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RESUMO

A eletropermeabilizacao bioldgica é um fendmeno muito estudado nas Gltimas décadas e ainda
ndo existem modelos matematicos que descrevam de maneira geral o comportamento dos
tecidos bioldgicos submetidos a campos elétricos muito intensos.

O objetivo principal deste trabalho foi a avaliacdo preliminar por métodos computacionais e
experimentais de um modelo de eletropermeabilizacdo proposto. Para isso, um sistema
eletrénico foi projetado e construido a fim de obter pulsos de alta tensdo com forma de onda
arbitraria e medir a tensdo e corrente na amostra durante o tempo de estimulagdo. Este
equipamento foi utilizado em experimentos com figado de rato, nos quais foram adquiridas
curvas de resposta da corrente elétrica para dois tipos de forma de onda da tenséo aplicada: 1)
pulsos retangulares com amplitude de 390 volts, duracéo de 5x10 segundos e raz&o ciclica de
50%; 2) rampas nas quais a tensdo aplicada na amostra varia de zero a 400 volts com cinco
diferentes tempos de subida: 1x10, 2x10*#, 3,5x10*, 5x10* e 1x107 segundos.

Um método computacional foi desenvolvido para obter a corrente de eletroporacdo a partir da
corrente total, usando a compensacéo da corrente dispersiva a partir da medicdo da impedancia
elétrica do tecido antes do ensaio.

Um modelo de eletropermeabilizacdo em tecidos bioldgicos foi proposto e uma avaliagdo
preliminar foi realizada através do método do circuito equivalente, cujo programa de simulacdo
foi desenvolvido em paralelo com as atividades préaticas. As curvas de resposta obtidas por
simulacdo foram confrontadas com os resultados experimentais e a minimizacdo do erro
quadratico médio foi parcialmente obtida através de diversas simulacfes nas quais 0S
parametros do modelo foram sucessivamente ajustados.

Obtiveram-se ajustes considerados adequados nos quais o erro quadratico médio no periodo de
variacdo da corrente foi menor que 5%. Conclui-se que o modelo proposto de
eletropermeabilizacdo de tecidos bioldgicos apresenta caracteristicas que permitem a correta
simulacdo computacional do fenémeno em figado de rato e por isso justifica-se a continuidade
dos estudos visando determinar sua validade para outros tipos de tecidos bioldgicos bem como
0 desenvolvimento de métodos otimizados para determinacéo de valores mais adequados para
0s parametros do modelo.

Palavras-chave: Eletropermeabilizacdo biol6gica, método do circuito equivalente, simulacéo
computacional, figado de rato, dindmica da eletropermeabilizacdo, limiar de
eletropermeabilizagéo.






ABSTRACT

Biological electroporation is a phenomenon studied in the last decades and there are still no
mathematical models that describe in general the behavior of biological tissues submitted to
very intense electric fields.

The main objective this work was the preliminary evaluation by computational and
experimental methods of a proposed electroporation model. For this, an electronic system was
designed and constructed in order to obtain high voltage pulses with arbitrary waveform and to
measure the voltage and current in the sample during the time of stimulation. This equipment
was used in experiments with rat liver, in which electric current response curves were acquired
for two types of applied voltage waveform: 1) rectangular pulses with amplitude of 390 volts,
duration of 5x10* seconds and duty cycle 50%; 2) ramps in which the applied voltage in the
sample ranges from zero to 400 volts with five different rise times: 1x10*, 2x104, 3,5x10%,
5x10* and 1x107 seconds.

A computational method was developed to obtain the electroporation current from the total
current, using the compensation of the dispersive current from the measurement of the electrical
impedance of the tissue before the test.

A model of electroporation in biological tissues was proposed and a preliminary evaluation was
performed through the equivalent circuit method, whose simulation program was developed in
parallel with the practical activities. The response curves obtained by simulation were compared
with the experimental results and the mean square error minimization was partially obtained
through several simulations in which the parameters of the model were successively adjusted.
Adequate adjustments were obtained in which the mean square error in the period of current
variation was less than 5%. It is concluded that the proposed model of electroporation of
biological tissues presents characteristics that allow the correct computational simulation of the
phenomenon in rat liver and for that reason it is justified the continuity of the studies aiming to
determine its validity for other types of biological tissues as well as the development of
optimized methods for determining the most adequate values for the model parameters.
Key-words: Biological electroporation, equivalent circuit method, computational simulation,
rat liver, electroporation dynamics, electroporation threshold.
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1 INTRODUCAO

A eletroporacgdo € o processo de abertura de poros na membrana plasmatica de células
biologicas expostas a campos elétricos intensos (CHEN, SMYE, et al., 2006). Quando tecidos
bioldgicos ou células em suspensdo sdo expostas a campos elétricos intensos ocorre a
movimentacdo de ions presentes no meio intracelular e extracelular para as proximidades da
membrana plasmatica, aumentando assim o potencial transmembrana (Vm). Para que a
eletroporagdo ocorra, é necessario que Vm atinja entre 200 mV e 1 V (CHEN, SMYE, et al.,
2006).

A intensa experimentacdo que houve em torno desse fendmeno nas Ultimas décadas
concentrou-se em grande parte na caracterizacdo elétrica da amostra eletroporada (TEISSEI e
ROLS, 1993), (KOTNIK, MIR, et al.,, 2001), transferéncia de marcadores ibnicos e
macromoléculas através da membrana (LEBAR e MIKLAVCIC, 2001), (MIR, BANOUN e
PAOLETTI, 1988) e desenvolvimento de protocolos especificos para aplicagbes clinicas
(CHANG, CHASSY, et al., 1992), (GEHL, 2003). Também houve experimentos que
mostraram certos aspectos fundamentais do processo como a visualizagdo da distribuicdo de
potencial elétrico na membrana durante a eletroporacédo com o uso de marcadores fluorescentes
em ovos de ourico do mar (KINOSITA JR, ASHIKAWA, et al., 1988) e a visualizacdo por
microscopia de transmissdo eletrénica em membranas de eritrcitos humanos congeladas
rapidamente apés a estimulacdo elétrica (CHANG, 1992). Em ambos 0s experimentos houve
evidéncias muito claras da ocorréncia de eletroporacdo em certas regides da membrana celular.

Contudo, a dindmica da eletroporacdo ainda ndo é completamente compreendida. Um
dos motivos é a utilizacdo de métodos indiretos para a avaliacdo do fenbmeno, como a medicéo
da variacdo da condutividade do tecido ao invés da condutancia da membrana celular. Outro
aspecto é a ordem das grandezas envolvidas, pois 0s poros possuem didmetros de nanémetros
e 0 tempo de surgimento é de nano a microssegundos (RAMOS, SCHNEIDER, et al., 2012).
Outro fato que dificulta o entendimento do fenbmeno é a intensa dispersao dielétrica presente
nos tecidos bioldgicos na faixa de frequéncias na qual os experimentos de eletroporacéo

geralmente sdo realizados.

1.10BJETIVO GERAL

Realizar uma avaliagdo da qualidade na simulagdo computacional da

eletropermeabilizacdo em figado de rato por meio de um modelo de eletropermeabilizacéo
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desenvolvido no ambito do método do circuito equivalente e obter os pardmetros do modelo
que minimizam o erro quadratico médio dos resultados numéricos quando comparados com

resultados experimentais em condicGes idénticas de estimulacgéo.

Objetivos especificos

e Desenvolver circuitos eletrénicos para estimular tecidos biolégicos com pulsos de alta
tenséo e medir a corrente de resposta.

e Realizar experimentos com figado de rato e obter a condutancia de
eletropermeabilizacdo para duas formas de onda: pulsos retangulares e rampas.

e Realizar simulagdes computacionais com o0 método do circuito equivalente e ajustar os
parametros do modelo de eletropermeabilizagdo para minimizar o erro quadratico médio

entre as respostas numeérica e experimental da corrente elétrica na amostra.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

Esse trabalho esta dividido em quatro capitulos, descritos brevemente a seguir.

O Capitulo 2 apresenta a fundamentacdo tedrica sobre a dispersdo dielétrica e a
eletropermeabilizacdo biolégica. O Capitulo 3 apresenta o projeto do circuito eletrénico e as
caracteristicas do amplificador. Sdo também descritos os procedimentos experimentais e a
metodologia utilizada para a analise e obtencdo dos resultados. O Capitulo 4 apresenta as curvas
de impedéncia de figado de rato, a variagdo da condutdncia das amostras durante o0s
experimentos de eletropermeabilizagio com pulsos retangulares, o limiar de
eletropermeabilizacdo obtido com rampas de tensdo e os resultados numéricos. O Capitulo 5

apresenta as consideracdes finais e as propostas para trabalhos futuros.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 DISPERSAO DIELETRICA EM TECIDOS BIOLOGICOS

Tecidos bioldgicos sdo caracterizados por possuir alta constante dielétrica e baixa
condutividade em uma ampla faixa de frequéncia que se estende de zero a centenas de
megaherts devido a intensa interacdo de ions alcalinos e halégenos hidratados, moléculas de
agua e proteinas com as membranas lipidicas que revestem as células e suas organelas
(FOSTER e SCHWAN, 1995). Esses mecanismos de interacdo causam intensa polarizacéo
elétrica e dispersdo dielétrica, fatos que serdo discutidos a seguir.

2.1.1 Mecanismos de dispersdo dielétrica em tecidos bioldgicos

Os principais mecanismos de dispersao dielétrica em tecidos bioldgicos sdo: polarizacdo

interfacial, relaxacédo dipolar e polarizacao de dupla camada ibnica.

a) Polarizacéo interfacial;

A polarizagdo interfacial ocorre devido ao acumulo de cargas elétricas nas interfaces
entre dois meios com diferentes condutividades e permissividades (RAMOS, 2016).

Considerando um sistema formado por particulas esféricas em uma solu¢do com
propriedades dielétricas diferentes da particula, a relacdo entre a condutividade complexa
promediada do composto (ym) e as condutividades complexas da particula (yp) € do meio
dispersor (yq) é dado pela equagéo (2.1) (RAMOS, 2016).

Ym —Yd _ Yp — Y4 (21)

A equacdo (2.1) é conhecida como modelo de Maxwell-Wagner onde p € a fracao
volumeétrica das particulas suspensas. A contribuicdo de Maxwell para a equacgdo (2.1) consiste
em dois processos. Primeiro, ele resolveu a equacdo de Laplace para determinar o campo
elétrico ao redor de uma Unica particula. Segundo, ele calculou a condutividade para uma esfera
grande que continha muitas particulas no seu interior. Maxwell considerou campos estaticos

em sua analise. Wagner estendeu essa anélise para correntes alternadas e transformou a equacgéo
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(2.1) em um conjunto de equacdes de dispersdo. Isso pode ser feito considerando
condutividades complexas ao invés de condutividades reais (FOSTER e SCHWAN, 1995).

Isolando a condutividade complexa do composto (ym) na equacdo (2.1) e substituindo
as equac0es (2.2) e (2.3) e ao separar em parte real e imaginaria é possivel obter a condutividade
e a constante dielétrica do composto como é apresentado nas equacdes (2.4) e (2.5) (RAMOS,
2016).

Y, =0, + jog, (2.2)

Y4 =04 + JOE, (2.3)

G =0 _i_(Goo_Gs)Q)z’Cint2 (24)
mo 1+ o’t,

N CAL (2.5)
R O

Onde os € &s, 6% € - 580 a condutividade e a permissividade em baixa e alta frequéncia,
respectivamente, ¢ Tint € a constante de tempo de relaxagdo para a polarizagdo interfacial. As
equacOes (2.4) e (2.5) apresentam dispersdes de primeira ordem, conhecidas como dispersoes
de Debye.

b) Relaxagéo Dipolar;

A relaxacdo dipolar é devido a uma orientacdo parcial dos dipolos permanentes. A
relaxacdo dipolar da agua é o efeito dominante em tecidos biolégicos na frequéncia de micro-
ondas, também se faz presente em moléculas de proteinas (FOSTER e SCHWAN, 1995).

Quando é aplicado um campo elétrico sobre dipolos, os mesmos tendem a se alinhar
com o campo aplicado de modo a reduzir a energia potencial. Entretanto, devido a agitacdo
térmica e interagdes com as moléculas vizinhas ocasiona um espalhamento dos dipolos
moleculares de forma aleatoria (RAMOS, 2016).

Para o calculo do momento dipolo molecular médio que é dado pela equacéo (2.6),
considera-se que os dipolos moleculares estdo em equilibrio termodindmico com o meio
ambiente e com o campo elétrico. Aplica-se entdo a distribuicao de probabilidade de Boltzmann
no calculo do valor médio do dipolo elétrico na dire¢cdo do campo aplicado (RAMOS, 2016).
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- p 2 5
p)=—-"—E, (2.6)
3K, T
Onde Kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura em grau Kelvin, po € 0 momento de
dipolo molecular permanente e Eqé o campo diretor. A partir desse resultado, é possivel calcular
a polarizacao orientacional em regime permanente para um campo constante como é mostrada

na equacéo (2.7), sendo n;j o numero de dipolos por unidade de volume (RAMOS, 2016),

) N I’]i oi2 =
|:)ori = 3Kp T Ed' (27)
=1 B

Quando o campo elétrico é cancelado, dipolos moleculares voltam para o estado de
espalhamento aleatorio e a polarizacdo propende a zero. Esse processo € chamado de relaxagédo
dielétrica e a equacdo (2.8) apresenta a sua relacdo dindamica (RAMQOS, 2016).

dPori(t) _ Eori(OO)—Bori(t) (28)
dt T

ori

Onde Pori(0) é 0 valor obtido na equacéo (2.7) e tori € a constante de tempo de relaxagdo. Esse
modelo é aplicavel somente em substancias puras e homogéneas. Em misturas com varios tipos
diferentes de moléculas pode-se aplicar a equacdo (2.8), entretanto, deve ser levado em

consideracdo os varios tempos de relaxacéo.

c) Polarizacédo de Dupla Camada lI6nica.

A interface entre uma superficie eletricamente carregada e uma nuvem de cargas livres
é uma regido de carga espacial chamada de dupla camada elétrica. A forca eletrostatica de
interacdo com a carga superficial atrai ions de sinal contrario e repele ions de mesmo sinal
(RAMOS, 2016).

Pesquisadores relataram o fendmeno de polarizagdo de dupla camada ibnica em sistemas
que contém superficies carregadas como: emulsfes, micro-organismos, e macromoléculas de
cadeia longa como o DNA. A polariza¢do de dupla camada idnica contribui para a banda de
dispersdo a que é presente em tecidos biologicos em baixas frequéncias (FOSTER e SCHWAN,
1995).

O calculo da disperséo dielétrica macroscopica no meio € apresentada na equagéo (2.9).

Refere-se a variacdo da constante dielétrica complexa de uma suspenséo de particulas esféricas
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dielétricas comraio R e fracdo volumétrica p em um meio no qual a densidade de ions contrarios
é no. (RAMOS, 2016).

. 9 3°Rn, 1
Ac = ? : (2.9)
4(1+2j 2e KT 1+ Joty, -

Onde e é a carga elétrica do proton, Kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta,
o e a frequéncia angular do campo elétrico aplicado e tqif € a constante de tempo de relaxag&o.
Pode-se concluir que a difusdo ibnica na dupla camada se manifesta como uma dispersao

dielétrica de primeira ordem no meio.

2.1.2MODELOS DE DISPERSAO DIELETRICA EM TECIDOS BIOLOGICOS

No espectro de condutividade e permissividade de tecidos bioldgicos é possivel observar
trés bandas de disperséo, a, B e y para baixa, média e altas frequéncias e outras dispersoes
menores representados pela banda 6 (GABRIEL, LAU e GABRIEL, 1996). O modelo de
dispersao dielétrica apresentado na equacdo (2.5), é conhecido como modelo de Debye e
modela dispersdes de primeira ordem com uma Unica constante de tempo. Entretanto devido as
bandas de dispersdes presentes nos tecidos bioldgicos a modelagem do processo dispersivo por
apenas uma constante de tempo de relaxacdo ndo é adequada. Uma solucdo é o uso de uma
distribuicdo discreta de tempos de relaxacdo como é apresentado na equacédo (2.10), onde 0s
coeficientes gn indicam a importéncia relativa de cada termo com constante de tempo 1, &€ a

permissividade com oth«l e n é o indice da banda de dispersdo (RAMOS, 2016).

é(m):sw+(g _gw)zg—n (2.10)

s -
a1+ Jot,

Outra solucéo é o uso de uma distribuicéo continua de tempos de relaxacao conforme é
apresentado na equacéo (2.11).

g(t)dr (2.11)
1+ jor

é(o)=¢, +(g, —am)z

No entanto, devido a heterogeneidade das estruturas e composi¢cdo dos materiais
biolégicos 0 uso de apenas um tempo de relaxacdo ndo representard adequadamente o
comportamento médio macroscopico da dispersdo dielétrica. Assim é necessario aumentar o

numero de tempos de relaxacédo para cada banda de dispersé@o. Um dos modelos mais utilizados
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para a representacdo de espectros em materiais biologicos € a funcdo empirica Cole-Cole
apresentada na equacdo (2.12) (GABRIEL, LAU e GABRIEL, 1996).

§(®)=8w+(85_;8°°2_a (2.12)
1+(jort,)
Onde o é um pardmetro que deve ser ajustado empiricamente e possui valor menor que a
unidade (a < 1), e 10 € 0 tempo de relaxagéo central da distribuig&o.

O espectro de dispersdo dos tecidos bioldgicos pode ser representado com multiplos
termos de dispersao na equacdo de Cole-Cole, como é apresentado na equacdo (2.13), onde o;
é a condutividade estética e o € a permissividade do espaco livre, A¢ ¢ a magnitude da dispersao
e n é o indice referente a banda de dispersdao (GABRIEL, LAU e GABRIEL, 1996).

Ag C.

)=t 2 o s, (213

Na Figura 1 é apresentado o espectro de dispersdo dielétrica de figado humano
reproduzido a partir dos parametros dados por Gabriel et al. (GABRIEL, LAU e GABRIEL,
1996) inseridos na equacdo (2.13). Os autores ajustaram os parametros do modelo de Cole-Cole
para as curvas experimentais com frequéncias de 10 Hz até 100 GHz.

Na Figura 1 é possivel observar a intensa dispersdo dielétrica presente em tecidos
bioldgicos, nesse caso o figado humano. E possivel observar quatro bandas de disperséo.
Entretanto, ao levar em consideracao os protocolos utilizados em eletropermeabilizacdo, com
pulsos de tensdo de duracdo entre 100 us a 1 ms (MIKLAVCIC, MALL, et al., 2014), podemos
desconsiderar as frequéncias acima de 1 MHz porque 99% da energia dos sinais envolvidos

estd contida em componentes espectrais abaixo dessa frequéncia.
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Figura 1 — Constante Dielétrica e Condutividade de figado humano.

Frequéncia (Hz)

-2 | | | | |
10 10* 10° 108 10
Frequéncia (Hz)

10

Fonte: (GABRIEL, LAU e GABRIEL, 1996).

2.2 CONCEITOS DA ELETROPERMEABILIZACAO

A eletropermeabilizacdo ou eletroporacdo € um processo de abertura de poros na
membrana plasmatica de células expostas a campos elétricos intensos (CHEN, SMYE, et al.,
2006) . O fendbmeno da eletropermeabilizacéo celular é conhecido ha varias décadas e tem
aplicacdo em biologia, biotecnologia e medicina (WEAVER e CHIZMADZHEV, 1996).

Um dos primeiros trabalhos sobre a ruptura reversivel da membrana plasmatica é
atribuido a Stampfli em 1958. No final da década de 1960, foi relatada a morte de

microrganismos por pulsos elétricos por Sale e Hamilton. Nos anos de 1970 a
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eletropermeabilizacdo foi observada em vesiculas por Neumann e Rosenhech e o conceito de
formacdo de poros na membrana plasmatica € introduzido por Kinosita e Tsong (SUZUKI,
2009). Apds esses trabalhos, houve uma grande exploracdo e foram obtidos varios resultados
numéricos e experimentais, por exemplo, o transporte molecular eletricamente estimulado em
glébulos vermelhos por Kinosita e Tsong, e 0 aumento da condutncia de membrana por
Zimmermann, Beckers e Benz (FARIAS, 2015).

Quando o tecido bioldgico ou células sdo expostas a campos elétricos intensos ocorre a
movimentacdo dos ions presentes no meio intracelular e extracelular para as proximidades da
membrana plasmética, aumentando assim o potencial transmembrana — Vm. O fendmeno da
eletropermeabilizacdo ocorre quando Vm excede em muito seu valor fisiolégico, ou seja, para
que a eletropermeabilizacdo ocorra, € necessario que Vm atinja entre 200 mV e 1 V (CHEN,
SMYE, et al., 2006). Se o Vm ultrapassar 1 V, a membrana celular ndo se recupera levando a
morte celular. Esse processo é chamado de eletropermeabilizacéo irreversivel (WEAVER e
CHIZMADZHEV, 1996).

A eletropermeabilizacdo possui aplicacBes em: introducéo de plasmideos ou moléculas
de DNA para o interior da célula pela transferéncia genética; insercdo de proteinas na membrana
celular; fusdo de células para a ocorréncia de heterocariose, hidridoma, embrifes hibridos entre
outros; aumento da transferéncia de drogas para o interior da célula e consequentemente
eficacia na eletroquimioterapia; alteracdo da expressdo genética em células vivas (TSONG,
1991).

2.2.1 A membrana celular

A membrana celular possui diversas funcdes para a célula. Controla as trocas de
substancias entre os meios intracelular e extracelular, fornece estrutura, forca mecanica e
controle do volume celular. A membrana plasméatica € composta por duas camadas de
fosfolipidios intercaladas com proteinas e colesterol. Os fosfolipidios sdo constituidos por
cabecas polares de fosfato e por acidos graxos hidrofébicos como ilustrado mais adiante na
Figura 4 (a). A organizacdo da dupla camada de fosfolipidios intercalada com os canais de
proteinas controla a troca de substancias entre os meios intracelular e extracelular, enquanto
que, as moléculas de colesterol ajudam na estabilidade da membrana evitando movimentos
laterais intensos (ENDERLE, BLANCHARD e BRO, 1999).

Moléculas de agua, oxigénio e dioxido de carbono facilmente atravessam a membrana
celular, enquanto outras substancias como ions ou grandes moléculas precisam se mover pelos
canais de proteinas (ENDERLE, BLANCHARD e BRO, 1999).
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2.2.2 Potencial transmembrana

Quando uma célula est4d em repouso, Vm possui valor aproximado entre -70 mV e -80
mV. Essa diferenca de potencial é devido a presenca de ions principalmente de sodio, potéssio
e cloretos presentes nos meios intracelular e extracelular. A membrana celular tem espessura
de cerca de 4 nanémetros, assim o campo elétrico através da membrana devido ao potencial de
repouso é muito intenso, da ordem de 20 MV/m (DAVIES, BLAKELEY e KIDD, 2001).

Quando a célula é exposta a um campo elétrico externo, ocorre um deslocamento de
fons que se acumulam em ambos os lados da membrana celular (SUZUKI, 2009). Na ilustracéo
da Figura 2 observa-se 0 esboco da secdo transversal de uma Unica célula esférica, com raio a
e espessura h imersa em um liquido condutor idnico sob um campo elétrico uniforme Eo. O
potencial Vm ¢é dado pela equagdo (2.14) (RAMOS, SUZUKI e MARQUES, 2006),
(KINOSITA JR, HIBINO, et al., 1992).

Figura 2 — Representacdo de um modelo simplificado de celula com raio a, espessura da
membrana h, Eo; € 0 campo aplicado e 6 € o angulo entre a direcdo do campo elétrico e o vetor

normal a superficie da membrana.

Fonte: préprio autor.

= (2.14)
Vm =-15faE_ cos6|1—-e "
. —faC, [i . L] (2.15)
Gin 2Gex
1

{1+ aGm(l+lﬂ (2.16)
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Onde, o potencial Vm também pode ser expresso pela diferenca Vm=V;—-V,, Vie V, sdo 0s
potenciais internos e externos da membrana celular, respectivamente. 6 ¢ o angulo entre a
direcdo do campo e o vetor normal a superficie da membrana relativo ao centro da célula. tcar €
0 tempo de carregamento da membrana. Cr, é a capacitancia da membrana por unidade de area,
oin € Oex SA0 as condutividades intracelular e extracelular média, e Gm é a conduténcia da
membrana por unidade de area. Para células intactas (ndo eletropermeabilizadas), Gm € muito
pequeno, sendo f=1 (KINOSITA JR, HIBINO, et al., 1992).

O modelo matematico para Vm apresentado na equacdo (2.14) foi desenvolvido para
uma célula no formato esférico, dessa forma, ao utilizar esse modelo deve-se ter cautela, uma
vez que em geral as células ndo possuem essa forma geométrica.

A Figura 3 ilustra uma série de aplicacdes da eletropermeabilizacdo dependendo do
valor de Vm tais como: fusdo de células, introducdo de grandes moléculas, introducdo de
pequenas moléculas, inser¢do de proteinas na membrana celular e destruicdo da membrana
celular (PUC, COROVIC, et al., 2004), (SUZUKI, 2009).

Figura 3 — Consequéncias da exposicdo de célula a campos elétricos.
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> @ membrana celular
+ >| - ” "
> Memb lul
embrana celular
> . «
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@
\_/ .
PN — ™~ . introducdo de
7
g .\, grandes moléculas

\ _7
destruicdo da @
¢ fusdo de células

membrana celular

Fonte: Adaptado de (PUC, COROVIC, et al., 2004), (SUZUKI, 2009).
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2.2.3Modelos da eletropermeabilizacéo

a) Modelo de Poro

Conforme os trabalhos de revisdo apresentados por Chen et al. (CHEN, SMYE, et al.,
2006) e Weaver e Chizmadzhev (WEAVER e CHIZMADZHEV, 1996), 0 modelo de poro
considera a bicamada lipidica como um sistema metaestavel (fendbmeno em que o sistema
permanece em uma configuracdo diferente da de menor energia), devido a tensdo superficial
resultante da interacdo das moléculas lipidicas com a agua. Quando um poro circular é criado
h& um ganho de energia devido ao alargamento das distancias intermoleculares no perimetro
do poro e uma reducdo devido a eliminacdo de uma area da membrana em contato com a agua.
A equacdo (2.17) apresenta a formulacdo matematica para a contribuicdo mecéanica (AWp) da

energia de poro, onde r é o raio do poro, y é a tensdo linear no poro e I" é a tensdo superficial.

AWp(r)=2nry —Trr’ (2.17)

Este modelo nédo inclui a contribuicdo da energia elétrica associada a polarizacdo da
membrana. Esta contribuicdo pode ser facilmente incluida como sendo a variacdo da energia
armazenada em um capacitor polarizado com potencial Vm no qual a capacitancia varia devido
a abertura do poro e consequente aumento na permissividade de e~2 da bicamada lipidica para
er~81 da 4gua.

Dessa forma, a variacdo da energia associada a formacdo de poros em (2.17), deve ser

reescrita como;
AWp(r,Vm) = 2xry —ar? —0,5C, , Vm?nr? (2.18)

Cuw =(8—W—1jcm (2.19)

sendo Vm a média espacial da tensdo transmembrana, ew=Kweo é a permissividade da dgua pura
e &i=Kieo € a permissividade dos lipidios do interior da membrana. A constante Cm é a
capacitancia por unidade de area da membrana. Dessa forma, com 0 aumento de Vm ha uma
reducdo na energia de poro.

De acordo com (SUZUKI, 2009), poros hidrofilicos como os mostrados na Figura 4 (b)
surgem da expansao de defeitos estruturais na bicamada lipidica que ocorrem devido a agitagédo
térmica. Esses defeitos sdo chamados de poros hidrofobicos Figura 4 (a). Poros hidrofilicos séo
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estruturas mais estaveis preenchidas com moléculas de agua e que permitem a circulagdo ibnica

através da membrana.

Figura 4 — (a) Poro hidrofdbico. (b) Poro hidrofilico.

fosfato
__ é&cidos graxos
hidrofdbicos

2r |||| =5 nm

(b)

Fonte: Adaptado de (SUZUKI, 2009).

b) Dinamica dos Poros

O comportamento dindmico de uma populacdo de poros hidrofilicos na membrana
plasmatica tem sido modelado por uma funcao de distribuicéo de densidade superficial de poros
n(r,t), de modo que n(r,t) dr seja o nimero de poros por unidade de rea da membrana com raios
entre r e r+dr no instante t. A funcdo de distribuicdo de densidade de poros pode ser obtida
como solugdo da equagdo de Smoluchowsky apresentada na equagdo (2.20) (WEAVER e
CHIZMADZHEV, 1996).

on _ D{@+ﬁ( n aAan (2.20)
or®  or\ KT or

Onde, Dy é a constante de difuséo do raio do poro, Kg é a constante de Boltzmann, T é
a temperatura absoluta ¢ AWp € a energia de poro. O termo 0AWp/dr ¢ equivalente a uma forga
de expansdo do poro. Uma vez que, devido a polarizacdo da membrana conforme indica a
equacéo (2.18), a energia de poro diminui com 0 aumento do raio, essa forca tende a aumentar
0 raio do poro.

O modelo matematico apresentado na equacdo (2.20), descreve as principais
caracteristicas da eletropermeabilizacdo como: a criacdo de poros, o valor do potencial

transmembrana para a ocorréncia da eletropermeabilizacdo reversivel e a ruptura reversivel da
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membrana. Entretanto, a obtencdo de valores experimentais da constante de difusdo e energia
de poro proporcionam limitagdes para uso desse modelo.

Uma solucdo para equacdo (2.20), foi proposta por Krassowska et. al. (NEU e
KRASSOWSKA, 1999) (DEBRUIN e KRASSOWSKA, 1998), onde eles transformam a
equacdo diferencial parcial em uma equacdo diferencial ordinaria. Essa equacdo descreve a
dindmica da densidade de poros N(t), que é relacionado com a fungéo de distribui¢do de poros

n(r,t) pela equacdo (2.21).

N(t) = [n(r,tr (2.21)

0

Assim os autores resolvem a equacédo (2.21) e propde a equacado (2.22) como a taxa de

variacao no tempo da densidade superficial de poros.

Eﬂﬁ):aJszl_N(ﬂe“ﬂ@T (2.22)

Onde, No é a densidade de poros na membrana em regime permanente sem polarizacgéo.
Vep, 0 € g SA0 constantes empiricamente especificadas. A equacdo (2.22) descreve a taxa de
variacdo da densidade de poros como sendo dependente da diferenca entre seu valor instantaneo
e seu valor em regime permanente (KRASSOWSKA e FILEV, 2007).

A fim de aplicar o modelo descrito pela equacdo (2.22), Krassowska et. al. prope a
seguinte formulacdo para a condutadncia de membrana eletropermeabilizada utilizando a

hip6tese que todos os poros tém o mesmo diametro:

G, =NG,, (2.23)
onde Gp € a condutancia em um poro simples, a condutancia Gp assume que 0s poros fornecem
vias para 0 movimento de cargas (NEU e KRASSOWSKA, 1999), (DEBRUIN e
KRASSOWSKA, 1998), (DEBRUIN e KRASSOWSKA, 1999). A equacdo da condutancia de
um poro simples é baseada na equacdo de Nernst-Planck e nos trabalhos de Glaser et al.
(GLASER, LEIKIN, et al., 1988) e de Barnett (BARNETT, 1990) e é funcdo do potencial

transmembrana:;

Vm

G - nr o, eVk —1
P h )| We*—cvm e\\’,—f | Wet +gVm (2.24)
W, +cVm
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w , Vk _kT , ¢ € o comprimento relativo da entrada do poro, T=300 K, e é a
e

carga elementar. rp € o raio do poro, W, é a barreira de energia dentro do poro. A condutancia

onde &=

de poro simples calculada pela equacao (2.24) apresenta algumas suposicdes para o calculo
analitico: energia de Born tem uma distribuicdo trapezoidal; distribuicdo uniforme de corrente
na area do poro; e a variacao linear do potencial elétrico entre as faces da membrana (DEBRUIN
e KRASSOWSKA, 1999), (SUZUKI, 2009).

c) Mobilidade I6nica

Glaser etal. (GLASER, LEIKIN, et al., 1988) realizaram experimentos com membranas
planares e encontraram a dependéncia de In(AI/At) por Vm? com pulsos de 0,65 a 1,9 V. A

equacao (2.25) apresenta esse modelo matematico.

In(A—Ij:A+ BVt? (2.25)
At

Onde, as constantes A e B dependem da altura da barreira de energia para poros
hidrofobicos, da frequéncia de flutuacao lateral das moléculas da membrana, da permissividade
da membrana plasmatica, do raio do poro e da temperatura.

Ramos et al. (RAMOS, SUZUKI e MARQUES, 2004), utilizaram o modelo matematico
proposto por Glaser et al. e assumiram que o aumento da mobilidade idnica esta associada com
a criacdo de poros na membrana celular. Dessa forma, eles definiram que a mobilidade relativa
da membrana (A) como a relacdo entre a mobilidade i6nica na membrana (um) € na agua (p)

conforme a equagéo (2.26.)

il
A== (2.26)
M
Dessa forma, a taxa de variacdo da mobilidade relativa no tempo vai ser fungdo do Vm?
da seguinte maneira:
vm ’
a_ %) (2.27)
dt
onde a e Vp sdo constantes. Os resultados obtidos com esse modelo se mostraram coerente com

trabalhos experimentais realizados por outros pesquisadores, e permite que varias previsoes



40

sobre a distribuicdo do potencial e permeabilidade na membrana, assim como a ruptura da
mesma (RAMOS, SUZUKI e MARQUES, 2004).

2.2.4 Técnicas numéricas usadas na modelagem da eletropermeabilizacao de células e
tecidos

A utilizacdo de abordagens computacionais para resolver problemas eletromagnéticos
com geometrias complexas e diferentes materiais tornou-se uma pratica comum nas ultimas
décadas. Em materiais biol6gicos o uso de técnicas numéricas e de programas de simulacdo sdo
indispensaveis devido as dificuldades na obtencdo de solugdes analiticas.

Atualmente existe no mercado uma gama de programas de simulacdo que utilizam
basicamente dois métodos de calculos: o0 método dos elementos finitos (MEF) e o método das
diferengas finitas (MDF).

O método dos elementos finitos € amplamente utilizado para a simulacédo da distribuicao
de campo elétrico durante a ocorréncia do fendmeno da eletropermeabilizacdo em tecidos
bioldgicos. E utilizada a equacdo da continuidade, supondo que a densidade de corrente no
tecido possui divergente nulo (COROVIC, LACKOVIC, et al.), (SUZUKI, ANSELMO, et al.,
2015), (CORQVIC, ZUPANIC e MIKLAVCIC, 2008).

O método das diferencas finitas € comum em trabalhos de eletropermeabilizacdo com
variacao temporal e no uso de simula¢bes com poucas células. Barnett e Weaver (BARNETT
e WEAVER, 1991) utilizaram o MDF para a resolucdo da equacdo de Smoluchowski
apresentada na equacao (2.20). Assim eles apresentam resultados em func¢do do tempo como:
nimero de poros na membrana, potencial transmembrana e condutancia da membrana. Os
autores relatam que a equacdo de Smoluchowski descreve corretamente as caracteristicas
essenciais da eletropermeabilizacéo e enfatiza a necessidade de obter concordancia quantitativa
com resultados experimentais.

Krassowska e Filev (KRASSOWSKA e FILEV, 2007) também utilizaram o método das
diferencas finitas para obter resultados numéricos no modelo da eletropermeabilizacdo de uma
Unica célula. Eles utilizaram a equacéo (2.22) que foi proposta como uma solucdo da equacao
de Smoluchowski. Apresentam os resultados com dependéncia temporal como: numero de
poros na membrana, potencial transmembrana, raio do poro. Entretanto os autores comentam
que os resultados obtidos ndo podem reproduzir quantitativamente resultados experimentais, e

isso se deve a falta de valores de alguns parametros do modelo.
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O presente trabalho utiliza o Método do Circuito Equivalente discutido no préximo
topico.

a) Meétodo do Circuito Equivalente

O Método do Circuito Equivalente (MCE), foi proposto por Ramos et al. (RAMOS,
RAIZER e MARQUES, 2003) como uma ferramenta otimizada para a analise computacional
no dominio do tempo da distribuicdo de corrente elétrica e campo elétrico em um meio com
alta constante dielétrica e baixa condutividade.

O MCE baseia-se no uso de elementos de circuito, como: condutancias e capacitancias
que modelam os processos de conducdo e polarizacdo elétrica nos materiais envolvidos.
Considere uma pequena por¢do de um material dividida em duas metades regulares, como €
apresentado na Figura 5 (RAMOS e SUZUKI, 2016). Se a por¢do de material envolvida no
modelo é homogéneo e linear a corrente entre os elementos pode ser obtida conforme a equacédo
(2.28).

Inm =G

| >

(V, —vm)+<e,m(e,0%%(vn ~V,) (2.28)

Onde inm é a corrente elétrica, Vi e Vi S80 0s potenciais elétricos no centro dos elementos
n e m, respectivamente, A € a area de contato, L é a distancia entre os elementos, os é a
condutividade estatica, £ é a constante dielétrica em alta frequéncia e &, € a permissividade do

Vacuo.

Figura 5 — Volumes retangulares adjacentes em um meio. Modelo geométrico para obtencédo do
circuito equivalente do material. Vi e Vi sd0 0s potenciais nos centros dos elementos n e m,

respectivamente e inm é a corrente elétrica entre os volumes diferenciais.

Fonte: (RAMOS e SUZUKI, 2016).
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O sistema apresentado na Figura 5 pode ser representado pelo circuito equivalente
mostrado na Figura 6. Os coeficientes que multiplicam a diferenca de potencial elétrico e sua

derivada no tempo na equacéo (2.28), sdo a condutancia e a capacitancia.

Figura 6 — Circuito equivalente para um meio linear, homogéneo e sem disperséo.
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Fonte: (RAMOS e SUZUKI, 2016).

Em um meio dispersivo a resposta transitdria da corrente elétrica depende da intensidade
da disperséo e dos tempos de relaxacdo dos processos envolvidos. Dessa forma, a polarizagéo
do meio resulta em um campo de reacdo ao campo elétrico aplicado, alterando a densidade de
corrente: (RAMOS e SUZUKI, 2016).

iy =0, (E— Er) (2.29)

onde jq e o4 SA0 incrementos na densidade de corrente e condutividade devido 0s processos
dispersivos em relacdo aos valores considerados na equacdo (2.28). E é o campo elétrico
aplicado e E: é o campo de reacgdo devido a polarizagdo do meio. A equacdo (2.29) refere-se a
valores médios macroscépicos no volume da amostra analisada, assim podemos relacionar o
campo elétrico com a diferenca de potencial entre os elementos adjacentes da seguinte maneira
(RAMOS e SUZUKI, 2016):

i, :Gd%(AV—AVr), (2.30)

onde, iq é a corrente de dispersao.
Considerando a linearidade do processo de polariza¢do, podemos escrever o potencial
de reacdo como sendo proporcional ao acimulo de carga, que por sua vez, varia no tempo com

uma taxa igual a intensidade da corrente dispersiva.
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t
i :G{AV-Ci [ iddt'] (2.31)
do

Onde Gqge Cq sdo a condutancia e a capacitancia relacionadas com o processo de disperséo. O
circuito equivalente que representa o processo de dispersdo de primeira ordem é apresentado

na Figura 7.

Figura 7 — Circuito equivalente para uma dispersdo de primeira ordem.
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Fonte: (RAMOS e SUZUKI, 2016).

Para obter a corrente dispersiva no dominio do tempo para uma forma de onda arbitréria,
¢ utilizado o calculo iterativo com passos de tempo “At” pequenos quando comparado com 0
tempo de relaxacdo do circuito t = C4/Ggy. A diferenca de potencial no capacitor pode ser
calculada a partir da seguinte equacdo (RAMOS e SUZUKI, 2016):
V.-V

Gy (Vo =V = V) =Cy =5 ==, (2.32)

onde v, é o valor do potencial no capacitor no passo de tempo anterior, ou seja, o potencial no

tempo t’ =t — At. V¢ é obtido resolvendo a equacéo (2.32):

V= (At/T)(V, —Vm)+VC’.
i (1+At/7)

(2.33)

A corrente dispersiva é entdo obtida da seguinte maneira (RAMOS e SUZUKI, 2016):

(vn—vm)—vg}.

idnm:Gd(vn_\/m_vc):Gd|: (1+At/’t)

(2.34)

O circuito equivalente apresentado na Figura 8 modela os processos de conducéo e

polarizacdo. Sao apresentadas trés bandas de dispersao: a, e y. A capacitancia C. representa



44

0s processos de polarizagcdo com tempos de resposta menores que os tempos de relaxacéo e a
condutancia Gs representa a conducdo em baixas frequéncias (RAMOS e SUZUKI, 2016).

Figura 8 — Circuito equivalente de um material biologico incluindo dispersdes de primeira

ordem.
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Fonte: (RAMOS e SUZUKI, 2016).

A anélise computacional da distribuicdo de campo elétrico e corrente elétrica em tecidos
bioldgicos estimulados por potenciais elétricos aplicados a partir de eletrodos pode ser realizada
usando-se a modelagem com circuito equivalente aplicada a uma matriz tridimensional de
elementos de volume que discretizam o dominio de analise. A Figura 9 apresenta o esquema de
discretizagdo com blocos cubicos. No centro de cada bloco define-se um né do circuito
equivalente do material. Existem seis blocos vizinhos para cada bloco no interior da malha. Na
periferia da malha, algumas conexdes sdo substituidas segundo as condicdes de contorno. A
analise numérica usando o circuito equivalente no dominio do tempo baseia-se na solucéo do
conjunto de equacdes de potencial elétrico obtido com a aplicagdo da primeira lei de Kirchhoff
em todos os nos da malha de discretizacdo. A equacao de nds para o no central na Figura 9 pode
ser escrita na seguinte forma (RAMOS e SUZUKI, 2016):

ZG:{CW %(Vn —Vm)+(is +i, +ig + iy)nm} =0 (2.35)

m=1
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Figura 9 — Esquema de discretizacdo espacial para aplicacdo da modelagem pelo circuito

equivalente.
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Fonte: (RAMOS e SUZUKI, 2016).

Segundo a equacdo da continuidade, podemos substituir o somatorio de correntes na
equacdo (2.35) pela taxa de variagdo da carga elétrica acumulada no né central (RAMOS e
SUZUKI, 2016).

i(|5+ I, + |B)nm __9Q, (2.36)

Substituindo a equacdo (2.36) na equacdo (2.35) e integrando ambas, obtemos as equacoes

béasicas para solu¢do numérica pelo método do circuito equivalente:

n = 6 1 |:Q + chnm m:| (237)
Zcoonm
Q. =Q, —At[>( 26: +i,) (2.38)

onde Q, ¢é o valor da carga no tempo t” =t — At.

Em cada iteracdo, correspondente a um passo de tempo “At”, a carga elétrica em cada
no é calculada por integragdo numérica de acordo com a equagéo (2.38), onde as correntes no
integrando sdo obtidas a partir dos valores anteriores de potencial elétrico na malha de
discretizacdo espacial. A seguir os potenciais sdo atualizados por meio da solucgdo do sistema
de equac0es representado pela equacéo (2.37) usando o método de Gauss-Seidel. Para se obter

a convergéncia correta nesse processo iterativo o passo de tempo “At” deve ser bem menor
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(10% ou menos) que o menor tempo de relaxagdo no circuito equivalente do meio (RAMOS e
SUZUKI, 2016).

As condi¢bes de contorno utilizadas sdo de dois tipos: potencial elétrico definido na
fronteira com um eletrodo metalico e campo elétrico perpendicular nulo nas demais fronteiras
do dominio de analise. Nas interfaces internas entre dois meios com condutividades e
permissividades diferentes, as condic¢Ges exigidas de continuidade de potencial e densidade de
corrente elétrica sdo atendidas naturalmente com a modelagem por circuito elétrico (RAMOS
e SUZUKI, 2016).

b) Aplicacdo do Método do Circuito Equivalente na Eletropermeabilizacéo

Ramos et al. (RAMOS, SUZUKI e MARQUES, 2004) utilizaram o MCE para o célculo
da mobilidade i6nica no nivel celular cuja formulacdo matematica ja foi apresentado na secao
2.2.3. Os autores concluiram que os resultados da simulacdo numérica com o MCE se
mostraram compativeis com resultados experimentais apresentados por outros autores,
apresentando uma validagéo para o uso do MCE.

Ramos (RAMOS, 2005), propbe uma andlise macroscopica para as equacdes
apresentadas na secdo 2.2.3. Naequacdo (2.27) assume 0s seguintes valores para as constantes
0=10"" e V,=0,46 V. Ramos verificou a distribuicdo de campo elétrico em tecido, com e sem
eletropermeabilizacdo e constatou que o fendmeno da eletropermeabilizacdo ndo pode ser
desconsiderado no calculo de campos em tecidos.

2.2.5 Técnicas experimentais de caracterizacao da eletropermeabilizacdo em células e
tecidos

As técnicas experimentais de caracterizacdo da eletropermeabilizacdo encontrada na
literatura sdo: microscopia eletrdnica de rapido congelamento, microscopia de fluorescéncia e

medidas elétricas.

a) Microscopia Eletronica de Rapido Congelamento

Chang (CHANG, 1992) realizou experimentos de aplicacdo de pulsos elétricos e o
rapido congelamento da amostra, a fim de revelar as microestruturas da membrana
permeabilizada. Até a obten¢édo dos resultados de Chang, o conceito da criacdo de poros na

membrana pelo campo elétrico era uma hipotese teorica e ndo havia comprovagao experimental.
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Para a realizagdo dos ensaios, foram utilizadas células vermelhas de sangue humano,
devido & homogeneidade da estrutura da membrana. Como resultados, Chang observou que 0s
poros variam de 20 nm a 120 nm, sendo que a maioria dos poros possuem diametros entre 40
nm e 60 nm. Outro resultado importante apresentado por Chang é a dindmica da formacéo do
poro e o seu fechamento. Devido a técnica do rapido congelamento, os autores controlam o
tempo entre a aplicacdo do pulso e o congelamento da amostra. Dessa forma, é possivel
observar a dindmica das estruturas da célula apés aplicacdo do pulso. Segundo os autores 10
segundos apos a aplicacdo do pulso, as estruturas dos poros quase todas desapareceram e foram
substituidas por pequenas depressdes na membrana, representando assim a recuperacdo da

membrana celular.

b) Microscopia de Fluorescéncia

Kinosita et al. (KINOSITA JR, ASHIKAWA, et al., 1988) utilizaram ovos de ouri¢o do
mar imersos em corante fluorescente sensivel a tensdo, combinados com a microscopia de
video. Assim, foi possivel obter o valor do potencial transmembrana, a partir da intensidade de
luz emitida pelo corante fluorescente. Dessa forma, foi possivel obter resultados experimentais
do valor do Vm em funcédo do angulo entre a posi¢do da amostra e o campo elétrico aplicado.
Kinosita et al. utilizaram dois protocolos: subcritico (100 V/cm) e supercritico (400 VV/cm) com
duragdo de 25 ps.

Baseados nas equacdes (2.14), (2.15) e (2.16) é possivel determinar os valores tedricos
para o potencial transmembrana. Entretanto, devido a ndo uniformidade da condutancia de
membrana (Gm), o potencial transmembrana ndo pode ser obtido de forma analitica. Assim,
para se obter uma compara¢do com 0s resultados experimentais os autores utilizaram uma

solucdo numérica, propondo a seguinte equacgdo para Gm(0):

G, (Jcos6] - cos®, )
Gm(8)= (1-cos6,)
0 (6, <6<180°-#,)

(6<6,,180° -0, <0) (2.39)

onde G, é a condutancia méxima e 6. é o angulo cujo valor do Vm é insuficiente para formar
poros.

Outro fato importante observado pelos autores foi a saturacdo do Vm para o campo de
400 V/cm. Esse fendmeno ocorre devido a grande quantidade de poros na membrana, onde 0s
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fons ndo conseguem se acumular na parede da membrana dificultando a elevacéo do potencial

transmembrana.

¢) Medidas Elétricas

As andlises descritas nos topicos anteriores, apresentam técnicas utilizadas em células
isoladas. Entretanto, em anélises de tecidos, onde a densidade celular é muito elevada, tais
técnicas tornam-se impraticaveis. Dessa forma, € utilizada a condutividade da amostra como
parametro de avaliacdo da ocorréncia da eletropermeabilizacéo.

Na literatura estd bem definido que a condutividade da membrana plasmaética aumenta
na ocorréncia da eletropermeabilizacdo (WEAVER e CHIZMADZHEV, 1996). Entretanto ndo
existe uma maneira de medir diretamente a condutividade da membrana plasmatica durante a
aplicacao do campo elétrico, sendo necessario utilizar grandezas elétricas macroscopicas como
a tensdo aplicada e a corrente que circula na amostra, além disso, deve ser levado em
consideracdo a geometria dos eletrodos utilizados na aplicacdo da diferenca de potencial
elétrico.

Neal Il et al. (NEAL Il, GARCIA, et al., 2012) utilizaram rim de porco e eletrodos na
forma de discos paralelos para a aplicacdo de campo elétrico, com a forma de onda de um pulso
retangular. Para o célculo da condutividade experimental, os autores utilizaram a equacgéo
(2.40), baseada em um condutor com sec¢éo transversal SA uniforme ao longo do comprimento

L e campo elétrico uniforme nesse volume,

_V (2.40)

onde o(t) é a condutividade elétrica, V(t) é a tensdo e i(t) a corrente elétrica. A equacdo (2.40)
é estritamente correta para um meio nao dispersivo. Contudo, tecidos bioldgicos apresentam
intensa dispersdo dielétrica na faixa de frequéncia na qual os experimentos de
eletropermeabilizacdo sdo geralmente realizados. Para minimizar os erros decorrentes da
dispersdo, Ramos et al. (RAMOS, SCHNEIDER, et al.,, 2012) realizaram medicGes de
condutividade em suspensGes de células biologicas utilizando a combinacdo de pulsos
retangulares e sinais senoidais em uma frequéncia na qual os efeitos dispersivos e reativos da
amostra eram minimos.

Ivorra et al. (IVORRA, AL-SAKERE, et al., 2009), realizaram experimentos

semelhantes a Neal 11 et al., entretanto, apos a aplicacdo do pulso, a impedancia do tecido foi
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medida com um sistema de eletrodos tetrapolar. A partir do resultado experimental, os autores

propuseram o seguinte modelo matematico para a condutividade:
o(t)=A-Bln(t-t,), (2.41)

onde A e B sdo constantes e t-to € 0 tempo apos a aplicacdo do pulso. Apesar dos autores
utilizarem o analisador de impedancia ap6s a aplicacdo do pulso, para a obtencdo da

condutividade durante o pulso eles utilizaram a equacéo (2.40)

2.2.6 Terapias baseadas na eletropermeabilizacéo bioldgica

Dependendo do potencial transmembrana é possivel obter diferentes aplicacdes para a
eletrotroporagdo como ja foi apresentado na Figura 3. Nessa secdo serdo apresentadas as
principais terapias baseadas no fenbmeno da eletropermeabiliza¢do, com foco principal na

eletroquimioterapia.

a) Eletroquimioterapia

A maioria das drogas utilizadas nos tratamentos de quimioterapia possuem uma semi-
vida bioldgica curta em circulagdo no corpo, sendo necessarias altas doses para serem
terapeuticamente eficazes. Dessa forma, a droga introduzida em grande quantidade no corpo do
paciente destroi ndo apenas células cancerigenas, mas também células sadias causando diversos
efeitos colaterais (HOFMANN, DEV e NANDA, 1996). Assim a eletroquimioterapia pode ser
utilizada para aumentar a eficiéncia das drogas quimioterapicas reduzindo os efeitos colaterais.

A eletroquimiterapia € um tratamento local do cancer que combina o uso de
medicamentos quimioterapicos juntamente com a eletropermeabilizacdo, permitindo assim, a
introducdo dessas drogas para o interior da célula (MIKLAVCIC, MALLI, et al., 2014). As
drogas utilizadas na eletroquimioterapia sdo: bleomicina e a cisplatina, outras drogas ja foram
estudadas, entretanto ndo houve valores significantes de citotoxidade. A bleomicina é um
hidrofilo e tem capacidade limitada de atravessar a membrana celular, entretanto, a sua taxa de
citotoxidade pode ser potencializada mais de 1000 vezes pela eletropermeabilizacéo. Para a
cisplatina, contudo, somente metade da droga atravessa a membrana por difusdo passiva.

Assim, 0 uso da eletropermeabilizacdo permite um maior fluxo e acumulacdo da droga nas



50

celulas, aumentando assim a citotoxidade da cisplatina em até 80 vezes (SERSA, CEMAZAR
e SNOJ, 2011).

O uso da eletroquimiterapia vem crescendo nos ultimos anos, 0 seu uso em tratamento
de cancer de pele ja esta bem estabelecida principalmente em paises do leste europeu. 1sso se
deve a facilidade do tratamento em comparagdo com outras técnicas de tratamento do cancer
devido & menor quantidade de drogas com menores efeitos colaterais e ndo necessidade de
cirurgia que leva a deformac@es do corpo (MIKLAVCIC, MALLI, et al., 2014).

A eletroquimioterapia é considerada uma opcao relativamente segura para o tratamento
de tumores, alguns efeitos colaterais surgem devido a efeitos secundarios causados pela: (a)
insercdo de eletrodos, (b) aplicacdo de energia elétrica, ou (c) agentes citotdéxicos. Um dos
efeitos colaterais mais comuns é a contracdo muscular involuntaria devido a aplicacdo do pulso
de tensdo, o que pode ser desagradavel. A sensacdo de queimadura da pele também pode ser
observada. A bleomicina, quando utilizada por via intravenosa pode induzir toxidade pulmonar.
No caso de pacientes com problemas pulmonares é preferivel a administracdo do medicamento
via intratumoral (CAMPANA, GALUPPO, et al., 2016), (MIKLAVCIC, MALL, et al., 2014).

Alguns trabalhos sobre a aplicacdo da eletroquimioterapia em tratamento de tumores em
determinados 6rgdos podem ser encontrados em: cancer de mama (CAMPANA, GALUPPO,
et al., 2016), cancer de cabeca e pescoco (BENAZZO, BERTINO e GROSELJ, 2016), cancer
de pancreas (GRANATA, LEONGITO, et al., 2016), além de trabalhos aplicados na oncologia
veterinaria (TOZON, TAMZALI e CEMAZAR, 2016), (SUZUKI, ANSELMO, et al., 2015).

b) Transferéncia Genética

A eletrotransferéncia ou transferéncia genética consiste num processo ndo viral de
transferéncia genética, e esta em expansdo. O trabalho de Mir et al. (MIR, BUREAU, et al.,
1999) , no qual realizaram experimentos in vivo de transferéncia genética, os autores relatam a

transferéncia de genes para musculo esquelético.

c) Eletroinsercao

A eletropermeabilizacdo ocorre apenas se o potencial Vm superar um valor critico. Ao
aplicar um campo elétrico e gerar um VVm ligeiramente menor que o critico é possivel a insercao
de proteinas na membrana celular. A partir dessa técnica foi possivel a obtencdo de enxertos de
eritrocitos como receptores para atrair o virus da AIDS e diminuir a carga viral (ZEIRA, TOSI,
etal., 1991).
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d) Administracdo de Medicamentos via camada Transdérmica

A administracdo de medicamentos via camada transdérmica oferece vantagens como:
evita 0 metabolismo de primeira passagem pelo sistema digestivo e controla a liberacdo da
droga. Além desses fatos é um método ndo invasivo sem risco de infeccdo. A
eletropermeabilizacdo surgiu como uma nova técnica para a entrega de medicamentos via
transdérmica, ganhando espaco entre os antigos procedimentos de iontoforese e ultrassom
(DENET, VANBEVER e PREAT, 2004).

e) Eletrofusdo

Os processos descritos anteriormente sdo utilizados para inserir moléculas para o
interior da célula. Entretanto como resultado na eletropermeabilizagdo é possivel fundir células.
O processo de eletrofusdo possui aplicagédo na producdo de vacinas e anticorpos (SCOTT-
TAYLOR, PETTENGELL, et al., 2000).

f) Eletroesterilizacéo

A eletroesterilizacdo utiliza o processo irreversivel da eletropermeabilizacdo, ou seja,
neste caso é desejavel a morte celular. Para isso é necessario a aplicagdo de um campo elétrico
intenso para a destruicdo da membrana celular. Como aplicacBes dessa técnica podem ser
citadas a conservacdo de alimentos e tratamento da 4gua (TEISSIE, EYNARD, et al., 2002).

2.2.7 Equipamentos e métodos usados na eletroquimioterapia de tumores

O equipamento responsavel pela geracdo do campo elétrico é denominado de
eletroporador. O eletroporador deve ser capaz de fornecer em um curto intervalo de tempo um
alto valor de tensdo para a geracdo de campo suficiente para permeabilizar as células ou tecidos.
Um eletroporador comercial utilizado na eletroquimiterapia é o Cliniporator®. Possui tensao
de saida ajustada entre 100 V e 1000 V, numeros de impulsos de 1 a 20, largura de pulsos de
50 us a 200 ms frequéncia de repeticdo de 1 a 5000 Hz (IGEAMEDICAL).

Em 2006 durante a ESOPE (European Standart Operating Procedures of
Electrochemotherapy), foi elaborado o procedimento operacional padrdo (SOP — Standart
Operating Procedures) para a eletroquimioterapia. Os responsaveis pela elaboragdo da SOP
foram os principais centros de tratamento de cancer da Europa, com o objetivo de definir
diretrizes para a seguranca e a eficacia do tratamento. Em (MIR, GEHL, et al., 2006) s&o

apresentadas as principais drogas utilizadas no tratamento de cancer bem como a quantidade
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necessaria dependendo do tamanho do tumor. Recomenda também o campo elétrico necessario
assim como o tipo de eletrodos a serem utilizados, além de outras recomendacdes para a

seguranca do paciente e eficcia do tratamento.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1PROJETO DO SISTEMA ELETRONICO

O sistema eletronico desenvolvido é responsavel pela aplicacdo da forma de onda de
tensdo na amostra de tecido bioldgico, além de, realizar a leitura da tensdo e corrente que
estimularam a amostra e apresentar essas formas de onda para o usuario.

O projeto do sistema eletronico é composto pelas seguintes secdes: O amplificador,
Fontes de alimentacdo, Transdutor de tensdo, Transdutor de corrente, Sistema de aquisic¢do de
dados, Geracdo de sinais, Aquisicdo de sinais, Programagdo e software de comando e

Concepcdo do projeto.
3.1.1 0 amplificador

O amplificador consiste em um sistema eletrénico que amplifica a forma de onda de
entrada tanto em nivel de tensdo como de poténcia. O sistema é constituido por dois
amplificadores idénticos, entretanto, o sinal de entrada do segundo amplificador é invertido em
relacdo ao primeiro. Assim, com essa topologia é possivel aplicar o dobro de tensdo na carga.
Um diagrama esquematico que mostra a composicdo da metade do amplificador construido é
apresentado na Figura 10, sendo composto por um estagio de ganho de tensao (Figura 10 (a)),
e um estagio de ganho de poténcia (Figura 10 (b)).

O circuito de ganho de tensdo € composto por TBJ: MJE340 e MJE350, além de
resistores para a polarizacio dos transistores. E composto por um estagio de base comum,
seguido com uma estrutura cascode.

O amplificador de poténcia € composto por TBJ: MJE 340, MJE350, MJW3281A e
MJW1302A todos fabricados pela ON Semiconductor®. O amplificador é de classe B, com
configuragdo push-pull, onde cada semiciclo do sinal é amplificado por um braco do
amplificador. Os transistores sdo ligados na configuracdo darlington para aumentar o ganho de
corrente. A associacdo em série dos transistores é utilizada para reduzir a tensdo coletor-
emissor. Devido as diferencas construtivas e de polarizagdo dos transistores existe a
possibilidade de uma distribuicdo irregular da tensdo entre os mesmos, podendo assim, levar a
sua ruptura e por consequéncia danificar todo o braco de transistores, dessa forma, foram
utilizados resistores em paralelo com os transistores para garantir a distribuicdo
aproximadamente igual de tenséo entre os dispositivos. A Tabela 1 apresenta as caracteristicas

dos transistores utilizados no projeto.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos transistores.

Componente Corrente (A)  Tensdo Reversa (V)  Poténcia (W)

MJE340 0,5 300 20

MJE350 0,5 300 20
MJW3281A 15 230 200
MJW1302A 15 230 200

Fonte: (ON SEMICONDUCTOR).

a) Ganho do amplificador;

Para obter a resposta do ganho do amplificador foi realizado um experimento variando
a tensdo de entrada e medindo tanto a tensdo de entrada como a tensdo de saida. As medidas
foram realizadas utilizando as ponteiras de tensdo P2220 da Tektronix® e o osciloscépio TDS
2024B da Tektronix®. A carga utilizada foi um resistor com uma resisténcia de 346,8 Q e uma
indutancia de 8,43 uH medidos no analisador de impedancia da Agilent® modelo 4294A. A
curva de ganho do amplificador é mostrada na Figura 11. O amplificador ndo possui ganho

constante, o ganho varia linearmente com a tenséo de entrada aplicada no amplificador.
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Figura 10 — Esquema da metade do amplificador. (a) amplificador de tenséo e (b) amplificador
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Figura 11 — Curva de transferéncia do amplificador.
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Fonte: préprio autor.

Na Figura 11 é possivel observar o grafico dos valores medidos e da reta obtida com a
funcédo polyfit do MATLAB®. A equacdo (3.1) apresenta a relacdo entre a tensdo de entrada
(Vin) e tensdo de saida (Vout).

Vout =338,2595Vin —112,422 (3.1)

a) Resposta em frequéncia do amplificador;

A resposta em frequéncia do amplificador foi obtida variando a frequéncia do sinal de
entrada através do gerador de sinais e medindo a amplitude e fase entre os sinais de entrada e
de saida. O sinal de entrada é proveniente de um gerador de sinais modelo AFG 3251 da
Tektronics®. As ponteiras, osciloscopio e carga foram os mesmos descritos no item a). A Figura
12 e a Figura 13 apresentam a resposta de mddulo e fase respectivamente. E possivel observar

que o amplificador possui uma resposta com pouca variacdo de modulo e fase até 30 kHz.



Figura 12 — Modulo do Amplificador (V/V).
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Figura 13 — Fase do Amplificador.
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b) Tempo de subida e descida do amplificador

Para a medicao dos tempos de subida e descida foi utilizada uma onda com a méaxima
amplitude que o amplificador pode fornecer. Dessa forma, foi gerada uma onda quadrada de
460 V.

O tempo de subida foi medido considerando o tempo necessario para a tensdo aumentar
de 10% até 90% de seu valor final. Para obter o tempo de descida considerou-se a reducao da
tensdo de 90% até 10% da tensdo maxima. O tempo de subida foi de 41 us e o tempo de descida
foi de 25 ps.

3.1.2Fontes de alimentacéo

Para a alimentacdo do eletroporador sdo necessarios dois niveis de tensao diferentes.
Para a alimentacdo do sistema de amplificacdo de tensdo e poténcia é utilizada uma fonte na
configuracdo de meia ponte que gera £310 V. Ja para o sistema de medicdo e condicionamento
de sinais sdo utilizados potenciais de +15 V provenientes de uma fonte na configuracgéo de ponte
completa. Para reduzir a entrada de ruido proveniente da rede de alimentacéo, foi projetado um
filtro passa-baixa localizado na conexdo do cabo de alimentacdo com a fonte. A Figura 14

apresenta a topologia utilizada na concepgéo do filtro.

Figura 14 — Filtro de EMI.
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Fonte: préprio autor.
3.1.3 Transdutor de tensao

Para a medicdo da tensdo aplicada a carga, foi utilizado um divisor resistivo e um
amplificador de instrumentagdo INA163 da Texas Instruments® como é apresentado na Figura
15. O divisor resistivo atenua de forma linear a tensao para ser possivel o acoplamento com as

entradas do amplificador de instrumentag&o.
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A relacdo de transferéncia entre a tensdo aplicada a carga (Vout) e a tensdo medida na
saida do amplificador de tensdo (Vm) é dada pela equagdo (3.2), onde G é o ganho do
amplificador. Foi utilizado ganho unitario.

O INA163 possui banda passante de 800 kHz com ganho de 100 V/V, alta rejeicédo de
modo comum CMRR maior que 100 dB, ganho externo ajustavel com resistor e baixa densidade
de ruido de 2 nV/YHz em 10 Hz e 1 nV/NHz em 1 kHz (TEXAS INSTRUMENTS).

Os valores das resisténcias apresentadas na Figura 15 sdo anotados na Tabela 2. Foram

medidos utilizando o multimetro da Rigol® modelo DM3062 que possui 6,5 digitos de

precisao.
= &Vout (32)
R1+R2+R3

Figura 15 — Transdutor de tensao.

R1

+
Carga | | Vout R2
R3

Fonte: proprio autor.

Tabela 2 — Valores dos resistores.

Resistor Valor (Q)

R1 148670
R2 6755,02
R3 149245

Fonte: proprio autor.
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3.1.4 Transdutor de corrente

Para a medicdo da corrente foi utilizada a ponteira de corrente da Tektronix® modelo
A622. Essa sonda utiliza um sensor de efeito Hall, opera em uma faixa de frequéncia de 0 até
100 kHz e pode medir correntes de 0 a 70 A (rms) (TEKTRONIX).

Devido a resposta em frequéncia da ponteira A622, foi necessario utilizar um
procedimento de compensacdo. Um resistor com resisténcia nominal 27 Q foi usado como
carga. Sua resisténcia foi medida com o analisador 4294A da Agilent® sendo seu valor na faixa
de 100 Hz a 100 kHz usado como referéncia. Usando tenséo senoidal de um gerador Tektronix®
modelo AFG 3251 a tensdo em torno de 12,25 V e a corrente elétrica de aproximadamente
470 mA na carga foram medidas em um osciloscopio Tektronix® modelo TDS 2024B. Para a
tensdo foi usada a sonda Tektronix® modelo P2220. A medicéo da corrente foi realizada com
a sonda Tektronix® A622.

A Figura 16 apresenta a resposta do modulo da impedancia medido com as sondas e
osciloscopio e analisador de impedancia. Também é apresentada a curva corrigida do médulo

da impedancia com erro maximo de 0,521% na frequéncia de 60 kHz.

Figura 16 — Comparacdo entre resultados na medicéo de uma resisténcia com analisador de

impedancia e sonda A622.

—©— Ponteira A622 R - '()
Modulo da Impedancia
29 %  Valor Corrigido da A622

Impedancia (£2)
\]
>~
(9]

26q

10° 10°
Frequéncia (Hz)

Fonte: préprio autor.
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Para a compensacdo da sonda de corrente foi obtida uma funcdo da frequéncia que
relaciona 0 mddulo da impedancia medido com as sondas e osciloscopio pelo médulo da
impedancia medido com o analisador de impedéancia. A partir dos resultados numericos obteve-
se a equacdo de ajuste utilizando a funcdo polyfit do MATLAB®. O resultado é apresentado na

equacéo (3.3).

correcdo =1*10"°*f% —8,132*107" *f? 4 3,401*107° *f + 0,968 (3.3)

Dessa forma, para a compensacao da resposta em frequéncia da sonda A622 é necessario
obter a série de Fourier da corrente medida com a sonda, dividir cada componente espectral da
corrente pelo coeficiente de correcdo dado na equacdo (3.3) e depois reconstruir a forma de
onda no dominio do tempo.

A variacédo de fase da carga utilizada neste procedimento ndo foi observada na medicéo
realizada no analisador de impedancia no intervalo de 100 Hz a 100 kHz. Contudo, a medicéao
com a ponteira de corrente A622 apresenta um atraso de 3,5 pus. A Figura 17 apresenta a curva

de defasagem introduzida na medicéo da corrente na carga resistiva.

Figura 17 — Defasagem entre tensédo e corrente.
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3.1.5 Sistema de aquisi¢ao de dados

O sistema de aquisicdo de dados foi desenvolvido utilizando a plataforma de
desenvolvimento FRDM-KL25Z da Freescale®. Essa plataforma € um conjunto de ferramentas
de hardware e software. A Figura 18 apresenta essa plataforma. As principais caracteristicas da

plataforma sao:

e Processador ARM Cortex-MO0+core de 32bits, com frequéncia maxima de operacao de
48 MHz.

e Controlador USB full-speed para periféricos analdgicos e digitais.

e Memorias: flash de 128 kB, SRAM de 16 kB;

e Interfaces dispostas na plataforma: acelerémetro digital de trés eixos, LED (light emitter
diode) RGB (red, green, blue) e ainda um sistema de touch capacitivo.

e Periféricos analdgicos: O microcontrolador KL25Z ¢é equipado com 14 canais de
conversao A/D — (analdgico/digital) com até 16 bits de resolucdo, podendo chegar a
uma taxa de 461 ksps. Além disso, o microcontrolador possui 6 canais de comparadores
analdgicos e um canal de conversdo D/A —(digital-anal6gico) de 12 bits.

e Temporizadores: O sistema de temporizadores € composto por um médulo de 6 canais
de Timer/PWM. Conta ainda com reldgio de tempo real (RTC) — Real Time Clock e

dois canais de interrupc¢éo periodica de tempo (PIT) — Periodic Interrupt Timer.

Figura 18 — Plataforma de desenvolvimento FRDM-KL25Z.
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3.1.6 Geracdo de sinais

Para a geragdo dos sinais pode-se dividir esse topico em:
1. Geragéo do sinal no programa MATLAB® e envio do vetor de onda para o
microcontrolador.

2. Reproducéo do sinal pelo microcontrolador KL25Z da Freescale®.

a) Geracdo do sinal no software MATLAB®;

Para a geracdo da forma de onda de tensdo a ser utilizada no eletropermeabilizador foi
desenvolvida uma interface grafica utilizando a ferramenta Graphical User Interfaces (GUI)

do programa MATLAB®. A Figura 19 apresenta a interface desenvolvida.

Figura 19 — Interface Grafica desenvolvida.
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Essa interface grafica permite o usuario compor formas de onda do tipo quadrada e
senoidal. E possivel variar a frequéncia, amplitude, razdo ciclica, inserir nivel DC, além disso,
variar o numero de pulsos.

Para a construcdo da onda € necessario considerar a frequéncia de amostragem do

conversor D/A do microcontrolador (278 kHz) e o tamanho do vetor para a reproducéo do sinal
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(2000 bytes). O programa calcula os pontos de acordo com as escolhas do usuério e envia esse
vetor de nimeros inteiros e sem sinal para o microcontrolador.

Para determinar o nUmero de pontos necessarios para compor uma onda, basta utilizar
a frequéncia fundamental (fs) dessa onda e a frequéncia de amostragem (fa) do conversor, essa

relacdo é mostrada na equacéo (3.4).
fa
N°pontos = s (3.4)
S

Assim, para compor um sinal com frequéncia de 500 Hz s&o necessarios 556 pontos.

A comunicacdo entre os dispositivos é feita via comunicacgdo serial. Para a comunicacao
entre 0 transmissor e receptor é necessario utilizar um protocolo pré-definido. Dessa forma, o
sistema foi configurado com 8 bits de dados, sem paridade, um bit de parada e com velocidade
de 9600 bps.

Para o envio do vetor de onda é utilizada a funcdo fopen que abre o canal de
comunicacdo, na sequéncia é utiliza a funcdo fwrite que escreve as informacdes na serial, ambas
as funcdes sdo do software MATLAB®.

b) Reproducéo do sinal pelo microcontrolador KL25Z da Freescale®.

O microcontrolador realiza a leitura da porta serial, e salva os valores enviados pelo
MATLAB® em uma varidvel do tipo char. Apds a leitura, 0 microcontrolador escreve 0s
valores do vetor em seu conversor D/A com a frequéncia de amostragem de 278 kHz.

A Figura 20 (a) apresenta o circuito para a eliminacdo do nivel DC e a Figura 20 (b)
mostra um filtro passa baixa de 4° ordem utilizado para diminuir o ruido de quantizacdo do
CONVersor.

O circuito para a eliminacgéo do nivel DC é um buffer com a soma de um nivel DC, dessa
forma, é possivel eliminar o valor médio presente na saida do microcontrolador. A utilizagdo
desse circuito é preferivel em relacdo a filtros para eliminar nivel DC, devido a distor¢des na
forma de onda quadrada que serdo utilizadas nesse projeto.

Para a eliminag&o do ruido de quantizacdo foi utilizado um filtro passa baixa montado
na estrutura de Salley Key, foi projetado utilizando o software FilterPro® com frequéncia de
corte de 20 kHz.

Para a concepc¢éo do sistema mostrado na Figura 20 foi utilizado o ampop AD844. O

ADB844 possui banda passante de 66 MHz com ganho de 1V/V, maxima derivada de tensdo —
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(slew rate) de 2000 V/ps e baixa densidade de ruido 2 nV/vHz para frequéncias maiores que 1
kHz (ANALOG DEVICES).

Figura 20 — (a) Circuito para a eliminagdo do nivel DC da saida do conversor DA; (b) Filtro
passa baixa de estrutura Salley Key.
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Fonte: proprio autor.
3.1.7 Aquisicao de sinais

Para a digitalizacdo dos sinais provenientes dos transdutores de tensdo e corrente é
necessario adequar os niveis de tensdo as entradas dos conversores A/D do microcontrolador
que trabalha com niveis de tensdo de zero a 3,3 V. Para isso foi desenvolvido um circuito para
o condicionamento de sinais, que € mostrado Figura 21.

A relacdo entre a tensdo de entrada - (Vin) e a tensdo de saida (Vout) do circuito de

condicionamento é mostrada na equacao (3.5).

Figura 21 — Sistema de condicionamento de sinais.

Fonte: proprio autor.
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A topologia do circuito de condicionamento de sinais mostrado na Figura 21 € igual
para o condicionamento dos sinais de tensdo e corrente. O que difere sdo os resistores devido a
diferencas de ganho necessarios para adequar os sinais. A Tabela 3 apresenta os valores das
resisténcias que foram utilizadas no projeto do sistema de condicionamento de sinais. Foi
utilizado o Multimetro da Rigol® modelo DM3062 que possui 6,5 digitos de precisdo para a
medicdo das resisténcias.

A digitalizacdo dos sinais € realizada pelo microcontrolador KL25Z. Sao utilizados dois
canais de conversdo o PTBO e o PTB1, ambos com 16 bits de resolucgéo. Os sinais digitalizados
sdo enviados ao software MATLAB® e sdo apresentados na interface grafica desenvolvida
como é mostrado na Figura 19, para isso basta clicar em botdes adequados na interface como é

mostrado na Figura 22.

Tabela 3 — Valores de resistores utilizados no sistema de condicionamento.

Resistor Sinal do transdutor de tenséo Sinal do transdutor de corrente
R1 9824,0 Q 1757,7 Q
R2 1784,7 Q 17519 Q
R3 980,22 Q 4651,0 Q
R4 990,85 Q 984,80 Q
R5 978,50 Q 982,60 Q
R6 992,30 Q 987,20 Q
R7 7400,7 Q 73935 Q

Fonte: préprio autor.

Segundo a especificacdo do fabricante do microcontrolador € possivel chegar a uma
velocidade de 461 ksps. Entretanto, devido a utilizacdo de dois canais e dos tempos necessarios
para 0 microcontrolador executar operacdes necessarias foi possivel alcangar uma taxa de 170
ksps por canal.

Na interface grafica foram desenvolvidos outros recursos como mostra a Figura 22:
salvar as ondas de tenséo e corrente que estimularam a amostra, carregar os resultados de um
ensaio (Tensdo/Corrente) e definir nimero de harmdénicas para a compensacdo da forma de

onda da corrente como ja foi explicado no item 3.1.4.
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Figura 22 — Detalhe para apresentacdo das formas de ondas adquiridas.

Curvas
. Salvar Amostra
Ten=zao
Corrente Digite nome do arguivo
M de harmdnicas
Carregar Amostra a0

Fonte: préprio autor.
3.1.8 Programagéo e software

Nessa secdo sdo apresentados com detalhe os algoritmos utilizados na programacao dos
microcontroladores e do MATLAB®. Devido a isso, dividimos essa secdo em: a) Programacao

do microcontrolador e b) Programacdo do MATLAB®.

a) Programacéo do microcontrolador

Para obter maior velocidade na taxa de amostragem da digitalizacdo dos sinais foram
utilizados dois microcontroladores, um microcontrolador responsavel por reproduzir o sinal em
seu conversor D/A e outro microcontrolador responsavel por digitalizar os sinais de tensao e
corrente. Assim, foi necessario desenvolver dois programas, um para a geracao do sinal e outro
para a digitalizacdo dos sinais.

A programacdo dos microcontroladores foi realizada em linguagem C, utilizando o
software CodeWarrior versdo 10,3 da Freescale®.

A Figura 23 apresenta os fluxogramas simplificados utilizados na programacéo dos
microcontroladores e no software da interface graficado MATLAB®.

O microcontrolador que ira reproduzir a onda em seu conversor D/A, tem a inicializagdo
das variaveis e em seguida 0 mesmo aguarda o vetor de onda que serd enviado pelo
MATLAB®. Em seguida, os dados recebidos na serial sdo armazenados e a interrupgéo €
habilitada, o sincronismo com o microcontrolador da digitalizacdo € realizado. Foi utilizada
interrupcdo por hardware, sendo gerada pelo PWM — Pulse Width Modulation. A interrupcéo
é gerada na passagem entre o nivel baixo para o nivel alto. A utilizacdo da interrupcéo é
necessaria para garantir o mesmo periodo de amostragem para a conversao D/A como para a
A/D.
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Logo apds o sincronismo entre os dispositivos os dados armazenados sdo reproduzidos
no conversor D/A. Depois de todo o vetor reproduzido, a interrupcdo é desabilitada e as
variaveis sdo inicializadas. O microcontrolador retorna a leitura da serial.

O microcontrolador que realiza a digitalizacdo possui a légica muito parecida com a
descrita anteriormente, aqui serdo comentadas algumas diferencas.

O microcontrolador realiza a leitura da serial, pois, 0 MATLAB® informa o tamanho
do vetor necessario para a digitalizacdo de todo o sinal configurado pelo usuario. Quando o
sinal é gerado pelo conversor D/A ¢ dado inicio a digitalizacdo do sinal, nenhuma amostra é
perdida devido ao sincronismo entre os microcontroladores. Apos a digitalizacdo, os dados séo
enviados via serial para 0o MATLAB® para o pds-processamento.
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Figura 23 — Fluxograma do algoritmo implementado no: (a) microcontrolador que gera sinais,
(b) microcontrolador que digitaliza os sinais de tenséo e corrente, (c) programa na interface

gréfica do MATLAB®.

Inicializacdo das
variaveis

Inicializacéo das
variaveis

Gera o vetor da
forma de onda

Possui dados
no buffer de
entrada?

Possui dados
no buffer de
entrada?

Salva dados da serial

Salva dados da serial

microcontrolador

v v
Habilita interrupcéo Habilita interrupcéo
v v
Sincroniza Sincroniza
com o outro com o outro

microcontrolador

v

v

Escreve os dados Digitaliza os sinais
da serial no nas portas PTBO e
conversor D/A PTB1
v v

Desabilita interrupcao

Desabilita interrupcéo

(a)

Fonte: proprio autor.
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b) Programacédo do MATLAB®

A Figura 23 (c) apresenta o fluxograma do algoritmo implementado na linguagem
MATLAB®. O programa gera a forma de onda de acordo com a escolha do usuério. Em
seguida, o software reconhece os dispositivos conectados ao computador. Reconhecidos 0s
microcontroladores e apds o usuario dar inicio, o software envia os dados aos
microcontroladores, aguarda a digitalizacdo e comeca a receber os dados digitalizados. Na
sequéncia, é realizado a conversao dos sinais digitalizados e a conversdo dos sinais digitais para

os valores reais e entdo os dados podem ser representados graficamente.

3.1.9 Concepcao do projeto

Apds a apresentacdo de todas as partes do sistema eletrénico é necessario apresentar a
unido dessas para o entendimento do sistema. A Figura 24 apresenta essa interligagéo.

Apos a digitalizagao e envio dos dados a0 MATLAB®, é necessario realizar a conversao
das informac6es digitais nos valores de tensdo e corrente que estimularam a amostra. Para isso,
deve ser lembrando que o microcontrolador foi configurado com resolugdo do conversor de 16
bits e que a maxima tensdo na entrada de seu conversor A/D é de 3,3 V. Dessa forma, a
conversdo de valores digitais em valores analdgicos € obtida a partir da equacéo (3.6).

Digital *3,3 (3.6)

Analogico = ot

Utilizando as equacdes (3.2), (3.5) e (3.6) determina-se a tenséo aplicada na carga.

igital * 3.7
VCZ(legltal 3,3 (3.7)

216

-1, 73)347,77

Para a determinacdo da corrente que circula pela amostra, sdo utilizadas as equacgdes
(3.5) e (3.6).

lc— ( Idigital * 3,3

L 665)2,638 (3.8)
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Figura 24 — Sistema simplificado do projeto do eletroporador.
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Fonte: proprio autor.

Para a calibracdo do sinal de tensdo medida foi realizada a medicdo de tensdo pelo
sistema de aquisicdo de dados e pelo osciloscopio da Tektronix® modelo TDS 2024B,
utilizando as ponteiras de tensdo P2220 da Tektronix®.

A tensdo aplicada na carga foi variada de 70 V até 450 V totalizando 14 medidas. A
Figura 25 apresenta a curva da tensao medida pelo sistema — Vsistema pela tensdo medida pelo
osciloscopio — Vosciloscdpio. Para determinar a curva da tensdo ajustada na foi utilizada a
funcéo polyfit do MATLAB®, e a equacdo (3.9) apresenta o ajuste dos valores de tenséo.

Vajustado =0,9832* V¢ + 7,41 (3.9)

A compensacdo do sistema de medicdo de corrente ja foi descrito no item 3.1.4.
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Figura 25 — Curva de calibracdo da tensdo aplicada.
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3.2PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Nesta secdo serdo apresentados os procedimentos para a obtencdo dos resultados de
eletropermeabilizacdo de amostras de figado de rato e a metodologia matematica para o calculo

do limiar de eletropermeabilizagdo e condutancia do tecido.
3.2.1 Amostras biologicas

Foram utilizadas amostras de figado obtidas de rato da espécie isogénico de linhagem
Wistar com idade entre 2 a 3 meses. Os experimentos foram aprovados pelo comité de ética em
uso animal da Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE, com numero do processo
007/0716, sendo que as amostras foram doadas pela mesma instituigéo.

Apos a realizagdo do experimento, as carcagas dos animais foram armazenadas em sacos
de lixo infectante e mantidas sob refrigeracdo, para que a empresa Engepasa Ambiental
realizasse a coleta e posteriormente a incineracao dos residuos.

As amostras foram cortadas de forma a obter o formato de um retdngulo com arestas de

15 mm e altura de 3 mm e foi possivel obter 3 amostras de cada animal. Assim, foi necessario
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0 uso de 20 animais para a obtencdo dos resultados. O tempo maximo do uso da amostra apos
a morte do animal foi de 3 horas.

3.2.2 Eletrodos

Os eletrodos foram construidos com chapas de circuito impresso para formar um sistema
de placas paralelas. Possuem uma geometria quadrada com aresta de 1,5 cm perfazendo uma
area de 2,25 cm?. A Figura 26 apresenta uma placa.

Os eletrodos possuem separagdo de 3 mm, podendo atingir um campo elétrico de 1500
V/cm, com a tenséo de 450 V.

Figura 26 — Eletrodo utilizado para a aplicacao de campo elétrico na amostra de figado.

Fonte: préprio autor.
3.2.3Polarizacéo de eletrodo

Os eletrodos sdo utilizados para aplicar ou medir sinais elétricos. Na interface entre um
eletrodo metalico e o eletrolito forma-se uma regido de acimulo de ions dominada de regido de
carga espacial. A carga elétrica transferida entre eletrodo e eletr6lito e a carga elétrica
acumulada na interface determinam efeitos dispersivos que afetam significativamente as
medidas elétricas em baixas frequéncias (RAMOS, 2016).

Para medir as propriedades elétricas do figado de rato e aplicar o campo elétrico é
utilizado o mesmo sistema de eletrodos conforme apresentado na Figura 26. O espectro de
impedancia de uma amostra de figado obtido com esse sistema de eletrodos e o analisador de
impedancia 4294A da Agilent® é apresentado na Figura 27.
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Figura 27— Resisténcia e reatancia de uma amostra de figado de rato medida com o sistema de
eletrodos mostrado na Figura 26 e analisador Agilent® 4294A.
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Fonte: préprio autor.

Observa-se na Figura 27 o efeito da polarizacdo dos eletrodos até aproximadamente 1
kHz. Desse modo, foi possivel definir um protocolo de eletropermeabilizacdo onde o efeito da
polarizacdo de eletrodo é desprezivel e assim simplificar a analise matematica.

Schwan (SCHWAN, 1968) apresentou um estudo segundo o qual a variacdo da
capacitancia e da resisténcia de polarizacdo depende da corrente que circula pelo sistema. Os
resultados apresentados mostram que a resisténcia diminui e a capacitancia aumenta com o
aumento da corrente, diminuindo assim a impedancia de polarizagdo. Além disso, os niveis de

corrente apresentados no trabalho de Schwan foram no maximo de 10 mA, enquanto a corrente
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devido a eletropermeabilizacdo apresenta valor muito maior. Assim, conclui-se que a

impedancia de eletrodo pode ser desprezada na avaliagdo dos resultados obtidos neste estudo.
3.2.4 Protocolos de eletropermeabilizacéo

Neste estudo pretende-se obter resultados experimentais da dindmica da
eletropermeabilizacdo, tais como: campo limiar e tempos de relaxacdo. Com esse fim sdo

utilizados diferentes protocolos que serdo apresentados nos topicos a seguir:

a) Limiar de eletropermeabilizagao;

Para a determinacdo do limiar de eletropermeabilizacdo, foram utilizadas rampas de
tensdo com diferentes derivadas, ou seja, o intervalo de tempo para a tensdo aplicada aumentar
de 0 V até 400 V foi ajustado em 100, 200, 350, 500 e 1000 us. Além disso, 0s experimentos
foram realizados em temperaturas diferentes a saber: 22 °C, 30 °C e 37 °C. Dessa forma, foi
possivel avaliar a influéncia da temperatura e da derivada de tensdo no limiar de

eletropermeabilizacdo.

b) Dinamica da eletropermeabilizacéo.

O protocolo utilizado para se estudar a dinamica da eletropermeabilizacdo, consiste de
um trem de 10 pulsos com frequéncia de 1 kHz e razdo ciclica de 50%. A amplitude em nivel
alto do pulso é aproximadamente 390 V e em nivel baixo é 40 V.

A frequéncia da tensdo aplicada foi definida para reduzir a influéncia da polarizacdo de
eletrodo, podendo-se desse modo desprezar esse fendmeno. O valor ndo nulo da tenséo no nivel
baixo da forma de onda foi escolhido para se determinar a conduténcia no intervalo de tempo
entre os pulsos. De forma idéntica ao tépico anterior, foram realizados experimentos em
diferentes temperaturas: 22 °C, 30 °C e 37 °C.

3.2.5Coleta de dados

Com a finalidade de obter as caracteristicas elétricas da amostra, ¢ realizada a medicédo de
sua impedancia com o analisador 4294A da Agilent®. A impedancia da amostra é medida no
intervalo de frequéncia de 40 Hz a 10 MHz, com 500 pontos distribuidos de forma logaritmica
entre as frequéncias citadas. Apos a medicdo da impedancia, é aplicado o protocolo de

eletropermeabilizagdo na amostra.
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Devido as experiéncias em diferentes temperaturas € necessario o aquecimento das
amostras utilizadas nos ensaios de 30 °C e 37 °C antes da medicdo da impedancia e
eletropermeabilizacdo do material bioldgico. Nos ensaios realizados a temperatura de 22 °C ndo
€ necessario 0 aquecimento. Foi utilizado um forno doméstico adaptado para comportar um
recipiente de ceramica no qual as amostras sdo acondicionadas apds a acomodacéo do tecido
no espaco entre os eletrodos. O uso da peca de ceramica diminui a perda de calor para o meio,
mantendo a temperatura até o fim do ensaio. A temperatura foi medida utilizando um termopar
do tipo “K” conectado ao multimetro da Icel® modelo MD-6111. Ap6s o alcance da
temperatura desejada o recipiente de ceramica contendo a amostra bioldgica é transferido para
uma caixa de isolacao térmica de isopor. Nesse local as medigdes sdo realizadas. A Figura 28

mostra um corte transversal desse sistema.

Figura 28 — Sistema para acondicionamento e conservagédo da temperatura da amostra.
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Fonte: préprio autor.
3.2.6 Modelo matematico para a dinamica e limiar de eletropermeabilizacdo

Quando a amostra de tecido bioldgico é estimulada eletricamente, a corrente (ltot)
resultante € composta de uma parcela devido aos mecanismos normais de conducéo e disperséo
(Iois) enquanto outra parcela é devido a eletropermeabilizacdo (Ieie). A equacao (3.10) apresenta

essa relacao.

o (1) = 1o (1) + 1o () (3.10)

A corrente Ipis depende da impedancia da amostra e da tenséo aplicada. Para a obtengéo
dessa parcela é necessario medir a impedancia da amostra antes da aplicacdo do protocolo de

eletropermeabilizacdo. Isso é realizado com o analisador de impedancia 4294A da Agilent®.
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Com os dados de impedancia facilmente pode-se obter a admitancia da amostra. A parte
real da admitancia é chamada de conduténcia e é apresentada na Figura 29. A parte imaginaria
da admitancia é chamada de susceptancia e é apresentada na Figura 30. A fim de utilizar a
impedancia no calculo numérico da corrente dispersiva, foi obtido um polinémio equivalente
utilizando a funcdo polyfit do MatLab® para as curvas de condutancia e susceptancia. Os pontos
obtidos por essa interpolagcdo polinomial para uma amostra sdo apresentados juntamente com
os resultados experimentais nas Figura 29 e 30.

Por fim, sdo obtidos os coeficientes de Fourier da forma de onda de tens&o utilizada na
estimulagdo da amostra. Os coeficientes de Fourier da corrente Ipis sdo obtidos multiplicando
os coeficientes de Fourier da forma de onda da tensdo pela admitancia nas respectivas

frequéncias, como é mostrado na equacéo (3.11).

Cois (1) =[ G (i) + J* By (1) ] Tere (i) (3.11)

Onde Cpis sdo os coeficientes de Fourier da corrente Ipis, Tele S840 0s coeficientes de Fourier da
forma de onda da tensdo utilizada na eletropermeabilizacdo, Gpis € Bpis S80 a condutancia e

susceptéancia do tecido respectivamente, i indica a ordem da harménica e j= (-1)%/2.

Figura 29 — Condutancia de uma amostra de figado de rato.
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Figura 30 — Susceptancia de uma amostra de figado de rato.
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Fonte: préprio autor.

A Figura 31 apresenta os coeficientes Cpis para uma amostra de figado de rato. E
possivel observar que a partir de uma determinada harménica de frequéncia a energia do sinal
é muito baixa podendo dessa forma ter uma boa representacao do sinal com a utilizacdo de 60
harmaénicas.

Para obter a forma de onda de Ipis como funcdo do tempo basta obter a série de Fourier
com os coeficientes mostrados na Figura 31. A Figura 32 apresenta esse resultado. A forma da
corrente dispersiva é devida aos mecanismos de dispersdo que foram apresentados na secao
2.1.1. O valor médio da corrente é obtido com a divisdo da componente em zero Hertz da tensdo
pela impedancia da amostra na frequéncia de 40 Hz. Esse valor é adicionado a forma de onda
da corrente dispersiva.

A partir da forma de onda da corrente total obtida durante o experimento de
eletropermeabilizacdo e da forma de onda da corrente dispersiva obtida com o procedimento
apresentado anteriormente, pode-se obter a corrente de eletropermeabilizacdo conforme

equacéo (3.10). A Figura 33 apresenta as formas de onda das correntes Itot, Ipis € Igle.



Figura 31 — Coeficientes do espectro da corrente Ipis.
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Figura 32 — Forma de onda em func¢édo do tempo de Ipis.
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Figura 33 — Formas de onda das correntes : Itot, leie € Ipis.
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Fonte: préprio autor.

A partir do valor da lge é possivel calcular a variacdo da conduténcia durante o
fendmeno da eletropermeabilizacdo, uma vez que a dispersdo presente em tecidos bioldgicos
foi matematicamente compensada pela corrente Ipis. Assim, a condutancia da amostra é

calculada como mostra a equagao (3.12).

6, ()=l (312)

VEle € a tensdo de estimulacdo da amostrae t é o tempo. A Figura 34 apresenta a variacao

da condutancia da amostra durante o primeiro pulso de tenséo.
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Figura 34 — Variacdo da Condutancia da amostra devido a eletropermeabilizacéo.
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Fonte: proprio autor.

Para a determinacdo do limiar de eletropermeabilizacdo é necessario utilizar o mesmo
procedimento matematico descrito anteriormente para a obtencdo da Ipis e lgle. A Figura 35
apresenta a forma de onda das correntes: Itot, Il € Ipis, além da forma de onda de tenséo de
estimulacao Vege.

Observa-se que no inicio da rampa as curvas de Itot € Ipis S0 paralelas e possuem
praticamente 0 mesmo valor, como mostra com mais detalhes a Figura 36. Porém com o passar
do tempo e 0 aumento da tensdo, as curvas da Itote Ipis passam a divergir, devido ao fendmeno
de eletropermeabilizacdo que aumenta a corrente Itot. A partir desses conceitos podemos definir
o valor do limiar de eletropermeabilizacdo como a intensidade do campo elétrico na qual o valor
instantaneo da corrente total difere da corrente dispersiva por 10%. Isso é descrito na equacgao

a sequir.

V. (1 =111
Campo limiar = E'e(“’td o) (3.13)

Onde d ¢ a separacgéo entre os eletrodos.
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Figura 35 — Forma de onda de Itot, Ik, Ipis @ VEIe, para uma rampa com duragéo de 500 ps.
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Figura 36 — Ampliacdo do inicio da Figura 35.
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3.2.7 Simulacdo numeérica da eletropermeabilizacéo

a) Simulador baseado no Método do Circuito Equivalente (MCE);

O programa de simulacdo identificado pelo acronimo BEC (Biological Electric Circuit)
foi desenvolvido no Grupo de Eletromagnetismo Aplicado da UDESC (GPEA) e encontra-se

disponivel para livre utilizacdo no endereco eletrénico: http://www2.joinville.udesc.br/~gpea.

O programa BEC tem uma interface simples com menus e caixas de diadlogos para a
entrada de dados e selecdo das ferramentas de analise. Os dados de entrada referem-se a forma
de discretizacdo espacial; tipos, dimensdes e diferentes propriedades dos dominios que
compdem o meio de analise; tipos, dimensdes e materiais que compde 0s eletrodos usados na
estimulacdo elétrica do meio; formas de onda da tensdo elétrica aplicada nos eletrodos;
parametros do modelo de eletropermeabilizacdo bioldgica; parametros do modelo de dominio
térmico e condicGes de contorno térmico.

Para cada tipo de material é declarado um dominio diferente e as propriedades elétricas
devem ser especificadas por valores de os, €x € pelos parametros de dispersdo de cada banda
(Ag,t, e o). Em um meio anisotrépico é possivel declarar as propriedades elétricas em cada eixo
do sistema de coordenadas. Os dominios podem ser retangulares (blocos), cilindricos ou
esferoidais e podem se sobrepor, sendo que o Ultimo dominio definido tem o privilégio de
definir as propriedades do meio.

Os eixos de coordenadas utilizadas no posicionamento de cada bloco na malha podem
ser divididos em varios segmentos com numero diferente de divisbes e parametros de malha,
permitindo assim a construcdo de malhas irregulares com alta concentracao de blocos em certas
regides onde se espera que 0s campos elétricos sejam mais intensos, especialmente em torno
dos eletrodos e nas interfaces entre dominios diferentes.

Os eletrodos podem ser retangulares (blocos), cilindricos, planares (circulares ou
retangulares) ou podem simplesmente ser orientados em linhas nas direcGes dos eixos
coordenados. O tipo de metal do eletrodo precisa ser especificado. O programa BEC
internamente possui os dados térmicos dos metais disponiveis.

O modelo de eletropermeabilizacao requer especificagdes do valor de condutividades oo
e omax, tempos de relaxacdo to and tmax € dos limiares E1 e E>. Esses pardmetros do modelo sdo
apresentados na proxima secéao.

Os parametros do modelo térmico assim como os coeficientes de transferéncia de calor
para materiais bioldgicos foram obtidos da literatura (DAVALOS, RUBINSKY e MIR, 2003).


http://www2.joinville.udesc.br/~gpea
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Um programa foi construido na linguagem do MATLAB® com nome “bec.m” para
verificar a entrada e saida de dados do simulador BEC. Esta interface fornece as seguintes
ferramentas: a) relatério com todos os dados fornecidos pelo usuario; b) gréaficos
tridimensionais mostrando a distribuicdo espacial dos dominios e eletrodos; c) gréaficos
bidimensionais ou tridimensionais, gréficos de contornos e vetoriais mostrando a distribuicéo
espacial do potencial elétrico, corrente elétrica, campo elétrico e temperatura em qualquer
instante de tempo; d) formas de onda no tempo das fontes de tensdo aplicadas nos eletrodos
assim como o potencial elétrico, corrente elétrica, campo elétrico e temperatura em qualquer
posicdo da malha discretizada ou valores médios em volumes definidos pelo usuario.

As simulagdes foram realizadas nos computadores do Laboratério de Eletromagnetismo do
Departamento de Engenharia Elétrica da UDESC, os quais apresentam a seguinte configuragao:
processador Intel® core2 Duo (3 GHz), 4 GB de memoria RAM, 297 GB de HD e sistema
operacional Windows 7 ™,

b) Modelo de eletropermeabilizacéo no simulador BEC;

Para a simulacdo numérica da eletropermeabilizacdo é necessario definir um modelo
matematico para a variacdo da conduténcia do tecido bioldgico durante o processo de
eletropermeabilizacdo. Dessa forma, utilizando como ponto de partida o modelo proposto por
Neu e Krassowska (NEU e KRASSOWSKA, 1999) ja apresentado na equacdo (2.22) e
multiplicando ambos os lado da equacdo pela condutancia de um poro (gp), pois nesse modelo

0S poros possuem o mesmo diametro, entdo, tém também a mesma condutancia, obtém-se:

dg,, (1) _ 9,6 —gn (1) (3.14)
dt z eVa/Vo)’

onde gm € a condutancia por unidade de area da membrana, go=Nogp, To=No/ar, V1= Vep €
V2=(q-1)2° Vep.

A equacdo (3.14), a principio, descreve a dindmica da eletropermeabilizacdo em
membranas a partir de valores da condutancia intacta por unidade de area go, do tempo de
relaxagéo inicial to e dos limiares Vi e V. Para ser aplicada em tecidos bioldgicos, deve-se
considerar o efeito macroscopico da variacdo da condutancia de membrana a partir de um
processo de promediacdo espacial. Definindo a condutancia de eletropermeabilizacdo Gy como
a média volumétrica de gm no volume ocupado por uma celula no tecido, verificaremos que o

potencial transmembrana tanto quanto os limiares Vi e V. serdo obtidos a partir do campo
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elétrico médio no volume da célula multiplicado por uma distancia caracteristica da ordem do

diametro celular. Assim, a equacdo (3.14) pode ser reescrita na seguinte forma:

/E1)°
dG, (1) _ G ~G (1) (3.15)
dt T e(E/EZ)Z

onde E é o campo elétrico aplicado no tecido, E: e E> s&o os limiares de eletropermeabilizacéo
e Go € a média volumétrica da condutancia da membrana para o tecido intacto. Entretanto, a
extensa experimentacdo da eletropermeabilizacdo em tecidos biologicos revela duas
caracteristicas do modelo representado pela equagdo (3.15) que ndo se adequam ao
comportamento observado. A condutancia ndo aumenta sem limites mesmo quando estdo
envolvidos campos elétricos muito intensos. Isso significa que deve ser estabelecido um limite
superior para o termo Geexp(E/E1)?. Isso pode ser obtido substituindo-se esse termo pela

expressao a sequir.

Ge“e, _ GG, (3.16)
Ge¥ 4G, G,+Ge

Onde Gt é o valor da méxima condutdncia que o tecido pode alcancar com a
eletropermeabilizacdo. Naturalmente, a condutdncia méaxima depende ndo somente da
densidade e tamanho dos poros na membrana, mas da condutividade dos eletrélitos que
envolvem as membranas, bem como da geometria das células e espacos intersticiais.

Além disso, a relaxacdo observada quando se usa campos aplicados com a forma de
onda de pulsos apresenta uma fase inicial rapida, com tempos de subida da corrente elétrica da
ordem de microssegundos. Contudo, na medida em que a corrente aumenta, ocorre uma reducao
significativa na taxa de crescimento da condutdncia, ocorrendo pouco depois uma fase
nitidamente mais lenta. Quando o pulso de campo elétrico termina, a condutancia diminui
variando muito mais lentamente do que na subida do pulso. Essas observacfes sugerem que o
tempo de relaxagéo varia entre um valor minimo e um valor maximo durante o processo de
eletropermeabilizacdo. Assim, o termo 1o exp(E/E2)? no denominador da equagio (3.15) deve
ser modificado. Também nesse caso, propomos substituir esse termo pela seguinte expressao
que apresenta um tempo de relaxa¢do maximo tmax.

(3.17)

2
T=71,+ rmaxef(E/EZ)
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Segundo esta equacdo o tempo de relaxacdo € pequeno (da ordem de to) no inicio da
estimulagdo com campo elétrico intenso. Quando o campo elétrico € anulado no fim da
estimulacao, o tempo de relaxacdo torna-se maior (da ordem de tmax). Com essas modificacdes,
0 modelo dindmico da condutadncia de um tecido biolégico durante a ocorréncia de

eletropermeabilizacdo pode ser assim escrito:

G,G,
° -G, (1)
“emrledeneyt G 3.8
4G, (1) _ G, +Ge @™/ (3.18)
dt T it e*(E/EZ)Z[GI/(G‘Jer)]Z

onde Gt possui dois importantes efeitos para o0 modelo: ele limita o valor final da condutancia
de eletropermeabilizacdo e produz a divisdo de tensdo com a condutadncia de membrana
resultando na reducdo do potencial transmembrana quando a eletropermeabilizacéo torna-se

mais intensa. 1sso é modelado pelo termo Gi/(Gi+Gp).

c) Modelo de célculo térmico no simulador BEC.

O célculo da temperatura em tecidos bioldgicos durante a aplicacdo de campos elétricos
intensos para obter eletropermeabilizagdo é uma parte muito importante do processo de analise
computacional uma vez que diversas propriedades do tecido, como condutividade e taxa de
eletropermeabilizacdo, dependem da temperatura da amostra.

O célculo térmico vinculado ao Método do Circuito Equivalente - MCE é baseado na
equacdo classica do fluxo de calor (DAVALOS, RUBINSKY e MIR, 2003).

V- (kVT)+ Py =PC, 86_1- (3.19)
Onde T é a temperatura absoluta, ki € a condutividade térmica do material, cp € 0 calor especifico
sob pressdo constante do material, p é a densidade do material e pdiss € a poténcia elétrica por
unidade de volume dissipada no meio.

O calculo térmico é realizado na mesma malha de discretizagdo espacial usada no
calculo de potencial e corrente elétrica. Assim, cada bloco no interior da malha é circundado
por seis blocos vizinhos. Desse modo, pode-se utilizar um método de resolugdo computacional
da equacéo (3.19) similar ao utilizado no calculo de potencial elétrico. Inicialmente, utilizando
0 Teorema de Gauss, converte-se a equacao (3.19) em uma equacdo integral.
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dT
gSSktVT -dS+P, = pCpAVE (3.20)

Onde P4iss € a poténcia total dissipada no volume AV de um bloco e S € a superficie das faces
desse bloco. A integral de fluxo pode ser convertida em um somatorio efetuado nas faces desse
bloco. O gradiente de temperatura pode ser substituido pela derivada direcional em cada
conex&@o com os blocos vizinhos e a derivada no tempo pode ser calculada como uma razéo de

diferencas finitas no tempo. Desse modo, a equacéo (3.20) pode ser reescrita na seguinte forma.

_i knASn M + Pdiss = pCPAV [TO (t) — T(t — At)] (321)
n=1 ALn At

Onde AShe AL séo a area e a distancia centro a centro entre o bloco central com temperatura
To e 0 bloco vizinho com temperatura Tp.

Definindo a condutancia e a capacitancia térmicas da seguinte forma:

G, = KalS, (3.22)
AL,
Ci=pc,AV, (3.23)

pode-se organizar a equacdo (3.21) de modo a aplicar um método iterativo para calculo da

temperatura. Isolando a temperatura To, obtém-se:

6
CtoT(t - At) + |:Pdiss + ZGan (t):| At (324)
n=1

To(t)= 5
Co +AY G,

n=1

No célculo térmico acoplado ao MCE, a temperatura é obtida resolvendo-se a equacao
(3.24) em cada bloco da malha de discretizagdo espacial utilizando-se o método iterativo de
Gauss-Seidel. As condic¢des de contorno que devem ser especificadas sdo a temperatura nas
paredes adjacentes ao dominio de anélise e o fluxo de calor para fora do dominio de analise
calculado com base na temperatura ambiente e no coeficiente de transferéncia de calor (esse
coeficiente indica a poténcia que flui atraves das paredes por unidade de area devido a
convecgdo e irradiacdo). O passo de tempo € o mesmo utilizado no célculo do potencial elétrico,

0 que garante a convergéncia do célculo iterativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PROPRIEDADES DIELETRICAS DO FIGADO DE RATO

Os espectros de impedéancia de figado de rato obtidos conforme descrito no Capitulo 3
foram convertidos para condutividade e constante dielétrica usando as seguintes relagdes:

o= Re(%j%, 4.1)
o 'm(%j Zmi,OA’ 42

onde Z é a impedancia medida, Re e Im sdo os operadores de parte real e imaginaria, f é a
frequéncia, d € a distancia entre os eletrodos, A € a &rea dos eletrodos, o € a condutividade, & é
a constante dielétrica e €, € a permissividade do vacuo.

Foram realizadas medices nas temperaturas de 22 °C, 30 °C e 37 °C. A Figura 37
apresenta os valores médios da condutividade e constante dielétrica de oito amostras para cada
temperatura. Observa-se forte dispersdo dielétrica nesses espectros, com a condutividade e a
constante dielétrica variando cerca de 0,4 S/m e 2x10°, respectivamente, entre as frequéncias
de 40 Hz e 10 MHz para todas as temperaturas de leitura.

Os valores médios e os desvios padrdo em 10 kHz sdo apresentadas na Tabela 4. Pode-
se observar que os valores dos desvios padrdo sdo menores que a média mostrando assim

coeréncias nos dados.

Tabela 4 — Médias e desvios padréo de oito medidas de condutividade e constante dielétrica em
10 kHz.

6 (S/m) &r
Temperatura (°C) Média + Desvio Média + Desvio
22 0,0275+0,0040 3691946798
30 0,0342+0,0058 3916548439
37 0,0307+0,0050 4631215661

Fonte: proprio autor.



Figura 37 — Espectros de condutividade e constante dielétrica de figado de rato.
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Fonte: proprio autor.

Foi utilizado o modulo de algoritmo genético do programa MATLAB® para determinar

89

0s parametros da equacdo (2.13) referentes ao modelo Cole-Cole que melhor se ajustam aos

espectros de dispersdo medidos. Nesta analise foi considerada apenas a banda [ ja que 0s demais

mecanismos de dispersdo ndo sdo evidentes nas curvas experimentais de condutividade e

constante dielétrica. A andlise dos espectros foi realizada na faixa de frequéncias de 1 kHz a

1 MHz. A Figura 38 apresenta o resultado obtido com o modelo Cole-Cole com parametros

ajustados com o algoritmo genético (tamanho da populagdo = 100, crossover = 0,85, geracoes

= 100) em comparagdo com o resultado experimental para a temperatura de 37 °C. Os

parametros das curvas para as diferentes temperaturas sao apresentados na Tabela 5.
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E possivel observar na Figura 38 que a condutividade teve uma boa representacdo com
0s pardmetros obtidos através do algoritmo genético. Entretanto, a representacdo da constante
dielétrica em baixa frequéncia foi prejudicada pela polarizacao de eletrodo presente nessa faixa
do espectro, fendmeno esse que nao é modelado pela equacdo (2.13). Apesar desse fato, o
programa MCE utiliza como entrada de dados os parametros de condutividade como é

apresentado na Tabela 5.

Figura 38 — Comparacao entre resultado experimental e resultado obtido com parametros do

modelo Cole-Cole ajustados com algoritmo genético em 37 °C.
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Fonte: proprio autor
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Tabela 5 — Pardmetros do modelo Cole-Cole para a dispersdo dielétrica em figado de rato na

faixa de frequéncias de 1 kHz a 1 MHz.

Parametros 22°C 30°C 37°C
Condutividade estatica (S/m) 0,016 0,022 0,018

Constante dielétrica em alta frequéncia 118 44 84
Amplitude da disperséo p da condutividade (S/m) 0,067 0,075 0,075
Tempo de relaxacéo B (x10°s) 8,37 7,95 8,81
Constante o 0,32 0,33 0,36

Fonte: proprio autor.

4.2 DINAMICA DA ELETROPERMEABILIZACAO

Para a determinacdo experimental do processo dinamico da eletropermeabilizacdo foi
utilizado o protocolo de eletropermeabilizacdo descrito na secdo 3.2.4. A forma de onda de
tensdo € apresentada na Figura 39. Os experimentos foram realizados nas seguintes
temperaturas 22 °C, 30 °C e 37 °C, sendo utilizadas cinco amostras para cada temperatura. As
amplitudes da tenséo aplicada s&o 390 V no nivel alto e 40 V no nivel baixo e os tempos de
subida e descida da tensdo sdo 41 us e 25 us, respectivamente.

Figura 39 — Forma de onda de tensdo utilizada para obter os resultados da dindmica da
eletropermeabilizacéo.
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Fonte: proprio autor.
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A Figura 40 mostra a corrente elétrica na amostra medida neste experimento. Observa-
se nitidamente o aumento da corrente durante os pulsos. Entretanto, o incremento de corrente
diminui com o tempo em cada pulso. Utilizando o procedimento matematico descrito na secao
3.2.6, obtiveram-se as condutancias para cada temperatura. As Figuras 41, 42 e 43 apresentam
os valores médios (5 amostras) de condutancia para as temperaturas de 22 °C, 30 °C e 37 °C
respectivamente. Sdo apresentados nove pulsos com a mesma escala de tempo de modo a
destacar as diferencas entre eles.

Pode-se observar a ocorréncia do fendmeno de eletropermeabilizacdo, devido ao
aumento da conduténcia da amostra. Quando é aplicado o potencial de 390 V a condutancia
aumenta rapidamente nos primeiros microssegundos do pulso, logo ap6s ela continua a
aumentar, mas com uma taxa de crescimento menor se comparado com o inicio do processo.
Quando é aplicado o potencial de 40 V observa-se que a condutancia diminui devido ao limiar
de eletropermeabilizacdo ndo ser atingido com essa tensdo. No entanto, no proximo pulso a
condutancia é maior que no pulso anterior e isso se repete para 0s demais pulsos, mostrando
gue 0s poros continuam abertos e as membranas celulares ndo conseguem se recuperar durante
0 tempo de aplicacdo do potencial de 40 V. Esses resultados concordam com o trabalho de
revisao de Teissie et al. (TEISSIE, GOLZIO e ROLS, 2005), onde os autores mostram que 0
inicio da criacdo de poros na membrana plasmatica é um processo muito rapido com tempo de
resposta na ordem de grandeza de microssegundos. Apdés isso, ocorre o crescimento dos poros
com tempo de resposta maior e quando o campo é desligado o fechamento de poros na
membrana é um processo muito lento que pode levar varios segundos para ser concluido. Chang
(CHANG, 1992) apresenta em seu trabalho experimental conforme ja descrito na secéo 2.2.5,
que o fechamento dos poros na membrana plasmatica de células vermelhas de sangue humano
leva cerca de 10 segundos ap0s o fim da estimulacao elétrica.

Outro fato importante que pode ser observado nessas curvas de condutancia é a
saturacdo do processo. Observa-se que, a partir do terceiro pulso, a variagdo da condutancia
durante a aplicacdo do campo elétrico mais intenso é baixa. Esse fato se deve a grande
quantidade de poros presentes na membrana plasmatica, impedindo a elevacdo do potencial
transmembrana e dificultando a abertura de novos poros. A saturacdo do processo de
eletropermeabilizacdo também foi observada nos experimentos de Kinosita et al. (KINOSITA
JR, ASHIKAWA, et al., 1988) como descrito na sec¢éo 2.2.5.
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Figura 40 — Forma de onda da corrente de uma amostra de figado de rato para estimulagdo com

trem de pulsos de 390 V.
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Fonte: proprio autor.

Figura 41 — Condutancia medida na temperatura de 22 °C. Os nimeros indicam a sequéncia de

pulsos.
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Figura 42 — Condutancia medida na temperatura de 30 °C. Os nimeros indicam a sequéncia de

pulsos.
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Figura 43 — Condutancia medida na temperatura de 37 °C. Os nimeros indicam a sequéncia

de pulsos.
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Comparando-se as Figuras 41, 42 e 43 verifica-se que as formas de variagdo das
condutancias em diferentes temperaturas sdo semelhantes. As diferencas consistem na
amplitude e na taxa de variacdo da condutancia. Para facilitar essa verificacdo, as Figuras 44,
45 e 46 apresentam as curvas de condutancia em diferentes temperaturas para o primeiro, quinto
e nono pulsos respectivamente.

Constata-se um aumento da condutancia em funcdo da temperatura, isso pode ser
explicado por dois motivos. O primeiro é que a condutividade elétrica do tecido aumenta com
a temperatura; o segundo € que a vibracdo térmica aumentada das moléculas lipidicas aumenta
a taxa de criagdo de poros hidrofébicos na membrana plasmética das células. Uma vez que parte
dos poros hidrofébicos torna-se hidrofilicos, resulta no aumento da conduténcia do tecido.

Figura 44 — Comportamento da condutancia para o primeiro pulso.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 45 — Comportamento da condutancia para o quinto pulso.
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Figura 46 — Comportamento da condutancia para o nono pulso.

18

Condutancia (mS)
>

—_
je)
T

._.
'S
T

—_
[\
T

1 1 1 1

Fonte: proprio autor.

0,6 0,8 1
Tempo (ms)



97

A Tabela 6 apresenta os valores maximos dos desvios padrdes das condutancias
apresentadas nas Figuras 41, 42 e 43 para cada pulso e seu respectivo valor médio (levando em
conta as cinco amostras para cada temperatura). Nota-se que o valor do desvio é muito inferior

a média, mostrando que os resultados sao consistentes.

Tabela 6 — Médias e desvios padrdes maximos dos valores de condutancia (em Siemens).

22°C 30°C 37°C
N°dopulso  Média+ Desvio  Média+ Desvio  Média = Desvio
1 0,0088+0,0020 0,0131+0,0020 0,0136+0,0023
2 0,0094+0,0031 0,0118+0,0025 0,0127+0,0032
3 0,0125+0,0022 0,0155+0,0020 0,0171+0,0023
4 0,0090+0,0027 0,0155+0,0022 0,0177+0,0027
5 0,0131+0,0023 0,0165%0,0022 0,0182+0,0021
6 0,0130+0,0023 0,0169+0,0021 0,0183+0,0023
7 0,0134+0,0023 0,0162+0,0023 0,0170+0,0022
8 0,0121+0,0023 0,0128+0,0022 0,0136+0,0024
9 0,0135+0,0023 0,0173+0,0022 0,0143+0,0021

Fonte: proprio autor

4.3 LIMIAR DE ELETROPERMEABILIZACAO

Também nos ensaios para determinacdo do limiar de eletropermeabilizacdo foram
utilizadas trés temperaturas diferentes: 22 °C, 30 °C e 37 °C. Para cada temperatura foram usadas
cinco derivadas de tensdo e cada ensaio foi repetido trés vezes. O resultado do limiar de
eletropermeabilizacdo foi obtido sobre a média das trés curvas de resposta para cada
temperatura e derivada de tenséo.

O uso de diferentes derivadas de tensdo e temperaturas permite avaliar a influéncia
desses parametros no limiar de eletropermeabilizacdo. A Figura 47 apresenta o limiar de
eletropermeabilizacdo em funcdo da derivada de tensdo e da temperatura. N&o é apresentado o
limiar de eletropermeabilizacéo para a rampa de 400 V /100 ps, pois, as inclinagdes de ot €
Ipis s@o diferentes desde do inicio da rampa, impossibilitando a determinacdo do limiar. A

Figura 48 apresenta Itot € Ipis para a rampa de 400 V /100 ps.



98

Figura 47 — Campo limiar de eletropermeabilizacéo.
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Figura 48 — Correntes Itot € Ipis para a rampa 400 /100 ps.
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Observa-se na Figura 47 que o limiar de eletropermeabiliza¢do diminuiu com o aumento
da temperatura e aumento da derivada da tensdo aplicada.

A diminuicdo do limiar com o aumento da temperatura provavelmente se deve
principalmente ao aumento na taxa de criacao de poros hidrofobicos. A reducdo com a derivada
temporal do campo aplicado indica que quanto maior a taxa de variacdo do campo aplicado,
tanto maior é a taxa de cria¢do de poros hidrofilicos e maior € a taxa de crescimento dos poros
criados. Devido a escala de tempo de subida da rampa utilizada neste experimento, supde-se
que o crescimento dos poros hidrofilicos seja o processo dominante neste caso.

Na Figura 48 é possivel observar que com a diminuic¢do do tempo de subida da tensdo
para 400 /100 ps as correntes Itot € Ipis N80 séo paralelas no inicio da rampa como nas outras
rampas utilizadas, isso ocorreu para todas as temperaturas desse ensaio. Com esse resultado
presume-se que desde o inicio da aplicacdo da rampa de tensdo houve a criacdo de poros. Esse
fato juntamente com o resultado apresentado na Figura 47 mostra que o limiar de
eletropermeabilizacdo depende ndo somente do valor instantdneo de campo elétrico, mas
também de sua taxa de variacao.

A Tabela 7 apresenta os valores de desvios padrdo maximos para cada curva de corrente
e 0 seu respectivo valor médio (considerando trés amostras em cada temperatura). Observa-se
que os valores dos desvios sdo menores que a média, mostrando que os resultados sdo

consistentes.

Tabela 7 — Médias e desvios padrées maximos das correntes Itot, Ipis € Igte..

Temperatura/Rampa It (A) Ipis (A) lete (A)

22 °C — 400 V/100 ps 4,58+1,01 0,75+0,23 4,09+0,82
30°C — 400 V/100 ps 4,84+1,26 0,83+0,08 4,29+1,23
37 °C — 400 V/100 ps 6,23+1,56 0,77+0,20 5,46+1,37
22 °C — 400 V/200 ps 3,22+0,90 0,51+0,13 2,67+0,79
30 °C — 400 V/200 ps 4,86+0,26 0,77+0,06 4,08+0,31
37 °C — 400 V/200 ps 3,54+0,74 0,51+0,08 3,21+0,66
22 °C — 400 V/350 ps 3,49+0,98 0,54+0,11 2,95+0,88
30 °C — 400 V/350 ps 4,15+1,02 0,53+0,21 3,61+0,87
37 °C — 400 V/350 ps 4,08+0,52 0,57+0,11 3,56+0,42

22 °C — 400 V/500 ps 3,82+0,35 0,65+0,07 3,19+0,38
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30 °C — 400 V/500 ps 4,96+1,23 0,72+0,16 4,27+1,08
37 °C — 400 V/500 ps 4,37+0,98 0,53+0,14 4,05+0,84
22°C —400 V/1 ms 3,76x0,49 0,40+0,09 3,28+0,41
30 °C - 400 V/1 ms 4,91+1,47 0,50+0.09 4,41+1,38
37 °C —400 V/1 ms 5,08+0,81 0,59+0,12 4,53+0,67

Fonte: préprio autor.

4.4 SIMULACAO

Para a simulacdo do fendmeno de eletropermeabilizacdo foi utilizado o Método do
Circuito Equivalente - MCE descrito no item 2.2.4 e 0 modelo matematico descrito na se¢ao
3.2.7.

4.4.1 Simulacéo da dindmica da eletropermeabilizagio

Para a simulacdo da dindmica da eletropermeabilizacdo, foram realizadas simulacfes
conforme a geometria e o estimulo elétrico utilizado nos experimentos, foi utilizado o Método
do Circuito Equivalente — MCE para o calculo elétrico e térmico. A Figura 49 mostra esse
esquema de estimulacdo e a Tabela 8 apresenta os valores numéricos utilizados para a
simulacéo.

A malha de discretizacdo espacial foi construida com 100 divisdes no eixo x, 100
divisdes no eixo y e 30 divisbes no eixo z, perfazendo um total de 300000 elementos. Assim,
as arestas de um elemento na direcdo x e y possuem um comprimento de 1,881x10™* metros e
na direcdo z de 9,66x10° metros. Os eletrodos sdo modelados como planos, umem z=0¢€ 0
outro em z = Lz, formando assim um sistema de placas paralelas. O passo de tempo utilizado
foi de 1x10® segundos, assim, para a simulacdo de 1 ms s3o necessarias 100,000 iteragdes. O
estimulo elétrico foi configurado de acordo com as caracteristicas do eletropermeabilizador,
com 0s mesmos tempos de subida e descida além do valor da tenséo aplicada.

Além da simulacéo elétrica, é realizada a simulagéo térmica, alterando assim o valor da
condutividade estatica a medida que a temperatura aumenta. Os valores dos parametros
utilizados sdo apresentados na Tabela 8, e foram retirados no trabalho de Davalos et al.
(DAVALOQOS, RUBINSKY e MIR, 2003). O célculo térmico é realizado conforme ¢ apresentado
na secao 3.2.7.
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Figura 49 — Geometria utilizada para a simula¢do numérica com o método do circuito

equivalente.
‘A
Lz
+\o
g -\Vo
Lx < >
X
Fonte: proprio autor.
Tabela 8 — Parametros de simulagéo.
Parametro Valor
Lx (m) 18,81x107
Ly (m) 18,81x10°
Lz (m) 2,9x107
Ax (m) 1,881x10™
Ay (m) 1,881x10%
Az (m) 9,667x10°
NX 100
Ny 100
Nz 30
Vo (V) 195
d (m) 2x10°3
a (m) 15x10°
At (s) 1x10°%
Condutividade térmica (W/m/K) 0,5
Capacidade termica (J/kg/K) 3750
Densidade do tecido (kg/m?3) 1000
Coeficiente de temperatura (1/K) 1,5x107?
Temperatura das paredes no contorno térmico (K) 310
Coeficiente de transferéncia de calor (W/m2/K) 500
Temperatura ambiente (K) 300

Fonte: préprio autor.
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As Figuras 50, 51 e 52 apresentam os resultados da simulagéo da corrente elétrica para
o0s dois primeiros pulsos nas respectivas temperaturas de 22 °C, 30 °C e 37 °C. Os parametros
do modelo de eletropermeabilizagéo utilizados nas simula¢6es sdo mostrados na Tabela 9. Esses
parametros foram ajustados a partir de diversas simulacfes nas quais seus valores foram
variados de modo a minimizar o erro quadratico médio dos resultados numéricos em relacao
aos resultados experimentais. E possivel observar que os resultados simulados s&o muito
semelhantes aos experimentais apenas no primeiro pulso. No segundo pulso observam-se
discrepancias significativas.

Verifica-se também que a resposta obtida por simulacdo apresenta uma transicdo mais
abrupta no fim do primeiro pulso que a resposta experimental. A corrente medida apresenta
uma transicdo muito mais lenta. A explicacdo para isso é o efeito muito intenso das
capacitancias de juncdo dos transistores de poténcia utilizados no estagio de saida do
amplificador do eletroporador. Estas capacitancias, intensamente carregadas durante o pulso
descarregam-se através da amostra durante o nivel baixo da tensdo aplicada impedindo que a
corrente diminua tdo rapidamente quanto obtida na simulacdo. Os efeitos de impedancia de

fonte ndo foram modelados na simula¢do computacional.

Figura 50 — Comparacdo entre resultado experimental e numérico para a corrente na amostra a
22 °C.
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Fonte: préprio autor.



103

Figura 51 — Comparagdo entre resultado experimental e numérico para a corrente na amostra a
30°C.
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Figura 52 — Comparacdo entre resultado experimental e numérico para a corrente na amostra a
37 °C.
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Tabela 9 — Pardmetros do modelo da eletropermeabilizacdo ajustados para o primeiro pulso.

Parametro 22°C 30°C 37°C
oo (S/m) 1x108 1x108 1x108
omax (S/m) 0,111 0,149 0,158
70 (S) 1,5x10° 1,5x10° 1,5x10°
Tmax (S) 4x10* 4x10* 4x10*
E1 (V/m) 10500 10500 10500
E2 (V/m) 69000 69000 69000

Fonte: préprio autor.

Segundo o0 modelo de Neu e Krassowska (NEU e KRASSOWSKA, 1999) alguns
parametros do modelo de eletroporacdo dependem da temperatura. Das relacfes matematicas
fornecidas pelos autores podem-se deduzir as relagdes a seguir pelas quais o campo limiar varia
com a raiz quadrada da temperatura, o tempo de relaxacdo diminui e a condutividade inicial

aumenta exponencialmente na medida em que a temperatura aumenta.

El,zocﬁ (4.3)
2 oc e/KeT (4.4)
G. o e D/KeT (4.5)

0

onde a ~ 15 KgT e b ~ 25 KgT e Kg € a constante de Boltzmann e T é a temperatura em Kelvin.

Contudo, segundo a Tabela 9, o Unico parametro do modelo que realmente variou
significativamente foi a condutividade méxima e esse efeito pode ser explicado pelo aumento
da condutividade dos eletrdlitos que circundam as membranas, um efeito bem conhecido
decorrente da diminuicdo da viscosidade da agua.

O fato da corrente elétrica ser corretamente calculada no primeiro pulso mas ndao no
segundo sugere que alguns parametros do modelo devem ser ajustados dinamicamente em
funcdo de grandezas que variam no tempo durante a estimulacdo elétrica, tais como a
temperatura e a prépria condutividade de eletropermeabilizagdo. Entretanto, o simulador BEC
ja inclui métodos computacionais baseados nas relacdes (4.3), (4.4) e (4.5) para ajuste dos

respectivos parametros do modelo. A variacdo da temperatura da amostra durante a estimulacéo
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elétrica foi menor que 1 °C em todas as simulagdes e os resultados na Tabela 9 mostram que
mesmo com variagbes de 15 °C os parametros do modelo ndo apresentam variagoes
significativas, exceto omax.

Assim, foi decido estabelecer uma relagdo de ajuste dindmico de parametros com a
condutividade de eletropermeabilizacdo. As relacdes matematicas propostas e avaliadas s@o
mostradas nas equacdes (4.6) a (4.9). Estas relacdes foram obtidas apos ser verificado que para
se conseguir um ajuste adequado da corrente no segundo pulso foi necessario dobrar o tempo
de relaxagdo tmax € reduzir o limiar de campo Ez para a metade de seu valor no primeiro pulso.
Foi observado também ser necessario ajustar o parametro omaxem cerca de 10% acima do valor
usado no primeiro pulso. Para isso foi definida a condutividade integrada (6c) como a integral
no tempo da condutividade de eletropermeabilizacdo. Numericamente esta grandeza foi obtida
como a soma da condutividade em cada passo de tempo de simulacéo. Baseados na variavel 6o
0s parametros foram ajustados de acordo com as equaces (4.7), (4.8) e (4.9). As constantes ¢
e d foram ajustadas para valores em torno de 5x10~° (m/S) e 7x10® (m/S) como mostra a Tabela
10.

A Figura 53 mostra a variacdo da condutividade de eletropermeabilizacdo e da
condutividade integrada no intervalo de 1,5 ms obtida com ajuste dindmico baseado nas
equacdes (4.6) a (4.9). A média da condutividade foi calculada no volume definido pela area
dos eletrodos e a espessura da amostra. As Figuras 54, 55 e 56 apresentam a comparacao entre
a corrente experimental e a estimativa numérica para as respectivas temperaturas de 22 °C, 30
°C e 37 °C com ajuste dindmico dos parametros do modelo. A Tabela 10 apresenta os valores
utilizados nas simulagdes. Exceto pela inclusdo dos coeficientes c e d, os valores utilizados sao

0S mesmos que os obtidos nas simulacdes anteriores e mostrados na Tabela 9.

8= 0,(i) (4.6)
T'max = Tmax (1+ CSG) (47)
E
E,=—2
2 1+cdo (4.8)

Olax = Oy (1+d30) (4.9)
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Figura 53 — Condutividade de eletropermeabilizacdo média e condutividade integrada com

ajuste dindmico baseado nas equacdes (4.6) a (4.9).
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Fonte: préprio autor.

Figura 54 — Comparacdo entre o resultado experimental e o numérico com ajuste dinamico de
parametros na temperatura de 22 °C.
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Figura 55 — Comparacéo entre o resultado experimental e 0 numérico com ajuste dindmico de
parametros na temperatura de 30 °C.
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Figura 56 — Comparacdo entre o resultado experimental e 0 numérico com ajuste dindmico de
parametros na temperatura de 37 °C.
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Tabela 10 — Parametros utilizados para a obtenc¢éo dos resultados mostrados nas Figuras 54, 55
e 56.

Parametro 22°C 30°C 37°C
oo (S/m) 1x108 1x1078 1x10°8
omax (S/m) 0,111 0,149 0,158
7o (S) 1,5x10° 1,5x10° 1,5x10°

Tmax (S) 4x10* 4x10* 4x10
E1 (V/m) 10500 10500 10500
E2 (V/m) 69000 69000 69000
c(m/S) 5x107° 3,5x10° 4x107°
d(m/S) 8x10 6x10 6x10°

Fonte: préprio autor.

Para uma comparagdo quantitativa dos resultados apresentados anteriormente, foram
calculados os erros quadraticos médios no intervalo de 1,5 ms entre os resultados numeéricos e
experimentais e o erro relativo tomando como referéncia o valor eficaz da corrente
experimental. O erro relativo é apresentado na Tabela 11, onde série | refere-se as Figuras 50,
51 e 52 e asérie Il refere-se as Figuras 54, 55 e 56. Na série 1 o erro foi principalmente originado
no segundo pulso. Observa-se que com o ajuste dinamico de pardmetros, o0 erro cai para menos
da metade na segunda série. Assim, conclui-se que com o ajuste adequado de parametros do
modelo de eletropermeabilizacdo é possivel obter ajustes com erro menor que 5% da corrente

eficaz na carga.

Tabela 11 — Erro quadratico médio relativo entre resultados numéricos e experimentais nas
séries de simulacgdes | (Figuras 50, 51, e 52) e Il (Figuras 54, 55 e 56).

22°C 30°C 37°C
série | 0,0946 0,0912 0,146
série 1l 0,0442 0,0435 0,0459

Fonte: proprio autor.

Para ilustrar a influéncia de c e d na corrente numérica foram realizadas simulagdes com
a variacdo desses coeficientes em torno dos valores apresentados na Tabela 10 para a
temperatura de 22 °C. Os resultados para as outras temperaturas sdo semelhantes. Os resultados

obtidos sdo apresentados nas Figuras 57 e 58. Nota-se que o parametro c afeta principalmente
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a taxa de crescimento da corrente no inicio do segundo pulso enquanto que o parametro d afeta
principalmente o crescimento de corrente na segunda metade do segundo pulso. Como era de
se esperar, 0 ajuste dindmico apenas atua quando a condutividade integrada é bastante intensa

para que as corregdes em Tmax, E2 € omax tenham impacto importante na condutividade de
eletropermeabilizacao.

Figura 57 — Corrente elétrica na amostra obtida numericamente para diversos valores do
coeficiente c.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 58 — Corrente elétrica na amostra obtida numericamente para diversos valores do
coeficiente d.
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Fonte: préprio autor.

4.4.2 Simulacéo da resposta a rampa de tensao

Para a simulacdo da resposta a rampa de tensdo foi utilizada a mesma configuracao
geomeétrica da analise apresentada na secdo anterior, a diferenca consistindo na forma de onda
da tensdo aplicada e nos parametros do modelo de eletropermeabilizacdo. As figuras e tabelas
a seguir apresentam a comparacao entre resultados numéricos e experimentais e 0s parametros

utilizados no modelo de eletropermeabilizacdo para a obtencdo das curvas de corrente (ltot)
para cada derivada de tensao utilizada.
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Figura 59 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacdo de
400 V/ 100 ps na temperatura de 22 °C.
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Figura 60 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacdo de
400 V/ 100 ps na temperatura de 30 °C.
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Figura 61 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacéo de
400 V/ 100 pus na temperatura de 37 °C.
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Fonte: préprio autor.

Tabela 12 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacdo para a rampa de tensdo de
400 V/ 100 ps.

Parametro 22 °C 30°C 37°C
o (S/m) 1x108 1x1078 1x10°%
omax (S/m) 0,111 0,149 0,152
o (S) 1,5x10® 1,5x10® 1,5x10°®
Tmax (S) 4x107 4x107 4x107°
E1 (V/m) 10500 10500 10500
E> (V/m) 40800 40800 40800

Fonte: préprio autor.
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Figura 62 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacéo de
400 V/ 200 pus na temperatura de 22 °C.
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Figura 63 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacdo de
400 V/ 200 pus na temperatura de 30 °C.
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Figura 64 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacdo de
400 V/ 200 us na temperatura de 37 °C.
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Fonte: préprio autor.

Tabela 13 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacdo para a rampa de tensdo de
400 V/ 200 ps.

Parametro 22 °C 30°C 37°C
o (S/m) 1x108 1x1078 1x10°%
omax (S/m) 0,122 0,150 0,161
o (S) 1,5x10® 1,5x10® 1,5x10°®
Tmax (S) 4x107 4x107 4x107°
E1 (V/m) 10500 10500 10500
E> (V/m) 40800 40800 40800

Fonte: préprio autor.
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Figura 65 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacdo de

400 V/ 350 pus na temperatura de 22 °C.
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Figura 66 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacao de

400 V/ 350 us na temperatura de 30 °C.
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Figura 67 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacéo de
400 V/ 350 us na temperatura de 37 °C.
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Fonte: préprio autor.

Tabela 14 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacdo para a rampa de tensdo de

400 V/ 350 ps.

Pardmetro 22 °C 30°C 37°C
o (S/m) 1x10® 1x10® 1x108
omax (S/m) 0,118 0,150 0,160
70 (9) 1,5x10° 1,5x10° 1,5x10
Tmax (S) 4x10°3 4x10°3 4x10°3
E1(V/m) 10500 10500 10500
E> (VIm) 40500 40500 40500

Fonte: préprio autor.



Figura 68 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tenséo com
400 V/ 500 ps na temperatura de 22 °C.
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Figura 69 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com
400 V/ 500 pus na temperatura de 30 °C.

Experimental
— — — Numérico /

4 Vame
351 |
3r i

N
P 2,5+ .

o
5 af |

o
st ]
1+ ]
0,5r .

0,1 0,2 0,3 0,4
Tempo (ms)
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Figura 70 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinagdo de
400 V/ 500 us na temperatura de 37 °C.
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Fonte: préprio autor.

Tabela 15 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacdo para a rampa de tensdo de
400 V/ 500 ps.

Parametro 22°C 30°C 37°C
o (S/m) 1x108 1x108 1x10°%
omax (S/m) 0,109 0,142 0,160
o (S) 1,5x10® 1,5x10°® 1,5x10°®
Tmax (S) 4x107 4x107 4x107
E1 (V/m) 10500 10500 10500
E> (VIm) 40800 40800 40800

Fonte: préprio autor.
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Figura 71 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacao de
400 V/ 1000 ps na temperatura de 22 °C.
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Figura 72 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacao de
400 V/ 1000 ps na temperatura de 30 °C.
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Figura 73 — Corrente elétrica na amostra estimulada com rampa de tensdo com inclinacéo de
400 V/ 1000 ps na temperatura de 37 °C.

Experimental
— — — Numérico

W

Corrente (A)
[\S)

0,2 0,4 0,6 0,8
Tempo (ms)

Fonte: préprio autor.

Tabela 16 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacdo para a rampa de tensdo de
400 V/ 1000 ps.

Parametro 22°C 30°C 37°C
o (S/m) 1x108 1x108 1x10°%
omax (S/m) 0,112 0,147 0,160
o (S) 1,5x10® 1,5x10°® 1,5x10°®
Tmax (S) 4x107 4x107 4x107
E1 (V/m) 10500 10500 10500
E> (VIm) 40800 40800 40800

Fonte: préprio autor.

Observa-se nas Figuras 59 a 63 grande semelhanca entre as respostas numérica e
experimental. A Tabela 17 apresenta o erro quadratico médio relativo calculado em relacéo ao
valor eficaz da corrente experimental. A diferenca entre resposta numérica e experimental situa-
se entre aproximadamente 2% e 9%. Para obter esta semelhanca na simulacéo foi necessario

fazer pequenos ajustes em todos os parametros do modelo de eletropermeabilizacdo (exceto co)
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para cada inclina¢do da rampa de tenséo. As diferencas mais significativas na resposta numérica
em relagdo a resposta experimental ocorrem no inicio do intervalo de andlise, ou seja, antes de
iniciar o processo de eletropermeabilizacdo. Entdo, isso provavelmente ndo se deve a erro de
modelagem da eletropermeabilizacdo, mas talvez reflita uma ndo conformidade do modelo de
dispersdo dielétrica, uma vez que devido a influéncia da polarizacdo de eletrodo, ndo foi
possivel modelar corretamente a banda alfa de disperséo do tecido bioldgico e por isso apenas

a banda beta foi usada nas simulacdes.

Tabela 17 — Erro quadrdtico médio relativo (em relagdo ao valor eficaz da corrente
experimental) entre resultados numéricos e experimentais para estimulacdo com rampa de
tensdo com diferentes inclinacGes.

22°C 30°C 37°C
400 V/ 100 ps 0,0635 0,0667 0,0817
400 V/ 200 ps 0,0678 0,0833 0,0643
400 V/ 350 ps 0,0757 0,0835 0,0261
400 V/ 500 ps 0,0372 0,0277 0,0334
400 V/ 1000 ps 0,0215 0,0165 0,0282

Fonte: proprio autor.

As Figuras 74 a 78 mostram uma comparacao entre os valores ajustados dos parametros
do modelo de eletropermeabilizacdo nas diversas inclinacdes da rampa de tensdo e nos pulsos.
O eixo horizontal em cada figura descreve a forma de onda da tensdo aplicada. Para as rampas,
a sequéncia numeérica 1, 2, 3, 4 e 5 equivale respectivamente a: 400 V/ 100 ps, 400 V/ 200 ps,
400 V/ 350 ps, 400 V/ 500 ps e 400 V/ 1000 ps.

Observa-se na Figura 74 que os parametros da condutividade maxima apresentam uma
pequena flutuacdo em torno de uma média. Nas Figuras 76 e 78 os valores para as rampas sao
idénticos, porém muito diferentes dos obtidos para o pulso. Entretanto, observa-se que as
diferencas entre pulso e rampa para Ez e tmax apresentam comportamentos opostos: enquanto
Tmax Para pulso é cerca de 10% do valor para rampas, E> para pulso € quase o dobro do valor
para rampas. No modelo de eletropermeabilizacdo esses dois parametros atuam juntos para
definir o tempo de relaxacdo da condutédncia como mostra a equacao (3.17). Nessa equacao
percebe-se que aumentos em tmax podem ser compensados pela diminuigéo de E> e vice-versa.

Isso sugere que novas possibilidades de ajuste de parametros além daquela realizada neste
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estudo preliminar podem resultar em combinages (Ez, tmax) mais proximas dos valores obtidos

para rampas de tensao.

Figura 74 — Comparagdo entre os valores ajustados de omax NOs diversos experimentos de
eletropermeabilizagéo.
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Fonte: préprio autor.
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Figura 75 — Comparacdo entre os valores ajustados de 1o nos diversos experimentos de
eletropermeabilizagéo.
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Fonte: proprio autor.

Figura 76 — Comparacdo entre os valores ajustados de tmax NOS diversos experimentos de
eletropermeabilizacdo.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 77 — Comparacdo entre os valores ajustados de E: nos diversos experimentos de
eletropermeabilizagéo.
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Fonte: préprio autor.

Figura 78 — Comparacdo entre os valores ajustados de E> nos diversos experimentos de
eletropermeabilizacéo.
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5 CONCLUSOES

Esta dissertacdo apresentou algumas técnicas experimentais e computacionais para a
andlise da eletropermeabiliza¢do em tecidos bioldgicos e resultados obtidos na experimentagéo
com figado de rato. O proposito principal foi realizar uma investigacdo e avaliacdo preliminar
de um modelo de eletropermeabilizacdo que esta em desenvolvimento no Grupo de Pesquisa
em Eletromagnetismo Aplicado da UDESC.

Para isso foi desenvolvido um circuito eletrdnico com capacidade para fornecer tensoes
pulsadas com forma de onda programada com amplitude maxima de 450 volts e corrente
méaxima de 10 amperes. Um circuito de amostragem e digitalizacdo de tensdo e corrente foi
desenvolvido para medir a resposta transitéria no tecido bioldgico e uma técnica inédita de
compensacdo da resposta dispersiva baseada no espectro de impedéncia do tecido foi
desenvolvida e aplicada para separar a parte da resposta total que efetivamente se deve ao
processo de eletropermeabilizacdo. Foram utilizadas tensbes na forma de pulso retangular e
rampas de tenséo com diferentes inclinagdes.

Na parte computacional deste estudo foi utilizado o simulador BEC baseado no Método
do Circuito Equivalente no qual o modelo de eletropermeabilizacdo foi incorporado.

Os resultados experimentais mostraram um comportamento tipico bem caracterizado na
literatura em relacdo a estimulagdo por pulsos: a condutancia aumenta durante os pulsos de
tensdo e diminui nos intervalos entre pulsos. Mas, o tecido ndo consegue se recuperar totalmente
nos intervalos, de modo que a cada novo pulso a condutancia apresenta valor gradualmente
maior tendendo desse modo a saturacdo. O efeito do aumento na temperatura da amostra foi o
de aumentar o valor final da condutancia, o que foi atribuido ao aumento na taxa de criacdo e
crescimento de poros nas membranas celulares bem como ao aumento na condutividade dos
eletrdlitos interno e externo as células no tecido.

Nos experimentos com rampa de tensdo verificou-se que o limiar de
eletropermeabilizacdo diminui com o aumento da temperatura da amostra e com 0 aumento da
derivada da tensédo aplicada. O efeito da temperatura também pode ser explicado com base no
aumento na taxa de criacdo e crescimento de poros. A escala de tempo do campo aplicado
sugere que o efeito mais pronunciado da derivada de tensdo ocorre no crescimento dos poros,
uma vez que o tempo caracteristico de criagdo de poros hidrofilicos é de poucos
microssegundos.

A comparagdo estre resultados numéricos e experimentais pode ser resumida como

segue:
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1) Para pulsos de tensdo o ajuste de parametros do modelo de eletropermeabilizacéo
proporcionou erro menor que 5% (do valor eficaz da corrente experimental) entre
resposta numeérica e experimental;

2) Para rampas de tensdo 0 ajuste de pardmetros proporcionou erros entre
aproximadamente 2% e 9% (do valor eficaz da corrente experimental) entre resposta
numerica e experimental;

3) Para obter a menor diferenca entre respostas numerica e experimental foi necessario
fazer ajustes em todos 0s parametros, exceto oo;

4) A inclusdo de ajuste dinamico baseado no valor da integral da condutividade de
eletropermeabilizacdo nos seguintes parametros do modelo: tempo de relaxacéo
MAaximo tmax, limiar de campo E> e condutividade maxima omax; permite obter a
adaptacdo adequada do modelo para que a resposta humérica no segundo pulso
apresente erro numérico semelhante ao primeiro pulso.

5) Observou-se diferencgas apreciaveis nos parametros, tmax € E2 ajustados para pulsos
guando comparados com os valores ajustados para rampas. Sugere-se que novas
estratégias de ajuste desses parametros sejam desenvolvidas para reduzir as
diferencas observadas neste estudo.

Apesar das diferencas observadas nos parametros ajustados, as observacdes (1) a (5)
relacionadas no paragrafo anterior sugerem a possiblidade de uso do modelo de
eletropermeabilizacdo com um Unico conjunto de pardmetros caracteristicos de cada tecido
bioldgico que permita a obtencdo de estimativas da resposta elétrica durante o evento de
eletropermeabilizacdo bioldgica dentro de intervalos aceitaveis de confiabilidade. Como este
estudo € inédito e preliminar, tal conjunto de parametros para cada tecido biolégico de interesse
é tarefa a ser cumprida em estudos posteriores.

Além disso, o método utilizado nesta pesquisa é demasiadamente demorado e nédo
garante a obtencdo do conjunto otimizado de pardmetros do modelo para um determinado
conjunto de resultados experimentais. Uma vez que cada simulacdo envolvendo estimulos
elétricos com varios milissegundos de duragéo requer diversas horas para ser realizada, torna-
se imprescindivel o desenvolvimento de estratégias otimizadas de parametrizacdo e recursos
computacionais avancgados (bom nimero de computadores rapidos) para obter-se répida e
corretamente o conjunto de pardmetros do modelo que minimizam a diferenga entre resultados

nUMEricos e experimentais.
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Salienta-se que outras grandezas além da corrente elétrica na amostra podem e devem
ser utilizadas para garantir a coeréncia e robustez do modelo e conjunto de parametros obtidos.
Uma possibilidade promissora é a temperatura na superficie da amostra de tecido biologico. A
medicdo da temperatura durante a aplicacdo do estimulo elétrico e a comparacdo com resultados
obtidos por simulagdo pode proporcionar um recurso adicional para se avaliar a qualidade da
parametrizacdo do modelo de eletropermeabilizacdo. Outra possibilidade ¢ a medicdo da
condutividade local no tecido por método indireto como a inducdo magnética. Esta opcéo,
porém, é mais dificil de ser realizada.

Adicionalmente, o desenvolvimento de um novo eletropermeabilizador com maiores
tensdes e tempos menores de chaveamento bem como a instrumentagdo com maior faixa de

frequéncia de medicdo deve nortear os trabalhos futuros nessa area de pesquisa.
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