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Este trabalho desenvolve um modelo tedérico para o experimento de eletroporagdo,
método de envio de substancias para o meio intracelular. O trabalho foi motivado pela
possibilidade de tratar doengas cardiacas isquémicas usando células-tronco e, também,
pelo fato de ser promissor o uso da eletroporagdo na indugdo da diferenciagdo em
cardiomiodcitos. Além disso, o modelo ¢ usado para simular experimentos de
eletroporacdo, visando o planejamento e conhecimento de variaveis do processo, para
reduzir custos com experimentos praticos. Foi realizada uma simulagdo de um protocolo
de pulso unico de campo elétrico para comparagdo com o modelo referéncia. Foram
simulados protocolos de dois pulsos para a andlise do controle do raio do poro pela
manipulacdo do padrdo de aplicagdo dos pulsos. A comparacdo dos resultados da
simulacdo de pulso Unico com os resultados do modelo usado como referéncia
corrobora o simulador desenvolvido neste trabalho. Os resultados da simulagao de pulso
duplo permitem avaliar a influéncia de algumas varidveis do sistema no controle do
tamanho dos raios dos poros formados na membrana celular. Entretanto, ainda ¢
necessario continuar trabalhando no aprimoramento do modelo, embora o modelo ja

possa ser usado para guiar experimentos de eletroporagao.

Vi



Abstract of Dissertation presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Master of Science (M.Sc.)

SIMULATION OF EFFECTS OF ELECTRIC FIELDS ON CELL MEMBRANES

Giulia Tucct

June/2011

Advisors: Marcio Nogueira de Souza

Alexandre Visintainer Pino

Department: Biomedical Engineering

This work presents a theoretical model for an electroporation experiment,
method for substances delivery into the intracellular medium. The motivation of this
work was the possibility of treating ischemic cardiac diseases using stem cells, and
because electroporation is a promising way to induct stem cells to differentiate in
cardiomyocytes. In addition, this work uses this model to simulate electroporation
experiments, aiming increase the knowledge about the process and its variables, in order
to reduce operational costs with practical experiments. A simulation was run with a
single electric field pulse protocol concerning the comparison to the reference model,
this comparison validates the simulator developed on this work. Two-pulse protocols
were simulated in the interest of analyzing the control of the pore radius size. The
single-pulse protocol simulation results agree with the model of electroporation used as
reference, and show that is necessary to continue working on the model development.
The two-pulse protocol results allow seeing the influence of some variables to control
pore radius size. However, it is necessary keep working on the development of the

model, although it already can be used to guide electroporation experiments.

Vii



Sumario

Lista de FIgUras.........ccovieienieieeceeeee e X

Lista de Tabelas ........ccccoueereiriirieirieeieeere e xii

Lista de STMDOIOS......cc.erveirieirieieiiereee e Xiii

Capitulo 1

INEPOAUGAOD ...ttt 1
L1 ODJELIVO. vttt 3

Capitulo 2

Fundamentos tEOTICOS ........cuevruirieirieieiirieinieeiesiee et 5
2.1. Conceitos basicos fundamentais ..........c.ccoeceveerenieereninnenen 5
2.2. Uso da Eletroporagao na diferenciagdo de CTs .................. 12

Capitulo 3

EIStropOraCao .....c.coveuireiieiiniciricietstcte ettt 21
3.1. Principios da eletroporacao ............cceeeeeeeeenenencncncnennenne. 22
3.2. Modelo base da eletroporagao............cceeveeeevueereerreeeesrennnenne. 24
3.3. Modelando a eletroporagao ...........ccceeeevreeeevieeeeenieeeesieeeeenne. 31

Capitulo 4

Metodologia de Pesquisa.........ccecvevuieieiecieiieieieeeee e 35
4.1 Protocolos de pulSo UNiCo..........ccueeeeriieierieeiereeieseeeesieenans 39
4.2 Protocolos de pulso duplo .........cceeceevieeieviieienieieseeeseeene 40

Capitulo 5

ReESUIAAOS ... 43
5.1 Protocolo de pulso UniCo .......ccecvevveieeienieeieieceeie e 43
5.2 Protocolo de pulso duplo.........cceevevieeienenienienieieeeeeeenee. 46

Capitulo 6

Discussao dos Resultados........c.ccueveieieininiiiniiinececnceee 55
6.1 Protocolo de pulso UNiCOo ........ccccuevvevieeienienieieceeieeeee e 55
6.2 Protocolos de pulso duplo .........cccceeveeieninienieeieeceeeeee, 57

Capitulo 7

CONCIUSAD ...t 63

REfEIENCIAS ...t 66

viii






Lista de Figuras

Figura 1. Etapas seguidas no estudo da eletroporagio e no
desenvolvimento do simulador. ........c.ccocccvreinnerinncrinnccrecee 4

Figura 2. [lustragdo esquematica de uma célula eucaridtica animal...6

Figura 3. Distribuigdo de cargas na membrana.............cceceeveevereeennnns 7
Figura 4. Equivalente elétrico da bicamada fosfolipidica................... 8
Figura 5. Plasticidade de CTs adultas..........cccceceevevirinininccnenennenne. 10

Figura 6. Resumo dos eventos abertura e fechamento de poros
induzidos por eletroporagan. .........cceeeevuerieriereeie et 15

Figura 7. Variacdo de energia livre associada com a criacdo de um

unico poro hidrofilico, de raio r, em uma membrana ..........c..ccc....... 23
Figura 8. Representacdo esquematica da eletroporacao ................... 25
Figura 9. Membrana celular durante a eletroporag@o..........c..c.c....... 26

Figura 10. Circuito elétrico que retrata o comportamento da

membrana durante o processo de eletroporacgao. ..........cceeeeveeveennee. 31
Figura 11. Fluxograma da rotina computacional. .........c..cccceceeenenee. 44
Figura 12. Campo elétrico aplicado em funcao do angulo. ............. 39

Figura 13. Tensdo de membrana e nimero de poros em fungdo do

Figura 14. Raio médio e raio méximo do poro em fungao do tempo45
Figura 15. Varidveis importantes em fun¢ao do angulo da célula ...46
Figura 16. Numero de poros em funcdo do angulo da célula do
MOdelo TefETENCIA. ....eoveuiriiiciiicirice e 46
Figura 17. Raio maximo e raio médio dos poros em funcdo do
tempo. O periodo no qual ndo ha aplicagdo de campo elétrico €
indicado pelas barras azuis. Protocolo 1..........cccoecvevinincincninenen 47
Figura 18. Raio maximo e raio médio dos poros em funcdo do
tempo. O periodo no qual ndo ha aplicacdo de campo elétrico ¢
indicado pelas barras azuis. Protocolo 2...........cccccvevivinecneninenen. 48

Figura 19. Raio méaximo e raio médio dos poros em funcao do



tempo. O periodo no qual ndo ha aplicagdo de campo elétrico €
indicado pelas barras azuis. Protocolo 3..........cccccccvevinineicncnnenen 49
Figura 20. Raio méximo e raio médio dos poros em funcdo do
tempo. O periodo no qual ndo ha aplicagdo de campo elétrico €
indicado pelas barras azuis. Protocolo 4............cccecevevrineenenieenen. 49
Figura 21. Raio maximo e raio médio dos poros em funcdo do
tempo. O periodo no qual nao ha aplicagdo de campo elétrico €
indicado pelas barras azuis. Protocolo 5..........cccccecevevininecneninenen. 50
Figura 22. Raio médximo e raio médio dos poros em funcdo do
tempo. O periodo no qual nao ha aplicagdo de campo elétrico ¢
indicado pelas barras azuis. Protocolo 6..........ccccceeeeevieevenierienieennene. 51
Figura 23. Raio maximo e raio médio dos poros em funcdo do
tempo. O periodo no qual ndo ha aplicagdo de campo elétrico ¢
indicado pelas barras azuis. Protocolo 7..........ccccceovvninininicnicncnncn. 51
Figura 24. Raio maximo e raio médio dos poros em funcdo do
tempo. O periodo no qual ndo ha aplicagdo de campo elétrico ¢
indicado pelas barras azuis. Protocolo 8............cccoeveevieienienienieennene. 52
Figura 25. Raio maximo e raio médio dos poros em funcdo do
tempo. O periodo no qual ndo ha aplicacdo de campo elétrico ¢
indicado pelas barras azuis. Protocolo 9...........cccoevvevirveveerenneennene 53
Figura 26. Raio méaximo e raio médio dos poros em funcao do
tempo. O periodo no qual ndo ha aplicacdo de campo elétrico ¢
indicado pelas barras azuis. Protocolo 10..........cccccvevinineeneninenen 53
Figura 27. Tipos celulares e terapias propostas para o tratamento de
CATAIOPALIAS ....vveeeeeiieiieee ettt ettt ae e eaeeneeae e nee 78
Figura 28. Desafios para o uso da terapia de células-tronco em
doengas Cardiacas .........cvevveruieierieeiecieie ettt 79
Figura 29. Estudo multicéntrico randomizado de terapia celular em
cardiomiopatias (MIHEart). ........cccccevieiininiienicieeeeeceee e 81
Figura 30. Fatores considerados na induc¢do da diferenciagdo de

CEIULASTIONICO ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e aeeees 84

Xi



Lista de tabelas

Tabela 1. Defini¢ao dos termos da equacao do circuito................... 32
Tabela 2. Valores das constantes usadas nas simulagoes................. 39
Tabela 3. Protocolos de Pulso duplo. Caracteristica dos pulsos.. .... 40
Tabela 4. Protocolos usados para analisar o controle do raio dos
poros por meio da varia¢ao do intervalo entre os pulsos ................ 41
Tabela 5. Protocolos usados para analisar o controle do raio dos
poros por meio da variacdo da magnitude do primeiro pulso ......... 41
Tabela 6. Protocolos usados para analisar o controle do raio dos
poros por meio da variagao da magnitude do segundo pulso ......... 42
Tabela 7. Protocolos usados para analisar o controle do raio dos
poros por meio da variagdo da duragdo do primeiro pulso ............. 42
Tabela 8. Resultados numéricos da simulagdo com um tnico pulso,
para a parte simulada da célula (0° a 180°).......cccevevevererereeiernnen. 43
Tabela 9. Resultados numéricos de importantes varidveis para cada
protocolo considerando a parte simulada da célula (0° a 180°) ....... 54
Tabela 10. Caracteristicas de populacdes de células-tronco usadas na
terapia Cardiaca. ......cocveieieieieieieeeeeeee s 82
Tabela 11. Materiais usados em modelos de matriz extracelular .... 87

Tabela 12. Fatores de crescimento iniciadores da cardiogénese...... 89

Xii



Lista de Simbolos

A Area superficial da célula [m™]

A, Area total dos poros [m™]

Cm Capacitancia superficial da membrana [A m™]

D Coeficiente de difusio do raio do poro [m?s™]

E Campo elétrico [V m™']

Finax Forga elétrica maxima para V,, =1 V [N V'z]

Gei Condutancia devido a diferenca nas condutividades intra e
extracelular [S m™]

m Condutancia da membrana [S m™]

Gp Condutancia superficial devida ao aparecimento dos poros [S m™]
Espessura da membrana [m]

I, Corrente total da eletroporagdo [A m™]

1p Corrente em um unico poro [A]

k Constante de Boltzmann
Distancia entre as placas do eletroporador [m]

N Densidade de poros [m?]

No Densidade de poros de equilibrio para ¥, =0V [m™?]

Neg Densidade de poros de equilibrio [m™]

r Raio do poro [m]

r* Raio critico de transi¢ao de hidrofobico para hidrofilico [m]

Rap Resisténcia através do poro [Q]

R, Resisténcia dos canais proteicos da membrana []

Teel Raio da célula [m]

Re Resisténcia do setup experimental [Q]

Xiii



Rent

Tmin

=]

>

™
e
i

Resisténcia de entrada no poro [Q]

Resisténcia superficial da membrana [Q m?]

Raio do minimo local de energia [m]
Condutividade da solugio no poro [S m™']
Condutividade da solucio extracelular [S m™]
Condutividade da solucdo intracelular [S m™']
Temperatura absoluta [K]

Tensao entre as placas do eletroporador [V]
Tensao caracteristica da eletroporacao [V]
Tensdo transmembrana [V]

Tensdo de repouso da membrana celular [V]
Energia livre [J]

Coeficiente de taxa de formacao de poros [m? s
Energia de repulsao estérica [J]

Angulo entre as linhas de campo elétrico e a superficie da célula
Distancia a partir do centro da célula [m]

Energia por unidade de 4rea da interface hidrocarboneto-agua [J m™]
Tensdo da membrana sem poros [J m™]

Tensao superficial efetiva da membrana [J m?]
Constante de tempo do fechamento dos poros [s]
Potencial elétrico extracelular [V]

Potencial elétrico intracelular [V]

Xiv



Capitulo 1

Introducao

Essa pesquisa foi motivada pelo incrivel potencial das células-tronco, pelo
excelente trabalho feito por pesquisadores brasileiros com pacientes com insuficiéncia
cardiaca, pelo desafio na diferenciacdo especifica de células-tronco, pelo
desconhecimento das caracteristicas do fenémeno da eletroporagao e, finalmente,

pelo potencial uso da eletroporagao para diferenciar células-tronco.

Células-tronco (CTs) sao células nao especializadas capazes de se dividir,
renovar e se diferenciar em diferentes linhagens celulares. Tais propriedades destas
células as conferem aplicagdes interessantes; como, por exemplo, o tratamento de
pacientes com isquemia cardiaca.

Como a morte por doencas isquémicas do coragcdo € uma das principais
causas de morte no mundo (LOPEZ et al., 2006, SEGERS e LEE, 2008), o estudo de
novas técnicas que possam curar ou minimizar a isquemia cardiaca torna-se
importante e necessario. Neste sentido, pesquisas estdo sendo realizadas em relagéao
ao tratamento com CTs ndo diferenciadas em pacientes com doencas cardiacas
isquémicas (ANVERSA e NADAL-GINARD, 2002, DOHMANN et al., 2005). Embora
tenha sido verificado algum progresso neste tipo de terapia, ainda é desejavel e

necessario estudarem-se técnicas que possam aumentar a eficiéncia do processo.



Tem sido reportado que a probabilidade de sucesso dessa forma de terapia sera
maximizada com a diferenciacao das células in vitro, isto &, anterior ao seu reimplante
no paciente (JACKSON et al., 2008, SEGERS e LEE, 2008).

Muitas técnicas tém sido usadas na tentativa de se induzir a diferenciagdo de
CTs. Estimulos fisicos tém sido usados com o intuito de se mimetizar a situagao
natural de desenvolvimento da célula. Dentre esses estimulos podem ser citados:
eletroestimulagao (GENOVESE et al., 2008, RADISIC et al., 2004, XIA et al., 1997,
HOLT et al., 1997), carregamento mecéanico (SHIMKO e CLAYCOMB, 2008, HWANG
et al., 2007, ORR et al., 2006) e variacao de temperatura (FLANDERS et al., 1993).
Além de tais agentes fisicos exégenos, é necessario também otimizar as condi¢cdes de
cultura das CTs, ou seja, € necessario o uso de uma matriz extracelular, onde devem
ser adicionados fatores de crescimento e agentes quimicos que favorecem a
diferenciacao.

O estimulo fisico que mais tem apresentado resultados significativos na
indugao da diferenciacao de CTs é o estimulo elétrico (XIA et al., 1997, RADISIC et al.,
2004, GENOVESE et al., 2008, ROURA et al., 2010). A aplicacdo de campos elétricos
externos em células-tronco causa o efeito denominado eletroporacao, e ha evidencias
dos beneficios do seu uso na diferenciacdo (XIA et al., 1997; HOLT et al., 1997;
RADISIC et al., 2004).

A eletroporacao pode ser definida como um método de criagdo de poros em
membranas celulares por meio da aplicagdo de campos elétricos de intensidade,
duracédo e frequéncia controlados. Os eventos microscépicos da eletroporagcao
envolvem processos complexos, que nao estdo completamente elucidados. De um
modo geral, sabe-se que na presenca da energia fornecida pelo campo elétrico um
poro hidrofdbico de raio r, previamente formado por variagdes estruturais da bicamada
fosfolipidica causadas pelo efeito térmico da temperatura ambiente, alcanga um valor
critico de raio e se transforma em um poro hidrofilico (aquoso) por meio de rearranjo

das moléculas lipidicas para um estado energeticamente mais favoravel.



Diante da dificuldade de se determinar microscopicamente as etapas da
eletroporacdo, muitos grupos estudam, ha mais de 30 anos, modelos matematicos que
possam representar o processo de criagdo de poros em membranas (ZIMMERMANN
et al., 1974, CHERNOMORDIK et al., 1983, GLASER et al, 1988, DEBRUIN e
KRASSOWSKA, 1999, KRASSOWSKA e FILEV, 2007). O uso desses modelos pode,
além de auxiliar no melhor entendimento do préprio fenébmeno da eletroporacéo, guiar
experimentos de eletroporacao, tornando-os mais eficientes e menos custosos.

O uso de simuladores de eletroporagédo tem o potencial de minimizar custos
com futuros experimentos praticos, permitindo que o conjunto de parametros testado
na pratica seja avaliado e validado previamente, economizando assim reagentes,
meios de cultivo, e, principalmente, tempo. E favoravel ter a possibilidade de usar um
simulador para conhecer e compreender o comportamento das variaveis do sistema

antes de realizar testes de bancada.

1.1 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um simulador de
eletroporacdo, com base no modelo de KRASSOWSKA e FILEV (2007), que
permitisse estudar a formacgao dos poros, sua evolugcido e seu fechamento. O modelo
utilizado no simulador considera uma célula esférica e a aplicagcdo de pulsos
retangulares de campo elétrico, cuja duracao, intensidade e espagamento interpulsos

sao variados.
1.1.1 Objetivos especificos:
e Equacionar os fenbmenos da eletroporacao;

o Desenvolver o simulador que permite a analise da evolugao temporal e

3



da distribuicdo espacial do raio dos poros criados na membrana celular
durante a eletroporacgao;

e Fazer uma simulagdo com perfil equivalente a realizada no estudo de
KRASSOWSKA e FILEV (2007) para comparagcao e validacdao do
modelo.

e Simular e analisar perfis de simulacdo com pulsos duplos para estudar
e compreender o controle do raio dos poros formados na membrana
celular.

A Figura 1 apresenta etapas seguidas no estudo da eletroporacdao e no

desenvolvimento do simulador.

Estudo tedrico dos modelos da eletroporagao

v

Identificacdo do modelo mais completo e mais fidedigno
v

Andlise do modelo matematico, equacionamento dos fendmenos
v
Simulagdes de teste

v

Ajuste do modelo matematico e do c6digo computacional
v

Simulagdes para analise do controle do raio dos poros

Figura 1: Etapas seguidas no estudo da eletroporacéo e no desenvolvimento do simulador.



Capitulo 2

Fundamentos Teoricos

A primeira secdo deste Capitulo apresenta conceitos fundamentais para a
compreensao do objeto de estudo deste trabalho: a dindmica da membrana celular
sobre o efeito de um campo elétrico externo. Na segunda sec¢ao, a eletroporacao,
criacao de poros na membrana celular por meio da aplicagdo de campos elétricos, é
apresentada como técnica para a diferenciacdo de células-tronco. Sdo apresentados
0s principios basicos e uma retrospectiva da modelagem matematica deste complexo

fendbmeno.

2.1 Conceitos basicos fundamentais

2.1.1 Célula

A célula é a menor unidade necessaria para que haja vida. Os menores € mais
simples organismos vivos sao unicelulares. Os maiores e mais complexos sao
pluricelulares, e suas células se organizam em tecidos especializados, os quais
desempenham diferentes funcoes.

Mesmo as células que possuem diferentes fungdes, e consequentemente

estruturas distintas, tém caracteristicas em comum. O esquema geral de uma célula



eucaridtica (aquela que possui nucleo celular) animal é apresentado na Figura 2, na
qual é possivel observar as organelas celulares, o nucleo com o material genético e a
membrana celular, que separa o citoplasma do meio externo.

As organelas sao estruturas supramolecurares (estruturas complexas
compostas por aglomerados moleculares) executoras de fun¢des necessarias para o
metabolismo celular. A presenga de maior ou menor quantidade de determinadas
organelas varia de acordo com a funcao da célula analisada. As células do musculo
cardiaco, por exemplo, sdo muito ricas em mitocdndrias, tendo aproximadamente uma

por fibra muscular.
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Figura 2: llustragdao esquematica de uma célula eucariética animal. Figura adaptada da
Enciclopédia Britanica. By courtesy of Encyclopedia Britannica, Inc., copyright 2008;
used with permission.
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A mitocondria € a produtora de energia da célula. Conforme a grande
descoberta de Eugene Kennedy e Albert Lehninger (1948), ela é a responsavel pela
respiragdo celular, sitio da fosforilagdo oxidativa (NELSON e COX, 2006).
Estruturalmente, € composta por duas membranas (membrana externa e membrana
interna mitocondrial), o que possibilita o eficiente processo da cadeia respiratéria
(cadeia de transferéncia de elétrons) e a produgéo de energia na forma de adenosina
tri-fosfato (ATP), mediada pela enzima ATP-sintase.

Interface da célula com o meio externo, a membrana celular controla o influxo e
efluxo de substancias na célula. E composta por lipidios e proteinas, que formam uma
barreira fina e hidrofébica ao redor da célula. Proteinas de transporte inseridas na
bicamada lipidica permitem a passagem de alguns ions e moléculas. O transporte de
substancias ocorre por meio de canais ibnicos, bombas, difusdo, ou vesiculas
transportadoras. Como o0s componentes da membrana ndo sao ligados
covalentemente, toda a estrutura é altamente flexivel, o que permite mudancas na
conformacao e tamanho da célula.

De acordo com a distribuicdo de cargas e de concentragdes idnicas através da

membrana, pode ser feita uma analogia entre a bicamada e um capacitor (Figura 3).

Meio extracelular
o I I o T o ok 3

Meio intracelular

Figura 3: Distribuicdo de cargas na membrana celular. a) Distribuicao idnica através da
membrana celular. b) Distribui¢cdo de cargas analoga em um capacitor de placas
paralelas com capacitancia C,,.



O circuito elétrico apresentado na Figura 4 € um analogo mais completo da
membrana celular. Neste circuito, cada elemento representa uma caracteristica
morfolégica da membrana. A resisténcia R, € o reciproco da condutancia (9.)
associada aos canais idnicos presentes na membrana; o componente E,, é a diferenca
de potencial (DDP) associada ao gradiente de concentragéo idnica entre os meios

intra e extracelulares; a capacitancia C,, é a capacitancia ilustrada na Figura 3.

Cm Em

1 i)

Figura 4: Equivalente elétrico da bicamada fosfolipidica. C,, representa a capacitancia da
membrana. R,, é uma resisténcia que representa o reciproco da condutancia associada
aos canais idnicos presentes na membrana. E,, é a DDP que representa o gradiente de

concentragao idnica.

2.1.2 Células-tronco

Células-tronco sao células nao especializadas capazes de se dividir, renovar e
se diferenciar em diferentes linhagens celulares. As células-tronco podem ser divididas
em duas categoriais principais — células-tronco embrionarias e células-tronco nao
embrionarias:

o Células-tronco embrionarias (CTESs): sdo derivadas da massa celular interna de
um blastocisto, o qual é formado dias apds a fertilizagcdo de um 6vulo. Sao

células pluripotentes, pois podem se diferenciar em qualquer linhagem celular in



vivo (HWANG et al., 2007, JIANG et al., 2008, TUCH, 2006).

o Células-tronco ndo embrionarias (CTnEs): séo consideradas CTnEs as células-
tronco adultas, retiradas de voluntarios adultos; células de corddo umbilical;
células de placentas e células de tecidos fetais. Embora nao sejam células
pluripotentes, sdo multipotentes, isto €, podem se diferenciar em diversas
linhagens celulares in vivo (ANVERSA e NADAL-GINARD, 2002, ASSMUS et
al., 2002, BELTRAMI et al., 2003, PERIN et al., 2003, SCHACHINGER et al.,
2004, DOHMANN et al., 2005) e in vitro (DIMARAKIS et al., 2006a, DIMARAKIS

et al., 2006b, FUKUDA, 2008, LIN et al., 2010).

As CTs adultas possuem, além da diferenciagao, a propriedade de plasticidade,
ou seja, células de um tecido podem se diferenciar em células de outro tecido. A
Figura 5 ilustra a plasticidade de células-tronco adultas.

Pelo grande poder de diferenciacédo e desenvolvimento de diversos tecidos, sao
diversas as aplicagdes visualizadas para as células-tronco, embrionarias e nao
embrionarias. No entanto, ainda ha problemas de segurancga relacionados ao uso de
CTEs (HWANG et al., 2007, NOVOTNY et al., 2008), o que explica o uso exclusivo de
CTnEs em tratamentos com pacientes. Em adicional, existem questdes éticas
relacionadas a CTEs que limitam, em diversos paises, experimentos e testes clinicos.

Uma aplicacao de CTnEs potencialmente promissora € o uso para terapias de
substituicao celular e na medicina regenerativa (HWANG et al, 2007). As terapias sao
atualmente utilizadas para o tratamento de leucemias, mielomas, linfomas, e
deficiéncias genéticas (TUCH, 2006).

Ha também estudos sobre CTs relacionados ao tratamento de doencgas
cardiacas isquémicas (ANVERSA e NADAL-GINARD, 2002, ANVERSA et al., 2007,
ASSMUS et al., 2002, BELTRAMI et al., 2003, KAJSTURA et al., 2005, PERIN et al,
2003, PERIN et al., 2004, STAMM et al., 2003, TUCH, 2006, LIN et al., 2010, LI et al.,
2011), lesées de medula espinhal (TUCH, 2006, SYKOVA et al., 2006), fraturas em
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0ssos (LE BLANC et al., 2005, TUCH, 2006) e doenga de Parkinson (BJORKLUND e

LINDVALL, 2000, TUCH, 2006).

Figado
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Figura 5: Plasticidade de CTs adultas. Figura adaptada de Stem Cell Information [World
Wide Web site]. Bethesda, MD: National Institutes of Health, U.S. Department of Health
and Human Services, 2009 [cited Saturday, October 24, 2009]. Disponivel online em
http://stemcells.nih.gov/info/2001report/2001report.

Mesmo com o grande numero de estudos sobre aplicacoes de CTs € essencial
o aprofundamento do conhecimento sobre ferramentas indutoras da diferenciacdo de
CTs em linhagens celulares de interesse e na otimizagcao das propriedades dos meios
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de cultivo.

Este trabalho foi motivado por estudos realizados com células-tronco em
pacientes com problemas no coragdo. No ANEXO | sdo apresentados métodos de
diferenciacdo de células-tronco e estudos que usam CTs para tratar doencas

isquémicas cardiacas.

2.1.3 Estimulos fisicos para a diferenciagao de células-tronco

Durante o desenvolvimento natural do tecido a célula é exposta a diversos
estimulos fisicos. Deste modo, tratamento térmico, forgas mecénicas e pulsos elétricos
tém sido utilizados como estimulos fisicos exdgenos na tentativa de se mimetizar as
condigbes originais de diferencia¢ao das CTs.

O choque térmico pela exposi¢ao a altas temperaturas estimulou a regulagéo
da expressao de TGF- B em células cardiacas de ratos, o que foi relatado por
FLANDERS et al. (1993). Esse fato indica potencial influéncia da temperatura na
regulacdo deste importante indutor da diferenciacao na linhagem cardiomiogénica.
Assim, é possivel que a temperatura possa exercer algum efeito na diferenciagéo.

Estimulos mecanicos sao convertidos pela célula em respostas bioquimicas por
meio do mecanismo de mecanotransdugao (ORR et al., 2006, HWANG et al., 2007). A
pressdo sanguinea, por exemplo, é regulada intrinsecamente por barorreceptores, que
atuam sinalizando variagdes na pressao e disparando mecanismos de controle
(vasoconstricado e fungao renal) (BERNE e LEVY, 1990). O estiramento de células
vasculares do musculo liso abre canais de cations nao especificos, causando
despolarizagdo da membrana. Essa resposta pode ser bloqueada pelo elemento
quimico gadolinio, inibidor de canais sensiveis ao estiramento (ORR et al., 2006).

Pesquisadores alemaes estudaram o efeito da tensdo mecanica na iniciacdo da
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diferenciacdo de CTEs em células cardiacas e concluiram que estimulos mecanicos
induzem a cardiomiogénese (SCHMELTER et al., 2006).

Diversos estudos evidenciam a grande influéncia da estimulagédo elétrica na
diferenciacdo de CTs na linhagem cardiomiogénica. Um grupo formado por
pesquisadores da NW University Medical School e da University of Texas Medical
School mostrou, através de experimentos em 1997, que a aplicacdo de campos
elétricos em cardiomiécitos de neonatos aumenta o conteudo de mitocondrias nas
células (XIA et al., 1997). No mesmo ano, foi publicado um artigo no qual foram
investigadas propriedades mecanicas e a resposta ao calcio em cardiomidcitos apos
estimulagao elétrica (HOLT et al., 1997). O trabalho mostrou que ocorre aumento nas
propriedades mecanicas e nos transientes de calcio apds aplicagdo de campo elétrico,
induzindo contragao ritmada, em comparagao as células nao estimuladas. Assumindo
que o acoplamento excitagdo-contracao determina o desenvolvimento e funcédo do
miocardio, pesquisadores do MIT verificaram que com a estimulagdo por campo
elétrico (mimetizando o coracdo) houve inducdo de alinhamento e acoplamento

celular, resultando em um nivel alto de organizacéo estrutural (RADISIC et al., 2004).

2.2 Uso da Eletroporacao na diferenciacao de CTs

2.2.1 Conceitos basicos de eletroporacao

A eletroporacdo € um método de criacdo de poros em membranas celulares
por meio da aplicacao de campos elétricos de intensidade, duracdo e frequéncia

controlados.
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Mecanismo molecular geral da eletroporagéo:

Ha duas propriedades da bicamada lipidica que sao influenciadas pela
aplicagdo de um campo elétrico (TSONG, 1991): os dipolos elétricos das moléculas
lipidicas e a pequena permeabilidade da membrana a ions. Dois esquemas (I e Il)
podem ser usados para descrever o efeito do campo elétrico na membrana (TSONG,
1991). Um deles descreve a eletroporacao reversivel (1) e o outro (Il) a eletroporacao
causada por pulsos elétricos mais intensos, causando o rompimento e a formacao de

novas vesiculas lipidicas.

Ace—B——C
'\ J )
B'«—(C"'
7 C——4
AT—=B——>D——>A4, (I1)
™~ E—— A4,

Nos esquemas | e Il a transigao de A para B é reversivel e representa a etapa
de inicio da formagao dos poros. Se o campo elétrico aplicado € maior que a constante
dielétrica da membrana (l), ha uma etapa de expansao do poro (B para C). A
expansao do poro € considerada irreversivel, pois o fechamento leva um tempo
relativamente grande (segundos), apdés o fim dos pulsos, para acontecer. B é
equivalente a B, mas no estado B’ ndo ha a presenca do campo elétrico, assim como

C’ é equivalente a C.
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Se o campo elétrico € muito maior que a constante dielétrica da membrana, a
célula pode ser fragmentada (Il) em vesiculas lipidicas polarizadas (C, D e E), que
darao origem a pequenas vesiculas lipidicas (A4, Az, A3).

Apesar do potencial elétrico necessario para a abertura de canais proteicos,
que é 50 mV, ser menor que o potencial de ruptura da membrana, que é na faixa de
150 a 500 mV (equivalente a um campo elétrico de 300 a 1.000 kV/cm, para uma
membrana com espessura de 5 nm), pode haver lise durante a eletroporacgéo; pois,
quando estes canais estdo abertos a corrente pode aumentar para um valor muito
além do desejado (TSONG, 1991). Nesse caso, esses canais podem ser danificados
pelo aquecimento (efeito Joule) ou pela modificagdo elétrica de seus grupos
funcionais.

A Figura 6 mostra um resumo dos principais eventos da eletroporacao e do
fechamento de poros na membrana celular. E possivel observar dois caminhos para o
envio de moléculas ao meio intracelular. No primeiro caminho (superior), ndo ha
balanceamento osmotico e as pequenas moléculas ou ions em solugdo presentes no
meio extracelular passam para o meio intracelular, impulsionadas pela pressao
osmotica das macromoléculas intracelulares, o que torna possivel a ruptura da célula.
Entretanto, pode ocorrer o fechamento do envelope celular e, nesse momento, pode
haver o envio de macromoléculas para o meio intracelular. A célula, nesse caso, pode
ndo ser biologicamente viavel ao final do processo. No segundo caminho (inferior), ha
moléculas maiores que os poros formados na solugdo extracelular, o que torna os
meios intra e extracelular balanceados osmoticamente. Nao ha inchamento celular e o
fechamento dos poros ocorre apds o envio das macromoléculas de interesse para o
meio intracelular.

De um modo geral, a eletroporacéo é discutida no artigo de TSONG (1991). Ja
eventos microscopicos da eletroporagao n&do sado abordados, sendo complexos e ainda

nao completamente elucidados.
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Figura 6: Resumo dos eventos abertura e fechamento de poros induzidos por
eletroporagao. Adaptada de Biophysical Journal, 60/2, TSONG, T.Y., Electroporation of
cell membranes, pp. 297-306, Copyright(1991), com permissao de Elsevier.

As provaveis etapas nas quais se desdobram esses eventos poderiam ser

sintetizadas em (TEISSIE et al., 2005):

1) Indugdo: o campo elétrico induz o aumento da diferengca de potencial através
da membrana, o que, a partir de um valor critico causa pequenos defeitos

(poros).

2) Expansdo: os poros aumentam na presenca de campo elétrico maior que o

campo elétrico critico.

3) Estabilizagdo: Se o campo elétrico € menor que certo limiar ha a estabilizagao,
que transforma a membrana em permeavel a pequenas moléculas. Dura

alguns milésimos de segundos.

4) Fechamento dos poros formados: Ocorre lentamente, podendo durar segundos

ou até minutos.
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5) Efeito memdria: Algumas mudangas nas propriedades da membrana

permanecem, mas a célula resiste ao processo (e os poros se fecham).

222 Uso da eletroporagio como ferramenta para estimular a

diferenciagao

Em 1972, Neumann e Rosenheck descobriram a importancia da
eletropermeabilizagdo, ou eletroporagdo (NEUMANN e ROSENHECK, 1972). Eles
verificaram a liberagdo de catecolaminas de vesiculas lipidicas apds sua estimulagao
por campos elétricos. A partir dai, foram feitos muitos estudos com o objetivo de
entender melhor o processo de geracao de poros por campos elétricos aplicados a
vesiculas lipidicas. Poucos anos depois, Kazuhiko e Tsong publicaram dois trabalhos
importantes: um deles mostrava que a formacao de poros na membrana de eritrécitos,
por aplicacao de campos elétricos, poderia ocorrer de forma reversivel (KAZUHIKO e
TSONG, 1977); e o outro evidenciava a possibilidade do uso de eritrécitos carregados
com medicamentos (processo feito por eletroporagdo) como um reservatorio
intravenoso de droga, o qual liberaria lentamente seu conteudo (KAZUHIKO e
TSONG, 1978).

Estimulados pelos resultados, outros cientistas comecaram a verificar
experimentalmente o efeito de campos elétricos induzidos em células-tronco. Um
professor do departamento de ciéncias bioldgicas da Purdue University, nos EUA,
publicou uma revisao intitulada The responses of cells to electrical fields: a review
(ROBINSON, 1985). Nesse trabalho foram examinados estudos realizados com
células nervosas, musculares, neurais e epiteliais. Entre os trabalhos referidos no

estudo estdo: uma pesquisa que mostra um exemplo de galvanotaxia, ou seja, a
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influéncia fisiolégica de um campo elétrico de corrente continua (DC) na direcao da
migragao, orientagao e forma celular (ERICKSON e NUCCITELLI, 1984) e outro que
concluiu que a orientacao de células nervosas e musculares, in vivo, & influenciada por
campos elétricos de pequena intensidade (HINKLE et al., 1981).

Em 1999, Sauer e colaboradores conseguiram verificar, usando campos
elétricos de 250 e 500 V/m, o aumento do numero de corpos embrionarios que se
diferenciaram em cardiomiocitos (SAUER et al., 1999). Nesse trabalho foi usado um
pulso unico de campo elétrico aplicado por 90 segundos em células embrionarias.
Mais adiante, sera comentado que a manutencao da aplicagdo de um pulso campo
elétrico da ordem de grandeza usada nas simulagbes realizadas neste trabalho (40
kV/m) durante aproximadamente 10 ms pode causar rompimento irreversivel da célula.
No caso dos experimentos realizados por SAUER et al. (1999) esse rompimento nao é
observado devido a relativamente baixa magnitude do pulso de campo elétrico
aplicado.

Para usar células-tronco adultas em terapias para isquemia cardiaca, ou para
outras terapias, € indicado estimular a diferenciacdo destas células in vitro. A
eletroporacdo é o método mais promissor, como discutido no Anexo |, e muitos
estudos tém mostrado a eficiéncia do uso de pulsos de campo elétrico para estimular a
diferenciagéo de células-tronco em cardiomiocitos (ROURA et. al., 2010, GENOVESE
et al., 2008, RADISIC et al., 2004, XIA et al., 1997, HOLT E et al., 1997).

A realizagdo de testes experimentais com o objetivo de quantificar os
parametros necessarios do eletroporador (equipamento utilizado para gerar o campo
elétrico para a realizacao experimental da eletroporagéo), as condi¢cdes experimentais
necessarias para o processo de diferenciacdo, dentre outras variaveis, é tarefa que
demanda custo e tempo elevados. Seria necessario usar um grande numero de
combinagbes de parametros para encontrar a combinagdo apropriada. Logo, o
desenvolvimento de modelos que possam ser usados para simular

computacionalmente a eletroporagéo torna-se desejado e necessario para minimizar o
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numero de experimentos realizados.

Como a eletroporacao abre poros na membrana celular, e é sabido que a
presengca de determinadas macromoléculas no meio intracelular € necessaria para
diferenciar CTs em células especificas (Anexo 1), o desenvolvimento de um protocolo
de aplicagdo de campos elétricos, na presenca de uma solugdo com as
macromoléculas indicadas, que abra poros na membrana que, por sua vez, permitam
a passagem dessas macromoléculas para o meio intracelular, é desejado. Logo, a
modelagem matematica da eletroporacdo, o conhecimento de todas as etapas do

processo e a avaliagdo da evolucao temporal das variaveis de interesse, como, por

exemplo, o raio dos poros formados, sao desejados.

2.2.3 Histoérico da modelagem matematica dos eventos da eletroporagao

Diante da possibilidade de usar campos elétricos para criar poros nas
membranas celulares e da importancia de suas aplicagdes surgiu a necessidade de se
estudar e modelar matematicamente os eventos e etapas do processo de formacao e
fechamento dos poros.

Muitos grupos de pesquisa tém se dedicado a investigar a influéncia de
diversas variaveis no processo de eletroporacgéo, tais como, por exemplo, raio dos
poros, numero de poros, intensidade e duragdo do estimulo elétrico. Como a
eletroporacdo € um processo muito complexo, nao foi possivel deduzir equacbes
tedricas que descrevessem o fendmeno e o comportamento da membrana celular
durante 0 mesmo. Assim, os experimentos realizados permitiram que equacdes
empiricas fossem desenvolvidas a partir dos registros e armazenamento de dados das
variaveis de interesse. As constantes utilizadas nas equagdes do modelo matematico

da eletroporacgao foram obtidas e normalizadas a partir desses mesmos experimentos,
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que sao citados a seguir.

Pastushenko e colaboradores publicaram, em 1979, uma série de sete artigos
intitulada Electric breakdown of bilayer lipid membranes. Em um desses artigos
(PASTUSHENKO et al., 1979) foi estudada a relacdo quantitativa entre o tempo de
vida da membrana, o potencial elétrico aplicado e outras variaveis do sistema,
baseando-se na aproximacao de difusdo no estado estacionario.

Em 1980, Benz e Zimmermann apresentaram evidéncias de que a membrana
celular da alga Valonia Utricularis pode sofrer rompimento elétrico (estado de altissima
condutancia) com a polarizagao causada por tensées de aproximadamente 1 V (BENZ
e ZIMMERMANN, 1980). Os autores mostraram, adicionalmente, que, no caso de uma
membrana sintética, a tensao de ruptura é fungdo do tempo necessario para carregar
a membrana. No trabalho, os resultados obtidos foram comparados com um modelo
eletromecanico de balango de forgas proposto em trabalho anterior (ZIMMERMANN et
al., 1974), e foi desenvolvida uma equagédo para o campo elétrico através da
membrana depois de atingida a tensdo de ruptura (0o que causa movimento de ions
pela membrana).

Em 1983, cientistas soviéticos estudaram experimentalmente o comportamento
de uma membrana lipidica sintética durante a exposicdo a um pulso elétrico
(CHERNOMORDIK et al., 1983). Eles concluiram, a partir dos resultados, que a
reducao significativa da resisténcia da membrana pode ser observada ndo s6 em altas
tensbes (1V) e tempos curtos (menos de 10 ys), mas também em tempos longos
(10 ms) e voltagens menores.

Em 1987 foi desenvolvido um trabalho no qual foi estudado experimentalmente
0 mecanismo de rompimento elétrico reversivel de uma membrana lipidica (GLASER
et al., 1988). A conclusao foi que o aumento da condutividade durante a ruptura é
consequéncia da formacédo de poros hidrofilicos (que evoluem a partir de poros
hidrofébicos) e que a formagao destes poros € dependente do quadrado da tenséo

através da membrana. Foram apresentadas equagdes para a energia dos poros
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hidrofdbicos e hidrofilicos e para a condutividade do poro; sendo que um pesquisador
do MIT (BARNETT, 1990), anos depois, corrigiu uma das equagdes propostas no
trabalho de Glaser, Pastushenko e Chernomordik. O artigo corrigido (GLASER et al.,
1988) usa uma equacgao para a condutancia de uma membrana plana com um Unico
poro, valida apenas para o calculo unidimensional, e foi aplicada considerando um
poro tridimensional.

Em 1996 foi publicada uma revisdo sobre eletroporacao por Weaver e
Chizmadzhev (WEAVER e CHIZMADZHEYV, 1996). O trabalho apresenta um resumo
dos mecanismos estudados e dos modelos tedricos propostos até entdo, sendo
analisados, caso a caso, as falhas e sucessos de cada modelo.

As pesquisadoras Wanda Krassowska e Katherine A. DeBruin desenvolveram
um modelo computacional para uma célula unica sofrendo eletroporagdo (DEBRUIN e
KRASSOWSKA, 1999). No estudo, elas investigaram o quanto a intensidade do
estimulo elétrico influencia a tenséo através da membrana e a densidade de poros na
célula. Foi declarado que “o processo da eletroporagao ainda nao era bem entendido”.
A conclusdao obtida foi que a eletroporagdao altera o potencial transmembrana,
diminuindo-o e mudando sua distribuicao pela célula, e que ha aumento da densidade
de poros com o aumento da intensidade do pulso elétrico. Dando continuidade ao
estudo, DeBruin analisou o modelo descrito no primeiro trabalho considerando a
influéncia da presenca de quatro ions (Na*, K*, Ca*, e CI') (DEBRUIN, 1999).

Em 2004 foi publicado um trabalho pelo grupo da Professora Wanda
Krassowska que modela o uso de protocolos de pulso duplo para permitir a entrada de
fragmentos de DNA no meio intracelular (SMITH et al., 2004). Este trabalho afirma que
0 uso de protocolos de pulso duplo sao indicados para enviar macromoléculas para o
meio intracelular, o que é necessario na inducao da diferenciacao.

Em 2005 um grupo de Toulouse, na Franga, publicou uma revisao (TEISSIE et
al., 2005) das principais etapas da eletropermeabilizacdo, envolvendo as principais

equacbes, as duragcdes médias e uma proposta do mecanismo molecular de cada
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evento.

Em 2007, Wanda Krassowska e Petar D. Filev desenvolveram um novo modelo
computacional de eletroporacdo de célula unica exposta a campo elétrico externo
(KRASSOWSKA e FILEV, 2007). O trabalho analisa as seguintes variaveis na
presenca do campo elétrico externo: potencial transmembrana, numero de poros e
distribuicdo do raio do poro como fung¢ao do tempo e da posi¢ao na célula, permitindo

a analise temporal e espacial dos eventos da eletroporacao.

2.2.4 O uso de protocolos de pulso duplo

O uso de protocolos de um unico pulso pode causar o rompimento da célula
(SMITH et al., 2004), o que ocorre por meio da formagao de um poro gigante, que,
quando o pulso € mantido pelo tempo necessario para permitir a entrada das
macromoléculas na célula, pode crescer indefinidamente e alcangar um tamanho que
compromete integridade celular.

Ha evidéncias de sucesso no envio de macromoléculas para o meio intracelular
com o uso de protocolos de dois ou mais pulsos de campos elétricos (BARKER et al.,
2009, ZIZZ| et al., 2010).

Neste trabalho sao avaliados, durante a simulacao, protocolos de pulso duplo
para avaliar o efeito de algumas variaveis no controle do raio dos poros. As variaveis

analisadas sao apresentadas no Capitulo 4.
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Capitulo 3

Teoria da Eletroporacao

Esse capitulo apresenta a fundamentacdo tedrica para a compreensao do
complexo fenbmeno da eletroporacdo. A sequéncia de equagdes usada para a
elaboracdo do modelo matematico e da rotina computacional é descrita e 0 modelo

elétrico usado para conduzir este estudo € ilustrado.

3.1 Principios da eletroporacao

A estrutura de bicamada da membrana celular faz com que poros hidrofobicos
sejam formados espontaneamente de acordo com o rearranjo das moléculas
fosfolipidicas (GLASER et al., 1988). Quando, sob a agao de algum estimulo externo
(o processo necessita de energia, a qual pode ser proveniente de um campo elétrico),
0 raio de um poro hidrofébico alcanga um valor critico, ha uma reorientagdo das
moléculas lipidicas para um estado energeticamente mais favoravel, sendo formado
um poro hidrofilico (GLASER et al., 1988). A Figura 7 ilustra a variagdo da energia livre
na formacdo de um poro em uma membrana (A e B) e a representagdo esquematica
da transicdo de um poro hidrofébico para um poro hidrofilico (C). A Figura 7 (A) é uma
versao simplificada da variagdo energia de criagdo de um poro hidrofilico em funcao
do raio para a tensao transmembrana (V,,) nula e para a tensao transmembrana com
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um valor elevado (caso no qual a energia, W, € menor). A curva (B) ilustra a variagao
da energia de criagao do poro apresentando a curva do poro hidrofébico (W,) e a
curva do poro hidrofilico (W;) para os casos de V,, = 0 e V,, maior que zero. Em (C) é
possivel observar os dois tipos de poro: hidrofilico (em cima) e hidrofébico (embaixo).
Com o aumento da tensdo transmembrana, a barreira de energia cai e a
probabilidade de aparecerem poros com raio maior que o raio critico para aquele V,,
aumenta. O maximo da barreira de energia é associado ao raio critico de formacgéo do

poro hidrofilico.

(A) <)

o
2ANEEROH
I
o
ol Gy

P S

Figura 7: Variagao de energia livre (W) associada a criagdao de um unico poro hidrofilico
de raio r em uma membrana, plotados em unidades arbitrarias. A: Variagao da energia
para um poro hidrofilico, para tensédo transmembrana nula (V,, = 0) e para uma tensao
transmembrana elevada (V,, # 0). B: Energia do poro. A curva W, corresponde ao poro

hidrofilico e a curva W, ao poro hidrofébico. Também apresenta os casos de V,,=0e V,,
elevada. C: llustragao esquematica da transigao do poro hidrofébico (embaixo) para o

poro hidrofilico (em cima). Figura reimpressa de Biochemistry and Bioenergetics,

WEAVER J.C. e CHIZMADZHEV Y.U., Theory of electroporation: a review, 41/2, pp. 135-

160, Copyright(1996), com permissao de Elsevier.
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3.2 Modelo base da eletroporacao

O modelo para simulagcdo computacional de eletroporacdo que sera
desenvolvido tera como base inicial as equag¢des do modelo de Wanda Krassowska e

Peter Filev (KRASSOWSKA e FILEV, 2007).

3.2.1 Consideragoes tedricas

A aplicagao do campo elétrico é supostamente realizada com um eletroporador
programavel, cujos parametros frequéncia, duragao, intensidade e espagamento dos
pulsos podem ser controlados. O dispositivo aplica ao meio extracelular uma diferenca

de potencial U por meio de duas placas paralelas com distancia L, de tal modo que a
intensidade do campo elétrico pode ser aproximada por |E| =UxL1.

A Figura 8 ilustra o experimento tipico de eletroporacdo. A célula esférica de
raio r., esta contida em uma casca esférica, seu envoltoério, de raio 2 r,,. As linhas de
campo elétrico emitidas pelo dispositivo de placas paralelas fazem um angulo 6 com a
superficie da célula. As regides de interesse, regides analisadas nas simulagdes
realizadas neste trabalho, estao indicadas. Séo elas: o polo despolarizado (D) é onde
6 = 0°, o polo hiperpolarizado (H), onde 6 = 180° o equador (E), onde 6 = 90° e as
regides nas bordas entre o polo despolarizado e o equador (D,) e a bordas entre o
polo hiperpolarizado e o equador (Hp). O meio intracelular possui condutividade s; e
potencial elétrico ¢; e o meio extracelular possui condutividade s, e potencial elétrico
Pe.

Durante a eletroporacdo a membrana celular submetida ao campo elétrico
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(Figura 9) da origem a formagao de poros hidrofilicos (neste trabalho, a partir daqui,

poros hidrofilicos sao chamados livremente de poros).

Envoltorio

Célula

Figura 8: Representacdo esquematica do experimento de eletroporag¢ao de uma célula
esférica de raio r.,; num envoltério com raio 2r.,,. O campo elétrico é aplicado por um
dispositivo de placas paralelas. 0;, 0., s; e s sdo as condutividades e os potenciais
elétricos dos meios intra e extracelular, respectivamente. 6 é o angulo polar que
determina a posicdo ao longo da célula. Estao identificados os pontos de interesse na
superficie da célula: H (polo hiperpolarizado), H, (borda entre o polo hiperpolarizado e o
equador), E (equador), D, (borda entre o equador e o polo despolarizado) e D (polo
despolarizado).

Os potenciais elétricos intra e extracelular da célula eletroporada sao

governados pela equagao de Laplace (KRASSOWSKA e FILEV, 2007):

{V¢i =0 intracelular (1)
Vo, =0 extracelular.

O potencial no meio extracelular (DEBRUIN e KRASSOWSKA, 1999,

KRASSOWSKA e FILEV, 2007) é dado por:
¢e(t,p,0) =Epcosf com p — o, (2)

onde p é a distancia a partir do centro da célula e 6 o angulo de medida com relacao a
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direcdo do campo elétrico E.
Para t < 0, o campo aplicado € nulo e os potencias assumem os valores:

{¢i(t: p,6) =V,ep intracelular
¢.(t,p,0) =0 extracelular,

3)
onde V,, € a tensdo transmembrana de repouso.

A eletroestimulacdo da membrana implica numa variacao de estado (estado
intacto para estado porado) que € acompanhada por uma variagdo de energia. Essa
variacao de energia é funcao do raio dos poros formados e da tensado transmembrana
(Figura 7). O tempo de vida da membrana é dependente da taxa de formag&o de poros
supracriticos, poros instaveis, que podem causar a lise da membrana.

O comportamento da membrana durante a eletroporagéo, quando a membrana

€ atingida por campos elétricos (Figura 9), pode ser modelado como um circuito

resistivo e capacitivo. Esse circuito é apresentado na Figura 10.

m|,

P;

Figura 9: Membrana celular durante a eletroporacido. O campo elétrico, E, gera uma
corrente na membrana, causada pela formagao de poros (conversao de poros
hidrofébicos em poros hidrofilicos). o; e o, sdo as condutividades dos meio intra e
extracelular, respectivamente, ®; e ¥, os potenciais elétricos intra e extracelular,
respectivamente, R. é a resisténcia do setup experimental , R. é a resisténcia dos canais
proteicos da membrana, C,, é a capacitancia superficial da membrana e V,, é a tenséao
transmembrana.

A equacéao diferencial (4) governa o circuito elétrico da Figura 10, o qual

modela o arranjo experimental da Figura 8 e que sera estudado mais a frente.
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U—C de+ V._V, x<1+1)+1 4
Re - m dt ( - rep) RC Re Yo ( )

onde R, é a resisténcia do sefup experimental , R; € a resisténcia dos canais proteicos
da membrana, C, é a capacitancia superficial da membrana, que é considerada
constante, o que é uma aproximacao valida, pois foi verificada experimentalmente uma
variacao de apenas 2% no seu valor (CHERNOMORDIK, et al., 1983, KRASSOWSKA

e FILEV, 2007). O termo (R.,~' + R,™") equivale & condutancia da membrana g,, =

Ryn~' = (R.~"+R.,™"), que, neste trabalho, é considerada constante.

3.2.2 Equacionamento dos fendmenos da eletroporagao

O modelo apresentado na subsecdo anterior apresenta relacbes de
interdependéncia entre a tensao transmembrana (V,;) e a corrente total nos poros
formados pela eletroporacgdo (/,), resultando em uma equagédo diferencial ndo linear
(4), que nao pode ser resolvida analiticamente. Como anteriormente mencionado,
consideraremos constante a resisténcia dos canais proteicos da membrana (R;).

Nesta subsegdo cada termo da equagéao (4) sera mais bem definido, uma vez
que outras variaveis importantes, que nao aparecem explicitamente no modelo elétrico
também serdo definidas. Sera apresentado o conjunto de equacdes acopladas
(KRASSOWSKA e FILEV, 2007) que deve ser usado para simular os eventos da
eletroporacdo na membrana celular, de acordo com o modelo elétrico definido.

O potencial transmembrana é equivalente a

Vm(t» 9) = ¢i(tr Tcels 9) - ¢e (t: Teels 0)- (5)

A corrente nos poros, /,, € a soma das correntes individuais de cada um dos n poros
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(6).

L,(t,0) = Z Ip (rje’ Vin),

J=1

(6)

sendo a corrente em cada poro dada por

Vim

. 0 _
bp (7 V) = (Rap+Rent)’ (7)

A resisténcia através de cada poro e a resisténcia de entrada em cada poro sao dadas
por (8) e (9) e devem ser calculadas para cada rjg. O indice j é usado para indicar o

raio de cada poro, indice que varia de um até n, o numero total de poros em cada

angulo 6.
h
Rap = ——, (8)
(mtr2s)
1
Rent = 5— (9)
(2s7)

onde h é a espessura da membrana celular e s é a condutividade da solugédo que esta
em contato com o poro. As equagdes (7), (8) e (9) mostram uma relagado néo linear
entre o raio dos poros e a condutancia gerada pela eletroporacédo da membrana.

De forma sucinta, o processo da eletroporacido modelado por KRASSOWSKA e
FILEV (2007) pode ser descrito pelas seguintes etapas:

1. Inicio da formacéo de poros:

Antes da aplicacao da tensao do eletroporador, U, a tensdo transmembrana de
repouso é V,, = V,,, = — 80 mV, sendo que com o inicio da aplicagdo do campo elétrico
ha variacdo dessa tensio. A criagao de poros hidrofilicos na membrana € iniciada a
partir de poros hidrofébicos dos quais os raios evoluem para um raio maior que certo
raio critico, r’, que é o raio critico de transicdo do poro de hidrofilico para hidrofébico.
Outro valor importante do raio € r,,,, que € o valor do raio quando a energia do poro é
minima.

A equacao usada para definir a taxa de formacgao de poros na membrana é a
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equacao diferencial ordinaria desenvolvida no trabalho de DEBRUIN e KRASSOWSKA
(1999):

Vin 2
d—Nzae@ X 1——N ) (10)
dt Neg (Vi)

onde N é a densidade de poros, a é o coeficiente da taxa de formag&o de poros, V, é
uma constante caracteristica da eletroporagédo e N, € a densidade de poros de
equilibrio, que por sua vez é dependente da tensdo transmembrana (DEBRUIN e
KRASSOWSKA, 1999):

Vm)z

q(om
Neq(Vm) = Npe (VEP ’ (1)

onde N, é a densidade de poros de equilibrio para Vi, = 0 e g = (Tyn r*_l)z.
A equagao (12) é uma reducao da relagdo de Smoluchowski (ABIDOR et al.,
1979, POWELL e WEAVER, 1986, VASILKOSKI et al., 2006), que é a equagado que

representa a difusao de particulas para o interior da célula:

on 9 (n awa,,>

—=p —=
ot Por\kT or (12)

onde n é o numero de poros, D, é o coeficiente de difusdo no espago do raio do poro,
k € a constante de Boltzmann, T €& a temperatura absoluta e W,, € a energia de
formagao poro aquoso.

2. Evolucdo dos poros:

Os poros sao formados inicialmente com o raio critico da transicdo de poro
hidrofébico para hidrofilico, r. H& um rearranjo na estrutura dos poros causado pela
busca da membrana celular por um estado energeticamente mais favoravel. Para uma
célula com n poros em cada regiao representada pelo angulo 6, a evolugao dos raios
desses poros obedece a seguinte equacao:

dr;
—L =00,V 0ef), J=12,..,1, (13)

dt
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onde O, € a tensao superficial efetiva da membrana.
Em (13), v € a velocidade de advecgao para cada 7‘]-9, que é dada por (14). A

equacgao da velocidade de advecgao (KRASSOWSKA e FILEV, 2007) tem quatro
termos. O primeiro corresponde a forga elétrica induzida por V,, 0 segundo a repulsao
pelo efeito estérico (efeito de orientacdo) das cabecgas polares dos lipidios da
membrana; o terceiro a tensdo mecénica linear agindo no perimetro do poro e o
quarto, a tensao superficial efetiva da membrana, que € uma funcdo da soma das
areas de todos os poros. Esta equacao s6 pode ser aplicada quando o raio r atinge um

valor igual ou maior que r*, caso contrario, ndo ha poros para evoluir.

D V2Epax r\* 1
Vo =— 4 (—) - -2 2
v(r, Vin, Oey) kT {1 + 1 /(r + 1) g ) 7T ATyt emoeT (14)

emr =>r",
onde D é o coeficiente de difusdo do raio do poro, 8 é a energia de repulsao estérica, y
€ a energia de borda, F., € a forca elétrica maxima para V,, =1V er, e r; sdo
constantes da velocidade de advecgado. A tensao superficial efetiva da membrana é
dada por (15).

!
20" — 0y,

=20 ——
Ter =20 T —4,/4)

(15)
onde o’ é a energia por unidade de area da interface hidrocarboneto-agua, o, € a
tens&o mecanica da membrana sem poros, 4, =ZZ71 7r’ e A é a drea da superficie

da célula. O volume, a forma e o tamanho da célula sdo considerados constantes.

3. Fechamento dos poros:

O fechamento dos poros ocorre em uma taxa normalmente mais lenta que a
taxa de criagdo, cuja constante de tempo pode ser derivada da equagao da taxa de

formacao de poros na membrana (10).
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Ty = e(q_l)(Vm/Vep)z_ (16)

a

3.3 Modelando a eletroporacgao

O circuito da Figura 10 é descrito pela equacao (4), que pode ser reescrita

comao:

AV
Je = VinGei + Cm? + gm(Vm_Vrep) + VmGpi (17)

onde J, € a densidade de corrente gerada pelo campo elétrico externo (J. = U/R,) e G,
€ a condutancia devida aos poros na membrana (I, = G,V,) € G € a condutancia

devido a diferenca nas condutividades intra e extracelular.

gm
é) Je ' . . Gﬁr) fp=VmGp
el
o b )
? rep

Figura 10: Circuito elétrico que retrata o comportamento da membrana durante o
processo de eletroporagao. O circuito esquematiza o experimento apresentado na Figura
8. Cada elemento do circuito representa um parametro caracteristico da membrana. J,
representa a corrente gerada pelo campo elétrico, G,; é a condutancia devido a diferenga
nas condutividades intra e extracelular, C,, é a capacitancia de membrana, V., 0
potencial de repouso, g, a condutancia dos canais da membrana, e I, representa a
corrente através dos poros.
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Esta equacao descreve o comportamento da tensado transmembrana na presenca de
um campo elétrico externo. Todos os termos representam densidades de corrente e
sdo dados em [A m™]. A equacgao é escrita em termos da densidade de corrente, pois
as constantes referidas na literatura, como capacitancia e condutancia, sao
normalizadas em funcéo da area, porque assim, a aplicacdo da constante independe

da dimenséo da célula estudada. O significado de cada termo é apresentado na

Tabela 1.
Tabela 1: Definicdo dos termos da equacgao do circuito
Termo Origem da densidade de corrente
Jk Aplicacao do campo elétrico externo
Vi Ggi Diferenca na condutancia dos meios intra e extracelular
Cn, (dV/dt) Capacitancia superficial da membrana
Im (Vim— Viep) Condutancia dos canais idnicos da membrana
5 E5s Criacao dos poros na eletroporacao

Todas as simulagdes realizadas neste trabalho consideraram a condutancia da
membrana (g,) constante. Além disso, a capacitancia superficial da membrana (C,,), a
area e o volume da célula também foram consideradas constantes. O parametro G €
uma constante que representa a condutancia equivalente associada as condutividades

intra e extracelulares por unidade de area:

1
Gei =— 15+~
1 2 (18)
Tcel (S_l + g)

A densidade de corrente externa associada ao campo elétrico aplicado pode

ser representada por:
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3
Je = ErcelGeiE cos 6. (19)

A solugdo numérica para o sistema de equagbes foi obtida considerando-se
uma célula de raio ry,; = 50 ym imersa numa solugédo com condutividade s, (Figura 8).
Esse valor de raio celular foi escolhido para facilitar a comparagao dos resultados com
os resultados do modelo referéncia (KRASSOWSKA e FILEV, 2007) e permitir assim a
validacdo do modelo. Essa célula, exposta a uma densidade de corrente, J,, gerada
por um campo elétrico aplicado por um dispositivo de placas paralelas, foi discretizada
em coordenadas polares, sendo o passo de discretizacdo A6 = n/128. Neste trabalho a
referéncia a cada regiao de discretizacado da célula é feita por meio do uso do nome do
respectivo angulo, por exemplo, para indicar a regiao entre =0°e 6= 1,41° é usado
o termo 8= 0 °. A sequéncia de equacdes (5) até (15) foi resolvida para cada passo
de tempo, sendo que os valores obtidos foram usados para determinar V,, no proximo
passo de tempo.

Algumas aproximacbdes foram usadas para se aumentar a eficiéncia
computacional. Os poros foram separados em duas populacdes, poros pequenos e
poros grandes. Foi arbitrado que todos os poros pequenos criados possuiam 0 mesmo
raio (r*). Ja os poros grandes criados evoluiam um a um. Os poros criados no mesmo
passo de tempo tiveram o mesmo valor de raio e evoluiam em conjunto.

A simulacao, entdo, acontece como descrita a seguir. Para cada angulo @ é
determinada a intensidade da densidade de corrente externa e, de acordo com a
equacgao (10), os poros sao criados. Todos os poros sao criados inicialmente como
poros grandes e se mantém nessa populacédo até que atinjam tamanho menor que o
limite (r,,). O vetor do raio dos poros criados € atualizado de acordo com as equagdes
(13), (14) e (15) e, se necessario, é realizada a troca entre a populagao de poros. Se o
raio do poro € menor que o limite, ha aumento na densidade de poros (variavel que

leva em conta apenas a populagao de poros pequenos) e diminuicdo do numero de
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poros (variavel que leva em conta apenas os poros grandes). E entdo calculada a
densidade de corrente em todos os poros (/,). Com esse valor é calculada a tensdo
transmembrana do préoximo passo temporal. Esse procedimento é repetido para cada
um dos angulos 6. Entao, sado calculados os parametros totais da célula, a area total
dos poros e a tensao efetiva da membrana. O procedimento é repetido até o tempo

final determinado.
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Capitulo 4

Metodologia de pesquisa

Esse capitulo apresenta a metodologia de pesquisa seguida para a realizagao
das simulagbes feitas. Um fluxograma da rotina de solucdo de equacgdes é
apresentado para facilitar a compreensao do leitor. O propdsito das simulagbes de

pulso unico e de pulso duplo é explicado.

O modelo elétrico apresentado no Capitulo 3 foi usado para realizar
simulagbes com o objetivo de estudar o comportamento de formagao de poros na
membrana e a influéncia de caracteristicas do estimulo externo.

A area e o volume da célula foram considerados constantes, assim como a
conducao de corrente através dos canais proteicos presentes na membrana. Foi
simulado o comportamento de um hemisfério da célula, pois o comportamento do
outro foi considerado analogo. Como mencionado, esta metade foi dividida em 128
partes, de 0° até 180°, resultando em um incremento angular A8 = 1,41°. Cada A6 foi
incluido no calculo e os resultados para certas regides de interesse foram registradas
para posterior analise grafica. De modo a propiciar comparagdo com trabalhos
similares da literatura, foram consideradas regides de interesse: o polo despolarizado
(D), o equador (E), algum ponto na borda entre E e D (Dy), o polo hiperpolarizado (H) e
um ponto na borda entre H e D (H,). Os pontos de interesse podem ser observados na
Figura 8.

Para simular o modelo computacionalmente, as equacdes foram discretizadas
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no tempo, com o uso do método de Euler com uma resolugéo de 2 ns, e resolvidas de
forma conjugada, permitindo a computagao das variaveis de interesse nos tempos
discretos. Conhecidos os valores iniciais das variaveis, foi feita a atualizagao e foram
computados os valores das iteragbes seguintes, a partir da aplicacdo de um campo
elétrico externo. Em todas as simulagdes, foi considerado somente aplicacdo de um
pulso retangular de campo elétrico externo, ndo sendo computados efeitos de campos
gerados por pulsos com frequéncia variavel. A Tabela 2 apresenta os valores das
constantes usadas na simulacdo do modelo.

Foram executados dois perfis de simulagcido: protocolo de pulso Unico e
protocolo de pulso duplo. O objetivo do pulso Unico € comparar o modelo gerado com
o0 modelo de referéncia (KRASSOWSKA e FILEV, 2007), analisar as variaveis de
interesse, e avaliar o simulador. As simulagdes de protocolos de pulso duplo foram
conduzidas com o propdsito de mostrar a possibilidade de se controlar o raio dos
poros formados pela manipulagdo de algumas variaveis: intervalo de tempo entre os
pulsos, magnitude do primeiro pulso, magnitude do segundo pulso, entre outras.

A rotina computacional usada para realizar a simulacao foi escrita em Matlab
7.0 (MathWorks, USA) e é apresentada no Anexo Il. As simulagbes foram feitas em
um processador Intel® Core 2 Duo 2.0 GHz 3 GB, com sistema operacional Windows
XP. A Figura 11 apresenta o fluxograma da rotina computacional utilizada na

simulacgao.
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Tabela 2: Valores das constantes usadas nas simula¢6es. Adaptada de Biophysical
Journal, 92 /2, Wanda Krassowska e Petar D. Filev, Modeling Electroporation in a Single
Cell, pp. 404-417, Copyright (2007), com permissao de Elsevier.

Simbolo Valor Defini¢ao
Feell 50,000x 10° m Raio da célula
G. 8.704 x 10° S/m Condutividade equivalente entre os meios intra e
extracelular
& 0,455 S/m Condutividade intracelular
Se 5,000 S/m Condutividade extracelular
E 4,000 x 10* V/m Campo elétrico externo
a 1,000 x 10° m?/s Coeficiente de taxa de criagcao de poros
Ny 1,500 x 10° m2 Densidade de poros de equilibrio para V,,=0
Im 0,800 x 10° m Raio minimo de energia para V,,=0
I 0,510 x 10° m Raio minimo do poro hidrofilico
Vep 0,258 V Voltagem caracteristica da eletroporagao
D 5,000 x 10 m2/s Coeficiente de difusdo do raio do poro
k 1,380 x 102 Constante de Boltzmann
T 310,000 K Temperatura absoluta
Frnax 0,700 x 10 N/V2 Forca elétrica maxima para V,, =1V
I 0,970 x 10° m Constante da velocidade de advecgao
It 0,310 x 10° m Constante da velocidade de advecgao
B 1,400 x 10" J Energia de repulsdo estérica
v 1,800 x 10" J/m Energia de borda
o' 2 ,000x 107 J/m? Tensao na interface hidrocarboneto-agua
Op 1,000 x 10° J/m2 Tensao da bicamada sem poros
A 1,570 x 10°® Area da célula
Cnm 1,000 x 10 F/m? Capacitancia superficial da membrane
@l 2,000 S/m? Condutancia superficial da membrane
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Figura 11: Fluxograma da rotina computacional. K4 é a variavel que armazena o nimero de poros
(K) na iteragao anterior.

38



4.1 Protocolos de pulso unico

Foi realizada uma unica simulacdo com pulso Unico. Essa simulagao foi
usada com o objetivo de se verificar o equacionamento e resolu¢ao computacional
do modelo, comparando os resultados com os do modelo de referéncia
(KRASSOWSKA e FILEV, 2007). O tempo total de simulagéo foi 1,1 ms e o campo
elétrico aplicado de 40 kV/m. A duragao do pulso de excitagao foi de 1 ms; sendo que
a simulacado foi conduzida por mais 0,1 ms com o objetivo de se verificar o
comportamento dos raios dos poros apos o desligamento do pulso, assim como feito
por Krassowska e colaboradores (KRASSOWSKA e FILEV, 2007).

Na Figura 12 o perfil do campo elétrico aplicado € apresentado. O campo varia
em fungao do angulo (6) que as linhas do campo fazem com a superficie da célula

(Figura 8).

x10°
4

A I I I I I
0 200 400 G600 300 1000 1200

Campo elétrico aplicado (V m-1
I k

Tempo (Ps)

Figura 12: Campo elétrico aplicado em fungao do angulo. O efeito do campo em cada regido da
membrana depende do cosseno do dngulo que a respectiva regido faz com as linhas do campo
elétrico.
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4.2 Protocolos de pulso duplo

Foram realizadas dez simulagdes de dois pulsos para analise do controle
dos raios dos poros. As variaveis de interesse foram: duracdo do primeiro e do
segundo pulso, magnitude do primeiro e do segundo pulso, intervalo de tempo

entre os pulsos. A Tabela 3 apresenta os protocolos utilizados na simulacgéo.

Tabela 3: Protocolos de Pulso duplo. Caracteristica dos pulsos.

Protocolo Altura Duracao Intervalo Altura Duracao Tempo de

pulso1 pulso 1 pulso2 pulso2 simulagao
1 40kVim 0,40ms 0,60ms 25kV/m 0,50 ms 1,50 ms
2 40kV/im 0,40ms 0,10ms 25kV/m 0,60 ms 1,10 ms
3 40 kV/im 0,40ms 0,25ms 25kV/m 0,60 ms 1,25 ms
4 40 kV/im 0,40 ms 1,00 ms 25kV/m 0,60 ms 2,00 ms
5 40 kV/im 0,10 ms 1,00 ms 25kV/m 0,60 ms 1,70 ms
6 37kVim  0,40ms 0,10ms 25kV/m 0,60 ms 1,10 ms
7 40kVim 0,40ms 2,00ms 25kV/m 0,60 ms 3,00 ms
8 40kVim 0,40ms 0,10ms 20kV/m 0,60 ms 1,10 ms
9 40kVim 0,40ms 0,10ms 35kV/m 0,60 ms 1,10 ms

N
o

35kVim 0,40ms 0,10 ms 30kV/m 0,60 ms 1,10 ms

Os protocolos apresentados na Tabela 3 foram escolhidos de acordo com
os objetivos apresentados a seguir, para analisar as possibilidades de controle do
raio.

1. Controle por meio da variacido do intervalo entre os pulsos:

Na Tabela 4 sao apresentados os protocolos utilizados para analisar o
controle do raio dos poros por meio da variacdo do intervalo entre os pulsos. E
esperado encontrar alguma diferenca no tamanho dos raios maximos e dos raios
médios para cada protocolo. Essa diferenca seria causada pela diminuicdo do
numero de poros na membrana, que seria originada pelo resealing de alguns

poros.
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Tabela 4: Protocolos usados para analisar o controle do raio dos poros por meio da variagao do
intervalo entre os pulsos

Altura Duracgao Altura Duracao
Protocolo Intervalo
pulso 1 pulso 1 pulso 2 pulso 2
1 40 kV/m 0,4 ms 0,60 ms 25 kV/m 0,5 ms
2 40 kV/m 0,4 ms 0,10 ms 25 kV/m 0,6 ms
3 40 kV/m 0,4 ms 0,25 ms 25 kV/m 0,6 ms
4 40 kV/m 0,4 ms 1,00 ms 25 kV/m 0,6 ms
7 40 kV/m 0,4 ms 2,00 ms 25 kV/m 0,6 ms

2. Controle por meio da variacdo da magnitude do primeiro pulso

Na Tabela 5 sdo apresentados os protocolos utilizados para analisar o
controle do raio dos poros por meio da variagdo da magnitude do primeiro pulso. E
esperado encontrar alguma diferenga no numero de poros formados entre os dois
protocolos. Essa diferenca seria causada pela diferenga entre a quantidade de
energia aplicada sobre a membrana. Com um campo elétrico mais forte, é
esperada a formacdo de um numero maior de poros e, consequentemente, raios

menores.

Tabela 5: Protocolos usados para analisar o controle do raio dos poros por meio da variagédo da
magnitude do primeiro pulso

Altura Duragcao Altura Duragao
Protocolo Intervalo
pulso 1 pulso 1 pulso 2 pulso 2
2 40 kV/m 0,4 ms 0,10 ms 25 kV/m 0,6 ms
6 37 kV/m 0,4 ms 0,10 ms 25 kV/m 0,6 ms

3. Controle por meio da variacdo da magnitude do seqgundo pulso:

Na Tabela 6 sao apresentados os protocolos utilizados para analisar o
controle do raio dos poros por meio da variagdo da magnitude do segundo pulso.
Nao é esperado encontrar alguma diferenga no niumero de poros formados entre

os dois protocolos, pois estes sdo formados durante o primeiro pulso. E esperado
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que os raios que recebem mais energia durante o segundo pulso evoluam para

tamanhos maiores.

Tabela 6: Protocolos usados para analisar o controle do raio dos poros por meio da variagao da
magnitude do segundo pulso

Altura Duracao Altura Duracao
Protocolo Intervalo

pulso 1 pulso 1 pulso 2 pulso 2
2 40 kV/m 0,4 ms 0,10 ms 25 kV/m 0,6 ms
8 40 kV/m 0,4 ms 0,10 ms 20 kV/m 0,6 ms
9 40 kV/m 0,4 ms 0,10 ms 35 kV/m 0,6 ms

4. Controle por meio da variacdo da duracdo do primeiro pulso:

Na Tabela 7 sao apresentados os protocolos utilizados para analisar o
controle do raio dos poros por meio da variagdo da duragéo do primeiro pulso. E
esperado que se forme um numero menor de poros no protocolo 5, que possui um

primeiro pulso com duragédo menor.

Tabela 7: Protocolos usados para analisar o controle do raio dos poros por meio da variagdo da
duragao do primeiro pulso

Altura Duracao Altura Duragao
Protocolo Intervalo
pulso 1 pulso 1 pulso 2 pulso 2
4 40 kV/m 0,4 ms 1,00 ms 25 kV/m 0,6 ms
5 40 kV/m 0,1 ms 1,00 ms 25 kV/m 0,6 ms
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Capitulo 5

Resultados

5.1 Protocolo de pulso uUnico

Na célula de raio 50 yum exposta a um campo elétrico de 40 kV/m sao formados
420.340 poros apos a estabilizacao (célula inteira). Em algumas regides, nas quais V,,
nao passa do limiar, nao ha formacao de poros, como por exemplo, entre 74° e 105°,
no polo despolarizado, e entre 254° e 285° no polo hiperpolarizado. Ha pequenas
regides na célula nas quais ha apenas um poro: em 70°, 73°, 106°, 108° e 109°.

A Tabela 8 apresenta o resultado de variaveis consolidam os resultados da

simulagao, em 1,1ms de simulagao.

Tabela 8: Resultados numéricos da simulagdo com um unico pulso, para a parte
simulada da célula (0° a 180°)

Raio maximo 195.01 nm
Area total de poros 4.49 x 107 m?
Numero total de poros (1/2 célula) 210.152
Tempo de aparecimento do primeiro poro na parte
. 0,580 pus

despolarizada
Tempo de aparecimento do primeiro poro na parte

. . 0,518 us
hiperpolarizada
Tempo de aparecimento do ultimo poro (73 °) 215,450 ys
Tempo real de simulagao 824.500 minutos
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A célula apresenta um numero muito grande de poros. Grande parte destes
poros sao poros muito pequenos, € nao permitem a entrada de macromoléculas na
célula. E importante observar o tempo de aparecimento do Ultimo poro, o que ocorre
na regido de 73 °, e este é o maior poro formado na célula. Nas regides citadas
anteriormente, nas quais ha apenas um poro, o raio deste Unico poro evolui para um
tamanho consideravelmente grande, quando comparado com os poros formados em
outras regides (regides onde ha a formacao de mais que um poro). A area total de
metade da célula (5 x 10° m?) tem uma area de 4,49 x 10™"® m2 coberta por poros. O
longo tempo real de simulacao, que foi de aproximadamente 13 horas e 45 minutos,
também deve ser observado. A Figura 13 e a Figura 14 mostram os resultados da
simulagao realizada com um unico pulso de 40 kV/m durante 1,1ms.

A Figura 13 ilustra o comportamento da tensao transmembrana e do numero de
poros, em cada regido (representada pelo respectivo angulo) nos primeiros 15 ps de
simulagdo. Ha apenas um poro nas regides de 108° (verde) e 109° (magenta). Em 73°

ainda nao ha poros, pois a formacao de poros acontece depois (Tabela 8).
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Figura 13: Tensdo transmembrana e nimero de poros em fungio do tempo . O

grafico apresenta os primeiros 15 ps de simulagao.
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A Figura 14 apresenta a evolugdo do raio dos poros durante o tempo de
simulagdo que o campo elétrico permanece sendo aplicado (1ms). O poro localizado

em 73° é formado com 215,14 us de simulagado e na regido de 74° ndo ha poros.
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Figura 14: Raio médio e raio maximo do poro em funcéo do tempo. O grafico apresenta
1 ms de simulagao.

A Figura 15 mostra a distribuicao de poros na membrana celular em fung¢ao do
angulo em 1 ms de simulagéo. A morfologia da curva desta figura deve ser comparada
com a da Figura 16, que ¢é a figura apresentada no artigo referéncia. A figura do artigo

referéncia faz distingdo entre os poros pequenos (K°) e os poros grandes (Ke.g).
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Figura 15: Numero de poros em fungdo do angulo da célula.
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Figura 16: Numero de poros em fun¢ao do dngulo da célula do modelo referéncia. O
modelo considera meia célula. Ha distingdo entre os poros pequenos (Ke) e 0s poros
grandes (K,ge).

5.2 Protocolo de pulso duplo:
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A evolugao do raio dos poros em fungdo do tempo do protocolo 1 é

apresentada na Figura 17. Esta figura deve ser observada para avaliar o controle

por meio da variagao do intervalo entre os pulsos. Apds o desligamento do pulso,

os raios levam cerca de 150 ms para voltar ao tamanho com que sao criados. O

fechamento destes poros nao acontece, eles se mantém com o raio minimo até o

momento que o segundo pulso é ligado, quando os raios dos poros evoluem até

tender a estabilizagao.
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Figura 17: Raio maximo e raio médio dos poros em funcéo do tempo. O periodo no qual
ndo ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 1.
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A evolugcao do raio dos poros em funcdo do tempo do protocolo 2 é
ilustrada na Figura 18. Esta figura deve ser observada para avaliar o controle por
meio da variagao do intervalo entre os pulsos, por meio da variagdo da magnitude
do primeiro e por meio da variagao do segundo pulso. Como o intervalo do pulso é
de apenas 100 ms, os poros ndo tem tempo de diminuir até o tamanho com que

foram criados, e assim que o segundo pulso é ligado, evoluem até a estabilizacao.
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Tempo (us)

Figura 18: Raio maximo e raio médio dos poros em funcéo do tempo. O periodo no qual
nao ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 2.

A evolugdo do raio dos poros em funcdo do tempo do protocolo 3 é
mostrada na Figura 19. Esta figura deve ser observada para avaliar o controle por
meio da variagao do intervalo entre os pulsos. Apds o desligamento do pulso, os
raios dos poros diminuem até tamanho com que sao criados. Quando o segundo

pulso é ligado, os raios evoluem até ficarem estaveis.
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Figura 19: Raio maximo e raio médio dos poros em funcéo do tempo. O periodo no qual
ndo ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 3.

A evolugdo do raio dos poros em funcdo do tempo do protocolo 4 é
mostrada na Figura 20. Esta figura deve ser observada para avaliar o controle por
meio da variacao do intervalo entre os pulsos e da duragéo do primeiro pulso.
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Figura 20: Raio maximo e raio médio dos poros em funcdo do tempo. O periodo no qual
ndo ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 4.
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A evolugcao do raio dos poros em funcdo do tempo do protocolo 5 é
ilustrada na Figura 21. Esta figura deve ser observada para avaliar o controle por

meio da variagao da duragao do primeiro pulso.
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Figura 21: Raio maximo e raio médio dos poros em fung¢édo do tempo. O periodo no qual
ndo ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 5.

A evolugcado do raio dos poros em funcdo do tempo do protocolo 6 é
apresentada na Figura 22. Esta figura deve ser observada para avaliar o controle

por meio da variagdo da magnitude do primeiro pulso.
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Figura 22: Raio maximo e raio médio dos poros em funcgéo do tempo. O periodo no qual

ndo ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 6.

A evolugdo do raio dos poros em funcdo do tempo do protocolo 7 é

mostrada na Figura 23. Esta figura deve ser observada para avaliar o controle por

meio da variagéo do intervalo entre os pulsos.
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Figura 23: Raio maximo e raio médio dos poros em fungdo do tempo. O periodo no qual

nao ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 7.
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A evolugcao do raio dos poros em fungcdo do tempo do protocolo 8 é
apresentada na Figura 24. Esta figura deve ser observada para avaliar o controle
por meio da variagcdo da magnitude do segundo pulso. Os raios nao tem tempo
para retornar ao tamanho que sao criados durante o intervalo. O segundo pulso
nao fornece energia suficiente para que os poros aumentem de tamanho, apenas

mantém os raios com o tamanho eu estavam no momento que o pulso é ligado.
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Figura 24: Raio maximo e raio médio dos poros em funcio do tempo. O periodo no qual
nao ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 8.

A evolugcado do raio dos poros em funcdo do tempo do protocolo 9 é
ilustrada na Figura 25. Esta figura deve ser observada para avaliar o controle por

meio da variacdo da magnitude do segundo pulso.
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Figura 25: Raio maximo e raio médio dos poros em funcgéo do tempo. O periodo no qual
ndo ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 9.

A evolucdo do raio dos poros em fungcdo do tempo do protocolo 10 é

apresentada na Figura 26.
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Figura 26. Raio maximo e raio médio dos poros em funcao do tempo. O periodo no qual
ndo ha aplicagao de campo elétrico é indicado pelas barras azuis. Protocolo 10.
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Estao listados (Tabela 9) para cada protocolo o raio maximo dos poros no final

do segundo pulso, a area total dos poros, o numero total de poros no final do primeiro

e do segundo pulso e o tempo real de simulagdo. O longo tempo real de simulagcao

deve ser observado.

Tabela 9: Resultados numéricos das simulagdes de protocolo de pulso duplo, para a
parte simulada da célula (0° a 180°). Ntot1 é o nimero total de poros ao fim do primeiro
pulso, Ntot2 é o numero total de poros ao fim do segundo pulso, Atot2 é a area total de

poros durante o segundo pulso e Rmax2 é o raio maximo durante o segundo pulso.

Tempo real

Protocolo R(r::]);z (x ,ﬁ‘)t <_)1t22m2) Ntot1 Ntot2 simt?ligéo

(minutos)
1 82,73 1,1321 210170 210132 1070,4
2 82,75 1,1321 20170 210155 752,7
3 82,73 1,1320 210170 210132 1033,0
4 82,73 1,1320 210170 210025 1412,2
5 82,76 1,2030 210169 210023 1470,0
6 103,55 1,2400 170701 170691 749,4
7 82,65 1,1320 210170 209890 2400,6
8 37,66 7,6910 210170 210155 800,3
9 163,30 2,2250 210170 210153 863,2
10 175,00 2,1020 159903 145504 871,9
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Capitulo 6

Discussao dos Resultados

6.1 Protocolo de pulso Unico

A simulagdo com pulso unico foi conduzida com o objetivo de analisar o
comportamento e a distribuicdo dos poros na membrana, e de comparar os resultados
com os do trabalho de KRASSOWSKA e FILEV (2007).

Na simulacao realizada com um campo elétrico de 40 kV/m foram formados
420.340 poros apos a estabilizacdo e no trabalho de KRASSOWSKA e FILEV (2007)
sao formados 340.000 poros.

Nas regides que ha apenas um poro, cada poro evolui para um tamanho muito
grande, quando comparado a outros poros na célula. Na Figura 14 & possivel ver a
evolucao temporal de trés destes poros. Existe também uma regido proxima ao
equador (entre 74° até 105°) onde ndo ha poros na célula, pois V,, nao varia, sendo
sempre igual a tensao de repouso. Na Figura 15 é apresentado o niumero de poros em
funcdo da posicado na célula. As regides que possuem o0 menor nimero de poros tém
poros com raios maiores. Regides com maior nimero de poros tém poros menores. E
possivel ver, analisando a Figura 15 e a Figura 16, a semelhanca da morfologia da
distribuicdo dos poros e do numero destes poros na membrana celular quando se

compara esse trabalho com o trabalho de KRASSOWSKA e FILEV (2007). Embora no
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trabalho de referéncia nao haja simetria na curva, o que ocorre neste trabalho, a
morfologia da curva é semelhante, assim como a distribuicdo de poros ao longo da
superficie da membrana.

No trabalho de KRASSOWSKA e FILEV (2007) os poros sdo formados no polo
despolarizado e no polo hiperpolarizado em 0,65 us e 0,51 ps, respectivamente; e o
ultimo poro, entre o polo despolarizado e o equador, é formado em 320 us. Na
simulagao apresentada nesse trabalho, a formacao dos mencionados poros ocorre em
0,58 us, 0,518 us e 215,45 us, respectivamente. Essa diferenca ocorre provavelmente
por algum problema numérico durante a execugao da rotina computacional.

A rotina computacional usada nesta pesquisa para simular o
comportamento da membrana durante a eletroporacdo segue 0 mesmo conjunto
de equagdes usado pelo modelo de KRASSOWSKA e FILEV (2007). Como o
simulador desenvolvido ndo é estatistico, mas sim deterministico, os resultados
encontrados deveriam ser idénticos, o que ndo aconteceu.

O motivo da diferenga encontrada é, provavelmente, relacionado ao cédigo
computacional do simulador. A rotina computacional do modelo referéncia
(KRASSOWSKA e FILEV, 2007) foi escrito na linguagem C, o que neste trabalho foi
feito em Matlab. Foram feitas tentativas de desenvolver o simulador em linguagem C,
mas devido a problemas de estabilidade numérica este simulador ndo foi concluido.
Estes problemas mostram que o modelo é sensivel, e diferentes formas de
implementacdo podem levar a erros numéricos como os que foram encontrados.

Apesar dos resultados ndo serem idénticos como deveriam, a distribuicdo
dos poros e do raio destes poros ao longo da superficie da membrana é
equivalente e a ordem de grandeza do numero de poros formados e dos raios
destes poros € a mesma. Assim, isto ndo invalida o modelo e pode-se dizer que os
resultados obtidos com a simulacdo do protocolo de pulso Unico mostram que o
simulador gerou resultados de acordo com o modelo referéncia (KRASSOWSKA e

FILEV, 2007). Logo, a ferramenta pode ser usada para analise do controle dos raios
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dos poros, o que deve ser feito por meio de simulagcdes de protocolo de pulso duplo.

6.2 Protocolos de pulso duplo

O uso de protocolo de pulso duplo é indicado para a estabilizagdo do tamanho
dos raios, 0 que é importante para facilitar o envio de substancias para o interior de
células (SMITH et al., 2004, ZIZZ| et al., 2010). Durante o primeiro pulso, os raios de
poros de uma mesma regido de discretizacdo da célula ndo possuem o mesmo
tamanho, pois cada raio evolui de acordo com seu tempo de criagdo, sendo que o0s
criados primeiros tém mais tempo de evoluir e de se tornarem maiores. No intervalo
entre os pulsos, quando ndo ha campo elétrico externo, os raios ja formados diminuem
de tamanho até atingirem o raio minimo do poro hidrofilico, mas ndo ha fechamento de
poros. Ja durante o segundo pulso, todos os poros da mesma regido A6 adquirem o
mesmo tamanho, assim como acontece no trabalho de SMITH et al. (2004). Isso
ocorre, pois a energia do campo elétrico ndo causa a criagdo de novos poros, apenas
faz com que os poros ja existentes aumentem de tamanho. Como a densidade de
corrente gerada pelo campo elétrico em cada regido A6 tem o mesmo efeito nos poros
desta regido, estes poros permanecem do mesmo tamanho durante toda a duragao do
pulso, a partir da estabilizacdo (aproximadamente 150 ps). Esse tempo de
estabilizacdo acontece, pois os raios que diminuiram de tamanho durante o intervalo
dos pulsos, levam um tempo para evoluir até o tamanho maximo, nesse caso
determinado pela magnitude do segundo pulso. Antes do desligamento do primeiro
pulso, os raios dos poros de todas as regides da célula possuem comportamento

crescente. Durante o segundo pulso, os poros se tornam estaveis. Além disso, no
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primeiro pulso a simulagdo gerou valores distintos para o raio médio e o raio maximo
(para os polos despolarizado e hiperpolarizado), e no segundo pulso os valores de raio
médio e raio maximo gerados para essas regides sdo iguais, 0 que mostra que
durante o segundo pulso os raios se tornam estaveis e 0s raios maximos e médios sdo
iguais.

E importante a manutengdo da estabilidade dos raios dos poros, porque com o
uso de pulso unico, sdo formados poros gigantes, que crescem sem controle, e,
dependendo do tempo de aplicagao do pulso, podem levar ao rompimento da célula,
que aconteceria em aproximadamente 10 ms, como reportado por SMITH et al. (2004).
Entretanto, para permitir a entrada de substancias no interior da célula, é necessario
manter a aplicagdo do pulso durante algum tempo (maior ou igual a 10 ms), para que
as moléculas ou genes tenham tempo de se difundir para o interior da célula. Isso

mostra a necessidade de se controlar de forma eficiente os raios dos poros.

Ha, potencialmente, maneiras distintas de se manipular os raios dos poros:
alterando as magnitudes e as duragdes do primeiro e do segundo pulso, ou alterando
o intervalo entre os pulsos (SMITH et al., 2004). A seguir sdo discutidas estas formas
de manipular o raio dos poros.

Variacdo do intervalo entre os pulsos

Os protocolos 1, 2, 3, 4 e 7 ttm o mesmo perfil e diferiram apenas na duragao
do intervalo interpulsos. O primeiro pulso tem duragdo de 400 ps e magnitude de 40
kV/m, e o segundo pulso tem magnitude de 25 kV/m e duracdo de 600 us. Na
realidade, o segundo pulso do protocolo 1 tem duragcdo de 500 ps, 0 que nao
influenciou no resultado, pois a duragdo do segundo pulso ndo foi uma variavel
importante, pois essa duragao foi maior que o tempo de estabilizacdo dos raios, que
foi em torno de 150 ps.

A diferenga do intervalo entre os pulsos pode ser observada nos graficos de

raios médios e maximos em funcéo do tempo (Figura 17 até Figura 20 e Figura 23).
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A simulagdo destes cinco protocolos de pulso duplo gerou raios com valores
muito proximos (Tabela 9), quando se leva em conta a variagdo do espagamento entre
0s pulsos. Had uma pequena variagao no numero de poros durante o segundo pulso
nos quatro protocolos. Alguns poros fecham durante o espagamento, pois sao muito
pequenos e recém-criados no final do primeiro pulso. Além disso, parece que o tempo
maximo de espacamento entre pulsos usado na simulagdo nao foi suficiente para
verificar diferenga significativa no tamanho dos raios. Se fosse usado um intervalo
maior entre os pulsos, possivelmente haveria tempo suficiente para o fechamento de
mais poros, o que implicaria na diminuicdo dos raios dos poros.

A literatura aponta que a diferenca de espagcamento entre os pulsos possibilita
um razoavel controle dos raios e que quanto maior o pulso aplicado, maior o niumero
de poros e menores os raios destes poros (SMITH et al., 2004). Entretanto, para se
verificar essa diferenca normalmente sao realizados aumentos expressivos no
espacamento entre os pulsos, para os valores de magnitude e duragdo dos pulsos de
campo elétrico estudados. O espacamento usado neste trabalho nao foi suficiente
para a observacdo deste fendbmeno. Os tempos de simulacdo na plataforma de
sistema operacional, no programa e na CPU utilizados tornariam simulagbes com
intervalo entre pulsos de 100 ms, como o utilizado por Smith, Neu e Krassowska
(SMITH et al., 2004), muito longas. E indicado que a rotina computacional seja
otimizada ou escrita em outra linguagem computacional, para que tempos mais longos
de simulagao possam ser empregados.

Variacdo da magnitude do primeiro pulso

Os protocolos 2 e 6 tém as mesmas caracteristicas e diferem apenas na
magnitude do primeiro pulso. As simulagbes do protocolo 2 (E; = 40 kV/m) e do
protocolo 6 (E; = 37 kV/m) geraram valores de raios maximos distintos (Tabela 9). O
protocolo 2 apresenta raio maximo menor (82,75 nm) que o do protocolo 6 (103,55
nm). Isso ocorre, pois como a magnitude do primeiro pulso € maior, ha a formacao de
mais poros na célula (no protocolo 2 sdo formados 210.170 poros e no protocolo 6
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170.701 poros). Como estes poros evoluem e aumentam de raio para deixar a
membrana num estado de menor energia, os poros da célula que tem menos poros
evoluem para um tamanho maior. Também é possivel observar que, no protocolo 2,
quinze poros fecham durante o intervalo interpulsos, enquanto no protocolo 6 apenas
dez poros. O fechamento destes poros € irrelevante, pois eles sao poros pequenos e
recém criados, e nao tem efeito significativo, pois na célula ha centenas de milhares
de poros. Essa diferenca ocorre porque 0s poros maiores precisam de mais tempo
para diminuir de tamanho e o intervalo de tempo utilizado na simulagdo nao permitiu
que houvesse fechamento de mais poros. Logo, quanto maior a magnitude do primeiro
pulso, maior o numero de poros e menores o0s raios destes poros, o que esta de
acordo com SMITH et al. (2004).

Variacdo da magnitude do sequndo pulso

Os protocolos 2, 8 e 9 tém as mesmas caracteristicas e diferem apenas na
magnitude do segundo pulso. O protocolo 2 (E, = 25 kV/m), o protocolo 8 (E, = 20
kV/m) e o protocolo 9 (E, = 35 kV/m) geraram valores de raio maximo distinto durante
0 segundo pulso. O maior raio é o do protocolo 9 (163,3 nm), o que era esperado, ja
que este possui o0 maior E,. No caso do segundo pulso, como 0s poros ja estdo
formados, a célula que tera raios maiores € a que for exposta a um campo com maior
magnitude, pois o raio evolui para um tamanho maior para manter a membrana num
estado de menor energia. Nao ha formagao de novos poros com o segundo pulos, pois
a tensao transmembrana ndo ultrapassa o limiar necessario, assim toda a energia é
empregana no aumento do raio dos poros ja existentes. O protocolo 8 tem o menor
raio maximo do poro, ja que a magnitude do segundo pulso foi pequena. Os numeros
de poros gerados nas simulacdes dos trés protocolos sdo muito proximos, pois a
formacgao dos poros ocorreu durante o primeiro pulso, que no caso foi igual para os
trés.

No caso do segundo pulso, ndo ha formagao de novos poros, pois a energia da
densidade de corrente gerada pela aplicagédo do segundo pulso é toda empregada no
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aumento dos poros, e, a partir da estabilizacdo, na manutencéo dos poros abertos,.

Variacdo da duracdo do primeiro pulso

Os protocolos 4 e 5 tém as mesmas caracteristicas e diferem apenas na
duracéao do primeiro pulso. O protocolo 4 (E; aplicado durante 0,4 ms) e o protocolo 5
(E; aplicado durante 0,1 ms) geraram valores muito similares de raios dos poros e de
outras variaveis analisadas. No numero de poros dos dois protocolos, a diferenga do
numero de poros formados durante o primeiro pulso é apenas de um poro. Como o
pulso do protocolo 5 durou apenas 0,1 ms, ndo houve tempo para a formagao do
ultimo poro, da regido de 73° que é formado em 215,45 ps. Como ndo ha tempo para
a formacao deste poro, outros poros precisam evoluir um pouco mais para compensar
a auséncia deste poro, o que faz com que o raio maximo do protocolo 5 (82,76 nm)
seja um pouco maior que o do protocolo 4 (82,73 nm).

A duracéo do primeiro pulso ndo se mostrou uma variavel muito importante,
pois a diferenca verificada foi apenas na formagao de um unico poro, o poro gigante,
que pode causar o rompimento da célula se for usado protocolo de pulso Unico, que
acontece atrasada em relac&o aos outros. Logo, parece que essa variavel ndo seria a
mais indicada e € ineficiente para controlar os raios dos poros.

Consideracoes a respeito das maneiras avaliadas para controlar o raio dos poros

A literatura tem reportado que os raios dos poros sao fungado do intervalo de
tempo entre os pulsos (SMITH et al., 2004). Entretanto, nao foi possivel observar essa
dependéncia neste trabalho, por néo ter sido viavel se realizar uma simulagdo com um
intervalo necessario para que houvesse diferencas significativas nos raios dos poros.
Isso ocorreu, pois seriam necessarios intervalos entre os pulsos de no minimo 10ms,
para que uma quantidade significativa de poros tivesse tempo de se fechar, o que
implicaria no aumento dos poros restantes, os quais evoluiriam para raios maiores,
mantendo a célula num estado de menor energia. Pelos tempos de simulagdo,

apresentados na Tabela 9, verifica-se que nao foi viavel, com o sistema computacional
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usado, realizar uma simulacdo com tempos de intervalo entre os pulsos maiores ou
iguais a 10 ms.

A manipulagdo da magnitude dos pulsos deve ser utilizada com cautela para o
controle do raio do poro. Ha duas limitacdes: se a magnitude do pulso for muito alta,
acontecera rompimento da célula; se a magnitude for muito pequena, a tensao
transmembrana nao ultrapassa o limiar e ndo ha formacao de poros. O método mais
indicado para o controle do raio dos poros € a manipulagdo do intervalo de tempo

entre os pulos, método que, no entanto, nao foi analisado neste trabalho.

62



Capitulo 7

Conclusao

Ha um vasto campo de estudo para os principais temas levantados pela
motivacao principal deste trabalho. Dentre eles poderiam ser citados: a possibilidade
de novos tratamentos para pacientes com doencgas cardiacas isquémicas, o quanto &
promissor o uso de células-tronco no tratamento destes pacientes, estudos sobre
células-tronco e seus mecanismos de diferenciacdo e de diversas formas da inducao
da diferenciagéo, o direcionamento da diferenciagdo na linhagem celular desejada, e
ainda a diferenciagao e formagao de tecidos e 6rgaos especializados. O trabalho com
células-tronco é novo e a comunidade cientifica ainda busca aprender a manipulagao
e novas aplicacbes dessas células.

Dentre os métodos estudados para a inducéo da diferenciacéo, a eletroporagao
€ um método promissor, que foi e vem sendo usado com algum sucesso. Ainda é
necessario realizar extensos estudos tedricos para se compreender melhor os
diversos mecanismos envolvidos na eletroporacdo. Também sao necessarios
desenvolvimentos tanto no que diz respeito a novos eletroporadores, como a outros
hardwares e softwares apropriados para eletroporacao. De forma analoga, ha caréncia
no desenvolvimento de protocolos com multiplos pulsos de campo elétrico, assim
como de experimentos com diferentes tipos de células e meios de cultura.

Esse trabalho ¢ um dos primeiros de uma série que o Laboratério de
Instrumentacao Biomédica desenvolve no tema de eletroporacdo. Outros trabalhos em

curso desenvolvem um eletroporador programavel, no que tange ao projeto,
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montagem, testes de bancada e validacdo experimental em protocolos de
eletroporacédo em bactérias. Poucos grupos no pais trabalham com eletroporacao e
com a modelagem deste fendmeno, havendo espago para muita pesquisa e
desenvolvimento.

Este trabalho gerou como principal contribuicdo um simulador, que ainda deve
ser otimizado e pode ser adaptado de acordo com o estudo e a analise desejada (tipo
de célula, perfil de campo elétrico). Os resultados possibilitaram apontar que um
protocolo de pulso duplo parece ser mais indicado para gerar raios que possibilitem a
entrada adequada de substancias na célula.

O simulador desenvolvido e as simulagdes realizadas neste estudo permitiram
avaliar a influéncia de algumas variaveis no controle dos raios dos poros formados na
membrana celular. Foi observada, para os protocolos de pulsos duplos, a seguinte

dependéncia entre as variaveis do modelo:

e Com o aumento da magnitude do primeiro pulso, ha aumento do numero de
poros formados na célula, e consequentemente os raios destes poros evoluem
para um tamanho menor do que se houvesse menos poros. Logo, os raios dos

poros séo inversamente proporcionais a magnitude do primeiro pulso.

e Com o aumento da magnitude do segundo pulso, como a célula ja tem o
numero de poros definido, ha aumento dos raios dos poros. Logo, os raios dos

poros séo diretamente proporcionais a magnitude do segundo pulso.

De um modo geral, é vantajoso realizar simulagdes para orientar processos
experimentais de eletroporagdo, economizando recursos experimentais, assim como o
tempo necessario para se realizar buscas exaustivas na banca de teste na busca da
melhor condicdo de eletroporagdo num certo espaco de parémetros. Foram
percebidas, no entanto, algumas limitagdes. E necessario o uso de melhores

condicbes computacionais para se realizar simulagdes com maiores intervalos de
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tempo, além de permitir simulagdes repetidas que possam abordar a validade

estatistica dos resultados.
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Anexo |

Diferenciacao de células-tronco e a formacao do coragao

no desenvolvimento embrionario

Quatro processos essenciais ocorrem simultaneamente em um embrido animal
em desenvolvimento: proliferacdo celular, especializacdo celular, interacdo celular e
movimento celular. A célula embrionaria da origem a células menores, criando o
folheto germinativo. A maior parte das células do folheto forma o ectoderma, precursor
da epiderme e do sistema nervoso (SN). Uma parte, que fica voltada para o meio
interno, forma o endoderma, precursor dos intestinos, pulmdes e figado. Outro grupo
de células se move e fica entre o endoderma e o ectoderma, formando o mesoderma,
precursor de musculos e tecidos conjuntivos. Esses trés componentes formam a
gastrula, que é uma etapa do desenvolvimento embrionario animal (ALBERTS et al.,
2002).

A embriologia descritiva traga as mudangas anatémicas do padrao de diviséao,
crescimento e movimento, que ocorrem na transformacdo do ovo em organismo.
Durante o desenvolvimento embrionario, algumas células tém seus destinos
determinados, ou seja, sao especializadas de forma a garantir a formagao da linhagem
destino. Outras células, bioquimicamente idénticas, porém, ndo tém seu destino
determinado (ALBERTS et al., 2002).

A diferenciacdo de CTEs €& um processo natural que acontece durante o
desenvolvimento embrionario. As células sdo diferenciadas em grupos celulares

distintos, que formarao tecidos especificos.
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O coragao é composto de linhagens derivadas mesodérmicas - cardiomiocitos,
células endoteliais e células musculares lisas vasculares - e € o primeiro 6rgao a ser

formado durante o desenvolvimento do embrido (PASSIER e MUMMERY, 2005).

Terapias celulares para cardiopatias

As doencas cardiacas isquémicas, comuns apos infartos, sdo uma das
principais causas de morte no mundo (LOPEZ et al., 2006, SEGERS e LEE, 2008).
Além de medicamentos, o tratamento padrdo atual, que apresenta resultados
satisfatérios, é o transplante de coragcdo (SEGERS e LEE, 2008).

Nos ultimos anos foram feitas muitas pesquisas com diversos tipos de células-
tronco, nas quais foi estudada a capacidade de regeneracao miocardica. A Figura 27
mostra os tipos de células usados nas terapias cardiacas.

Em 2002, Anversa e Nadal-Ginard publicaram evidéncias da renovacao de
células do miocardio e classificaram como promissor o uso de terapias com células da
medula 6ssea (ANVERSA e NADAL-GINARD, 2002). Os mesmos Anversa e Nadal-
Ginard e outros colaboradores (KAJSTURA et al., 2005) concluiram que células da
medula de ratos podem se diferenciar na linhagem cardiaca.

Um grupo brasileiro, em um estudo com 26 pacientes, verificou melhora
sintomatica num grupo de doentes isquémicos graves transplantados com células da
medula. Também foi verificada a seguranga da terapia com as células da medula

o0ssea (DOHMANN et al., 2005).
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Figura 27: Tipos celulares e terapias propostas para o tratamento de cardiopatias.
Adaptada com a permissdo de Macmillan Publishers Ltd: [NATURE] (SEGERS e LEE,
2008), copyright(2008).

Um grupo da Universidade de Frankfurt realizou, em 2002, um estudo com 20
voluntarios (ASSMUS et al., 2002) e concluiu que o implante de células da medula
Ossea é seguro e benéfico para a remodelagem do coracao doente. O mesmo grupo,
dando continuidade ao estudo, fez um teste aleatorizado com 59 pacientes cardiacos
e constatou a seguranca no implante de CTs no coragdo, e a melhora discreta na
regeneracdo do coragdo (SCHACHINGER et al., 2004). Outro grupo, incluindo os
pesquisadores Anversa e Nadal-Ginard, demonstrou que ha CTs cardiacas com
capacidade de regenerar o musculo cardiaco (BELTRAMI et al., 2003). Um grupo
formado por brasileiros e americanos publicou um trabalho, no qual mostrou a
seguranca de injecdes de células da medula 6ssea do proprio paciente em pacientes
com faléncia cardiaca severa (PERIN et al., 2003). Em tal estudo foi verificada
melhora da funcao ventricular esquerda. Os mesmos pesquisadores, em um trabalho
que deu continuidade ao estudo anterior, conduzido com 20 pacientes ao longo de um
ano, concluiram que a terapia de CTs analisada pode produzir efeitos terapéuticos

duraveis e melhora da perfusdo miocardica (PERIN, DOHMANN et al., 2004). Na
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Universidade de Rostock, Alemanha, foi conduzido um teste, em 2003, com seis
pacientes, que apresentou resultados positivos com a injecdo de CTs autdlogas da
medula 6ssea no coragao infartado (STAMM et al., 2003). Pesquisadores da Harvard
Medical School demonstraram que células-tronco da medula O6ssea de ratos
manipuladas com o gene Akt1 sdo extremamente eficientes, quando implantadas, na
remodelagem de coracgdes doentes (MANGI et al., 2003).

Estudos mais recentes também consideram promissor o uso de terapias de
células-tronco para o reparo do coragdo de pacientes com doencgas isquémicas
(TUCH, 2006, CHRISTOFOROU e GEARHART, 2007, NOVOTNY et al, 2008,
SEGERS e LEE, 2008). Entretanto, a taxa de diferenciagdo destas células in vivo é
muito baixa. Logo, ha a necessidade de utilizacdo de técnicas para estimular a
diferenciacao in vitro (JACKSON et al., 2008, SEGERS e LEE, 2008). Assim, deve ser
investigada a forma de induzir a diferenciagdo das células para linhagem
cardiomiogénica antes de realizar o implante. A Figura 28 mostra os caminhos
seguidos e os principais desafios existentes para o uso da terapia de células-tronco

como tratamento para determinadas doencas cardiacas.
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Figura 28: Desafios para o uso da terapia de células-tronco em doencas cardiacas.
Adaptada com a permissdo de Macmillan Publishers Ltd: [NATURE] (SEGERS e LEE,
2008), copyright (2008).

No Brasil, estda em andamento o Estudo multicéntrico randomizado de terapia
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celular em cardiomiopatias, o MiHeart, (TURA et al., 2007). O estudo é composto por
quatro estudos independentes, e cada estudo analisa uma cardiopatia (Figura 29). As
cardiopatias sdo: Cardiomiopatia chagasica, cardiomiopatia dilatada, infarto agudo do
miocardio, doenca isquémica crénica do coracado (http://terapiacelular.hcl.gov.br,
TURA et al., 2007).

O MiHeart conta com a participacao de 40 centros de pesquisa no Brasil, € o
grupo total de voluntarios sera de 1200 pacientes, divididos em quatro grupos de 300,
de acordo com as cardiopatias analisadas. Para cada cardiopatia ha um centro
ancora, o qual coordenara a pesquisa para aquela patologia
(http://www.incl.ri.saude.gov.br/index.asp): INCOR de Sao Paulo — Doencga isquémica,
FIOCRUZ da Bahia — Doenga de chagas, Infarto agudo do miocardio — Pré Cardiaco
do Rio de Janeiro, e Cardiopatia dilatada — Instituto Nacional de Cardiologia do Rio de
Janeiro (INC). A coordenagdo geral da pesquisa é feita pelo Dr. Antonio Carlos
Campos de Carvalho, com base no INC.

A fase de inscricado dos candidatos foi encerrada em 2005
(http://www.incl.rj.saude.gov.br/index.asp). O trabalho publicado em 2007 (TURA et al.,
2007), informou que muitos dos estudos ja estavam com a primeira fase completa. O
resultado deste estudo sera muito importante para a ampliagdo do conhecimento
sobre a regeneragao do coragéao pela terapia de CTs.

Em fevereiro de 2009, foi publicado um trabalho apontando o presente e os
desafios futuros de pesquisadores de células-tronco no Brasil (ZATZ, 2009). Este
trabalho aponta que nao é esperado que CTs mononucleares da medula éssea
regenerardo cardiomiocitos, e indica a necessidade de mais pesquisa com outras

células.
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Figura 29: Estudo multicéntrico randomizado de terapia celular em cardiomiopatias
(MiHeart). As quatro instituicdes ancora responsaveis por cada cardiomiopatia se
reportam a coordenacgao geral, no INC RJ. Outas instituigdes (sdo 40 ao todo) se
reportam as quatro instituicdes ancora.

Alguns tipos de células-tronco ja foram estudados em larga escala em ensaios
clinicos, outros ainda devem ser examinados para a verificacao da eficacia na terapia
para cardiomiopatias, e da efetiva diferenciagdo em cardiomiécitos (JOGGERST e
HATZOPOULOQOS, 2009). A Tabela 10 apresenta tipos de CTs e suas caracteristicas
quando relacionadas ao tratamento de patologias cardiacas.

Além de pesquisas com outras células, também ¢é necessario estudar a
possibilidade de diferenciacdo em cardiomidcitos antes do implante. Logo, é
necessario analisar as melhores condigbes para a indugédo da diferenciagdo de CTs

em cardiomiocitos.
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Tabela 10: Caracteristicas de populacdes de células-tronco usadas na terapia cardiaca.
Adaptado de: Joggerst,S.J.; Hatzopoulos,A.K., Stem cell therapy for cardiac repair:
benefits and barriers, Expert reviews in molecular medicine, 11, p. 3, 2009 © Cambridge
Journals, published by Cambridge University Press, reproduced with permission.

Célula-tronco Origem Vantagens Desvantagens Er'\s.a 10S
clinicos
Massa de Capacidade
célula do de auto- . ~
interior de um  renovacéao Consideragoes
CTEs . . ¢ éticas; formagao de Nenhum
blastocisto teoricamente
’ I teratoma
pré- ilimitada;
implantado pluripotente
Facil
Células Medula 6ssea, .
isolamento; Controverso se
mononucleares  sangue
o segurancga e ocorre relamente a  Larga-
da membrana, periférico, L ) ~
~ .. viabilidade do  defierencagcao em escala
CTs cordo umbiical . o,
I implante cardiomidcitos.
hematopoiéticas e placenta.
comprovadas
Estudos de
ran
] . . Muita seguranca
Medula 6ssea  Facil de isolar :
. , heterogeneidade; L
CTs (células e de expandir . .. viabilidade
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. . . heterotodpica
tecido adiposo multipotente . em
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Células
residentes;
rande
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miocardio

cardiovascular;
formacéao de
tumor reduzida

82



Técnicas para diferenciagao de células-tronco na linhagem

cardiomiogénica

Diversas técnicas estdo sendo usadas na tentativa de diferenciar células-tronco
em linhagens especificas. Essas técnicas usam estimulos fisicos exdgenos com
objetivo de mimetizar certos aspectos observados no desenvolvimento natural de
determinada linhagem celular. As tentativas tém sido feitas com o uso de:
eletroestimulagdo (GENOVESE et al., 2008, RADISIC et al., 2004, XIA et al., 1997,
HOLT et al., 1997), carregamento mecanico (SHIMKO e CLAYCOMB, 2008, ORR et
al., 2006, HWANG et al., 2007), aplicagao de temperatura (FLANDERS et al., 1993) e
agentes quimicos, como radicais livres e espécies reativas de oxigénio (WINTER e
GITTENBERGER-DE GROOT, 2007, DIMARAKIS et al., 2006b, SAUER et al., 2000,
HWANG et al., 2007). Também sao de grande importancia, e tém sido estudados e
definidos, os meios de cultura, o uso de matrizes extracelulares e os fatores de
crescimento necessarios para diferenciacdo em células cardiacas. Na Figura 30 sao
apresentados os fatores usados para induzir a diferenciacao.

Diante da grande variedade e possibilidade de combinacado de estimulos e
outros fatores para induzir a diferenciagao de células-tronco em cardiomiécitos in vitro,
devem ser estabelecidos protocolos, como o objetivo de tornar a terapia cardiaca com

células-tronco mais segura e eficiente (DIMARAKIS et al., 2006b).
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Figura 30: Fatores considerados na indugdo da diferenciagdo de células-tronco. E
importante a definigdo do meio de cultivo, o uso da matriz celular apropriada, o uso dos
agentes quimicos e adigao dos nutrientes adequados e o uso de estimulos fisicos.

Condicoes de cultura para diferenciagdo na linhagem

cardiomiogénica

Os meios de cultura para cultivo de qualquer célula, ou molécula, para uso
terapéutico, devem ser livres de produtos de origem animal e humana, para evitar
contaminagbes potenciais. Para a diferenciacdo de CTs em cardiomidcitos in vitro, o
meio de cultura ideal deve ser quimicamente definido, livre de soro e conter os
nutrientes necessarios (RAUCH et al., 2002, HENG et al., 2004). Devem ser usados
produtos sintéticos que substituam os produtos de origem animal. A definicdo quimica
do meio é extremamente importante para proporcionar condicbes de cultura que
garantam reprodutibilidade a eventuais experimentos realizados.

Na diferenciagdo em células cardiacas, a auséncia de soro & importante, pois
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algum fator de inibicao nao identificado pode estar presente no material de origem nao
sintética. Ja foi verificado experimentalmente que células-tronco mesenquimais de
ratos mantém a capacidade de diferenciacao e de proliferacao quando cultivadas em

meio livre de soro (LENNON et al., 1995, DIMARAKIS et al., 2006b ).

Matrizes extracelulares

O miocardio funcional é formado por cardiomiocitos envoltos e suportados por
uma matriz extracelular, que protege e mantém a integridade estrutural do tecido. Essa
rede &€ composta por colageno, elastina, fibronectina, proteoglicanos e glicoproteinas
(HENG et al., 2004). Na realidade, sua composi¢ao é tao complexa quanto seu papel
multifuncional na manutengcao de condi¢cdes favoraveis para o microambiente
miocardico (DIMARAKIS et al., 2006a). In situ, esta presente durante toda sinalizagéo
molecular, e seu funcionamento é entrelacado ao desenvolvimento celular e a
cardiogénese (IMANAKA-YOSHIDA et al., 2003, QIAN et al., 2005, DIMARAKIS et al.,
2006a). Assim, a presenca de uma matriz extracelular apropriada é favoravel a
diferenciagcao na linhagem cardiaca.

Ha mais de uma década, foi descrito um método de reconstituicdo de
cardiomiocitos embrionarios em uma matriz tridimensional de colageno
(ESCHENHAGEN et al., 1997). Hoje, a discussdo nao é sobre o uso da matriz
extracelular, mas sim sobre a composicdo da matriz usada para o processo de
diferenciacdo. A Tabela 11 contém os principais materiais biolégicos e sintéticos
usados em modelos de matriz extracelular.

Os materiais sintéticos tém como vantagem o controle total sobre a
composicao, densidade e porosidade da matriz resultante, além da garantia, pelo

processo produtivo, da auséncia de substancias de origem biolégica, potenciais
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geradoras de contaminacdo (AKHYARI et al., 2008). Entretanto, ha possibilidade de
problemas de rejeicdo e, consequentemente, necessidade de transformar o polimero
em um material biologicamente ativo.

Embora as matrizes extracelulares estejam sendo empregadas ha alguns anos,
ainda € preciso ampliar o conhecimento e realizar experimentos in vivo e in vitro para a
determinagdo da melhor composicao de matriz para a diferenciacédo na linhagem

celular desejada.
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Tabela 11: Materiais usados em modelos de matriz extracelular

Material Origem Aplicacao
Colageno (LI et al, Presente no Matrigel. Matrigel € um extrato
2000, AKHYARI et al., Biolégica liquido derivado da linhagem celular sarcoma,
2008) que contém colageno e substancias bioativas.
Fibrina (BORST et al., g\flbrlga t~em (_z:_uragaol'temg)orarla in vivo (tsof;e
1982, AKHYARI ef al. Biolégica de9radacao). Tem aplicagao como um potente
2008) agente hemoste}tlco, a cola de fibrina, que é
usada em cirurgias.
Acido Hialurénico (AH) O AH é um eficiente enchimento e tem impacto
(KHADEMHOSSEINI, et Bioloaica NS propriedades mecanicas do tecido. Foi
al., 2007, AKHYARI et 9 demonstrado que tem efeito na diferenciagao
al., 2008). de CTs em cardiomidcitos.
Colose (MARTSON o i y20e oo AL pars e ceue
al., 1999, ENTCHEVA et Biolégica degradacao de ceplulosegem mamiferos, ela
al.,, 2004, AKHYARI et -~
pode, com o tempo, sofrer degradacéo apoés o
al., 2008) .
implante.
O poliacido glicdlico é usado para sutura.
Permitiu a preservacao e performance
Polié eletrofisiologica de células cardiacas, quando
oliésteres (LO et al., ) . .
usado como matriz para o tecido. O poliacido
RIS, WA latico também pode ser usado, e tem maior
NOVAKOVIC et al., Sintética resisténcia a degradacéao pela’égua 0 que
1998, AKHYARI et al., ) - ’
2008) garante maior pIastmdaQe. 5
A degradacao destes dois poliésteres resulta
em metabdlitos naturais (acido glicdlico e acido
latico).
Podem ser usadas em varias aplicagbes
biomédicas. A introducao de culturas de
Polilactonas (SHIN et al., células cardiacas em matrizes de polilactonas
2004, AKHYARI et al., Sintética  porosas foi feita com sucesso. Isso sugere a
2008) possibilidade do uso de combinacgao de
materiais compdsitos mais soisticados para
fabricacdo de matrizes extracelulares.
De acordo com o processo de produgao, o PU
pode ter propriedades mecanicas muito
Poliuretanos (PU) variadas. Materiais baseados em PU estao
(ZHANG et al., 2000, Sintética sendo desenvolvidos com incorporagao

MCDEVITT et al., 2003,
AKHYARI, 2008)

seletiva de peptideos e outras moléculas
bioativas.

Materiais de PU podem ser usados para
padronizar cardiomidcitos.
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Nutrientes para o meio de cultura

Para que as CTs se diferenciem na linhagem cardiaca é necessario, além de
garantir condi¢cbes 6timas de meio de cultura e do uso de matrizes extracelulares,
reproduzir, in vitro, as vias de sinalizagdo da cardiogénese. O numero de moléculas e
vias que participam da cardiogénese é muito extenso e ainda nao foram identificados
todos os participantes do processo (DIMARAKIS et al., 2006b). Alguns fatores de
crescimento, que podem ser adicionados ao meio de cultivo, ja foram identificados

como promotores do inicio do processo de diferenciagdo (Tabela 12).

Agentes quimicos

Ha agentes quimicos sintéticos que podem induzir a diferenciacdo em
linhagens cardiacas (DIMARAKIS et al., 2006a). O acido retindico (derivado da
Vitamina A) contribui para a diferenciacdo em cardiomiocitos (DIMARAKIS et al.,
2006a, SMITH, BADER, 2007, WINTER, GITTENBERGER-DE GROOT, 2007) e
participa criticamente da regulagdo da proliferacao de cardiomiocitos (SMITH, BADER,
2007). O acido ascérbico (Vitamina C) pode induzir a diferenciagdo, o que nao é
esperado devido as propriedades antioxidantes da vitamina C (DIMARAKIS et al.,
2006a).

Antioxidantes podem inibir a cardiogénese e espécies reativas do oxigénio, ja
radicais livres podem acentua-la (SAUER et al., 2000, DIMARAKIS et al., 2006a). Ha
evidéncias que mostram que CTEs usam espécies reativas de oxigénio como
transdutores de tensdes mecanicas induzidas na diferenciacao in vitro em tecido
cardiaco (SAUER et al., 2000, HWANG et al., 2007). O radical livre dimetil sulféxido

(HABARA-OHKUBO, 1996, DIMARAKIS et al., 2006a), o horménio ocitocina
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(DANALACHE et al., 2007) e icariinas (ZHU et al., 2005, DIMARAKIS et al., 2006a)

induzem a diferenciagcado em linhagem cardiomiogénica.

Tabela 12: Fatores de crescimento iniciadores da cardiogénese

Fator de crescimento Provavel funcao na cardiogénese

BMP2: formagao da jungao atrio-ventricular e das valvulas.

Proteinas BMP4: desenvolvimento do trato miocardico e do coxim

morfogenéticas do 0SS0 o4 rdico (ABDELWAHID et al., 2001, DIMARAKIS et al.,
(BMPs)

2006b).
Fatores de crescimento Sinalizacdo molecular indutora da formacao de células
transformadores B precursoras miocardicas e endocardicas (AZHAR et al.,
(TGF-B) 2005).
Activi Promocao da miogénese cardiaca (LADD et al., 1998,
ctivinas

DIMARAKIS et al., 2006b).

Fatores de crescimento Atuacao na diferenciacao cardiomiogénica em conjunto com
fibroblastos BMPs (DIMARAKIS et al., 2006b).

Promogcdo de desenvolvimento cardiaco in vivo por
Insulina mecanismos autdcrinos e paracrinos (ANTIN et al., 1998,
DIMARAKIS et al., 2006b).

Ativacdo de transcritores genéticos responsaveis pela
Eritropoeitina diferenciacdo e proliferagdo dos cardiomiocitos (JOYEUX-
FAURE et al., 2005, DIMARAKIS et al., 2006b).

89



Anexo Il

Rotina computacional escrita em MATLAB®

A rotina computacional apresentada a seguir foi escrita com base nas
equacgdes usadas por DEBRUIN e KRASSOWSKA (1999) e KRASSOWSKA e FILEV

(2007).

oe

Programa baseado no modelos:
DeBruin, Krassowska, 1999 e Krassowska, Filev, 2007.
08/2009

oe

o
°

clear all
close all

[

% Valores dos componentes

gl=2; % condutividade superficial da membrana devido
aos canails de proteinas (S/m2)

R1=1/gl;

Vep=0.258; % tensdo caracteristica da eletroporacédo (V)

Cml = le-2;
(1F/m2 = 100uF/cm2)

oo

valor da capaciténcia superficial em F/m2

NO0=1.5e9; % densidade de poros de equilibrio (#poros/m2)
alfa=1e9; % coeficiente da taxa de criacdo (1/s.m2)
rmin=0.51e-9; %raio min para criacgdo (m)

rm=0.8e-9; % raio associado a energia minima para raio
com Vm=0 (m)

S1=2e-2; % tensdo mec da interface hidrocarboneto-agua
(sed/m2)

S0=1le-6; % tensdo mec da dupla camada sem poros (J/m2)

beta=1.4e-19;
Fmax=0.7e-9;
rh = 0.97e-9;

o

energia de repulsédo (J)
max forca elétrica para Vm=1V (N/V2)
const (m)

o

o

rt=0.31e-9; % const (m)

D= 5e-14; % coef de difusédo pelo poro (1/s.m2)
k=1.38e-23; % const de Boltzman

Temp=310; % temp (K)

o\

gama=1.8e-11;

sigma=2 ;

preenche o poro (S/m)
h= 5e-9;

energia de borda (J/m)
condutividade da solucdo eletrolitica que

oo

oe

espessura da membrana (m)
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Vrest=-0.08; % tensdo de repouso transmembrana (V)
s1i=0.455; % condutividade do liquido intracelular
se=5; % condutividade do liquido extracelular
a=50e-6; % Raio da célula (m)

o°

A=2*pi* (a)"2; Area superficial da célula

Rei=a* (1/si+2/se);

% Definicdes sobre a fonte de excitacéo

(S/m)
(S/m)

ti = 0e-6; % tempo inicial onde aparecera a primeira
excitacédo

tf =5e-6; % tempo final de simulacdo e grafico

dt = 2e-9; % incremento temporal

t0 = 5e-6; % duracdo do pulso

T = 15e-3; % intervalo entre os pulsos

E=4e4; $campo elétrico (V/m) = 1072 V/cm

% Inicializacdes basicas

% Discretizacédo do angulo e area. Numero de passos da
% discretizacdo = Nteta
Nteta = 18;

angulos = [-90+(180/Nteta) :180/Nteta:90];
tetal = [-90:180/Nteta:90-(180/Nteta)];
teta2 = [-90+(180/Nteta) :180/Nteta:90];

dA = pi*(a”2) *abs(sind(teta2)-sind(tetal));

% Definicédo de varidveis para a plotagem dos graficos
ang =[-40 0 60 90];

cor:[lbl lkl 'r' lg'];

ntetaplot=4;

% Inicializacédo de variaveis do loop principal
V=ones (1,Nteta) *Vrest;
N=zeros (1,Nteta);
dN=ones (1, Nteta) ;
K=zeros (1l,Nteta);
K old = K;
r=ones (1,Nteta) *rmin;
r med=r;
passou = zeros(l, Nteta);
Ap=zeros (1l,Nteta);
for j=1:Nteta
eval (['r Klg ' num2str(j) '=[];']);
end

[

% Inicializacdo para otimizacgéo
Neg=zeros (1,Nteta);

Rs=zeros (1,Nteta);

Rp=zeros (1,Nteta);

Gp=zeros (1,Nteta) ;

ind=zeros (l,ntetaplot);
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Ng=0;

rg=0;
©999909000000000000000000090900000000900900009000090000000009000000000090000000
OO0OOO0OO0OOODOOODOOODODOOODODOODODOOODODODODODODOODODODODODODODODODODODOODODODODODODODODODODODODODOODODOOOOOOOD©OOO™©
o o
o o
o o
5 LOOP PRINCIPAL s
o o
o €]
©99900900000000000000000090909000000099009000000900900000000000000000000000000
OO0OO0OOO0OOOO0OODOOOOOOOOOO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOODOODODOOOOODOODOOOOOODOOOOODOOOWOOOOOO™©
tic

while t<tf

for y=1: (ntetaplot)
for it=1: (Nteta)

if Nteta==

teta=0;
else

teta=angulos (it);
end;

R R I R S R I S R I S I I S R I S R S I I S R S S b S S b b Sb b b Sb b S Sb b S Sb b b Sb b Sh Sb b S Sb b S 3b (e

valor da fonte de excitacéo

(campo elétrico externo)
~k************************************************************%

o° o0 o o
o 0° o\

tr = rem((t-ti),T);
if (dt<tr) & (tr<tO) & (t>ti)
Ie=1.5*E*a*cosd (teta) /Rei;

Gei=1/Rei;
else

Ie=0;

Gei=1/Rei;
end;

LR R I S R I S R I S I S b I S I I S b I b b S S R S S I S Sh b S SE I S b S b I S Sb S b S Sb b S Sh b 3 Sb db N

o\

calculo de N = densidade de poros /

Surgimento de poros
***k*k*k*k*k*k*k********k*k**k*k*****************************************%

o° 00 o o
o° oe

g=(0.8e-9/0.51e-9)"2;

Neg(it) = NO*exp (g* (V(it) /Vep)"2);

dN(it) = dt * alfa * exp((V(it)/Vep)”*2)* (1 -
(N(it) ./Neqg(it)));

N(it)=N(it) + dN(it);

LR R I R I R I I S I I I S I S b I I S S S b S SR b S b I S b b S Sb b S S b S 2b I Sb b S b 3 S b N

o° o

calculo de Ap = area dos poros
**************************************************************%

o o° oP

Ap (it) = Ap(it) + (K(it)*pi*(r med(it)"2));
if Ap(it)>=A/100;

Ap (it)=A/100;
end;
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oo

**************************************************************%

o
o°

calculo de K = numero de poros
**************************************************************%

oe

K(it)= floor (N (it)*dA(it)) ;

if (K(it) ~= K old(it)) && (passou(it)==0)
passou(it) = 1;
eval (['r Klg " num2str(it) '=[r Klg ' num2str(it) '
ones (1,K(it))*(le=-9)1;"'1);

end;
if K(it) > (K _old(it))
eval (['r Klg ' num2str(it) '=[r Klg ' numZ2str(it) '
ones (1, ((K(it)-K old(it))))~* (le 9)1:'1)
end;
if K(it) < K old(it)
eval (['r Klg " num2str(it) '=r Klg ' num2str(it) '
(1:(end-(K old(it)-K(it))));"'1);
end;

if K(it)>0
rr=ones (1,K(it));
eval (['rr=r Klg ' num2str(it) ';']);

o\

**************************************************************%

0P
o

calculo de r
**************************************************************%

0P

for m=1:K(it)

Sefl=(1-Ap (it) /A)"2
Seff=2*S1 - (2*Sl - S0)/Sefl;

Ul=D/ (k*Temp) ;

U2=(V(it) *2*Fmax)/ (1+(rh/ (rr(m)+rt)));
U3=4*beta* (rmin/rr (m))*4* (1/rr (m)) ;
U4=2*pi*gama;

US=(2*pi*Seff*rr(m));

U=U0l* (U2 + U3 - U4 + US);

rr (m)=rr (m)+dt*U;
if rr(m)<rmin
rr(m)=rmin;
end;
end;

eval (['r Klg " num2str(it) '=rr;']);

%Calculo do r medio (poros grandes)
r med(it)=sum(rr)/length(rr);



end;

K old(it)=K(it);

% calculo das resisténcias dos poros (Rp) e de entrada do
poro (Rs)

Rs (it)=1/(2*sigma*r med(it));

Rp (it)=h/ (pi*sigma*r med(it)"2);

Gp (it)=N(it)/ (Rs(it)+Rp(it)); % condutividade dos poros
pequenos

G=Gp (it); % condutividade total dos poros pequenos
R=1/G;

Cm=Cml;

KK AR KA KR A A KRR A IR A A IR A AR A A I A A I A A A AR AR A AR A AR A A I A A I A AR AR I AR AR ARk Ak

o°

o

Calculo da tensdo de membrana
Cada termo de corrente a densidades de corrente

o

%***************************************************************

Tee=Ie* (dt/Cm) ;

Ivm=V (it) *Gei* (dt/Cm) ;
Il=(dt/Cm) *gl* (V(it)-Vrest);
Ip=(dt/Cm) *V (it) *G ;

V(it) = V(it)+ Iee - Ivm - Il - Ip;

[

% Variaveis para o grafico

ind(y) = find( ang(y) == angulos );
c=ind(y);

% Raio maximo

Vm(y,1i) = V(c);

Ng(YI i)=K(c);

rg(y,i)=r med(c)*1le9;

Apg (y,1)=Ap(c);

o\

o

% ATUALIZACAO das varidveis

%**************************************************************

o

i =i+1;
tg (i) = t*le6; % tempo em us
t = t+dt;
Ig(i) = Ie;
RRg (1) =R;
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end;
tempo = toc;

$tgmax=10e-6;
tgmax=tf;

% tgmaxl=5e-6;
tgmax1=2*t0;

figure(1l);

subplot (3,1,1);

semilogy (tg(l:round (tgmax/dt)),RRg(l:round (tgmax/dt)));
ylabel ('R poros (Ohm)'");

axis ([0 max (tg(l:round(tgmax/dt))) 0 5e2]);

subplot(3,1,2);
semilogy (tg (1l:round(tgmax/dt)),rg(l:round (tgmax/dt))) ;
ylabel ('raio poro (nm)');

subplot (3,1,3);
semilogy (tg (1l:round (tgmax/dt)),Apg(l:round (tgmax/dt))) ;

ylabel ('Area dos poros (m2)');
xlabel ('Tempo (us)');
figure (2)

subplot(4,1,1);

plot (tg(l:round(tgmaxl/dt)),Ig(l:round (tgmaxl/dt))) ;
ylabel ('Corrente aplicada (A/m2)"');

xlabel ('Tempo (us)');

subplot(4,1,2);

for y=l:ntetaplot
plot (tg(l:round(tgmaxl/dt)),Vm(y, (1:round(tgmaxl/dt))),cor(y)):;
hold on;

end;

ylabel ('Tensdo transmembrana (V) ');

axis ([0 max (tg(l:round(tgmaxl/dt))) -.1 21);

xlabel ('Tempo (us)');

subplot (4,1,3);
for y=l:ntetaplot
plot (tg(l:round(tgmaxl/dt)),rg(y, (1:round(tgmaxl/dt))),cor(y)):;

hold on;
end;
ylabel ('Raio poro (nm)');
xlabel ('Tempo (us)');

subplot (4,1,4);
for y=l:ntetaplot
plot (tg(l:round (tgmaxl/dt)), le-
3*Ng (y, (1:round (tgmaxl/dt))),cor(y));
hold on;



end;
ylabel ('107-3 * # poros pequenos');
xlabel ('Tempo (us)');
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