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RESUMO

A eletropermeabilizacao biolégica é um fendmeno de abertura de poros na membrana
celular, quando exposta a campos elétricos intensos. Apesar de modelos mateméaticos terem
sido expostos desde as tltimas décadas, ainda sao necessarios esforcos para a obtencao
de um modelo que represente do ponto de vista matemético e fisico a intensa variacao
da condutividade do tecido durante a ocorréncia desse fendmeno. Esta tese valida um
modelo dinamico para eletropermeabilizacao de tecidos bioldgicos, onde foram realizadas
simulagoes computacionais comparadas com resultados experimentais. Para a simulacao
foram utilizados dois métodos de calculos: Método do Circuito Equivalente -MCE e Método
dos Elementos Finitos -MEF. No MCE foi incluido a dispersao dielétrica presente nos
tecidos biologicos. Um eletropermeabilizador capaz de atingir 800 V foi desenvolvido e
um sistema de aquisicao de dados para salvar os dados de tensao e corrente que circulam
pela amostra durante a aplicagao de campo elétrico intenso. Para a obtenc¢ao dos dados
experimentais foram utilizados os seguintes tecidos bioldgicos: coragao, rim e figado de
coelho e o figado de rato. Foram utilizados protocolos de pulsos de tensao e rampas de
tensao. As propriedades do tecido intacto foram obtidos com o uso de um analisador de
impedancia da Agilent® modelo 4294A. Com o uso do algoritmo genético foram obtidos os
parametros de dispersao da banda 8 do modelo de Cole-Cole. Houve boa concordancia entre
os resultados simulados e experimentais com erros médios abaixo de 15% para o MCE, com
os resultados simulados dentro do desvio padrao experimental. Apenas para o protocolo
com frequéncia fundamental de 50 kHz a simulacao realizada pelo MEF sendo utilizado o
software comercial COMSOL Multiphysics® nao representou de maneira correta a corrente
atingindo erros de 50%. A justificativa para o erro encontrado é devido a dispersao dielétrica
que nao foi incluida no calculo da corrente nesse simulador. Experimentos para obter o
tempo de recuperacdo dos poros da membrana foram realizados, sendo obtidos valores
entre 1 s a 10 s. Conclui-se que o modelo dindmico da eletropermeabilizacao para tecidos
biologicos apresenta caracteristicas que permitem a correta simulagao computacional do
fendmeno nos tecidos utilizados. Assim, o préximo passo é a utilizacdo do presente modelo

em aplicagoes clinicas.

Palavras-chave: Eletropermeabilizacao bioldgica. modelo dindmico. simulagdo numérica.

tecidos de coelho. figado de rato. memoria da eletropermeabilizacao.



ABSTRACT

Biological electropermeabilization is a phenomenon of opening pores in the cell membrane
when exposed to intense electric fields. Although mathematical models have been exposed
since the last, they are still necessary to use a model that represents the mathematical and
physical point of view, with intense variation in the conductivity of the tissue during the
occurrence of this phenomenon. This thesis validates a dynamic model for electroporation
of biological tissues, where computer simulations were performed compared to experimental
results. For the simulation, two calculation methods were used: Equivalent Circuit Method
-ECM and Finite Element Method -FEM. In the ECM, the dielectric dispersion present in
biological tissues was included. An electropermeabilizer capable of reaching 800 V was
developed and a data acquisition system to save the voltage and current data that circulates
through the sample during the application of an intense electric field. For obtaining the
experimental data, the following biological tissues were used: heart, kidney and rabbit
liver and rat liver. Voltage pulse protocols and voltage ramps were used. The properties
of the intact tissue were obtained using an Agilent ® model 4294A impedance analyzer.
Using the genetic algorithm, the dispersion parameters of the 5 band of the Cole-Cole
model were obtained. There was good agreement between the simulated and experimental
results with mean errors below 15 % for the MCE, with the simulated results within the
experimental standard deviation. Only for the protocol with fundamental frequency of
50 kHz, the simulation performed by the FEM using the commercial software COMSOL
Multiphysics ® did not correctly represent the current reaching errors of 50 %. The
justification for the error found is due to the dielectric dispersion that was not included in
the current calculation in this simulator. Experiments to obtain the recovery time of the
membrane pores were performed, with values between 1 s and 10 s being obtained. It is
concluded that the dynamic model of electropermeabilization for biological tissues has
characteristics that allow the correct computational simulation of the phenomenon in the

tissues used. Thus, the next step is to use the present model in clinical applications.

Keywords: Biological electropermeabilization. dynamic model. numerical simulation.

rabbit tissues. rat liver. memory of electropermeabilization .
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1 INTRODUCAO

Neste topico sao tratados os principais itens para o desenvolvimento do tema dessa
tese. A motivagao para a pesquisa, a identificagdo do problema a ser tratado, o objetivo
que se pretende alcancar, as contribuicoes para o tema e a estrutura do trabalho sao

apresentadas a seguir.

1.1 MOTIVACAO

A aplicagdo de campos elétricos intensos sobre tecidos biolégicos ou em células em
suspensao provoca a abertura de poros hidrofilicos na membrana celular, permitindo a
troca de substéncias entre os meios intracelular e extracelular (GOLDBERG et al., 2018),

esse fendmeno é chamado de eletropermeabilizacao ou eletroporacao.

A eletropermeabilizacao biolégica possui aplicagoes em diversas areas como onco-
logia, biologia, medicina e bioquimica (KOTNIK et al., 2019). O uso de tal fenémeno
possibilitou um grande avanco nessas areas facilitando: a extragio e transferéncias de DNA
e proteinas (RAMAMOORTH; NARVEKAR, 2015),(RAMOS; SCHNEIDER, 2012), a
entrada de quimioterapicos para o interior da célula aumentando a eficiéncia das drogas
(ESMAEILI; FRIEBE, 2019); desenvolvimento de vacinas (SCOTT-TAYLOR et al., 2000)
e na destruigdo de microrganismos com a eletropermeabilizacao irreversivel (ANDREOU
et al., 2017).

Este trabalho tem como finalidade principal contribuir para a modelagem do
comportamento elétrico de um tecido bioldgico durante o evento da eletropermeabilizacao,
propondo modelos e métodos para se obter estimativas confidveis da distribuicao de campo
elétrico, corrente elétrica e condutividade em tecidos eletropermeabilizados por meio de

simulacoes computacionais.

1.2 IDENTIFICACAO DO PROBLEMA

A eletropermeabilizacao bioldgica é conhecida ha varias décadas, sendo que muitos
aspectos experimentais para a caracterizacao da amostra foram explorados como: o uso da
microscopia de rapido congelamento em eritrécitos humanos (CHANG; REESE, 1990),
marcadores fluorescentes sensiveis a tensao (KINOSITA et al., 1988), transferéncia de
marcadores i6nicos e macromoléculas para o meio intracelular (MIR; BANOUN; PAO-
LETTI, 1988), (MACEK-LEBAR; MIKLAV¢I¢, 2001), protocolos para aplicagdes clinicas
(MIKLAVCIC et al., 2014). Apesar da obtengao de diversos resultados experimentais
até o momento, a modelagem matematica e fisica dos fendomenos envolvidos ainda se
mostra complexo. Tal fato deve-se ao tempo de abertura de poros serem da ordem de

microssegundos e a dimensao dos poros de nanémetros (SUZUKI, 2009), além do fato de
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que tecidos biolégicos possuem intensa dispersao dielétrica (RAMOS; WEINERT, 2017).

O principal problema na eletropermeabilizagao biolégica consiste na modelagem
dindmica do fenémeno. No trabalho de Ramos e Weinert (2017) (RAMOS; WEINERT,
2017) é apresentado um modelo dindmico; contudo, os autores apresentam resultados para
um tnico pulso. Weinert et al. (2019) (WEINERT; PEREIRA; RAMOS, 2019) propoe um
ajuste dindmico dos pardmetros do modelo proposto por Ramos e Weinert (2017) para
obter boa concordancia entre os resultados experimentais e computacionais para uma
sequéncia de pulsos; contudo, tal ajuste gerou mais pardmetros e tornou o modelo complexo.
O modelo proposto por Langus et al. (2016) (LANGUS et al., 2016) nao possui nenhuma
base tedrica ou experimental pelo qual as equagoes foram escolhidas para modelar o
fendmeno de eletropermeabilizagao. J& o modelo proposto por Voyer el al. (2018) (VOYER

et al., 2018) também é valido para apenas um tnico pulso.

Outro aspecto secundario, é o aumento da temperatura durante a ocorréncia do
fendomeno de eletropermeabilizacao.Varios trabalhos utilizam a equacao de transferéncia
de calor para a simulacao (DAVALOS; RUBINSKY; MIR, 2003), (GARCIA; DAVALOS;
MIKLAVCIC, 2014). Contudo hé pouca comparagdo com dados experimentais.

1.3 OBJETIVOS

O objetivo geral da tese ¢ mostrar que o modelo dindmico proposto por Ramos e
Weinert (2017) representa o fendmeno da eletropermeabilizagdo biol6gica com explicac¢ao
fisica e matematica dos parametros obtidos. Os objetivos secundarios corroboram para o

éxito do objetivo geral:

e Desenvolver circuitos eletronicos para estimular tecidos bioldgicos com pulsos de

até 800 V e medir a impedancia da amostra durante a eletropermeabilizagao.

o Avaliar a aplicacao do modelo de eletropermeabilizacao em diversos tipos de tecidos

biolégicos.

o Realizar a medicao experimental da temperatura na superficie da amostra do tecido
bioldgico, a fim de comparar com os resultados simulados a partir da equacgao de

transferéncia de calor.

» Realizar simulacoes tridimensionais utilizando o Método de Circuito Equivalente e
o Método dos Elementos Finitos de modo a compatibilizar o modelo proposto com

os resultados experimentais obtidos.

e Obter o conjunto de pardmetros que minimizam o erro entre as curvas de corrente

experimentais e simuladas.
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1.4 CONTRIBUICOES PARA O TEMA

Na literatura, os modelos de eletropermeabilizagao presentes nao representam de
maneira realista os processos de eletropermeabilizacao biologica que possuem as seguintes
caracteristicas : a intensa variagdo da condutividade, o efeito de memoria da eletropermea-
biliza¢do, o aumento da temperatura e o efeito da intensa dispersao dielétrica presente nos
tecidos biolégicos. Com o auxilio de um modelo dindmico da eletropermeabilizacao, sera
possivel realizar uma predicao da variagao da condutividade do tecido, distribuicao de
campo elétrico, volume de tecido permeabilizado, bem como o aumento da temperatura na
regiao, auxiliando na elaboracao de protocolos para o tratamento do cancer, por exemplo.
Assim, a contribuicdo para o tema consiste em demonstrar que o modelo proposto por
Ramos e Weinert (2017) representa as caracteristicas do fenémeno de eletropermeabili-
zac¢ao bioldgica em tecidos. Assim o mesmo podera ser utilizado na predicao da regiao

permeabilizada auxiliando médicos e veterinarios na aplicacao da eletroquimioterapia.

Outro aspecto pouco relatado na literatura é o tempo de fechamento dos poros
na membrana celular, ha trabalhos para células isoladas, mas nao para tecidos. Esta tese
apresenta uma metodologia para obter o tempo de recuperacao dos poros em tecidos

bioldgicos.

1.5 ESTRUTURA DO TRABALHO

O trabalho esta dividido em 8 capitulos. Inicialmente, no capitulo 1, é apresentado
a motivacao para o trabalho, identificacdo do problema e os objetivos. No capitulo 2, é
apresentado a fundamentacao tedrica com os principais conceitos sobre o assunto a ser
estudado. No capitulo 3, é apresentado e discutido o modelo de eletropermeabilizacao
proposto. O capitulo 4 mostra o eletropermeabilizador desenvolvido e o sistema de aquisicao
de dados. O capitulo 5 apresenta a preparacao das amostras biologicas utilizadas, bem como
os protocolos de estimulo dos tecidos biologicos. No capitulo 6 encontram-se as informacgoes
sobre as simulagoes computacionais. No capitulo 7 sdo apresentados os resultados obtidos

e a discussao. Por fim, o capitulo 8 apresenta as consideragoes finais do trabalho.

1.6 ARTIGOS PUBLICADOS E SUBMETIDOS

O estudo realizado durante o tempo da tese resultou nos seguintes trabalhos:

RAMOS A.; WEINERT R. Mathematical and computational method for electrical

analysis of biological tissues. Journal of Computational Electronics, p. 1-10, set. 2017.

WEINERT, R.; PEREIRA, E.; RAMOS, A. Inclusion of memory effects in a

dynamic model of electroporation in biological tissues. Artificial Organs, p. 1-6, dez. 2018.
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Artigo aceito para publica¢do na revista Biomedical Signal Processing & Control

sob titulo Electroporation threshold, conductivity and memory effect in rat liver.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DISPERSAO DIELETRICA EM TECIDOS BIOLOGICOS

A dispersao dielétrica em tecidos biol6gicos ocorre devido a intensa interagao de
ions alcalinos e halégenos hidratados, mas também devido a relaxacao dipolar da adgua e
macromoléculas polares nos fluidos dos tecidos (RAMOS; SUZUKI, 2017). Existem trés
principais fenémenos que dao origem a dispersao dielétrica em tecidos biologicos na faixa
de frequéncia que se estende de zero a centenas de megaherts: a relaxagao resultante da
difusdo i6nica ao redor de células que dao origem a banda alfa com constante de tempo
da ordem de milissegundos — Polarizac¢ao de dupla camada idnica; relaxagao devido ao
acumulo de ions na superficie das células que da origem a banda beta com constante de
tempo de microssegundos — Polarizacao interfacial; e a Relaxagdo Dipolar associada com
macromoléculas que compoem o contetido citoplasmatico ou extracelular no tecido que da
origem a banda gama com constante de tempo de nanossegundos (FOSTER; SCHWAN;
1995).

2.1.1 Polarizacao de dupla camada ionica

A dupla camada elétrica é uma regiao de carga espacial formada na interface entre
uma superficie eletricamente carregada e uma nuvem de cargas livres. Nas proximidades
da interface a forga eletrostatica exerce um fenémeno de repulsao para ions de mesmo

sinal e atragao para ions com sinal contrario (RAMOS, 2016).

A polarizacao de dupla camada i6nica ocorre em baixas frequéncias influenciando a
banda de dispersao «. Pesquisadores mencionaram o fenémeno em sistemas que contém
superficies carregadas como: macromoléculas de cadeia longa de DNA, emulsbes e micro-
organismos (FOSTER; SCHWAN, 1995).

A Equagao (2.1) apresenta o calculo da variagao da constante dielétrica complexa
de uma suspensao de particulas esféricas dielétricas com raio R e fragdo volumétrica p em
um meio com densidade de fons contréarios n, (RAMOS, 2016).

9p 3e2Rn, 1

Aé = . (2.1)
4(1 + §>2 26, KT 1 + jwraiy

Onde T' ¢ a temperatura absoluta em Kelvin, K é a constante de Boltzmann, 74y ¢ a
constante de tempo de relaxacao, e é a carga elétrica do proton e w é a frequéncia angular
do campo elétrico aplicado. Observa-se que a difusao idénica na dupla camada apresenta

uma dispersao dielétrica de primeira ordem.
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2.1.2 Polarizacao Interfacial

A polarizagao interfacial ocorre devido ao aciimulo de cargas na interface entre dois

meios com diferentes propriedades elétricas (RAMOS, 2016).

Um modelo bem conhecido da literatura é a suspencao de particulas esféricas
diluidas onde a solucao possui propriedades elétricas diferentes das particulas, proposto
por Maxwell-Wagner. O elo entre a condutividade complexa promediada do composto 7,
e as condutividades complexas no meio dispersor v, e da particula v, é dado pela Equacao

(2.2), onde p é a fragao volumétrica das particulas suspensas (RAMOS, 2016).

TYm — Vd :p’Yp—’Yd
Ym + 274 Yo + 274

(2.2)

Maxwell propos tal modelo para campos estaticos onde primeiro ele resolveu a
equagao de Laplace para determinar o campo elétrico ao redor de uma tnica particula.
Em seguida, calculou a condutividade de uma esfera grande que continha uma imensa
quantidade de particulas. Wagner estendeu esta andlise para campos variaveis com o tempo,
transformando a Equagdo (2.2) em um conjunto de equagoes de dispersao. Essa mudanga
pode ser feita considerando condutividades complexas ao invés de condutividades reais
(FOSTER; SCHWAN;, 1995). Para obter a variacao da condutividade e a constante dielétrica
do composto, basta isolar a condutividade complexa ~,, e substituir: v, = o, + jwe, e
Ya = 04 + jweqg (RAMOS, 2016).

2.2
(UOO B Us)w Tint (2 3)
1+ w?r? ’

wnt

Om = 0g +

(500 B 55)

Em =Es+ ———— 2.4
R (24)

Onde 04, € €5 , 05 € €, 520 a condutividade e a permissividade em alta e baixa
frequéncia, respectivamente, w é a frequéncia angular e 7;,; é a constante de tempo de
relaxacdo para a polarizacao interfacial. As Equagoes (2.3) e (2.4) apresentam dispersoes

de Debye, ou seja, de primeira ordem com uma Unica constante de tempo.

2.1.3 Relaxacgao Dipolar

A relaxacao dipolar ocorre devido a orientacao parcial dos dipolos permanentes
com o campo aplicado. Em tecidos bioldgicos o efeito dominante é a relaxacao dipolar da
agua com frequéncia caracteristica em torno de 20 GHz em 300 K (FOSTER; SCHWAN;
1995).

Ao aplicar campo elétrico sobre uma populacdo de dipolos elétricos, para reduzir
a energia potencial do sistema os dipolos tendem a se alinhar com o campo. Todavia,

devido a interacao com moléculas vizinhas e a agitacao térmica, ocorre um espalhamento
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dos dipolos moleculares de forma aleatéria. Dessa forma, a Equagao (2.5) apresenta o
calculo do momento dipolo molecular médio, supoe-se que os dipolos moleculares estao em
equilibrio termodindmico com o meio ambiente e com o campo elétrico. Considera-se a
distribuicao de probabilidade de Boltzmann no calculo do valor médio do dipolo elétrico
na dire¢do do campo aplicado (RAMOS, 2016).

2

%
_ 9.
<V >= 3KBT (2:5)

Onde p, é o momento de dipolo molecular permanente, 7' é a temperatura em Kelvin, Kp
é a constante de Boltzmann e E; é o campo diretor. Com esse resultado, é possivel obter
a polarizacao orientacional em regime permanente para um campo constante apresentado

na Equagao (2.6), onde n; é o nimero de dipolos por unidade de volume (RAMOS, 2016).

N
= zp
pom, § oL E 2.6
+ 3KBT (2:6)

Os dipolos moleculares retornam para o estado de espalhamento aleatério quando
o campo elétrico é cancelado, levando a polarizacao a zero. Esse fendmeno é chamado
de relaxagao dielétrica, cuja relagdo dindmica é apresentada na Equagao (2.7) (RAMOS,

2016).
) — — —
dPori o Pom'(oo) - Pori(t) (2 7)
dt N Tori ’

—
Onde 7,,; é a constante de tempo de relaxacao e P,.;(00) é o valor obtido da Equagao
(2.6). Esse modelo ¢ aplicado somente em substancias puras e homogéneas. Para misturas,

é necessario considerar varios tempos de relaxacao.

2.1.4 Modelos de Dispersao Dielétrica em Tecidos Bioldgicos

Os mecanismos de dispersao apresentados na se¢ao anterior apresentam modelos
matematicos para calcular as propriedades elétricas do meio. Entretanto, cada mecanismo
apresenta dispersao em uma faixa de frequéncias particular e o espectro de impedancia

resultante pode ser bastante complexo.

Tecidos bioldgicos possuem trés bandas de dispersoes, «, [ e v e outras dispersoes
de menor intensidade representados pela banda § (GABRIEL; LAU; GABRIEL, 1996).
Devido a heterogeneidade e a superposicao de bandas de dispersao individuais, o modelo
de Debye geralmente nao é adequada para descrever a dispersao dielétrica de um tecido
biolégico em uma grande faixa de frequéncias, por exemplo, desde frequéncias de audio até
frequéncias das ondas de radio. O modelo empirico de Cole-Cole apresentado na Equacao
(2.8) é amplamente utilizado para a descrigdo das propriedades dielétricas de tecidos

bioldgicos devido a utilizagao de uma distribuicao continua de tempos de relaxagao para
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representar cada banda de dispersao (GABRIEL; LAU; GABRIEL, 1996).

(55 - 500)

Tt Gom) .

Ew) =ce +
Onde 7, é o tempo de relaxacdo central da distribuigdo e o é um parametro a ser ajustado

empiricamente com valor menor que a unidade (o < 1).

A representacao das diversas bandas de dispersao pode ser realizada com multiplos
termos da equagao de Cole-Cole, conforme é apresentado na Equagao (2.9), onde Ae é a
magnitude da dispersao da permissividade, ¢, é a permissividade do espaco livre, n é o
indice referente & banda de dispersao, o5 é a condutividade estatica (GABRIEL; LAU;
GABRIEL, 1996).

A
En 75 (2.9)

)= et e T Gamr e e,

A Tabela 1 apresenta os parametros da Equagdo (2.9) obtidos por Gabriel et
al.(1996) para coragao, figado e rim de origem bovina. As Figuras 1 e 2 apresentam os
espectros de constante dielétrica e condutividade construidos com o uso da Equacao (2.9)
e os dados da Tabela 3.

Tabela 1 — Parametros do modelo de dispersao

Parametros ‘ Coracao Figado Rim
os (S/m) 0,05 0,02 0,05
o 0 0,05 0
74(ms) 4,547 15,915 4,547
Agy 2,5x107 3,0x107 3,0x107
as 0,22 0,20 0,22
T3(us) 72,34 22,74 79,58
Aes 4,5x10° 5,0x10% 2,5x10°
as 0,05 0,20 0,22
T2(ns) 159,15 530,52 198,94
Aey 1200 6000 3500
al 0,1 0,1 0,1
71(ps) 7,96 8,84 7,96
Aeq 50 39 47
€00 4 4 4

Fonte: Retirado de (GABRIEL; LAU; GABRIEL, 1996).

Na literatura, os principais trabalhos que apresentam os espectros de impedancia
de varios tecidos sao do grupo de Gabriel do departamento de fisica do College King’s,
onde os autores apresentam uma série de 3 artigos: The dielectric properties of biological
tissues: 1. Literature Survey, The dieletric properties of biological tissues: II. Measurements

in frequency range 10 Hz to 20 GHz e The dielectric properties of biological tissues:
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1II. Parameters models for the dielectric spectrum of tissues. Além disso, ha um site:
http://niremf.ifac.cnr.it /tissprop /htmlclie /htmlclie.php sob propriedade de um grupo de

pesquisa italiano que também disponibiliza as propriedades dos tecidos.

Figura 1 — Constante dielétrica do coragao, rim e figado de origem bovina.

108 E T T T T
- Coracao
— — —Figado
Rim
108 ¢
\uH
10% ¢
107 £
10° 10° 10* 10° 10 10

Frequéncia (Hz)

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

Figura 2 — Condutividade do coragao, rim e figado de origem bovina.
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Fonte: (GABRIEL; LAU; GABRIEL, 1996).
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2.2 ELETROPERMEABILIZACAO BIOLOGICA

A eletropermeabilizagao bioldgica é um fenomeno de abertura de poros na membrana
celular, quando exposta a campos elétricos de alta intensidade. O campo elétrico aplicado
sobre o tecido biolégico provoca a movimentacao dos ions para as proximidades da parede
celular (membrana), elevando o potencial transmembrana (Vm) . A eletropermeabilizagao
biolégica reversivel ocorre quando Vm atinge valores entre 200 mV e 1 V. Caso Vm
ultrapasse 1 V, a membrana celular nao se recupera e o processo ¢ irreversivel, levando
a morte celular (Yao et al., 2017). Para tecidos, é necessario um campo elétrico minimo

para a ocorréncia da eletropermeabilizacao.

A eletropermeabilizacao bioldgica possui aplicagoes em diversas areas, dentre elas:
medicina, biologia, bioquimica, farmacia e processamento de alimentos (GOLDBERG et
al., 2018) . Dependendo do campo elétrico aplicado em células ou tecidos, diferentes efeitos
da eletropermeabilizacdo ocorrem na membrana celular. Assim, ao controlar a intensidade
de campo elétrico surgem diversas possibilidades de aplicagao como: inser¢ao de proteinas
na membrana celular, introduc¢ao de moléculas para o meio intracelular, fusao de células e

a destruicdo da membrana celular. A Figura 3 ilustra esses efeitos (SUZUKI, 2009).
Figura 3 — Efeitos da eletropermeabilizacao na membrana celular.
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Fonte: Adaptado de (SUZUKI, 2009).
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As diversas aplicagoes da eletropermeabilizacdo sao apresentadas a seguir:
a) Eletroinser¢ao

A eletroinsercao ocorre quando o potencial transmembrana nao atinge o valor critico
para a formacao de poros na membrana celular e as proteinas sao inseridas na membrana
celular. O uso dessa técnica possibilitou a utilizacao de eritrécitos como receptores para
atrair o virus da AIDS e diminuir a carga viral (ZEIRA et al., 1991), e o desenvolvimento
de biosensores capazes de detectar de forma rapida a aflatoxina M1 (LAROU et al., 2013).

b) Administra¢io de Medicamentos via camada Transdérmica

A administracdo de medicamentos via camada transdérmica possibilita a entrega
de medicamentos sem a passagem pelo sistema digestivo. Consiste de um método nao
invasivo e sem risco de infeccdo. E uma técnica que vem substituindo os procedimentos de
ultrassom e iontoforese (ITA, 2016).

¢) Tranferéncia Genética

A transferéncia genética consiste em uma técnica de insercao de cadeias de DNA
para o interior da célula. E uma técnica nao viral e estd em expansdo (RAMAMOORTH;
NARVEKAR, 2015).

d) Eletrofusao

A aplicacao de campo elétrico de dada intensidade a duas células proximas induz a
fusdo das mesmas. A produgao de vacinas e anticorpos se utiliza dessa técnica (SCOTT-
TAYLOR et al., 2000).

e) Eletroesteriliza¢io

Ao aplicar um campo elétrico muito intenso sobre as células, a membrana celular ndo
consegue se recuperar apos o processo levando a morte da célula. Este processo é chamado
de eletropermeabilizacao irreversivel. As aplica¢oes dessa técnica podem ser utilizadas em
processos de esterilizacdo de alimentos e d4gua (TEISSIE et al., 2002), (ANDREOU et al.,
2017).

f) Eletroquimioterapia

A eletroquimioterapia consiste na aplicacdo de campo elétrico juntamente com
quimioterapicos para o tratamento de cdncer em humanos e animais, facilitando a entrada
das drogas para o meio intracelular (MIKLAVCIC et al., 2014). As drogas utilizadas nos
tratamentos quimioterapicos possuem uma vida biologica curta dentro do corpo do paciente,
necessitando de altas doses para a eficacia do tratamento. O excesso de drogas provoca
efeitos colaterais intensos no paciente reduzindo a sua qualidade de vida (GARNER et al.,
1996). O uso da eletroquimioterapia permite aumentar a permeabilidade da membrana a
drogas, reduzindo a quantidade utilizada no tratamento e melhorando a qualidade de vida

dos pacientes.



Capitulo 2. Fundamentacio Teorica 29

Apesar de varias drogas terem sido utilizadas em eletroquimioterapia, apenas a
bleomicina e a cisplatina mostraram ser eficazes, devido ao aumento da permeabilidade da

membrana para essas drogas.

O uso da eletroquimioterapia cresceu muito nos tltimos anos, sendo aplicada tanto
em seres humanos (ESMAEILI; FRIEBE, 2019) quanto em animais (SPUGNINI; BALDI,
2019). O tratamento de cancer ja estd consolidado no leste europeu principalmente devido
os trabalhos de Damijan Miklavcic, principal pesquisador da eletropermeabiliza¢ao no
mundo. Tal fato se deve a facilidade do tratamento quando comparado as demais técnicas
utilizadas (MIKLAVCIC et al., 2014). No Brasil, os tratamentos eletroquimioterapicos
nao sao realizados em seres humanos. No entanto, sao aplicados na oncologia veterindria

(SUZUKI et al., 2017).

Alguns efeitos colaterais podem surgir devido ao tratamento com eletroquimio-
terapia. Dentre eles podemos citar: a dor por causa da insercao de eletrodos no local
do tratamento; espasmos musculares pela circulagdo da corrente no tecido; sensacao de
queimadura na pele. Caso o paciente tenha problema pulmonar, a aplicagdo da droga deve
ser intratumoral e nao intravenosa (CAMPANA; MARCONATO; MATTHIESSEN, 2017),
(MIKLAVCIC et al., 2014)

O principal protocolo de eletropermeabilizagao utilizado em tratamento de eletro-
quimioterapia consiste na aplicacao de 8 pulsos com duracao de 100 us com intervalo de 1
segundo entre cada pulso (MIKLAVCIC et al., 2014). Alguns trabalhos clinicos de eletro-
quimioterapia sao encontrados na seguintes referéncias: oncologia veterinaria (TOZON;
TAMZALIL;, CEMAZAR, 2017), (SUZUKI et al., 2017), (SUZUKI et al., 2014), (SILVEIRA
et al., 2016), (CUNHA et al., 2017),(RANGEL et al., 2018); cancer de cabega e pescogo
(BENAZZO; BERTINO; GROSELJ, 2017); cancer de mama (CAMPANA; MARCONATO;
MATTHIESSEN, 2017) e cancer de pancreas (GRANATA et al., 2017).

2.2.1 Modelos da eletropermeabilizagao no nivel celular

Os modelos da eletropermeabilizagao no nivel celular buscam encontrar as caracte-
risticas dos poros formados na membrana, como dimensoes e densidade de poros, além do

valor do potencial transmembrana - Vm.

Um modelo simples para o calculo do Vm apresentado na literatura é de uma célula
esférica, onde o esboco da secao transversal é apresentado na Figura 4. Para se obter o Vi
considera-se uma célula esférica imersa em um liquido condutor i6nico sob influéncia de
um campo elétrico F, aplicado na forma de degrau com distribuicdo espacial uniforme. A
célula possui raio a e espessura h. O Vm é dado pela Equagao (2.10) (RAMOS; SUZUKI;
MARQUES, 2006),(KINOSITA et al., 1992):

Vm = —1,5FaFE,cos0(1 — €'/7) (2.10)
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onde, 6 é o angulo entre a dire¢cdo do campo e o vetor normal a superficie da membrana
relativo ao centro da célula, E, é o campo elétrico, 7 é a constante de tempo de carregamento

da membrana e F' é um termo que depende da condutividade.

Figura 4 — Modelo simplificado de uma célula com espessura da membrana h, raio a, 0
¢é o angulo entre a direcado do campo elétrico e o vetor normal a superficie da
membrana e F, é o campo aplicado.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Dependendo da relacao entre a condutividade do meio interno o;, do meio externo o,
e da membrana celular o,,,, obtém-se diferentes rela¢oes matematicas para F' e 7 (SUZUKI,
2009).

Se o, < 05,0,:

_ 200[20m +o0; + ( )( ) m(%)]
(200 + 03)(20, + 0) -|-2( ) (05 — o) (O — 00) (2.11)
r=ac o (2.12)

200, + aG,,(0; + 20,)
onde G,, ¢ a condutancia da membrana nao eletropermeabilizada ( 1073 S/cm?2), C,, ¢ a
capacitancia da membrana ( 1 pF/cm2) (SUZUKI, 2009), (NEUMANN, 1989).

Se o, Lo, o;ea> h:

0,5a0,1 "
F= [1 + hza } (2.13)
2(7“70 .
com Gy, < 55 ,
T = aC’ma;:UJO (2.14)

As Equagoes (2.13) e (2.14) sao validas para um meio extracelular de baixa con-
dutividade (SUZUKI, 2009), (NEUMANN, 1989). O modelo descrito por tais equagoes
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leva a uma aproximacao do Vm na ocorréncia da eletropermeabilizagao, uma vez que a

condutancia de membrana G,,, é nao uniforme na membrana permeabilizada.
a) Modelo de Poro

Os poros na membrana celular basicamente se dividem em dois tipos: poro hi-
drofébico e poro hidrofilico. Os poros hidrofébicos surgem e desaparecem na membrana
constantemente, devido a agitacdo térmica e nao sao estaveis. Segundo Suzuki (2009),
os poros hidrofilicos sao estruturas estaveis que permitem a circulagao idnica através da
membrana e que se originaram da expansao dos poros hidrofébicos (SUZUKI, 2009). A

Figura 5 , ilustra os poros hidrofébicos e os poros hidrofilicos.

Figura 5 — a) Poro hidrofébico. b) Poro hidrofilico.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Na literatura, os trabalhos de revisdo de Weaver e Chizmadzhev (1996) e Chen
et al. (2006) apresentam o modelo para a formagao dos poros na membrana (WEAVER;
CHIZMADZHEV, 1996),(CHEN et al., 2006). O ponto de partida para esse modelo
considera a bicamada lipidica como um sistema metaestavel (o sistema permanece em
uma configuragao diferente da de menor energia) em que a tensdo superficial I" (energia
por unidade de 4rea) da membrana é positiva, devido & interagao das moléculas lipidicas
da membrana com a agua. A abordagem bésica para a formacao de poros na membrana
considera o balanco de energia na membrana, que sem distirbio, possui a energia I' por
unidade de area. Entretanto, quando um poro circular é criado, ha uma perda de energia
devido & eliminacao de uma area da membrana em contato com a agua e um aumento de
energia devido ao alargamento das distancias intermoleculares no perimetro do poro. A
formulacdo matematica para a contribuicao mecanica da energia de poro é apresentada na

Equagao (2.15), onde v é a tensao linear no poro e r é o raio do poro.

Wi(r) = 27ry — Trr? (2.15)
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A energia elétrica relacionada a polarizacdo da membrana pode ser incluida no
modelo apresentado na Equagdo (2.15). Para isso, considera-se a varia¢ao da energia
armazenada em um capacitor polarizado com potencial Vm, onde a capacitancia sofre
alteragoes devido a abertura do poro, modificando a permissividade de ¢,, ~ 2 da bicamada

lipidica para ¢, =~ 81 da agua:

2 2
W(r,Vim) = W,, — CLW(VQm) i (2.16)
Ew
Cow = ( _ 1) c, (2.17)

sendo, C,, a capacitancia por unidade de area da membrana.
b) Dindmica dos Poros

A dindmica dos poros hidrofilicos é algo complexo e vem sendo explorado a décadas.

Na literatura, é postulado que este processo é modelado por uma funcao de distribuicao

de densidade de poros n(r,t) que depende do tempo e do raio de modo que n(r,t)dr seja o

numero de poros por unidade de area da membrana com raios entre r e r + dr no instante .

Supoe-se que a fungao de distribuicao de densidade de poros pode ser obtida como solucao
da equagao de Smoluchowsky (WEAVER; CHIZMADZHEV, 1996):

2

(27; = Mﬁar (ni}f) + DZTZ (2.18)

onde, p e D sdo os coeficientes de mobilidade e difusdo no espaco do raio dos poros. Os

coeficientes de mobilidade e difusdo sdo relacionados pela relagao de Einstein p = D/KgT,

sendo T a temperatura em Kelvin e Kz a constante de Boltzmann. W é a energia de poro

e seu gradiente determina a forga de expansao dos poros.

A resolugao da Equagao (2.18) é proposta pelo grupo de pesquisa da Universidade
de Duke (DEBRUIN; KRASSOWSKA, 1998), (DEBRUIN; KRASSOWSKA, 1999) e
(NEU; KRASSOWSKA, 1999). Os autores transformaram a equagao diferencial parcial
(EDP) em uma equagao diferencial ordinaria (EDO), considerando que todos os poros
criados possuem o mesmo didmetro. Assim, a dindmica da densidade de poros N(t) que
nao depende do raio do poro, é relacionado com a fungao de distribui¢ao de poros n(r,t)
por:
N(t) = /O T t)dr (2.19)

Neu e Krassowska (1999) argumentam que ao investigar o processo de eletroperme-
abilizagao bioldgica, a equagdo de Smoluchowsky possui varios problemas e apresentam
as seguintes justificativas para a transformacao da EDP em EDO: 1) as constantes da
Equagao (2.18) nao podem ser obtidas de maneira direta, sendo utilizados argumentos
tedricos para se obter uma estimativa da ordem de grandeza dessas constantes, levando

a uma andlise qualitativa do processo de eletropermeabilizacao; 2) A conexao entre as
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variaveis da EDP e as quantidades que estao disponiveis a partir das experiéncias esta
longe de ser ébvio. 3) A EDP com seus coeficientes varidveis nao tem solu¢ao analitica
e deve ser resolvida numericamente. Entretanto, devido a dependéncia exponencial da
criacao e taxas de destruicdo da energia dos poros e escalas temporais e espaciais diferentes
faz com que a solugdo numérica seja complexa de se obter (NEU; KRASSOWSKA, 1999).

Como uma transformacao da equagdo Smoluchowsky, os pesquisadores da Universi-
dade de Duke propoem a Equagao (2.20) como a taxa de variagdo no tempo da densidade
superficial de poros (DEBRUIN; KRASSOWSKA, 1998):

AN() _  svmy N) —gpvmy
7 = e 1 TOG (220)

onde, N, ¢ a densidade de poros na membrana em regime permanente sem polarizacao.

[, a e g sao constantes empiricamente especificadas.

A Equagao (2.20) descreve a taxa de variagdo de poros na membrana por unidade

de 4rea sendo baseada na energia de poro. A taxa de criagdo de poros K, ¢ baseada na

equagao de Arrhenius (DEBRUIN; KRASSOWSKA, 1998):

K

L~ e WV m)/KeT (2.21)

sendo, W (r,Vm) a energia de um poro com raio r no potencial transmembrana Vm, T é
a temperatura em Kelvin e K a constante de Boltzmann. Quando um poro é formado na
membrana, uma porc¢ao da camada lipidica que a constitui é substituida por agua. Esse
fato, provoca uma mudancga na capacitdncia da membrana resultando na Equagao (2.16).
Substituindo a Equacao (2.16) na Equagao (2.21) obtém-se (DEBRUIN e KRASSOWSKA,

1998):
K, ~ e~ Wn(/KT Cowmr?V /2KsT (2.22)

O primeiro termo exponencial da expressao (2.22) é constante. Considerando a
hip6tese de que a criagio de poros depende da exponencial de Vm?, obtém-se (DEBRUIN;
KRASSOWSKA, 1998):

dd]j = qefVm? (2.23)
onde 3 = Crwnr?/2KpT e a = e”Vn(/KBT g30 constantes. Segundo Debruim e Kras-
sowska (1998), a Equagao (2.23) apresenta um problema de destrui¢do da membrana
mesmo para Vm=0 V, onde ha um aumento de poros sem um limite. Essa ruptura es-
pontanea é observada em experimentos com bicamadas lipidicas planares, mas nao em

membranas biologicas. Assim, é proposto um valor de estado estacionario de N em um

dN 2 N
= aePVm) (1 -5 ) (2.24)

€q

Vm particular:
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sendo N, a densidade de equilibrio dos poros para um dado valor de Vm. N, ¢ avaliado
assumindo uma distribuicao de equilibrio dos poros no espaco se seus raios n., ¢ governado
pela lei de Boltzmann:

Neg (r, Vim) = Ae”WnVm)/KsT (2.25)

onde A é uma constante e n.,(r, Vm)dr é a densidade de poros com raio entre r e r + dr
para um dado valor de Vm. Considerando que a energia W (r, Vm) possui um minimo
local em r = r,, e que todos os poros existem nesse minimo, a Equacao (2.25) pode ser
reduzida para a densidade de equilibrio dos poros (DEBRUIN; KRASSOWSKA, 1998):

Ny = Ae”WrmVm)/KsT (2.26)

Substituindo a Equagdo (2.16) na Equagao (2.26) obtém-se:
N,y = N,e??Vm)? (2.27)

onde N, = Ae Wnlrm)/KBT & 5 densidade de equilibrio de poros quando Vm=0 V e
q = (rm/r)?. Substituindo a Equacao (2.27) na Equacio (2.24) obtém-se a Equagao
(2.20)(DEBRUIN; KRASSOWSKA, 1998).

Para a determinacao da condutancia de membrana eletropermeabilizada G,,, Neu
e Krassowska (1999) assumem a hipétese que todos os poros possuem o mesmo didmetro

e utilizam o resultado obtido da Equacao (2.20):
G = NG, (2.28)

onde G, ¢ a condutancia em um poro simples. Ela assume que os poros fornecem vias
para o movimento de cargas (NEU; KRASSOWSKA, 1999). A equagdo da condutancia de
poro simples foi proposta por Glaser et al. (1988) (GLASER et al., 1988) e Barnett (1990)
(BARNETT; WEAVER, 1991) baseado na equacao de Nernst-Planck; esta, por sua vez é

funcao do potencial transmembrana:

wrio 1
evVE —
G, = p_P - (2.29)
h [Woe5f§Vm} Vm [Woe€+<vm]
o2 XV ok
Wo—sVm Wo+sVm

onde ¢ = W, Vk = KfT , ¢ € o comprimento relativo da entrada do poro, T=300 K,
e é a carga elementar. r, é o raio do poro, W, é a barreira de energia dentro do poro. A
conduténcia de poro simples calculada pela Equagao (2.29) apresenta algumas suposigoes
para o calculo analitico: energia de Born tem uma distribuicao trapezoidal; distribuicao
uniforme de corrente na area do poro; e a variacao linear do potencial elétrico entre as

faces da membrana (DEBRUIN; KRASSOWSKA, 1999), (SUZUKI, 2009).
¢) Mobilidade Ionica
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Experimentos em membrana planares foram realizados por Glaser et al. (1988)
(GLASER et al., 1988). Os pesquisadores encontraram a dependéncia de In(AI/At) por
Vm? com pulsos de 0,65 a 1,9 V:

AT )
In (At) =A+BVm (2.30)

as constantes A e B dependem da frequéncia de flutuacdo lateral das moléculas da
membrana, da altura da barreira de energia para os poros hidrofébicos, do raio do poro,

da permissividade da membrana plasmatica e da temperatura.

Ramos et al. (2004) utilizaram o modelo de transporte i6nico através da membrana
proposto por Glaser et al. (1988) e assumiram que a membrana intacta possui mobilidade
ionica insignificante e que todo transporte i6nico deve ocorrer pelos poros criados na
eletropermeabilizagao (RAMOS; SUZUKI; MARQUES, 2004). Para isso, Ramos et al.
(2004) definem a mobilidade relativa na membrana (A) como a relagdo entre a mobilidade
ibnica na membrana (p,,) e na agua (p,), como:

Lom
A= "— (2.31)
It
Conforme o trabalho de Glaser et al. (1988), a taxa de variacdo da mobilidade

relativa é uma funcao do Vm?:

d)\ ( Vm )2
—_— = VP
ar = e

onde V,, e o sao constantes, embora haja a possibilidade da dependéncia com a temperatura.

(2.32)

Segundo os autores, os resultados obtidos com o modelo sdo semelhantes a trabalhos
experimentais realizados por outros pesquisadores, sendo um modelo 1til para a simulacgao
da eletropermeabilizacao em células, permitindo realizar previsoes sobre a permeabilidade
da membrana, distribuigao do potencial, bem como a ruptura da mesma (RAMOS; SUZUKI,;
MARQUES, 2004).

Ramos (2005) utilizou o modelo de Glaser et al. (1988) para simulag¢oes com o
Método do Circuito Equivalente da eletropermeabilizacao a nivel celular e de tecidos.
Concluiu que o fenémeno da eletropermeabilizacao nao pode ser ignorado quando tecidos

biol6gicos sao estimulados por campos elétricos intensos (RAMOS, 2005).

2.2.2 Modelos da Eletropermeabilizagao em Tecidos

A eletropermeabilizagdo em tecidos biologicos possibilita o tratamento de doencas,
e por isso tem atraido a atencao de diversos pesquisadores nos tltimos anos. Um exemplo é
o tratamento do cancer com a eletroquimioterapia, aplicavel tanto em humanos quanto em
animais. Para esse tipo de tratamento, por exemplo, é necessario obter as caracteristicas
do tumor (dimensoes, propriedades elétricas) para a elaboragao de um protocolo de

eletropermeabilizacao, determinagao da geometria dos eletrodos e a realizacao de simulagoes
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para prever a distribuicdo de campo elétrico e corrente elétrica na regiao de interesse. Para
a simulacao numérica é necessario um modelo mateméatico que represente o processo de
eletropermeabilizacao. Na literatura, sdo encontrados basicamente um modelo térmico e

dois modelos elétricos: o estatico e o dindmico.
a) Modelo Estdtico

No modelo estatico, é resolvida a equacgao da continuidade, admitindo que a

densidade de corrente no tecido possui divergente nulo:
—V.(oVV)=0 (2.33)

onde o é a condutividade elétrica do tecido e V é o potencial elétrico. E chamado de
modelo estatico pois nao considera a variacao da condutividade no tempo. Os pesquisadores
utilizam a condutividade no final de cada pulso, ignorando as varia¢oes durante o pulso
(COROVIC; ZUPANIC; MIKLAVCIC, 2008),(COROVIC et al., 2013). Outro aspecto
importante desprezado ¢ a dispersao dielétrica dos tecidos. Devido a interdependéncia
entre o campo elétrico e a condutividade, os pesquisadores propoe diferentes fungoes para
relacionar essas grandezas, como: func¢oes do tipo linear, exponencial e Heaviside e realizam
comparagoes com valores de condutividade experimental ,(COROVIC et al., 2013). O uso
desse modelo matematico permite calcular de maneira aproximada a distribuicao estética

do campo elétrico; porém, nao permite obter qualquer resultado dindmico do fenémeno.
b) Modelo Dindmico

O modelo dindmico da eletropermeabilizagao biologica deve representar de maneira
quantitativa a forma de onda da corrente experimental, distribuicao do campo elétrico e

condutividade do tecido como funcao do tempo.

Langus et al. (2016) propéem um modelo dindmico para simulagdo com o MEF.
A densidade de corrente total que circula pelo tecido é dada pela soma de dois termos:
densidade de corrente de conducao e densidade de corrente de deslocamento conforme
apresenta a Equagao (2.34). Os autores assumem que a condutividade do tecido o é fungao
de outras trés variaveis subsidiarias: nivel de poragao (p,e), indicador de dano na poracao
(¥5) e indicador de dano térmico (¥7). Essas varidveis sao fungoes da amplitude do campo
elétrico local £ (LANGUS et al., 2016).

J =Jo +Jc (234)
-
Jo =0 (ppor.7 7907 79T) B (235)

Os autores propuseram o seguinte conjunto de equagoes baseado em curvas experi-

mentais da corrente elétrica.

o (Ppor., Vo, V1) = (UMIN + (0max — OMIN) Ppor. (1 — 0406%0» (14 arlog (1 + 7))
(2.36)
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E—E A
t— At _ MIN t—At Tpor.
Ppor. <E7 Atv ppo'r'. ) = max <EMAX _ EMIN7ppor. e > (237)
—At
Vo (B, At 05,2) = avl, EAE + 0L Alemor (2.38)
Or (B, AL 95 = adp EAL + 0l e (2.39)

jo (E. At B2 = ;Z (E - E») erct (2.40)

Onde oy7n € opax sao a condutividade inicial e final do tecido respectivamente,
Eyrrnv e Epyrax sao os limiares minimos e maximo de campo elétrico respectivamente, 7o,
é o tempo de relaxacao para a poragao, «a, ¢ a amplitude de crescimento do poro, 7, é
o tempo de de crescimento do poro, ar é a amplitude do modelo térmico, 7 é o tempo
da difusao térmica, av, é a amplitude do dano de poracao, aty é a amplitude do dano
térmico, a¢ é a amplitude do modelo capacitivo, R¢ é a resisténcia no modelo capacitivo,

C' é a capacitancia e At é o passo de simulagao.

No modelo dindmico, Langus et al. (2016) nao utilizam a Equagao (2.33) devido a
carga armazenada ou liberada nas camadas lipidicas dentro do volume do tecido. Assim,

os autores utilizam a equagao da continuidade dindmica:

v.(oE) = _6‘6/); (2.41)

Langus et al. (2016) combinaram as Equacoes (2.40) e (2.41) para obterem a
Equacao (2.42) para ser resolvida pelo MEF.

v.(0.E) = %C (E - B2 e (2.42)

C

Apesar das curvas de corrente simuladas apresentarem um erro maximo de 5% em
relagdo aos dados experimentais, o modelo proposto por Langus et al. (2016) é complexo
sendo composto por 14 parametros que devem ser ajustados. Os autores ndo comentam
qual o método utilizado para determinar tais pardmetros. Além disso, ao final do trabalho
os autores destacam que nao possuem nenhuma explicagao tedrica ou experimental do
porque tal conjunto de equagoes foi utilizado para a modelagem dindmica do processo de

eletropermeabilizacao biologica.

O modelo apresentado por Voyer et al.(2018) para tecidos é baseado no modelo a
nivel celular proposto por Leguebe et al. (2014). A condutividade homogénea da membrana
é dada por (VOYER et al., 2018):

Om — Omo + O'lel(t, Um) + O'm2X2<t, X1> (243)
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onde 0,0 ¢ a condutividade da membrana intacta, o,,; € 0,2 sao a condutividade de

eletropermeabilizagdo e a permeabilizacao de longo prazo respectivamente. O processo X;

descreve o rapido e elevado aumento da condutividade da membrana celular:

dX; 761(%:1)_)(17 B (vm) > X1 (2.44)
dt 07 51 (vm) S Xl

sendo 77 0 tempo caracteristico do aumento de X;. #; é uma funcao do tipo sigmoide cujos

pardmetros devem ser ajustados a partir de resultados experimentais. Voyer et al. (2018)

propoem a seguinte funcao para f:

Bi (V) = ; (1 + tanh <k1 (% - 1))) (2.45)

Vin € um limiar de tensao e k; é um coeficiente de modulacio do efeito do limiar.

O processo X, segundo os autores estd relacionado com as mudancas dos lipidios
da membrana, que depende de X; e do campo elétrico. Os autores propoem a seguinte

relagao para X:

o2 T2 2.46
o (2.46)

dX, [2EU=X 5 (X)) > X,
0, B2 (X1) < Xy

Ty é 0 tempo caracteristico para o aumento de X,. O termo 5 também é uma funcao do

tipo sigmoide dada por:

B (X1) = ; (1 + tanh (kg (j((; — 1))) (2.47)

Voyer et al. (2018) realizaram a simula¢ao numérica em duas dimensoes com um
software baseado em elementos finitos. Os parametros do modelo foram ajustados para
coincidir com as curvas experimentais de corrente em figado de rato obtidas no trabalho
de Sel et al. (2005) (Sel et al., 2005). As curvas de corrente experimentais e simuladas sao
semelhantes. Apesar disso, tal modelo foi desenvolvido apenas para um tinico pulso e o

processo de fechamento dos poros(ou seja, recomposigao da membrana).
c) Modelo Térmico

No processo da eletropermeabilizacao biolégica, a avaliacdo da distribuicao de
campo elétrico é um dos fatores mais importantes para determinar a regiao de tecido
eletropermeabilizada. No entanto, efeitos secundarios devem ser levados em consideragao
para a elaboracao de protocolos de eletropermeabilizagao, sendo o de maior importancia o
aquecimento térmico (DAVALOS; RUBINSKY; MIR, 2003). Tecidos biolégicos sao sensiveis
a temperatura, que influéncia a condutividade e constante dielétrica. Estima-se que, durante
a aplicacao de campos elétricos intensos, a temperatura da amostra pode aumentar de 1 a
10 °C. Contudo, esse aumento de temperatura nao causa lesao térmica. O dano térmico
ocorre se a temperatura atingir 54 °C por mais de 10 s (HENLE; DETHLEFSEN, 1980),
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(SAPARETO; DEWEY, 1984), (GOLDBERG et al., 1995), (DUNKI-JACOBS; PHILIPS;
11, 2014).

O modelo matematico utilizado para a transferéncia de calor em tecidos bioldgicos
¢é conhecido como equacao da biotransferéncia de calor:

orT

VAEVT) +wpep(T, —T) + X = P57 (2.48)

onde k é a condutividade térmica do tecido, T' é a temperatura em Kelvin, w;, é a perfusao
sanguinea, ¢, é a capacidade térmica no sangue, T, é a temperatura da artéria, A é a
geragao metabolica de calor, p é a densidade do tecido e ¢, é a capacidade térmica do

tecido (PENNES, 1948).

Com o uso do modelo térmico proposto na Equagao (2.48) juntamente com o
modelo elétrico estatico/dindmico é possivel avaliar o aumento da temperatura na regiao
eletropermeabilizada, bem como, a distribui¢ao da temperatura na amostra (DAVALOS;
RUBINSKY; MIR, 2003), (GARCIA; DAVALOS; MIKLAVCIC, 2014), (RAMOS; WEI-
NERT, 2017).

Nesta tese o modelo dinamico da eletropermeabilizacao biologica sera discutido no

capitulo 3. O modelo térmico utilizado nas simulagdes é baseado na Equacao (2.48).

2.2.3 Técnicas experimentais de caracterizacao da eletropermeabilizacao em células e

tecidos

Na literatura, sao encontradas algumas técnicas que permitem avaliar a ocorréncia
do fendmeno de eletropermabilizacdo em células e tecidos. Tais técnicas norteiam os
pesquisadores para a elaboragao dos experimentos bem como os materiais necessarios
para tal. Assim os resultados encontrados sao de extrema importancia para a elucidagao e

avaliacao das hipdteses propostas.
a) Variagao da condutividade

Uma das principais caracteristicas da ocorréncia da eletropermebilizacao biolégica
¢ o aumento da condutividade do tecido (WEAVER; CHIZMADZHEV, 1996). Apesar
disso, nao ha uma maneira direta de medir a condutividade do tecido durante a aplicacao
de campo elétrico, sendo necessario o uso de grandezas indiretas como tensao aplicada e
corrente que circula pela amostra. Além disso, é necessario levar em consideragao a forma

de distribuicao do campo elétrico.

O trabalho de Ivorra et al. (2009), utilizou amostras de tecidos de rato com
fibrossarcomas e apresentou a variagao da condutividade durante e apds a aplicacao de
pulsos (IVORRA et al., 2009). Para a aplicacao do campo elétrico foi utilizado um sistema
de discos paralelos, com protocolos de pulsos de tensao. Em um osciloscopio, os autores

obtém os valores de tensao e corrente medidos com sensores e calculam a condutividade
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baseada em um condutor com se¢ao transversal S uniforme ao longo do comprimento L e

campo elétrico uniforme nesse volume:

= - (2.49)

sendo, V(t) a tensdo, i(t) a corrente e o(t) a condutividade elétrica. A Equagao (2.49)
¢é correta para um meio nao dispersivo. No entanto, tecidos bioldgicos possuem intensa
dispersao dielétrica como destacado na segao (2.1). Uma técnica para compensar os efeitos
reativos da amostra é proposta no trabalho de Ramos et al. (2012); para medicao da
condutividade de suspensao de células bioldgicas, os autores utilizam uma combinacao
de pulsos retangulares juntamente com sinais senoidais em frequéncias onde os efeitos

reativos e dispersivos da amostras sao minimos (RAMOS et al., 2012).

Apés a aplicagao dos pulsos, Ivorra et al. (2009), realizam a medigao da impedéancia
com um sistema de eletrodos tetrapolar em um analisador de impedéncia. Com o resultado
experimental da condutividade apés o pulso, o seguinte modelo matematico foi proposto
pelos autores:

o(t)y=A—=DBin(t—t,), (2.50)

onde, t — t, é o tempo apos a aplicagao do pulso, A e B sdo constantes.

Outro trabalho que apresenta a variacao da condutividade durante a eletroperme-
abilizagao de tecidos é proposto por Neal et al. (2012); os autores utilizaram amostras
de rins de porco e eletrodos de placas paralelas (NEAL et al., 2012). Para a obtengao da

condutividade, eles utilizam a Equacao (2.49) e desprezam a dispersao dielétrica.

Os trabalhos de Ramos e Schneider (2012) (RAMOS; SCHNEIDER, 2012) e
Ramos e Farias (2013) (RAMOS; FARIAS, 2013) avaliam a variacdo da condutividade de
células em suspensao de Kluyveromyces marxianus medindo a impedancia antes e apds
a eletropermeabilizacao biologica. Os autores destacam que a analise de impedancia das
células em suspensao permite avaliar o grau de permeabilizagao produzido pelo campo

elétrico.

As técnicas apresentadas nos itens b) e ¢) sdo aplicados em poucas células ou células

isoladas.
b) Microscopia Eletronica de Rdpido Congelamento

A microscopia eletronica de rapido congelamento consiste na aplicacdo de campo
elétrico e o rapido congelamento da amostra, revelando assim as microestruturas na
membrana permeabilizada (CHANG; REESE, 1990). O trabalho realizado por Chang e
Reese (1990), comprovou experimentalmente a criagdo de poros na membrana, sendo que
até entao havia apenas a hipétese do surgimento de poros. Os pesquisadores realizaram
experimentos com eritrocitos humano; superficie homogéneas dessas células homogéneas

facilita a visualizacao da estrutura no microscépio. Foi possivel observar poros na membrana
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com tamanhos variados de didmetros entre 20 nm a 120 nm com uma grande concentragao
de poros entre 40 nm e 60 nm. O tempo para o desaparecimento dos poros ¢ de 10 segundos

apo6s a aplicacao do pulso, expondo assim a recuperacao da membrana celular.
c¢) Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia utiliza um corante fluorescente sensivel a tensao
juntamente com a microscopia de video. Kinosita et al. (1988) colocaram ovos de ourigo
do mar imerso em corante fluorescente e aplicaram campo elétrico. Como resultado,
obtiveram uma imagem com diferente intensidade de luz emitida pelo corante fluorescente
permitindo a obten¢ao do valor do potencial transmembrana. Com tal experimento foi
possivel obter resultados experimentais de Vm em fun¢ao do dngulo entre a posicao na
membrana celular e o campo elétrico aplicado. Os pesquisadores utilizaram dois protocolos
de eletropermeabilizagao: subcritico (100 V/cm) e supercritico (400 V/cm) com duragao
de 25 pus (KINOSITA et al., 1988).

A Equacao (2.10) fornece o valor teérico para o potencial transmembrana. No
entanto, devido a nao uniformidade da conduténcia de membrana (Gm), o potencial
transmembrana nao pode ser obtido de forma analitica. Assim, para ser possivel uma
comparacgao com os resultados experimentais os autores utilizaram uma solucao numérica,
propondo a seguinte equagao para Gm(0):

Gollcostl—coste) (9 < ¢, 180° — 0, < )

Gm (9) — { (1—cosb.)

(2.51)
0 (6. < 6 < 180° — 6,

onde, GG, é a condutancia maxima e 6. é o angulo critico para a ocorréncia do fenémeno

de eletropermeabilizacao.

Os autores também observaram a saturagao do processo para o protocolo supercritico
quando o potencial transmembrana saturou em grande regiao da membrana. Tal efeito
pode ser justificado pelo grande nimeros de poros criados na membrana, dificultando

assim o acumulo de ions nas proximidades da membrana.

2.2.4 Limiar de eletropermeabilizacao biolégica em tecidos

Em tecidos biologicos para a ocorréncia do fendmeno de eletropermeabilizagao é
necessario um determinado limiar de campo elétrico. No trabalho de Weinert (2017), é
apresentado uma técnica com rampas de tensao para determinar o limiar de eletroper-
meabilizagao. Para figado de rato, o limiar de campo elétrico obtido foi de 300 V/cm
(WEINERT, 2017). Kranjc e Miklav¢i¢ (2016) apontaram, a existéncia de poucos estudos
relatando o limiar para eletroporacao reversivel em tecidos. Uma delas utilizou amostras
de tecido de figado de coelho e obteve limiar de 460 V/cm, com o uso de simulagoes
numéricas (KRANJC; MIKLAVCIC, 2016).
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Para células os limiares de eletropermeabilizagao reversivel sao bem conhecidos,
com valores de campo elétrico entre 400 e 600 V/cm (CEMAZAR et al., 1998). Para a
eletropermeabilizacao irreversivel sao utilizados campos elétricos entre 1000 e 2000 V/cm
(JIANG; DAVALOS; BISCHOF, 2015).

2.2.5 Métodos numéricos para a caracterizagao da eletropermeabilizagao em células e

tecidos

O uso de métodos numéricos para resolver problemas eletromagnéticos com geome-
trias complexas e diferentes materiais é algo indispensavel para a obtencao de resultados
na engenharia, ainda mais quando se trata de materiais bioldgicos onde a obtencao de
solugbes analiticas é complexa. As simulacoes de eletropermeabilizagido bioldgica em células
ou tecidos sao baseados principalmente em trés métodos de calculos presentes na literatura:
Método das Diferengas Finitas (MDF), Método dos Elementos Finitos (MEF) e o Método
do Circuito Equivalente (MCE). Existem outros métodos de célculos, como o proposto
por Ramos (2010), o qual utiliza a lei de Coulomb para o célculo do campo elétrico na
superficie da célula, e a equacao da continuidade para o calculo da diferenca de potencial
elétrico entre as faces da membrana. A grande vantagem desse método de calculo é a
velocidade do processamento devido a discretizacao superficial, ao invés da discretizagao
volumétrica dos demais métodos (RAMOS, 2010).

O MDF é empregado em simulagoes de eletropermeabilizagao com variagao temporal
e com poucas células. Alguns pesquisadores utilizaram o MDF para a resolugao da equacao
de Smoluchowski (BARNETT; WEAVER, 1991), ou para simular a eletropermeabilizagao
em uma unica célula utilizando a Equagao (2.20) (KRASSOWSKA; FILEV, 2007). Como
resultado apresentam grandezas com variacao temporal: niimero de poros na membrana,
condutancia de membrana, potencial transmembrana e raio do poro. Apesar disso, tais
resultados nao representam de maneira quantitativa os resultados experimentais devido a

dificuldade em determinar as constantes dos modelos.

O MEF ¢ utilizado em simulagoes de eletropermeabilizagdo com modelos estaticos
e dindmicos com grandes quantidades de células. O principal objetivo dos pesquisadores
¢ a determinacao da regiao espacial eletropermeabilizada para uma dada geometria de
eletrodo e protocolo de eletropermeabilizacao. (COROVIC; ZUPANIC; MIKLAVCIC,
2008), (COROVIC et al., 2013), (SUZUKI et al., 2014), (LANGUS et al., 2016), (VOYER
et al., 2018).

O MCE foi proposto por Ramos et al. (2003), como um método de calculo com
variagao temporal da distribuicdo do campo elétrico e da corrente elétrica em um meio com
baixa condutividade e elevada constante dielétrica. E baseado em elementos de circuito,

condutancias e capacitancias que modelam os processos de conducao e polarizacao elétrica
nos materiais envolvidos (RAMOS; RAIZER; MARQUES, 2003), (RAMOS; SUZUKI,
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2017). Em tecidos biolégicos, o MCE permite a correta modelagem dos efeitos dispersivos da
amostra, bem como simulagoes com variacao temporal da corrente elétrica e da variagao da
temperatura como destacado no trabalho de Ramos e Weinert (2017) (RAMOS; WEINERT,
2017). Permite a simulagoes a nivel celular ou de tecidos conforme relata o trabalho de
Ramos (2005) (RAMOS, 2005).

a) Método do Circuito Equivalente

Nessa secao sera apresentado todo desenvolvimento matemético do Método do
Circuito Equivalente. Tal método foi utilizado para a obtencao dos resultados simulados
neste trabalho. O texto abaixo é baseado nos trabalhos de Ramos et al. (2003) (RAMOS;
RAIZER; MARQUES, 2003),(RAMOS; SUZUKI, 2017) e (RAMOS; WEINERT, 2017).

O primeiro passo ¢é a determinacao da corrente elétrica entre dois elementos de
material dividida de forma retangular como apresentado na Figura 6. Considerando que
a porcao de material é pequena o suficiente para considera-la homogénea a corrente i,,,

pode ser obtida por:

, A Ad
nm = Os 7 (Vo= Vi) + Cocfo (

onde i,,, é a corrente elétrica, V,, e V,, sdo os potenciais elétricos no centro dos elementos

V= Vi) (2.52)

n e m, respectivamente, L é a distancia entre os elementos, A é a area de contato,
os € a condutividade estatica, €., € a constante dielétrica em alta frequéncia e ¢, é a
permissividade do vacuo. O circuito equivalente do sistema apresentado na Figura 6 é

mostrado na Figura 7.

Figura 6 — Modelo geométrico para obtencao do circuito equivalente do material. V,,, e V,,
sao os potenciais nos centros dos elementos m e n, respectivamente € i,,, ¢ a
corrente elétrica entre os volumes diferenciais.

® "+ e
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Fonte: (RAMOS; SUZUKI, 2017).

A resposta transitéria da corrente elétrica em um meio dispersivo depende dos
tempos de relaxacgao e da intensidade da dispersao. A polarizacao do meio resulta em um

campo contrario ao campo elétrico aplicado, modificando a densidade de corrente no meio:

Iz) =04 (B - E:) (2.53)
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Figura 7 — Circuito equivalente para um meio linear, homogéneo e sem dispersao dielétrica.

A
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Fonte: (RAMOS; SUZUKI, 2017).

onde o4 € ﬁ sao incrementos na condutividade e densidade de corrente devido a dispersao
em relacdo aos valores considerados na Equagao (2.52). E) ¢ o campo de reagao e E
é o campo elétrico aplicado devido a polarizagdo do meio. A Equagdo (2.53) refere-se
a valores médios macroscopicos no volume da amostra analisada. Podemos relacionar o
campo elétrico com a diferenga de potencial entre os elementos adjacentes da seguinte

maneira: A
onde, i4 é a corrente de dispersao.

Devido a hipdtese de linearidade no processo de polarizacao, o potencial de reagao
pode ser escrito como sendo proporcional ao acimulo de carga, variando no tempo como

proporcional a integral no tempo da corrente elétrica dispersiva:

. 1 .
ldnm — Gd (AV — 5/0 det> (255)
d

onde C, e (G4 sdo a capacitancia e a condutancia relacionadas com o processo de dispersao.

A Figura 8 apresenta o circuito equivalente do processo de dispersao de primeira ordem.

Figura 8 — Circuito equivalente para uma dispersao de primeira ordem.
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G..=0 C.=s5.8 —
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— | |
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Fonte: (RAMOS; SUZUKI, 2017).

A corrente dispersiva no dominio do tempo para uma forma de onda genérica da

fonte de excitacao é obtida através do cédlculo iterativo com pequenos passos de tempo At
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quando comparado com o tempo de relaxagao do circuito 7 = Cy/G,4. A queda de tensao

no capacitor é obtida por:

G (Vi — Vg — Vo) = Oyt e (2.56)

onde VC/ ¢ 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 Equacio (2.56):
% (Vn - Vm) + VZ
V.=
(1+4)

Pode-se obter entao a corrente dispersiva com o auxilio da seguinte expressao:

(2.57)

(Vn_vm) _V;:/
()

O processo de conducao e polarizacao possui o circuito equivalente apresentado na

idnm - Gd (Vn - Vm - V;:) = Gd (258>

Figura 9, sendo representadas as bandas de dispersao a, 5 e 7. A condugao em baixas
frequéncias ¢é representada pela condutancia G, onde C,, representa os processos de
polarizagao com tempos de relaxagao muito menores que os apresentados pelos processos

de dispersao modelados pelas bandas «, (3 e 7.

Figura 9 — Circuito equivalente para um material bioldgico com dispersoes de primeira
ordem.
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Fonte: (RAMOS; SUZUKI, 2017).

A simulacao da distribuigao de corrente elétrica e de campo elétrico em tecidos
biolégicos aplicados a partir de eletrodos com determinado potencial pode ser realizada

com o método do circuito equivalente aplicado a uma matriz tridimensional de pequenos
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volumes que formam a geometria do problema a ser simulado. A Figura 10 exemplifica
a discretizacdo com blocos ctbicos do dominio. No centro de cada bloco é definido um
noé do circuito equivalente do material. Dentro da malha, cada bloco possui seis blocos
vizinhos, e na periferia sao aplicadas as condi¢oes de contorno. A solugao numérica para
a distribuicao de potenciais elétricos nos nés do circuito equivalente no dominio tempo
consiste na resolucao do sistema de equagoes obtido com a aplicacao da primeira lei de
Kirchhoff para todos os nés da malha. Para a Figura 10, a equacao dos nés para o no
central é obtida por:
6 d

Cnm% (Vi = Vi) + (is +ia +ig+1iy),, | =0 (2.59)

m=1

Figura 10 — Esquema de discretizagao espacial para aplicacao da modelagem pelo circuito

equivalente.
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Fonte: (RAMOS; SUZUKI, 2017).

De acordo com a equacao da continuidade, o somatério das correntes na Equagao

(2.59) pode ser substituido pela taxa de variagdo da carga elétrica acumulada no né central:

6 d
> |:(7/s + i +ig + iv)nm] = - fi” (2.60)

m=1

Aplicando a Equacao (2.60) na Equagao (2.59)e integrando ambas, obtemos as

equagoes basicas para solugdo numérica pelo método do circuito equivalente:

1 6
m=1 C’oonm m=1
, 6
Qn = Q, — At Y (is +ia +ig +iy),,, (2.62)

m=1
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onde Q/n é o valor da carga no tempo t =t — At.

A cada iteragao da simulagao, que equivale a um passo de tempo At, utilizando
a Equacao (2.62) a carga elétrica é atualizada através da integragao numérica, sendo as
correntes no integrando obtidas a partir dos valores anteriores de potencial elétrico na
malha discretizada. Na sequéncia, ocorre a atualizacdo dos potenciais pela Equagao (2.61)
utilizando o método de Gauss-Seidel. E necessdrio que o passo de tempo At possua valor
bem menor (10 % ou menos) que o menor tempo de relaxagao do circuito equivalente para

que ocorra convergéncia da simulacao.

As condigoes de contorno aplicadas na extremidade da malha sao de dois tipos:
potencial elétrico definido na fronteira com um eletrodo metalico e campo elétrico perpen-
dicular nulo nas demais fronteiras do dominio de andalise. Em interfaces com diferentes
materiais, as condicoes exigidas de continuidade de potencial e densidade de corrente

elétrica sao atendidas naturalmente com a modelagem por circuito elétrico.

Observe que cada banda de dispersao na Figura 9 representada por elementos de
circuito, apresentam caracteristicas de dispersoes de Debye. Contudo, devido a complexi-
dade dos tecidos biol6gicos o modelo empirico de Cole-Cole Equacao (2.9) é amplamente
empregado, devido a caracteristica de representar uma banda de dispersao com uma

distribuicao continua de tempos de relaxacao. .

A implementacao do modelo de Cole-Cole em termos de circuito é complexo. Dessa
forma Ramos e Suzuki (2016) propoe utilizar 3 bandas de Debye para representar uma
banda de Cole-Cole. A distribuigdo dos tempos de relaxacao é 7,, 307, e 7,/30. Dessa

forma, para a banda alfa a constante dielétrica complexa é obtida por:

— Ao Apaizo Aqlto
N ~ Aeg, . . : 2.
fa (W)~ A T+ jors 14 jws0m 1+ jwra/30 (263)
g (Int,)
0= 2.64
Qo= G (Inta) + g (In3072) + g (In70/30) (2.64)
g (In307,)
airo — 2.65
b g (In7a) + ¢ (In307,) + g (In7a/30) (2.65)
Int,
Qatto = 9 (In7a/30) (2.66)

g9 (In7o) + g (In307,) + g (In7,/30)

Uma func¢ao de dispersao baseada em uma distribuicdo continua de tempos de
relaxacao pode ser descrita como uma combinacao linear de dispersoes de primeira ordem

nas quais os coeficientes sao definidos por uma funcao de distribuigao g(inr).

No caso da dispersao de Cole-Cole, g(Int) é dado por (B6TTCHER; BORDEWIJK,

1973):

) — 1 sen (o)
g(InT) 27 cosh [(1 — «) In(7,/7)) — cos (ar)] (2.67)
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b) Modelo Térmico implementado no MCE

O modelo térmico implementado no MCE ¢ baseado na Equagao (2.48) com algumas
adaptagoes. Os termos de perfusao sanguinea e geracao metabélica foram desprezados, uma
vez que os experimentos realizados sao ez vivo. Assim é incluido um termo de dissipagao

térmica no volume do tecido representado por pgiss:

oT
VAkVT) + paiss = P g (2.68)

O céalculo térmico ¢é realizado na mesma malha de discretizagao espacial do caso
elétrico. Assim, cada elemento no interior da malha possui 6 elementos vizinhos. Inicial-
mente é necessario transformar a equacgao diferencial para a forma integral. Aplicando o

teorema de Gauss na Equagao (2.68) obtém-se:

dT
745 KUT.dS + Puss = pe AV (2.69)

onde S é a superficie das faces de um bloco, Py é a poténcia dissipada no volume AV
desse bloco. O gradiente de temperatura pode ser substituido pela derivada direcional
em cada conexao com os blocos vizinhos e a derivada no tempo pode ser calculada como
uma razao de diferencas finitas no tempo. A integral de fluxo pode ser convertida em um

somatorio efetuado nas faces desse bloco.

O] LOZTEZ201 )

6
- knASn Piss = AV °
2 l AL, | Tl T 0% At

Onde AL, e AS,, sao a distancia e a area entre o bloco central com a temperatura

T, e o bloco vizinho com temperatura 7,,.

Definindo a capacitancia e condutancia térmica por:

Ot = pcpAVn (271)
knAS,,
Gi= 5 (2.72)

pode-se reorganizar a Equacao (2.70) para aplicar o método iterativo para calcular a
temperatura. Isolando o termo T,, obtém-se a expressao para o calculo da temperatura no

dominio de analise:

T (E = Ab) + [Paiss + 352, G T ()| At

T, (t
( ) Cto + At Zgzl th

(2.73)

No célculo térmico realizado pelo MCE, a temperatura é obtida resolvendo a
Equacao (2.73) em cada bloco da malha de discretizagdo espacial utilizando o método

iterativo de Gauss-Seidel. As condigoes de contorno que devem ser especificadas sdo a
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temperatura nas paredes adjacentes ao dominio de analise e o fluxo de calor para fora
do dominio de andlise calculado com base na temperatura ambiente e no coeficiente de
transferéncia de calor (esse coeficiente indica a poténcia que flui através das paredes por
unidade de drea devido a convecgao e irradia¢ao). O passo de tempo é o mesmo utilizado
no calculo do potencial elétrico, o que garante a convergéncia do calculo iterativo devido

ao tempo de resposta térmica ser muito mais lento que o elétrico.
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3 MODELO DE ELETROPERMEABILIZACAO

O modelo aplicado nesta tese utiliza como base o trabalho de (DEBRUIN; KRAS-
SOWSKA, 1998) apresentado na Equacao (2.20). Com ela os autores determinam a taxa
de variacao da densidade de poros criados na membrana, sendo que estes possuem o mesmo
diametro. Podemos multiplicar ambos os lados pela condutancia de um poro g,, para assim

obtermos uma expressao em termos da condutancia por unidade de drea da membrana g,,

(RAMOS; WEINERT, 2017):

dgm (t)  goeVm/VD* — g (1)

dt reVm/%eP (3.1)
9o = Nogy (3.2)

o= Z (3.3)

Vi= \/g (3.4)

Va = q;1 (3.5)

Assim, a Equagao (3.1) deve representar a principio a dindmica da eletroperme-
abilizacao a partir de valores dos limiares V1 e V2, do tempo de relaxacao inicial 7, e
da condutancia intacta g,. Afim de aplicar tal modelo em tecidos, deve-se considerar o
efeito macroscépico da variagao da condutancia de membrana a partir de um processo de

promediagao espacial.

Definindo a condutividade de eletroporagao macroscépica o, como a média espacial
da condutancia da membrana no volume ocupado pela células do tecido, do ponto de vista
macroscopico, as grandezas como o potencial transmembrana V,, e os limiares V; e V;
sao substituidos pelo campo elétrico médio no volume da célula multiplicado por uma

distancia caracteristica da ordem do didmetro celular.

2
oy () _ o2 — 0 (8) 39
dt T,e(E/E2)

Ao observar a Equacgao (3.6), ndo hd um limite para o, levando a conclusao que tal
termo pode assumir qualquer valor. Tal efeito ndao é observado nos resultados experimentais,

onde ha uma saturagao da corrente. Ou seja, é necessario determinar um limite superior

. 2
relativo ao termo o,e®/F1)"

aoe(E/El)Qat _ O,0¢ 37
0, E/EV? oy g, + o (B/E1)? &0
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onde o, é o valor maximo que a condutividade do tecido pode alcancar com a eletroperme-
abilizacao. A condutividade maxima, depende da intensidade de eletropermeabilizacao,
mas também, das propriedades do meio ao redor das células, como a condutividade dos

eletrélitos, geometria das células e espagos intersticiais.

Outro item que deve ser observado na Equacao (3.6) é o tempo de relaxagao.
Quando sao utilizado protocolos do tipo pulso de tensao é possivel observar uma fase
inicial rapida, com tempos de subida da corrente elétrica da ordem de microssegundos. No
entanto, com o passar do tempo ha uma diminui¢do da taxa de aumento da condutividade.
Cessando o pulso, ha uma recuperacao lenta da membrana, diminuindo a condutividade
do tecido mais lentamente do que na aplicacdo do pulso. A partir dessas constatagoes
experimentais, o tempo de relaxacao varia entre um valor minimo e um valor maximo
durante o fenémeno de eletropermeabilizacdo. Desse modo, o termo 7,e!®/ E2)* deve ser

substituido por:
e B/ = 1 Arem (BB (3.8)

Com essas modificagdes obtemos o seguinte modelo empirico para a eletropermeabi-
lizagao em tecidos (RAMOS; WEINERT, 2017), (WEINERT; PEREIRA; RAMOS, 2019):

doy (t) _ Oeg = 0, (1) 5o
dt Tonin &+ ATe—(E®)/E2)*(01/(01+05(1))* :
Oeq = 0o0¢ (310>

o, + oo~ (E®/E)?(o1/(o1t0p(t))?
onde, o, é a condutividade de eletropermeabilizacao inicial, F; e Fy sdo os limiares de
eletropermeabilizacao e E(t) é o campo elétrico. O pardmetro o; possui importantes
funcoes para o modelo. Ele limita o valor da o, e produz uma divisao de tensao com a
condutividade da membrana resultando na reducao do potencial transmembrana quando

a eletropermeabilizacdo se torna intensa. O termo o/ (0, + 0, (t)) modela esse efeito nas

Equagoes (3.9) e (3.10).

O modelo de eletropermeabilizacao apresentado nas Equagdes (3.9) e (3.10) contém
6 pardametros a serem ajustados: 2 condutividades o,(S/m) e o.(S/m), 2 tempos de

relaxacao Tin(s) € Timin + A7(s) e dois limiares de campo E;(V/m) e Ey(V/m).

No trabalho de Ramos e Weinert (2017), os autores realizaram a simula¢ao de um
pulso aplicado com eletrodos de agulhas paralelas sob amostras de figado de rato. Tal
trabalho apresenta algumas limitagoes: a simulagao de apenas um pulso de tensao sem a
verificacdo da memoéria da eletropermeabilizagao e o ajuste dos parametros realizados na

tentativa e erro.

Na sequéncia, o trabalho de Weinert et al. (2019) (WEINERT; PEREIRA; RAMOS,

2019) apresenta algumas modificagoes no modelo a fim de inserir o efeito da memoéria de



Capitulo 3. Modelo de eletropermeabilizagdo 52

eletropermeabilizacao. Os parametros o, e Fy sdo substituido pelas seguintes equagoes:

oy = 1By, + coop + 3 (3.11)

Fy = cye®Fm 4 s E,, + c60p + C7 (3.12)

onde ¢; — ¢; e o sao constantes, F,, ¢ a amplitude méxima do campo elétrico e o, ¢é a
condutividade de eletropermeabilizacao antes do préximo pulso. Os resultados experi-
mentais foram obtidos de figado de rato estimulado por eletrodos de placas paralelas e
agulhas. As formas de onda aplicadas nos eletrodos foram pulsos retangulares e rampas
de tensao. Os autores realizaram simulagoes 1D (placas paralelas) e 2D (agulhas) no
software MatLab® utilizando o MCE. Para a determinagao dos parametros, foi utilizado

o algoritmo genético do Matlab®.

Apesar das modificagoes representarem bons resultados para a dindmica da eletro-

permeabiliza¢do, o modelo se mostrou complexo, com o aumento de 8 parametros.

Assim, o modelo base apresentado nas Equacoes (3.9) e (3.10) foi utilizado, sendo
que os resultados promissores obtidos justificam o seu uso para a dindmica da eletroper-

meabilizacao biolégica.
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4 SISTEMA DESENVOLVIDO PARA TESTE DE ELETROPERMEABILIZACAO

Nessa secao, sera apresentada o eletropermeabilizador desenvolvido, os sensores
de tensao e corrente e o sistema de aquisicao de dados. Para a obtenc¢ao dos resultados
foram utilizados 2 eletropermeabilizadores. Um foi desenvolvido durante a dissertacao de
mestrado que consiste em um amplificador linear, sendo possivel aplicar qualquer forma
de onda no tecido. E limitado a tensdo de 400 V e o tempo de subida/descida sdo lentos
da ordem de 40 ps (WEINERT, 2017). O segundo eletropermeabilizador é apresentado a

seguir.

4.1 ELETROPERMEABILIZADOR

O eletropermeabilizador é o dispositivo responsavel por aplicar uma determinado
sinal de tensao ou corrente na amostra que se deseja eletropermeabilizar. Os eletroper-
meabilizadores de tensao sao os mais comuns em experimentos de tecidos biolégicos, e os
de corrente utilizados em experimentos de patch — clamp. O nivel de tensdo depende do
espacamento de eletrodos utilizados, sendo necessario determinado valor de campo elétrico

para a ocorréncia da eletropermeabilizacao.

4.1.1 Eletropermeabilizador Desenvolvido

O eletropermeabilizador desenvolvido pode alcangar 800 V, para isso foi utilizado
um conversor DC-DC com tensao de entrada de até 16 V e tensao de saida variavel de 90
V até 800 V (ZVS, 2019). Como o conversor nao consegue fornecer instantaneamente a
corrente necessaria, optou-se por carregar um banco de capacitor com a capacitancia total
de 940 pF'. Para aplicar os pulsos de tensao, foi utilizado um IGBT IRG4PH40UD que
possui uma tensao de ruptura de 1200 V, permite circular uma corrente 21 A e o tempo de
acionamento minimo é de 81 ns (RECTIFIER, 2019). O acionamento do IGBT é realizado
com o driver DRO100S25A (SUPPLIER, 2019). A Figura 11 apresenta o esquemético do

eletropermeabilizador. A Figura 12 apresenta o protétipo construido.

4.1.2 Sensores de Tensao e Corrente

A medicao da tensao aplicada sob o tecido bioldgico foi realizada com um divisor
resistivo e um amplificador de instrumentacao INA 163 da Texas Instruments ®. O INA
163 apresenta densidade de ruido de 1 nV// VHz em 1 kHz e banda passante de 800 kHz
com ganho de 100 V/V. O divisor resistivo promove uma reducao linear da forma de onda
aplicada na amostra, permitindo o acoplamento desse sinal as entradas do amplificador
de instrumentagao. A tensdo aplicada a carga pode variar de 90 V até 800 V. Assim foi
proposto 3 faixas de medigoes tensdao (90 V - 300 V), (300 V - 600 V) e (600 V - 800 V)

afim de obter qualidade no sinal de saida aumentando a relagao sinal-ruido. O usuério
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Figura 11 — Esquematico do Eletropermeabilizador desenvolvido. A fonte de alimentagao
fornece energia tanto para o conversor quanto para conversor isolado que ira
alimentar o driver de acionamento da chave IGBT.

Banco de
Conversor Capacitor
Fonte de CA CcC CcC
Alimentacao
ccC ccC CccC
Driver IGBT
Conversor
isolado cc :1> 4{ L
cc N\
i PW
Madulo de Controle Medico
e aquisicdo de sinai Tenséo/corrente

Microcomputador |« Tecido
| | Bioldgico

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

define qual divisor utilizar. A maxima tensao para qualquer caso deve ser 3,3 V sendo essa

a tensao maxima na entrada do conversor analégico-digital.

A medicao da corrente foi realizada com resistor shunt ligado ao amplificador de
instrumentagao INA 163 da Texas Instruments ®. Assim como no transdutor de tensao, a
medicao da corrente conta com 3 resistores shunt para a leitura de correntes nos seguintes
intervalos (0 -2 A), (2A-5A)e (5A-10A). A méxima tensao de saida do transdutor e

corrente deve ser 3.3 V.

Na alimentacao dos amplificadores, foram implementados filtros passa-baixas con-
forme recomenda os fabricantes para a eliminagao de ruidos da fonte de alimentacao.
A Figura 13 apresenta o esquematico dos sensores de tensao e corrente utilizados neste

projeto.

4.1.3 Aquisicao de dados

Para a aquisicao de dados foi utilizado a plataforma NUCLEO-F303K8 sendo
composta por um processador ARM® Cortex® M4, conversor analogico-digital de 12

bits com velocidade de 5 MSps, 64 Kbyte de meméria RAM e periférico de comunicagao
USART (9 Mbit/s) (ST, 2019).
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Figura 12 — Protétipo do eletropermeabilizador construido. 1) Fonte de alimentagao com
retificacdo de ponte completa; 2) Conversor DC-DC (16 V-800 V); 3) Driver
de acionamento do IGBT; 4) Chave IGBT; 5) Sistema de medigao de tenséo e
corrente e condicionamento de sinais; 6) Filtros analégicos RL na alimentagao
DC; 7) Plataforma NUCLEO F303K8.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 13 — Esquematico dos sensores de tensao e corrente. Foram utilizados resistores de
filme de carbono.

- INA163
Medicao da Corrente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A plataforma NUCLEO opera em conjunto com o software MatLab®. No MatLab® ,
o usudrio determina as caracteristicas do protocolo (Numero de pulsos, tempo em nivel
alto, tempo em nivel baixo, frequéncia de amostragem), tais informagoes sao enviadas a
plataforma que gera os sinais de PWM e aplica no driver que aciona o IGBT. Ao mesmo
tempo, os conversores analégicos digitais operam salvando os valores da conversao na
memoéria RAM. Apés o término do protocolo, os dados da conversao sao enviados ao
MatLab® para analise.

Com os dados no MatLab® ¢ aplicado as transformacoes de ganho e calibracao

dos sinais recebidos e entao sdo salvos.

4.1.4 Leitura da temperatura

Para a leitura da temperatura na superficie da amostra foi utilizada uma camera
térmica da FLIR® , modelo FLIR C2. A camera foi posicionada a 5 cm da amostra. A
aquisicao de dados foi realizada com o software FLIR tools plus, cuja a taxa de amostragem
é de 2,5 imagens por segundo. A exatidao da camera é de + 2°C (FLIR, 2019).
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5 AMOSTRAS BIOLOGICAS E PROTOCOLO DE ELETROPERMEABILIZACAO
Foram realizados experimentos com duas espécies de animais: coelhos e ratos.

51 AMOSTRAS BIOLOGICAS DE COELHOS

Foram utilizadas amostras de figado, rim e coragao de coelhos da linhagem Le-
poridae, espécie Oryctolagus cuniculus. Sendo utilizado 12 animais para a obtencao dos
resultados. Os 6rgaos foram obtidos da aula de Técnica Operatoéria do curso de Medicina
da Universidade da Regiao de Joinville - UNIVILLE. Todos os procedimentos realizados
com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais
- CEUA/UNIVILLE, (processo 02/2019). Apds o uso das amostras, as mesmas foram
armazenadas em saco de lixo infectante e congeladas até a coleta da empresa Engepasa
Industrial para a incineracdo do material. O tempo maximo do uso dos tecidos apods a

eutandsia dos animais foi de 2 horas.

Os o6rgaos foram fracionados com a finalidade de aumentar o nimero de amostras.
Assim as amostras de figado e rim obtinham arestas de 20 mm x 20 mm x 10 mm. O
coragao nao possui uma estrutura homogénea sendo oco seu interior devido os atrios e
ventriculos. Dessa forma, tal 6rgao foi fragmentado ao meio, tendo dimensdes de 10 mm x

10 mm e 5 mm de espessura.

O protocolo de eletropermeabilizacao empregado em tratamentos quimioterapicos
consiste na aplicagao de 8 pulsos, com duracao de 100 us e intervalo de 1 s entre os pulsos
(MIKLAVCIC et al., 2014). Contudo, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar se o modelo
de eletropermeabilizacao utilizado, representa de maneira confidvel todas as variagoes

apresentas pelos seguintes protocolos:

» Protocolo A) 10 pulsos de tensao, tempo em nivel alto/baixo 99,5 us, tempo de
subida/descida 0,5 ps. Amplitude das tensoes: 200 V, 500 V e 800 V.

« Protocolo B) 10 pulsos de tensdo, tempo em nivel alto/baixo 9,5 us, tempo de
subida/descida 0,5 us. Amplitude das tensoes: 200 V, 500 V e 800 V.

« Protocolo C) Rampa de tensao, com aumento linear variando de 0 V a 400 V,
configurados nos tempos de: 100 us, 200 ps, 300 ps, 400 ps, 500 ps, 600 us, 700 us,
800 ps e 2400 us.

« Protocolo D) 2 pulsos de tensao, tempo em nivel alto 100 s, tempo em nivel baixo
ajustavel de 1 s até 10 s, tempo de subida/descida 0,5 us. Amplitude da tensao:
720 V.
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No Protocolo A) o objetivo é verificar se 0 modelo é capaz de representar o fendémeno
da meméria da eletropermeabilizagdo. No Protocolo B) com o aumento da frequéncia
fundamental para 50 kHz, pretende visualizar o efeito da dispersao dielétrica presente nos
tecidos biolégicos. Com o Protocolo C), pretende-se testar o modelo com outra forma de

onda de tensao.

Para a aplicagao dos protocolos A), B) e D), foi utilizado um sistema de um par
agulhas paralelas de ago inox separadas por uma distancia de 5,4 mm. As agulhas possuem
um didmetro de 0,6 mm e altura de 15 mm. Assim, os campos maximos obtidos sao: 370
V/em, 926 V/em, 1333 V/cm e 1481 V/em para as tensoes de 200 V, 500 V, 720 V e 800

V respectivamente.

No protocolo C), utilizou-se de dois sistemas para aplica¢gdo do campo elétrico:
Eletrodos de placas paralelas circulares com didmetro de 15 mm e espagamento de 3 mm.
Tal sistema foi confeccionado com placas de circuito impresso sendo o cobre coberto por
uma camada de ouro; Um par de eletrodos de agulhas paralelas com espagamento de 2,8
mm, diametro das agulhas de 0,7 mm e altura de 10 mm. O eletropermeabilizador utilizado
para a aplicacdo da tensao na forma de rampa foi desenvolvido durante a dissertacao de
mestrado (WEINERT, 2017). A Figura 14 apresenta a geometria de eletrodos utilizada.

Figura 14 — Eletrodos utilizados na aplicagao de campo elétrico.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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5.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS DE RATOS

Devido as dimensoes dos tecidos foi utilizado apenas o figado de rato da linhagem
Wistar e espécie isogénico entre 2 a 3 meses de idade. Os procedimentos experimentais
foram realizados sob autorizagao do processo CEUA/UNIVILLE (02/2019) comentado na
secao anterior. Cada figado foi fragmentado na forma de um retangulo com arestas de 15

mm e espessura de 3 mm, sendo utilizado 11 animais para a obtencao dos resultados.

Os seguintes protocolos de eletropermeabilizacao foram aplicados no figado de rato,
com o eletropermeabilizador desenvolvido na dissertagdo de mestrado, pois, o eletroperme-
abilizador de até 800 V estava em desenvolvimento quando as amostras biologicas estavam

disponiveis.

« Protocolo E) 10 pulsos de tensdo, tempo em nivel alto 452 us, tempo em nivel baixo
472 ps, tempo de subida 41 us, tempo de descida 28 us. Amplitude das tensdes 200
V, 300 V e 400 V. Aplicado com os eletrodos de agulhas paralelas com espacamento
de 2,8 mm, obtendo campos maximos de 714 V/cm, 1071 V/cm e 1428 V/cm para
as tensoes de 200 V, 300 V e 400 V respectivamente.

» Protocolo F) 2 pulsos de tensdo, tempo em nivel alto 452 us, tempo em nivel
baixo ajustavel de 1 ms até 6 s, tempo de subida 41 us, tempo de descida 28 us.
Amplitude das tensao 400 V. Aplicado com eletrodos de placas paralelas circulares

com didmetro de 15 mm.

O uso do Protocolo E) permite avaliar se o modelo é capaz de representar a memoria
da eletropermeabilizagdo para esse tipo de tecido. O Uso do Protocolo D) e F) é para

obter experimentalmente o tempo de recuperacao dos poros na membrana.

5.3 MEMORIA DA ELETROPERMEABILIZACAO

O tempo de recuperacao da membrana celular é algo pouco discutido na literatura.
Alguns trabalhos relatam que esse processo é lento e pode levar de minutos a horas (ROLS;
TEISSIE, 1990), (NEUMANN et al., 1998), (PAKHOMOV et al., 2009). Alguns estudos
preliminares apontam que o fechamento lento dos poros é devido a peroxidacao lipidica,
uma oxidagao degenerativa dos lipidios (REMS et al., 2019). A microscopia eletronica de
rapido congelamento ¢ uma técnica que foi utilizada para determinar o tamanho dos poros
e o tempo de fechamento dos poros. Essa técnica foi utilizada em 1990 e é extremamente
complexa e envolve diversos recursos que nao estao disponiveis para essa pesquisa. O que
ha disponivel sao as formas de onda da corrente. Para uma avaliacdo quantitativa do
tempo de recuperacao da membrana celular, foram aplicados o Protocolo D) e o Protocolo

F). O tempo entre pulsos foi configurado nos seguintes intervalos para o Protocolo D): de
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18,28,3s,4se 10 s para figado de coelho e de 1 s para rim e coracdo de coelho. Para o
Protocolo F) foram utilizados os seguintes tempos: 1 ms, 10 ms, 50 ms, 100 ms, 300 ms,
500 ms, 700 ms, 900 ms, 1s,2s, 3 s,4 s, 5 s e 6 s para amostras de figado de rato. Para
avaliar se houve a recuperagdo da membrana é realizado uma comparacao percentual entre
a média da corrente obtida entre os dois pulsos. Quanto menor a diferenca percentual

maior é a recuperacao dos poros no intervalo entre os pulsos.

Para as amostras de figado de rato foi utilizado o sistema de eletrodos de placas
paralelas circulares com 15 mm de didmetro e espagadas de 3 mm. Para as amostras de
coelho foi utilizado o sistema de agulhas com didametro de 0,6 mm e espagamento de 5,4

min.

5.4 PROPRIEDADES DO TECIDO INTACTO

As caracteristicas do tecido intacto, necessarias para simulagao foram obtidas
com a leitura do espectro de impedancia das amostras no analisador de impedancia da
Agilent® modelo 4294A. O analisador de impedancia foi calibrado sendo realizadas duas
medigoes: em curto circuito, obtendo os valores da resisténcia e indutancia parasita; em

circuito aberto, obtendo assim, a capacitancia parasita.

As amostras dos tecidos de coelho e rato foram fracionadas com as seguintes
dimensoes: 20 mm x 20 mm x 3 mm . Desse modo, foram acondicionadas no sistema
de placas paralelas circulares de 15 mm de didmetro e sua espessura de 3 mm. Para a

conversao para valores de condutividade e constante dielétrica foram utilizadas as seguintes

relagoes:
d
=G— 1
o GA (5.1)
d
, =B 5.2
c we A (5:2)

onde GG é a condutancia, B a susceptancia, d a distancia entre os eletrodos, A é a area dos
eletrodos, w é a frequéncia angular, o é a condutividade, €, é a constante dielétrica e ¢, a

permissividade do vacuo.

Utilizando a funcao de algoritmo genético do software MatLab® foi possivel obter
os parametros de dispersao da banda [ utilizando o modelo de Cole-Cole da Equacao (2.9)
e minimizando o erro entre os dados obtidos com as curvas experimentais. O algoritmo
genético foi configurado com os seguintes pardmetros: tamanho da populacao = 100,
crossover = 0,85 e geragoes = 50. Mais informagoes sobre o algoritmo genético por ser
encontrado em (MATHWORKS, 2020).
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5.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS COM AS AMOSTRAS DE TECIDOS
BIOLOGICOS

Apoés a eutanasia dos animais os 6rgaos foram removidos e acondicionados em uma
embalagem plastica e acomodados em uma caixa térmica com gelo, a fim de preservar as

propriedades do tecido até a realizacao dos experimentos.

Antes do experimento de eletropermeabilizacdo as amostras biologicas foram retira-
das da caixa térmica e fracionadas. A fim de obter uma homogeneidade nos tamanhos das
amostras foi desenvolvido um gabarito para o corte delas. Assim as amostras estimuladas
com eletrodos de agulhas possuem uma espessura de aproximadamente 10 mm; enquanto
que as estimuladas com placas paralelas uma espessura de aproximadamente 3 mm. O
comprimento e largura foram mantidos em aproximadamente um quadrado com arestas
de 20 mm. Apenas para o coragao foi utilizado tamanhos diferentes conforme descritos na

secao anterior.

Apo6s o fracionamento, com o auxilio da cAmera térmica da FLIR ® aguardou-se
a temperatura da amostra atingir 20 °C e entao foi acondicionada junto ao sistema de
eletrodos. Apos foi aplicado determinado o protocolo de eletropermeabilizagao e entdao a

amostra foi descartada. O sistema de eletrodos foi limpo e uma nova amostra acondicionada.

Algumas amostras foram utilizadas para a obtencao das propriedades elétricas
do tecido intacto. O procedimento experimental é semelhante ao descrito anteriormente,
contudo ao invés de aplicar o protocolo de eletropermeabilizacao é realizada a leitura da

impedancia da amostra pelo analisador de impedancia da Agilent® .
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6 SIMULACAO

A simulagao da eletropermeabilizacao biolégica foi realizada em dois programas:
um baseado no Método do Circuito Equivalente e outro em Métodos dos Elementos
Finitos sendo o COMSOL Multiphysics® licenca 9201828. Foram realizadas simulacoes
tridimensionais em ambos os métodos de cédlculos. O modelo implementado em ambos
os simuladores foi apresentado nas Equagoes (3.9) e (3.10). Os pardmetros do modelo
foram obtidos com o MCE, minimizando o erro entre a corrente simulada e a corrente
experimental. Tais parametros foram utilizados no COMSOL Multiphysics® para a
obtencao da corrente elétrica com esse simulador. O ponto de partida para os valores
dos parametros foi obtido do trabalho de Weinert et al. (2019) (WEINERT; PEREIRA;
RAMOS, 2019).

O objetivo de utilizar dois simuladores nao é para compara-los, e sim mostrar
que o modelo de eletropermeabilizagao proposto é possivel de ser implementado em um
programa comercial. O COMSOL Multiphysics® ¢é um programa muito sofisticado com
diversos algoritmos para a rapida convergéncia do calculo numérico, nao seria justo uma

comparacao com o MCE que foi desenvolvido no ambito académico.

O software que utiliza o MCE foi desenvolvido pelo professor Airton Ramos em
linguagem C e esta disponivel apenas no laboratorio de eletromagnetismo da Universidade
do Estado de Santa Catarina - UDESC. Esse programa possui algumas funcionalidades
como: inclusdo de modelos de dispersao de Debye ou Cole-Cole; inclusdao da simulacao
térmica baseada na equacgao da transferéncia de calor; malha regular configurada pelo

usuario; além disso, o software conta com instrugoes de ajuda e é de facil utilizagao.

Para a saida de dados, o professor Airton Ramos desenvolveu um script para o
software MatLab® que permite o usuario obter os dados de entrada e os resultados
da simulacao, com figuras de distribui¢cbes de campo elétrico, densidade de corrente,
temperatura, potenciais, bem como formas de onda no dominio do tempo da corrente

elétrica, condutividade entre outras funcionalidades.

6.1 IMPLEMENTACAO DO MODELO NO MCE

A inclusao do modelo de eletropermeabilizacao no MCE consiste em modificar a
Figura 9 e a Equagao (2.59), da seguinte forma, acrescentando o termo de corrente de

eletroporagao - i,:

6
d
Cnm% (Vo = Vi) 4+ (is +ia +ig+ iy +1p), | =0 (6.1)

m=1
No MCE, a condutividade de eletropermeabilizacao o, ¢ calculada em cada elemento

da malha em funcao do médulo do campo elétrico E. Apds, para obter as componentes de
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Figura 15 — Circuito equivalente para um material biolégico com dispersoes de primeira
ordem com inclusao da eletropermeabilizacao

Inm
. | | .
v, | Te. v,
iS
3
. G
b
4|—|7
i Gy
—
= | 1 c
G, o
iB
—
Gy Cp
i,
—
Gy o

Fonte: Adaptado de (RAMOS e SUZUKI, 2016).

corrente é realizado a decomposicao de o, nos eixos do sistema de coordenadas utilizando
os cossenos diretores. A Figura 15, mostra o circuito equivalente para um material biologico

com a inclusao da eletropermeabilizagao.

Com base na geometria de eletrodos apresentada na Figura 14 é necesséario definir
uma malha de discretizagao espacial, desse modo, foram implementado os seguintes

protocolos:

« Protocolos A), B) e C) para eletrodos de agulhas foram configurados com a seguinte
discretizacao: 100 divisdes no eixo x e y, 10 divisdes no eixo z perfazendo um total
de 100000 elementos. Assim as arestas de um elemento na direcao x e y possuem

um comprimento de 9,9x107° metros e na direcdo z 9x10~* metros.

» Protocolo C) aplicado com eletrodos de placas paralelas: 100 divisoes no eixo x ey,
30 divisoes no eixo z perfazendo um total de 300000 elementos. Assim as arestas de
um elemento na direcdo x e y possuem um comprimento de 1,98x10~% metros e na

direcdo z 9,66x10~° metros.

» Protocolo E): 50 divisoes no eixo x, y e z perfazendo um total de 125000 elementos.
Assim as arestas de um elemento na direcdo x, y e z possuem um comprimento de

9,8x107° metros.
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O passo de tempo At para a convergéncia das simulacoes foi de 1x10~7. As pro-
priedades térmicas apresentadas na Tabela 2 foram obtidas do software COMSOL Mul-
tiphysics® e o coeficiente de transferéncia de calor h; do trabalho de Davalos et al. (2003)
(DAVALOS; RUBINSKY; MIR, 2003). Tais propriedades sao para o figado humano. Nao

foram obtidos valores para os 6rgaos utilizados.

Tabela 2 — Parametros do modelo térmico

Parametros ‘ Valor Tecidos | Valor Ag¢o Inox
¢p (J/kgK) 3540 502
p(kg/m3) 1079 7850
k(W/mK) 0,52 15,9

he(W/m?K)* 500

Fonte: (MULTIPHYSICS, 2019), *(DAVALOS; RUBINSKY; MIR, 2003)

6.2 IMPLEMENTACAO DO MODELO NO COMSOL MULTIPHYSICS®

Para a implementacao do modelo no COMSOL Multiphysics® ¢ necessario inserir
uma func¢ao matemaética do tipo dode. A seguinte equagao diferencial é incluida para a

configuragao no software:

4,77 — ¢ (6.2)

Observando o modelo proposto de eletropermeabilizacao, basta ajustar os termos

e =0,d, =1 e f para inserir o modelo proposto.

Foi realizada uma simulacao no dominio do tempo sendo resolvida as seguintes

equacgoes da teoria eletromagnética:

v ] = 9 (6.3)

=0k + —— (6.4)

E=-vv (6.5)

A equagao da continuidade é apresentada em (6.3). A Equacao (6.4) sdo as compo-
nentes de densidade de corrente sendo aﬁ a densidade de corrente de conducao, 03 /Ot a
densidade de corrente de deslocamento. A condutividade o é a soma de duas componentes
o = 0s+0p, onde o, € a condutividade estatica do tecido e o, a condutividade de eletroper-
meabilizacdo. A Equacdo (6.5) é a relagao constitutiva entre o campo elétrico e o potencial
elétrico. Observe que a parcela nao conservativa do campo elétrico nao foi incluida no

modelo. Observe que nao foi implementado a dispersao dielétrica nesse software comercial.
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Para o calculo térmico, é utilizada a equacao de transferéncia de calor apresentada

em (2.48). Os parametros do calculo térmico sao apresentados na Tabela 2.

O software COMSOL Multiphysics® gerou malhas com a seguinte quantidades
de elementos: Protocolos A) e B) - 48969 elementos; Protocolo C) aplicado com agulhas -

39773 elementos; Protocolo C) aplicado com placas paralelas - 73428 elementos.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 ESPECTROS DE CONDUTIVIDADE E CONSTANTE DIELETRICA

7.1.1 Amostras de tecido de coelho

Os espectros de condutividade e constante dielétrica sao apresentados nas Figuras
16, 17 e 18, obtidos através do uso das Equagoes (5.1) e (5.2). Sao apresentados resultados
de dois ensaios realizados em diferentes dias, sendo Dados 1 e Dados 2 os representados
nas cores preta e vermelha, respectivamente. As curvas Média foram obtidas através de 5
medigoes. O termo D representa o desvio padrao. Os experimentos foram realizados na

temperatura de 20 °C.

A Tabela 3 apresenta os pardmetros da banda 3 de dispersao do modelo de Cole-
Cole, assim como a condutividade estatica - o4. Tais parametros foram obtidos com o
auxilio do algoritmo genético do software MatLab® para cada amostra individual dos

tecidos analisados.

Os resultados de condutividade e constante dielétrica sao apresentados a partir de
1 kHz, pois os pulsos de tensao dos protocolos aplicados em tecidos de coelho possuem a
frequéncia fundamental em 5 kHz e 50 kHz. Além disso, a polarizacao de eletrodo pode

ser desprezada a partir dessa frequéncia.

Ao observar os espectros de condutividade e constante dielétrica, fica evidente que
as propriedades elétricas dos tecidos variam com a frequéncia e de animal para animal.
Considerando a condutividade na frequéncia de 1 kHz e tomando como referéncia os Dados
1 em relacao aos Dados 2 tém-se as seguintes variagoes percentuais: coracao 36 %, rim 34
% e figado 37 %. E importante destacar que o intervalo de medicdo entre Dados 1 e Dados
2 foi de 30 dias. Esse intersticio nas medigdes pode ser uma justificativa para a variacao
das propriedades relacionadas a condutividade. Algumas hipéteses surgem para justificar
tais diferencas: idade, alimentagao, porcentagem de gordura no tecido. Outra questao é
o contato dos tecidos com o eletrodo metalico, como o tecido é mole é possivel que uma
parcela nao esteja em contato com o eletrodo levando a desvios na leitura. Apesar de tais
diferencas, a ordem de grandeza e a variagao espectral da condutividade dos tecidos sao

semelhantes sendo na frequéncia de 1 kHz a maior diferenca percentual.

Os dados de entrada para a simulacao da dispersao dielétrica no MCE sao apresenta-
dos na Tabela 3, sendo os Dados 1 utilizados para simular os Protocolos A) e C) e os Dados
2 para o Protocolo B). Observe que sao utilizados os dados de condutividade. O tnico
parametro de constante dielétrica utilizado é o €., sendo configurado com o valor de 1000.
A constante dielétrica em altas frequéncias influencia apenas a corrente de deslocamento;
como o tecido é considerado homogéneo, isso nao interfere na distribuicao de campo

elétrico e densidade de corrente de conducao. Além disso, os valores da condutividade e
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constante dielétrica acima de 5 MHz nao sao confiaveis devido a impedancia parasita nao
ser totalmente compensada no procedimento de calibragao do analisador de impedancias.
Contudo, devido a frequéncia utilizada nos protocolos de eletropermeabilizagdo, a energia
das componentes espectrais nas altas frequéncias (acima de 1 MHz) sdo despreziveis. O
valor de ., determina o menor tempo de relaxagao; assim, o passo de tempo deve ser

limitado a um décimo desse valor para garantir a convergéncia no processo de calculo no

MCE.

Figura 16 — Condutividade e constante dielétrica do coragao de coelho
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Figura 17 — Condutividade e constante dielétrica do rim de coelho
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Os parametros da Tabela 3 possuem a mesma ordem de grandeza aos apresentados
no trabalho de Gabriel et al. (1996) (GABRIEL; LAU; GABRIEL, 1996) para tecidos

de origem bovina, mostrados na Tabela 1 . Uma diferenca ocorre na apresentacao dos
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Figura 18 — Condutividade e constante dielétrica do figado de coelho
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Tabela 3 — Pardmetros do modelo de dispersao obtidos com o Algoritmo Genético para
amostras de tecido de coelho. Os parametros sao apresentados em Média +
Desvio Padrao, os termos com * sdo referentes as amostras dos Dados 2.

Parametros ‘ Coracao Rim Figado
osx (S/m) 0,0819 £ 0,0119 0,0689 + 0,0252 0,0292 + 0,0076
Ao (S/m) 0,0563 £ 0,0054 0,044 £+ 0,0031 0,0518 £ 0,0044

Ty (1s)* 11,3 + 2,34 14,0 + 1,88 8,88 + 1,14
pg* 0,45 + 0,0187 0,36 + 0,022 0,40 + 0,022
os (S/m) 0,127 + 0,0327 0,0589 + 0,0030 0,0475 £ 0,0166
Ao (S/m) 0,076 + 0,0079 0,0479 £ 0,0076 0,0957 £ 0,023
T3(us) 7,93 £+ 0,61 11,1 +£ 1,88 7,17 +£ 0,71
Ié] 0,41 £+ 0,032 0,39 £+ 0,027 0,37 + 0,040

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

dados. No trabalho de Gabriel et. al. (1996), é apresentado a amplitude da dispersao
na permissividade Ae e neste trabalho é apresentado o Ao devido a entrada de dados

no MCE. Contudo, tais termos sao relacionados pela seguinte expressao (BOTTCHER,;
BORDEWILJK, 1973):

SWANG

Ao (7.1)

T

Outra semelhanca esta nos dados de o, também presentes nos modelos de eletro-
permeabilizacao estatico e dindmico propostos por outros grupos de pesquisa. O trabalho
de Sel et al. (2005) apresentam o valor de oy entre 0,027 S/m e 0,091 S/m para figado de
coelho (Sel et al., 2005). Para rins de porco o valor de o5 ¢ entre 0,012 S/m ¢ 0,03 S/m
(NEAL et al., 2012). Para figado bovino o valor apresentado por Langus et al. (2016) foi
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de 0,065 S/m (LANGUS et al., 2016).

7.1.2 Amostras de figado de rato

Os espectros de condutividade e constante dielétrica para o figado de rato sao
apresentados na Figura 19 cujas médias (Média) e desvio padrao (D) sado oriundas de 7
amostras. Os parametros de dispersao foram obtidos da mesma forma aos apresentados para

os tecidos do coelho e possuem os seguintes valores de média e desvio padrao: 0,=0,0173 +

0,0039 (S/m), Ac = 0,0524 =+ 0,008767 (S/m), 73 = 10,6 & 1,15(us) e 8 = 0,37 + 0,020,

Apesar de diferentes espécies, ha semelhanca entre os espectros de figado de rato
e coelho. Contudo, é necessario cuidado com a generalizacao dos espectros. Assim, caso
se deseje obter uma simulagao realista dos fendmenos elétricos que ocorrem no tecido
recomenda-se o levantamento das propriedades elétricas conforme foi apresentado nesse
trabalho.

Figura 19 — Condutividade e constante dielétrica do figado de rato
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

7.2 CURVAS EXPERIMENTAIS E SIMULADAS DA ELETROPERMEABILIZACAO
EM COELHOS E RATOS

Nessa se¢ao, sao apresentados as curvas de correntes experimentais e simuladas,
para os tecidos de figado, rim e coracao de coelho, além do tecido de figado de rato. Os
resultados serao apresentados em fungdo do campo elétrico maximo que corresponde a 370
V/em, 926 V/cm e 1481 V/em para os potenciais de 200 V, 500 V e 800 V respectivamente.
A média experimental e simulada do aumento da temperatura na superficie da amostra é
apresentada para o Protocolo A) . No estimulo de 370 V/cm, o aumento de temperatura

ficou na mesma ordem de grandeza do ruido térmico dificultando a interpretacao desse
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resultado. O aumento de temperatura foi insignificante no Protocolo B). Os Protocolos A)
e B) néo foram realizados no campo elétrico de 370 V/cm devido a quantidade limitada
de amostras de coracao. Nos graficos dessa secao as curvas Ezp é composta pela média
de 5 amostras, D é o desvio padrao adicionado ou subtraido da média. Os experimentos
foram realizados na temperatura de 20°C. A curva MCE Sem Ep é a simulagdo para
nao ocorréncia do fenémeno de eletropermeabilizagao. As curvas MCE e COMSOL sao
os resultados obtidos pelos dois métodos de simulacao. Vale destacar que a dispersao

dielétrica nao foi implementada no software COMSOL Multiphysics® .

7.2.1 Amostras de tecido de figado de coelho

Ao observar as curvas de corrente experimental na Figura 20 estimuladas com o
Protocolo A) para os campos elétricos de 926 V/cm e 1481 V/cm é nitido o comportamento
da eletropermeabilizacdo. H4 um aumento da corrente durante o primeiro pulso, devido a
criacdo e expansao de poros na membrana celular facilitando assim a movimentacao dos
ions presentes no meio. Nos pulsos subsequentes ha um aumento adicional da corrente, ou
seja, ha um efeito de memoria da eletropermeabilizacao onde os poros criados durante o
pulso anterior nao conseguem se fechar no intervalo de tempo entre os pulsos. Tal efeito se
deve a peroxidagao lipidica da membrana celular (REMS et al., 2019). Contudo, o aumento
da corrente atinge um limite, ocorrendo a saturagdo do processo. Uma justificativa para a
saturagao é a grande quantidade de poros presentes na membrana celular. A saturacao
ocorre a partir do momento em que o nimero de poros criados apenas compensa 0s
poros fechados no intervalo entre pulsos. Isso tende a acontecer na medida em que a

condutividade inicial nos pulsos é alta.

A Tabela 4 apresenta o aumento percentual das correntes experimentais no final de
cada pulso em relacao ao final do pulso anterior. Nota-se que o maior aumento percentual

ocorre nos quatro pulsos iniciais. Sdo apresentados resultados para o Protocolo A) e B).

Para a curva de 370 V/cm (Figura 20a) ¢é dificil observar a ocorréncia da eletroper-
meabilizacdo, devido ao fato do potencial transmembrana ser préximo ao limiar e, por isso,
o fendmeno de eletropermeabilizacao apresentar baixa intensidade. Assim o aumento da
corrente durante o pulso ¢ minimo ou nao ocorre. Essa é uma das razoes da apresentagao
da simulagdo sem a ocorréncia da eletropermeabilizacao. Comparando as correntes (com e
sem eletropermeabilizagdo) fica evidente a ocorréncia do fenémeno. A titulo de comparagao
entre as correntes simuladas no MCE com e sem eletropermeabilizacao temos os seguintes
dados da diferenca percentual da corrente ao final do primeiro pulso apresentado na Tabela

5 para os Protocolos A) e B).

No Protocolo B) o tempo de duragao do pulso foi diminuido, aumentando assim a
frequéncia fundamental da onda para 50 kHz. A Figura 21 apresenta as curvas de correntes

experimentais para o figado de coelho estimulados com esse protocolo. Nessa faixa de
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Tabela 4 — Aumento percentual da corrente elétrica experimental, o termo P12 indica
o aumento percentual da corrente ao final do segundo pulso em relagao ao
primeiro, a mesma logica é aplicada aos demais termos. O termo Pa é o aumento
percentual acumulado ao longo dos pulsos, obtido pela soma algébrica dos
aumentos percentuais. Fig é a abreviacdo de Figado. Os indices a) e b) se
referem as curvas dos protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo
B) respectivamente

Ensaio | p12 | P23 | P34 | P45 | P56 | P67 | P78 | P89 | P910 | Pa

ie 30 sy | asa | 154 | 0,96 | 254 | 095 | 013 | 1,25 | 037 | 1461
V/cm a)
g 92601 o0 | 272 | 155 | 140 | 140 | 085 | 078 | 070 | 0,70 | 14,30
V/cm a)
Fig. 1481 451 | 243 | 1,97 | 1,87 | 0,755 | 1,45 | 1,04 | 0,83 0,67 | 15,53
V/cm a)
g 510 o g7 | 078 | 1,07 | 308 | 288 | 184 | 433 | 207 | 318 | 288
V/cm b)
Pig 920y 50 | 238 | 140 | 0,36 | 3,33 | 0,98 | 1,18 | 0,49 | 1,50 | 16,12
V/cm b)
g 1481 1 953 | 320 | 265 | 147 | 1,02 | 143 | 0,74 | 098 | 048 | 1459
V/cm b)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Tabela 5 — Aumento percentual da corrente simulada com eletropermeabiliza¢ao em relagao
a corrente simulada sem eletropermeabilizagdo ao final do primeiro pulso para
amostras de figado de coelho. Os indices a) e b) se referem as curvas dos
protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo B) respectivamente

Ensaio | 370 V/em | 926 V/em | 1481 V/cm
Figado a) 235 % 575 % 792 %
Figado b) 79 % 268 % 404 %

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 20 — Forma de onda das correntes experimentais e obtidas por simulagao com
os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de figado de
coelho estimuladas com o protocolo de 5 kHz (Protocolo A), e eletrodos de
agulhas. Os indices a), b) e ¢) s@o os resultados para os campos elétricos de
370 V/cm, 926 V/cm e 1481 V/cm respectivamente
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frequéncia as curvas experimentais de corrente praticamente nao apresenta evidéncia
da eletropermeabilizacao devido a intensa corrente de deslocamento que se sobrepoem a
corrente resultante da abertura de poros no tecido. A simples visualizacao da forma de onda
nao é capaz de informar se a eletropermeabilizacao estd ou nao ocorrendo. Ao comparar o
aumento percentual das correntes simuladas no MCE (com e sem eletropermeabilizagao) ao
final do primeiro pulso é possivel constatar a ocorréncia do fendmeno conforme apresenta
a Tabela 5. Apesar da ocorréncia do fend6meno nota-se que o aumento da corrente devido
a eletropermeabilizagao é inferior ao apresentado pelo Protocolo A) tal fato pode ser
justificado: pela largura do pulso no Protocolo B) ser 10 % da largura do pulso no
Protocolo A); o aumento da frequéncia e a condutividade mais elevada devido a dispersao
dielétrica provoca um aumento da corrente simulada sem eletropermeabilizacao. A titulo
de comparagcao, a resposta em frequéncia de células em suspensao foi avaliada por Garcia-
Sénchez et al. (2018), onde foi utilizado diferentes protocolos senoidais para avaliar o
percentual de células permeabilizadas, por meio da espectroscopia de fluorescéncia. Até 50
kHz o percentual de células permeabilizadas é préximo a 90 %, na frequéncia de 100 kHz
o percentual de células eletropermeabilizadas ficou menor que 20 % (GARCfA—SANCHEZ
et al., 2018). Tal efeito revela que a intensidade da eletropermeabiliza¢ao reduz com o

aumento da frequéncia aplicada.

O aumento da corrente experimental entre os pulsos consecutivos ocorre para os
campos elétricos de 926 V/cm e 1481 V/cm, como apresenta a Tabela 4. Tais valores
apresentam flutuagoes, contudo, o aumento percentual acumulado é de aproximadamente
15 % entre os protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo B) exceto para
o campo elétrico de 370 V/cm. A justificativa para essa diferenga estd na corrente de

deslocamento que interfere muito na corrente do Protocolo B).

As correntes obtidas pela simulacdo com o uso do modelo proposto apresentado nas
Equagoes (3.9) e (3.10) sao semelhantes as médias dos resultados experimentais conforme
apresentam as Figuras 20 e 21. A Figura 22, apresenta os erros percentuais entre as médias
experimentais e as curvas de correntes obtidas por simulagao para o figado de coelho,
sendo os indices a) e b) referentes ao protocolo de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo
B) respectivamente. O erro percentual foi calculado com base no valor médio da corrente
durante o pulso. Os picos devido a corrente de deslocamento foram suprimidos para o

calculo do erro.

As simulagoes obtidas com o MCE apresentam boa concordancia com os resultados
experimentais com erros abaixo de 8 %. Exceto para o primeiro pulso do Protocolo B),

contudo os resultados simulados estdao dentro dos desvios padrdes experimentais.

As simulagoes obtidas com o COMSOL Multiphysics® apresentaram erros de 4
% maiores aos apresentados pelo MCE no Protocolo A). No Protocolo B) o erro atingiu

40 % para o primeiro pulso estimulado com o campo elétrico de 370 V/cm. Tais erros



Capitulo 7. Resultados e Discussdo 74

Figura 21 — Forma de onda das correntes experimentais e obtidas por simulagao com
os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de figado de
coelho estimuladas com o protocolo de 50 kHz (Protocolo B), e eletrodos de

agulhas. Os indices a), b) e ¢) s@o os resultados para os campos elétricos de
370 V/cm, 926 V/cm e 1481 V/cm respectivamente
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sao associados a dispersao dielétrica que nao esta sendo modelado neste software. Com o
aumento da frequéncia os efeitos dispersivos do tecido biolégico nao podem ser ignorados
sob pena de subestimar a corrente que circula no tecido. No Protocolo A) ha grande
semelhanca entre os resultados simulados com ambos os métodos, isso revela que a dispersao
dielétrica tem menor influéncia nessa faixa de frequéncia, contudo os resultados obtidos
com o MCE apresentam menor erro em comparacao com os obtidos com o COMSOL
Multiphysics® . Vale destacar que o objetivo do trabalho nao é comparar os dois métodos
numéricos, contudo, salienta-se que o tempo de simulagdo em ambos os simuladores ficou

em torno de 10 horas para as discretizagoes espaciais utilizadas.

Os valores dos parametros utilizados nas simulag¢oes dos Protocolos A) e B) para
figado de coelho sao apresentados na Tabela 6. O parametro o; foi ajustado entre os dois
protocolos. Os pardmetros o; e Ey foram ajustados para os diferentes niveis de tensao. Os
demais parametros nao sofreram alteragoes em funcao do protocolo ou da amplitude de
campo elétrico aplicado sob o tecido. A varia¢ao de o, em fungdo do Protocolo A) ou B)
pode ser justificado pela diferenca de animal, fato ja observado nas propriedades elétricas
do tecido intacto. A dependéncia de o; com a intensidade de campo elétrico aplicado
¢é justificada devido o nivel de criagdo de poros na membrana celular. Esse parametro
estd intimamente relacionado com a condutividade do eletrélito. E obvio que oy nunca
atinge a condutividade do eletrélito, pois caso isso ocorra a membrana seria destruida
como no fenomeno de eletropermeabilizacao irreversivel. Além de limitar o valor de oy, o,
produz uma divisao de tensao com a condutividade da membrana resultando na reducao
do potencial transmembrana quando a eletropermeabilizacdo se torna intensa. O termo
o¢/ (o1 + 0, (t)) modela esse efeito nas Equagoes (3.9) e (3.10). O pardmetro Es influéncia
no tempo de relaxacao, ou seja, esta relacionado com a abertura e fechamento dos poros
na membrana. Observa-se que tal pardmetro aumenta com o aumento do campo elétrico
aplicado de maneira proporcional, mantendo a mesma ordem de grandeza do quociente
E/E5. Com o resultado obtido com os valores do pardmetro Es supoe-se que a velocidade
de abertura dos poros sofre pouca influéncia da intensidade de campo elétrico aplicado

sob o tecido.

A Figura 23 apresenta a média da condutividade de eletropermeabilizagdo simulada
no MCE. Os indices a) e b) se referem aos resultados para os protocolos de 5 kHz (protocolo
A) e 50 kHz (protocolo B) respectivamente. O volume entre os eletrodos foi considerado
no calculo da média, sendo limitado as seguintes dimensoes: eixo x - de 0,0 mm e 9,9
mm; eixo y de 2,6 mm e 7,4 mm; eixo z - 0,0 mm e 9,0 mm (Figura 24). As curvas de
condutividade apresentadas na Figura 23 a) e b) corroboram com as caracteristicas que ja
foram apresentadas do fenomeno de eletropermeabilizacao, o aumento da condutividade

durante o pulso, a diminui¢ao entre pulsos, o efeito da memoria e a saturacao do processo.

A Figura 25 apresenta as curvas de nivel o, simulada no MCE na superficie da
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Figura 22 — Erros percentuais por pulso no calculo da corrente obtida por simulacao com
os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de figado
de coelho estimuladas pelo protocolo de 5 kHz (protocolo A) em a) e pelo
protocolo de 50 kHz (protocolo B) em b)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 23 — Médias das condutividades de eletropermeabilizacdo de amostras de figado
de coelho como fun¢ao do tempo na sequéncia de 10 pulsos para os campos
elétricos de 370 V/cm, 926 V/cm e 1481 V/cm. Protocolos de 5 kHz (protocolo
A) e 50 kHz (protocolo B) apresentados em a) e b) respectivamente
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Tabela 6 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacao para amostras figado de coelho,
que minimizam o erro entre as curvas numéricas e experimentais. Os indices a)
e b) se referem aos protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo B)

respectivamente
Pardmetros | Figado 370 V/ecm | Figado 926 V/ecm | Figado 1481 V/cm
o, (S/m) 1x1078 1x1078 1x1078
o¢ (S/m) a) 0,135 0,350 0,465
o¢ (S/m) b) 4x10~2 0,150 0,200
Timin (8) 1x10~¢ 1x10~¢ 1x10~¢
AT (s) 2x1073 2x1073 2x1073
E; (V/m) 2300 2300 2300
Ey (V/m) 7000 20000 30000

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Figura 24 — Regiao espacial para o cdlculo da condutividade de eletropermeabilizacao
média. Os eletrodos nao fazem parte dessa regiao

9,0 mm

2,6 mm 74mm y

X 9,9 mm

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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amostra ao final do protocolo de 5 kHz (protocolo A) estimulado com o campo elétrico

de 1481 V/cm. De modo em geral a regiao entre e ao redor dos eletrodos atinge o

valor de o; em todas as simulagdes. Com esse grafico é possivel obter a regido de tecido

eletropermeabilizada, sendo fundamental na elaboragao de protocolos clinicos como na

eletroquimioterapia.

Figura 25 — Curvas de nivel de o, para amostras de figado de coelho estimulada com 1481
V/cm com eletrodos de agulhas ao final do protocolo de 5 kHz (protocolo A).
E destacado as posigoes do par de eletrodos de agulhas
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Posi¢éo eixo y (mm)

0,40

0,35

As curvas de temperatura da superficie das amostras sdo apresentadas em dois

eixos: Firol e Fixo 2 conforme apresenta a Figura 25. Essa serd uma analise qualitativa

entre as curvas numeéricas e experimentais. A razao para isso, é a baixa frequéncia de

amostragem das imagens térmicas - 2,5 imagens por segundo. Assim, ao final do protocolo

foi realizada a simulag@o térmica por mais 400 ms sendo apresentadas as imagens nesse

instante de tempo. Esse controle nao ocorre na obtencao das curvas experimentais cuja

imagem foi capturada no intervalo de 0 ms e 400 ms apds o inicio dos pulsos.

As Figuras 26 e 27 apresentam a distribuicao de temperatura ao longo dos Eixos

1 e 2. H4 semelhanca na ordem de grandeza entre os valores simulados e experimentais.

Observa-se que ao redor dos eletrodos ha um aquecimento intenso, fato esse ja esperado

devido a intensidade do campo elétrico e a maior dissipacao de poténcia nessa regiao.

Comparando os programas de simulagao ambos utilizam a equagao de transferéncia de

calor - Equacgdo (2.48) e os resultados obtidos sdo praticamente idénticos. O objetivo da
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leitura das imagens térmicas é uma contra prova a fim de verificar se o modelo proposto

esté realizando o calculo de maneira correta.

A dependéncia da condutividade com o aumento da temperatura nao foi incluida no
modelo de eletropermeabilizagao utilizado. Ramos e Weinert (2017) (RAMOS; WEINERT,
2017) apresentam a variagdo dos pardmetros do modelo com o aumento da temperatura,
contudo, foi verificado que sua inclusao apresenta uma diferenca de 1,5% na forma de onda
da corrente para o campo elétrico de 1481 V/cm. Com a finalidade de deixar o modelo
mais simples, optou-se por desprezar esse efeito, visto que, o aumento da temperatura nao

influéncia de maneira significativa a forma de onda da corrente elétrica obtida.

O aumento de temperatura ¢ uma preocupacao na eletropermeabilizacao irreversivel.
Tal técnica utiliza de alta tensdao fornecida em comprimentos de pulsos curtos para
alterar permanentemente a permeabilidade das membranas celulares, que resulta em
morte celular retardada por apoptose (DAVALOS; RUBINSKY; MIR, 2003), (DUNKI-
JACOBS; PHILIPS; 11, 2014). Além da destruicao celular sem o uso de energia térmica,
a eletropermeabilizacao irreversivel nao atinge o tecido conjuntivo subjacente, e assim,
a restricao de estruturas vitais pode ser evitada (DAVALOS; MIR; RUBINSKY, 2005),
(DUNKI-JACOBS; PHILIPS; II, 2014).

Figura 26 — Distribuicao de temperatura experimental e obtidas por simulagdo com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® na superficie da amostra de
figado de coelho estimulada com 926 V/cm do protocolo de 5 kHz (protocolo
A). Os indices a) e b) se referem aos Eizos I e 2 respectivamente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

O figado de coelho também foi estimulado com rampas de tensao, aplicado com
eletrodos de agulhas e placas paralelas - Protocolo C). Nao foram obtidos resultados para
os demais orgaos devido a quantidade limitada de amostras. Para cada rampa foram

utilizadas trés amostras de figado de coelho, assim nos graficos o termo Exp representa a

média das aquisigoes.
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Figura 27 — Distribuicao de temperatura experimental e obtidas por simulagao com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® na superficie da amostra de
figado de coelho estimulada com 1481 V/ecm do protocolo de 5 kHz (protocolo
A). Os indices a) e b) se referem aos Eizos 1 e 2 respectivamente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Os principais protocolos reportados na literatura sao pulsos de tensao devido a sua
eficiéncia na permeabilizacao de células (KOTNIK et al., 2003). O objetivo da rampa é
testar o modelo de eletropermeabilizagdo proposto com outra forma de onda e além disso

com campo elétrico uniforme (eletrodo de placas paralelas).

As Figuras 28 e 29 apresentam os resultados obtidos para os eletrodos de agulha e
placas paralelas respectivamente. Sao apresentados resultados para os tempos de subida
de 100 ps, 500 ps e 800 us, embora todos os tempos destacados no Protocolo C) tenham
sido realizados, o modelo conseguiu representar adequadamente todas as rampas, uma vez
que os erros médios entre as curvas de correntes experimentais e simuladas flutuam em
torno de 6 % conforme apresenta a Tabela 7. As formas de onda da corrente experimental
apresentam dois tipos de comportamento: no inicio da rampa ha um comportamento linear,
em que a eletropermeabilizacdo nao esta ocorrendo; quando o campo elétrico atinge o
limiar de eletropermeabilizacao a derivada da corrente aumenta, mudando a inclinacao da

forma de onda da corrente.

H& outros trabalhos com a forma de onda de rampa de tensdo, o trabalho de
Pliquett et al. (2003) se utiliza de forma de onda trapezoidal com rampa de subida de
150 kV/s. A forma de onda da corrente experimental corrobora com os resultados obtidos
nesse trabalho, com um comportamento linear e nao linear dependendo da intensidade
de campo elétrico aplicado (PLIQUETT et al., 2004). Tal efeito também é verificado em
experimentos de patch clamp a nivel celular (CRANFIELD et al., 2014), (HOILES et al.,
2014).

15
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A Figura 30 apresenta a forma de onda da corrente simulada no MCE versus
o campo elétrico aplicado. Ao observar essa figura é possivel verificar uma mudanca
na inclinagdo da rampa quando o campo elétrico atinge 600 V/cm, indicando o limiar
de eletropermeabilizacao para o figado de coelho. Kranjc e Miklavcic (2016) obtiveram
por meio de simulagdo numérica o valor de 460 V /cm para o mesmo tecido (KRANJC;

MIKLAVCIC, 2016)
Os parametros de simulagio o, =1x107% (S/m), 7,=1x107%(s) e £;=2300 (V/m) sdo

iguais para todas as simulagoes obtidas para os eletrodos de agulhas e placas paralelas. O
parametro A7 apresentou o valor de 2x1073(s) e 4x1073(s) para a simulagdo com eletrodos

de agulhas e placas paralelas respectivamente. Os parametros o; e Ey sao apresentados na
Tabela 8.

Tabela 7 — Erro médio entre as curvas de correntes experimentais e obtidas por simulagao
com os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para o Protocolo C). Os
indices (*) e (+) se referem aos experimentos com eletrodos de agulha e placas
paralelas circulares respectivamente

Tempo (us)| MCE (%) COMSOL (*) | MCE (+) | COMSOL (+)
100 5,75 6,62 7,10 6,32
200 4,10 5,67 5,49 4,97
300 6,41 5,40 4,87 5,68
400 5,73 5,49 4,52 4,62
500 6,80 7,07 4,81 5,27
600 7,02 6,94 5,02 5,81
700 6,28 5,10 3,91 3,91
800 5,66 5,45 6,75 5,00
2400 8,15 6,65 8,38 3,14

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

De maneira geral os parametros o; e Fy sofreram alteracoes significativas entre os
resultados obtidos pelas rampas de tensao com diferentes eletrodos. Tal diferenca pode ser
explicada pela forma de distribuicao do campo elétrico entre os eletrodos. No caso dos
eletrodos de agulhas o campo elétrico é ndo uniforme conforme apresenta a Figura 31a). O
campo elétrico uniforme é obtido com eletrodos de placas paralelas como mostra a Figura
31b). Outro aspecto a ser notado é a maior intensidade de campo elétrico para os eletrodos
de agulhas em comparacao com os obtidos para placas paralelas para a mesma tensao de
estimulo, tal fato leva a uma eletropermeabilizacao mais intensa, sendo necessario maiores

valores de o, nessas simulagoes.
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Figura 28 — Forma de onda das correntes experimentais e obtidas por simulagao com
os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de figado de
coelho estimuladas com o Protocolo C) com eletrodos de agulhas com os
tempos de subida das rampas de 100 s a), 500 pus b) e 800 us c)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 29 — Forma de onda das correntes experimentais e obtidas por simulagao com
os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de figado de
coelho estimuladas com o Protocolo C) com eletrodos de placas circulares
paralelas com os tempos de subida das rampas de 100 us a), 500 us b) e 800
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Tabela 8 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacao para amostras de figado de
rato estimuladas com o Protocolo C). Os indices (*) e (4) se referem aos expe-
rimentos com eletrodos de agulha e placas paralelas circulares respectivamente

Tempo (us)| ot (S/m) (*) | B2 (V/m) (*) | o¢ (S/m) (+) | Ez (V/m)(+)
100 0,30 35000 0,16 30000
200 0,25 35000 0,15 40800
300 0,18 35000 0,14 40800
400 0,20 35000 0,14 40800
500 0,18 40800 0,11 40800
600 0,19 40800 0,08 40800
700 0,22 40800 0,10 40800
800 0,23 40800 0,08 40800
2400 0,30 50000 0,12 40800

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Figura 30 — Forma de onda das correntes simuladas no MCE versus campo elétrico para
amostras de figado de coelho estimuladas com o Protocolo C) com eletrodos
de agulhas paralela em a) e placas paralelas circulares em b).
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Figura 31 — Distribuicao de campo elétrico ao final da rampa de 100 us obtidas pelo
programa MCE. a) eletrodos de agulhas e b) eletrodos de placas paralelas
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

7.2.2 Amostras de tecido de coragao de coelho

Os resultados apresentados nessa se¢do sdo para as amostras de coragao de coelho.
De maneira geral as analises sao semelhantes as ja relatadas na secao anterior. Serao

discutidas eventuais diferencas entre os resultados.

As Figuras 32 e 33 apresentam as curvas de correntes experimentais e obtidas por
simulac¢oes com os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para os protocolos de 5
kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo B) respectivamente. A principal diferenga entre as
correntes obtidas para o figado e coracao de coelho esta na amplitude. Embora as correntes
possuem praticamente a mesma amplitude, vale ressaltar que a espessura das amostras de
figado continham 10 mm contra 5 mm do coracao. Tal resultado ja era esperado uma vez

que a condutividade estatica obtida para as amostras de coracao é aproximadamente 2,7
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vezes maior que para as amostras de figado conforme apresenta a Tabela 3.

O aumento percentual das correntes experimentais no final de cada pulso em relagao
ao pulso anterior é apresentado na Tabela 9. A comparacao entre as corrente simuladas no

MCE com e sem eletropermeabilizacao ao final do primeiro pulso é mostrado na Tabela 10.

Apenas os parametros o; e Fy sofreram alteracoes para a obtencao dos resultados
simulados no tecido de coracao de coelho, eles sao apresentados na Tabela 11. Os demais

parametros sao iguais aos obtidos para o figado de coelho tendo os seguintes valores: o, =

1x1078 (S/m), Tmin = 1x107° (s), A7 = 2x1073 (s), e F; = 2300 (V/m).

Tabela 9 — Aumento percentual da corrente elétrica experimental, o termo P12 indica
o aumento percentual da corrente ao final do segundo pulso em relagao ao
primeiro, a mesma logica é aplicada aos demais termos. O termo Pa é o aumento
percentual acumulado ao longo dos pulsos. Cor é a abreviacao de Coracao. Os
indices a) e b) se referem as curvas dos protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50
kHz (protocolo B) respectivamente

Ensaio | P12 | P23 | P34 | P45 | P56 | P67 | P78 | P89 | P910 | Pa
Cor. 9261y g5 | 149 | 1,33 | 078 | 070 | 071 | 031 | 063 | 054 | 843
V/cm a)
Cor- 8L o 04 | 179 | 147 | 1,14 | 055 | 1,50 | 0,63 | 059 | 1,13 | 11,74
V/cm a)
Cor- 9261y 50 | 132 | 020 | 087 | 050 | 050 | 036 | 028 | 021 | 567
V/cm b)
Cor. ML g1 | 176 | 0,19 | 153 | -038 | 1,14 | 0,00 | 037 | 1,13 | 591
V/cm b)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Tabela 10 — Aumento percentual da corrente simulada com eletropermeabilizacdo em
relacdo a corrente simulada sem eletropermeabilizagao ao final do primeiro
pulso para amostras de coragao de coelho. Os indices a) e b) se referem
as curvas dos protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo B)

respectivamente
Ensaio | 926 V/cm | 1481 V/cm
Coragao a) 402 % 575 %
Coragéo b) 466 % 540 %

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A Figura 34 apresenta os erros percentuais por pulso no célculo da corrente obtida
por simulacdo com os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de
coragao de coelho para os protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo B). As

correntes simuladas obtidas com o programa MCE obtiveram erros percentuais abaixo
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Figura 32 — Forma de onda das correntes experimentais e obtidas por simulagao com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de coracao de
coelho estimuladas com o protocolo de 5 kHz (Protocolo A), e eletrodos de
agulhas. Os indices a), b) e ¢) s@o os resultados para os campos elétricos de
370 V/cm, 926 V/cm e 1481 V/cm respectivamente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Tabela 11 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacao para amostras de coracao de
coelho. Os indices a) e b) se referem aos protocolos de 5 kHz (protocolo A) e
50 kHz (protocolo B) respectivamente

Parametros ‘ Coragao 926 V/cm ‘ Coragao 1481 V/cm
o¢ (S/m) a) 0,600 0,855

o (S/m) b) 0,700 0,855

B> (V/m) 17000 27000

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 33 — Forma de onda das correntes experimentais e obtidas por simulagao com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de coracao de
coelho estimuladas com o protocolo de 50 kHz (Protocolo B), e eletrodos de

agulhas. Os indices a), b) e ¢) s@o os resultados para os campos elétricos de
370 V/cm, 926 V/cm e 1481 V/cm respectivamente
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de 2 % para o Protocolo A) e 4 % para o Protocolo B) exceto para o primeiro pulso do
Protocolo B) com erros percentuais préximos a 9 %. Os resultados obtidos com o COMSOL

Multiphysics® apresentam erros maiores, contudo as curvas de correntes simuladas estao

dentro do desvio padrao experimental.

Figura 34 — Erros percentuais por pulso no calculo da corrente obtida por simulacao com
os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de coragao
de coelho estimuladas pelo protocolo de 5 kHz (protocolo A) em a) e pelo
protocolo de 50 kHz (protocolo B) em b)

6

a)

= MCE 800 V Comsol 800 V
= = =MCE500V = = =Comsol 500 V

ol
T
1
1

- -

~
T

w
T

1

]

N
T

Erro Percentual (%)

0 500 1000 1500 2000
Tempo (us)

)12 L __ = MCE 800 V Comsol 800 V

1 = = =MCE500V = = =Comsol 500 V

O

Erro Percentual (%)
(o2}

0 50 100 150 200
Tempo (us)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A Figura 35 apresenta a média da condutividade de eletropermeabilizagdo simulada
no MCE calculada no volume destacado na Figura 24.
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Figura 35 — Médias das condutividades de eletropermeabilizacao de amostras de coracao
de coelho como fun¢ao do tempo na sequéncia de 10 pulsos para os campos
elétricos de 370 V/cm, 926 V/cm e 1481 V/cm. Protocolos de 5 kHz (protocolo
A) e 50 kHz (protocolo B) apresentados em a) e b) respectivamente
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As Figuras 36 e 37 apresentam a distribuicao de temperatura ao longo dos Eixos
1 e 2. Observa-se grande semelhanca entre as distribui¢oes de temperatura simuladas e

experimental.

Figura 36 — Distribuicao de temperatura experimental e obtidas por simulagdo com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® na superficie da amostra de
coragao de coelho estimulada com 926 V/cm do protocolo de 5 kHz (protocolo
A). Os indices a) e b) se referem aos Eizos I e 2 respectivamente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Figura 37 — Distribuicao de temperatura experimental e obtidas por simulagao com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® na superficie da amostra de
coragao de coelho estimulada com 1481 V/cm do protocolo de 5 kHz (protocolo
A). Os indices a) e b) se referem aos Fizos 1 e 2 respectivamente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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7.2.3 Amostras de tecido de rim de coelho

Nessa secao sao apresentados os resultados obtidos para o tecido de rim de coelho.

Apenas as diferencas serao discutidas.

As Figuras 38 e 39 apresentam as curvas de correntes experimentais e obtidas por
simulagoes com os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para os Protocolos A) e

B) respectivamente.

O aumento percentual das correntes experimentais no final de cada pulso em relagao
ao pulso anterior é apresentado na Tabela 12. A comparacao entre as corrente simuladas
no MCE com e sem eletropermeabilizacdo ao final do primeiro pulso é mostrado na Tabela
13.

Tabela 12 — Aumento percentual da corrente elétrica experimental para amostras de rim
de coelho, o termo P12 indica o aumento percentual da corrente ao final do
segundo pulso em relagdo ao primeiro, a mesma logica é aplicada aos demais
termos. O termo Pa é o aumento percentual acumulado ao longo dos pulsos.
Os indices a) e b) se referem as curvas dos protocolos de 5 kHz (protocolo A)
e 50 kHz (protocolo B) respectivamente

Ensaio | P12 | P23 | P34 | P45 | P56 | P67 | P78 | P89 | P910 | Pa

Rim 570 91 | 1,01 | 0,58 | 0,06 | 0,20 | 0,87 | -0.21 | -0,04 | 0,39 | 2,99
V/cm a)
Hm 926 a3 | um | 128 | 120 | 057 | 071 | 058 | 051 | 043 | 951
V/cm a)
Rim 148115 15 | 186 | 201 | 1.20 | 087 | 057 | 018 | 0,77 | 078 | 11,36
V/cm a)
Rim 5701 60 | 0,36 | 0,15 | 0,83 | -079 | -0.70 | 0.87 | 0.01 | 038 | 0,21
V/cm b)
Rim 926 1 o5 | 141 | 0,65 | 1,14 | 065 | 056 | 0,39 | 0,39 | 039 | 5.3
V/cm b)
Rim 148115 o0 1 165 | 096 | 088 | 084 | 101 | 003 | 1.19 | 040 | 928
V/cm b)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Tabela 13 — Aumento percentual da corrente simulada com eletropermeabilizacdo em
relagao a corrente simulada sem eletropermeabilizacao ao final do primeiro
pulso para amostras de rim de coelho. Os indices a) e b) sao relacionados aos
protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo B) respectivamente

Ensaio | 370 V/em | 926 V/em | 1481 V/em
Rim a) 422 % 500 % 787 %
Rim b) 120 % 183 % 271 %

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 38 — Forma de onda das correntes experimentais e obtidas por simulagao com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de rim de coelho
estimuladas com o protocolo de 5 kHz (Protocolo A), e eletrodos de agulhas.
Os indices a), b) e ¢) sao os resultados para os campos elétricos de 370 V/cm,
926 V/cm e 1481 V/cm respectivamente
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Figura 39 — Forma de onda das correntes experimentais e obtidas por simulagao com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de rim de coelho
estimuladas com o protocolo de 50 kHz (Protocolo B), e eletrodos de agulhas.

Os indices a), b) e ¢) sao os resultados para os campos elétricos de 370 V/cm,
926 V/cm e 1481 V/cm respectivamente
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Apenas os parametros o; e Fy sofreram alteragoes para a obtencao dos resultados
simulados no tecido de rim de coelho, eles sao apresentados na Tabela 14. Os demais
parametros sao iguais aos obtidos para o figado e coragao de coelho tendo os seguintes
valores: 0, = 1x107% (S/m), Tyin = 1x107¢ (s), A7 = 2x1072 (s), e E; = 2300 (V/m).

Tabela 14 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacao para amostras de rim de
coelho. Os indices a) e b) se referem aos protocolos de 5 kHz (protocolo A) e
50 kHz (protocolo B) respectivamente.

Parametros ‘ Rim 370 V/cm ‘ Rim 926 V/cm ‘ Rim 1481 V/cm
o¢ (S/m) a) 0,29 0,345 0,55
¢ (S/m) b) 0,13 0,27 0,41

E> (V/m) a) e b) 5000 17000 28000

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A Figura 40 apresenta os erros percentuais por pulso no célculo da corrente obtida
por simulagdo com os programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de
rim de coelho para os protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo B). As
correntes simuladas obtidas com o programa MCE obtiveram erros percentuais abaixo de 3
% para o Protocolo A) e 6 % para o Protocolo B). Os resultados obtidos com o COMSOL
Multiphysics® apresentam erros maiores, principalmente no Protocolo B) para os campos
elétricos de 370 V/cm e 926 V/cm, devido a dispersao dielétrica que nao foi incluida na
simulac¢do nesse programa. Assim, no Protocolo B) para os campos elétricos de 370 V/cm

e 926 V/cm o erro percentual atinge 50% e 25% respectivamente.

A Figura 41 apresenta a média da condutividade de eletropermeabilizacao simulada

no MCE calculada no volume destacado na Figura 24.
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Figura 40 — Erros percentuais por pulso no célculo da corrente obtida por simulagao com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® para amostras de rim de coelho
estimuladas pelo protocolo de 5 kHz (protocolo A) em a) e pelo protocolo de 50

kHz (protocolo B) em b. Em b) as curvas do COMSOL Multiphysics® devem
ser multiplicada pelo fator 5 e 10
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Figura 41 — Médias das condutividades de eletropermeabilizacao de amostras de rim de
coelho como fungao do tempo na sequéncia de 10 pulsos para os campos de
370 V/cm, 926 V/cm e 1481 V/em. Protocolos de 5 kHz (protocolo A) e 50
kHz (protocolo B) apresentados em a) e b) respectivamente
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As Figuras 42 e 43 apresentam a distribuicao de temperatura ao longo dos Eixos

1 e 2. Observa-se grande semelhanca entre as distribui¢oes de temperatura simuladas e

experimental.

Figura 42 — Distribuicao de temperatura experimental e obtidas por simulagao com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® na superficie da amostra de rim
de coelho estimulada com 926 V/cm do protocolo de 5 kHz (protocolo A). Os
indices a) e b) se referem aos Eizos 1 e 2 respectivamente
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 43 — Distribuicao de temperatura experimental e obtidas por simulagao com os
programas MCE e COMSOL Multiphysics® na superficie da amostra de rim
de coelho estimulada com 1481 V/cm do protocolo de 5 kHz (protocolo A).
Os indices a) e b) se referem aos Eizos 1 e 2 respectivamente
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7.2.4 Comparacao da eletropermeabilizacao biologica em tecidos de coelho

Ao comparar os resultados obtidos para os diferentes tecidos, figado, coracao e rim
de coelho é possivel observar grande semelhancas entre eles. O que difere sao as amplitudes
das formas de onda de corrente, condutividade de eletropermeabilizacao e distribuicao

espacial de temperatura, fato esse ja esperado devido as caracteristicas elétricas e térmicas

de cada tecido.

Para o planejamento da eletroquimiterapia uma informacao essencial é a obtenc¢ao
da regiao de tecido eletropermeabilizado. Na literatura para obter essa avaliagdo os
pesquisadores apresentam graficos de distribuicdo de campo elétrico (MIKLAVCIC et al.,
2014), (COROVIC; ZUPANIC; MIKLAVCIC, 2008), (COROVIC et al., 2013). Contudo,
essa é uma informagao indireta, propomos nesta tese uma comparac¢ao com o valor da
condutividade estatica do tecido apresentada na Tabela 3. Supondo que para a ocorréncia
da eletropermeabilizagao a condutividade de eletropermeabilizagao (o,) deve ser superior
ao dobro da condutividade estdtica. A Figura 44 apresenta o percentual de area do tecido
cuja a condutividade de eletropermeabilizacdo é o dobro da condutividade estatica na
superficie da amostra no final dos Protocolos A) e B). A drea da superficie da amostra

simulada ¢ de 98 pm? (9,9mm x 9,9mm).

Figura 44 — Percentual de area dos tecidos de coelho cuja a condutividade de eletroper-
meabilizacao ¢é superior ao dobro da condutividade estatica na superficie da
amostra e ao final do protocolo de 5 kHz (protocolo A) e 50 kHz (protocolo B).
Area de simula¢do no programa MCE 98 ym? (9,9mm x 9,9mm). Protocolo
A) e B) apresentado nos indices a) e b) respectivamente.
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Ao observar a Figura 44a) fica evidente que o aumento do campo elétrico de

370 V/cm para 926 V/cm eleva significativamente a area de tecido eletropermeabilizado
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segundo a suposigao utilizada. Contudo, ao aumentar o campo elétrico para 1481 V/cm o

aumento percentual em relagao a drea obtida para 926 V/cm foi de aproximadamente 4%.

Para o protocolo de 50 kHz (protocolo B) o resultado da regiao de tecido eletroper-
meabilizado segundo a suposigao utilizada é apresentada na Figura 44b). A édrea atingida
¢ menor comparada com o Protocolo A). Todavia, tal resultado ja era esperado uma vez
que a largura do pulso no Protocolo B) é 10 % da largura do pulso no Protocolo A). Ou

seja, menos tempo de estimulo do tecido e por consequéncia menos poros criados.

7.2.5 Amostras de tecido de figado de rato

Nessa se¢ao sao apresentas curvas obtidas para o figado de rato. Devido as dimensoes
dos tecidos desses animais apenas o figado foi viavel para o estudo. Os comentarios a
respeito das formas de onda de corrente experimentais e simuladas ja foram destacados
nos itens anteriores. A Figura 45 apresenta a forma de onda das correntes experimentais e
obtidas por simulacao com o programa MCE para amostras de figado de rato. A Figura
46 apresenta os erros percentuais entre as médias experimentais e as curvas de correntes
obtidas por simulacao para o figado de rato. Os resultados simulados apresentam erro
méximo de 4,1 % em relagao a média das correntes experimentais. Os parametros utilizados
na simulacao sao apresentados na Tabela 15. Comparando com os parametros obtidos
para o figado de Coelho o pardmetro A7 apresentou maior variacao. Contudo o protocolo
utilizado nao foi o mesmo. Apesar disso, observa-se que o modelo proposto foi capaz de

representar corretamente a corrente experimental obtida.

Tabela 15 — Parametros do modelo de eletropermeabilizacao para amostras de figado de

Rato
Parametros ‘ Figado 714 V/cm ‘ Figado 926 V/cm ‘ Figado 1481 V/cm

oo (S/m) 1x10~8 1x10~8 1x1078
ot (S/m) 0,30 0,35 0,46

Timin (8) 1x10~¢ 1x10~¢ 1x10~¢

AT (s) 1x10~! 1x10~! 1x10~!
Ey (V/m) 2300 2300 2300
E5 (V/m) 15000 20000 30000

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 45 — Forma de onda das correntes experimentais e obtidas por simulagao com o
programa MCE para amostras de figado de rato estimuladas com o protocolo
de 1 kHz (protocolo E). Os indices a), b) e ¢) sdo os resultados para os campos
elétricos de 714 V/cm, 1071 V/cm e 1428 V/cm respectivamente
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Figura 46 — Erros percentuais por pulso no calculo da corrente obtida por simulacao com
o programa MCE para amostras de figado de rato estimulada pelo protocolo
de 1 kHz (protocolo E)
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7.2.6 Analise dos parametros do modelo de eletropermeabilizagao

Com base nos parametros do modelo obtidos que minimizam o erro entre a curva

simulada e a curva experimental pode-se fazer as seguintes constatacoes:

o Os parametros o,, T, € F1 s20 iguais para protocolos de pulsos e rampas.

« Apenas o pardmetro o, variou entre os Protocolos A) e B). A diferenga entre os
Protocolos A) e B) é a frequéncia fundamental dos pulsos cujos valores sao de 5
kHz e 50 kHz respectivamente. Vale destacar também que o intervalo de tempo

entre a realizacdo do Protocolo A) e B) foi de 30 dias.

e O valor de o; é aproximadamente 9 vezes o valor de o, para o campo elétrico
méximo de 1481 V/cm.

A fim de compreender com mais detalhes a funcao de cada parametro do modelo
utilizado foram realizadas simulagoes com a variagao dos mesmos. Tomando como base
os parametros obtido no Protocolo A) para o figado de coelho estimulado com o campo
elétrico de 1428 V/cm cada pardmetro serd variado individualmente nos seguintes valores
apresentados na Tabela 16. Por exemplo, o pardmetro o; foi modificado e os demais para-

metros foram mantidos nos valores obtidos para o figado de coelho estimulado com a tensao
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de 800 V, a mesma légica se aplica aos demais. Os pardmetros foram alterados em torno do
valor que minimiza o erro entre a curva experimental e simulada. Os pardmetros presentes
na coluna Vo foram utilizados para obter a curva simulada para o figado estimulado com
pulsos de campo elétrico maximo de 1428 V/cm. O pardmetro de condutividade inicial da

eletropermeabilizagao - o, nao foi modificado, uma vez que seu valor é menor.

A Figura 47a) apresenta a variagdo da curva de corrente em fungao de oy, que afeta
a amplitude de todos os pulsos. Para o parametro 7,,;, valores de tempo abaixo de 10
s nao alteram de maneira significativa a forma de onda. Com o aumento do tempo, a
forma de onda dos primeiros pulsos é fortemente afetado como mostra a Figura 47b). Os
parametros AT e Fy apresentam comportamento similares, sendo responsaveis pela forma
da onda e dinamica do processo. Também interferem na amplitude do sinal conforme
apresenta as Figuras 47¢) e 47e) . O pardmetro Es influéncia no tempo de relaxacao do
fendmeno. A resposta do sistema ¢é lenta para o limiar de 50000 V/m se comparado com
o limiar de 20000 V/m. Com relacao ao parametro E; valores abaixo de 8000 V/m nao
alteram de maneira significativa a forma de onda. Com o aumento desse parametro a
forma e a amplitude sdo modificados perdendo inclusive a forma exponencial da forma de

onda experimental como apresenta a Figura 47d).

Tabela 16 — Valores dos parametros do modelo utilizados para a analise de sensibilidade

Vi1 V2 V3 V4 V5 V6 v7 Vo

Parametro

o (S/m) | 0348 | 0418 | 0442 | 0512 | 0581 | 0,697 | 0930 | 0,465
Toin (115) 0,1 0,5 2,0 10 25 50 100 1,0
At (ms) 0,1 0,5 4,0 10 50 100 500 2,0
Ey (V/m) | 500 | 1000 | 4000 | 8000 | 15000 | 20000 | 30000 | 2300
E, (V/m) | 20000 | 25000 | 32000 | 35000 | 40000 | 45000 | 50000 | 30000

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 47 — Comportamento da forma de onda de corrente com a variagdo dos parametros:

a) o, b) Toin, ¢) A7, d) E7 e e) Ey. A Tabela 16 apresenta os valores dos
parametros utilizados em cada simulagao.
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7.2.7 Efeito da Memoria de Eletropermeabilizagao

A Figura 48 a) e b) apresentam a forma de onda da corrente para amostras de figado
de rato aplicado o Protocolo F) com o tempo entre pulsos de 1 ms e 6 s respectivamente.
Nota-se que com o aumento do tempo entre pulsos as formas de onda da corrente entre
os pulsos tendem a se aproximar. Assim pode-se concluir que os poros abertos durante o

primeiro pulso se recuperaram no intervalo de tempo entre os pulsos. A Figura 49 apresenta

a média da diferenca percentual e o desvio padrao para todos os intervalos de tempo das
amostras de figado de rato. Para cada intervalo de tempo o experimento foi repetido trés

vezes com amostras novas.

Figura 48 — Forma de onda da corrente para amostras de figado de rato para o primeiro
e segundo pulso com o tempo entre pulsos de: a) 1 ms b) 6s. Pulso com a
largura de aproximadamente 500 us
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Para os tecidos de coelho a Tabela 17 apresenta a diferenca percentual entre os

pulso com o desvio padrao. Para cada intervalo de tempo foram utilizadas 5 amostras.

A configuracao do tempo em nivel baixo entre os pulsos para as amostras do tecido
de coelho foi realizado de acordo com os resultados obtidos previamente para o figado de
rato apresentado na Figura 49. As amostras de rim e coracdo de coelho eram escassas,

assim o experimento foi realizado apenas para um tnico intervalo de tempo.

Ao observar a Figura 49 é nitido a recuperacao da membrana com o aumento do
tempo entre os pulsos. A partir dos resultados obtidos para figado de rato e tecidos de
coelho o tempo de recuperacao da membrana celular situa-se entre 1 s e 10 s. Tempo
esse semelhante ao obtido pelo trabalho de Chang e Reese (1990) para células isoladas de
eritrécitos cujo tempo foi de 10 s (CHANG; REESE, 1990).

Com esse resultado os protocolos de eletropermeabilizagao existentes devem ser

0,6



Capitulo 7. Resultados e Discussdo 107

Figura 49 — Diferenga percentual entre a média (3 amostras) da corrente de dois pulsos
separados pelo intervalo de tempo indicado no grafico. Campo elétrico de
1333 V/cm aplicado com eletrodos de placas paralelas circulares. As barras
indicam o desvio padrao.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Tabela 17 — Diferenca percentual entre as correntes de dois pulsos consecutivos para tecidos

de coelho

Ensaio Média Desvio Padrao
Coragao 1 s 2,29 0,24

Rim 1s 1,65 0,73
Figado 1 s 4,50 2,45
Figado 2 s 3,25 0,82
Figado 3 s 2,29 0,24
Figado 4 s 2,73 0,31
Figado 10 s 2,11 0,27

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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questionados, principalmente o utilizado na eletroquimioterapia que consiste na aplicacao
de 8 pulsos consecutivos, sendo que cada pulso com duracao de 100 us e o intervalo de
tempo entre os pulsos consecutivos de 1 s. Observe que o tempo entre pulsos é da mesma
ordem de grandeza do tempo de recuperacao da membrana obtido. A redugao do tempo
entre pulsos aumenta a quantidade de quimioterapicos no interior da célula? Trabalhos
futuros sao necessarios para avaliar o protocolo com a melhor taxa de entrega da droga

para o interior da célula.

Outro aspecto importante ¢é a reutilizacao das amostras em futuros experimentos de
eletropermeabilizagdo. Com esse trabalho, sabe-se que a ordem de grandeza do tempo de
recuperacao da membrana é em torno de segundos. Assim, uma mesma amostra poderia

ser reutilizada para o levantamento de novos dados.
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8 CONCLUSAO

Esta tese apresentou resultados experimentais e computacionais do fenémeno de
eletropermeabilizacao biolégica em tecidos. Foi utilizado o modelo dinamico da eletro-
permeabiliza¢ao proposto por Ramos e Weinert (2017) (RAMOS; WEINERT, 2017) que
descreve as caracteristicas fisicas do fenémeno: o rapido aumento da condutividade do

tecido, o efeito de memoria da eletropermeabilizagao e a saturacao do fenémeno.

Para a obtencao dos resultados experimentais foi desenvolvido um eletropermeabili-
zador capaz de gerar pulsos de tensao com amplitude de 800 V. Foram utilizados tecidos
biolégicos de duas espécies de animais: figado, rim e coracao de coelho e figado de rato,
sendo os 6rgaos fracionados para aumentar o nimero de amostras para os ensaios. Para a
simulagao numérica foram utilizados dois métodos de calculos: um baseado no Método do
Circuito Equivalente - MCE e o segundo no Método dos Elementos Finitos sendo utilizado
o software COMSOL Multiphysics ® .

Os resultados experimentais podem ser resumidos nos seguintes itens:

e Os espectros de impedancia para amostras de tecidos de coelho e rato possuem a

mesma ordem de grandeza dos espectros de tecidos de origem bovina apresentados
por Gabriel et al. (GABRIEL; LAU; GABRIEL, 1996).

e No Protocolo A) aplicado com tensao de 500 V e 800 V é nitido a visualizagdo da
eletropermeabilizacdo. A corrente elétrica aumenta durante o pulso. Entre pulsos
subsequentes os poros nao conseguem se recuperar e ocorre o efeito da memoria da
eletropermeabilizacdo sendo a corrente maior que o pulso anterior. Contudo esse

aumento atinge um limite provocando a saturacao do processo.

« No Protocolo A) aplicado com tensao de 200 V o aumento da corrente elétrica
durante o pulso é minimo ou nao ocorre. A eletropermeabilizagdo nesse caso esta
ocorrendo. Entretanto os niveis de corrente devido os mecanismos normais de
condugao e dispersao da amostra possuem ordem de grandeza similar a corrente de

eletropermeabilizacgao.

e O aumento de temperatura é significativo para o Protocolo A) aplicado com a

tensao de 800 V atingindo aproximadamente 5°C.

« No Protocolo B) devido o aumento da frequéncia fundamental para 50 kHz, a
simples visualizacao da forma de onda da corrente nao é capaz de informar a
ocorréncia da eletropermeabilizacao. Isso se deve a intensa dispersao dielétrica e

corrente de deslocamento que ocorre nessa faixa de frequéncia.

« No Protocolo C) com as curvas de corrente elétrica é possivel observar dois estagios:

no inicio da rampa a corrente aumenta de maneira linear, ou seja, a eletropermea-
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bilizagao nao ocorre; apos a tensao atingir um limiar h4 um aumento gradual da

corrente revelando a ocorréncia do fendmeno.

» No Protocolo E) devido o tempo de subida ser de 40 us e uma frequéncia fundamental
de 1 kHz, os efeitos dispersivos e da corrente de deslocamento nao interferem na

forma de onda da corrente.

« Nos Protocolos D) e F) é possivel estimar o tempo de recuperagao da membrana
com o controle do tempo em nivel baixo entre pulsos. Para tempos curtos entre
pulsos ha grande diferenga entre as curvas de correntes, com o aumento do tempo
entre pulsos a diferenca diminui. Assim, o tempo de recuperagdo da membrana dos

tecidos utilizados estao entre 1 s e 10 s.

O modelo proposto juntamente com os métodos de cédlculo numéricos obteve
resultados muito préximos as curvas experimentais. No Protocolo A) o ajuste com o MCE
resultou em erros menores que 7%, enquanto que para o COMSOL Multiphysics® os erros
atingiram 11%. No Protocolo B) o erro maximo obtido com a simulag¢do no MCE foi de
15%, para o COMSOL Multiphysics® o erro maximo foi de 50 %. No Protocolo C) o erro
com o programa MCE atingiu de 8,38 %, enquanto que para o COMSOL Multiphysics® o
erro maximo foi de 7,07 %. Para as amostras de figado de rato o erro maximo obtido com
o programa MCE foi de 4,1 %.

Os resultados simulados com ambos os programas de simulagao sdo muito seme-
lhantes. Contudo, vale destacar que o modelo da dispersao dielétrica foi incluido apenas
no programa MCE. Por essa razao que os resultados obtidos com o programa COMSOL
Multiphysics® para o Protocolo B) apresentam erros da ordem de 50 %. O Protocolo B)
apresenta frequéncia fundamental de 50 kHz e nessa regiao espectral a dispersao dielétrica

nao pode ser ignorada sob pena de subestimar a corrente elétrica.

O uso do modelo de eletropermeabilizacao biolégica proposto por Ramos e Weinert

(2017) gerou as seguintes conclusoes:

o Foi capaz de representar a dindmica da eletropermeabilizacao biolégica com base na
comparacao entre os resultados experimentais e computacionais tanto para pulsos

quanto para rampas de tensao. Tal fato mostra a qualidade do modelo utilizado.

o Permite a visualizacao da distribuicao espacial da condutividade de eletropermea-
bilizacao, sendo possivel o uso clinico com o auxilio da simulagao numérica para

prever a regiao do tecido eletropermeabilizado.

o Nao estd limitado a um tinico método de calculo, sendo possivel a implementagao em

programas de simulagoes comerciais, facilitando o seu uso por diversos pesquisadores.
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Os parametros do modelo dependem do tipo de tecido, da geometria dos eletrodos
e da intensidade de campo aplicado. A dependéncia com o tipo de tecido pode ser
justificada pelas propriedades elétricas distintas dos mesmos. O modelo proposto
por Ramos e Weinert (2017) depende do campo elétrico, a mudanga da geometria
de eletrodos consequentemente altera a distribuicao de campo elétrico na regiao,
afetando assim o valor dos parametros do modelo. A intensidade de campo aplicado
influencia na quantidade e dimensao de poros criados na membrana, devido a esse

fator ha também variacao dos parametros.

Comparando o modelo proposto por Ramos e Weinert (2017) com relagao aos

modelos proposto por Langus et al. (2016) (LANGUS et al., 2016) e Voyer et al. (2018)
(VOYER et al., 2018) geram as seguintes conclusoes:

Baixa quantidade de parametros no modelo;
Explicacgao fisica para os parametros do modelo;

Representacao da memoria da eletropermeabilizacao. Voyer et al. (2018) apresenta

resultado simulado para um tnico pulso de tensao;

Apesar do modelo proposto por Ramos e Weinert (2017) ser empirico, ele foi
baseado no trabalho de (DEBRUIN; KRASSOWSKA, 1998) que apresenta uma
transformacao da equagao de Smoluchowsky e obtém uma expressao para a variagao
da densidade de poros na membrana. Langus et al. (2016) destacam que nao
possuem nenhuma explicacao tedrica ou experimental pelo qual as equagoes foram

escolhidas para modelar o comportamento da eletropermeabilizagao;

Os resultados experimentais e computacionais do aumento da temperatura na

superficie das amostras possuem a mesma ordem de grandeza. Tal fato corrobora com a

qualidade do modelo de eletropermeabilizacao utilizado, pois, o aumento de temperatura

esta relacionado com a dissipacao de poténcia no volume da amostra que por sua vez

depende da condutividade e campo elétrico.

Outro resultado obtido pelo presente trabalho foi o tempo de fechamento dos poros

na membrana celular. Sua obtencao é simples, onde basta comparar as formas de onda de

corrente entre dois pulsos consecutivos com diferentes intervalos de tempo entre eles. O

tempo de recuperagdo da membrana celular ficou entre 1 s e 10 s para os tecidos estudados.

Com a obtenc¢ao e comprovagao da validade do modelo proposto, o trabalho nao se

encerra nesta tese. Novos estudos sao necessarios como destacados a seguir:

A avaliacao da regido eletropermeabilizada comparando o valor da condutividade de

eletropermeabilizacao com o valor da condutividade estatica é promissora. Contudo,
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estudos clinicos sao necessarios para avaliar quantas vezes a condutividade de
eletropermeabilizacao deve ser maior que a condutividade estatica para a ocorréncia

da eletropermeabilizacao.

o Até que faixa de frequéncia a dispersao dielétrica pode ser negligenciada sem

prejuizo na estimativa do valor da corrente elétrica ?
« O protocolo aplicado na eletroquimioterapia é o mais eficiente 7

e Uso do presente modelo em analises clinicas na oncologia veterinaria e avalia-
c¢ao dos resultados obtidos. Na sequéncia buscar parcerias para a aplicagao da

eletroquimioterapia em seres humanos.

» Caracterizagao dos parametros no modelo para outros tipos de tecidos e animais.
Elaboracao de um banco de dados com tais resultados a ser utilizado por diversos

profissionais.

o Aumentar a frequéncia de amostragem do sistema de aquisi¢ao das imagens térmicas.

Para obter com mais detalhes a resposta temporal do aumento da temperatura.

o Realizar experimentos in-vivo para avaliar a influéncia de artérias nos resultados

de aumento da temperatura.
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