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Resumo da Dissertagdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)
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A eletroporacdo ¢ um método muito utilizado para introduzir moléculas em
células. Neste trabalho, foram desenvolvidos protocolos para eletroporacao de bactérias
Escherichia coli utilizando plasmideos que conferem resisténcia a ampicilina e, depois,
estas foram cultivadas em meio contendo este antibidtico. A eficiéncia do processo foi
determinada pelo numero de colonias sobreviventes no meio seletivo e o modelo
experimental foi validado utilizando um eletroporador comercial. A eficiéncia foi
maxima quando foram aplicados campos elétricos de 8 kV/cm. Adicionalmente, foram
desenvolvidos dois métodos de processamento, baseados na Transformada de Hough,
para contagem automatica destas colonias. O primeiro converte a imagem original para
binaria e depois detecta as bordas das colonias utilizando uma operagdao morfologica,
enquanto o segundo detecta diretamente as bordas por meio de filtragem. Ambos foram
avaliados utilizando imagens reais e simuladas com até 1000 colonias. A média da razao
“contagem automatica / manual” das colonias nas imagens reais foi 88% para o
primeiro método e 91% para o segundo, e a média da “automética / nimero de coldnias”™
nas simuladas, 93% e 90,8%. Considerando a faixa de trabalho da maioria dos artigos
da area, de até 300 colonias, a média das imagens reais foi 97,4% e 97,9% com
correlagdo entre as contagens de 0,983 e 0,993 e a das simuladas, 97,3% e 96,6% com
correlagdo entre a contagem automatica e o numero de colonias de 0,999 para ambos os
métodos. Os algoritmos desenvolvidos apresentaram resultados compativeis ou

superiores aos dos métodos relatados na literatura.
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Electroporation is a widely used method to introduce molecules into cells. In this
work, we developed protocols to evaluate the electroporation of Escherichia coli
bacteria using plasmids that confer resistance to ampicillin and then the bacteria was
grown in medium containing this antibiotic. The efficiency of this process were
determined by the number of surviving colonies on the selective medium and the
experimental model was validated using a commercial electroporation device.
Maximum efficiency occurred when an electric field of about 8 kV/cm was applied.
Additionally, two processing methods, based on the Hough Transform, were developed
for the automatic counting of these colonies. The first converts the original image to
binary and then detects colony edges using a morphological operation while the second
directly detects the edges by filtering. Both were evaluated using real and simulated
images with up to 1000 colonies. Real images average of the “automatic/ manual count”
of the colonies was 88% and 91% in the first and second methods, respectively.
Simulated images average of the “automatic count/ number of colonies” was 93% and
90,8%. Considering the working range of 0-300 colonies in most papers in this area, the
average of the real images was 97.4% and 97.9% with correlation between the counts of
0.983 and 0.993, and the average of the simulated ones, 97.3% and 96.6% with
correlation between automatic count and colonies number of 0,999 for both methods.
The algorithms developed and provided similar or better results than those of the

methods reported in the literature.
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Capitulo 1. Introducio

A eletroporacdo ¢ um método que consiste na aplicacdo de pulsos elétricos a
células para aumentar transitoriamente a permeabilidade da membrana plasmatica e
possui aplicacdes importantes na area de biotecnologia e na clinica. O processo de
permeabilizagdo celular ocorre, pois o campo elétrico aplicado induz mudancas
estruturais na membrana que levam a formagdo de poros hidrofilicos, permitindo a
passagem de moléculas que normalmente ndo conseguem atravessar a barreira imposta
pela bicamada lipidica (CHEN et al., 2006; ESCOFFRE et al., 2009).

Desde a sua primeira utilizacdo, em 1982, para introduzir DNA em cé¢lulas de
mamiferos (NEUMANN et al., 1982), esta técnica vem sendo usada para possibilitar a
entrada de uma grande variedade de moléculas: RNA, proteinas (ROLS, 20006),
anticorpos (CHEN et al., 2006), hormdnios, analgésicos, anti-inflamatérios (ESCOBAR-
CHAVEZ et al., 2009), entre outros. Para avaliacao da eletroporagdo, diferentes métodos
podem ser utilizados, tais como a monitoracdo da troca, entre as células e o meio
extracelular, de moléculas as quais a membrana ¢ impermeavel (HE et al., 2006; ROLS e
TEISSIE, 1998; TEISSIE et al., 1999; ZHU et al., 2010), a realizagdo de medidas da
condutividade elétrica das membranas celulares (PAVLIN et al.,, 2005) e de
bioimpedancia (GLAHDER et al., 2005) para avaliar a permeabilizagao das células.
Também, sdo utilizados diferentes tipos de plasmideos (EYNARD et al., 1992; MORITA
et al., 2007; ROLS et al.,, 1992; ROLS e TEISSIE, 1998), que sao moléculas de DNA
comumente usadas como vetores de clonagem, isto ¢, agentes que carregam um segmento
de DNA de interesse (NELSON e COX, 2002) e que podem ser empregadas para
acrescentar um determinado fenotipo na célula, por exemplo, por meio da sintese de uma
proteina especifica.

Neste trabalho, foi utilizado um plasmideo que confere resisténcia ao antibidtico
ampicilina como ferramenta de estudo do processo de eletroporacdo. As bactérias
Escherichia coli foram submetidas a aplicagdo de campos elétricos na presenga dos
plasmideos de modo que as que foram eficientemente eletroporadas adquiriram
resisténcia a este antibidtico. Apds a eletroporacdo, estas células foram cultivadas em
meio contendo ampicilina para selecionar apenas as bactérias resistentes, permitindo,
assim, determinar-se a eficiéncia deste processo.

Para medir a eficiéncia da eletroporacdo neste caso, ¢ necessario realizar

contagens das coldnias de bactérias nas placas de cultura. A contagem manual de células



e de coldnias celulares ¢ tradicional e comumente utilizada. Porém, ¢ trabalhosa, exige
tempo e ¢ suscetivel a variagdes, principalmente, quando hd uma grande quantidade de
células ou de colonias (CHEN ¢ ZHANG, 2009; HERMAN et al., 1983; LUMLEY et al.,
1997). No presente trabalho, foi desenvolvido um programa em Matlab® para contagem
automatica de colonias de bactérias, baseado na Transformada de Hough (TH),
comumente utilizada para reconhecimento de formas geométricas, tais como retas e

circulos, em imagens (DUDA e HART, 1972).
1.1. Objetivos

O objetivo geral do trabalho foi desenvolver uma estrutura que permitisse a
avaliacdo experimental da eletroporacao celular no Laboratorio de Instrumentacao
Biomédica (LIB).

O modelo experimental escolhido foi bactérias e, entdo, foi montada uma estrutura
para cultivo destas células, incluindo os equipamentos € os materiais necessarios, e foi
realizado o pedido do Certificado de Qualidade em Biosseguranca, necessario em
projetos que utilizam organismos geneticamente modificados.

Para alcancar o objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

o Estabelecimento dos parametros de cultivo das bactérias e dos protocolos

necessarios para a eletroporacao destas células;

e Desenvolvimento de um sistema para aquisi¢gdo das imagens para

processamento;

« Desenvolvimento de uma rotina, em Matlab® 7.5, para contagem automética

de colonias de bactérias;

e Valida¢ao do modelo experimental utilizando um eletroporador comercial;

e Avaliacdo do eletroporador programavel em desenvolvimento no LIB.



Capitulo 2. Fundamentos Tedricos

Esse capitulo se dedica a fornecer as bases para o entendimento do processo de
eletroporacdo. Para tal, ¢ necessario discorrer sobre conceitos fundamentais de biologia
celular e de eletricidade. Também, serdo apresentados conceitos basicos do

processamento de imagens para serem utilizados nos capitulos subsequentes.
2.1. A célula

Em 1665, Robert Hooke publicou o trabalho Micrographia, no qual diversas
estruturas microscopicas foram descritas pela primeira vez. Neste trabalho, foi mostrado
que a cortica era formada por um grande numero de pequenas cavidades, as quais foram
denominadas células (GEST, 2005). No entanto, nessa €poca ainda ndo se conhecia o
significado e a importancia de uma célula.

Quase dois séculos apOs a descoberta das células, em 1838, os pesquisadores
Matthias Schleiden e Theodore Schwann desenvolveram a Teoria Celular. Segundo
Baluska et al. (2004), esta teoria dizia que as células s3o as menores unidades da vida, a
partir das quais todos os organismos eucaridticos sdo formados.

O conceito de célula foi aprimorado e, atualmente, ¢ bem descrito na literatura que
a célula ¢ a menor unidade de todos os organismos vivos e apresenta a capacidade de
replicagdo independente. Esta caracteristica fundamental de autoduplicagdo esta
relacionada com o processo de divisdo celular, isto ¢, em uma determinada etapa do seu
desenvolvimento, uma célula se divide e da origem a duas novas células (ALBERTS et
al., 2004).

A maioria dos organismos ¢ formada por uma Unica célula, como uma bactéria.
Ha também os organismos multicelulares, formados por um grupo de células. O corpo
humano, por exemplo, contém cerca de 10" células humanas, além de aproximadamente
10'* células microbianas que constituem a flora normal. Apesar da grande diversidade de
organismos unicelulares e multicelulares, todos sdo gerados a partir da divisdo de uma
unica célula. Por esse motivo, a célula é considerada a menor unidade da vida
(ALBERTS et al., 2004).

As células sdo estruturas delimitadas por uma membrana plasmatica, constituida
principalmente de moléculas lipidicas e protéicas. O espaco intracelular corresponde ao

citoplasma, o qual ¢ preenchido por um fluido denominado citosol e, neste fluido, ficam



imersos os componentes celulares. As estruturas internas das células apresentam
diferencas, dependendo da classificagio dos organismos vivos em eucariotos ou
procariotos (ALBERTS et al., 2004).

As células eucaridticas possuem nucleo, limitado por membrana, no qual se
localiza 0 DNA. Além do nucleo, uma célula eucaridtica possui outros compartimentos
envoltos por membrana, denominados organelas, que apresentam estruturas e funcgdes
distintas. Os animais, as plantas e os fungos sdo exemplos de organismos formados por
células eucaridticas. Muitos eucariotos sdo unicelulares, como as leveduras, os
protozodarios e as algas (ALBERTS et al., 2004).

Diferente das células eucaridticas, os procariotos ndo apresentam nucleo definido.
O DNA, assim como outros componentes, se encontra em um Unico compartimento
citoplasmatico envolto pela membrana plasmatica (Figura 1). Na maioria das espécies,
além da membrana, hd uma estrutura protetora denominada parede celular (ALBERTS et
al., 2004). Os dois grupos de procariotos sdo as bactérias e as arquebactérias (OREN,

2004).

Membrana
plasmatica DNA

Flagelo

Parede
celular

1 pm

Ribossomo no citosol

Figura 1. Desenho esquematico de uma bactéria, uma célula procaridtica.

As células eucaridticas, em geral, sdo maiores € mais complexas que as
procarioticas, como pode ser observado na Figura 2.

Apesar da enorme variedade de tipos celulares e das diferengas estruturais entre
eles, ha caracteristicas em comum em todas as células, como, por exemplo, a presenga da
membrana plasmatica. Esta estrutura ¢ uma das mais importantes em uma célula, pois
mantém as diferencas caracteristicas entre o citoplasma e o ambiente extracelular, entre

outras fungoes.
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Figura 2. Célula eucaridtica. O desenho evidencia as estruturas internas de uma célula
animal, que possui diferentes organelas com fungdes especificas (Copyright © 2002 de
Molecular Biology of the Cell por Bruce Alberts et al. Reproduzido com a permissao de
Garland Science/Taylor & Francis Books, Inc).

Como o processo de eletroporagdo, objeto de estudo deste trabalho, induz
mudangas estruturais na membrana plasmatica (CHEN et al., 2006), ¢ importante

descrever algumas propriedades das membranas.
2.1.1. Estrutura da membrana plasmatica

A membrana plasmatica ¢ uma bicamada lipidica, com espessura aproximada de
S5nm (NEUMANN et al., 1999), na qual estdo inseridas as proteinas de membrana
(Figura 3). Os lipidios e as proteinas sao mantidos unidos principalmente por interagdes
ndo-covalentes e a maioria destas moléculas se difunde dentro de uma mesma
monocamada. Portanto, a membrana ¢ uma estrutura dinamica, frequentemente descrita
como um fluido bidimensional (ALBERTS et al., 2004).

As proteinas se associam a bicamada lipidica de diversas maneiras: atravessando a
bicamada (proteinas transmembrana), expostas somente em um lado da bicamada, ligadas
por interagdes nao-covalentes com outras proteinas de membrana, por meio de uma ou
mais ligacdes covalentes com cadeias lipidicas, entre outras. S3o as proteinas que
exercem a maioria das fungdes da membrana plasmatica e a forma como elas se ligam a

membrana esta relacionada com a sua func¢do. Por exemplo, os receptores de superficie,



em geral, sdo proteinas transmembrana que se ligam a moléculas sinalizadoras no meio
extracelular e iniciam uma resposta no outro lado da membrana, gerando sinais
intracelulares (ALBERTS et al., 2004). H4 casos de receptores que reagem com a
molécula sinalizadora ou interagem com um estimulo fisico, como os sensores de
temperatura na membrana de bactérias (MASCHER et al.,, 2006). As proteinas
transmembrana também sdo responsaveis pelo transporte de moléculas através da

bicamada lipidica (ALBERTS et al., 2004), como serd abordado na préxima se¢ao.

Lipideos

| TR AR
Umﬁ 668

Proteinas

lipidica

ﬁﬂﬁuﬁ] Bicamada

Figura 3. A estrutura da membrana plasmatica em duas dimensoes.

As principais classes de lipideos das membranas sdo os fosfolipideos, o colesterol
e os glicolipideos. Estes lipidios sdo moléculas anfipaticas, isto ¢, possuem uma
extremidade hidrofilica (polar) e outra hidrofobica (apolar). Quando se encontram em um
ambiente aquoso, se agrupam espontaneamente em camadas duplas de modo que as suas
caudas hidrofébicas sejam direcionadas para o interior da bicamada e a extremidade
hidrofilica fique em contato com a agua. Este processo ocorre porque as moléculas
hidrofilicas formam interagdes eletrostaticas favoraveis com as moléculas de agua
enquanto as hidrofobicas ndo o fazem. Assim, a formagdo de uma bicamada lipidica ¢

energeticamente mais favoravel (ALBERTS et al., 2004).
2.1.2. Propriedades da membrana

A bicamada lipidica da membrana plasmatica funciona como uma barreira a
passagem da maioria das moléculas hidrossoluveis, dado que o seu interior ¢ constituido
pelas caudas hidrofobicas dos lipideos. O transporte de ions e de pequenas moléculas
hidrofilicas através da bicamada ¢ realizado por duas principais classes de proteinas:
carreadoras e de canal (ALBERTS et al., 2004).

No primeiro caso, uma molécula especifica se liga a proteina carreadora de um

lado da membrana, em um sitio de ligagdo, e ¢ transferida quando ocorrem mudangas



conformacionais na proteina que expdem o determinado sitio ao outro lado da membrana
(Figura 4). Algumas proteinas sdo acopladas a uma fonte de energia para transportar o

soluto contra o seu gradiente eletroquimico (ALBERTS et al., 2004).

Proteina carreadora

Soluto
4
®

Bicamada
lipidica

(J -

Sitio de ligacdo ao soluto

Figura 4. Modelo de uma proteina carreadora.

As proteinas de canal formam poros hidrofilicos através da bicamada lipidica, os
quais permitem a passagem de solutos especificos, geralmente ions, a favor do seu
gradiente eletroquimico (Figura 5). Assim, o transporte realizado pelas proteinas de canal
¢ sempre passivo, enquanto que o transporte por carreadores pode ser passivo ou ativo

(ALBERTS et al., 2004).

Canal fechado Canal aberto
o 4°
(]
> Bicamada
lipidica
J‘
Proteina de canal Poro aquoso

Figura 5. Proteina de canal. A formagao do poro hidrofilico, através do qual ha difusao
dos solutos, ocorre apenas quando o canal est4 aberto.

A troca de solutos especificos entre a célula e o meio extracelular, através da
membrana plasmatica, ¢ importante para regular a diferen¢a de concentragdo dos solutos
entre os dois meios. Devido a atividade das proteinas de membrana, sdo estabelecidos
gradientes eletroquimicos através da bicamada lipidica, os quais sdo fundamentais para
desencadear muitos processos, como, por exemplo, a producao de adenosina trifosfato
(ATP) celular (ALBERTS et al., 2004).

Um conceito importante, relacionado com os mecanismos de transporte, ¢ o de

potencial de membrana. Este potencial elétrico é gerado quando ions sdo transportados



através da membrana plasmatica de modo que resulte em uma diferenga no nimero de
ions positivos e negativos entre os dois lados da membrana e, consequentemente,
diferenca na carga elétrica (Figura 6). Uma pequena diferenga em quantidade de cargas ¢

suficiente para causar mudanca na diferenca de potencial através da membrana

(ALBERTS et al., 2004).
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Figura 6. Geragdo de um potencial de membrana. Em (a), o potencial é zero, pois o
numero de cargas ¢ igual nos dois lados da membrana. Quando ions cruzam a bicamada,
como mostrado em (b), ¢ gerado um potencial de membrana diferente de zero.

O potencial de membrana da célula pode ser alterado por determinados processos,
tais como, por exemplo, a abertura ou o fechamento de canais i6nicos (ALBERTS et al.,

2004) e a eletroporacao (GEHL, 2003), conforme sera visto adiante (Segao 2.3).
2.2. Campo e potencial elétricos

Os mecanismos da eletroporagao relacionam-se com a interagdo entre membranas
bioldgicas e o campo elétrico ao qual sdo submetidas (CHANG et al., 1992). Portanto, ¢
importante compreender o que ¢ campo elétrico e os conceitos inseridos nesta definigao.

Segundo Smith e Cooper (1964), qualquer regido em que forgas elétricas possam
ser detectadas ¢ denominada campo elétrico. O modulo de uma forga elétrica pode ser

definido pela Lei de Coulomb (Equagdo 1):

F=i 202 (1)

B
Nesta equagdo, F' ¢ o mddulo da forga entre duas cargas QI e Q2, r ¢ a distancia
entre elas e £ ¢ uma constante que depende das unidades de medida das varidveis
(SMITH e COOPER, 1964).
Assim, o campo elétrico pode ser entendido como um campo de for¢a gerado por

cargas elétricas. A intensidade de um campo elétrico (£) em qualquer ponto ¢ dada pela



Equacao 2,

E= Ll (2)
q

na qual F ¢ o modulo da forca que age em uma pequena carga de prova g. Quando ha
muitas cargas em uma regiao, a forca em qualquer uma delas ¢ igual a soma das forcas
que cada uma das outras cargas exerce na primeira independentemente (SMITH e
COOPER, 1964).

O campo elétrico ¢ representado por linhas de forga, as quais sdo desenhadas de
forma que a tangente em cada ponto fornega a dire¢do do campo elétrico no ponto. A
disposicao das linhas de for¢a depende da polaridade e da quantidade de cargas, mas o
sentido ¢ sempre partindo das cargas positivas para as negativas, como no exemplo da
Figura 7 (SMITH e COOPER, 1964).

Outro conceito importante ¢ o de potencial elétrico, definido pela Equacao 3, em
que P ¢ o potencial em um ponto, T € o trabalho necessario para mover uma pequena

carga de prova g de um ponto no infinito para o ponto considerado.

p=Z 3)
q

A unidade de potencial ¢ Joule (J) por Coulomb (C), isto ¢, Volt (V). Da mesma
forma, a diferenca de potencial entre dois pontos ¢ o trabalho por unidade de carga
necessario para mover uma pequena carga de prova de um ponto para outro (SMITH e
COOPER, 1964).

Quando ha duas placas paralelas carregadas, sendo uma positivamente ¢ a outra
negativamente, o campo elétrico tem magnitude e direcdo constantes ¢ ¢ denominado
uniforme. E importante destacar que o campo elétrico é uniforme se a placa for
considerada infinita. Caso contrario, o campo deixa de ser uniforme nas extremidades das
placas, onde as linhas de for¢a se curvam (Figura 7). No caso do campo elétrico
uniforme, a sua intensidade (F) ¢ definida pela Equacao 4, em que V' ¢ a diferenca de
potencial entre as placas e d ¢ a distncia entre elas (SMITH e COOPER, 1964).

E=~ )

Durante a eletroporagdo, um campo elétrico ¢ obtido quando uma diferenga de

potencial ¢ aplicada entre dois eletrodos (TEISSIE et al., 1999), no meio dos quais se



encontram as células que serdo eletroporadas. Tradicionalmente, os eletrodos sdo do tipo
placas paralelas e o campo elétrico gerado ¢ uniforme, de modo que a intensidade deste
campo pode ser descrita pela Equacdo 4 (HUANG e RUBINSKY, 1999; PUC et al.,
2004).

+++ 4+ttt

+

Vv d

Figura 7. Campo elétrico entre duas placas paralelas carregadas, sendo } a diferenca de
potencial e d a distancia entre elas.

2.3. Bases da eletroporacao

Quando células sao submetidas a pulsos elétricos, ocorre um aumento transitorio
da permeabilidade das membranas a moléculas presentes no meio extracelular e este
fendmeno ¢ denominado eletroporacdo ou eletropermeabilizagdo. Esta técnica € utilizada
em uma grande variedade de células, eucarioticas ou procaridticas: de mamiferos,
incluindo humanas; de plantas; bactérias; leveduras; entre outras (CHANG et al., 1992).

Podem ser usados pulsos elétricos com amplitude, duracdo e frequéncia variadas,
dependendo do tipo celular utilizado e das caracteristicas fisico-quimicas das moléculas
que serdo introduzidas na célula. Além dos parametros do campo elétrico, as condigdes
de cultivo celular variam conforme a célula que sera utilizada (CHANG et al., 1992).

Com relag¢ao aos mecanismos envolvidos no aumento da permeabilidade celular, o
processo tradicionalmente descrito na literatura ¢ que o campo elétrico gerado durante a
eletroporacao causa o aparecimento de poros aquosos ou hidrofilicos na membrana, os
quais possibilitam a entrada de moléculas especificas nas células (CHEN et al., 2006; JI
et al., 2006; NEUMANN et al., 1982; YUAN, 2007). Apesar da dificuldade em se
detectar os poros, devido ao seu tamanho e a rapidez do processo, ja foi possivel efetuar a
sua observacdo em hemadcias por meio de microscopia eletronica (CHANG e REESE,
1990).

O processo de formagao de poros pode ser dividido em trés principais etapas: a
formacao e o fechamento de poros muito pequenos nos primeiros microssegundos a

milissegundos; a rédpida expansdo de alguns destes poros nos milissegundos seguintes e o
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fechamento dos mesmos, que varia de segundos a minutos ap6s a aplicacdo do pulso
elétrico (CHANG et al., 1992).

Esta dindmica de abertura e fechamentos dos poros ¢ importante, pois esta
diretamente relacionado com a viabilidade das células apos a eletroporagdo. Quando os
poros formados sdo transitérios, a eletroporagdo ¢ dita reversivel e grande parte das
células sobrevive. Se o processo de abertura dos poros for muito longo ou se niao houver
fechamento dos poros, hd morte celular e a eletroporacdo ¢ denominada irreversivel
(AGARWAL et al., 2009).

E bem descrito na literatura que a entrada de pequenas moléculas nas células, apos
a aplicagdo dos campos elétricos, ocorre através dos poros formados por meio de
processos como difusdo, eletroforese e eletrosmose. Entretanto, os mecanismos
relacionados com a permeabilizagdo da membrana ainda ndao foram completamente
elucidados. O processo de introducdo de macromoléculas, como o DNA, ¢ muito mais
complexo que os mecanismos citados anteriormente e envolve outras etapas além da
permeabilizagdo da membrana: migragdo do DNA em direcdo a membrana, interacao
DNA/membrana, entrada no citoplasma e, no caso de células eucarioticas, migragao até o
nucleo e passagem através do envelope nuclear. Entretanto, pouco se sabe sobre os
detalhes relacionados a essas etapas (ESCOFFRE et al., 2009; ROSAZZA et al., 2011;
WU e YUAN, 2011).

Trabalhos recentes mostraram que a internalizacdo do complexo DNA/membrana
em células de mamiferos ocorre via endocitose (ROSAZZA et al., 2011; WU e YUAN,
2011), que pode ser definida como o processo por meio do qual as células eucarioticas
incorporam substancias do meio extracelular. Neste processo, a membrana plasmatica
engloba o material e este ¢ internalizado em uma vesicula delimitada por membrana
(ALBERTS et al., 2004). E importante ressaltar que ainda sdo necessarios mais estudos
nesta drea para entendimento dos mecanismos de regulacdo desta e demais etapas do
processo de internalizacdo do DNA na eletroporagao.

Outro ponto relevante do processo de eletroporagao ¢ a modulagdo do potencial
das membranas celulares. O campo elétrico gerado altera a diferenca de potencial da

membrana, como descrito pela Equacao 5:
AV = f(4)-g(r)- E-cos(g) (%)

Em que 4V ¢ a diferenca de potencial na membrana, £ ¢ a intensidade do campo elétrico

aplicado e ¢ ¢ o angulo entre o ponto considerado na membrana e a dire¢do do campo
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elétrico, conforme exemplificado na Figura 8. A expressao 4V também ¢ fungdo das
condutividades 4; da membrana, do citoplasma e do meio extracelular e, do raio r da

célula (CHANG et al., 1992; GEHL, 2003).

Figura 8. Desenho de uma célula, mostrando o angulo ¢e a diregdo do campo elétrico E,
indicado pela seta.

Como o angulo ¢ varia com o ponto analisado na membrana, o potencial de
membrana induzido ndo ¢ uniforme em toda a superficie celular e, consequentemente, o
processo de permeabilizacdo da célula também ndo é. Segundo Gehl (2003), este
processo se inicia no polo da célula voltado para o eletrodo positivo e, depois, ocorre no
polo voltado para o negativo.

Foi descrito que, no primeiro polo, sdo formados poros menores, mas em maior
quantidade, enquanto que, no segundo polo, os poros sdo maiores € em menor numero.
Deste modo, as moléculas maiores entram na célula principalmente no polo voltado para
o ecletrodo negativo. Adicionalmente, foi reportado que a darea da membrana
permeabilizada (ou a extensdo da eletroporag@o) ¢ maior no polo voltado para o eletrodo
positivo e o grau de permeabilizacdo ¢ maior no outro polo. (GEHL, 2003). Essas
propriedades foram demonstradas em experimentos praticos (GABRIEL e TEISSIE,
1997; TEKLE et al., 1994) e por meio de simulagdo computacional (KRASSOWSKA e
FILEV, 2007).

2.3.1. Eletroporacao e transformacio de células

A eletroporagdo ¢ usada em diversas aplicagdes, como sera visto adiante, na Se¢ao
3.1 (Capitulo 3). Contudo, para o entendimento de parte destes trabalhos, ¢ necessario
definir determinados conceitos de bioquimica, como os apresentados a seguir.

Na area de eletroporacdo, utilizam-se diferentes tipos de plasmideos (CHANG et
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al., 1992), que sao moléculas de DNA, lineares ou circulares, existentes em diferentes
células, como bactérias, leveduras, de fungos e de plantas (MEINHARDT et al., 1997).
Os plasmideos sao comumente utilizados na area de engenharia genética como vetores de
clonagem, isto ¢, agentes que carregam um segmento de DNA de interesse. Os
plasmideos, carregando o DNA de interesse, podem ser introduzidos artificialmente em
uma célula, onde ocorre a expressdo dos genes adquiridos. Este procedimento pode ser
utilizado, por exemplo, para sintese de uma proteina especifica (NELSON e COX, 2002).

O processo de introdugdo de um DNA exogeno em uma célula, utilizando
plasmideos ou outros vetores de clonagem, ¢ denominado transformacao. Para que isto
ocorra, as células precisam ser submetidas a algum procedimento que as torne
competentes para receber as moléculas de DNA, como a eletroporacdo ou o choque
térmico, e as cé€lulas que recebem o material genético sao denominadas transformantes
(NELSON e COX, 2002). Nesta dissertacao, somente o primeiro método foi utilizado
para transformagao de bactérias.

A transformagdo de células ndo ocorre somente de maneira induzida, conforme
discutido anteriormente. Ha trabalhos que descrevem um estado fisioldogico que ocorre
naturalmente e possibilita a captura de moléculas de DNA do meio extracelular (CHEN e
DUBNAU, 2004; DUBNAU, 1999; SOBUE et al., 2011). Este assunto, contudo, ndo sera

discutido, pois ndo ¢ objeto de estudo do presente trabalho.
2.4. Fundamentos de processamento de imagens digitais

A area de processamento de imagens digitais abrange uma grande variedade de
aplicagdes. Segundo Gonzalez ¢ Woods (2002), a primeira data da década de 60, quando
as primeiras imagens da Lua tiradas por uma sonda espacial foram transmitidas para a
Terra e processadas por um computador para corrigir varios tipos de distor¢do da
imagem.

Desde as primeiras aplicagdes em programas espaciais, o processamento de
imagens tem sido utilizado na medicina, arqueologia, astronomia, industria, pesquisas
cientificas, entre outros (GONZALEZ ¢ WOODS, 2002). No presente trabalho, este
processamento foi utilizado para contagem automatica de colonias de bactérias cultivadas
em placas de Petri apds os experimentos de eletroporagdo. Assim, neste capitulo, sera
abordada apenas uma parte dos conceitos de processamento de imagens, necessarios para

o entendimento dos trabalhos da area, que serdo discutidos no Capitulo 3 (Secao 3.3).
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O conceito de imagem, segundo Gonzalez ¢ Woods (2002), ¢ de uma fungao
bidimensional f(x,y), em que x e y sdo coordenadas espaciais, e a amplitude desta
fun¢do em qualquer ponto representa o brilho ou os niveis de cinza da imagem naquele
ponto, para uma imagem monocromatica. No caso de uma imagem colorida, os conceitos
sdo mais complexos e estas diferencas serao comentadas no final da secao.

Uma imagem ¢ digital quando x, y e f possuem valores discretos, ou seja, uma
imagem digital ¢ uma fun¢ao f(x, y) discretizada em coordenadas espaciais e em brilho.
Assim, para converter uma imagem continua em digital, ¢ necessario amostrar a funcao
f(x,y) em coordenadas e em amplitude. O processo de digitalizar os valores das
coordenadas ¢ denominado amostragem e o de digitalizar os valores de amplitude,
quantizagdo. O resultado destes dois procedimentos pode ser observado no exemplo a
seguir. Na Figura 9, sdo exibidas uma imagem continua (a), esta imagem apos
amostragem (b) e a imagem amostrada ap6s quantizagdo (c¢) utilizando uma escala de
cinza com 16 niveis. A amostragem e a quantizacdo sdo importantes, pois o numero de
amostras e os niveis de cinza utilizados determinam a qualidade de uma imagem digital
(GONZALEZ ¢ WOODS, 2002).
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Figura 9. Conversdao de uma imagem continua em digital, apés amostragem (b) e
quantizagao (c). Adaptado de Water Drop - OpenClipArt (2006).

Uma imagem digital possui um numero finito de elementos e cada um possui uma
posicdo e um valor. Estes elementos sdo denominados pixels (aglutinagcdo de picture
elements, isto ¢, elementos de figura). Entdo, uma imagem digital pode ser considerada
como sendo uma matriz cujos indices de linhas e colunas identificam um ponto na
imagem e o correspondente valor do elemento da matriz, o pixel, identifica o nivel de
cinza naquele ponto (GONZALEZ e WOODS, 2002).

As defini¢des dadas anteriormente foram baseadas nas propriedades de uma
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imagem monocromatica, isto ¢, uma imagem de intensidade, cujo tamanho pode ser
representado por m x n, sendo m o numero de linhas e n o nimero de colunas desta
matriz. A imagem utilizada no exemplo anterior também ¢ monocromatica e em tons de
cinza.

Uma imagem colorida, entretanto, ¢ usualmente composta por trés matrizes de
mesmo tamanho (imagem de tamanho m x n x 3), como ocorre no caso de uma imagem
RGB (do inglés Red Green Blue). Nesse tipo de imagem, por exemplo, cada matriz
corresponde as cores primarias vermelho, verde e azul, que, quando combinadas,
reproduzem as demais cores. Cada pixel da imagem possui, portanto, a informacao
resultante da combinagdo dos trés valores provenientes das matrizes R, G e B
(GONZALEZ e WOODS, 2002). Neste trabalho, ndo foram utilizadas imagens coloridas

para o processamento, portanto, esse assunto nao sera aprofundado.
2.4.1. Operacoes com imagens

Ha diferentes técnicas de processamento de imagens, que possibilitam que os mais
variados resultados pretendidos sejam obtidos. Entre elas, parte dos procedimentos para
realce de imagens e determinadas operacdes morfoldgicas serdo descritos a seguir, € um
método para deteccdo de formas geométricas em imagens serd descrito na préxima secao.

Para o realce de imagens, sao utilizados métodos tanto no dominio do espago, que
atuam diretamente nos pixels da imagem, quanto no dominio da frequéncia, dado que
uma funcdo f(X,y) pode ser representada por senos e cossenos de varias frequéncias.
Também, sdo utilizadas técnicas basecadas na combinacdo destes dois métodos
(GONZALEZ ¢ WOODS, 2002). Contudo, nesta dissertagdo, somente os métodos no
dominio do espago serdo abordados.

Os métodos no dominio do espago podem ser determinados pela expressao:

g y) =T (xy)] (6)

na qual £ (X, y) ¢ aimagem de entrada, g (X, y) € a imagem processada e 7' ¢ um operador,
que atua em alguma vizinhanga de (X,y) na imagem f(X,y), ou em um conjunto de
imagens de entrada. A vizinhan¢a-de-4 de um pixel p localizado na posi¢do (X,y) €
composta por pixels horizontais e verticais cujas coordenadas sdo (x+1,y), (x-1,y),
(x, y+1l), (x,y-1). Estes elementos sdo denominados 4-vizinhos e a notagdo deste
conjunto € N4(p). H4 também os vizinhos diagonais, Np(p), cujas coordenadas sdo

(x+1, y+1), (x+1,y-1), (x-1, y*+1), (x-1,y-1). Os 4-vizinhos e os vizinhos diagonais
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compdem os 8-vizinhos, denotados por Ng(p). Um detalhe importante ¢ que alguns desses
pixels vizinhos podem estar localizados fora da imagem, caso (X, y) corresponda a um
pixel da borda (GONZALEZ e WOODS, 2002).

Para realizar a operagdo 7, sdo utilizadas subimagens, quadradas ou retangulares
na maioria das vezes, e centralizadas em (x,y), como no exemplo a seguir (Figura 10).
Estas subimagens podem ser chamadas de filtros, mascaras, entre outras denominagdes.
Um filtro ¢ uma matriz de duas dimensdes que pode ter qualquer tamanho, mas,
usualmente, ¢ pequena, como a matriz 3 x 3 do exemplo. Esta matriz pode ter diferentes
coeficientes, os quais determinam o tipo de operacdo que vai ser aplicada a vizinhancga
dos pixels. No processo de filtragem, o filtro ¢ movido pixel a pixel e a operagdo T ¢
aplicada em cada posigdo (x,y). A resposta ao filtro ¢ calculada em cada um destes

pontos para gerar a imagem processada g (x, y) (GONZALEZ e WOODS, 2002).

/ Origem
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\ 4

y

Figura 10. Aplica¢do de um filtro 3 x 3 na vizinhanga do pixel localizado em (x, y).

Hé4 duas principais classes de filtragem no dominio do espago. Os filtros de
suavizacdo sdo utilizados para reduzir ruidos ou detalhes irrelevantes em uma imagem.
Para redugdo de ruido, sdo utilizados, por exemplo, filtros que calculam a média ou a
mediana dos valores em niveis de cinza da imagem. Os filtros de agucamento sdo usados
para realcar detalhes em uma imagem e sdo baseados na diferenciagdo, ou seja, na
operacao de encontrar a derivada de uma fungao. Estes filtros enfatizam bordas e outras
descontinuidades, incluindo ruidos, e reduzem o realce de areas cujos valores de niveis de

cinza variam suavemente (GONZALEZ e WOODS, 2000).
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Entre os diversos filtros de agucamento utilizados para realgar contornos em
imagens digitais, serd apresentado o Sobel, pois foi o filtro escolhido neste trabalho para
detectar as bordas das coldnias de bactérias. Este filtro ¢ um operador de diferenciagdo
que é implementado utilizando derivadas de 1 ordem. As derivadas de fun¢io digital sdo
definidas em termos de diferengas, pois, em uma imagem digital, os valores sao finitos e,
consequentemente, a maxima variagao possivel dos niveis de cinza também ¢ finita, e a
menor distdncia na qual esta variagcdo pode ocorrer € entre pixels adjacentes. A Equacao 7
define a derivada de 1 ordem de uma fungdo f{x) em termos de diferencas (GONZALEZ
e WOODS, 2002).

alz Sx+D)-f(x)
ox Ax

(7)

Como a menor variagdo em distancia possivel vale 1 (no caso da Equacdo 87,
Ax=1), a equagdo pode ser reescrita conforme representado na Equacdo 8. Nestas
equagdes, foi utilizada a notagdo de derivada parcial para manter a mesma notacdo das
equagdes que serao apresentadas a seguir, utilizadas para imagens. Neste caso, sao usadas
derivadas parciais nos 2 eixos espaciais visto que uma imagem digital ¢ definida como

uma fun¢ao de duas variaveis (GONZALEZ e WOODS, 2002).

il fx+D)=f(x)

ax ®)

O filtro Sobel, assim como outros filtros, calcula o gradiente de uma imagem de
intensidade para deteccdo de bordas. Para uma fungdo f(X,y), o gradiente de f nas
coordenadas (X, y) ¢ definido na Equacdo 9 e a sua magnitude, na Equagdo 10. Como o
esfor¢o computacional para implementar a Equagdo 10 ¢ grande, ¢ comumente utilizada
uma aproximacdo da magnitude do gradiente, dada pela Equacao 11 (GONZALEZ e
WOODS, 2002).

of
|Gx| | ox
Vf—{Gy}— of 9)
dy
V7| =[ex* +Gy?]” (10)
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[V/1 =Gl +6o (11)

Para explicar como estas equagdes podem ser aplicadas em uma imagem, serd
utilizada a mesma notacdo usada por Gonzalez ¢ Woods (2002) para representar os
pontos em uma regido de tamanho 3x3 na imagem (Figura 11). O gradiente, por exemplo,

no ponto zs, calculado utilizando a Equagdo 8, resulta em: G, =(zs — z5) € G, = (23 — z5).

z1 Zy z3

Z4 Zs Zg

Z7 Zg Zg

Figura 11. Regido 3x3 de uma imagem, na qual os pontos z representam os niveis de
cinza.

O gradiente também pode ser calculado utilizando méscaras de tamanho 3x3,
como as da Figura 12, denominadas operadores de Sobel. Estas mascaras sdo usadas para
calcular o gradiente no centro da regido (zs) de acordo com a Equacdo 12 (GONZALEZ e
WOODS, 2002). Na pratica, o filtro ¢ aplicado em toda a imagem, calculando o gradiente
na vizinhanga de cada um dos pixels. Os pontos nos quais o gradiente ¢ maximo
correspondem as bordas da imagem. O resultado da aplicagdo do filtro Sobel a uma

imagem pode ser observado na Figura 13.

-1 0 1 1 2 1

Figura 12. Operadores de Sobel usados para calcular o gradiente de intensidade. A
mascara da esquerda ¢ utilizada para calcular G, e a da direita, para calcular G,.

Vf:|(z3+2-26+29)—(Zl+2-z4+z7)|

+|(Z7+2-ZS+29)—(21+2-22+Z3)| (12)
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Nesse processo, a diferenca entre a 3% e a 1 coluna da regido 3x3 da imagem
aproxima a derivada na diregdo de x, enquanto que a diferenca entre a 3" ¢ a 1° linha da
regido 3x3 da imagem aproxima a derivada na dire¢do de y. E importante destacar que os
coeficientes de ambas as mdascaras somam zero, para que em uma regido com niveis de
cinza constante, a resposta ao filtro seja zero, como esperado para um operador de

diferenciacdo (GONZALEZ e WOODS, 2002).

Figura 13. Resultado da aplicagdo do filtro Sobel (b) a uma imagem (a) para detecgao dos
contornos.

No que concerne ao processamento morfoldgico de imagens, serdo discutidas em
detalhes apenas as operagdes de erosdo e dilatagdo aplicadas a imagens binarias, pois
estas operagdes foram utilizadas no processamento de imagens deste trabalho.

Nas operagdes morfologicas, um elemento estruturante ¢ aplicado a imagem de
entrada e uma imagem de saida de mesmo tamanho ¢ gerada. O valor de cada pixel na
imagem de saida depende do tamanho e da forma do elemento estruturante utilizado e
depende também da relacdo do pixel da imagem de entrada com a sua vizinhanga, como
sera explicado adiante (GONZALEZ e WOODS, 2002). Um elemento estruturante pode
ser definido como uma matriz de 0's e 1's que pode ter qualquer forma e tamanho
(MATHWORKS, 2011).

Para entender as operacdes morfologicas, ¢ necessario definir dois conceitos
importantes, de translacdo e de reflexdo. Estas defini¢cdes estdo relacionadas com

conceitos da teoria dos conjuntos. Os conjuntos sdo formados por elementos e, no caso de
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imagens binarias, os conjuntos pertencem ao espaco bidimensional de nameros Z2, o qual
¢ formado por pares ordenados (x, y), sendo x e y elementos de Z (conjunto de nimeros
inteiros) e os elementos dos conjuntos sdo vetores bidimensionais cujas coordenadas sao
as coordenadas dos pixels de valor 1 da imagem (GONZALEZ ¢ WOODS, 2000).

Dado um conjunto B de Z7, a translagdo de B pelo ponto z =(z,, z,) é definida por

(B), :{c|c:b+z,para beB}, em que (B), ¢ o conjunto de elementos ¢, obtido

somando-se o ponto z a cada elemento de B. A reflexdo do conjunto B, em torno de sua

origem, ¢ definida por B = {w|w= —b,parabe B } Esta equacdo pode ser interpretada da

mesma maneira da expressao anterior, porém, ao invés de serem somados, os elementos
de B sao multiplicados por -1 (GONZALEZ ¢ WOODS, 2002). Na Figura 14, pode ser

observado um exemplo de cada uma destas operagdes.

Z1

V4N i

(B)-

Figura 14. Conjunto B (a); translagdo de B por z (b); reflexdo de B (c). O ponto preto
nestas figuras representa a origem de B. Adaptado de Gonzalez ¢ Woods (2000).

A operacao morfoldgica de dilatacao pode ser definida pela Equagdo 13, na qual 4

. 2 ; , . .
representa um conjunto de Z°, B € o elemento estruturante e @ ¢ o conjunto vazio. Esta

A

operacao ¢ baseada na reflexdo de B em torno da sua origem e na translagdao de B por z.

A dilatagdo de A4 por B ¢ o conjunto de todos os deslocamentos z de tal modo que haja

A

uma interse¢ao entre 4 e (B) em pelo menos 1 elemento. A erosdo de 4 por B, definida

z

pela Equagao 14, € o conjunto de pontos z tal que (B)Z esteja contido em 4 (GONZALEZ
e WOODS, 2002).
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A@B:{{?)(wA¢@} (13)

40 B={(B), c 4} (14)

Na Figura 15, podem ser observados os exemplos da aplicacdo de ambas as
operagdes. A dilatacdo pode ser entendida como uma operagao que expande os objetos na
imagem, isto €, adiciona pixels nos contornos destes objetos, enquanto que a erosao
encolhe os objetos, ou seja, remove pixels dos contornos. Aplicagdes da dilatagdao sao,
por exemplo, unir elementos ou preencher lacunas na imagem e uma aplicagdo da erosao

¢ eliminar detalhes irrelevantes em termos de tamanho (GONZALEZ e WOODS, 2002).

d/8 d/8
i d i
A
dia i i
. | |
B=B | |
Dilatagdo de 4 por B
4 s
d/a | i
. | i
B i i
Eroséo de 4 por B

Figura 15. Operagdes morfoldgicas de dilatacdo e erosdo. 4 representa um conjunto de
7%, B ¢ um elemento estruturante quadrado, cujo centro estd marcado com um ponto. Nas
figuras de dilatagdo e erosdo, a linha pontilhada representa o tamanho original de 4. E
importante ressaltar que o elemento estruturante usado na operagao de dilatacdo € igual a
sua reflexdo, pois, neste caso, B ¢ simétrico em relagdo a sua origem. Adaptado de
Gonzalez e Woods (2000).

Outra forma de representar estas operagdes ¢ considerar que o valor do pixel na
imagem de saida ¢ determinado pela aplicagdo de uma regra ao pixel correspondente na
imagem de entrada. No Matlab® (The Mathworks, EUA), a regra para a operacio de

dilatacdo ¢€: o valor do pixel na imagem de saida ¢ o valor maximo de todos os pixels na
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vizinhanga do pixel correspondente na imagem de entrada e esta vizinhanga ¢ definida
pelo elemento estruturante. Em uma imagem binaria, se qualquer um dos pixels da
vizinhanga vale 1, o pixel de saida ¢ definido como 1 (Figura 16). Para erosdo, o valor do
pixel de saida ¢ o valor minimo de todos os pixels na vizinhanga do pixel de interesse.
Entdo, se qualquer um dos pixels na vizinhanca ¢ definido como 0, o pixel de saida

também ¢ 0 (MATHWORKS, 2011).

Elemento estruturante

1 1 _———
(//’ _——__\\

AN
N\

N@Y o[ /0 o " 3
& 1 06 o0 o0 ’

0
0 0 1 0 0
o o 0 1 0 0
0 o o 0 1 0

Imagem de entrada Imagem de saida

Figura 16. Operagdo de dilatagdo no Matlab®. O valor do pixel na imagem de saida € o
valor maximo dos pixels na vizinhanca do pixel de interesse na imagem de entrada. Neste
exemplo, o pixel de interesse € o elemento circulado. Adaptado de Mathworks (2011).

Ha também técnicas que utilizam a combinagdo das operacdes de dilatagdo e de
erosdo. A abertura corresponde a processo de erosdo seguido de dilatacdo, utilizando o
mesmo elemento estruturante. Pode ser usada para remover objetos pequenos, menores
que o elemento estruturante, enquanto que o tamanho e a forma de objetos maiores sao
preservados (MATHWORKS, 2011). A abertura também tem o efeito de alisar o
contorno dos objetos, romper ligagdes estreitas e eliminar protuberancias. O fechamento ¢
uma operagao inversa, de dilatagdo seguida de erosdao, mas que também tende a alisar os
contornos dos objetos. Porém, une ligacdes estreitas, elimina pequenos buracos e
preenche lacunas no contorno (GONZALEZ ¢ WOODS, 2002).

O resultado da aplicacdo das operacdes morfologicas apresentadas pode ser
observado na Figura 17. Nestes processos, foi utilizado um elemento estruturante circular
com raio de 5 pixels. E possivel observar em (b), apods a erosdo, que as coldnias foram
diminuidas enquanto que em (c), apos a dilatagdo, estas foram aumentadas, comparando
com a imagem de entrada (a). Também, ¢ possivel notar diferencas entre as operacdes de
abertura (d) e fechamento (e). A imagem (d), neste caso, ¢ muito similar a imagem (a),

pois havia pouco ruido na imagem original, mas é possivel notar que alguns ruidos foram
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eliminados. Em (e), percebe-se que surgiram ligacdes entre as coldnias mais proximas. E
importante destacar que a operag¢do de abertura ndo modifica a morfologia das colonias,

enquanto as demais operagdes o fazem.

Figura 17. Aplicagdo das operagdes morfologicas de erosao (b), dilatagdo (c), abertura (d)
e fechamento (e) a uma imagem binaria de colonias de bactérias (a).

2.4.2. A Transformada de Hough

Em 1962, P. V. C. Hough propds um método para reconhecimento de formas
geométricas em imagens que foi denominado Transformagdo de Hough (DUDA e HART,
1972), ou Transformada de Hough (TH). Segundo Gonzalez ¢ Woods (2002), o foco
inicial deste método era detectar retas. A TH, entretanto, pode ser aplicada a qualquer
funcao descrita por uma equacao, como, por exemplo, circulos e elipses. Contudo, quanto
maior o numero de coordenadas e pardmetros utilizados para representar a forma
geométrica que se quer detectar na imagem, maior a complexidade da Transformada.
Nessa sec¢do, serdo explicados os conceitos da TH aplicados ao reconhecimento de retas
em imagens.

O método envolve transformar os pontos de uma figura em retas no espago dos
parametros, isto ¢, os coeficientes angular e linear. Assim, uma reta arbitraria pode ser

representada por um unico ponto no espago de pardmetros (DUDA e HART, 1972). Para
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entender este conceito, deve-se considerar um ponto (x;, y;) da imagem e a equacgao geral
da reta y; = ax; + b. Infinitas retas passam por este ponto e satisfazem esta equagao, sendo
necessario somente variar os valores dos coeficientes a ¢ b. Porém, se a equagdo for
reescrita da forma b = -ax; + y;, e, se for considerado o espago dos parametros (plano ab
ao invés do plano xy), somente uma reta satisfaz a equagdo para um par fixo (x;, y;). Para
explicar como uma reta no plano cartesiano ¢ representada no espago dos parametros,
serdo tomados como referéncia dois pontos da reta: (x;, y;) € (x5, y7). O segundo ponto
também possui uma reta associada no espago dos parametros e, neste plano, esta reta
cruza a reta associada com (x;);) no ponto (a’,b’), sendo que a’ e b’ sdo,
respectivamente, os coeficientes angular e linear da reta no plano cartesiano (Figura 18).
O exemplo foi realizado com dois pontos da reta para facilitar o entendimento, mas todos
os pontos contidos nesta reta possuem retas associadas no plano ab que se cruzam em

(a’, b’) (GONZALEZ e WOODS, 2002).

A B b

y=ax+b’

(i yi)

(xr, y1)

v v

y b

Figura 18. Representagdo de uma reta do plano cartesiano (A) no espago dos parametros
(B) da Transformada. Adaptado de Gonzalez e Woods (2002).

Durante o célculo da TH, o espago dos parametros ¢ subdividido em intervalos
com os valores esperados para os coeficientes, isto €, de bumin @ bmax, NO €1x0 horizontal e
de amin @ amax, N0 vertical. Essas subdivisdes sdo denominadas células acumuladoras. Para
cada ponto (xj, y;) da imagem, o parametro a recebe o valor de cada um dos valores no
intervalo amin @ amax € 0 b correspondente ¢ calculado para cada valor a, usando a equacao
b =-ax;+y; Cada valor b encontrado ¢ arredondado para o nimero mais proximo do
intervalo bpin @ bmax. Entdo, se algum valor a possuir um valor b correspondente dentro
do esperado, essa célula recebera um incremento. E importante ressaltar que,

inicialmente, todas as células recebem zero. Uma célula localizada na posi¢do (i, ;) do
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espaco dos parametros corresponde as coordenadas (aj, bj). No final do processo, um
valor n em uma célula na posicao (i, j) do espago dos parametros corresponde a n pontos
que pertencem a reta y = a;x + b; no plano xy (GONZALEZ e WOODS, 2002).

Esses conceitos podem ser aplicados a pontos localizados em um circulo:

(x-¢,) +(y-¢,)" -¢; (15)

A principal diferenca ¢ que a utilizacao de trés parametros (c;, ¢, € ¢;3) resulta em
uma espaco de parametros com trés dimensdes, no qual as células acumuladoras possuem
trés indices. Entretanto, a metodologia para determinar se os pontos pertencem ou ndo a
forma especificada sdo os mesmos, levando em consideracdo se os trés parametros
satisfazem a equacao.

No presente trabalho, foi desenvolvido um programa para contagem automatica de
colonias de bactérias, as quais apresentam uma morfologia aproximadamente circular
(Figura 19). Por este motivo, a Transformada de Hough (TH) para detec¢dao de circulos

foi utilizada na deteccao destas colonias.

Figura 19. Imagem de uma placa de Petri com as colonias bacterianas utilizadas no
estudo, as quais apresentam uma morfologia aproximadamente circular.
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Capitulo 3. Revisao do Estado da Arte

As bases da eletroporagdao foram dadas no Capitulo 2 para que, no presente
capitulo, sejam descritas as aplicagdes (3.1) e os métodos de avaliagdo da eletroporacao
(3.2). E importante ressaltar que o objetivo deste capitulo ndo é enumerar todas as
aplicacdes e todos os métodos existentes, e sim dissertar sobre os mais relevantes. Da
mesma maneira, os fundamentos de processamento de imagens digitais foram discutidos
no capitulo anterior para que, na Secdo 3.3, sejam apresentados os trabalhos que utilizam

processamento de imagens para contagem automatica de células e coldnias de células.
3.1. Aplicacdes da eletroporacio

Antes dos primeiros experimentos que utilizaram a eletroporagdo para possibilitar
a entrada de moléculas e macromoléculas em células, havia sido demonstrado, em 1977,
que o campo elétrico aplicado a uma suspensao de hemacias era capaz de formar poros na
membrana plasmatica. Segundo os autores, estes poros alteravam a permeabilidade da
membrana a solutos, o que levava a entrada de 4dgua nas células e a um eventual
rompimento destas. Entdo, eles demonstraram que o tamanho dos poros pode ser
controlado por meio da escolha dos parametros da eletroporagdo e a lise das células,
evitada (KINOSITA e TSONG, 1977).

A eletroporacdo foi utilizada pela primeira vez para introduzir DNA em células de
camundongo in vitro NEUMANN et al., 1982). Atualmente, a eletroporagao possibilita a
entrada de uma grande variedade de moléculas, tais como DNA, RNA, proteinas (ROLS,
2006), plasmideos (CHEN et al.,, 2006), hormdnios, analgésicos, anti-inflamatorios
(ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2009), entre outros.

Além disso, a eletroporacgdo ¢ realizada tanto in vitro, em células em suspensao ou
em uma célula isolada, quanto in vivo, em diferentes tecidos e 6rgaos (AGARWAL et al.,
2009; GEHL, 2003; TREZISE, 2002). A eletroporagdo ¢ utilizada, inclusive, em estudos
com células-tronco de diferentes tipos, como células mesenquimais (KIM e IM, 2011;
MADEIRA et al., 2011) e progenitores neuronais (MUNIJI et al., 2011), entre outros.

No que concerne a eletroporacgdo in vivo, esta ¢ uma ferramenta muito importante
para o estudo de diversos mecanismos genéticos e apresenta um enorme potencial para
terapias génicas em doencas musculares, vasculares e cancer (SWARTZ et al., 2001).

Adicionalmente, foram desenvolvidas metodologias envolvendo eletroporagao
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intramuscular (LI, Y. et al., 2008) e eletroporacao de embrides em diferentes modelos
animais (SWARTZ et al., 2001; YUAN, 2007).

A eletroporag@o nao ¢ aplicada somente a pesquisa de laboratorios, mas também
em intervengdes médicas. A eletroquimioterapia ¢ um exemplo de tratamento contra o
cancer baseado na aplicacdo de pulsos elétricos em tumores para aumentar a
permeabilidade da membrana celular a drogas antitumorais as quais a membrana ¢ pouco
permeével ou impermeavel. Além disso, este procedimento aumenta a citotoxicidade das
drogas no local da aplicagao dos pulsos, tornando o tratamento mais eficaz (SERSA et al.,
2008). Segundo Jaroszeski et al. (2000), a eletroporagdo pode ser aplicada a diferentes
tipos de tumores solidos, conforme demonstrado em ensaios clinicos.

Adicionalmente, foram realizados estudos para avaliar a modulagdo do potencial
de membrana induzido em organelas celulares, como, por exemplo, uma mitocondria.
Nesses trabalhos, foram utilizados modelos matematicos para simular os efeitos da
aplicagdo de pulsos elétricos (ESSER et al., 2010) e da exposi¢do a campos magnéticos e
elétricos (YE et al., 2010). Os autores demonstraram que € possivel modificar o potencial
de membrana de uma organela e, segundo Esser et al. (2010), esta modulagdo ¢
suficiente, em alguns casos, para formar poros na membrana das organelas, revelando
mais uma possivel aplicacdo da eletroporacao.

Outro trabalho demonstrou que a eletroporacdo também pode ser utilizada para
introduzir substidncias em uma parte da célula e, neste estudo, os pesquisadores
introduziram corantes em compartimentos fora do soma (corpo celular do neurdnio),
especificamente, em neuritos e cones de crescimento de neurdnios em cultura (LOVELL

etal., 2006).
3.2. Métodos de avaliacdo da eletroporacao

Assim como ha inumeras aplicagdes para eletroporagdo, ha diversos meios para
avaliar a eficacia deste processo e a viabilidade das células apos a aplicagdo dos pulsos
elétricos, apresentados a seguir.

A eletroporagdo pode ser estudada por meio da monitoragdo da introdugdo, em
células, de corantes aos quais a membrana ¢ impermeavel, como o azul de tripano (ROLS
et al., 1992; ROLS e TEISSIE, 1998). Segundo Gurr (1962 apud JI et al., 2006), este
corante se liga a proteinas intracelulares apds entrar no citoplasma e confere a célula uma

coloragao azul forte devido a alta concentracdo destas proteinas.
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Também sdo muito utilizadas moléculas fluorescentes, que podem ser detectadas
por microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo (ROLS e TEISSIE, 1998). O
iodeto de propideo, por exemplo, ¢ uma molécula que normalmente nido consegue
atravessar a membrana plasmatica e que fica fluorescente apenas quando se liga a acidos
nucléicos no interior das células (HE et al., 2006) ou quando se insere na membrana
celular (PHEZ et al., 2005)

Outros marcadores fluorescentes utilizados para monitorar a permeabilizacdo da
membrana celular sdo: brometo de etideo (GABRIEL e TEISSIE, 1997; TEKLE et al.,
1994), fluoresceina (ROLS e TEISSIE, 1998; ZHU et al., 2010), calceina (ROLS e
TEISSIE, 1990; TEISSIE et al, 1999) e o corante RH292 (HIBINO et al., 1993;
KINOSITA et al., 1988), cuja intensidade de fluorescéncia, segundo (GRINVALD et al.,
1982), varia linearmente com potencial de membrana.

O uso de marcadores, fluorescentes ou corantes propriamente ditos, em trabalhos
nos quais a eletroporacio é realizada requer atengio. Segundo ROLS e TEISSIE (1990), a
entrada de marcadores nas células ¢ uma maneira de avaliar a permeabilizacdo da
membrana, induzida pela eletroporacdo, ¢ ndo uma medida da viabilidade celular.
Entretanto, em um artigo recente (ZHU et al., 2010), foi demonstrado que o uso
combinado de marcadores pode ser uma alternativa para avaliar tanto a permeabilizagdo
quanto a viabilidade.

Segundo Zhu et al. (2010), as células marcadas incluem as células mortas e as
células vivas que foram permeabilizadas apés a eletroporagdo. Entdo, € necessario
distinguir entre as condigdes: permeabilizadas vivas, mortas e as células nao
permeabilizadas. Neste trabalho, foram utilizados dois marcadores, um corante (azul de
tripano) e um fluorescente (fluoresceina). Foi feita comparacdo entre as imagens de
fluorescéncia e de contraste de fase (microscopia Optica), permitindo avaliar as trés
condicdes em leveduras. As células vivas que foram permeabilizadas ficaram
fluorescentes e as que ndo foram permaneceram sem marcacdo, mas ambas apresentaram
a mesma morfologia, avaliada pelas imagens de contraste de fase. As leveduras mortas
também ficaram marcadas, porém com uma morfologia diferente (Figura 20).

Mesmo que a viabilidade celular possa ser avaliada por imagens de microscopia,
conforme mostrado, esta avaliacdo ¢ comumente baseada na capacidade das células de se
replicarem. Assim, alguns pesquisadores, como Rols et al. (1992) e Rols e Teissié¢ (1990;
1998) determinaram a quantidade de células que sobreviveram a eletroporagdo por meio

da observacdo do crescimento das mesmas por um determinado periodo. Nestes
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trabalhos, foram utilizadas células de mamiferos e o periodo de observacao foi de

aproximadamente 48 h, que corresponde a duas geracdes destas células.

Célula viva

’ permeabilizada

T

3 -
\ Célula viva ndo / o,

permeabilizada

P

Figura 20. Comparagao entre as imagens de fluorescéncia, a esquerda, e de contraste de
fase, a direita, de leveduras submetidas a eletropora¢do (Permissdo gentilmente cedida
por Springer Science + Business Media: Biomedical Microdevices, Electroporation based
on hydrodynamic focusing of microfluidics with low dc voltage, 2010, Tao Zhu et al.,
Fig.8, © 2009 Springer Science + Business Media).

Outros tipos celulares podem ser avaliados de maneiras diferentes. No trabalho de
Zemanova et al. (2004), por exemplo, a viabilidade de leveduras foi medida pela
percentagem de células que deram origem a colonias em placas de cultura apds a
eletroporagdo. Neste artigo, o controle correspondia & comparacdo deste resultado com o
de amostras que nao foram submetidas aos pulsos elétricos.

A eletroporacao também pode ser avaliada por meio da liberagdo de componentes
endogenos da célula (TEISSIE et al., 1999). O vazamento de ATP, por exemplo, é
utilizado como um indicador do estado de permeabilizagdo da membrana celular apods a
aplicacao dos pulsos elétricos. No trabalho de Rols e Teissié¢ (1990), a liberacao de ATP
foi quantificada por um ensaio bioquimico, no qual a energia quimica deste composto era
convertida em energia luminosa, utilizando uma enzima denominada luciferase e um
acido organico, a luciferina. Assim, foi possivel medir a quantidade de ATP em fungdo da
intensidade luminosa produzida (NELSON e COX, 2002).

A verificacdo da passagem de ions através da membrana € uma alternativa para
analisar o processo de eletroporacdo, pois muitos ions possuem concentragdes diferentes
nos meios intra e extracelular, que sdo mantidas por transportadores na membrana
plasmatica, como mencionado anteriormente (Sec¢do 2.1.2). No artigo de Tekle et al.

(1994), foi utilizado um corante fluorescente indicador de calcio (fluo-3) de modo a
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analisar a entrada deste ion nas células apos eletroporacao.

Adicionalmente, a eletroporacdo pode ser estudada por meio da entrada de
plasmideos nas células, os quais foram definidos na Secdo 2.3.1. Utilizam-se plasmideos
que carregam diferentes genes, como, por exemplo, os que conferem resisténcia a
antibidticos e outros contendo genes de proteinas que, apos serem sintetizadas nas
células, podem ser detectadas (CHANG et al., 1992). A transformacdo por meio de
eletroporagdo ¢ utilizada em diferentes tipos celulares, como leveduras, células animais e
bactérias, que sera discutido na Secao 3.2.1.

No trabalho de Morita et al. (2007), leveduras foram transformadas com
plasmideos distintos: um que confere resisténcia ao antibidtico higromicina B, e outro
contendo o gene de uma proteina fluorescente denominada GFP (do inglés green
fluorescent protein). No primeiro experimento, as células eletroporadas foram cultivadas
em placas contendo higromicina B e a eficiéncia da transformacgdo foi medida pelo
nimero de colonias que cresceram nestas placas. Posteriormente, a expressao de GFP nas
células transformadas com o segundo plasmideo foi avaliada por microscopia de
fluorescéncia.

Outros trabalhos empregaram a eletroporagdo para transformar células animais
(ROLS et al., 1992; ROLS e TEISSIE, 1998). Nestes artigos, foi utilizado um plasmideo
que carrega o gene para a enzima [-galactosidase (B-gal), e um composto incolor, o X-
gal, como substrato para a enzima. Quando ocorre a hidrdlise do X-gal pela f-gal, um dos
produtos formados tem cor azul. Assim, as células permeabilizadas, que expressam a
proteina B-gal, aparecem coradas de azul 1 h apds a incubag@o com o substrato.

Além de todos esses métodos fundamentados na troca de moléculas entre as
células e o meio extracelular, seja entrada ou saida, ha outros meios de estudar a
eletroporagdo. Dentre eles, a condutividade elétrica das membranas celulares e a
bioimpedancia aplicada a eletroporag@o serdo abordadas a seguir.

Ja foi demonstrado que a condutividade da membrana celular aumenta quando
pulsos elétricos sdo aplicados (NEUMANN et al., 1999). A condutividade pode ser
medida em uma suspensdo de células (PAVLIN et al., 2005), em tecidos (IVORRA e
RUBINSKY, 2007) e também ja foi observado aumento da condutincia em células
isoladas (RYTTSEN et al., 2000).

E necessario ressaltar que ha diferenca entre condutdncia e condutividade.
Condutancia, assim como resisténcia, ¢ um parametro que depende das propriedades

elétricas da amostra e das caracteristicas geométricas do sistema de medicdo, enquanto
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que condutividade e resistividade sdo caracteristicas que dependem somente das
propriedades elétricas do material (MARTINSEN e GRIMNES, 2008). Apesar da
diferenca conceitual, tanto a condutividade quanto a condutincia sdo utilizadas para
avaliar a eletroporagao.

No trabalho de (EYNARD et al, 1992), foi observado um aumento da
condutdncia de uma suspensdo de bactérias apds a eletroporacdo. Para avaliar a
condutancia, um resistor de valor apropriadamente pequeno foi colocado em série com a
camara de eletroporacao, onde as células sao colocadas, e a diferenga de potencial foi
medida sobre este componente. A partir dessa medida, foram obtidas as mudancas da
condutancia durante os pulsos, dado que a corrente que passa pelo resistor relaciona-se
diretamente com a condutincia da camara de eletroporagao.

A vantagem de utilizar medidas da condutividade para avaliar o grau de
permeabilizagdo das células é que esta avaliagdo pode ser feita em tempo real
(DAVALOS et al., 2004). Entretanto, Pavlin et al. (2005) discutem questdes importantes
acerca de o quanto a medida da condutincia relaciona-se com a extensdo da
eletroporagdo. Neste artigo, foi utilizado um trem de pulsos sucessivos para a
eletroporagdo de células animais. A corrente elétrica e a diferenga de potencial foram
medidas entre os pulsos de eletroporagdo para avaliar as mudangas da condutividade da

suspensao de células, definida pela Equagdo 16:
g(t):ﬁ.% 16)

Em que a(?), I(t) e U(t) sao, respectivamente, condutividade, corrente e tensdo em
determinado instante de tempo, d ¢ a distancia entre os eletrodos e S € a 4rea da superficie
de contato da amostra com os eletrodos.

Neste trabalho, os pesquisadores detectaram um aumento transitorio da
condutividade quando o campo elétrico aplicado era maior que um limiar a partir do qual
ocorria permeabilizacdo das células. Os resultados mostraram que as mudangas da
condutividade eram similares para pulsos unicos ou consecutivos € que, portanto, nao
dependiam do numero de pulsos, enquanto que a extensdao da permeabilizagdo celular
depende da dura¢do e do numero de pulsos, conforme comprovado em outros estudos
(EYNARD et al., 1992; ROLS e TEISSIE, 1990). Entdo, segundo o artigo de Pavlin et
al. (2005), o aumento da condutividade ndo estd necessariamente relacionado com o grau

de permeabilizag¢ao das células.

31



Outro método para avaliar a extensdo da permeabilizagdo durante a eletroporagao
¢ a bioimpedancia. Esse pardmetro ja foi utilizado para analisar a eficiéncia da
eletroporagdo em uma suspensao de células (GLAHDER et al., 2005) e para diferenciar a
eletroporagdo reversivel da irreversivel em figados de ratos in vivo (IVORRA e
RUBINSKY, 2007).

No artigo de Glahder et al. (2005), as medidas de bioimpedancia foram obtidas
entre os pulsos por meio da aplica¢do de correntes de baixa intensidade. Foram utilizadas
correntes continuas (CC) e correntes alternadas (CA) de maultiplas frequéncias.
Adicionalmente, a suspensao de células foi modelada por um circuito resistor-capacitor
(RC) para avaliar as mudangas nos valores de impedancia durante a aplicagdo dos pulsos

(Figura 21).

R;

Rg

Cm

l

Figura 21. Modelo de células em suspensdo utilizado por Glahder et al. (2005). Rg ¢ a
resisténcia que representa o espaco extracelular, Ry, e Cv sdo, respectivamente, a
resisténcia e a capacitancia das membranas celulares de todas as células em suspensao e
R; ¢ a resisténcia que representa o espaco intracelular destas células em conjunto.

Considerando o modelo apresentado, quando correntes continuas ou alternadas de
baixa frequéncia sdo aplicadas, as mesmas passam majoritariamente pelo meio
extracelular devido a alta impedéancia da membrana celular. Quando as correntes sdo de
alta frequéncia, a reatdncia do capacitor Cy; tende a zero, assim como a tensao sobre este
componente (curto-circuito). Deste modo, a corrente consegue passar através das

membranas celulares. Como a eletroporagao altera a resisténcia das membranas celulares,
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as medidas de impedancia antes e apos os pulsos irdo refletir as variagdes da impedancia
da suspensdo de células. Neste trabalho, foi observado que os valores da resisténcia Ry
diminuiram exponencialmente com o niimero de pulsos aplicados.

Além disso, neste mesmo artigo, foi avaliada a relagdo entre as mudancgas na
bioimpedancia apos a aplicacdo dos pulsos e as medidas de viabilidade celular e de
eficiéncia da eletroporagdo. Para determinar a viabilidade, as células foram coradas com
cristal violeta e as células sobreviventes foram contadas em um microscépio confocal. A
eficiéncia da eletroporagdo foi avaliada por meio da contagem das células em um
microscopio de fluorescéncia, pois foi utilizado um plasmideo que contém o gene da
proteina fluorescente GFP e, entdo, somente as células que foram transfectadas
expressavam esta proteina.

Os resultados demonstraram que os valores de bioimpedancia variaram com as
medidas de viabilidade e de eficiéncia. Um dos parametros de bioimpedancia utilizados
para esta avaliacdo foi a variagdo relativa da resisténcia da membrana (ARy), dada pela
Equacdo 17, em que Ryp € a resisténcia das membranas antes da aplicagdo dos pulsos e
Rmn € a resisténcia depois de cada pulso, sendo N o nimero de pulsos. Foi observado
que o aumento da ARy ¢ acompanhado pelo aumento tanto da taxa da eletroporacao
quanto da fracdo de células mortas até que se atinja um platd. Assim, segundo os autores,
as mudancas da ARy podem ser utilizadas para monitorar a eletroporacdo de modo que as
condicdes 0timas do processo sejam obtidas.

= (RM,O— RM,N)

Rwmo

AR

(17)

Além da bioimpedancia, hd também a técnica de tomografia por impedancia. No
artigo de Linderholm et al. (2008), um sistema de 4 eletrodos, sendo 2 para injecdo de
corrente e 2 para medicdo do potencial, foi implementado em uma camara de cultura de
células (Figura 22). Foi utilizada uma linhagem de células-tronco e estas células foram
permeabilizadas por meio da adicdo de um surfactante, o Triton-X, no meio de cultura.
As imagens da cultura de células foram obtidas utilizando-se um algoritmo de
reconstrucao.

Segundo os pesquisadores, o sistema ¢ capaz de monitorar o crescimento celular e
também as mudancas da resistividade causadas pela permeabilizacdo das células. Os
autores sugerem, portanto, que esta técnica seja aplicada a estudos de eletroporagao

(LINDERHOLM et al., 2008). Esta proposta estd de acordo com trabalhos anteriores que
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demonstraram, por meio de simulagdes, que a tomografia por impedancia ¢ um método
promissor para monitorar a eletroporacdo (DAVALOS et al., 2002; DAVALOS et al.,
2004; GRANOT e RUBINSKY, 2007).

.

< =5 S=58
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N

Figura 22. Sistema de medida de impedancia integrado a uma camara de cultura
(LINDERHOLM et al., 2008; © 2008 IEEE).

3.2.1. Eletroporacao de bactérias

A eletroporacao ja foi realizada em mais de 100 espécies bacterianas. Em geral, as
bactérias Gram-negativas sdo mais suscetiveis a eletroporagdo que as Gram-positivas. As
cepas de Gram-positivas que conseguem ser efetivamente transformadas apresentam uma
eficiéncia de eletroporagdo muito menor que a da maioria das Gram-negativas. Segundo
Chang et al. (1992), essa diferenca pode ser justificada pela espessura da parede celular
das bactérias. As Gram-negativas possuem esta estrutura fina, quando comparada com a
de bactérias Gram-positivas, o que facilita a entrada de moléculas, como, por exemplo, as
de DNA.

Com relagao aos parametros do campo elétrico, normalmente sdo utilizados pulsos
de alta intensidade para conseguir alterar a permeabilidade da membrana das bactérias
(CHANG et al., 1992), as quais possuem um tamanho pequeno, de aproximadamente
1 um (SUEHIRO et al., 2005). A Escherichia coli (E. coli) ¢ uma bactéria classicamente
utilizada em pesquisas nesta area. Diversas cepas ja foram eficientemente transformadas,

sendo que a eficiéncia deste processo varia dependendo da cepa utilizada, entre outros
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fatores (CHANG et al., 1992).

Um exemplo ¢ o trabalho de Eynard et al. (1992), no qual foi utilizado um
plasmideo que confere resisténcia aos antibioticos tetraciclina e ampicilina, e as bactérias
(E. coli) foram submetidas a eletroporagdo. Apenas as células que receberam os
plasmideos por meio da aplicagdo dos campos elétricos adquiriram resisténcia aos
antibioticos. As bactérias foram, entdo, cultivadas em placas com meio contendo
antibidtico para selecionar aquelas que foram eficientemente permeabilizadas. Neste
trabalho, foi utilizado um pulso retangular de 5 kV/cm com duragdo de 7 ms.

Outros autores utilizaram diferentes parametros de eletroporacdo. Dower et al.
(1988), com objetivo de transformar bactérias E. coli com alta eficiéncia, aplicaram
pulsos exponenciais unicos correspondentes a campos de até 16,7 kV/cm, com larguras
de pulsos distintas, de 5 e 20 ms. Os resultados demonstraram que a eficiéncia do
processo foi maior para as condi¢des de 7 kV/em com largura de 20 ms e 11 kV/em com
largura de 5 ms.

Szostkova et al. (1999) utilizaram pulsos Unicos exponenciais com duracdo de
Sms e intensidade de 19 kV/cm para eletroporar as bactérias E. coli e Salmonella
typhimurium. Tyurin et al. (2005) submeteram diferentes espécies de bactérias a
aplicagdo de campos elétricos de 9 a 25 kV/cm utilizando pulsos tGnicos retangulares de
10 ms. Warren (2011) aplicou pulsos tinicos exponenciais de 5 ms, equivalentes a campos
de 18 kV/cm, a E coli.

Nota-se que nestes trabalhos foram utilizados pulsos unicos, exponenciais e
retangulares, com largura entre 5 e 20 ms e intensidade entre 5 e 25 kV/cm, o que resulta
em um grande nimero de combinagdes possiveis dos pardmetros do pulso que podem ser
estudados. No presente trabalho, ndo foi possivel avaliar todas estas faixas, pois ambos os
equipamentos utilizados apresentam limitagdes. No eletroporador comercial, o campo
elétrico maximo aplicado ¢ de 12,5kV/cm quando utilizadas cubetas de 0,2 cm de
afastamento entre os eletrodos e, no eletroporador do Laboratério de Instrumentacdo
Biomédica (LIB), 4 kV/cm, quando utilizadas cubetas de 0,15 cm. Com relagdo a largura
de pulso, no eletroporador comercial, podem ser utilizados pulsos de 0,025 a 25 ms. No
equipamento do LIB, as larguras minima e maxima sdo de 0,5ms e de 100 ms,
respectivamente, € o intervalo minimo entre os pulsos ¢ de 10 ms. Sendo assim, foram
utilizados somente alguns parametros de pulso, como serd explicado no Capitulo 4,

Secao 4.3.
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3.3. Contagem automatica de colonias

A contagem de células e de coldnias celulares ¢, rotineiramente, realizada de
forma manual na maioria dos laboratérios, o que requer consideravel tempo dos
pesquisadores. Diversas solugdes tém sido propostas na literatura para automatizar as
contagens, pois, quando realizadas automaticamente, apresentam maior rapidez em
relagdo ao método manual. Além disso, a contagem automatica € mais eficiente, visto que
nao ¢ suscetivel as variagdes entre os observadores (BARBER et al., 2001; BEWES et al.,
2008; CHEN e ZHANG, 2009).

Entre as técnicas de processamento de imagens disponiveis, Dahle et al. (2004)
utilizaram uma sequéncia de filtros para realgcar as imagens e remover os ruidos. Em
seguida, com auxilio do usuario, foi calculado o limiar de nivel de cinza a partir do
histograma das imagens, o qual foi utilizado para segmentagdo das regides a serem
avaliadas posteriormente. Para a separacdo de colonias agregadas, os seguintes
parametros foram analisados: forma, a partir da area e do perimetro da regido, e a
quantidade de pontos de inflexdo ao longo do perimetro, onde ocorrem mudangas na
curvatura que sdao importantes para indicar a transi¢do entre coldnias. Neste trabalho, as
contagens automaticas foram realizadas simultaneamente para doze imagens de placas de
Petri (de 60 mm), as quais foram escaneadas ao mesmo tempo, o que diminui
consideravelmente o tempo de processamento quando sdo analisadas muitas placas de
uma vez. Partes do programa, em forma de pacotes, estdo disponiveis gratuitamente na
Internet'.

O programa gratuito desenvolvido por Niyazi et al. (2007), denominado Clono-
Counter, utiliza trés parametros da imagem, como, por exemplo, o tamanho maximo das
colonias, para subsequente contagem automatica. Porém, € necessario que o usuario conte
manualmente pelo menos um dos pocos do frasco de cultivo para ajustar estes
parametros, o que requer experiéncia do observador. Além disso, segundo os autores, ¢
necessario realizar novos ajustes destes parametros quando as células forem submetidas a
novos tratamentos, dado que o programa foi desenvolvido para ser aplicado a ensaios
clonogénicos e algumas linhagens celulares t€ém sua morfologia modificada dependendo
do tratamento utilizado.

No trabalho de Bewes et al. (2008), foi desenvolvido um programa que utiliza a

! http://www-2.cs.cmu.edu/~cil v-source. html
? http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1 748-717X-2-4-S1..zip
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Transformada de Hough (TH) para detectar colonias de células de mamiferos. Neste
trabalho, antes da aplicagdo da TH, ¢ realizado um pré-processamento que inclui as
operagdes morfoldgicas de erosdo e dilatagdo, a aplicacdo de um filtro de suavizagdo e a
deteccao das bordas das colonias. Para realizagdo das operagdes morfoldgicas, foi
utilizado um elemento estruturante do tamanho da menor colonia, o qual foi especificado
pelo usudrio. Apos o processamento com a TH, foram obtidas informagdes sobre as
colonias detectadas, como distribui¢do de tamanho e no espaco.

Adicionalmente, foram feitas imagens simuladas utilizando o método de Monte
Carlo para validar o algoritmo de contagem. Segundo os autores, estas imagens sao ideais
para avaliar o programa desenvolvido, pois elas possuem um nimero conhecido de
colonias e, também, porque estes pesquisadores consideram a contagem manual
inadequada para este tipo de validagao. O cédigo do programa desenvolvido por Bewes et
al. (2008) foi escrito em Matlab®, porém, ndo foi disponibilizado pelos autores. Outros
trabalhos também utilizam a TH para contagem de coldnias, como, por exemplo, o
desenvolvido por Barber et al. (2001).

Chen e Zhang (2009) utilizam a técnica de segmentacdo de imagens para
distinguir colonias de bactérias do meio de cultivo, e um algoritmo, Watershed, para
separar colonias agregadas. O programa, além de contar as colonias de bactérias, realiza
uma classificagdo das colonias individuais, baseando-se na morfologia e nas
caracteristicas de cor destas para o caso de placas contendo mais de uma espécie de
bactérias. E importante destacar que a classificacio é feita somente para colonias
separadas, isto ¢, ndo ¢ realizada para coldnias consideradas agrupadas e, além disso,
depende da interag@o do usuario.

Clarke et al. (2010) desenvolveram um programa (NICE), o qual foi escrito em
Matlab® e disponibilizado na Internet’, para contagem de colénias de bactérias de tal
modo que estas colonias necessitam ser previamente coradas. Neste trabalho, as colonias
foram tratadas com um marcador que confere coloragdo vermelha a elas, mas sem corar o
meio de cultivo. O algoritmo desenvolvido executa as seguintes tarefas: faz uma
filtragem com um filtro de suavizagdo para remover os ruidos e identifica o centro das
colonias por meio de um método baseado no contraste de regides da imagem, dado que
estes centros correspondem aos pontos mais escuros. Paralelamente, o programa calcula

um limiar a partir do histograma das imagens, o qual também pode ser obtido por meio

3 http://physics.nist.gov/nice
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do método de Otsu (OTSU, 1979), ou pode ser ainda fornecido pelo usuario. Em seguida,
a intensidade dos pontos encontrados pelo primeiro método ¢ comparada com o valor do
limiar. A contagem ¢, entdo, validada para as coldnias cujos valores da intensidade sdo
menores que o valor do limiar.

De acordo com o apresentado nesta secdo, ¢ possivel notar que alguns trabalhos
da 4rea ainda apresentam dificuldades ou limitagdes. Alguns contadores chamados de
automaticos ainda necessitam da intervencao do usuario para selecionar parametros antes
da contagem (BEWES et al., 2008; CHEN e ZHANG, 2009; DAHLE et al., 2004;
NIYAZI et al., 2007). Outros contadores, como o desenvolvido por Biston et al. (2003),
ndo realizam a contagem de células automaticamente, fazendo somente um
processamento das imagens para auxiliar na contagem realizada pelos pesquisadores.
Além disso, neste trabalho, o processamento realizado inclui etapas que dependem da
interagdo do usudrio com o programa. Biston et al. (2003) demonstraram que a utilizacao
do programa diminuiu a variabilidade dos resultados das contagens de células (de
carcinoma humano) realizadas por dois observadores, comparando com os valores
obtidos por meio das contagens entre os mesmos individuos sem o auxilio do programa.

Considerando os trabalhos discutidos, nota-se que diversas técnicas de
processamento de imagens podem ser aplicadas a contagem automatica de colonias. A
TH, utilizada no presente trabalho, ja foi aplicada anteriormente na quantificacdo de
colonias de células de mamiferos (BARBER et al., 2001; BEWES et al., 2008), mas nao
ha trabalhos que a utilizam para contagem de colonias de bactérias, de acordo com a

bibliografia pesquisada.
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Capitulo 4. Materiais e métodos

Na primeira parte deste capitulo, serdo descritos os materiais e os protocolos
utilizados para os experimentos para a transformacdo de bactérias por meio da
eletroporagdo. Em seguida, serdo apresentados os métodos para aquisi¢do e
processamento das imagens das placas de Petri nas quais as bactérias cultivadas apos os
experimentos de eletroporacao. Posteriormente, sera explicada a simulagdo de imagens de
colonias de bactérias, que foi realizada para avaliar o programa de processamento de
imagens desenvolvido neste trabalho. Finalmente, serd descrita a metodologia das
contagens manual e automatica, utilizadas para quantificar os resultados da eletroporagao.

E importante informar que os experimentos de eletroporagdo, nos quais foram
utilizados organismos geneticamente modificados, foram realizados segundo as normas
estabelecidas pela Lei de Biosseguranga N° 11.105, de 24 de margo de 2005. O pedido de
Certificado de Qualidade em Biosseguranca para as instalagdes do Laboratério de
Instrumentacdo Biomédica (LIB) foi deferido pela Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio), de acordo com o Parecer Técnico N° 2904/2011, que pode ser
consultado na Secretaria do Programa de Engenharia Biomédica (COPPE/UFRJ). O
Extrato Prévio da Solicitacdo de Parecer foi publicado no Diario Oficial da Unido N° 59

no dia 28 de marco de 2011 (Apéndice A).
4.1. Bactérias

As bactérias Escherichia coli (E. coli) utilizadas neste trabalho foram doadas pelo
Laboratério de Termodinamica de Proteinas e Estruturas Virais Gregorio Weber (LTPV)
do Instituto de Bioquimica Médica (IBqM) da UFRJ.

A E. coli foi escolhida para os experimentos, pois ¢ uma célula tradicionalmente
usada em estudos de eletroporagdo (Secao 3.2.1), além de seu cultivo ser facil e barato
quando comparado com cultivo de células animais. Adicionalmente, para eletroporagao
de bactérias, sdo utilizados campos elétricos de intensidade maior que os utilizados para
outros tipos celulares, como células de mamiferos (CHANG et al., 1992). Entdo, se um
eletroporador aplicar pulsos elétricos capazes de eletroporar bactérias, € esperado que a
eletroporagao funcione para qualquer outra célula.

Para os experimentos de eletroporacdo, foi utilizada a cepa Rosetta™ (DE3)

(EMDBiosciences, EUA) da E. coli. Esta cepa possui plasmideos que conferem
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resisténcia ao antibidtico cloranfenicol. Este fenotipo ocorre independentemente do
processo de eletroporacdo. Entdo, todos os cultivos destas bactérias durante a dissertacao
foram realizados com meio de cultura contendo cloranfenicol para evitar contamina¢ao
da cultura.

Para a extragcdo e purificacdo dos plasmideos, foram utilizadas culturas da cepa

DH5a™ da E. coli (Invitrogen, EUA), como sera explicado na Secao 4.6.

4.2. Plasmideos

Foi utilizado o plasmideo pGEX-4T-1 (GE Healthcare Life Sciences, EUA),
doado pelo LTPV do IBqM da UFRIJ. Este plasmideo possui o gene da enzima -
lactamase, a qual confere resisténcia ao antibidtico ampicilina. O mapa do plasmideo ¢
apresentado na Figura 23, na qual sdo mostrados os diferentes sitios de restri¢ao, isto €,
os locais especificos reconhecidos por enzimas, denominadas endonucleases de restrigao,
que clivam as moléculas de DNA nestes pontos. Os sitios de restricdo sao importantes,
pois podem ser utilizados para clonagem de genes (NELSON e COX, 2002). Entretanto,
neste trabalho, apenas a propriedade do plasmideo de conferir resisténcia a ampicilina foi

utilizada.
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Figura 23. Mapa do plasmideo pGEX-4T-1. A regidao destacada pela linha pontilhada
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corresponde ao gene de resisténcia a ampicilina. Adaptado de GE Healthcare Life
Sciences (2011).

4.3. Eletroporadores

Os experimentos foram realizados utilizando o eletroporador comercial Gene
Pulser® (Bio-Rad, EUA) da Unidade Multidisciplinar de Gendémica do IBCCF/UFRJ.
Em tal equipamento, para aplicagdo dos pulsos elétricos, uma fonte de tensao carrega um
capacitor a um determinado valor inicial de tensdo. Apds a etapa de carga, o pulso de
tensdo ¢ aplicado a cubeta contendo as células por meio de um controle manual do
operador. Entdo, a intensidade do campo elétrico aplicado comeg¢a em um valor inicial e
decai exponencialmente em funcdo do tempo. Neste equipamento, as cubetas de
eletroporagao possuem 0,2 cm de afastamento entre os eletrodos e seu volume de trabalho
¢ entre 40 ¢ 400 pl.

Posteriormente, foram feitos testes com o eletroporador programavel em
desenvolvimento no Laboratorio de Instrumentagao Biomédica (LIB), alvo da dissertacao
de mestrado da Mariana Dias da Silva. O equipamento é capaz de fornecer pulsos
retangulares de amplitude, duracdo e frequéncia programaveis por computador. As
cubetas de eletroporacao deste eletroporador possuem 0,15 cm de afastamento entre os

eletrodos e seu volume de trabalho ¢ de 25 pl.
4.4. Estabelecimento dos protocolos

Para a realizagdo dos experimentos, foi necessario definir determinados
parametros, descritos a seguir.

Para o cultivo das bactérias, foi utilizado o meio de cultura Luria-Bertani (LB):
triptona na concentragdo de 10 g/, extrato de levedura, 5 g/l e cloreto de sodio, 10 g/l.
Para o cultivo em placas de Petri, foi utilizado meio LB com agar na concentracdo de
15 g/l. A concentragdo de antibidticos utilizada nos meios foi de 100 ug/ml para a
ampicilina e de 34 pg/ml para o cloranfenicol.

Para realizar a transformagdo das bactérias por eletroporacao, estas precisam ser
submetidas a um processo que as torne competentes para receber as moléculas de DNA.
Os protocolos para obtencao das células competentes (Secdo 4.5) e de eletroporacao
(Segdo 4.7) foram estabelecidos a partir do utilizado na Unidade Multidisciplinar de

Genomica (IBCCF/UFRJ) com modifica¢des, levando em consideragdo os protocolos
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para, respectivamente, preparo de células competentes e transformacgdo de bactérias

disponiveis em Chang et al. (1992), capitulo 30.
4.5. Preparo de células competentes

No dia anterior ao experimento de eletroporacdo, uma amostra de bactérias foi
colocada em meio LB com cloranfenicol, em tubo tipo Falcon, para crescer durante a
noite, a 37 °C, com agitagdo a 200 rpm.

No dia do preparo, as células foram expandidas na propor¢cdao de 1 ml de cultura
para 100 ml de meio LB com cloranfenicol, em um frasco tipo Erlenmeyer, e cultivadas a
37 °C com agitagdo por, aproximadamente, 3 horas até que a cultura atingisse a densidade
optica em 600nm (DOgponm) de 0,5 a 0,7. A DO ¢ obtida por meio de um equipamento
denominado espectrofotometro e ¢ diretamente proporcional a concentragdo de células
(NELSON e COX, 2002). Essa etapa ¢ importante para que todos os experimentos sejam
realizados a partir da mesma concentracdo de bactérias.

Em seguida, a cultura de bactérias foi transferida para um tubo tipo Falcon e
esfriada até 0 °C, colocando o tubo no gelo por 15 minutos. Apds essa etapa, as células
foram centrifugadas a 12000 g, por 10 minutos, a 4 °C, e ressuspensas em agua tipo 1,
estéril e gelada. As células foram centrifugadas sucessivamente até que fossem realizadas
3 lavagens, e o sedimento celular final foi ressuspenso em 700 Ll de glicerol 10% gelado.
Essa suspensao foi distribuida em aliquotas de 60 L, as quais foram estocadas a 0°C até a
sua utilizagdo para os experimentos de eletroporacdo no mesmo dia. As que nao foram
utilizadas foram descartadas ap6s os experimentos.

No caso do teste com o eletroporador programavel, a cubeta de eletroporacao
possuia um volume de trabalho menor, de 25 ul. Entdo, para este experimento, o
sedimento celular final foi ressuspenso em 150 pl de glicerol 10% gelado e a suspensao

foi distribuida em aliquotas de 20 pl.
4.6. Preparacao do DNA plasmidial

O plasmideo pGEX-4T-1 foi extraido de bactérias e purificado com o kit
“Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, EUA), como
explicado a seguir.

As bactérias E. coli DH50™, as quais ndo possuem resisténcia a antibioticos,

foram previamente transformadas por meio de choque térmico com o plasmideo de
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interesse e cultivadas em placas com meio LB contendo ampicilina. Foi escolhida uma
cepa que ndo apresenta resisténcia a antibidticos, pois esta ¢ uma caracteristica
fundamental para o processo de preparagdo, para que somente o plasmideo de interesse
seja extraido. Se fosse utilizada uma cepa contendo plasmideos, seriam extraidos ambos
os plasmideos durante a preparagdo, o endogeno e o de interesse que foi inserido com a
transformacao das células.

No dia anterior a preparagdo, uma colonia da placa com as bactérias
transformadas foi utilizada para inoculagdo em 25 ml de LB com ampicilina e as células
foram colocadas para crescer durante a noite, a 37 °C, com agitagdo a 200 rpm.

A cultura crescida durante a noite foi transferida para 5 microtubos. Em seguida, o
material foi centrifugado por 5 minutos a 10000 g e os sobrenadantes, que correspondiam
ao meio de cultura, foram descartados. Em cada amostra, o sedimento celular foi
ressuspenso em 250 pl de Solugdo de Ressuspensao Celular. Esta solugao € uma solugdo
tampao, composta por Tris-HC1 50 mM (pH 7,5), EDTA 10 mM e RNase A 100 pg/ml.

Foram adicionados 250 pul de Solugdo de Lise Celular (NaOH 0,2 M, SDS 1%) e o
material foi misturado por inversao dos tubos. A lise das células possibilita a exposi¢ao
do material intracelular, incluindo os plasmideos. Em seguida, foram adicionados 10 pl
de Protease Alcalina, uma enzima que inativa endonucleases e outras proteinas liberadas
durante a lise das bactérias que podem afetar a qualidade do DNA a ser isolado. A
solucdo foi misturada por inversao dos tubos e incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente.

Foram adicionados 350 ul de Solugdo de Neutralizagdo em cada microtubo e estes
foram invertidos para misturar o conteudo. Esta solucdo possui cloridrato de
guanidina 4,09 M, acetato de potassio 0,759 M, acido acético glacial 2,12 M, e o pH final
¢ de 4,2. Sua fun¢do, como o proprio nome sugere, € neutralizar o ambiente basico
resultante da adicdo da solugdo anterior. Apos, os microtubos foram centrifugados por
10 minutos. Nesta centrifugagcdo, os debris celulares foram precipitados e somente o0s
sobrenadantes, correspondentes ao material lisado soluvel, foram utilizados na etapa
seguinte.

Para ligagdo do DNA plasmidial, uma coluna foi inserida em um tubo coletor para
cada amostra e os sobrenadantes foram colocados nas colunas. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas por 1 minuto e o material que passou através das colunas foi
descartado, pois, nesta etapa, o DNA ficou retido na coluna.

Para lavagem, foram adicionados 750 pul de Solucdo de Lavagem (acetato de
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potassio 162,8 mM, Tris-HC122,6 mM pH 7,5 e 0,109 mM EDTA pH 8,0), previamente
diluida em etanol 95%, nas colunas. O material foi centrifugado por 1 minuto e o liquido
que passou através das colunas foi descartado. Foi realizada outra centrifugagdo, durante
2 minutos, para garantir que eventuais residuos de etanol fossem evaporados da coluna.

Para eluicao do DNA, cada coluna foi transferida para um novo microtubo e
foram adicionados 50 pl de dgua livre de nuclease em cada coluna. As amostras foram
centrifugadas por 1 minuto, as colunas foram descartadas e o DNA plasmidial foi
estocado a - 20 °C.

As principais etapas no protocolo podem ser observadas na Figura 24. As
solucdes utilizadas - Solugdo de Ressuspensio Celular, de Lise Celular, Protease
Alcalina, Solucdo de Neutralizagdo, Solu¢do de Lavagem e agua livre de nuclease -

fazem parte do kit de preparacao.

Cultura
"l‘-’ Centrifugagdo
= Remoc¢ao do meio de cultura
Ressuspensdo das células

Lise das células
Neutralizagdo

Centrifugagao

Transferéncia do lisado e
ligagdo do DNA

l:g Lavagem, removendo a
solugdo por centrifugagdo

Elui¢do do DNA plasmidial

Figura 24. Diagrama de fluxo da extragao e purificacao do plasmideo.

Para determinar a concentragdo da solugdo de DNA plasmidial em cada amostra,
foi utilizada a técnica de espectrofotometria de absor¢ao a 260 nm. Em média, foram
obtidos 93,3 ng/ul de DNA (as concentragdes variaram entre 77,6 e 105 ng/ul).

Posteriormente, o produto da purificacdo foi corrido em gel de agarose 1% para
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verificagdo (dados ndo mostrados).
4.7. Eletroporacao

Para os experimentos no eletroporador comercial, foram utilizados pulsos tnicos
do tipo decaimento exponencial com intensidades correspondentes a campos de 2, 2,5, 3,
4, 6, 8, 10 e 12kV/cm, sendo este o maior campo elétrico que pode ser aplicado pelo
equipamento quando utilizadas cubetas de 0,2 cm de afastamento entre os eletrodos. Para
realizar a eletroporagao utilizando cada campo descrito acima, foram utilizadas amostras
contendo 60 pl de células competentes e 5 pl de plasmideos (= 93,3 ng/pl).

Inicialmente, foram realizados trés experimentos utilizando campos de 2 a
12 kV/cm e, depois, foi realizada mais uma série do experimento com a diferenca de que
as condigoes de 6, 8 e 10 kV/cm foram realizadas em triplicata. No total, foram
realizados quatro experimentos no eletroporador comercial. Os experimentos foram
realizados em dias distintos e, portanto, foram realizados preparos de células competentes
em cada dia, conforme explicado na secdo 4.5.

Apds misturar, as amostras contendo as bactérias e o DNA foram transferidas para
as cubetas de eletroporagdo, previamente resfriadas no gelo. A capacitancia, a resisténcia
e a tensdo foram selecionadas, e pulsos foram aplicados. A largura de um pulso
exponencial ¢ definida como o tempo necessario para a tensdo cair até 37% do valor
inicial e ¢ calculada multiplicando o valor da resisténcia pelo valor da capacitancia
selecionados. O valor esperado da largura de pulso utilizada foi de 25 ms, dado os
parametros selecionados foram 1000 € e 25 pF, respectivamente.

Para o experimento no eletroporador programavel, foram utilizadas amostras
contendo 20 ul de células competentes e 5 pul de DNA. Apds misturar, as amostras foram
transferidas para as cubetas previamente resfriadas no gelo, com espacamento entre os
eletrodos de 0,15 cm. Foram selecionados os parametros dos pulsos elétricos: nimero de
pulsos, amplitude, largura e intervalo entre os pulsos e, em seguida, estes foram
aplicados.

Foram escolhidas trés condi¢des experimentais, que foram realizadas no mesmo
dia, em duplicata. Em todas, foi utilizada a tensdo maxima fornecida pelo equipamento,
de 600 V, a qual corresponde ao campo de 4 kV/cm, e os pulsos elétricos aplicados foram
do tipo retangular. Os parametros selecionados foram: 1 pulso de 10 ms, na primeira

condi¢do, 10 pulsos de 10 ms com intervalo de 10 ms, na segunda, e 10 pulsos de 20 ms
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com intervalo de 10 ms, na ultima.

Apos a aplicagao dos pulsos elétricos, as amostras dos experimentos em ambos os
eletroporadores foram imediatamente transferidas para tubos estéreis contendo LB sem
antibidtico para um volume final de 200 ul e foram incubadas a 37 °C com agitacao
durante 45 minutos. No caso dos experimentos no eletroporador comercial, por exemplo,
foram utilizadas amostras de 65 pl (aliquotas de 60 pl de células competentes mais 5 pl
de DNA) e, entdo, foram adicionados 135 ul de LB. Apos esta etapa de recuperacdo, as
bactérias foram cultivadas em placas com meio LB seletivo (contendo ampicilina) a
37°C durante 16h para selecionar apenas as células que foram eficientemente
eletroporadas. As amostras em LB (200 pl) foram inteiramente plaqueadas nos trés
primeiros experimentos no eletroporador comercial e no teste no eletroporador do LIB.
No quarto experimento no eletroporador comercial, uma amostra de cada triplicata (6a,
8a e 10a) foi inteiramente plaqueada e as outras duas amostras de cada condicao (6b, 6¢,
8b, 8c, 10b e 10c) foram diluidas 10x e 100x e estas amostras diluidas que foram
utilizadas para o plaqueamento.

A eficiéncia da eletroporacdo foi determinada pelo numero de colonias
transformantes, ou seja, colonias formadas por bactérias que receberam os plasmideos

conforme ilustrado na Figura 25.

Bactérias Plasmideos

Qo

OO oOn—>
o Eletroporagao

00

S
Cultivadas
em placas

Colodnias com
plasmideos

Meio contendo

ampicilina

Figura 25. Desenho experimental. As bactérias E. coli, incubadas com os plasmideos,
foram submetidas a eletroporacdo e, posteriormente, foram cultivadas em meio contendo
ampicilina.
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4.7.1. Controles da eletroporacio

Foram realizados trés tipos de controle: positivo, negativo e da eletroporacao
(Figura 26).

O positivo corresponde a uma amostra das células competentes que ndo foi
submetida a eletroporacdo e foi cultivada em placa com LB (sem ampicilina). Este
controle foi usado para verificar a viabilidade das bactérias antes da eletroporagao.

O controle negativo consiste de uma amostra de bactérias competentes que
também nao foi submetida a eletroporacdo e foi cultivada em placa com LB e ampicilina.
O esperado era que ndo ocorresse crescimento de colonias nessa placa. Este controle foi
usado para testar a eficiéncia da ampicilina e para certificar que as bactérias ndo sao
resistentes a este antibidtico. E importante para garantir que somente as células que sdo
eficientemente transformadas e, portanto, recebem os plasmideos, formam colonias em
placas com ampicilina.

O controle da eletroporacdo corresponde as bactérias que foram submetidas a
eletroporagao, mas, ao invés de serem cultivadas em meio seletivo, foram cultivadas em
meio ndo-seletivo (sem ampicilina). Este controle foi usado para avaliar a viabilidade das

células apds a aplicacao dos campos elétricos.

Ctr. Positivo: Bactérias Eletron: N Viabilidade
Competentes _roy "raiai — LB sem — antes do
amp. experimento
e
Ctr. Negativo: 28.0'[61'135 Eletroporacao _ . Eficiéncia do
ompetentes g LB com antibidtico
amp.
::1\.,"“', &
Ctr. da Bactérias . Viabilidade
eletroporacio: Competentes Eletroporagdo ——LBsem —® apls o
amp. experimento
N
Eletroporacao: }é?)z;rel?esntes Eletroporacdo _ Eficiéncia dil
, —_— Eletroporagao
+ Plasmideos amp.
S

Figura 26. Controles da eletroporacao e a eletroporagao.
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4.8. Aquisi¢io de imagens

A aquisi¢ao das imagens das placas de bactérias foi feita com uma maquina digital
Sony Cybershot (7,2 megapixel) com resolucdo de 2592x1944. As imagens foram
capturadas em tons de cinza. E importante ressaltar que, apesar da imagem ser em tons de
cinza, ¢ composta por trés matrizes m x n, sendo m o nimero de linhas e » o numero de
colunas. O fato de a imagem ter um tamanho m X n X 3 ndo significa que ¢ uma imagem
colorida. Neste caso, a imagem adquirida ¢ RGB, porém, possui as trés matrizes iguais,
isto €, cada pixel possui valores idénticos de R, G e B, o que resulta em uma imagem em
escala de cinza. No presente trabalho, esse tipo de imagem ¢ referido como “imagem
mxnx 3”.

Um sistema para fotografar as placas foi montado em uma caixa, de papeldo, de
27 x 33,5 x 19 cm (Figura 27). Foi feita uma tampa com um orificio, no qual a lente da
camera era posicionada, e foi colocado um suporte para apoid-la, como indicado na
figura. No interior da caixa, foi colocado um fundo preto para aumentar o contraste da
imagem. A placa de Petri era colocada sobre este fundo em uma posi¢ao fixa para ficar
alinhada com a maquina fotografica. Acima da area para colocacdo da placa, foi
posicionada uma lampada circular, fixada por um suporte a 3 cm do fundo, como pode
ser observado na imagem destacada da figura. Foi feito um recorte na regido anterior da

caixa para permitir a entrada e saida das placas.

suporte para camera
\u
Ay

lampada circular

19 cm

suporte para lampada placa de Petri

Figura 27. Sistema de aquisicdo de imagens, a esquerda. A imagem destacada, a direita,
corresponde a area interna da caixa, vista da regido anterior onde foi feito o recorte para
colocar e retirar as placas.

48



4.9. Processamento de imagens

Para o processamento das imagens, foi criado um programa em Matlab® 7.5 (The
Mathworks, EUA). A Transformada de Hough (TH) foi utilizada para deteccdo de
circulos, com objetivo de detectar e contar as colonias de bactérias, visto que estas
apresentam uma morfologia aproximadamente circular.

Antes da aplicagdo da TH, foi necessario realizar um pré-processamento das
imagens para obter uma imagem com as bordas das coloOnias, pois esta imagem ¢
fundamental no processo de detecgdo de circulos. Foram utilizados dois métodos
diferentes para obten¢do da imagem de bordas. Posteriormente a aplicagdo da TH, foram
realizados pos-processamentos. Os dois métodos sdo compostos de pos-processamentos
distintos, baseados nas caracteristicas da imagem das bordas, as quais sdo diferentes em
cada um dos métodos. Todas as etapas, incluindo os pré e poOs-processamentos das

imagens, de ambos os métodos, serdo descritos nas segdes seguintes.
4.9.1. Método 1

Apos a abertura do arquivo de imagem, foi feita a conversdao da imagem m x nx 3
para uma imagem m X n, para posterior conversao desta imagem para bindria pelo método
de Otsu (OTSU, 1979). Caso a imagem fosse uma imagem m X n, esta seria convertida
para bindria. Em seguida, foi feita a operacao morfologica de erosao seguida de dilatagao
(abertura), usando elemento estruturante circular com raio de 5 pixels, para eliminar
ruidos desde que fossem menores que o elemento estruturante. O proximo passo foi a
deteccio das bordas das colénias utilizando uma funcdo do Matlab® (bwperim) que
encontra o perimetro dos objetos em uma imagem binaria, na qual os pixels na cor preta
tém valor O e os na cor branca, valem 1. Esta fungdo devolve uma imagem que contém
apenas os pixels da imagem de entrada cujos valores ndo sdo 0 e que estejam conectados
com, ao menos, um pixel de valor 0 (Figura 28).

Apods o pré-processamento das imagens, a TH foi aplicada para deteccdo das
colonias de bactérias. Deste processo, sdo obtidos o centro ¢ o raio de cada colonia
detectada e o resultado ¢ exibido. Posteriormente, foram realizadas duas filtragens para
remover os circulos detectados que ndo correspondiam a colonias.

A primeira foi feita para filtrar os circulos detectados cujos centros estavam
localizados fora do perimetro das colonias. Essa filtragem foi feita testando o valor do

pixel do centro da colonia da imagem binaria. Se o pixel era branco, era mantido, pois
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significa que estava contido na coldnia; se era preto, era removido do resultado, pois esse
ponto pertencia a regido do meio de cultura.

A segunda filtragem foi feita para remover os circulos detectados localizados
dentro de outro circulo maior, como exemplificado na Figura 29, na qual hé dois recortes
de uma imagem de coldnias de bactérias submetida ao processamento. Esta filtragem foi
feita calculando o modulo da distancia entre os centros de todos os circulos detectados na
imagem, dois a dois. Depois, foi feita uma comparagado entre os raios destes dois circulos
para saber qual era o maior e qual era o menor. E, finalmente, foi feito um teste para
comparar a distancia entre os centros € o raio da maior colonia. Se esta distancia entre
centros fosse menor que o raio da maior colonia, apagava-se do resultado a menor

colonia, pois esta estava contida naquela.

Figura 28. Deteccio das bordas utilizando a funcio do Matlab® bwperim. As imagens (a)
e (c) sdo as imagens de entrada e as (b) e (d) sdo as de saida correspondentes.
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Apds essa etapa, foi realizado um pos-processamento. As colonias que foram
detectadas eram removidas da imagem bindria e era feita uma estimativa do nimero de
colonias ndo detectadas a partir do somatdrio dos pixels da nova imagem dividido pela
area calculada por S=m'Rm?, sendo Rm o radio médio das coldnias detectadas. Se o
numero de coldnias ndo detectadas fosse diferente de zero, o processamento era iniciado
novamente a partir da etapa de abertura, passando pela etapa de detec¢do das bordas,
aplicagdo da TH e filtragens. Ap6s a TH, era feito novamente o pos-processamento e este
processo se repetia até que o programa nao detectasse mais colonias. Caso o nimero de

colonias nao detectadas fosse igual a zero, era o fim da rotina.
a
. |
| |
Figura 29. Colonias detectadas antes e apos a filtragem que remove os circulos contidos
em outros circulos maiores. Em (a) observa-se dois circulos, indicados por setas brancas,
que sdo removidos apos filtragem (b). Em (c¢), hd um circulo que ¢ removido com a

filtragem (d). Nota-se em (d) um exemplo, indicado pela seta preta, de dois circulos que
ndo foram filtrados.

O processamento do Método 1 pode ser observado na Figura 30. E importante
destacar que a etapa de conversdo para bindria possui um limiar de conversdo que pode

ser modificado pelo usuario. E, portanto, a tinica operacdo manual do processamento.
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Figura 30. Fluxograma do Método 1 de processamento.
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4.9.2. Método 2

Apods a abertura do arquivo, foi aplicado o filtro Sobel a imagem original
(m x n x 3) para detec¢dao das bordas das colonias. A saida do filtro era uma imagem em
tons de cinza de tamanho m x n (Figura 31). Caso a entrada fosse uma imagem m x n, a
conversdo para m x n X 3 seria feita antes da aplicagdo deste filtro.

Em seguida, a imagem de bordas (Figura 31-b) foi convertida para bindria (c)
automaticamente, isto ¢, sem um limiar de conversdo modificavel por usuario. Esta
imagem bindria apresentava trés utilidades nessa rotina: era a imagem fornecida para a
aplicacdo da TH e também era utilizada para a filtragem dos resultados e no pds-

processamento, como sera explicado adiante.

Figura 31. Pré-processamento do Método 2. A imagem (a) € a original, (b) ¢ a das bordas,
obtida a partir da aplicacdo do filtro Sobel, e (c) ¢ de bordas apds a conversdo para
bindria.

Apods o pré-processamento das imagens, a TH foi aplicada para detectar as
colonias na imagem e, em seguida, foram feitas duas filtragens, assim como realizado no
Me¢étodo 1. Entretanto, na primeira filtragem, foi utilizada uma imagem diferente, como
descrito a seguir. Primeiro, as colonias da imagem bindria de bordas (Figura 31-c)
tiveram o interior preenchido (Figura 32-a). Depois, a imagem das bordas (b) era
subtraida da imagem preenchida (a) para que sobrassem apenas os pixels do interior das
colonias (c). Entdo, esta imagem era utilizada na primeira filtragem, a qual testava o valor
do pixel do centro da colonia detectada da mesma maneira realizada no Método 1. A
segunda filtragem foi realizada para remover os circulos detectados localizados dentro de

outro circulo maior, de maneira igual ao primeiro método.

53



Figura 32. Obtengdo da imagem (c), utilizada para realizar a primeira filtragem. E
importante ressaltar que algumas colonias nao tiveram o interior preenchido porque as
suas bordas ndo tinham o perimetro completamente fechado, como pode ser observado
nas regides destacadas em (d).

A proxima etapa da rotina foi a do pos-processamento. As colonias detectadas
foram removidas da imagem preenchida e foi feita a estimativa do nimero de colonias
ndo detectadas da mesma forma como no Método 1. Se o numero de colonias nio
detectadas fosse diferente de zero, a rotina continuava a partir da detecgao das bordas da
imagem preenchida e esta imagem de bordas era dada para aplicagdo da TH e eram feitas
as filtragens. Ap6s a TH, era feito novamente o pos-processamento € este processo se
repetia até que o programa nao detectasse mais colonias. Caso o nimero de colonias nao
detectadas fosse igual a zero, era o fim da rotina. O processamento do Método 2 pode ser

observado no Fluxograma a seguir (Figura 33).
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Figura 33. Fluxograma do Método 2 de processamento.
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4.10. Imagens Simuladas

Foi realizada uma simulagdo de imagens de colonias de bactérias para avaliar o
desempenho dos métodos de processamento de imagens desenvolvidos neste trabalho. A
utilizagdo de imagens simuladas ja foi realizada anteriormente por Bewes et al. (2008)
para valida¢do do método de contagem automatica desenvolvido por estes pesquisadores,
mas nao foram dados detalhes sobre o algoritmo realizado.

No presente trabalho, foi desenvolvida uma rotina em Matlab® (versdo 7.5) para
criar imagens simuladas de placas com colonias de bactérias. Foi necessario, primeiro,
criar uma biblioteca digital destas colonias a partir de imagens de placas de colonias de
bactérias dos experimentos de eletroporagdo. Foram utilizadas diferentes imagens, em
escala de cinza, com quantidades variadas de colonias, e foram feitos recortes quadrados
de coldnias individuais, os quais foram salvos como arquivos de imagem do tipo “jpg”.
No total, foram utilizadas 23 imagens de placas para construir uma biblioteca com 1000
colonias.

Para a simulagdo, foi utilizada uma imagem de uma placa de Petri somente com o
meio de cultura, sem bactérias, aonde foram copiados os recortes das colonias. A selecao
de uma colonia da biblioteca e a escolha da coordenada dos eixos x e y aonde a colonia
seria copiada foram feitos de maneira aleatoria.

Como nos testes iniciais foi observado que os niveis de cinza das colonias
variavam bastante, foi realizada uma equalizagdo dos recortes das colonias antes de serem
copiados para a placa vazia. Esta equalizacdo foi feita de modo que as colonias receberam
o valor do nivel de cinza da colonia mais clara observada (210). Entdo, foram feitas
imagens simuladas, utilizando de 100 a 1000 coldnias variando de 100 em 100. Foram
simuladas 15 imagens em cada faixa, totalizando 150 imagens e estas foram submetidas a
contagem automatica dos dois métodos.

Adicionalmente, foram feitas imagens simuladas utilizando uma equalizagcdo com
outro valor do nivel de cinza, de 150. Da mesma maneira, foram feitas 150 imagens
simuladas contendo de 100 a 1000 coldnias com intervalo de 100 e as imagens foram
submetidas a contagem do Método 2.

Posteriormente, foi feito um teste de normalidade dos resultados das contagens
automaticas das imagens simuladas. Foi realizado o teste de Lilliefors, que ¢ uma
adaptacdo do teste de Kolmogorov—Smirnov (LILLIEFORS, 1967), utilizando a funcdo
lillietest do Matlab®.
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4.11. Contagens de colonias

4.11.1. Contagem manual

Para contagem manual, foi feita uma rotina em Matlab® 7.5 que permite que o
usuario clique nas coldnias que estd contando, para marcé-las, € o nimero de colonias ¢é
exibido para o usuario, como exemplificado na Figura 34.

Foram feitas trés contagens nas placas em que a eletroporagao foi bem sucedida e

foi calculada a média dessas contagens para cada placa.

| — - — =, |
B Processamento de imagens de bactérias - 12a.jpg =)<
Iniciar  Arquiva  Editar  Imagem Morfologico  Processamento  Contagem manual  Ajuda &
Dode | b RKKODDE,N- 2| 0EH O
Original

x  n® coldnias: 67

Figura 34. Tela do programa de contagem manual.

Nao foram feitas contagens manuais nas placas cuja quantidade de coldnias era
muito grande e, consequentemente, ndo era possivel distinguir as colonias sem que a
imagem fosse visualizada em maior aumento (“zoom”). Neste caso, foi feita uma
contagem parcial para estimar o nimero de colonias nas placas. Para esta contagem,

foram utilizados trés campos distintos da placa, os quais foram selecionados pelo usuario
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do programa. Cada campo correspondia a uma area de 10% da érea total da placa. Foram
feitas contagens manuais dos campos e, em seguida, foi calculada a média destes valores
e foi estimado o nimero total de colonias.

Em algumas imagens, nao era possivel distinguir as colonias mesmo visualizando
em um aumento maior, pois, a quantidade de colonias era tdo grande que havia diversas
areas da placa com muitas colonias agrupadas. Neste caso, ndo foi realizado nenhum tipo

de contagem.
4.11.2. Contagem automatica

As contagens automaticas foram realizadas utilizando os dois métodos de
processamento para compara-los.

Foram feitas contagens automaticas das imagens simuladas e das imagens das
placas de eletroporacdo que foram contadas manualmente. Ndo foram incluidas as
imagens com grande quantidade de colonias, isto €, as imagens submetidas a contagem

manual parcial e as imagens que ndo foram submetidas a nenhuma contagem manual.
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Capitulo 5. Resultados

Neste capitulo, sao apresentados os resultados dos experimentos de eletroporagao,
incluindo as contagens manuais e automaticas das placas de bactérias provenientes destes
experimentos, além da contagem automatica das imagens simuladas e os resultados da
comparacao entre os dois métodos de processamento. Na secdo 5.1, sdo descritos os
resultados da eletroporacao de bactérias realizados nos eletroporadores comercial e do
LIB. Na secdo seguinte (5.2), sdo apresentados os resultados da simulagdo das imagens e
da contagem automatica destas imagens. E na ultima secdo (5.3), sdo descritos os

resultados das contagem automatica das placas dos experimentos de eletroporagao.
5.1. Eletroporacao de bactérias

Nos experimentos realizados no eletroporador comercial, as bactérias E. coli
foram eficientemente eletroporadas na maioria das condigdes testadas, como sera
explicado a seguir. Com o eletroporador do LIB, as células foram eletroporadas somente
em uma das condig¢des, como serd visto no final da Se¢do. A eficiéncia do processo foi
determinada pelo nimero de colonias transformantes, isto é, colonias formadas por
bactérias que adquiriram resisténcia a ampicilina, e estes valores foram obtidos a partir da
contagem manual.

Em todos os experimentos realizados, em ambos os eletroporadores, os controles
positivos e negativos funcionaram conforme o esperado. Nas placas correspondentes aos
controles da eletroporacgao, no primeiro caso, cresceram bactérias por toda a extensao das
placas sem que houvesse formagao de coldnias, em todas as condi¢des, mostrando que a
aplicacdo de campos de até 12 kV/cm ndo altera a viabilidade destas células. No caso do
eletroporador do LIB, ndo foram realizados os controles da eletroporagdo visto que a
intensidade dos campos elétricos aplicados foi de 4 kV/cm, muito inferior ao que ja havia
sido testado, de até 12 kV/cm.

Nos experimentos com o eletroporador comercial, foram aplicados pulsos unicos
correspondentes a campos elétricos de 2 a 12 kV/cm. Com relagdo a largura de pulso,
segundo o manual do equipamento, os valores reais devem ser préximos ao valor
esperado, que ¢ calculado multiplicando-se o valor da resisténcia pelo valor da
capacitancia selecionados. Para estes experimentos, foi selecionado o maior resistor, de

1000 Q2. O manual informa que, com os resistores maiores, a largura de pulso pode ser
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mais afetada com a resistividade da amostra do que com os resistores menores.

O valor esperado da largura de pulso nos experimento foi de 25 ms e os valores
verdadeiros, que foram exibidos no painel no equipamento apds a aplicacdo dos pulsos,
podem ser observados na Tabela 1. E importante destacar que, no experimento 3, nio ha
os valores da largura de pulso para os campos de 2 e 2,5 kV/cm, pois estes pontos nao
foram realizados. Nota-se que um dos valores do experimento 4 para o campo de
10 kV/em foi de 1,1 ms, discrepante de todos os valores da tabela. Como a largura de
pulso foi muito menor que o valor esperado e que os demais valores, o resultado da
eletroporagao desta amostra (10b) ndo foi utilizado. Segundo o manual do equipamento,
quando a largura de pulso ¢ muito menor do que o valor esperado € porque a amostra ¢
muito condutiva. Acredita-se que esta discrepancia tenha ocorrido devido ao fato da

cubeta utilizada ndo ter sido bem lavada.

Tabela 1. Larguras de pulso no eletroporador comercial.

Campo elétrico Larguras de pulso (ms)

(kV/em)
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
2 21,1 20,1 -- 20,9
2,5 19,6 19,5 -- 20,4
3 19,5 19,8 18,8 19,6
4 18,9 19,6 19,0 19,2
16,8 16,8 18,0 18,2/16,9/16,8
8 16,8 19,1 16,8 18,8 /17,0/ 16,7
10 16,4 17,5 14,1 17,3/1,1/18,1
12 14,0 15,3 14,3 16,0

O resultado das contagens manuais das placas de Petri dos experimentos com o
eletroporador comercial pode ser observado na Figura 35. Na condi¢ao do campo de
2kV/em, cresceram 2 ou 3 colonias nas placas e, em um dos experimentos
(experimento 4), nenhuma colonia cresceu na placa correspondente a este campo. Na
condicao de 2,5 kV/cm, os resultados variaram entre 1 e 22 colonias nas placas. A partir
do campo de 3 kV/cm, os resultados da eletroporagdao foram mais evidentes, como pode
ser observado no grafico. Nota-se, considerando a média dos experimentos (linha
tracejada), que o numero de colonias transformantes aumenta quanto maior o campo
elétrico aplicado, até 8 kV/cm. A partir de 10 kV/cm, inicia-se uma queda do numero de

colonias até 12 kV/em. A continuidade da curva ndo foi verificada, pois a eletroporacao
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nao podde ser avaliada para campos maiores que 12 kV/cm.

Como mencionado anteriormente, algumas imagens ndo foram contadas devido a
grande quantidade de colonias nas placas e, entdo, estes dados ndo puderam ser
representados no grafico. Em algumas placas, foi realizada somente a contagem parcial e,
neste caso, a estimativa do numero de coldnias foi incluida no grafico. Todas essas
imagens encontram-se no Apéndice B. No experimento 1, as placas das condi¢des de 8§ e
10 kV/cm nao foram contadas. No segundo experimento, os valores dos pontos de 8 e
10 kV/cm foram obtidos por meio da contagem parcial, assim como os valores de 6, 8
10 kV/em do terceiro.

No experimento 4, além da série de 2 a 12 kV/cm, algumas amostras foram
realizadas em triplicata para realizacdo das dilui¢cdes; porém, apenas algumas puderam
ser utilizadas para a contagem manual e, consequentemente, estas foram incluidas no
grafico, como sera explicado posteriormente. Sendo assim, o nimero de amostras em
cada condi¢do ndo ¢ igual neste experimento. Isto pode ser observado na Figura 35, na
qual os dados do Experimento 4 estdo representados pelas barras com tonalidade de cinza

mais escura.

C—1 Expenmento 1 C— Experimentn 2
100000 E == Expenmento 3 B Experimento 4
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o : -
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10 3 W
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Campo elétrice (oW iom)

Figura 35. Efeito do campo elétrico na eficiéncia da eletroporagdo. O grafico mostra o
nimero de transformantes para campos elétricos de 2 a 12 kV/cm. As barras representam
a média das trés contagens manuais e as barras de erro representam o valor maximo € o
minimo destas contagens.
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Na Figura 36, sdo exibidas as imagens das placas de Petri correspondentes a uma
das séries do experimento (experimento 2) para uma avaliacdo qualitativa do efeito do
campo elétrico na eficiéncia da eletroporacdo. As placas dos experimentos 1, 3 e 4 podem
ser observadas no Apéndice C. As placas com as dilui¢des das amostras de 6, 8 e

10 kV/cm do experimento 4 serdo discutidas a seguir.

3 kcm 4 kV/em

6 kV/ecm 8 kV/cm 10 kV/em 12 kV/ecm

Figura 36. Placas com coldnias de bactérias apos a aplicagdo dos pulsos no eletroporador
comercial (Experimento 2).

Nos trés primeiros experimentos realizados, as placas com as maiores quantidades
de colonias de bactérias variaram entre as condi¢oes de 6, 8§ ¢ 10 kV/cm. Como em
alguns casos ndo foi possivel fazer a contagem manual dessas placas, foi realizada mais
uma série do experimento (Experimento 4) com estas condi¢des em triplicata, incluindo
diluicdes destas amostras, para estimar a quantidade de coldnias transformantes obtidas
com a aplicagdo destes campos a partir da contagem das amostras diluidas. Na Figura 37,
sdo mostradas imagens das placas deste experimento. Somente alguns destes resultados

foram utilizados no grafico (Figura 35), como sera explicado a seguir.

62



6 kV/em (a) v/ 8 kV/em (a) 10 kV/em (a)

6 kV/cm (b) 8 kV/em (b) v/ 10 kV/em (b)
diluido 10x

diluido 10x

. 4
l

1
\

6 kV/cm (b) 8 kV/cm (b) 10 kV/em (b)
diluido 100x diluido 100x diluido 100x
. 8 — i

diluido 10x

6 kV/em (¢)

8kV/em (c) v/
diluido 10x diluido 10x diluido 10x

10 kV/em (c)

e

6 kV/cm (c) 8 kV/em (c) 10 kV/cm (c)
diluido 100x diluido 100x diluido 100x

Figura 37. Resultado do plaqueamento das amostras submetidas a aplicacao de campos de
6, 8 ¢ 10 kV/cm. As placas cujas contagens foram incluidas no grafico estdo marcadas
com simbolo (¥).
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As quatro placas com as dilui¢des da condicdo de 6 kV/cm nao foram utilizadas
para a contagem porque foi possivel realizar a contagem manual da placa de 6 kV/cm (a),
sem diluicdo. A placa de 8 kV/cm (a) ndo pode ser contada e, entdo, foram realizadas
contagens das placas com as dilui¢des destas condigdes. As quatro placas das diluigdes de
8 kV/cm foram contadas, porém, somente as contagens das placas com dilui¢des de 10x
foram incluidas no grafico por representarem estimativas mais confidveis do que as de
100 x. A placa de 10kV/cm (a) e ambas as placas de 10 kV/cm (¢) ndo puderam ser
contadas e, portanto, ndo foram incluidas no grafico. Com relagdo as amostras de
10 kV/cm (b), as contagens das duas placas ndao puderam ser incluidas nos resultados
porque correspondiam a amostra cuja largura de pulso (1,1 ms) foi muito menor do que a
média das demais (Tabela 1), como explicado anteriormente. As placas das diluigdes que
foram utilizadas estdo destacadas na Figura 37.

O teste com o eletroporador programéavel do LIB foi realizado utilizando-se pulsos
correspondentes a campos de 4 kV/cm, variando-se os demais parametros dos pulsos
(namero e largura dos pulsos e intervalo entre os pulsos), como descrito na Secdo 4.7. E
importante ressaltar que, neste experimento, as larguras de pulso programadas
corresponderam as larguras reais, medidas por meio de um osciloscopio. A aplicacao dos
pulsos no equipamento do LIB resultou no crescimento de coldnias transformantes nas
duas placas da primeira condi¢do, de 1 pulso de 10 ms. A média da contagem manual
realizada nestas placas foi de 489 (Figura 38a) e 300 (Figura 38b). Nas demais condicdes,
nao foi observado o crescimento de colonias de bactérias, com excecao de uma das placas
da segunda condig¢do, de 10 pulsos de 10 ms com intervalo de 10 ms (Figura 38c), na qual

cresceu uma unica colonia.
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Figura 38. Eletroporacdo com o eletroporador programavel, no qual foram aplicados
campos elétricos de 4 kV/cm. As imagens (a) e (b) correspondem a condi¢ao
experimental de 1 pulso retangular com duragdo de 10ms e a (c), de 10 pulsos
retangulares com duragdo de 10 ms e intervalo entre os pulsos de 10 ms.
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5.2. Simulacio de imagens

Para a simulagdo das imagens de colonias de bactérias, foi utilizada uma imagem
da placa de Petri apenas com o meio de cultura (Figura 39a) sem as bordas da placa

(Figura 39b).

Figura 39. Placa de Petri vazia utilizada para a simulagdo de imagens.

Foram geradas imagens de placas de bactérias contendo de 100 a 1000 coldnias,
variando de 100 em 100, conforme descrito anteriormente (Secdo 4.10). Inicialmente,
foram geradas 150 imagens simuladas realizando-se uma equalizagdo dos niveis de cinza
das colonias com o valor de 210 (Figura 40a). Depois, foram feitas 150 imagens
simuladas utilizando uma equalizagdo menor, com o valor de 150 (Figura 40b). Nestas
figuras, uma imagem de cada uma das faixas, de 100, 200, 300 até¢ 1000 colonias, €
mostrada como exemplo.

As imagens simuladas do primeiro grupo foram submetidas a contagem
automatica utilizando-se os dois métodos desenvolvidos neste trabalho. Para ambos os
métodos, o resultado do teste de normalidade das contagens automaticas destas imagens
indicou que a distribui¢do ndo ¢ normal em todas as faixas. Entdo, foi calculada a
mediana dos valores das contagens de cada faixa e as medianas foram comparadas com o
numero de coldnias existentes nas placas (Figura 41).

As imagens do segundo grupo foram submetidas a contagem automatica do
Me¢étodo 2. O resultado do teste de normalidade para estas contagens foi que a distribuicao
¢ normal em todas as faixas e, neste caso, foi calculada a média das contagens de cada

faixa para comparagdo com o nimero de colonias (Figura 42).
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Figura 40. Imagens simuladas de placas de colonias de bactérias, contendo de 100 a 1000
colonias. Em (a), sdo exibidas as imagens do primeiro grupo, que foram geradas
utilizando uma equalizagdo com nivel de cinza de 210. Para o segundo grupo (b), foi
utilizada uma equalizagdo com valor do nivel de cinza de 150. Em ambas, na primeira
coluna, sdo exibidas, de cima para baixo, as imagens de 100 a 500 coldnias e, na segunda
coluna, de 600 a 1000.

66



—B—Simuladas O Wlgtodol — M —Wlétodo 2

16500 -
S00 -
800 -
700 -
800 -
300~
400 -
300 -
200 -
10D -
0

MNamero de colomias

D 1DD-200 300 400 300 &00 700 300 200 10Q00

Numero de coldnias simuladas

Figura 41. Comparagdo entre o numero de colonias nas imagens simuladas do primeiro
grupo ¢ o numero de colonias obtido com a contagem automatica destas imagens
utilizando os dois métodos de processamento. As imagens simuladas deste grupo foram
geradas utilizando uma equalizagdo das coldnias com valor do nivel de cinza de 210.
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Figura 42. Comparacdo entre o nimero de colonias nas imagens simuladas do segundo
grupo ¢ o numero de colonias obtido com a contagem automatica destas imagens
utilizando o Método 2 de processamento. Estas imagens foram geradas utilizando uma
equalizagdo das colonias com valor do nivel de cinza de 150.

Para o primeiro grupo de imagens simuladas, foi calculada a razdo entre as

contagens automaticas ¢ o numero de coldnias para os dois métodos (Tabela 2). Os
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valores variaram entre 98%, para as placas com concentra¢des mais baixas, e 89%, para

as mais altas no Método 1, e entre 98% e 85% no Método 2. Para o segundo grupo, foi

calculada esta razao para o Método 2, e os valores variaram entre 94% e 80% (Tabela 3).

E importante destacar que a razdo obtida ¢ colonias ¢ menor quanto maior o nimero de

colonias em ambos os casos, como pode ser verificado nas tabelas.

Tabela 2. Calculo da razdo entre o nimero de colonias obtido por meio das contagens

automaticas e o numero de colonias nas imagens simuladas do primeiro grupo.

Numero de colonias

Contagem automatica / nimero de colonias

M¢étodo 1 Método 2
100 0,98 0,98
200 0,98 0,97
300 0,96 0,95
400 0,95 0,94
500 0,93 0,91
600 0,92 0,89
700 0,91 0,89
800 0,90 0,87
900 0,89 0,85
1000 0,89 0,84

Tabela 3. Calculo da razdo entre o numero de colonias obtido por meio da contagem
automatica com o Método 2 e o nimero de colonias nas imagens simuladas do segundo

grupo.

Numero de colonias

Contagem automatica / nimero de colonias

Método 2
100 0,94
200 0,93
300 0,91
400 0,90
500 0,89
600 0,86
700 0,85
800 0,83
900 0,81
1000 0,80

Para avaliar o efeito da utilizagdo de imagens simuladas com diferentes

equalizagdes na contagem automatica, foi realizada uma comparagao do desempenho do

Me¢étodo 2 para as imagens do primeiro e do segundo grupo (Figura 43). Nota-se que o
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resultado do primeiro grupo se aproximou mais do numero de colonias nas placas do que

o do segundo.

—8B—Simuladas
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Niumero de coldénias simuladas

Figura 43. Comparagdo dos resultados das contagens realizadas com o Método 2
utilizando imagens simuladas com diferentes equalizagdes. Na figura, “equalizacdo 1” se
refere ao primeiro grupo de imagens simuladas e “equaliza¢ao 2” ao segundo.

5.3. Contagem automatica das placas de eletroporacao

Para a contagem automatica, foram utilizadas 14 imagens de placas de bactérias
dos experimentos de eletroporacdo. Do total de 44 imagens, foram excluidas as das
dilui¢des de 6 kV/cm que ndo foram utilizadas (4), as que continham menos do que 100
colonias (15); as que ndo foram contadas manualmente devido a grande quantidade de
colonias (6) e as que foram contadas de forma parcial (5), pois s6 foram avaliadas as
placas com até, aproximadamente, 1100 colonias e o numero estimado de coldnias nas
placas contadas parcialmente era muito maior que o valor estipulado.

As placas selecionadas foram submetidas a contagem automatica utilizando os
dois métodos de processamento. Destas 14 imagens, 1 apresentou resultados discrepantes
e, entdo, foi excluida das analises subsequentes. Os resultados podem ser observados na
Figura 44, na qual também ¢ exibida a média dos resultados da contagem manual para

comparacao.
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Para as imagens simuladas, foram utilizadas imagens com colonias na faixa de
100 a 1000, de 100 em 100. No caso das imagens das placas de eletroporacdo, nao havia
placas em todas essas faixas. Entdo as 13 imagens foram separadas nas seguintes faixas:
de 100 a 200 (1), 200 a 300 (3), 400 a 500 (4), 800 a 900 (4) e mais de 1000 (1), para a

comparacao dos resultados das imagens simulagdo e das de eletroporagao.

# Wanual ©Meétodo 1 = Método 2

1200 -
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800 - o x
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0 T T T T T 1
0 200 400 Bo0 00 1000 L1200

Numero de colonias {contagem manual)

Figura 44. Comparagdo entre o nimero de colonias obtido por meio da contagem manual
e por meio das contagens automaticas utilizando os dois métodos de processamento em
imagens de placas de eletroporagao.

Foi calculada a razdo entre as contagens automaticas e a contagem manual para os
dois métodos (Tabela 4). Os valores variaram entre 114% ¢ 73% no Método 1, e entre
102% e 75% no Método 2. A comparacdo desses valores entre os dois métodos pode ser
avaliada graficamente na Figura 45.

Posteriormente, foram feitas analises qualitativas dos resultados das contagens
automaticas realizadas com ambos os métodos (Figura 46). Foi avaliada a localizag¢do dos
circulos detectados no resultado final (apds as filtragens), pois foi observado que,
eventualmente, eram detectados circulos que nao correspondiam a colonias nos resultados
obtidos por meio do Método 1 e do Método 2 (Figura 47).

Entdo, foram feitas contagens manuais destes pontos localizados fora das colonias
(falso-positivos) nas imagens com os resultados da Transformada de Hough, como o da
Figura 46, para os dois métodos. Em seguida, os valores obtidos foram subtraidos dos

resultados originais das contagens (Figura 48).
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Tabela 4. Célculo da razdo entre as contagens automadticas e a contagem manual.

Contagem manual Contagem automatica / contagem manual
(média) Meétodo 1 Método 2
100 a 200: 102 1,14 0,96
200 a 300: 208 0,88 0,97
272,7 0,94 1,02
299,7 1,03 0,97
400 a 500: 409,7 0,86 0,99
469 0,91 0,98
488,3 0,76 0,75
489 0,82 0,81
800 a 900: 814,7 0,88 0,87
842,7 0,82 0,93
858,3 0,85 0,92
909,3 0,82 0,88
>1000: 1135 0,73 0,79

ShIEtodo 1 ¥ Método

[

0 200 400 600 800 1000 1200
Numero de colonias {contagem manual)

Figura 45. Comparagao da razao contagem automaticas / manual entre os dois métodos.



B Processamento de imagens de bactérias
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Figura 46. Resultado final da aplicagdo da Transformada de Hough.
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Figura 47. Circulos detectados ndo correspondentes a colonias. Os recortes (a), (b), (c)
sdo de imagens submetidas ao Método 2 de processamento e (d), (e), ao Método 1.

# Manual
OMétodo 1 apds analise

AME 2 apés anili
1700 - Iétodo 2 apos andlise

1000 -
300 - o n
600 -

400 .

Mumero de calinias

200 A

0 200 400 s00 200 1000 1200

Numero de colonias {contagem manual)
Figura 48. Comparagdo entre o numero de colonias obtido por meio da contagem manual

e por meio das contagens automaticas utilizando os dois métodos de processamento apos
analise dos falso-positivos.

73



Para facilitar a comparacdo, sdo apresentados os resultados das contagens apos

subtracdo dos pontos falso-positivos e os resultados originais de cada método no mesmo

grafico (Figura 49). Nota-se que os valores das contagens apds a analise dos falso-

positivos, em comparacao com os resultados originais, foram reduzidos no Método 1. No

segundo método, essa diferenca ¢ dificilmente observada, mas, pode ser verificada no

ultimo ponto.

O Método 1 original

1200

1000 4

Momero de coltinias

200 -

0

1200

L1000 A
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200

0

200 +

200 -+
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o
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Numero de colénias {contagem manual)
Meétodo 2 original 4 Método 2 apds analise

o

0
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Numero de colonias (contagem manual)

Figura 49. Comparacao entre o resultado original das contagens automaticas e o resultado
apo6s analise dos falso-positivos.
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Posteriormente, foi calculada a razdo entre as contagens automaticas apoOs a
andlise e a contagem manual para os dois métodos (Tabela 5). Os valores variaram entre
87% e 62% no Método 1, e entre 102% e 72% no Método 2. A comparagdo desses

valores entre os dois métodos pode ser avaliada graficamente na Figura 50-A.

Tabela 5. Calculo da razdo entre as contagens automaticas apds andlise e a contagem
manual.

Contagem manual Contagem automatica apos analise /
(média) contagem manual
Meétodo 1 Método 2
100 a 200: 102 0,62 0,96
200 a 300: 208 0,75 0,96
272,7 0,87 1,02
299,7 0,77 0,97
400 a 500: 409,7 0,81 0,99
469 0,87 0,97
488,3 0,66 0,72
489 0,71 0,81
800 a 900: 814,7 0,84 0,87
8427 0,79 0,92
858,3 0,79 0,92
909,3 0,75 0,87
>1000: 1135 0,70 0,75

Para aprofundar a avaliagdo, foi realizada a comparagao dos valores obtidos com a
razdo contagem automaticas/manual antes (Tabela 4) e depois da andlise dos falsos
positivos (Tabela 5) de ambos os métodos (Figura 50 - B, C). Comparando com os
valores dos resultados originais, percebe-se que os valores apds andlise foram reduzidos
principalmente no Método 1. Neste método, a razdo apos analise ¢ menor do que a razao
sem analise em todas as faixas analisadas, enquanto que no segundo método, a razdo ¢

menor em alguns pontos e igual em outros.
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Figura 50. Comparagdo da razdo contagem automaticas / manual entre os dois métodos
apos analise dos falso-positivos (A), entre o Método 1 antes e depois da analise (B) e
entre o Método 2 antes e depois (C).
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Capitulo 6. Discussiao

6.1. Eletroporacao

Neste trabalho, foram realizados experimentos de eletroporagdo utilizando um
equipamento comercial e outro programavel por computador, desenvolvido no
Laboratério de Instrumenta¢ao Biomédica (LIB).

O primeiro objetivo dos experimentos utilizando o eletroporador comercial foi
validar o modelo experimental desenvolvido no LIB. E possivel concluir, a partir dos
resultados descritos na Se¢do 5.1, que os materiais € os protocolos utilizados sao
adequados para avaliagdo da eletroporagdo celular, dado que as bactérias foram
eficientemente eletroporadas na maioria das condi¢cdes testadas e que os controles
funcionaram de acordo com o esperado.

Com relacdo a estes experimentos, os resultados das condic¢oes 2 e 2,5 kV/cm nao
podem ser considerados resultados eficientes, pois cresceram poucas colOnias nestas
placas (Figura 35, p.61). Isto significa que poucas células, em meio a centenas,
adquiriram resisténcia a ampicilina com a aplica¢@o dos pulsos elétricos referentes a estas
condicdes e formaram colOnias nestas placas. Porém, estes resultados sdo de dificil
replicacdo, isto €, repetindo-se as mesmas condigdes experimentais, ¢ possivel que nao
seja formada nenhuma coldnia nestas placas, como ja ocorreu uma vez na condi¢do de
2 kV/cm.

O segundo objetivo relacionado a estes experimentos foi caracterizar uma curva
de eletroporagdo, para verificar a relagdo entre o numero de colonias transformantes e o
campo elétrico aplicado, utilizando pulsos exponenciais com largura de pulso de
17,9 +£3,6 ms. Foi observado que o numero de colonias transformantes ¢ maior, quanto
maior o campo elétrico aplicado até 8 kV/cm. Apds este valor, ha uma diminuicao do
numero de coldnias até 12 kV/cm (Figura 35). Como explicado previamente, nao foram
aplicados campos maiores que 12 kV/cm.

No trabalho de Dower et al. (1988), pulsos exponenciais unicos correspondentes a
campos de até¢ 16,7 kV/cm, com larguras de pulsos de 5 ¢ 20 ms, foram aplicados a
bactérias E. coli. Os resultados demonstraram que a eficiéncia da eletroporagao foi maior
para as condic¢des de 7 kV/cm com largura de 20 ms e 11 kV/ecm com largura de 5 ms. No
presente trabalho, a maior eficiéncia de eletroporacao foi obtida nas condi¢des de

8 kV/cm utilizando pulsos com largura média de 17,5 ms, sendo que a largura minima foi
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de 16,7 e a maxima, de 19,1 ms (Tabela 1, p. 60). Estas condi¢des estdo mais proximas da
condi¢do de 7 kV/cm com largura de 20 ms do artigo de Dower et al. (1988); porém, a
largura de pulso utilizada no presente trabalho ndo foi exatamente constante, o que
dificulta a comparagao dos dois trabalhos.

Tyurin et al. (2005) utilizaram pulsos TtUnicos retangulares de 10 ms
correspondentes a campos de 9 a 25 kV/cm, e a eficiéncia da eletroporacao foi maior na
condi¢do de 25 kV/cm para as trés cepas de bactérias testadas: duas cepas da bactéria
Clostridium thermocellum e uma Thermoanaerobacterium saccharolyticum. Estes
resultados, obtidos com campos elétricos maiores que os do presente trabalho e de Dower
et al. (1988), podem ser explicados pelo fato das bactérias utilizadas serem Gram-
positivas, enquanto que a E. coli ¢ Gram-negativa e, conforme explicado na Se¢do 3.2.1,
as bactérias Gram-negativas sdo mais facilmente eletroporadas.

Posteriormente, foram realizados os experimentos no eletroporador programavel
do LIB com objetivo unico de testar o equipamento, ¢ ndo de comparar o desempenho
deste equipamento com o do comercial. Foram testadas trés condi¢des, como explicado
na Secdo 4.7, e os resultados (Figura 38, p. 64) indicam que a eletroporagdo ¢ eficiente
somente na condi¢do de 1 pulso de 10 ms. Em uma das placas da outra condigdo, de 10
pulsos de 10 ms com intervalo de 10 ms, cresceu apenas uma coldnia, o que nao pode ser
considerado um resultado eficiente, assim como discutido com relagdo aos resultados do
eletroporador comercial.

Ja foi demonstrado que a extensdo da permeabilizacao celular depende da
intensidade, da duragio e também do numero de pulsos (ROLS e TEISSIE, 1990). Neste
trabalho, um dos experimentos foi realizado aplicando-se pulsos retangulares com
intensidade e durag@o constantes e numero de pulsos variaveis a células de mamiferos, e
foi observado que a permeabilidade celular aumenta linearmente com o niimero de pulsos
aplicados até 10 pulsos.

No experimento com o eletroporador do LIB, inicialmente, esperava-se que a
eficiéncia da eletroporacdo fosse maior na condicdo de 10 pulsos de 10 ms em
comparacao com 1 pulso de 10 ms; porém, este ndo foi o resultado encontrado. Por outro
lado, foi observado, quando as amostras eram retiradas das cubetas de eletroporacdo, que
ocorreu formagdao de pequenas bolhas em algumas. Entdo, acredita-se que houve um
aquecimento das amostras durante a aplicagdo dos pulsos, fendmeno conhecido como
efeito Joule.

Este efeito foi observado no trabalho de Eynard et al. (1992), e os autores
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realizaram uma estimativa da variagdo da temperatura da amostra a partir da intensidade
de corrente, da resisténcia e do volume da amostra, e da duragdo do pulso. Foi calculado
um aumento da temperatura entre 16 e 40 °C. Contudo, segundo Sambrook et al. (1989),
a eletroporacdo deve ser realizada em baixas temperaturas (0 a 4 °C), pois a eficiéncia
deste processo ¢ reduzida em até 100 vezes quando realizada a temperatura ambiente.
Baseando-se nesta afirmacdo, pode-se concluir que o efeito Joule ¢ um fator prejudicial
ao processo de eletroporagdo. Adicionalmente, no trabalho de Kinosita e Tsong (1977),
foi observado que a permeabilidade depende da temperatura, sendo tanto maior quanto
menor a temperatura.

Nos experimentos no equipamento do LIB, as amostras, que ficavam no gelo até o
momento da eletroporagdo, foram colocadas em cubetas geladas e a cuba de
eletroporagao, aonde eram colocadas as cubetas, ficava imersa em gelo. Isto €, todos os
procedimentos foram realizados para manter os materiais em baixas temperaturas.
Entretanto, com a aplicagdo dos pulsos, a temperatura aumentava. Nao foi calculada a
estimativa de variacdo da temperatura, mas foram observadas alteracdes nas amostras que
indicam que esta variagdo foi grande, como a formagao de bolhas. Em alguns casos,
ocorreu evaporagao de uma parte das amostras, dado que foi retirado um volume menor
de amostra que o colocado inicialmente. Nos experimentos realizados no eletroporador
comercial, essas alteracdes ndo foram observadas nas amostras (com 65 pl) e, entdo,
supde-se que o aquecimento das amostras eletroporadas no equipamento do LIB (com
25 ul) esteja relacionado com o pequeno volume destas amostras, além da utilizagdo de
pulsos repetidos em algumas condi¢des. Adicionalmente, no equipamento comercial, as
amostras e os materiais utilizados para a eletropora¢do também ficavam no gelo até o
momento de sua utilizagdo; mas, como a cuba de eletroporagao deste equipamento nao
pode ser imersa em gelo, este processo foi realizado a temperatura ambiente.

Com relacdo as diferencas observadas na eficiéncia da eletroporacdo entre as
condicdes testadas, a principal hipotese para explicar os resultados do equipamento do
LIB envolve o efeito Joule. E possivel que a eletroporagdo tenha sido eficiente nas
amostras submetidas a pulsos Unicos, comparando com as de pulsos repetidos, porque, no
primeiro caso, a duragdo total dos pulsos era menor e, entdo, ocorria um aumento menor
da temperatura das amostras, favorecendo a eletroporagao.

E importante destacar também que os resultados destes experimentos nio podem
ser comparados com os realizados no eletroporador comercial, apesar de terem sido

utilizados pulsos elétricos correspondentes a campos de 4 kV/cm em ambos os
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equipamentos, com os demais parametros de pulsos diferentes (forma de onda, largura de
pulso, nimero de pulsos e intervalo entre os pulsos), pelos motivos explicados a seguir.

Segundo Sambrook et al. (1989), ha variagdo na eficiéncia da transformagdo na
ordem de duas a dez vezes quando sdo realizados experimentos utilizando diferentes
aliquotas da mesma cultura de células. No caso do experimento com os eletroporadores,
foram utilizadas amostras de diferentes preparagdes de células competentes, realizadas
em dias diferentes. Entdo, assim como hé variacdo entre diferentes aliquotas de uma
mesma amostra, ¢ possivel que haja variacdo na eficiéncia da transformacdo entre
amostras de diferentes preparacdes.

O segundo motivo ¢ referente a quantidade de células competentes utilizadas, que
ndo foi a mesma nos dois casos, pois foi realizada uma adaptacdo do protocolo original
para os experimentos com o eletroporador programavel. Segundo o protocolo original de
preparo das células competentes, o sedimento celular final deve ser ressuspenso em
700 ul de glicerol 10% gelado e esta suspensdo deve ser distribuida em aliquotas de
60 ul. Em seguida, devem ser adicionados 5 pl de plasmideos aos 60 pl de células
competentes. Este protocolo foi usado nos experimentos no eletroporador comercial, cuja
cubeta possuia um volume de trabalho entre 40 e 400 pl

Como no eletroporador do LIB o volume de trabalho era bem menor, de 25 ul, o
volume de cada aliquota deveria ser 20 ul para adicionar o mesmo volume de DNA
(5 ul). Se o sedimento celular final fosse ressuspenso no mesmo volume de glicerol,
seriam utilizados somente 20 ul de células competentes ao invés de 60 ul e,
consequentemente, seria utilizado somente 1/3 da quantidade de células dos experimentos
do eletroporador comercial. Entdo, foi estabelecido que o sedimento celular final fosse
ressuspenso em um volume menor de glicerol 10%, de 150 ul, para que a amostra ficasse
mais concentrada e, depois, que a suspensdo fosse distribuida em amostras de 20 pl.
Porém, como o volume do sedimento celular ndo é exatamente o0 mesmo em todos os
experimentos, ndo ¢ possivel fazer uma comparagdo entre as quantidades de células
utilizadas nos experimentos dos diferentes equipamentos.

E importante ressaltar que a escolha de utilizar um volume menor de glicerol
nestes experimentos foi uma estratégia adotada empiricamente, baseada na hipdtese de
que quanto mais células, maior a probabilidade destas incorporarem os plasmideos
presentes na amostra e, entdo, o nimero de coldnias transformantes seria maior. No

entanto, ndo foram encontrados relatos na literatura discutindo qual a concentragdo ideal
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de cé¢lulas para eletroporacao.

Para comparagdo dos resultados de ambos os eletroporadores em experimentos
futuros, estes devem ser realizados no mesmo dia, com a mesma preparagdo de células
competentes ¢ com a mesma quantidade de células. O ideal ¢ que fosse utilizado o
mesmo tipo de cubeta de eletroporagdo ou, ao menos, uma cubeta com o mesmo volume
de trabalho. Isto ¢ importante pelos seguintes motivos: para que possa ser utilizado o
mesmo volume de amostra, o que significa utilizar a mesma quantidade de células; e para
diminuir o efeito Joule, principalmente no caso do eletroporador do LIB, no qual era
utilizado um volume de amostra menor. Outro parametro que deve ser controlado de
maneira mais eficaz ¢ a concentragdo do plasmideo. Foram utilizados 5 pl de DNA com
concentracao aproximada de 93,3 ng/ul; porém, as concentragdes variaram entre 77,6 e
105 ng/pul. Para que seja realizada uma comparagdo da eficiéncia da eletroporacao entre
dois equipamentos, ¢ necessario utilizar a mesma concentracio de DNA. Para tal, ¢
necessario definir uma concentracdo padrao de plasmideo e, entdo, medir a concentragao
de cada aliquota de plasmideo e diluir ou concentrar o material, de acordo com a

necessidade.
6.2. Desempenho dos algoritmos desenvolvidos

Com relagdo aos algoritmos desenvolvidos neste trabalho para contagem
automatica de colonias, foi realizada, além da contagem manual, uma simulacdo de
imagens para validad-lo. Muitos pesquisadores utilizam somente a contagem manual para
calcular a eficdcia dos contadores automaticos, partindo do pressuposto de que esta
contagem representa corretamente o numero de colonias (BARBER et al., 2001;
BERNARD et al., 2001; BISTON et al., 2003; MAROTZ et al., 2001; PUTMAN et al.,
2005). Porém, ja foi demonstrado que a contagem manual € subjetiva, que varia de pessoa
para pessoa e também para um mesmo observador (HERMAN et al., 1983; LUMLEY et
al., 1997). Uma solugdo para este problema ¢ utilizar imagens simuladas com nimero de
colonias conhecido, como foi realizado por Bewes et al. (2008). Alternativamente, pode-
se comparar os resultados da contagem manual e da automatica realizada pelo programa
desenvolvido com os resultados da manual e da automatica obtida por meio de um
contador comercial (CLARKE et al., 2010; DAHLE et al., 2004) ou de um contador
disponivel gratuitamente na Internet (CHEN e ZHANG, 2009).

No que concerne a contagem automatica das imagens simuladas (Tabela 2, p. 68),
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0 Método 1 apresentou melhores resultados que o Método 2. A média da razao contagem
automatica / numero de colonias foi de 93% e 90,8%, respectivamente. A diferenca entre
os métodos foi maior nas imagens simuladas com quantidades maiores de colonias: os
valores da razdo utilizando Método 1 variaram entre 98%, para as imagens com
quantidades maiores, ¢ 89%, para as com quantidades menores, e entre 98% e 85%
usando o segundo método.

Estes resultados podem ser explicados com base nas diferengas entre as etapas de
pos-processamento destes métodos. No primeiro método, as coldnias detectadas eram
removidas da imagem binaria enquanto que no segundo, eram removidas da imagem com
as colonias preenchidas. Porém, como mostrado na Figura 32 (p. 54), algumas colonias
ndo tiveram o interior preenchido porque as suas bordas ndo tinham o perimetro
completamente fechado. Sendo assim, a utilizacdo da imagem preenchida para o pos-
processamento representou uma desvantagem em relacao a utilizagao da imagem binaria
do Método 1. Com relagdo ao pré-processamento, as diferencas entre os algoritmos
utilizados para detec¢do das bordas das colonias ndo foram verificadas nas imagens
simuladas.

Quando os métodos de processamento foram aplicados as imagens reais de
colonias de bactérias, os resultados foram diferentes (Tabela 4, p. 71 e Tabela 5, p. 75). A
média da razdo contagem automatica/ manual das colonias foi 88% para o primeiro
método e 91% para o segundo. Apods a andlise dos falso-positivos, isto €, dos circulos
detectados que nao correspondiam a coldnias, a média foi, respectivamente, 76,4% e
90,2%. Os valores das contagens ap0s esta analise foram bastante reduzidos no Método 1,
de 88% para 76,4%, enquanto que no Método 2, a reducdo foi muito menor, de 91% para
90,2%. Neste método, a diferenca entre os resultados original e apos a andlise ¢ proxima
de zero na maioria das faixas, sendo que apenas na ultima, com mais de 1000 coldnias,
foi observada uma diferenca maior (Figura 49, p. 74). De acordo com estes dados, o
Me¢étodo 2 apresentou melhores resultados, principalmente, apds a andlise dos falso-
positivos, indicando que este método € mais robusto que o primeiro.

Com relagdo a estes resultados, a etapa mais critica foi a do pré-processamento.
Nas imagens reais, a equalizacdo ndo ficou homogénea devido ao tipo de iluminagdo
utilizada, correspondente a uma lampada circular e, entdo, as bordas das imagens ficaram
sempre mais claras que o centro. Desta forma, a etapa de conversdo para bindria do

Meétodo 1 ficou comprometida, conforme ilustrado na Figura 51.
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Figura 51. Etapa de conversdo para binaria usada no Método 1, utilizando diferentes
limiares: 84 (a), 96 (¢), 124 (e) e as respectivas (b), (d), (f) imagens das bordas obtidas.

Nesta figura, a imagem (a) foi gerada a partir do limiar com valor de 84, (¢) com
96 e (e) com 124. Nota-se que ao utilizar um limiar menor (a), (b), perde-se a informagao
da borda enquanto que, ao utilizar um limiar maior (e), (f), as colonias do centro da placa
sdo perdidas. Utilizando-se um limiar intermedidrio (c), (d), perdem-se ambas as
informagdes. Como para a maioria das placas, a perda de informagdo ¢ menor utilizando
um limiar menor, como no exemplo da Figura 51, esta foi a op¢ao escolhida na etapa de

conversao para bindria. Porém, a caracteristica das bordas mais claras implica na geracao
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dos pontos falso-positivos (Figura 47, p. 73), os quais sdo conseguem ser eliminados
pelos filtros utilizados.

No caso do Método 2, as imagens da borda sdo geradas a partir da imagem
original e, depois, sdo convertidas para binaria (Figura 31, p. 53). Para comparar o pré-
processamento de ambos os métodos, a mesma imagem original utilizada para gerar as
imagens da Figura 51 foi utilizada na Figura 52 para aplicacdo do filtro Sobel. E possivel
notar que o Método 2 ndo ¢ afetado pelo problema da equalizagdo heterogénea das
imagens. Outra vantagem deste método ¢ que ele ¢ completamente automatizado, nao

dependendo da intervengao do usudrio em nenhuma etapa do processamento.
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Figura 52. Imagem de bordas bindria apds aplicag@o do filtro Sobel do Método 2.

Estas diferencas ndo foram observadas nas imagens simuladas porque, na
simulagdo, os recortes das colonias foram equalizados e foi utilizada uma imagem da
placa de Petri com a melhor equalizagdo entre as opcdes existentes. Sendo assim, a etapa
de pré-processamento dos dois métodos nao foi discrepante e ambos foram satisfatorios
para deteccdo das bordas das colonias. Outra questao importante acerca dos resultados
das contagens das imagens simuladas ¢ que ndo foram observados falso-positivos, sendo
assim, nao foi feita a analise destes pontos para estas imagens.

Outra diferenca entre os resultados das imagens simuladas e reais foi que a razao
contagem automatica / nimero de colonias ¢ menor quanto maior o numero de coldnias
nas simuladas. No segundo caso, essa relacao entre a contagem automatica / manual e a
contagem manual ndo foi observada e, ainda, os valores da razao das contagens variaram
ao longo das faixas com diferentes quantidades de colonias (Tabela 4, p. 71 e Tabela 5,

p. 75). Esses resultados indicam novamente o problema da equalizacdo das imagens. Nas
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imagens simuladas, o fator limitante para deteccdo foi o nimero de coldnias nas placas e
também a quantidade de colonias agregadas, enquanto que nas imagens reais, algumas
imagens com maior nimero de colonias apresentaram melhores resultados do que outras
com menor quantidade destas. Adicionalmente, imagens simuladas geradas com
equalizagdes diferentes foram submetidas ao Método 2 de contagem e os resultados
demonstraram que as imagens com maior equaliza¢do se aproximaram mais do niimero
de colonias nas placas do que as do outro grupo (Figura 43, p. 69).

Os resultados das imagens simuladas demonstram o potencial de ambos os
métodos para detectar as colonias de bactérias, mas indicam que a aquisi¢ao de imagens
precisa ser aperfeicoada. Uma alternativa para o método atual de aquisicdo de imagens
seria a utilizacdo de uma iluminacdo invertida, como realizado por Clarke et al. (2010).
Neste trabalho, uma camera digital foi colocada em um suporte e a placa de cultivo era
colocada em cima do “iluminador” (Hoefer Scientific Instruments, CA), como pode ser
observado na Figura 53. Porém, para utilizar este método é necessario corar as coldnias
de bactérias para obter um contraste entre estas € o meio de cultivo, pois as colonias sdo
brancas e o meio tem cor amarelo claro. No método de aquisigao atual, foi utilizado um
fundo preto em baixo da placa para aumentar o contraste entre estes objetos. Entretanto,
ndo seria possivel utilizar um fundo preto com a iluminag¢ao invertida devido a ordem dos
objetos. Sendo assim, esta técnica ndo pdde ser testada no presente trabalho, pois
requereria a utilizagdo de um método de coloracao das coldnias.

Segundo Chen e Zhang (2009), a faixa aceitavel para contagem manual ¢ de 30 a
300 colonias. No presente trabalho, este valor foi extrapolado para 1000 coldnias porque,
quando se esta testando diferentes parametros de eletroporacdo, ndo ¢ possivel prever em
quais condi¢des serdo obtidos maiores numeros de colonias e nem qual a ordem de
grandeza destes valores e, também, para desenvolver um programa com uma faixa mais
abrangente.

No trabalho de Chen e Zhang (2009), foram testadas 9 imagens coloridas com
2161 coldonias no total e 0 método proposto apresentou precisao de 0,97 &+ 0,03. Depois,
foram testadas 24 imagens monocromaticas, sendo 9 com 1080 coldnias, consideradas
pelos autores de boa qualidade, e 15 com 330 colonias, de qualidade ruim, e os resultados
foram 0,94 + 0,07 para o primeiro grupo e 0,41 +0,16. Foram avaliadas também 15
imagens monocromaticas da mesma placa tiradas com diferentes condi¢des e a precisao

média calculada foi de 0,93 + 0,11.
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Figura 53. Sistema de aquisi¢ao de imagens utilizado por Clarke et al. (2010).

Bewes et al. (2008) validaram o programa com a contagem manual de 25 frascos
de cada uma de duas linhagens celulares (melanoma e neuroblastoma), contendo de 100 a
240 colonias, e a correlagdo entre os resultados das contagens automatica e manual,
segundo os autores, foi forte (r = 0,95). Adicionalmente, foi feita uma validacdo com os
resultados da simulacdo de Monte Carlo e foi observada uma correlagdo muito forte para
ambas as linhagens (r>0,99). Também foi observado, avaliando-se a inclinagdo das
retas, que o programa apresentou uma tendéncia de subestimar as contagens.

O programa desenvolvido por Dahle et al. (2004), ScanCount, também foi
validado em termos de correlagdo entre as contagens automatica e manual. Foram
utilizadas imagens de colonias de duas linhagens com diferentes morfologias (de
fibroblastos e de queratinocitos), com até 350 colonias, e os resultados demonstraram
uma forte correlagdao (r=10,959 e r =0,997, respectivamente). Conjuntamente, foi feita
uma avalia¢do calculando-se a diferenga entre as contagens manuais € automaticas e os
autores mostraram que 10 de 36 medidas localizaram-se fora do limite de + 10%. A
comparacao com um contador comercial indicou que o algoritmo proposto neste artigo
apresentou resultados com maior acuracia do que os do comercial.

Os resultados das contagens automaticas realizada pelo programa NICE,
desenvolvido por Clarke et al. (2010), indicaram que estas contagens estdo de acordo com
as contagens manuais € que encontram-se dentro da faixa de 10% do niimero de coldnias
determinado pelo segundo método. Neste trabalho, foram avaliadas 48 imagens com até
300 coldnias de bactérias e foi observado que o algoritmo pode superestimar as contagens
na faixa de 50 a 150 coldnias e subestimar acima de 200. Também, foi calculado o erro
médio de 2,7%. A comparagdo entre as contagens automaticas realizadas pelo algoritmo

proposto e as realizadas pelo contador comercial demonstrou que estas estdo de acordo e,
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apesar da dispersdo, os valores encontram-se dentro do limite de 10% (n = 480).

Como nos trabalhos apresentados anteriormente foram utilizadas imagens com até
300 colonias aproximadamente, ¢ necessario fazer uma avaliagdo dos resultados do
presente trabalho também na faixa de 100 até 300 colonias.

Entdo, de acordo com os dados da simulagdo de imagens do primeiro grupo (com
maior equalizacdo), apresentados na Tabela 2 (p. 60), a média da razdo contagem
automatica / manual nesta faixa foi de 97,3% para o Método 1 (n=45) e 96,6% para o
Me¢étodo 2 (n =45) e a correlacdo entre a contagem automatica € o numero de colonias foi
de 0,999 para ambos os métodos. A média para as imagens simuladas do segundo grupo
(com menor equaliza¢do), exibidas na Tabela 3 (p. 68), as quais foram contadas com
Meétodo 2, foi de 92,5% (n =45) ¢ a correlagao, 0,999.

Quanto aos resultados das imagens reais, nesta faixa de 100 a 300 coldnias, as
médias foram de 99,6% para o Método 1 (n =4) e 97,9% para o Método 2 (n =4) (Tabela
4, p. 71) e a correlagdo entre as contagens, 0,976 e 0,997. Apds a andlise dos falso-
positivos, as médias foram 75,2% (n=4) e 97,7% (n=4), respectivamente (Tabela 5,
p. 75), e a correlagdo, 0,987 ¢ 0,997.

Comparando estes valores com os coeficientes de correlacao de outros artigos da
area (BEWES et al., 2008; DAHLE et al., 2004), conclui-se que ambos os métodos
desenvolvidos no presente trabalho apresentaram um desempenho compativel ou
superior. Entretanto, o coeficiente de correlacdo indica apenas o comportamento das
variaveis analisadas e ndo reflete a quantidade de colonias detectadas pela contagem
automatica. Como ndo foi encontrado um trabalho na literatura que avalie as contagens
da mesma maneira, isto €, calculando a razdo entre as contagens automadtica e manual,
para o caso das imagens reais, ou entre a contagem automatica e o numero de colonias,
para as simuladas, ¢ dificil realizar uma comparagao mais precisa entre este € os demais
trabalhos.

Nota-se que tanto o Método 1 quanto o Método 2 apresentaram uma tendéncia de
subestimar as contagens, assim como os algoritmos desenvolvidos por Bewes et al.
(2008) e Clarke et al. (2010). Ainda, conforme apresentado na Se¢do 5.3, ambos o0s
métodos propostos nao foram aplicados em placas com concentragdo de colonias muito
alta, nas quais héd agregados de muitas colonias. Por outro lado, os métodos sdo capazes
de contar colonias agregadas, mesmo que em numero limitado (agregados de 5 ou mais
colonias), enquanto que alguns contadores automaticos ndo sdo capazes de reconhecer

colonias agregadas como distintas (BARBER et al., 2001; DAHLE et al., 2004; NIYAZI
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et al., 2007). Outros algoritmos, como o desenvolvido por Chen e Zhang (2009),
conseguem separar as colonias, mas reconhecem que o programa ainda apresenta
limitagdes para esta tarefa.

E importante ressaltar que o programa nio foi testado em condi¢des experimentais
diferentes das descritas nesse trabalho; contudo, desde que a morfologia das colonias de
células seja circular e ndo haja agregados de muitas coldnias nas placas, o desempenho

dos métodos nio seria afetado.
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Capitulo 7. Conclusao

Neste trabalho, foi desenvolvida uma metodologia para avaliagdo da eletroporacao
de bactérias, incluindo a montagem da estrutura para o cultivo destas células, o pedido do
Certificado de Qualidade em Biosseguranca e o estabelecimento dos protocolos. Todos os
objetivos foram cumpridos conforme previsto, € o modelo experimental foi validado
utilizando um eletroporador comercial. Também, foram realizados testes no equipamento
desenvolvido no Laboratério de Instrumentacdo Biomédica, o qual foi capaz de
eletroporar bactérias em condi¢des especificas. Conforme discutido na Se¢do 6.1, ¢
necessario realizar ajustes nos protocolos de eletroporacdo para utilizagcdo em
experimentos futuros.

Foram desenvolvidos dois métodos de processamento, baseados na Transformada
de Hough (TH), para contagem automatica das coldnias de bactérias. Conclui-se que a
TH implementada, associada outras técnicas de processamento de imagens, foi capaz de
detectar e quantificar colonias de bactérias em diferentes concentragdes. O Método 1 de
processamento ¢ indicado para imagens que possuam uma equalizagdo homogénea (ideal)
e o Método 2 deve ser utilizado quando uma equalizacdo ideal ndo possa ser alcancada.
Entretanto, o mais indicado seria aprimorar o sistema de aquisicdo de imagens, por
exemplo, adaptando os protocolos de eletroporacao utilizados e adicionando um método
para corar as colonias e, entdo, utilizar a iluminacdo invertida. Outra opgdo seria
acrescentar uma etapa no pré-processamento cujo objetivo seja equalizar as imagens,
importante principalmente para o Método 1. Apesar das limitagdes, os resultados indicam
que ambos os algoritmos apresentaram um desempenho compativel ou superior ao dos

métodos relatados na literatura.
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Apéndice A

A imagem A1 exibe o Extrato Prévio publicado no Didrio Oficial da Unido N° 59

do dia 28 de margo de 2011.

EXTRATO PREVIO N° 272272011

O Presidente da Comissio Técmica Nacional de Biossegu-
ranga - CTINBio. no nso de suas atribuicdes e de acordo com o ameo
14, mnciso XTI da Ler 11.105/05 e do Art. 5. mciso XX do Decreto
5.591/05. torna publico que encontra-se em analise na Comuissdo o
processo a segulr discrimmnado:

Processe o 01200.005298/2004-92

Requerente: Programa de Engenhana Quinuca - COP-
PEATFRY

CQB: 223/06

Proton: 4314711

Data de Protocolo: 10/02/11

Assunto; Solicitagio de Parecer para extensio de CQB/NB-
1

Ementa; A Presidente da Comissio Intema de Biosseguran
da instimicdo solicita parecer técmico da CTNBio para a extensio E
%%B para o Laboratorio de Instumentagio Biomedica (LIB) para
NB-1 para finalidade de pesquisa em resime de contencdo com mi-
crofzanismos geneticamente modificados da classe de risco 1 e ar-
mazenamento. Foi enviada na documentacdo a declaracio do res-
ponsavel legal, resumo do projeto e mformagbes relativas 3 bros-
Seguranga. ) ) )

A CTNBio esclarece que este exmato prévio nio exime a
requerente do cumpnmento das demais legislacdes vigentes no pais,
aplicavels ao objeto do requerimento:

A CTNBio informa que o publico tera tnnta dias para se
manifestar sobre o presente pleito. a partir da data de sua publicacio.
Solicitagdes de maiores mformacdes deverde ser encaminhadas. por
escrito. 3 Secretana Execunva da CTNBio

EDILSON PATVA

Figura A 1. Extrato Prévio publicado no Diario Oficial da Unido N° 59.
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Apéndice B

Nas figuras B1 e B2, sdo exibidas, respectivamente, as imagens que nao foram

contadas manualmente devido a grande quantidade de colonias nas placas e as que foram

contadas parcialmente.

8 kV/em 8 kV/cm (a) 10 kV/cm (c) diluido 10x
Experimento 1 Experimento 4 Experimento 4

10 kV/em 10 kV/em (a) 10 kV/em (c) diluido 100x
Experimento 1 Experimento 4 Experimento 4

Figura B1. Placas que ndo foram contadas manualmente.
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8 kV/em 10 kV/em
Experimento 2 Experimento 2

6 kV/cm 8 kV/cm (a) 10 kV/em
Experimento 3 Experimento 3 Experimento 3

Figura B2. Placas submetidas a contagem manual parcial.
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Apéndice C

As figuras C1 a C3 correspondem as séries dos experimentos de eletroporagao,

utilizando o eletroporador comercial, que nao foram apresentadas nos resultados.

2 kV/em 2,5kV/ecm 3kV/cm 4 kV/em

6 kV/em 8 kV/em 10 kV/em 12 kV/em

Figura C1. Experimento 1
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3kV/em 4 kV/ecm 6 kV/cm

& kV/em 10 kV/ecm 12 kV/ecm

Figura C2. Experimento 3.

2 kV/em 2,5 kV/ecm 3 kV/em 4 kV/cm

6 kV/cm (a) 8 kV/cm (a) 10 kV/em (a) 12 kV/cm (a)

Figura C3. Experimento 4.
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