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RESUMO

A otimizacdo dos tratamentos para doengas ndo transmissiveis, como o cancer é
essencial para melhorar a sobrevida e a expectativa de vida das pessoas. Atualmente,
a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia sdo os principais tratamentos disponiveis.
No entanto, a eletroporacdo (EP) é uma técnica promissora que pode ser aplicada
sozinha ou em combinagdo com outras técnicas para o tratamento de tumores
cancerosos. A EP consiste na formacdo de poros na membrana celular como
resultado da aplicagdo de campos elétricos (EF) de curta duragéo e grande magnitude,
permitindo a permeabilizacéo da célula e o transporte de moléculas que néo seriam
possiveis em um estado de homeostase. Dependendo da intensidade do EF, o pulso
aplicado pode ser reversivel (RE), permitindo a recuperacao celular apos a aplicacao,
ou irreversivel (IRE), resultando em morte celular. O presente estudo tem por objetivo
desenvolver o eletroporador compativel aos ensaios de pesquisas em eletroporagao
do IEB-UFSC com tenséo de saida variavel. O equipamento foi desenvolvido de forma
modular de forma a facilitar a construcéo e analise de funcionamento. Além disso, foi
realizado também a simulagédo de um novo modelo de eletrodo inserido dentro de uma
ponteira de pipeta para ser empregado nas aplicacdes de eletroporacdo em colbnias
de células. O presente equipamento demonstrou bons resultados nos testes
realizados alcancando a tensdo de 755 V, quanto ao modelo de eletrodo proposto, o
mesmo foi capaz de cobrir todo 0 espaco entre os eletrodos com um campo maior que
100 V/cm e extrapolar para além desta area. Desta forma, o presente equipamento e
a nova topologia de eletrodo se mostraram versateis e habilitando uma gama de
aplicacoes pertinentes as analises realizadas no IEB-UFSC.

Palavras-chave: Eletroporador. Eletroporagdo. Campo Elétrico. Eletroquimioterapia.



ABSTRACT

The optimization of treatments for non-communicable diseases, such as cancer, is
essential to improve people's survival and life expectancy. Currently, surgery, radiation
therapy, and chemotherapy are the main available treatments. However,
electroporation (EP) is a promising technique that can be applied alone or in
combination with other techniques for the treatment of cancerous tumors. EP consists
of the formation of pores in the cell membrane as a result of the application of short-
duration, high-magnitude electric fields (EF), allowing cell permeabilization and the
transport of molecules that would not be possible in a state of homeostasis. Depending
on the intensity of the EF, the applied pulse can be reversible (RE), allowing for cell
recovery after application, or irreversible (IRE), resulting in cell death. The present
study aims to develop an electroporator compatible with the electroporation research
assays at IEB-UFSC with variable output voltage. The equipment was developed in a
modular way to facilitate construction and functional analysis. Additionally, a simulation
of a new electrode model inserted into a pipette tip was also performed to be used in
electroporation applications in cell colonies. The present equipment showed good
results in the tests performed, reaching a voltage of 755 V. As for the proposed
electrode model, it was able to cover the entire space between the electrodes with a
field greater than 100 V/cm and extrapolate beyond this area. Thus, the present
equipment and the new electrode topology proved to be versatile and enabled a range
of applications relevant to the analyses carried out at IEB-UFSC.

Keywords: Electroporator. Electroporation. Electric Field. Electrochmotherapy.
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1 INTRODUCAO

A otimizacéao de tratamentos para doencas nao transmissiveis como o cancer
compBe um fator essencial na melhoria da sobrevida e consequentemente na
expectativa de vida das pessoas. O cancer € a segunda maior causa de mortes no
mundo (BRAY et al., 2018), os tratamentos existentes incluem cirurgia de remocéo e
tratamentos nao cirdrgicos como a radiagdo e a quimioterapia, podendo ser
administrados separadamente (NARAYAN, 2021), em conjunto (WASAN et al., 2017)
ou ainda como terapia alvo (SAWYERS, 2004).

A eletroporacdo (EP) é considerada um tratamento baseado no fenémeno
biolégico de permeabilizacdo da célula, podendo ser aplicada sozinha ou em
combinagdo com a administracdo de drogas quimioterapicas para o tratamento de
tumores cancerosos. O processo da EP consiste na formacgao de poros ha membrana
celular como resultado da aplicacdo de campos elétricos (EF), suficientemente altos
e de curta duracdo (MIR, 2006). Os poros aparecem devido a uma momentanea
permeabilizacdo da célula, e facilitam o transporte de moléculas, o qual ndo seria
possivel caso a mesma estivesse em um estado de homeostase (KOTNIK; PUCIHAR;
MIKLAVCIC, 2010).

De acordo com a magnitude e duracéo do EF, a EP pode ser caracterizado
como reversivel (RE), sendo que apds a aplicacdo os poros voltam a se fechar
possibilitando a recuperacdo celular, ou irreversivel (IRE), quando o dano celular
causado pelos poros é muito grande, dessa forma impossibilitando que eles se fechem
e com isso ocasionando a morte celular. Um outro efeito do fenbmeno da EP esta
relacionado com o efeito Joule e/ou eletrdlise, nesses casos ocorre dano térmico e/ou
dano em funcdo da mudanca no pH (RUBINSKY, 2007).

Além da aplicagcdo médica, a técnica de eletroporacéo possui aplicacbes na
inddstria de alimentos (MORALES-DE LA PENA; ELEZ-MARTINEZ; MARTIN-
BELLOSO, 2011) e em transferéncia genética (FUJII et al., 2015). A inativagdo dos
microrganismos por meio da IRE pode ser utilizado na desinfecgdo bacteriana de
residuos liquidos em hospitais e por consequéncia reduzindo a liberacéo de aditivos

quimicos no meio ambiente (LIU et al., 2013). A técnica que usa a EP para inativacédo
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microbioldgica é geralmente referida como campo elétrico pulsado (PEF) e age a partir
da desativacdo enzimatica para preservacdo de longo prazo de alimentos, podendo
ser combinado com outros processos tradicionais, como o térmico (HUO et al., 2018;
KOTNIK et al., 2015; REBERSEK et al., 2015; SAULIS, 2010). Nos Ultimos anos, essa
técnica vem sendo empregada nao apenas em alimentos liquidos como sucos, vinhos,
cervejas e leite, mas também em alimentos semissélidos e sélidos (TOEPFL, 2011).

A eletroquimioterapia (ECT) consiste em um tratamento para tumores que
utilizam a eletroporacao reversivel, como um catalizador para os efeitos das drogas
guimioterapicas nas células (SUZUKI et al., 2018). Outra forma de tratamento de
tumores consiste por meio da eletroporacéo irreversivel ndo térmica (NTIRE), usada
em procedimentos clinicos onde € desejada a ablacdo do neoplasma (GARCIA et al.,
2010; GOLBERG; YARMUSH, 2013; NEAL et al., 2012). O procedimento de ECT
requer um extenso estudo e planejamento que inclui a estimativa na quantidade de
medicamentos quimioterapicos, capaz de cobrir todo o volume do tumor a magnitude
minima do EF, que seja suficiente para induzir a eletroporacdo do tecido e a
configuracdo de eletrodo adequado para aplicacdo de maneira a maximizar os
resultados (GEHL et al., 2018). Nesse sentido, o procedimento operacional padrao
europeu para aplicacao da eletroquimioterapia (ESOPE) foi lancado em 2006 (MIR et
al., 2006) e atualizado em 2018 (GEHL et al., 2018), com o intuito de estabelecer os
parametros necessarios para o tratamento de nddulos cutaneos e subcutaneos com
ECT. Com a necessidade de cobrir toda a area tumoral, novos eletrodos tém sido
propostos para melhorar a efetividade dos tratamentos de céanceres com
eletroporacéo (SUZUKI et al., 2021).

Os modelos matematicos sdo uma ferramenta poderosa para predizer os
efeitos quimicos e fisioldgicos nos tecidos através de simulacdo computacional. Estes
modelos séo capazes de prever o volume de tecido coberto pelo EF e a topologia de
eletrodo mais adequada para a aplicacdo. Dessa maneira, emergindo da necessidade
de validar os resultados encontrados em modelos matematicos, existe a alternativa
do uso de vegetais, conforme o conceito de 3R, possibilitando o refinamento dos
processos, a reducdo da angustia e a substituicdo de animais (do inglés, refinement,

reduce and replace).
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Para a aplicacdo da EP se faz necessaria a utilizacdo de um equipamento
capaz de aplicar pulsos de tensdo na ordem de centenas de volts e corrente de
dezenas de amperes, podendo ser configurado para funcionar de acordo com o
protocolo ESOPE. Desta forma, o presente estudo focalizou em desenvolver o
eletroporador compativel aos ensaios de pesquisas em eletroporacédo do IEB-UFSC
com tensédo de saida de até 800V e uma nova topologia de eletrodo a ser empregada
nas analises realizadas no Instituto de Engenharia Biomeédica da Universidade Federal
de Santa Catarina (IEB-UFSC).

A motivacdo que levou ao desenvolvimento deste estudo e pesquisa veio do
periodo em que realizei iniciagdo cientifica com bolsa de Iniciagdo em
Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagéo (PIBITI), dentro do grupo de pesquisa em
eletroporacéo no IEB-UFSC, entre os anos de 2018 e 2022. Na época foi identificada
a necessidade de um novo equipamento para a realizacdo dos ensaios de
eletroporagéo, objetivando dinamizar 0s processos e trazer maior segurangca em

relacéo a disponibilidade de aparelhos para utilizacao.

1.1 OBJETIVOS

Foram identificados o objetivo geral e os objetivos especificos do trabalho,

apresentados nas subsecdes seguintes.

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver o eletroporador compativel aos ensaios de pesquisas em

eletroporagédo do IEB-UFSC com tenséo de saida de até 800V e uma nova topologia

de eletrodo para ser empregada nas analises realizadas no IEB-UFSC.

1.1.2 Objetivos Especificos

Para cumprir com o objetivo geral proposto, os seguintes objetivos especificos

devem ser cumpridos:



1)

2)
3)
4)
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Desenhar o circuito elétrico do eletroporador, que contém: fonte de energia,
amplificadores, dispositivos de controle e sensores;

Construir e montar as placa de circuito impresso (PCB) aplicaveis;

Verificar se as saidas de tensdo atendem as especificacoes;

Construir um modelo computadorizado de eletrodo compativel para aplicacao
no interior de uma ponteira de pipeta.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A partir da inducdo do potencial transmembrana na célula € que ocorre a EP,
usualmente obtida através da aplicacdo de um campo elétrico pulsado, este por sua
vez atingido pela variacao da tenséo elétrica nos eletrodos. Desta forma, percebe-se
a necessidade de compreensdo dos fendmenos relacionados a eletricidade e a
biologia para o entendimento do processo da eletroporagao.

2.1 ELETROPORACAO

A EP consiste em um processo compreendido como o fenébmeno no qual
ocorre a alteracdo da permeabilidade celular causada pela aplicacéo de pulsos de alta
tensdo e com curta duracao, suficientemente grandes para causar o efeito. A técnica
pode ser aplicada tanto em células isoladas como em tecidos, no entanto diversos
fatores podem interferir nos resultados da aplicacdo da EP, sendo a intensidade do
campo elétrico o principal responsavel. A EP é definida em trés limiares de intensidade
de campo elétrico, onde torna-se possivel observar possiveis diferencas nos
resultados. O primeiro limiar é definido como o valor minimo para que ocorra
eletroporacdo reversivel (RE), ou seja, o valor minimo de intensidade de campo
elétrico necessario para que comece a ocorrer a EP. O segundo limiar diz respeito a
intensidade maxima que a célula € capaz de suportar, sem que a estrutura seja
permanentemente danificada, conhecido como eletroporacéo irreversivel (IRE). Por
altimo, é definido o limiar quando ha a maxima intensidade de campo elétrico, sem
causar lesdes térmicas (ETERM) nas células ou tecidos devido ao efeito Joule. E
possivel prever o efeito da eletroporacdo em células de acordo com o tempo e a
intensidade do campo aplicado, a Figura 1 apresenta essa relacdo (MIKLAVCIC,
2017).
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Figura 1 - Relacédo tempo e Intensidade do campo elétrico na eletroporacéo.
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Fonte: Adaptado de (MIKLAVCIC, 2017)

Quando aplicamos um campo elétrico que atinge o limiar reversivel, ocorre a
eletroporacdo reversivel (RE), nessa situacao a célula tem um aumento temporario de
sua permeabilidade devido a abertura de poros em sua membrana celular. E
importante observar que, ao ser interrompida a aplicacdo, os poros da célula voltam a
se fechar retornando entéo ao estado inicial de homeostase (IVORRA, 2013). A partir
da aplicacdo da RE torna-se possivel inserir substancias no meio intracelular sem
causar diretamente a morte da célula, essa metodologia pode ser aplicada para
facilitar a entrada de genes, de drogas, de corantes e das proteinas. Ao se utilizar
dessa técnica em combinacdo com drogas quimioterdpicas (ESCOFFRE; ROLS,
2012), pode-se criar um efeito catalisador no processo de introdugéo de farmacos em
células cancerosas, possibilitando assim reduzir as dosagens de medicamentos como

o tempo de tratamento.
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Ao ultrapassar o segundo limiar, podemos observar os efeitos da
eletroporacéo irreversivel (IRE), onde o dano causado a célula devido a abertura de
poros € de tal proporgdo que inviabiliza o seu fechamento, dessa forma impossibilita
o controle do transporte transmembrana, que resulta entdo em perda de homeostase
(RUBINSKY; ONIK; MIKUS, 2007; WALTER B. CANNON, 1929) e por fim levando a
morte celular.

A partir do terceiro limiar, constata-se os efeitos da eletroporacgéo irreversivel
somados a danos térmicos. Este tipo de aplicacdo usualmente ndo apresenta
aplicacoes praticas, considerando que as vantagens da aplicacdo da eletroporacéo
estdo conectadas ao fato de ser um processo nao-térmico e que gera uma lesao
controlada no local onde é aplicada.

A EP celular é usualmente representada em quatro passos, conforme a Figura
2. No passo 1, temos a célula no meio celular rodeada por uma substancia qualquer.
No passo 2, aplicamos um campo suficientemente grande para causar o efeito de
abertura de poros. No terceiro passo, com o0s poros abertos, a substancia consegue
entrar no meio intracelular. No ultimo passo, ap0s a aplicacdo a célula pode se
encaminhar para dois possiveis resultados, o primeiro onde 0s poros voltam a se
fechar e a célula continua viavel e com a substancia do meio externo em seu interior

ou, a célula é incapaz de fechar os poros causando entédo a morte celular.

Figura 2 - Demonstragéo do processo de eletroporacdo em quatro passos, da esquerda para a direita.
A célula e uma substancia no meio celular, a aplicagéo da técnica, a substancia adentrando o meio
intracelular apds a abertura dos poros e por fim as duas possibilidades de resultado da aplicagéo, a

célula continuar viavel mesmo com a substancia em seu interior ou morte celular.

1) 2) 3) 4)
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Fonte: Adaptado de (https://electroporation.ufsc.br/).
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Observa-se que a dinamica envolvida nos estudos da EP, ainda néo é
completamente compreendida, a literatura sugere dois modelos principais para
explicacdo do processo, o primeiro através da formagéo de caminhos aquosos, sendo
um processo bioeletroquimico. O segundo, sugere que praticamente toda a
membrana celular sofra alteracdes na sua composicdo devido ao campo elétrico
aplicado. Contudo, h4 uma concordéancia de que poros de dimensdes nanométricas
sao criados e que 0os mesmos podem ser observados (JIANG; DAVALOS; BISCHOF,
2015; LEE et al., 2012)

Considerando o modelo fisico mais aceito, a formacao de poros se da pela
penetracdo de colunas de moléculas de 4gua na bicamada fosfolipidica da membrana
celular. Com a aplicacdo de campos elétricos, as moléculas de agua por serem
polares se orientam de forma a criar um amontoado das mesmas, que perfuram a
camada lipidica. Com isso os fosfolipidios adjacentes se reorientam para o interior da
membrana, de forma a estabilizar os poros e permitir a transferéncia de substancias
do meio extracelular para intracelular. A Figura 3 apresenta de forma esquematica o

funcionamento deste processo.

Figura 3 - Processo de formagéo de caminhos aquosos, nas trés imagens superiores temos o modelo
molecular idealizado, enquanto nas trés imagens inferiores apresentam o modelo de simulagao da
dinamica molecular em nivel atdmico. Ambos os modelos temos em (a) a bicamada intacta, em (b) as
moléculas de agua comecam a penetrar a camada e em (c) os fosfolipidios adjacentes se reorientam
para estabilizar o poro.

Fonte: (COBO, 2014)
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2.2 ELETROQUIMIOTERAPIA

A partir da EP diversas técnicas foram desenvolvidas, dentre elas destaca-se
a eletroquimioterapia (ECT), utilizada para o tratamento de tumores. O processo da
ECT consiste na combinacdo da eletroporacdo reversivel com agentes
quimioterapicos, objetivando a remocao de tumores. A técnica vem sendo empregada
para o tratamento de tumores cutaneos e subcutaneos em clinicas europeias e para
o tratamento veterinario no Brasil e Argentina, sendo indicada para o tratamento de
melanoma e carcinoma cutaneo e sarcoma subcutaneo (MIR et al., 2006; UK, 2022).

O principio de funcionamento da ECT parte do fato de ao aumentarmos a
permeabilidade celular com a eletroporacao reversivel podemos inserir medicamentos
no meio intracelular, que em condi¢cées normais seriam mais dificeis. Em condicdes
ideais de RE foram observados um aumento consideravel (na ordem de milhares de
vezes) na citotoxicidade da substancia quimioterapica aplicada a culturas celulares.
Nas aplicacBes em ratos os resultados obtidos tiverem um acréscimo de até mil vezes
(MIR et al., 1991; SERSA et al., 1998).

A utilizacdo da ECT permite a entrega da droga para a célula de forma mais
eficiente, quando comparada a quimioterapia tradicional, sendo suas caracteristicas
de particular interesse para o tratamento de tumores em regides nas quais a margem
cirirgica ndo é possivel ou prejudica a qualidade de vida do paciente. A margem
recomendada de excisdo de melanoma cutdneo varia de 10 mm a 50 mm
(WHEATLEY et al., 2016) podendo ser inviavel para regibes como pesco¢o, maos e
cabeca. Em funcdo a seletividade presente na ECT as células tumorais sao
eliminadas, enquanto o tecido saudavel é preservado. Além disso, ela aumenta a
resposta do sistema imunoldgico, possui efeitos anti-hemorragicos e pode ser
combinada com procedimentos tradicionais (CALVET; MIR, 2016).

No momento atual a droga mais aplicada em tratamentos com ECT é a
bleomicina, devido ao seu modo de atuacdo na célula e por apresentar um aumento
expressivo na toxicidade. Em condi¢cbes normais, a bleomicina tem um transporte
lento pela membrana (PRON et al., 1999), contudo em contato com as células
eletroporadas temos uma facilitacdo nesse processo, devido a abertura dos poros.

Uma vez dentro do meio intracelular a Bleomicina torna-se capaz de separar as
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células do DNA. Por esse motivo, em tratamentos de ECT as doses utilizadas séo
menores que os valores tradicionais, pois as células estdo propensas a realizar o
transporte da droga para o meio intracelular.

Apesar de promissor o tratamento utilizando ECT, ele traz grandes desafios,
sendo necessario garantir que toda a regido do tumor seja atingida pelo campo elétrico
com intensidade suficiente para que ocorra seus efeitos. Neste ambito, foi divulgado
em 2006 o padrao europeu para aplicacdo de eletroquimioterapia (ESOPE) (MIR et
al., 2006) com os procedimentos a serem adotados desde analise pré-clinica até a
aplicacao da ECT. Este padrédo hoje em dia € amplamente aceito para uso clinico e

mostrou uma melhora significativa nos casos estudados.

2.3 ELETRODOS

Para o desenvolvimento da terapia 0s pulsos elétricos sdo aplicados na regido
desejada com auxilio de eletrodos, desta forma € fundamental que a topologia de
eletrodo escolhido seja aquela que apresentara os melhores resultados e maior
eficiéncia. O protocolo ESOPE apresenta trés principais tipos de eletrodos estudados
para as diferentes aplicacdes. O primeiro modelo de eletrodo aplicado é o de placas
paralelas. Este modelo pode ter diferentes espacamentos entre as placas, sendo
considerado ideal para o tratamento de pequenos tumores superficiais e para
suspensdes de células (MIR et al., 2006). O segundo modelo consiste no eletrodo com
uma configuracdo de agulhas paralelas, recomendado para pequenos ndédulos com
aplicacdo apenas de anestesia local. Por ultimo, um eletrodo de agulhas com matriz
hexagonal, empregado normalmente em tumores com mais de 10 mm de diametro
em conjunto com anestesia geral, devido as altas tensf6es necessarias na aplicagéo
(SERSA et al., 2011). A Figura 4 apresenta os trés principais modelos para aplicacao
da eletroporacédo. Em aplicacbes onde o tumor tem dimensdes superiores que a area
contemplada pelo eletrodo, o tratamento pode ser realizado por meio do
reposicionamento do eletrodo para uma nova area, de forma que o campo elétrico

atinja todo o volume do tumor.
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Figura 4 - Modelos de eletrodos para aplicacao da eletroporacéo.
[ —

Fonte: Adaptado de (MIKLAVCIC et al., 2014)

Novos modelos de eletrodos estdo sendo desenvolvidos para aplicacdes em
tumores profundos (EDHEMOVIC et al., 2011; MIKLAVCIC et al., 2012; PINTARELLI,
2018; SUZUKI et al., 2018), no entanto maiores estudos e testes clinicos sao
necessarios para comprovacao da eficdcia dessas novas topologias de eletrodos e a
seguranca do procedimento. Essa tecnologia vem sendo aperfeicoada para o
tratamento de tumores com diametro superior a 30 mm, todavia este valor do limite
superior do escopo proposto no ESOPE. Em parceria com um grupo de pesquisados
do IEB-UFSC, foi desenvolvido uma nova topologia de eletrodo para aplicagdo em
cavidades e suas vizinhancas, como por exemplo o duto nasal, oral e anal. Esta
criacado esta protegida pela patente nimero BR 10 2021 019917 2, representa o
resultado do grupo que tinha o objetivo de avancar os limites da tecnologia e contribuir
com uma solucédo eficiente no tratamento em areas, onde os modelos convencionais

nao tém acesso.

2.4 MODELAGEM NUMERICA

E de conhecimento que os estudos da eletroporacdo possuem relagédo com a
amplitude, a frequéncia, a forma, o nimero e a taxa de repeticdo do pulso (WEAVER
et al.,, 2012). A combinacdo de diversas possibilidades paramétricas (amplitude,
duracdo e numero de pulsos), inseridas pelo usuario do equipamento que realiza a

eletroporagéo, possibilita atingir de maneira reversivel ou irreversivel os sistemas
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celulares de células animais e vegetais, sejam esses preparados em suspensao de
células ou tecido, in vitro, in vivo ou em ex vivo.

Além disso, a caracterizacdo das propriedades dielétricas dos tecidos
biolégicos torna-se dependente de variados fatores como as propriedades
geométricas das células, da vascularizacao, da variacdo de potencial de hidrogénio
(pH) e da concentracao de oxigénio (SIENI et al., 2020). Com o desenvolvimento de
novos protocolos e eletrodos pode ser interessante o planejamento do tratamento e
estudo do comportamento dos tecidos, quando submetidos a campos elétricos de
forma a prever as alteracOes fisioldgicas através de simulacGes numéricas, com o
objetivo de aumentar a qualidade e efetividade do tratamento (RAMOS, 2005; SEL et
al., 2003; ZUPANIC; KOS; MIKLAVCIC, 2012).

Diversos trabalhos modelaram a dindmica relacionada a condutividade
biol6gica (GOLBERG et al., 2014; IVORRA; MIR; RUBINSKY, 2010; NEAL etal., 2012;
SEL et al., 2005), por intermédio de softwares que utilizam o método de elementos
finitos, nos quais sao feitas aproxima¢cfes numéricas destes modelos permitindo o
calculo das alteracf6es na condutividade no tecido e com isso prevendo a distribuicao
do campo elétrico (RAMOS, 2005; SEL et al., 2003). As equacdes que foram utilizadas
para a descricdo do comportamento da condutividade dos tecidos em relagdo ao
campo elétrico nesses modelos foram as fungbes sigmoides, Gomphertz adaptada e
Peleg-Fermi (GARCIA; ARENA; DAVALOS, 2012; GOLBERG; RUBINSKY, 2010;
IVORRA; MIR; RUBINSKY, 2010; NEAL et al., 2012; PAVSELJ et al., 2005; SANO et
al., 2018; SEL et al., 2005). Sendo os modelos atuais amplamente empregados nos
trabalhos de ECT (RANGEL et al., 2019; SUZUKI et al., 2017, 2018).

Com objetivo de realizar estudos e planejamentos de tratamentos,
considerando a abordagem dos 3Rs para testes em 0 uso de vegetais emergiu como
forma de validar a eficiéncia dos modelos numéricos de eletroporagao
(BERKENBROCK et al., 2019; PINTARELLI et al., 2023). A batata (Solanum
tuberosum) vem empregando um papel essencial devido a facilidade de acesso, ter
seus parametros elétricos amplamente conhecidos e seus resultados poderem ser
estendidos ao encontrados em animais. Além disso, ap0s a aplicacdo da

eletroporacéo na batata é possivel observar o escurecimento do tecido vegetal na
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area onde ocorreu a eletroporacdo, comportamento que ndo esta presente em tecido
animal (BERKENBROCK et al., 2019).

Os modelos numéricos para a aplicagdo da eletroporacdo decorrem através
de experimentacdes dos tecidos desejados. Dessa forma, aplicando os potenciais
elétricos do protocolo da EP de maneira a representar a curva de condutividade a
partir dos valores obtidos de corrente elétrica. Nesta etapa busca-se obter os limiares
de eletroporacédo reversivel, sendo que este valor varia entre os diferentes tipos de
tecidos. Em tecidos animais com tumores esse limiar é de 40 kV/m em pulsos com
duracéo de 100 ps (SEL et al., 2005). Ao alcancarmos este valor é observado entdo
um aumento na corrente elétrica até a saturacdo, onde todas as células submetidas
ao campo foram permeabilizadas. A partir das aplicagcdes de potenciais maiores
observa-se um platd na condutividade, considerado como o limiar irreversivel.
Realiza-se entdo a insercdo desses valores nas equacfes de analises para entédo
encontrar os resultados do modelo.

Atualmente, os modelos existentes para descrever a distribuicdo do campo se
apresentam do tipo estatico, onde a distribui¢éo é resultado da condutividade maxima
alcancada. Sendo este o Unico parametro empregado no calculo da distribuicdo de
campo elétrico no software. Desta forma, as andlises experimentais decorrentes
levam em conta apenas o ultimo pulso para validacao dos modelos. Em contrapartida,
€ possivel realizar o calculo da distribuicdo do campo dinamicamente considerando a
dependéncia de mais parametros, além da condutividade como permissividade e

evolugéo da temperatura, estes modelos séo conhecidos como modelos dinamicos.

2.5 EQUIPAMENTO

Os protocolos de campos pulsados utilizados na eletroporacdo sdo gerados
por um equipamento denominado eletroporador. Tal equipamento € capaz de gerar
uma forma de onda de alta tensdo quadradas com amplitude, duracdo, numero de
pulsos e frequéncia de repeticdo de acordo com o desejado para a aplicagdo. A
guantidade de energia entregue as ceélulas e aos tecidos depende da combinacéo
destes parametros, para aplicacao biomédica este valor pode chegar a alguns Joules,

enquanto para a area agricola pode alcancar a casa das centenas ou milhares de
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Joules (REBERSEK et al., 2014). No mercado ha atualmente diversos modelos de
equipamentos para aplicagcdo da eletroporacdo com diferentes configuragcbes e
aplicacdes, no apéndice A ha mais informagfes a respeito desses modelos. O Instituto
de Engenharia Biomédica da UFSC (IEB-UFSC) possui um equipamento préprio para
aplicacdo da eletroporacdo a partir de protocolos pré-definidos e personalizados
(PINTARELLI; ANTONIO JR.; SUZUKI, 2019). Estes equipamentos ja foram utilizados
em outros estudos com aplicacdo tanto em células como em tecidos
(BERKENBROCK et al., 2019; BERKENBROCK; MACHADO; SUZUKI, 2018).



29
3 ELETROPORADOR

Um eletroporador consiste em um equipamento capaz de gerar sinais de onda
quadrada, com amplitude na ordem de quilovolts e pulsos com duracdo entre
microssegundos e milissegundos, como pode ser observado na Figura 5. A partir de
eletrodos o equipamento € capaz de aplicar campos elétricos em amostras de tecidos
bioldgicos.

Figura 5 — Forma de onda de um Unico pulso de aplicagdo da eletroporagéo, o sobressinal
apresentado é causa devida as componentes indutivas e capacitivas presentes na carga. Em A temos
o valor maximo em regime permanente.

A
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I

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para que o tratamento com EP desenvolva alta eficiéncia ha a necessidade
de que o sinal aplicado seja reproduzido com precisdo (REBERSEK et al., 2014).
Equipamentos com essa caracteristica de saida normalmente utilizam fonte de
alimentagcdo comutadora de alta tensdo, com transistores de efeito de campo metal
oxido (MOSFET, do inglés, metal oxide semiconductor field effect transistor) ou ainda
transistores bipolares de porta isolada (IGBT, do inglés, Insulated-gate bipolar
transistor) como chaves de comutacdo (PUC et al., 2001; TOKMAKCI, 2006), esses
componentes tém a capacidade de alcancar alguns milhares de Volts e varios
Amperes (BERTACCHINI et al., 2007).
A amplitude do pulso é determinada pela fonte de alimentagdo enquanto a
duracéo do pulso, sua frequéncia e o total de pulsos entregues a carga séo definidos
pela sequéncia de comutacdo aplicados as chaves. A Figura 6 apresenta o

esquematico representativo do funcionamento do eletroporador.
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Figura 6 — Esquematico de funcionamento do Eletroporador, onde L representa o tecido que recebe a
aplicacao, C representa o capacitor e S as chaves comutadoras.

S

v

Fonte

Fonte: Elaborado pelo autor.

O principal problema relacionado a eletroporacgéo se refere aos pulsos que sao
de alta tensdo e curta duracdo, desta forma a energia necessaria para a aplicacdo
precisa ser gerada e armazenada em um capacitor C antes da aplicacédo. Por
consequéncia disso, durante a aplicacdo a tensdo decai AV;, como apresentado na
equacao 3.0 apresentado por (REBERSEK et al., 2014). Devido a queda de tenséo,
faz-se necessario projetar o capacitor, ocasionando desvantagem por ser mais dificil
para alterar a amplitude entre os pulsos.

(3.0)

AV, = ,onde t, é a duragdo do pulso

_f
C-IL]

3.1 DESENVOLVIMENTO ESQUEMATICO DO EQUIPAMENTO

Na primeira parte do projeto desenvolveu-se o esquematico do equipamento.
Para maior facilidade o projeto foi elaborado de maneira modular, desta forma cada
modulo poderia ser testado e validado, antes de realizar a construgdo em uma placa
de circuito impresso (PCB). A Figura 7 apresenta o diagrama de blocos do

eletroporador.
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Figura 7 - Diagrama de blocos do eletroporador, em azul representa a placa principal e em amarelo a
placa de controle e LCD e em verde a placa do banco de capacitores.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.1 Fonte

O bloco de fontes é responsavel pelo fornecimento de energia para todos os
outros sistemas do aparelho. Esse sistema consiste em trés fontes retificadoras de
onda completa, sendo elas com tenséo de saidade 5V, 15V e -5V respectivamente.
Todas elas seguem a mesma topologia formada por transformador, retificador,
regulador e filtro capacitivo tanto na entrada como na saida do regulador. Além disso
foram incluidos leds nas saidas para ter um retorno visual quando elas estiverem em

operacdo. A Figura 8 apresenta o esquemaético do bloco de fontes.
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Figura 8 - Esquematico do bloco de fontes, as areas pontilhadas em vermelho representam os

reguladores, enquanto que as azuis sdo os filtros ¢

apacitivos e em verde os retificadores.
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3.1.2 Painel

O bloco painel

LM7905CT NOFBE

Fonte: Elaborado pelo autor.

7

€ responsavel pela interface homem maquina, permitindo a

selecéo entre os protocolos pré-definidos no sistema. Como requisito do projeto foi

definido que para o LCD seria utilizado um modelo comercial, devido a facilidade de

utilizacdo, assim como o custo reduzido. O bloco foi composto pelos botdes do tipo

push-button, que seriam anexados a carcaca do equipamento e do display LCD, que

utiliza o protocolo i2c. Desta forma, na placa principal do projeto seria necessario

apenas ter as conexdes para os botdes e LCD, visto que estes estariam anexos fora

da placa principal. A Figura 9 presenta o bloco do painel.



Figura 9 - Bloco do painel. Em verde parte referente a placa de botdes, em vermelho conexdes para a

LCD e em azul as conex8es com a placa principal.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.3 Circuito de chaveamento

Um circuito de chaveamento tal qual um interruptor de luz tem seu
funcionamento demarcado por dois estados, ligado e desligado. Desta forma, no bloco
de chaveamento temos um circuito responsavel por permitir ou ndo a passagem de
corrente para os eletrodos. Devido as caracteristicas na aplicacdo da eletroporacéo
optou-se pela utilizacao de transistores do tipo IGBT, estes modelos s&o capazes de
suportar tensdes na ordem de milhares, correntes na ordem das dezenas de amperes
e frequéncias de na ordem de 100 kHz. Além disso, considerando o valor elevado da
tensdo e consequentemente da corrente de pico presente no inicio de cada pulso,

exemplificada na Figura 5, optou-se por utilizar dois transistores em paralelo de forma
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reduzir a possibilidade de queima dos componentes causada por um curto-circuito
devido a resisténcia entre eletrodos ser baixa em certos tecidos.

Os transistores do tipo IGBT nd&o podem ser acionados diretamente pelo
circuito controle, desta forma junto ao circuito de chaveamento foi introduzido um
circuito de driver que realiza a interfase entre os sistemas de controle e chaveamento.

As Figuras 10 e 11 apresentam o esquematico do circuito de chaveamento, as
conexdes com os eletrodos e o sistema de driver.

Figura 10 - Sistema das chaves IGBTs (em verde), conexdes de alta tensé@o para os eletrodos (em

vermelho).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 - Driver de conexdo com o microcontrolador (em vermelho) e Sistema de filtro Sallen-key de
42 ordem de alta tensao (em verde).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E importante observar a maneira que o equipamento foi desenvolvido criou-se
duas referéncias distintas, uma ao lado de alta e outra ao lado de baixa tenséo. Desta
forma, decidiu-se pela utilizacdo de um optoacoplador no driver que faz a interface
entre os circuitos de alta e baixa tenséo, com isso os sinais de comunicacao enviados
pelo sistema de controle ndo tém contato direto com a area de alta tensdo e
conseguentemente, sem a passagem de corrente. Neste grupo também foi utilizado
um sistema para aquisicdo e apresentacao da tensdo na tela do dispositivo. Para
realizar isto foi usado um filtro analogico do tipo passa baixa na topologia Butterworth
de quarta ordem, proposto por Pintarelli (PINTARELLI, 2018). O intuito do uso deste
filtro se da para eliminar ruidos de alta frequéncia (frequéncia de corte de 100 kHz) e
ter uma alteracédo de fase proxima de zero para frequéncias até uma década, antes

da frequéncia de corte.
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3.1.4 Circuito de controle

O circuito de controle é responsavel pelo controle da aplicacdo dos pulsos de
acordo com os protocolos inseridos nele e escolhidos pelo usuario. Pela facilidade de
acesso e disponibilidade foi utilizada uma placa Arduino Nano com um ATMEGA 328
(Arduino LLC, 2023). O codigo utilizado nela foi baseado no proposto por
(PINTARELLI, 2018) com pequenas altera¢des. O cédigo encontra-se no Apéndice B.
Além disso, no circuito de controle foram inseridos um sistema sonoro e de leds, com
a funcdo de dar um retorno ao usuario durante aplicacdo. A Figura 12 apresenta o

esquematico do bloco do circuito de controle.

Figura 12 - Esquematico do bloco de controle, suas conexdes e as saidas de retorno visual e sonoro.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.5 Circuito do Banco de Capacitores

O circuito do banco de capacitores é composto por um circuito retificador, uma
fonte de alta tensdo comercial do tipo CC-CC 32-800 V e o banco de capacitores com
capacidade energética de 75 Joules é composto por dois capacitores de 470 pF em
série e estes em paralelo com dois capacitores de 100 nF em série, as equacdes 3.1

e 3.2 apresentam o célculo da capacidade energética considerando a tensédo de 800
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V. Esse circuito € responsavel por realizar a carga dos capacitores para aplicacdo e

foi desenvolvido externamente a placa principal. A Figura 13 apresenta este circuito.

1 3.1
EzE'Ceq'V2)=75] 1)

470uF + 100nF
eq = 2

(3.2)

= 235 uF

Figura 13 - Circuito de carregamento do banco de capacitores, em vermelho area onde foi necessario
implementar fisicamente.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 DESENVOLVIMENTO DA PLACA DE CIRCUITO IMPRESSO

A partir dos esquematicos desenvolvidos realizou-se entdo o desenvolvimento
do modelo em placa de circuito impresso (PCB). Devido a complexidade do projeto
optou-se pela utilizagdo de uma placa do tipo dupla-face, com isso reduzindo a
necessidade de utilizacdo de jumpers. Além disso, para maior seguranca do projeto
da placa foi dividida duas areas, uma de alta e outra de baixa tenséo, essas areas
estdo conectadas apenas pelo optoacoplador e em funcdo disso elas estao
eletricamente isoladas. Na Figura 14 temos a placa PCB desenvolvida neste projeto,
nela é possivel observar a utilizagéo da area inutilizada de cobre como referéncias
(GNDs), devido a separacgéo entre as areas de alta e baixa tensdo temos entédo dois

GNDs. Por fim, foi desenvolvido também a PCB para os botdes no painel de controle.
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Em seguida foi desenvolvido o modelo digital da PCB dos controles a serem

anexados a carcaca do equipamento, a Figura 15 apresenta este modelo.

Figura 14 - Top e bottom layer da placa principal.

TOP LAYER i BOTTOM LAYER

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 - Top e bottom layer da placa de botdes.
TOP LAYER BOTTOM LAYER
cooooomo o . coooono o

Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, a placa de carregamento do capacitor necessitou apenas do PCB do
retificador de onda completa e do banco de capacitores, visto que a fonte utilizada foi

um modelo comercial. Devido a restricOes fisicas impostas pelo modelo de carcaca
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utilizado foi necessario separar em duas placas, uma com o circuito retificador e outra

apenas com o banco de capacitores, como apresentado na Figura 16.

Figura 16 - Bottom layer da placa retificadora do banco de capacitores a esquerda e a direita a placa
dos capacitores.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 CONFECCAO E MONTAGEM

A partir do modelo digital da PCB o proximo passo no desenvolvimento deste
projeto foi a confec¢éo da placa em si. O modelo foi impresso com o auxilio de uma
maquina “Prototipadora de PCI PCB-Proto 2” da marca TTP Industria Mecéanica. A
Figura 17 apresenta o modelo ja impresso. Na sequéncia foi realizada a montagem
com os componentes seguindo o modelo modular, de forma que permitisse testar cada

modulo e verificar se esta de acordo com o desejado.



40

Figura 17 - Placas principal e de botdes impressas.

TOP LAYER BOTTOM LAYER

Fonte: Elaborado pelo autor.
Para a placa de carregamento dos capacitores temos dois PCBs apresentados
na Figura 18.

Figura 18 - Placa de carregamento do banco de capacitores, a esquerda circuito retificador e a direita
conexdes para 0s capacitores e a placa principal.

e
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4 TESTES

Os testes realizados durante a etapa de construcado e montagem do projeto sao
apresentados a seguir. Nesta etapa foram realizados testes de funcionalidade nos
modulos e por fim na placa como um todo. Para a circuito de fontes foi realizada a
conexdo com a rede de energia e verificado se na saida dos reguladores eram
encontradas as tensdes de -5V, +5 V e 15 V, além disso, verificou-se também se os
LEDs de sinalizacéo ligavam de forma a demonstrar que o circuito estava energizado.
No circuito de chaveamento realizou-se testes no driver, para tal aplicou-se uma onda
quadrada qualquer no pino 2 do opto acoplador, em seguida verificou-se se esta
mesma onda era visivel, tanto no pino 7 do optoacoplador como também no terminal
de Gate do transistor com amplitude de -5V e +15 V, como é apresentado na Figura
19. Os testes para o circuito de controle e painel foram executados em conjunto,
conectou-se o0 microcontrolador, o LCD e os botbes, em seguida os circuito foi
alimentado com a finalidade de verificar as informagdes apresentadas na tela do LCD

e se 0s botbes executavam as funcdes estipuladas.
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Figura 19 - Teste de onda quadrada no terminal de Gate do transistor, o sinal em amarelo representa
a entrada do optoacoplador enquanto o sinal em azul a saida.
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4 ANALISE COMPUTACIONAL

O presente equipamento objetivou ser utilizado pelo IEB em pesquisas
relacionadas a tematica da eletroporacdo. Desta forma, para avaliar a eficiéncia do
equipamento para a pretendida area decidiu-se por realizar a aplicacdo do protocolo
em um novo modelo de eletrodo, inserido dentro de uma ponteira de pipeta de 200 ul.

A escolha de desenvolver este novo modelo de eletrodo se deu pelo fato de
que, nas aplicacbes em células dispersas em meio aquoso ha a necessidade de
utilizar a pipeta para transferir o material de seu recipiente para o local de aplicacéo
(PINTARELLI, 2018). Desta forma, com este novo modelo seria possivel realizar a
eletroporacgéo diretamente da pipeta, sem a necessidade de transferir para o terceiro
ambiente de aplicacdo. Contudo, ndo foram encontrados na literatura estudos sobre
as caracteristicas elétricas dessas dispersoes, visto que ao variar a concentracao de
leveduras havera uma variacao de suas propriedades elétricas, como as descritas na
tabela 2, desta forma, como este ndo € o objetivo principal deste trabalho definiu-se
gue para validar o funcionamento do eletrodo, a batata (Solanum tuberosum) seria
utilizada. As caracteristicas do modelo de eletrodo a ser desenvolvido séo
apresentadas na Figura 20 e na Tabela 1. As medidas utilizadas no modelo foram
obtidas a partir da média de 5 medidas obtidas com o uso de um paquimetro (Vonder
Ltda, Brasil) e com incerteza de 0,025 mm das medidas. E relevante destacar que,
para se obter propor¢cdes mais precisas, a medida de diametro foi realizada em trés
pontos distintos, demarcados na Figura 20 pelas letras A, B e C. Além disso, também

€ apresentado a disposicao dos eletrodos dentro da ponteira de pipeta.

Tabela 1 — Dimens@es da ponteira de pipeta.

Local Medida de Diametro (mm) | Medida de Comprimento (mm)
Média Média
A 6.35 34
B 6.25 5
C 5.99 20

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20 — A esquerda imagem real da ponteira de pipeta com os valores de suas dimensdes, ao
centro modelo virtual da ponteira de pipeta e a direita 0 mesmo modelo mostrando o posicionamento
dos eletrodos em verde, no modelo todo o interior da ponteira de pipeta é considerado como batata.

» A ) | ¢
|
» B ’
» c - 2 2
34 mm ll ’
2 |

AR >0
Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir das caracteristicas fisicas da ponteira de pipeta foi entdo desenvolvido
o modelo para simula¢des dentro do software Comsol Multiphysics® versao licenciada
pelo IEB-UFSC 5.1 (Comsol Inc, Suécia), executado em um servidor cluster (Intel
Xeon Gold 6126 @2.60 GHz, 20 cores, 300 RAM) de sistemas operacional Ubuntu
Linux (x64, Canonical Ltd. Reino Unido). O software utiliza analise de elementos finitos
e através destes modelos € possivel prever a area que ira ser eletroporada, a Figura
20 mostra 0 modelo da ponteira de pipeta dentro do software.

A distribuicdo do campo elétrico em sistemas biolégicos pode ser descrita por
meio da equacao de Laplace na condicdo estacionaria, como € apresentado pela

equacgao 4.1.
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—V-(c-7V)=0 (4.1)

Onde a condutividade elétrica no tecido € 0, sendo este dependente do campo
elétrico (S/m) e o potencial elétrico aplicado V (V). O gradiente de potencial elétrico V
por sua vez é representado pela distribuicdo do campo elétrico E descrito na equacao
4.2. Na superficie de contato entre o eletrodo, o tecido é utilizado para modelagem a
condicdo de Dirichlet e para separar 0 segmento condutor do entorno, sendo entao
aplicada a condi¢cdo de contorno de Neumann (/, = o,onde J,, € a densidade de
corrente elétrica normal (A/m2) nos limites externos do modelo) (COROVIC et al.,
2013).

E= UV (4.2)

A funcéo sigmoide, que foi utilizada por Ivorra, € apresentada pela equacao 4.3
onde descreve as mudancas de condutividade do tecido da batata quando exposta a
campos elétricos (IVORRA; MIR; RUBINSKY, 2010), em que o indica a condutividade

elétrica no tecido vegetal (S/m) e E o campo elétrico.
o(E) = 0,03+ 0,35 g—¢ *010EI=20 (4.3)

Na EP existe uma dependéncia da condutividade na propagacao dos campos.
Em testes préticos ja foram observados um aumento da corrente elétrica durante a
aplicacao de um protocolo de eletroporacdo (REDDY, 2006), sendo assim, Miklavcic
et al. (SEL et al., 2005) propuseram um modelo sigmoide de dependéncia descrito
pelas equacdo 4.4, 4.5 e 4.6. A figura 21 apresenta o gréafico da equacéo 4.4.

o — 0 4.4
o(E) = oo +—Tmax =90 4
1+D-¢ )

_ Eire + Ere (4.5)

2
Eiyo — E (4.6)

B = ire re
C

Onde os parametros o, e g,,,,Sa0 as condutividades inicial e maxima do tecido,

enquanto os parametros C e D sdo ajustes na funcdo sigmoidal propostas por
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Miklavcic (SEL et al., 2005), jA RE e IRE sdo os limiares para a ocorréncia da
eletroporacgdo reversivel e irreversivel respectivamente, a figura 21 apresenta o gréfico

da equacao 4.4.

Figura 21 - Gréfico da equacao 4.4
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir do modelo geométrico foram definidos os materiais utilizados e suas
propriedades elétricas, o software utilizado tem em sua base de dados uma vasta
variedade de materiais com suas propriedades fisicas ja estabelecidas. Contudo,
neste projeto foram utilizados plasticos, do tipo polipropileno, cobre e a batata, sendo
necessario apenas introduzir as propriedades da mesma, pois estas ndo apresentam
valores dentro da base de dados do Comsol.

As propriedade elétricas da batata seguem o que foi estabelecido pela equacao

descrita por (SUAREZ et al., 2014), onde ha uma dependéncia que varia de acordo
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com a intensidade do campo aplicada, visto que células eletroporadas possuem uma

condutividade superior em relagdo as que nao foram, a Tabela 2 apresenta os valores

utilizados.
Tabela 2 — propriedades elétricas para o0 modelo de batata.
Oy (S/m) amax(s / m) Ere(V / m) Eire(V / m)
0,03 0,36 10000 120000

Fonte: adaptado de (SUAREZ et al., 2014)

Com o modelo desenvolvido optou-se por deixar o software controlar a
distribuicdo da malha de acordo com o tipo de estudo empregado nele, no caso,
elétrico e estacionario, além disso, para uma melhor resolucéo nos resultados utilizou-
se uma malha do tipo “finer”, desta forma o numero total de elementos tetraédricos foi

de 198127, como € apresentado pela Figura 21.

Figura 22 - Malha de elementos tetraédricos.
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Fonte: Elaborado pél6 autor.
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Por fim, com a malha construida bastou apenas selecionar o tipo de fisica
utilizada, no caso, foi escolhida a fisica do tipo corrente elétrica e definiu-se a diferenca
de potencial entre os dois eletrodos, apresentados na figura 20 como sendo 450V.
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5RESULTADOS E DISCUSSOES

Desde os primeiros testes clinicos em 1991 (MIR, 1991), a ECT tem
apresentado resultados com alta efetividade, especialmente na area veterinaria (P.
SPUGNINI et al.,, 2015). Em céncer de pele do tipo melanoma o tratamento
apresentou-se mais vantajoso do que o procedimento cirdrgico excecional, uma vez
gue o processo de cicatrizacdo se mostrou mais rapido e com menos efeitos colaterais
(KAEHLER; EGBERTS; HAUSCHILD, 2010). Esse processo € uma intervencao
especialmente interessante para lesdes na cabeca, no pescoco e areas
problematicas, uma vez que preserva mais os tecidos. Além disso, a ECT pode ser
utilizada com aplicacdo de anestesia local, sendo mais tranquilo para o paciente e
mais vantajoso para aqueles com multiplas comorbidades, em comparacao com o0 uso
da anestesia geral (ALEINIK et al., 2015).

No terceiro capitulo, com a placa completamente montada, realizou-se teste
com uma carga resistiva composta por um resistor de 25 ohms, 50 W e 5% de
tolerancia, com a carga conectada foi avaliado se o equipamento entregava a forma
de onda desejada na carga e a tensdo maxima alcancada. A Figura 22 apresenta 0s
resultados alcancados com este teste. Sendo importante observar que devido as
limitacbes presentes no equipamento e em sua ponteira que ndo suporta tensdes
superiores a 300 V, foi necessario que o resultado fosse captado a partir do resistor
em série com a carga presente na placa com valor de 10 ohm. Desta forma, para
extrapolar este resultado para a carga de teste é necessario multiplicar sua amplitude

por 2,5 devido a lei de ohm e as propriedade de circuitos elétricos em série, onde

Vearga = Rearga - % - Vearga =25 ° % = 755V. No Apéndice C consta uma figura

da placa montada e em funcionamento dentro da caixa respectivamente.
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Figura 23 - Teste de tensdo maxima de saida.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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No quarto capitulo tendo o modelo completamente desenvolvido no Comsol é
possivel entdo realizar a simulacdo e avaliar o volume que atingiu a intensidade
minima de campo elétrico para ocorrer a eletroporacédo, neste caso, 100 V/icm. A
Figura 24 apresenta o resultado de distribuicdo do campo elétrico e do potencial

elétrico.
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Figura 24 - Distribuicdo do campo elétrico e do potencial elétrico em duas vistas. A esquerda e no
centro embaixo o campo elétrico em forma de multiplas camadas e a direita e no centro em cima em
forma de volume o potencial elétrico. A seta em roxo simboliza o final dos eletrodos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar que toda a batata na area entre os eletrodos atingiu o nivel
minimo para efeito da eletroporacdo. Além disso, a area abaixo da seta roxa que é
uma regido abaixo dos eletrodos também foi eletroporada. Quanto ao potencial
elétrico, é possivel notar ainda na imagem as areas mais proximas aos eletrodos de
450 V em vermelho e 0 V em azul escuro.

Com o objetivo de oferecer uma solucao flexivel e versatil para a aplicacéo de
técnicas de eletroporacdo em células e tecidos, foi desenvolvido um gerador de ondas
quadradas programavel, compativel com diferentes protocolos de eletroporacdo. O
prototipo permite a configuracdo de protocolos para a aplicacdo de técnicas de
eletroporacéao reversiveis e irreversiveis em células individuais, pequenas populagcdes
celulares e tecidos. Além disso, o0 equipamento possui uma saida variavel em tensao,

com capacidade de atingir até 755 V nos testes realizados, este valor corresponde a
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cerca de 95% do valor proposto inicialmente e proporciona um amplo espectro de
aplicagcbes em diversos tipos de amostras. Combinado com diferentes tipos de
eletrodos, o equipamento oferece maior flexibilidade para as aplicacdes de
eletroporacéao, possibilitando a realizacdo de experimentos em diferentes amostras e
condi¢cBes experimentais.

Além disso os testes in silico com o eletrodo dentro de uma ponteira pipeta
mostraram a possibilidade de bons resultados e praticidade na aplicacdo de

eletroporacdo em coldnias de células.
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6 CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos neste trabalho foi possivel explorar os
aspectos relacionados ao desenvolvimento de um aparelho eletronico. Para estudo
de desenvolvimento do aparelho eletroporador e da nova topologia de eletrodo foi
necesséario o entendimento ndo apenas dos conhecimentos adquiridos durante o
curso de Engenharia Elétrica, mas também os conhecimentos referentes a area
biolégica especifica a aplicacdo da eletroporacdo. Essa caracteristica de
interdisciplinaridade presente dentro da area de Engenharia Biomédica proporciona
uma formagcdo mais ampla e necessdria nesta época, onde ha cada vez mais sao
desenvolvidos aparelhos eletrénicos para fins hospitalares.

Dessa forma, este trabalho de concluséo de curso mostrou-se fundamental
para aprimoramento dos conhecimentos nesta etapa final de formagé&o em Engenharia
Elétrica e sera uma base para formacfes académicas futuras.

Com o intuito de avancar nos estudos nessa area, sugere-se como estudos
futuros os seguintes topicos:

e Estudo para verificar a eficiéncia in vitro do eletrodo proposto neste trabalho;
e Proposta de nova versdao do equipamento eletroporador com maior
poténcia.
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APENDICE A — EQUIPAMENTOS COMERCIAIS

Com base na revisdo bibliografica das especificacbes presentes nos
equipamentos utilizados comercialmente para a aplicacdo da eletroporagéo.

legenda:

(*) - modelo utiliza eletrodos padronizados.

(**) - equipamento permite utilizar modelos personalizados.

_ _ i Numero |Duracéo | Frequéncia Amplitude dos| Corrente
Equipamento Aplicacéo de dos de UlSOS Méxima
pulsos | pulsos | repeticéo P
Igea Cliniporator 1Hzoub
EPS02* EQT 4-8 100uS KHz 400/730/960 V 20 A
. . 1Hzou5
Igea Cliniporator Vitae*|EQT / EGT| 4-8 100us KHz 400/730/960 V 20 A
Igea Cliniporator 4+4
Vitae* EQT/EGT sl - 1 kHz 500 - 3000 V 50 A
_ _ NTIRE |10-100 |20 190 - 100 - 3000 V 50 A
Angiodynamics us
NanoKnife BTX <500 A
ECM830 EQT/EGT | 1-36 10 u goo 0,1-10Hz | 30-3000V | (descarga
capacitiva)
Protech International 0,0001-| 1Hz-10
CUY21EDIT EGT ) 1s Hz 1-s00V <SA
Biopulse S. R.L ECT 8 |sous-+ ] 300 - 1500V 5 A
Onkodisruptor (vet) bipolar 50 uS
Leroy Biotech i, - > 0,1Hz-1
Electricell B10 EQT/EGT 10000 SCLOSOO KHz 0-1000V 6-10A

Fonte: Adaptado de (BERTACCHINI, 2017; BERTACCHINI et al., 2007; BIOTECH, 2010; REBERSEK
et al., 2014; REBERSEK; D. MIKLAVCIC, 2010; RUBINSKY; ONIK; MIKUS, 2007; SPUGNINI et al.,
2017; SPUGNINI EP, MELILLO A, QUAGLIUOLO L, BOCCELLINO M, VINCENZI B, PASQUALI P,

2014; STAAL; GILBERT,

2011).




APENDICE B - PLACA IMPRESSA
B1) PLACA COM OS COMPONENTES INSERIDOS E EM
FUNCIONAMENTO.




B2) Placa montada e conectada com a placa de botdes




B3) Painel montado na caixa de protecao.




B4) DISTRIBUICAO DAS PLACAS NO INTERIOR DA CAIXA DE
PROTECAO.
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