da solugdo. A Figura 12 apresenta um esquematico do sistema de
medi¢do de condutividade durante o pulso de eletroporagdo. Os resultados foram
obtidos com a ponteira de corrente (Tektronix A622, Beaverton, Oregon, EUA),
ponteira de tensdo (Tektronix P5102, Beaverton, Oregon, EUA) e osciloscdpio digital
(Tektronix THS720A, Beaverton, Oregon, EUA) sdo armazenados e enviados ao

microcomputador. Todo o procedimento foi efetuado em temperatura de 25+3°C.

PC

eletroporador /

HHHHH

Ponteira
de tensdo
|

amostra

Figura 12 — Diagrama esquematico do sistema integrado de estudo e aplicagdo da eletroporagao.

3.5.1 Filtro Digital

Um filtro digital passa-baixa Butterworth de 4* ordem foi implementado com
freqiiéncia de corte de f.=100kHz, a freqiiéncia de amostragem foi de f;=2,5MHz. As
Figuras 13(A) e (B) mostram a curva da condutividade antes e depois do filtro. A Figura
13(C) apresenta a influéncia do filtro nas bordas do pulso devido a eliminacdo das altas
freqiiéncias. Por esse motivo, considerou-se as leituras entre 100-400us adequadas aos

nossos resultados, este intervalo ¢ mostrado nas Figuras 13 (A) e (B) pela seta.
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Figura 13 — Leitura da condutividade de NaCl 8,71 mM, Sacarose 100,5m M, NaOH 9,38 mM,
pH 7,4 (67% de Kbr) com pulso de 400V/cm e 500us de duragdo. (A) Antes e (B) ap6s o filtro
Butterworth de 4* ordem com f.=100kHz. A seta indica o intervalo aceitavel da leitura da
condutividade da suspensao. (C) Resultado da aplicacdo do filtro Butterworth (linha continua)
em um pulso unitario (linha pontilhada), foi observado que o overshoot causado pelo filtro nao

apresenta efeito apos 50us apos o inicio do pulso.

3.5.2 Erro de Medicao Analitico

A Figura 14 apresenta o resultado da medi¢ao da condutividade da solugdo, nao
contendo células, de ©,=2,3mS/cm. Avaliou-se¢ a incerteza tedrica da medicdo do
sistema que utiliza ponteira de corrente (Tektronix A622, Beaverton, Oregon, EUA),
ponteira de tensdo (Tektronix P5102, Beaverton, Oregon, EUA) e osciloscopio
(Tektronix THS720A, Beaverton, Oregon, EUA). Para todos os experimentos a

sensibilidade da ponteira de corrente foi ampliada adicionando cinco voltas em torno do
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sensor, a resolucdo obtida foi de Erro(I)= £10mA [102]. O erro maximo de leitura da
tens@o no osciloscopio foi de Erro(U,)=+0,2V [103], considerando que a leitura para os
tempos de 100 e 400us foram efetuadas em 2V/divisdo. L=0,230+0,001cm,
A=0,240+0,002cm’ (paquimetro Mitutoyo, 150mm, Téquio, Japdo)’. Entdo, o calculo
do erro analitico da leitura da condutividade ¢ de:

L 1 |(EmoL)) (Emo(A))  (EmoD)' (Ermo(U,))’
s o (S (0 P

o

onde, U, ¢ a leitura da tensdo no osciloscopio e ‘I’ a leitura de corrente da ponteira.
Desta forma, este sistema de medi¢do tem como maior erro ¢ de E,(c)/c,=+0,07

em 400V/cm (Figura 14).

0,16
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Figura 14 - Erro analitico da leitura da condutividade padrao (c,=2,3mS/cm), calculado através

da Equacao (24).

? No célculo da incerteza expandida utilizamos niveis de confianga de 95,45%, N=10 [104].
Estes valores refletem a acdo combinada das fontes de incertezas de repetitividade e resolugdo
limitada sobre o resultado da medi¢do, com uma probabilidade de enquadramento de 95,45%.
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Pavlin et al. [48] propde que a alteracdo da condutividade da suspensdo ocorre
em torno de 800V/cm, este € o campo elétrico critico da medigdo da condutividade da
suspensdo de células, pois apresenta o inicio da eletroporagdo que o equipamento deve
medir. Para este campo elétrico, o erro dado pela Figura 14 ¢ de E,(c)/c, para 800V/cm

¢ de +£0,05.

3.5.3 Erro de Medi¢iao Experimental

Um aumento da condutividade relativa na medicao de referéncia foi observado
na Figura 15. Pavlin et al. (2005, 2007) [48, 105] consideraram que este efeito poderia
ser devido a impedancia de contato eletrodo-eletrolise (e depende da polarizagio,
eletrolise, capacitancia da dupla camada, entre outros [94]). Efetuou-se a corregdo

utilizando este como um erro sistematico.

1.025

1.02

1.015

1.01

olo,

1.005

| | | |
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Campo Elétrico (V/cm)

Figura 15 — Condutividade relativa da solugdo de NaCl 8,71 mM, Sacarose 100,5m M, NaOH
9,38 mM, pH 7,4 (67% de Kbr), 6,=2,3mS/cm. A medig¢do foi realizada com pulsos de 500us
com intensidade entre 400V/cm a 1,65kV/cm (N=3).
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3.5.4 Efeito Joule

A passagem de corrente pela amostra causa aquecimento por efeito Joule. Para
um pulso de E, com duragdo t,uso, considerando a conversdo total de energia elétrica em

calor, a mudanca da temperatura na amostra AT ¢ de [106]:

Elo, (25)
= C p tpulso

p

AT

onde C,, ¢ o calor especifico (4,18 J(g°C)™", p ¢ a densidade da amostra (1g/cm’). Com
E,=1650V/cm e duragdo de 500us, o aumento da temperatura da amostra sera de
0,75°C. A temperatura altera a fluidez da membrana plasmatica. De acordo com
Heimburg (2000) [106] em torno de 25°C a membrana apresenta a cauda lipidica rigida
e bem ordenada, acima de 35°C existem caudas lipidicas ordenadas e desordenadas
(fase transitoria), e acima de 42°C a cauda ¢ desordenada e liquida. Portanto, a elevacao
da temperatura demonstrada ndo apresentara alteracdo na membrana das células, o

aquecimento nestes experimentos pode ser desprezado.

3.6 Marcador Fluorescente

Neste experimento foi utilizado um marcador fluorescente (fluorocromo) para
estudar a abertura de poros nas células. Mediu-se a alteracdo da condutividade da
suspensdo durante o pulso de eletroporagdo, que permitiu a entrada dos marcadores
fluorescentes na célula.

O sangue do rato foi centrifugado a 3000 rpm durante 4 minutos e utilizado no
dia da coleta. O plasma foi retirado, e as hemacias foram re-suspensas em solucdo
isotonica e centrifugadas novamente. A solucdo para o experimento foi de NaCl 8,71
mM, Sacarose 100,5m M, NaOH 9,38 mM, pH 7.4 (67% de solucdo isotonica [97]). As
hemacias foram eletroporadas na presenca de 1mg/ml de FITC-dextran 250S (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), com duas concentragdes celulares p=0,07 ¢ 0,35. Em
metade da suspensdo de células com o marcador fluorescente foi aplicado pulso de
1650V/cm durante 500us, em cubeta de 2mm de espessura. A outra metade nao foi

eletroporada e utilizada como controle. Apos a eletroporacdo as duas amostras foram
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centrifugadas e re-suspendidas em solucdo isotdnica por duas vezes. Visualizou-se as
amostras com microscopio eletronico Olympus Bx41 com uma camera digital QColor 3
(Olympus América,Inc., Melville, NY). A lente de 10x foi utilizada para identificar o
numero de pontos fluorescentes com o programa ImageJ 1.39u (plataforma de dominio

publico, http://rsbweb.nih.gov/ij/, acessado em 26 de Agosto de 2008). Considerou-se

pontos validos com area entre 35 a 200 (;,Lm)z, e fator de esfericidade entre 0,50 e 1,00
(4n area/perimetro®). O valor 1,00 representa um circulo perfeito e este valor diminui
com o aumento da irregularidade da forma.

Nas medicdes da condutividade da solucdo e das suspensdes de células foram
utilizadas um osciloscopio (Tektronix A622, Beaverton, Oregon, EUA), com ponteira
de corrente (Tektronix A622, Beaverton, Oregon, EUA) e ponteira de tensdo (Tektronix
P5102, Beaverton, Oregon, EUA). Calibrou-se o sistema com uma solugdo padrdo de

2,3mS/cm (condutivimetro Metrohm mod. 712, Metrohm, Herisau, Suiga) a 25°C.

3.7 Analise Teorica

Os resultados experimentais, da alteracdo da condutividade da suspensdo com o
campo elétrico aplicado, foram comparados com dois modelos de eletroporagao:
cossenoidal [38, 83, 84] e assintotico [67, 73]. Com os pardmetros dos modelos
matematicos obtidos através dos resultados experimentais, foi possivel estimar os
efeitos da eletroporagdo na membrana da célula.

O modelo cossenoidal apresenta analise em tempos especificos, € ndo considera
o estado anterior da membrana. Este modelo ndo apresenta a evolugdo de V., e dos
poros até o momento da analise. Entretanto, o modelo assintotico apresenta uma
proposta de evolugdo do niimero de poros em fungdo da distribuicdo de V.. Nas duas
analises foram comparados os resultados teoricos e experimentais com fracdo
volumétrica de p=0,07. A influéncia das células vizinhas na distribuicdo de V,, foi

considerada desprezivel, pois a redugdo de Vy,no polo da célula € cerca de 3% [12].
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3.7.1 Modelo Cossenoidal da Eletroporaciao

Estudou-se a variagdo da condutidncia da membrana com modelo cossenoidal
(Equagdo (20)) [38]. Os valores de condutividade de suspensdes diluidas sdo dados
pelas Equacdes (23) e (24). Os dados para a andlise numérica estdo disponiveis na
Tabela 3.

A condutancia da membrana foi verificada nos tempo 100us e 400us, e
considerou-se o aumento da condutividade da suspensdo devido a eletroporagao.
Utilizou-se pequena concentragdo de células, a eletroforese e a condug¢do na dupla

camada foram consideradas despreziveis.

Tabela 3 - Dimensdes e caracteristicas elétricas para a analise numérica da aplicagdo de campos

elétricos em suspensdo diluidas de células.

Parametro Valor

Raio da célula (a) 3,2um

Condutividade externa (c,) | 2,3mS/cm

Condutividade interna (c;) | 6,2mS/cm*

Fragao volumétrica (p) 0,07

Espessura da membrana (h) 7nm

*[97].

3.7.2 Modelo Assintotico da Eletroporacao

O campo elétrico E, foi aplicado em t=0. A equacdo de Laplace em coordenadas

esféricas ¢ escrita na forma:

2 26
ﬁ(rz 5_(pj+ ! a(senea—@)vL L (26)

or\ ar) send a0l 0) sen’® a9

Com assimetria azimutal, a solu¢do geral para o potencial ¢ dada por:
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o(r,0) = [A, 1" + A, r " P (cos0) 27)

P, s@0 os polindmios de Legendre, A; e A, sdo constantes arbitrarias.
Resolvendo a equagdo de Laplace para a>>h e com as seguintes condi¢des de
contorno:

(28)

0 0 09, 00, ov
6.2 @45, L0 o Biayre LWy g v 40 Do
or ot or or ot or at
@, (r =0) — finito

¢, (r > o)=-1E_ cosO

onde @, € ¢; sdo o potencial elétrico dentro e fora da célula, respectivamente. A
coordenada radial ‘r’ ¢ medida a partir do centro geométrico da célula e o gradiente ¢é
avaliado na membrana celular, r=a. O potencial transmembrana no dominio do tempo ¢

V. =0¢,(a)—-¢;(a), pode ser obtido como solugdo da seguinte equacdo diferencial de

primeira ordem:

29
dv,, +k,.V, =-k,.E, @9
dt
onde:
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(33)

Neste estudo foi implementado o modelo de Krassowska et al. (1999) [69, 73]
(Equagoes (19)-(21)). Os resultados simulados foram comparados com os experimentos
para propormos os valores de o e ‘q’, alteramos o valor de V|, para 200mV [3, 4].

Na Tabela 4, R=83145J.K'mol’ ¢ a constante universal dos gases ¢
F,=9,6485.10°C.mol" a constante de Faraday. A Figura 16 apresenta o fluxograma do
programa utilizado para a solucdo das Equagdes (31) a (35) e as Equagdes (19) a (21),
do modelo da eletroporacdo. Estas equagdes foram resolvidas pelo método das
diferencas finitas com 10’ iteragdes e passo de tempo de t,/10°. Analisou-se o
comportamento da condutidncia da membrana durante a aplicagdo de campos elétricos
de 400 a 1600 V/cm. A dinamica dos poros foi estudada através da aplicacdo de um
campo elétrico de 1300V/ecm durante 0,65us, em seguida o fechamento dos poros

quando o campo ¢ desligado.

Tabela 4 - Pardmetros do modelo e caracteristicas elétricas para simula¢do do modelo

assintotico da eletroporacao em suspensdes diluidas de células.

Parametro Valor

Espessura da membrana (h) Snm

V=RT/F,, T=300K 26mV

Barreira de energia dentro do poro (w,)* 70mV
Comprimento relativo da entrada do poro (g)* 0,15

Raio do poro (rp)* 0,76nm
Numero de poros por unidade de area para V=0 (N,)* 10°

Capacitancia da membrana (Cm)b 0,8uF/ cm’

69]. °[108].
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Inicio

Valores Iniciais
v,(0,8)=0
G, (0, 8)=0
* V_(1.8)=k,E_dt
GP( 1. 8)=AV_(1. 8))—>Equacio(21)
I\'P( 1, 8)=AN_V_(1, §))—»Equacido(20)
G, (1, B)=I‘-'P(1; B).Gp(l; 6)—Equaciao (19)

}

—{V_(t, 8)=AV_(t-2,6), V_(t-1,8), G_(t-1, 8))>Equagéo (31)

| G_(t, B)=AV, (t, 6))>Equagio (21) |

N_(t, O)=AN_(t-1, 8), V_(t. 8))—>Equacéo (20)

}

G, (t, El)=1\'P(t; B).GF(‘[; 8)—Equacio (19)

Figura 16 - Fluxograma ilustrativo do algoritmo desenvolvido para o calculo numérico do

potencial transmembrana com o modelo assintotico da eletroporagao.
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4. RESULTADOS

As leituras da alteragdo da condutividade da suspensdo células, durante a
eletroporagdo, empregando o método desenvolvido nesta tese sdo apresentadas para
duas fracdes volumétricas de p=0,07 e p=0,35. Além disso, estes resultados mostram as
variagOes da leitura da condutividade da suspensdo para diferentes campos elétricos
aplicados. Os resultados experimentais foram comparados com modelo teodrico de
Maxwell e com dado experimental da literatura.

Os resultados da entrada de marcadores fluorescentes na aplicacdo de campos
elétricos foram apresentados para evidenciar que a abertura de poros na membrana
provoca a alteragdo na leitura da condutividade da suspensao.

Através dos resultados experimentais, foram propostas alteragdes em dois
modelos matematicos da eletroporacgdo. Os efeitos da abertura dos poros na condutancia
da membrana foram analisados comparando as diferengas entre os modelos. Verificou-
se a dinamica de abertura e fechamento dos poros, a distribuigdo do potencial
transmembrana, o potencial critico detectado pelo equipamento, dngulo maximo de
conduténcia da membrana eletroporada, variacdo da condutancia maxima da membrana,
assimetria da eletroporagdo, efeito da condutividade do meio, do citoplasma e do

tamanho da célula na eletroporacgao.

4.1 Leitura da Condutividade da Suspensdo de Células

Os resultados da leitura da alteragdo da condutividade foram apresentados
durante o pulso de eletroporacao, para fragcdes volumétricas de p=0,07 e p=0,35. Pulsos
de diferentes amplitudes foram aplicados durante 500us. A variagdo de temperatura foi
desprezivel e o erro de Ac/c,=+0,05 (para 800V/cm, Figura 14). Medigdes de referéncia
foram realizadas para corrigir os valores de condutividade da suspensao.

A Figura 17 apresenta uma comparagdo na leitura da condutividade da
suspensdo quando ocorre a eletroporagdo (1650V/cm) e sem a abertura dos poros
(600V/cm). As leituras de condutividade da solugdo foram consideradas satisfatorias

100us apds o inico do pulso até 100us antes do final do pulso. Assim, evita-se possiveis
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erros de leitura devido aos overshoots no inicio e final dos pulsos provocados pelo filtro

passa-baixa (Figura 13).
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Figura 17 — Leitura da condutividade da suspensdo de células de fracdo volumétrica p=0,07. No

pulso de 600V/cm ndo houve a eletroporagao (linha pontilhada). No entanto, para 1650V/cm,

existe um aumento da condutividade da suspenséo causada pela abertura de poros na membrana

plasmatica (linha continua). A seta indica o intervalo de tempo considerado satisfatorio para

evitar erros decorrentes do filtro.

As Figuras 18 e 19 mostram a curvas de leitura da condutividade da suspensao

de células durante o pulso de eletroporagdo para duas fragdes volumétricas, fracdo

volumétrica de p=0,07 e p=0,35, respectivamente. Pode-se verificar que para menores

campos elétricos existe uma maior flutuagdo de valores das curvas, isso ocorre por

causa dos ruidos inerentes ao sistema de medicdo (ponteira de corrente) e conversao

analogico-digital.
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Figura 18 — Leitura de condutividade da suspensdo de células durante o pulso de eletroporacio
para fragdes volumétricas de p=0,07. As linhas verticais largas apresentam os limites aceitaveis

da leitura da condutividade da suspensao.

Figura 19 - Leitura de condutividade da suspensdo de células durante o pulso de eletroporagio
para fragdes volumétricas de p=0,35. As linhas verticais largas apresentam os limites aceitaveis

da leitura da condutividade da suspensao.
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A dependéncia da condutividade da suspensdo em fun¢do da fragdo volumétrica
da suspensdo de células foi avaliada. A Figura 20 mostra o modelo de Maxwell (linha

continua), os resultados experimentais deste trabalho (asteriscos) e o resultado obtido

por Pavlin et al. (2005) [48] (triangulo).

0,9

085 B A

0,8

0,75

0,7

085~~~ LN

oo,

0B F--———-b- N

0,55~~~ N

05

045/ - _ N

0,05 0,5
fracdo vdlumétrica (p)

Figura 20 — Comparagado entre resultados experimentais e tedricos da leitura de suspensdo de
células onde o, ¢ a condutividade do meio externo. A linha continua representa o modelo de
Maxwell (Equacdo (21)), os asteriscos sdo os resultados experimentais deste trabalho, o

tridangulo € o resultado apresentado por *Pavlin ef al. (2005) [48].
4.2 Marcador Fluorescente
A inser¢do de macromoléculas na célula e a leitura da condutividade foi
proposta como forma de caracterizar que a abertura de poros na membrana causa o

aumento da condutividade. Utilizou-se o FITC-Dextran 250S (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) que possui peso molecular médio de 50k. A Figura 21(A) apresenta as
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hemacias em solug¢@o hipotonica com lente de 10x. A Figura 21(B) mostra as hemacias
em um meio contendo os marcadores fluorescentes, verificou-se que os marcadores ndo
entram na célula (as células aparecem como sombras). No experimento, utilizou-se
metade da suspensdo contendo marcadores fluorescentes como controle (Figura 21(C) e
(E)), aplicou-se um campo elétrico de 1650V/cm durante 500pus em metade da solugdo
(Figura 21(D) e (F)). Apds a aplicagdo do campo elétrico, as suspensdes foram
centrifugadas, lavadas e visualizadas no microscopio.

Na suspensdo com fragdo volumétrica p=0,07, a amostra controle, Figura 21(C),
apresentou 12 particulas fluorescentes, a amostra eletroporada possui 150 particulas
(Figura 21(D)). As particulas fluorescentes na amostra controle demonstram que nem
toda a fluorescéncia pode ser retirada da suspensdo. Entretanto, para p=0,35 a diferenca
entre controle e amostra eletroporada ndo foi significativo (27 e 26 particulas,
respectivamente). As curvas de condutividade das suspensdes correspondentes a estas
fragdes volumétricas sdo mostradas na Figura 22. Com p=0,07, o potencial
transmembrana induzido sobre a célula foi de 771mV, para que o marcador fluorescente
pudesse entrar na célula. Em p=0,35, utilizando a Equacdo (6), V,=687mV. Esta
diferenca de 84mV entre V,(p=0,07) e Vn(p=0,35) causou a entrada de marcadores
fluorescentes em p=0,07, e confirma o efeito do aumento da proximidade das célula na

diminui¢ao da polarizagdo da membrana [12, 35, 37], Tabela 5.

Tabela 5 — Comparacdo de V,,, e numero de particulas fluorescentes para diferentes fracdes

volumétricas.

Nimero de Particulas Nimero de Particulas
p Flurescentes na Flurescentes na Vm (mV)
Suspensao Eletroporada Suspensiao Controle
0,07 150 12 771
0,35 26 27 687

*Calculado com Equagao (6).
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Figura 21 — Imagens das hemacias de rato: A) em solucdo hipotonica com lente de 10x; B) em

meio contendo FITC-Dextran 250S (peso molecular médio de 50k), os marcadores ndo entram
passivamente na célula, lente de 40x; C) controle com p=0,07, lente de 10x; D) eletroporagédo de
p=0,07 com 1650V/cm e 500us; E) controle, mesmo experimento com lente de 40x; F)

eletroporacdo com lente de 40x.
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Figura 22 — Leitura da condutividade da suspensdo durante a aplicacao de pulso com duracdo de
500us. A linha pontilhada ¢ a leitura com pulso de 600V/cm (aplicado antes do pulso de
eletroporag@o), e a linha continua (p=0,07) e tracejada (p=0,35) com pulso de 1650V/cm. Com
p=0,07 houve a entrada de marcadores fluorescentes na célula, como demonstrado nas Figuras
18(C), (D) e Tabela 5. Verificou-se que a variagdo da condutividade inicial (Ac;) entre as duas
curvas sugere abertura de poros maiores para p=0,07. A variagdo da condutividade final (Acy)
para maiores concentracdes celulares pode ser atribuida a formagao de poros e a outros fatores

(e.g., eletroforese).

4.3 Modelo Cossenoidal da Eletroporacgdo

Nesta andalise tedrica, a eletroforese e a condugdo na dupla camada foram
consideradas despreziveis. E que o aumento da condutividade da suspensdo, para
p=0,07, ocorre devido a abertura de poros na membrana.

Para estimar quantitativamente a condutancia da membrana da célula, utilizou-se

a leitura da alteragdo da condutividade da solugdo durante o pulso de eletroporacdo. A

40



fim de compatibilizar os resultados tedricos e experimentais, foi proposto que a
condutancia Gp, depende do potencial médximo de membrana V., (Equagdo (6), F=1,
0=0°, em regime) na cé¢lula intacta segundo a relagéo:
G, =A,V2 —B, para0,467V<V,<0,770V (34)
Gmo =0 para V,0:<0,467V

Os limites de Vy,, do modelo acima dizem respeito aos valores experimentais
obtidos através da Equacdo (6). Na Figura 20 a linha continua representa o melhor
ajuste do modelo teérico para 0.=50°, obtido para t=100us A=5,5A.V>.cm™ e
By=1S/cm’. Para t=400us A;=18,32A.V>.cm™ e By=4S/cm’. O erro méximo variando

45°<0,<70° para t=100us é de 3%, e para t=400us é menor que 1%.

1,1 T T T T T T 11 T T T T T
A { { { i tedrico B tedrico
*  p=0,07 - : - - - F pe0o7
> p=0,00 | i i i i g > p=0,00

1,05 f-------- e bneenees S SESE ISR ; LT SR e e ] EETTEREN !

0,85 L L i i i I 1 0.85 L | L i i i
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1300
E(vicm) E (V/cm)

Figura 23 — Condutividade normalizada da suspensdo em fun¢do do campo elétrico aplicado,
para A) 100us e B) 400us. A linha continua (-) apresenta a simulagdo tedrica, o erro maximo €
de 3% com o experimento; (*) sdo os pontos obtidos pelo experimento com fragdo volumétrica

de 0,07; (x) mostra os resultado da aplicagdo dos pulsos em solugdo nédo contendo células

(medicdo de referéncia).

A Figura 24 mostra a dependéncia da condutividade prevista pelo modelo com

angulo critico 6, e condutancia maxima Gyy,.

41



0,9%

0,95

0,94

0,93

olo,

0,92

0,91

0,9

Figura 24 — Condutividade relativa da suspensdo (c/c,) em fungdo da condutancia (maxima) da

membrana no polo da célula (G,,,), para valores de 6. entre 40° a 70°.

4.4 Modelo Assintético da Eletroporagdo

A Figura 25 apresenta resultados comparativos da condutividade relativa da
suspensdo, teoricos (quadrados) e experimentais (asteriscos). Os resultados foram
obtidos para suspensoes com 0,07, com c,=2,3mS/cm, 6i=6,2mS/cm [97] e a=3,2um.
Os seguintes parametros da Equagao (18) foram modificados para obter o melhor ajuste

do modelo assintotico aos dados experimentais:

Tabela 6 - Parametros alterados do modelo asssintotico.

Parametros Valor
Parametro de eletroporagdo (o) 4.10"cm™s™
Tensdo caracteristica de eletroporagdo (Vp) 200mV
Constante de eletroporagao (q) 3,48
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Figura 25 — Condutividade relativa da suspenséo de células com p=0,07, medido em 100us. Os
asteriscos sdo os valores experimentais obtidos, os quadrados sdo os pontos simulados com o

modelo assintotico. Erro menor que 1%.

No modelo assintotico da eletroporagdo, o erro entre a curva teodrica e
experimental ¢ menor que 1% (Figura 25).

As Figuras 26 e 27 apresentam as alteragdes na membrana plasmatica com a
aplicacdo de um pulso de 1kV/cm. A Figura 26 apresenta (A) V, e (B) Gy, no tempo
para o polo da célula, 0=0rad. As Figuras 27(A) e (B) mostram a alteracdo angular de
Vm ¢ G, em regime, respectivamente.

A variagdo da condutincia méaxima (Gpo,) € do angulo limite da abertura de
poros na membrana 6. em fun¢do do campo elétrico aplicado ¢ mostrado na Figura 28
(A) e (B), respectivamente. Valores de condutdncia maximos sdo apresentados, na
Figura 28 (A), para o modelo assintdtico (quadrados) e a Equagdo (34) (losangos). As
linhas representam a equacao E,=a.Gyo-b. Em ambos os modelos a=8,75.10'3V2.cm.A'1,
para o modelo assintdtico b=7V/cm e para a Equacao (34) b=8,65V/cm .Verificou-se o

valor do potencial transmembrana em regime (Figura 29).
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Figura 27 - Simulagdo de suspensdo de célula isolada, campo aplicado de 1kV/cm em regime.
Distribuigdo angular A) V,, e B) Gy
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Figura 28 — Efeito da eletropora¢cdo na membrana da célula na aplicagdo de campo elétrico entre
400 a 1600V/cm, 6,=2,3mS/cm, 6;=6,2mS/cm, h=5nm, a=3,2um, em regime. A) Condutincia
da membrana no polo da célula (6=0rad), os quadrados sdo os pontos simulados com o modelo

assintotico e os losangos os resultados da Equacdo (34). As linhas representam a equacao
E,=a.Guno-b. Em ambos os modelos a=8,75.10° V2.cm.A™". Entretanto b=7V/cm para o modelo
assintdtico e b=8,65V/cm para a Equagdo (34); e B) 0. ¢ o angulo no qual a condutancia da

membrana ¢ desprezivel.

Figura 29 - Potencial transmembrana em 6=0rad em fun¢@o da condutancia maxima da

membrana em regime.
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Experimentos comprovam a assimetria da eletroporagdo [38, 46, 54, 58, 122-
124]. Alguns atribuem esta assimetria ao potencial de repouso da célula (Vi) [46,
120]. A fim de verificar a influéncia de Vi, adicionou-se na simulacdo V,=80mV, o

resultado desta simulacdo ¢ apresentado na Figura 30.
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Figura 30 — Distribui¢ao angular da condutancia da membrana. O efeito do potencial de repouso

(80mV) ndo afeta, significativamente, a assimetria da eletroporacao.

O modelo assintotico descreve o comportamento de criagdo e destrui¢do dos
poros [69, 117]. Propicia a avaliacdo da dinamica da condutincia da membrana, na
aplicacdo e retirada do pulso de eletroporacdo (Figura 31).

As influéncias da variagdo das condutividades (c; € G,) (Figuras 32 ¢ 33) e da
dimensao das células (‘a’) (Figura 34) na condutincia maxima da membrana
eletroporada (Gp,) foram estudadas. Foram aplicados pulsos de 1200V/cm, com

a=3,2um, c;=6,2mS/cm, h=5nm e C;;=0,8 uF/cmz.
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Figura 32 — Influéncia dos meios externos na condutancia maxima

em regime (Gp,o). O pulso aplicado foi de 1200V/cm. Gy, dependente da condutividade externa,

=3,2um,

2.a

as condigdes in vivo [19] indicadas pela seta incluem as solugdes da Tabela

=0,8uF/cm’.
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Com os mesmos dados experimentais de o/c,, existe uma variagdo nos
resultados da condutincia maxima da membrana eletroporada entre os modelos

cosseinoidal e assintotico (Figura 35).
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Figura 35 — Diferenga de distribui¢do angular da condutancia da membrana provoca diferenca

de Gy, entre os modelos assintdtico (linha continua) e cossenoidal (linha tracejada).
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5. DISCUSSAO

Neste capitulo s@o discutidos as opgdes feitas ao longo da criacdo da
metodologia e os possiveis fatores que afetam nossos resultados. Evidenciou-se que a
metodologia desenvolvida permite a leitura da alteracdo da condutividade de
suspensoes, provocada pela abertura de poros na membrana plasmatica. Mas, em
suspensOes concentradas a leitura sofre interferéncias. Também sdo analisadas as
limitagdes dos modelos matemadticos, os valores quantitativos e¢ a dindmica da
condutancia da membrana, as restrigdes nos resultados obtidos através dos modelos.
Buscou-se um entendimento da aplicagdo pratica nos laboratorios das teorias obtidas

através de modelos matematicos desta tese.

Um dos fatores que influenciam a eletroporagdo ¢ a tensdo hipo-osmotica
causada pelo inchaco da célula devida a entrada de agua imposta pelo gradiente
(inchago hipotdnico). Este efeito produz na membrana uma for¢a mecanica lateral que
pode reduzir o potencial critico da eletroporagao [38]. A pressdo osmotica ¢
proporcional a molaridade da solu¢do e a temperatura (Equagdo (7)). Na mesma
temperatura, a solugdo hipotonica utilizada tem 67% da pressdo osmética da solucdo
isotonica. Barrau et al. (2004) [20] utilizaram uma solucdo de 43% da solugdo isotonica
e verificaram a permeabiliza¢do das células através de citometria de fluxo. Concluiram
que houve uma redugdo de 100mV no potencial critico de eletroporagdo das células.
Como foi utilizada uma redugdo de 33% da pressdo osmotica, considerou-se para este
estudo que a tensdo mecanica induzida osmoticamente na membrana pode introduzir
uma imprecisdo no calculo do potencial critico em torno de 50mV.

Na Figura 18, apos um certo valor de campo elétrico aplicado, existe um
aumento de conducdo elétrica na suspensdo de células. Foi considerado que este
aumento ocorre devido a passagem de corrente iOnica, entre o meio externo € o
citoplasma da célula, através dos eletroporos. Calcula-se, para p=0,07, o potencial
critico na membrana da célula (Equacdo(8)) com sendo V. ~460mV. Para p=0,35,
V~416mV. Estes valores sdo similares aos encontrados por Pavlin et al. (2005) [48]. A
condutividade da suspensdo nao apresentou alteracao significativa para potencial critico

minimo da eletroporacdo (200mV [39]).
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Verifica-se que a derivada no tempo destas curvas aumenta com o campo
aplicado e fragdo volumétrica. Para p=0,07, este aumento da derivada deve estar ligado
ao aumento da condutancia da membrana. No entanto, para p=0,35, nota-se que a
condutividade da suspensao para 1650V/cm ultrapassa o valor da condutividade do
eletrolito (Figura 19). Isso se deve provavelmente a difusdo na dupla camada e/ou a
movimentacdo da propria célula (eletroforese). A célula apresenta mobilidade de 0,86-
1,48x10* ecm?/V.s [109], apesar de ser cinco vezes menor que a mobilidade de ions
como Na' e CI, pode influenciar o aumento de condutividade da solugio.

Na Figura 20, para uma pequena concentragdo de células (p=0,07), a leitura da
condutividade da suspensdo, com pulso de 600V/cm e duragdo de 500us, apresentou
resultado compativel com o modelo de Maxwell. Para p=0,35, a discrepancia entre o
valor tedrico e experimental foi maior que 20%. No entanto, Pavlin et al. (2005) [48]
apresentaram resultado similar ao obtido por nosso experimento para uma fracdo
volumétrica de 0,30. Neste mesmo trabalho, os autores apresentam uma dependéncia da
leitura da condutividade normalizada (c/c,) com a condutividade externa. Com a
mesma fracdo volumétrica e 6,=15,8mS/cm, 6/5,=0,54 que € um valor préximo ao do
modelo de Maxwell. Observou-se que existem efeitos de polarizacdo das células em
suspensdo que influenciam a leitura da condutividade DC (pulso), pois esta ¢ afetada
pela condutividade externa e pela concentracdo de células. Uma das hipoteses ¢ a
eletroforese da célula (mencionada acima), considerou-se que este processo afeta de
forma significativa a leitura da condutividade DC das suspensdes concentradas.

A segunda hipdtese para a adicdo da condutividade estd na movimentagdo idnica
lateral na regido interna da dupla camada (dindmica da camada Stern'®). Carrique et al.
(2001) [93] sugerem um aumento da condutividade de suspensdo quando o potencial
induzido na particula coloidal ¢ maior que 100mV. O efeito da dindmica da camada
Stern na condutividade ¢ importante em altas fracdes volumétricas (p>0,20) e eletrdlitos

pouco condutivos.

' Uma distribuigdo de ions surge em torno de uma superficie carregada na interface com a
solugdo eletrolitica, esta regido ¢ chamada de dupla camada elétrica. O modelo de Gouy-
Chapman propoe decaimento exponencial do potencial elétrico da membrana ao eletrélito. No
entanto, o modelo encontra limitagdes quando o potencial na superficie carregada é grande (e.g.,
>300mV). Para resolver este problema, Stern sugere a adicdo de uma camada interna (uma
camada compacta de acumulagéo de ions diferente da difusa camada de Gouy), conhecida como
camada Stern [111].
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O modelo de Maxwell pode ser utilizado para dois casos: particulas ndo
carregadas e dupla camada elétrica muito fina. Neste caso a condutividade torna-se
independente do potencial na superficie da célula apenas no caso de suspensdes diluidas
[92, 110]. Alguns trabalhos sugerem alteragdes no modelo de Maxwell [92,93], mas
poucos trabalhos estendem a teoria da condutividade de particulas coloidais para a
aplicacdo em células bioldgicas [110]. Estudos para a aplicagdo das novas teorias da
condutividade DC em células bioldgicas sdo necessarias.

Verifica-se na Figura 22 que em 100us, a variacao da condutividade (sem e com
eletroporagdo) para Aci(p=0,07)~0,ImS/cm e Aci(p=0,35)~0,05mS/cm. Em 400us,
Ac(p=0,07)~0,15mS/cm ¢ Ac{p=0,35)~0,19mS/cm. Como Ac;(p=0,07)>Ac;i(p=0,35),
e foi possivel a entrada de marcadores fluorescentes para p=0,07 (Figura 21(D)), pode-
se supor que o aumento de condutividade, em 100us, ocorreu devido a abertura de poros
que permitem a entrada de grandes moléculas. Estudos e experimentos podem ser
desenvolvidos para verificar a possivel associagdo de Ac; com a eficiéncia da
transferéncia de macromoléculas.

Foi observado que apesar da maior diferenga entre as variacdes da condutividade
inicial e final para p=0,35 (Acs~Ac;), o tamanho dos poros ndo foi suficiente para a
passagem dos marcadores fluorescentes, Tabela 5. Duas hipoteses foram propostas: (1)
inicialmente, abriram numerosos pequenos poros (que conduzem pouca corrente),
durante a aplicacdo do pulso, aumentaram significativamente, e causaram a variagdo da
condutividade da suspensdo, mas ndo o suficiente para a entrada dos marcadores; e/ou
(2) os fatores de eletroforese e a conducdo lateral da dupla camada da membrana
plasmatica afetam, significativamente, a condugdo de suspensodes concentradas.

Existem dificuldades em estimar o niimero ¢ tamanho dos poros, baseado no
tamanho da molécula, por causa das interacdes elétricas que dependem da geometria,
cargas elétricas e forma da molécula [41]. Deve-se considerar que quando uma particula
carregada, na proximidade entre dois materiais com diferentes constantes dielétricas
(membrana e agua neste caso), sofre uma repulsdo eletrostatica [82]. Além disso, o
processo de passagem da macromolécula para dentro da célula ndo estd completamente
esclarecido. Tsong (1990) [112] propde alguns meios de transferéncia de
macromoléculas: difusdo através dos poros da eletroporacdo; aderéncia da

macromolécula na membrana; e que a macromolécula entra na célula através de
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eletroforese, carregando parte da membrana. Sukharev et al. (1992) [113] consideram
que uma vez aberto os poros, existe um processo que “ajusta” o tamanho do poro
mecanicamente, pois a macromolécula ¢ “empurrada” para dentro da célula pela forga
eletroforética. Esta hipotese explicaria como o DNA (2um [113]), maior que os
diametros dos poros (1-10nm [33, 114]), entram na célula. Mesmo grandes poros como
os descritos por Chang (1992) [16], ndo permitiram a passagem direta do DNA.
Entretanto, o DNA ¢ flexivel e sujeito a orientagcdo ¢ deformagdo na presenca de um
campo elétrico [113].

Nos resultados da Figura 24, verifica-se que para valores de 6, menores que 40°
a variacdo de condutividade conforme mostra o modelo € pequena e ndo possibilita
valores da condutividade normalizada da suspensdo maiores que 0,92. No entanto, na
Figura 23 verifica-se valores experimentais de o/c, maiores que 0,95. Portanto, os
poros devem cobrir uma area da membrana maior que 6:>40°. Analisando as curvas da
Figura 24 pode-se concluir que a eletroporacdo de eritrocitos de ratos com campo
aplicado maior que 1500V/cm produz uma intensa alteragdo da condutancia no polo da
célula e afeta uma area consideravel da membrana, pois apenas com Gmo=10S/cm’ e
0.=70° o modelo teodrico fornece valores de condutividade compardveis com aqueles
mostrados na Figura 23.

Na Figura 25, o modelo assintotico apresentou uma boa concordancia (erro
<1%) com os resultados dos experimentos com suspensdes de células isoladas
(diluidas). Entretanto, este modelo descreve a criagao e destruigdo dos poros, mas nao
inclui a evolucdo dos poros (poros fixos em 0,76nm). E, representa apenas os momentos
iniciais da eletroporagao.

Os parametros apresentados na Tabela 6 diferem dos dados apresentados por
DeBruin e Krassowska (1999) [67] e Stewart ef al. (2004) [118]. A tensdo caracteristica
da eletroporagdo (V) representa a tensdo critica em que os poros permitem a passagem
de corrente. Teissié e Rols (1993) [39] determinaram experimentalmente este valor de
200mV para diferentes células. Como os autores ndo apresentaram uma demonstracao
matematica para a obten¢ao de ‘q’, utilizou-se este parametro para compensar a
diminuigdo de V,,.

Stewart et al. (2004) [118] alteraram o raio do poro (r,=20nm) para fornecer

dados consistentes com os experimentos. No modelo assintotico, a condutancia do poro
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foi obtida através de estudo experimental, que considera a energia de Born'' (w,) como
uma barreira (trapezoidal) para a passagem de um ion monovalente [66, 69]. Esta
barreira de energia tende a diminuir com o aumento do poro ¢ a diminui¢do da
espessura da membrana (Ramos ndo publicado). Para grandes poros (r,>5nm), esta
barreira € insignificante, e a representacdo da condug@o do poro apresenta caracteristicas
diferentes. Krassowska e Filev (2007) [117] propdem que a condugdo através de
grandes poros ¢ afetada por duas resisténcias em série (resisténcia do poro e resisténcia
interna). Dessa forma, a utilizacdo de grandes poros neste modelo apresenta aplicacdo
inadequada. Por este motivo, r, foi mantido e alterou-se o valor de o para adequar os
resultados experimentais ao modelo assintotico.

Quando o pulso elétrico ¢ aplicado, o deslocamento id6nico provoca o
carregamento da membrana, € o aumento de V. Quando V,>200mV, Figura 26 (A), os
pequenos buracos entre as moléculas de lipidios da membrana (poros hidrofdbicos,
Figura 4(a)), formados por agitacdo térmica, sofrem altera¢des estruturais e tornam-se
poros hidrofilicos (Figura 4(b)), permitindo a passagem de ions para dentro da célula
[2]. Com a membrana intacta, G,=10"S/cm?® [19]"% apds a abertura de poros na
membrana, G,, aumenta (Figura 26(B)) e V,,, sofre um achatamento (Figura 27(A)). Para
o campo de 1kV/cm, os poros da membrana estdo concentrados em um angulo de
0.=0,9rad (Figura 27(B)).

A variagdo da G, apresentada no grafico da Figura 28(A) ¢é consistente com o0s
valores apresentados na literatura (l-lOS/cm2 [37, 73, 115, 121, 122]). A variagdo
angular durante a eletroporagao foi de 0,9 a 1,1rad (51° a 63°) concordando com os
dados experimentais com microscopia de fluorescéncia [115], Figura 28(B). Na Figura
29 foi observado que, em regime, o potencial transmembrana no polo da célula (6=0rad)
ndo se altera significativamente na aplicacdo de diferentes campos elétricos. A
condutincia da membrana aumenta de forma a compensar o maior acimulo de ions

provocado pelo incremento do campo elétrico.

""" Quando um ion se aproxima de uma interface entre dois materiais (com diferentes constantes
dielétricas) produz uma distribuicdo da carga de polariza¢do na interface. Isso ocorre porque a
polarizacao do meio de alta constante dielétrica (agua, ~80) € maior que o de baixa (membrana
plasmatica, ~2) [119]. Este potencial de polarizacdo fornece uma barreira para a passagem do
ion, algumas vezes este potencial barreira ¢ chamado de energia de Born [66, 69].

12 Utilizamos a conversdo G,=c/h [120].
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Na Figura 30 observou-se que apenas nos instantes iniciais da eletroporacdo
existe diferenca de G, para 6=0 e 3,14rad. No entanto, esta diferenga ndo justifica a
assimetria descrita por Hibino ez al. (1993) [38] de 400%. Este resultado concorda com
outros trabalhos que demonstraram experimentalmente que a assimetria da
eletroporagdo ¢ independente de Vi [125]. O trabalho tedrico desenvolvido por
Debruin e Krassowska [69] confirma que V..« produz variagdes insignificantes na
criacdo de poros. Alguns autores atribuem a assimetria da eletroporagdo a uma corrente
que passaria por canais de Ca*" do tipo L [125] ou a eletro-osmose [124].

Verifica-se na Figura 31 que as etapas da dindmica da condutancia da membrana
podem ser divididas em: ABERTURA dos poros: (1) aumento de G,, principalmente,
nos polos da célula (inducdo, Tabela 1); (2) espalhamento dos poros pela membrana,
com aumento acentuado nos polos (expansdo); (3) Gn, constante, numero e distribuicao
de poros invariavel (estabilizagdo); FECHAMENTO dos poros: (4) Diminuicdo rapida
de Gy,

As etapas (1) e (2) apresentam verificagdo experimental dificultada, pois
ocorrem em menos de lus [2, 3, 38]. A etapa (3) apresenta a limitagdo do modelo
assintotico: através dos dados experimentais obtidos neste trabalho, pode-se verificar
que existe uma alteracdo de Gy, durante o pulso de eletroporagdo. A variacdo da
condutividade da suspensdo (Figura 18) e, conseqilientemente, de Gy, é proporcional ao
numero, tamanho e condugdo dos poros formados na membrana. Portanto, sabe-se que
existe uma alteracdo da dinamica dos poros, ¢ Gy, ndo permanece constante durante o
pulso.

O fechamento dos poros (etapa 4) esta de acordo com a rapida relaxagdo da
condutividade da suspensdo apresentada pelos experimentos (Figura 17). No entanto,
contradiz a hipotese de poros de longa vida que contribuem para a permeabilidade dos
ions e moléculas, minutos ap6s a aplicagdo do pulso [127]. Uma explicagdo seria que
apenas uma pequena parte do aumento da condutividade pode ser atribuida aos poros
condutivos, € que a maior parte ¢ resultado de algum processo relacionado (e.g.,
condug¢do na dupla camada, eletroforese). Apesar destes dois processos estarem
relacionadas com a concentracdo de células na suspensdo. Contudo, neste estudo a
dilui¢do (p=0,07) poderia reduzir o aumento da condutividade da solugdo causado por

esses processos. Outra explicacdo estaria no fato que os poros de longa vida (40ms apds
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o pulso) apresentados por Chang (1922) ocorreram pela aplicagdo de campos muito
intensos (4-5kV/cm). Estes valores sdo muito superiores aos trabalhados nesta tese
(maximo de 1,65kV/cm). Provavelmente, estes campos muito intensos superam uma
barreira de energia que possibilite a existéncia destes poros. No entanto, este estado de
energia dos poros ainda ndo ¢ descrita nos modelos atuais (Anexo 1). Supde-se que as
alteracdes sofridas pela membrana descritas, na Tabela 1 pela etapa Memodria,
continuem durante um longo periodo.

Na Figura 32, as condigdes in vivo e meios de baixa condutividade, delimitadas
na figura, foram obtidas de Kotnik et al. (1997) [19]. As condi¢Ges in vivo foram
estendidas para as solucdes descritas na Tabela 2. Verificou-se que o aumento da
condutividade externa, principalmente para as condigdes in vivo, possibilita maior
condutancia da membrana. Entretanto, em ambiente de baixa condutividade a variagao
de G € muito baixa em comparag@o com os valores in vivo. Este efeito deve ser mais
aparente quando utilizado com células grandes, pois o potencial transmembrana sofre
maior influéncia [19].

Na pratica, solugdes com condutividades acima de 10mS/cm necessitam, para
campos elétricos intensos (1kV/cm), altas correntes. Conseqlientemente, o0s
equipamentos para suprir estes valores de poténcia sao caros. O meio de eletroporacao ¢
um importante parametro para caracterizacdo da carga do equipamento, bem como as
dimensdes da cubeta (Equacao 23) [95].

As caracteristicas internas de cada célula diferenciam a condutividade do
citoplasma. Dessa forma, existe uma variacdo da condutividade interna para diferentes
tipos de células [19]. Em meios de baixa condutividade o aumento da condutividade
interna ndo sugere alteragdes significativas, Figura 33. No entanto, para meios de alta
condutividade, Gy, sofre a influéncia de o;.

A Figura 34 mostra a dependéncia de G, com as dimensoes das células. Para
estas simulacdes foram consideradas células esféricas. Verifica-se que para células
pequenas, a<4um (e.g., bactérias [128] e hemacias [33]), variacdes menores que 1pum
causam diferencas na condutincia da membrana de 10 vezes. Para células maiores (e.g.,
ovos de ourico do mar [84]), a variagdo da condutancia ¢ menor, para os meios de

eletroporacao entre 0,1 e 15 mS/cm.
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Em nossos experimentos as células ndo sdo afetadas igualmente. A distribuigao
de Gy, apresenta variagdes entre as células da suspensdo do experimento. Verificou-se
no Capitulo 3 — Métodos, Item 3.4 - Didmetro dos Esferdcitos que a célula varia entre
2,6 a 3,8um. De acordo com a Figura 34 a variagdo da condutincia maxima da
membrana, pra 6;=2,3mS/cm, ¢ de 0,5 a 4 S/cm?. Este fato demonstra como em uma
mesma amostra de células é possivel ter células com pequenos poros na membrana (e.g.,
células com r=2,6pm) e grandes poros que permitem a entrada de macromoléculas (e.g.,
r=3,8um). Com menor freqiiéncia, eletroporacdo irreversivel (morte celular) e
eletroporacdo desprezivel (poros muito pequenos).

Apesar de ndo ter sido abordada neste trabalho, a forma ndo-esférica de algumas
células deforma a distribuicdo cossenoidal do potencial transmembrana e,
conseqiientemente, alteram a condutancia da membrana [129].

Nas Figuras 28(A) e 35 foram apresentados alguns dados comparativos entre os
modelos matematicos apresentados neste trabalho. O modelo cosseinoidal apresenta
Gm=A(Vi?), enquanto o modelo assintético tem Gn=flexp(Vi>)). No entanto, quando os
modelos foram ajustados para um mesmo experimento (p=0,07 no tempo 100us),
Figura 23(A) e 25. Verificou-se que o resultado da condutancia da membrana apresenta

similaridades qualitativas.
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6. CONCLUSOES

Desenvolveu-se uma metodologia de medigdo dos efeitos da eletroporagdo em
suspensoes de célula. As observacdes que os poros alteram a condutividade da
suspensdo, quando V,,>460mV (para p=0,07) e 410mV (para p=0,35), sdo consistentes
com os resultados de Pavlin et al. (2005) [48]. Os resultados dos experimentos
realizados, com a inser¢do de marcadores fluorescentes, mostram que outros efeitos
(e.g., eletroforese e condugdo na dupla camada) além dos eletroporos afetam a leitura da
condutividade de suspensdes concentradas (p=0,35) com pulsos de tensdo de grande
duragdo (e.g., 300us). Verificou-se que a solugdo de 67% da solugdo isotOnica e
suspensoes diluidas apresentam uma imprecisdo em torno de 50mV na determinagao do
potencial critico.

No modelo cosseinoidal, a boa concordancia entre os resultados apos ajuste de
parametros sugere que a condutancia varia com o quadrado do potencial de membrana.
O ajuste de parametros do modelo assintdtico resultou em erros menores que 1%. Mas,
o modelo ndo se adequou ao estudo da dinamica (evolug@o) dos poros.

Os modelos matematicos da eletroporacdo apresentaram diferencas na
condutancia maxima da membrana (Gpo), conforme observado na Figura 28(A). As
diferencas nas distribui¢bes de Gy, na célula entre os modelos causaram esta
discrepancia (Figura 35). No entanto, os valores ndo sdo maiores que 7S/cm2, Figura
28(A), com 65°>0>50° (Figuras 24 e 28(B)). Estes resultados sdo coerentes com os
dados fornecidos por alguns autores [48, 114, 115]. Estas observagdes sugerem que os
poros ndo se concentram apenas nos poélos (6=0° e 0=180°). Contudo, ndo sio
distribuidos uniformemente e afetam em torno de 40% da membrana celular. A
distribuicao dos poros na membrana interfere na obtengdo precisa de Gn,, baseado na
leitura da condutividade das suspensdes de células.

Verifica-se com o modelo cossenoidal da eletroporacdo que para pulsos de
1650V/cm, p=0,07, durante 300us, Gmo aumentou de 2,3 para 6,9 S/cm” (Figura 23).

Este fato indica que os poros estdo aumentando, ou em tamanho ou quantidade ou em

ambos. A condutancia da membrana ¢ dada por: G = Z:GPNP , onde P sdo os poros
P

em uma determinada area da membrana, Gp € a condutancia do poro, € Np 0 nimero de

58



poros. Através de G, ndo se pode obter a dindmica da evolugdo dos poros. Contudo,
este resultado demonstra que existe uma modificagdo nos poros da membrana dentro de
300us do pulso. Esta observacdo evidencia a limitacdo do modelo assintdtico da
eletroporacdo, que, entretanto, apresenta bons resultados para a dindmica de abertura e
fechamento dos poros.

Nos momentos iniciais da aplicagdo do pulso, com o modelo assintdtico,
verifica-se que os pulsos se concentram no pélo da célula e em seguida se espalham até
alcangarem 6.. O fechamento confirma a rapida relaxacdo da condutividade da
suspensdo. Estes resultados t€ém concordincia com o trabalho de Pavlin et al. (2005)
[48].

Neste trabalho foi demonstrado que a condutividade do meio, a concentragdo e
as dimensoes das células tém que ser consideradas na escolha adequada da intensidade e
duragdo dos pulsos de eletroporacdo. Contudo, para meios de baixa condutividade,
contendo células maiores que 7um de raio, as dimensdes das células ndo afetam,
significativamente, a eletroporacao.

Em resumo, pode-se concluir que as principais contribui¢des deste trabalho
estdo na metodologia desenvolvida para o estudo da eletroporacdo em suspensoes de
células; no estudo da condutancia da membrana utilizando dois modelos tedricos da
eletroporagdo, baseado nos dados experimentais gerados neste trabalho; na avaliacdo
quantitativa do efeito da dimensao da célula e da condutividade externa da suspensao na

eficiéncia e caracterizagdo da eletroporagdo.
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7. PERSPECTIVAS

Este trabalho apresenta uma metodologia para a leitura da condutividade da

suspensdao de células. No entanto, alguns detalhes da andlise tedrica e experimental

necessitam de esforcos na pesquisa dos seguintes aspectos:

Analise teorica da condutividade para suspensdes concentradas;

Estudo da relacdo da condutividade inicial da suspensao (100us) e a
eficiéncia da transferéncia genética;

Melhoria no projeto do eletroporador visando um aumento do potencial
aplicado, diminuicdo da resisténcia de carga e aplicagdes de pulsos
consecutivos em freqiiéncia entre 1-5kHz;

Estudos da evolucdo dos poros baseado em métodos estatisticos (e.g.,
Monte Carlo);

Analise tedrica da dissipacdo de potencial transmembrana induzido
necessaria para a estabilizacdo da eletroporacdo (Tabela 1) na célula;
Utilizagdo do eletroporador para melhorar a eficiéncia de aplicagdes

praticas da transferéncia genética.
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ANEXO 1 - Energia e Densidade de Poros

A equagdo da energia do poro utilizada na simulacdo da Figura 6 ¢ dada a seguir

[71]:
W. =2nry—-2.n jl“ [A (r* t*)lr* dr’ +(gj4_MV2ja2(r')r'dr'
. =2.mr. T 0 e 1AL . . 5 ") . AL
onde
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Hi(r)z(l—?j {1 2,104.(rj+2,09.(rj 0,95.[r” (AL3)

¢; ¢ a concentragdo e | a mobilidade do ion ‘i’, o fator Hi(r) é dado por Renkin (1954)
[129]. A,, A e A, sdo a area total dos poros, a drea total da membrana e a area de
equilibrio para o ponto de minima energia interfacial. Utilizou-se A/A,=1,0125 [71].

O método das diferengas finitas foi utilizado para simular a equacdo da funcdo
densidade de poros, Equagdo (12). Subtraindo a taxa de criagdo (N,) e destruicdo de

poros (Ny), tem-se o fluxo de poros para r=rp,;,, entdo:
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No caso de r=tmax € Np=n(I'max), tem-se a seguinte condi¢do de contorno:
n(N,))=n(N, +1) (A1.8)

O critério de estabilidade para obter estabilidade e precisdo no método de

diferengas finitas foi dado por [75]:

At <

D

p

(Ar)? (A1.8)

Os dados para a simulagdo, descricdo e valores das variaveis e as referéncias sdo

apresentadas na Tabela Al.1.

Tabela A1.1 - Parametros para a simulagdo da equacdo de energia [71] e da equagdo de

Smolushowski. Valores para 298K.

Notacao Descricao Valor Ref.
Tmin Raio minimo do poro 1Inm [130]
T'max Raio maximo do poro 40nm [130]
Ws Barreira de energia para a destruig@o e 2.107"°) [75]

criacdo de poros
X Taxa pré-fator de criag@o de poros 5.10"ms™” [131]
© Taxa pré-fator de destruicdo de poros 107%™ [131]
Ew Permissividade relativa da dgua 80 [71]
€m Permissividade relativa da membrana 3 [71]
€ Permissividade do vacuo 8,85.10“Fm’"’
Funcao de Parsegian 0,25 [132]
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Notacao Descricao Valor Ref.
e Carga elétrica do fon 1,60.10°Nm°C™
Ar Incremento de raio 10"nm
At Incremento de tempo 107
h Espessura da membrana Snm [71]
kT Constante de Boltzmann e 4.1 1.10°")
temperatura (298K)

Le(Ap=0) Tensdo superficial da membrana 2.10°Jm™ [133]
Y Tensdo linear da membrana 10" Jm™! [131]
C Repulsdo entre as cabegas dos lipidios da 9,67.10°1""*m [73]

membrana plasmatica

D, Constante de difusdo 510" m’s! [71]
'Na Raio hidratado do ion so6dio 0,358nm [25]
Ina Numero de elétrons na camada de valéncia 1

do ion sodio
tna Mobilidade do ion sodio 5,19.10% em®V's! | [134]
CNa Concentragdo do ion sodio 0,14M
rel Raio hidratado do ion cloro 0,332nm [134]
Zcr Numero de elétrons na camada de valéncia 1

do ion cloro
uer Mobilidade do ion cloro 7,91.10% em*V's! | [134]
cal Concentrag¢ado do ion cloro 0,14M
An Area da membrana 1,45.10°m’ [75]
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ANEXO 2 - O Eletroporador

Os estudos da eletropermeabilizagdo da membrana vém sendo realizados com
pulsos mono [33, 135], bipolares [136] e ondas senoidais [137]. Para a realizacdo de
estudos das rea¢des do meio biologico com a aplicacdo de diferentes campos elétricos,
foi desenvolvido um sistema para aplicagdo de potenciais elétricos de alta intensidade.
O equipamento e o programa foram desenvolvidos com recursos do Projeto Universal,
Processo CNPq 472484/2004-4. O eletroporador ¢ formado por um moddulo de
programa no PC, uma placa de conversdo analdgico-digital, um amplificador de

poténcia e por uma cubeta , Figura A2.1.

. Aquisi¢do e controle
\ ; dos sinais

N

Figura A2.1 — Eletroporador desenvolvido para estudo da eletroporagéo. Possibilita a aplicacdo

de formas de onda (pulso, rampa e senoide). O programa grafico foi desenvolvido em Labview.

O programa no PC foi desenvolvido para sistema operacional Windows XP, e
foi utilizada a linguagem de programacao grafica LabVIEW (National Instruments Inc.,
Austin, Texas, EUA). A Figura A2.2 apresenta a tela de interface com o usuério que
possibilita a geracdo de ondas nas formas: quadrada, rampa e sendide. O usudrio
especifica amplitude (Volts), freqliéncia (Hertz), nivel DC, (Volts), nimero de amostras
e taxa de amostragem (Hertz) de duas ondas que serdo seqiiencialmente adicionadas.
Utilizou-se a placa PCI 6251 (National Instruments Inc., Austin, Texas, EUA) para

conversdo digital-analogico, com 16-bits e taxa de amostragem maxima de 2,8MHz.
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Figura A2.2 — Tela de interface com o usuério do programa do Eletroporador desenvolvido em

LabVIEW (National Instruments).

O sinal analégico da placa PCI 6251 ¢ conectado no amplificador do estagio de
poténcia. A Figura A2.3 mostra um esquematico simplificado dos estagios de metade do
amplificador de poténcia do eletroporador.

O estagio de entrada apresenta dois amplificadores de base comum, um para o
semiciclo positivo e outro para o semiciclo negativo do sinal. Na amplificag¢do cascote,
cada periodo da onda ¢ amplificado por dois transistores bipolares (tipo PNP — para o
positivo e tipo NPN — para o negativo) conectados em cascata. Deve-se ressaltar que
transistores complementares devem ser usados (i.e., NPN e PNP que contém
caracteristicas idénticas), caso contrario a simetria de amplificacdo entre a parte positiva
e negativa pode ser comprometida. Apos a amplificacdo cascote, os sinais passam pelo
estagio de saida com amplificador de poténcia push-pull classe AB em configuracdo

Darlington NPN e um composto PNP.
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O ganho do circuito de amplificagdo completo em aberto ¢ de 36,90dB. A
maxima amplitude de saida em cada metade do estagio de amplificacdo é de 200V e de
tensdo diferencial ¢ de 400V. As caracteristicas do amplificador foram obtidas com uma
carga ndo indutiva de 205+4Q/100W (multimetro Fluke 179, John Fluke
Manufacturing, Everett, Washington, EUA). As medi¢des foram realizadas com o
osciloscopio digital (Tektronix THS720A, Beaverton, Oregon, EUA), ponteira de
tensdo (Tektronix P6117, Beaverton, Oregon, EUA) e ponteira de alta tensdo (Tektronix
P5102, Beaverton, Oregon, EUA). Dentro da faixa de 100 Hz até 10kHz o ganho do
amplificador foi de 28,4dB com desvio maximo de -0,4dB. A defasagem entre a entrada
e saida do amplificador (Vi e V, da Figura A2.3, respectivamente) ndo foi maior que
10°. A tensdo maxima de saida foi de 325V (pico a pico). A distor¢cao da forma da onda
(DFO) como [95] (Equagdo A2.1):

[lA0= 7, =Ddt
DFO ="

Tlfi (ot (A2.1)

4
onde fi(t) é o sinal de entrada, f,(t-1)é o sinal de saida normalizado e sincronizado com
sinal de entrada (o valor de 1 ¢ obtido da defasagem de fase). E o intervalo t; e t, foram
escolhidos para representar trés periodos da onda. DFO(%) ¢ menor que 5% para a faixa
de 100Hz a 10kHz, (Figura A2.4).

Pulsos na carga de 100V a 330V e duragdo de 500us foram aplicados, e
verificou-se que para a amplitude variar entre 10% a 90% do seu valor em regime, o
tempo de subida (ts) foi de 3,0+0,5us e o tempo de descida (tq) de 3,5+0,5us.

Na Figura A2.5 apresentou-se o aumento da capacitancia parasita do
eletroporador. A medigéo foi realizada com a carga resistiva ndo indutiva, osciloscopio
(Tektronix THS720A, Beaverton, Oregon, EUA), ponteira de alta tensdo (Tektronix
P5102, Beaverton, Oregon, EUA) e a ponteira de corrente (Tektronix A622, Beaverton,
Oregon, EUA). Aplicou-se uma tensdo de saida de 100V.
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F
30 da forma de onda (DFO) e ganho de amplitude do

estagio de poténcia do eletroporador. As linhas verticais largas indicam a banda entre 100Hz a
10kHz onde DFO ¢ menor que 5%.

Figura A2.4 — Defasagem de fase, distorg
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Figura A2. 5 — Capacitincia parasita do eletroporador, medida com carga resistiva ndo indutiva.

Para a banda de 100Hz a 10kHz o valor méximo da capacitancia parasita foi de 6nF.
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