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RESUMO

Eletropermeabiliza¢do ¢ o processo de aumento transitorio da permeabilidade das
membranas de células bioldgicas submetidas a campos elétricos intensos. Esta ¢ uma
técnica atualmente ainda em desenvolvimento e que possui importantes aplicagdes clinicas
e tecnoldgicas tais como a eletroquimioterapia e a transferéncia genética. Os
eletropermeabilizadores sdo equipamentos usados na geracao e aplicagdo desses campos
intensos. Esta dissertagdo apresenta o projeto, construcdo e teste de um
eletropermeabilizador para uso em pesquisa biomédica. O equipamento proposto apresenta
versatilidade e desempenho adequados para permitir a realizacdo de diferentes tipos de
ensaios com tecidos bioldgicos ou suspensdes de células. E constituido de um gerador de
tensdo com forma de onda programével, um amplificador de alta tensdo e alta corrente de
saida e um sistema de transducdo de tensdo ¢ corrente na amostra analisada. Tanto a
geracdo de sinal quanto os valores medidos na carga sdo monitorados por um programa
construido em ambiente LabVIEW® que aciona uma placa de aquisi¢io de dados com 16
bits de resolugdo. O desempenho do sistema eletronico desenvolvido atende
completamente os requisitos de projeto. O amplificador pode fornecer até 500V de
amplitude de tensdo com 5A de corrente de carga durante intervalos de tempo suficientes
para os ensaios de eletropermeabiliza¢do. A banda passante pouco maior que 100KHz e os
tempos de resposta ao degrau da ordem de lus sdo adequados para a realizagdo de
experimentos com diferentes formas de onda e diferentes tamanhos de células. Uma
importante aplicacdo do equipamento construido ¢ exemplificada com um experimento de
eletropermeabilizacdo em suspensdo de hemacias de rato, sendo demonstrada a ocorréncia
de aumento da condutividade da amostra durante a estimulacdo com campo elétrico de alta
intensidade.

Palavras-chave: Eletropermeabilizagdo. Eletropermeabilizador. Amplificador de
alta tensdo. Condutividade de suspensdo de células.



ABSTRACT

Electropermeabilization is the process of transient increase in the permeability of
biological membranes of cells subjected to intense electric fields. This technique is
currently still in development and has important clinical and technological applications
such as electrochemotherapy and gene transfer. Electroporator is the equipment used in the
generation and application of such intense fields. This dissertation presents the design,
construction and testing of an electroporator for use in biomedical research. The proposed
equipment presents versatility and performance appropriate to allow for different types of
experiments with biological tissues or cell suspensions. It consists of a voltage generator
with programmable wave form, a high voltage amplifier with high output current
capability and a system for transduction of voltage and current in the sample. Both the
generation of signal as the measured values in the load are monitored by a program built in
LabVIEW® environment that triggers a data acquisition card with 16 bits of resolution. The
performance of the electronic system developed fully meets the requirements of project.
The amplifier can deliver up to 500V and 5A to the load during a time interval enough for
the testing of electropermeabilization. The bandwidth, slightly higher than 100kHz and the
step response time of the order of 1us are suitable for performing experiments with
different waveforms and different sizes of cells. An important application of the equipment
built is demonstrated with an experiment of electropermeabilization in suspension of red
cells of rats. This result demonstrated the occurrence of increased conductivity of the
sample during stimulation with high-intensity electric field.

Keywords: Electropermeabilization. Electroporator. High voltage amplifier.
Conductivity of cell suspensions.
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1 INTRODUCAO

Eletropermeabilizacdo ¢ o fendmeno do aumento transitorio da permeabilidade da
membrana plasmatica de células submetidas a campos elétricos intensos [Puc et al, 2004].
Estudos preliminares da eletropermeabilizacdo datam de meados da década de 1950, e
atualmente estdo sendo pesquisadas aplicagdes em varios campos da biologia e medicina.
As principais terapias e técnicas da aplicacdo de eletropermeabilizagcdo nestes campos
estdo sendo desenvolvidas em eletroquimioterapia, transferéncia genética, eletrofusao,
eletroesterilizagdo e administracdo de medicamentos via transdérmica. Apesar de o
fendmeno ser conhecido ha varias décadas, ainda ndo existe uma teoria definitiva para
explicar conclusivamente os mecanismos fisicos envolvidos na eletropermeabilizacdo e
eletrofusdo de células.

No estudo da eletropermeabilizagdo sdo necessarios equipamentos especialmente
projetados para gerar campos elétricos intensos. Estes equipamentos sdo denominados de
eletropermeabilizadores. Existem diversos modelos de eletropermeabilizadores disponiveis
atualmente no mercado. Eles se distinguem principalmente no modo de geragcao do sinal de
estimulacdo e no controle de suas caracteristicas (forma de onda, freqii€éncia, amplitude e
duragdo).

1.1 OBJETIVOS

Neste contexto, a proposta deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um sistema
eletrénico ou eletropermeabilizador, incluindo construgdo e teste, com as caracteristicas
adequadas para a realizacdo de pesquisas de caracterizacdo da eletropermeabilizacdo in
vitro de suspensdes de células e tecidos biologicos.

O desenvolvimento deste projeto envolve amplificadores de alta tensdo, fontes de
alimentagdo, circuitos de sensoriamento de tensdo e corrente na carga ¢ interfaces com o
sistema de geragdo e aquisicao de sinais que comanda o eletropermeabilizador.

A proposta detalhada deste trabalho sera apresentada no capitulo seguinte apds uma
revisdo dos modelos de eletropermeabilizadores e técnicas de eletropermeabilizagdo, tendo
assim um melhor entendimento do projeto a ser desenvolvido.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

Para o entendimento do projeto proposto, este trabalho estd organizado em quatro
capitulos, descrito sucintamente a seguir.

O Capitulo 2 apresenta a revisdo bibliografica necessaria como base para o
entendimento do projeto do eletropermeabilizador. Sendo assim, abordam as técnicas e
aplicacdes mais conhecidas da eletropermeabilizacdo, os eletropermeabilizadores
comercialmente produzidos, descrevendo os modelos de forma sucinta, e ao final deste
capitulo apresenta as caracteristicas desejadas do equipamento que foi desenvolvido neste
projeto.

O Capitulo 3 apresenta o desenvolvimento do projeto do eletropermeabilizador,
dividido em amplificador, fontes de alimentacdo, sistema de sensoriamento e por fim o
gerador de forma de onda arbitraria, necessdrio para o desenvolvimento da pesquisa em
eletropermeabilizagao.
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No capitulo 4 sdao apresentados os resultados obtidos experimentalmente que
comprovam o correto funcionamento do sistema, bem como alguns resultados
experimentais da eletropermeabilizacdo de células de rato em suspensao eletrolitica.

Por fim, o Capitulo 5 apresenta as conclusdes deste trabalho e as propostas para
trabalhos futuros.
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2 ELETROPERMEABILIZACAO E ELETROPERMEABILIZADORES

A ruptura elétrica reversivel da membrana celular por pulsos elétricos foi primeiro
relatado por Stampfli em 1958, mas por algum tempo este trabalho passou despercebido.
Aproximadamente uma década mais tarde, Sale e Hamilton relatam a destruicdo de
microrganismos utilizando pulsos elétricos intensos [Miklavéi¢ e Puc, 2006]. Em 1972,
Neumann e Rosenheck relatam que pulsos elétricos induzem um grande aumento da
permeabilidade da membrana em vesiculas [Neumann e Rosenheck, 1972]. Estes estudos
pioneiros motivaram uma série de novas investigagdes. Em 1982, Neumann, Ridder, Wang
e Hofschneider, relatam que os genes do DNA podem ser transferidos para as células
usando pulsos elétricos com formato exponencial [Neumann et al, 1982]. Poucos anos
mais tarde, em 1987, Okino e Mohri, relatam que substancias (sacarose, marcadores e ions)
podem ser introduzidas em células vivas. E esta técnica pode ser utilizada para o aumento
da citotoxicidade da bleomicina (droga quimioterdpica), em condicdes in vivo e in vitro,
utilizando pulsos elétricos [Okino e Mohri, 1987]. A partir deste tempo, os dados
comegaram a acumular-se mais rapidamente e sistematicamente. A maior parte dos
trabalhos iniciais foi feita sobre células em condigdes in vitro, mas muitas aplicacdes sao
igualmente bem sucedidas na situagado in vivo.

O estudo da eletropermeabilizagdo e eletrofusdo, nestas ultimas décadas tem sido
amplamente pesquisado em varios campos da biologia, bioquimica, oncologia e medicina.
As suas aplicacdes sdo as mais diversas como, por exemplo: a transferéncia de plasmideos
(DNA) em plantas e animais [André et a/, 2008] no aumento da eficiéncia das vacinas
contra o cancer [Scott-Taylor et al, 2000], na eletroquimioterapia com a transferéncia de
quimioterapicos para dentro das células tratando tumores de forma mais eficiente [SerSa et
al , 2008] na tecnologia embrionaria [Ferber, 2001], pesquisa agricola [Uemura e Isobe,
2002], entre outros. Estes estudos que envolveram a utilizacao da eletropermeabilizagdo ¢ a
eletrofusdo tem crescido exponencialmente desde meados de 1980, contudo, apesar de
conhecidos ha varias décadas ainda ndo existe uma teoria definitiva para explicar
conclusivamente os mecanismos fisicos envolvidos.

2.1 ELETROPERMEABILIZACAO

A utilizagdo da técnica da aplica¢do de pulsos elétricos de alta tensdo em células e
tecidos bioldgicos, conhecida como eletropermeabilizacdo, tem despertado grande
interesse desde os primeiros relatos publicados ha vérias décadas [Neumann e Rosenheck,
1972]. Eletropermeabilizagao ¢ um fendmeno transitorio que aumenta a permeabilidade da
membrana plasmatica celular. No estado de alta permeabilidade, a membrana plasmatica
permite a passagem de ions e moléculas que no estado normal da célula encontram grande
obstaculo para atravessar a membrana. Além da introducdo de diferentes substancias para o
citoplasma, a permeabilizacdo da membrana celular permite a fusdo celular ou insercao de
proteinas na membrana celular, conforme mostra a Figura 1 [Puc et al, 2004].
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Figura 1 - Efeitos da exposigdo de células a um campo elétrico intenso. Modificado de Puc et al, 2004.

A eficacia da eletropermeabilizacdo e suas aplicagdes dependem fortemente de
parametros que podem ser divididos em campo elétrico (amplitude, duracao, freqiiéncia,
repeticao, numero de pulsos e forma de pulso) [Rols e Tessie, 1998; Pavlin et a/, 2008] e as
caracteristicas que definem o estado das células e as suas imediacdes (temperatura, pressao
osmotica, tamanho ¢ forma de células, etc) [Tessié et al, 1999]. Com os valores
corretamente escolhidos dos parametros de campo elétrico, o processo de
eletropermeabilizacdo ¢ reversivel e a célula retorna ao seu estado fisioldgico normal. Este
processo pode demorar de minutos a horas. Se esses parametros ultrapassam certos limites
(exemplo, amplitude dos pulsos demasiadamente alta ou duragdo do pulso muito longo), as
células sdo irreversivelmente permeabilizadas e morrem (morte celular) [Tessié et al,
2008]. A permeabilizacdo da membrana plasmatica ¢ atingida pela exposi¢ao da célula a
um campo elétrico intenso de curta duragdo. A quantidade necessaria a este processo € a
diferenca do potencial transmembrana induzida, o qual em primeira aproximacdo ¢
proporcional ao produto da intensidade do campo elétrico aplicado com o raio da célula de
acordo com a equacgao (2.1) e ilustrado pela Figura 2.

Vo= 1,5.a.E0.0059[1—exp(_% )] 2.1)

onde V, € o potencial transmembrana induzido, a € o raio da célula, Ey € o campo elétrico
uniforme aplicado, 8 ¢ o angulo entre o vetor campo elétrico e o vetor posi¢ao da
membrana, t é o tempo em segundos, e T ¢ a constante de tempo de carregamento da
membrana.

Eo

_—

o

>0

[7Pe L)

Figura 2 - Representacdo esquematica de uma célula esférica de raio “a” e espessura de membrana “h”.
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Onde, Eo ¢ o campo elétrico aplicado; 0 o angulo entre a dire¢do do campo elétrico ¢ o
vetor de posi¢cdo na membrana.

Esta equagdo ¢ correta apenas para células esféricas de raio muito maior que a
espessura da membrana, em um campo elétrico uniforme e em um meio de alta
condutividade, tal que, a corrente de deslocamento no eletrdlito adjacente a membrana seja
desprezivel comparado a corrente de condugdo. O potencial transmembrana varia
cossenoidalmente com o angulo de incidéncia do campo na membrana. Quando o potencial
alcanga um valor limiar entre 0,2 a 0,5 Volts, ocorre a eletropermeabilizacao [Pucihar et al,
2006]. A intensidade do campo aplicado determina a area da membrana afetada pela
eletropermeabilizacdo, bem como a variacdo da condutdncia da membrana nesta regido.
Uma vez que o potencial transmembrana depende também do raio da célula, as células
grandes sdo mais sensiveis ao campo que as células pequenas, ou seja, o campo elétrico
deve ser mais intenso para células menores [Tessie et al, 1999]. Além disso, o potencial
transmembrana induzido depende também da densidade de células e da disposicdo das
células no volume da amostra, bem como da forma de onda, freqliéncia, intensidade e
duragdo do campo elétrico. Ocorre que na eletropermeabilizagdo a permeabilidade da
membrana ¢ aumentada pelo surgimento de poros nao seletivos na matriz lipidica, os quais
apresentam uma dindmica propria de abertura e fechamento. Somando-se a isso o fato do
potencial transmembrana apresentar uma dependéncia com a freqiiéncia tipica de um
sistema de primeira ordem, conclui-se que o espectro de freqiiéncias do campo aplicado
tem importancia fundamental no processo.

2.2 TERAPIAS E TECNICAS DE APLICACAO DA ELETROPERMEABILIZACAO

Atualmente, a eletropermeabilizagdo ¢ principalmente utilizada na pesquisa em
biologia celular, eletroquimioterapia de tumores e biotecnologia [SerSa et al, 2006]. Em
todas essas aplicagdes deseja-se que as células retornem ao estado normal depois da
abertura de poros devido a aplicacdo do estimulo elétrico, ou seja, deseja-se que o processo
seja reversivel. Por outro lado, existem aplicagdes nas quais se deseja a morte celular, ou
seja, a eletropermeabilizacdo deve ser irreversivel. Este ¢ o caso da aplicacio em
tratamento da agua e esterilizacdo de alimentos, por exemplo.

2.2.1 Eletroguimioterapia

Este processo consiste na aplicacdo do campo elétrico para permeabilizar as
membranas plasmaticas de células de um tecido cancerigeno, possibilitando a inser¢dao de
drogas quimioterapicas localmente sobre a area lesada, diminuindo a citotoxidade do
tratamento do cancer e aumentando a sua eficacia. Em 1987, Okino e Mohri, quando
realizaram os primeiros experimentos in vivo, aplicaram um campo elétrico com pulso
exponencial decrescente de 5000 V/cm em um tumor e administrado bleomicina (droga
quimioterapica), obtiveram com este tratamento combinado uma redugdo de 17% da massa
inicial do tumor apds quatro dias [Okino e Mohri, 1987]. Seguindo a mesma sistematica,
mas com aplicagdo in vitro, t€ém-se os experimentos realizados por Mir et al, foi aplicado
oito pulsos de onda quadrada de 100 pus e freqiiéncia de 1 Hz e variando a intensidade do
campo elétrico de O a 2000 V/cm [Mir et al, 1988]. Os resultados mostraram que o
aumento da intensidade do campo elétrico aumenta a absor¢dao das moléculas, mas também
aumenta a morte celular. Diversos estudos realizados sobre a aplicagdo da
eletroquimioterapia em tumores de humanos e animais resultaram em aperfeicoamento da
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técnica, tais como a melhoria na distribui¢do do campo elétrico nos tecidos com a alteragao
do posicionamento, orientacdo e formato dos eletrodos [Sersd et al, 1996; Zupani€ et al,
2007].

2.2.2 Eletrotransferéncia ou Transferéncia genética

Um dos primeiros relatos de transferéncia genética foi publicado em 1982
[Neumann et al, 1982]. Com experimentos in vitro os autores transferiram genes de ratos
utilizando células /yoma com a aplicagdo de um pulso de campo elétrico exponencial
decrescente na ordem de 8000 V/cm. Este processo ndo-viral de transferéncia genética foi
denominado de eletrotransferéncia. Nos estudos seguintes de eletrotransferéncia, diferentes
formas de onda e intensidades de campo elétrico foram testadas. A eletrotransfréncia in
vitro pode ser obtida utilizando pulsos exponenciais decompostos, pulsos de onda quadrada
de curta duracdo sobrepostos [Chang et al, 1982], pulsos de onda quadrada de longa
duracdo de até 20 ms e com amplitudes de até 800 V/cm [Wolf et al, 1994]. Nos primeiros
estudos in vivo da eletrotransferéncia, com pulsos de onda quadrada de longa duragdo
foram utilizados pulsos de varios milissegundos com amplitudes de até 300 V/cm na
eletrotransferéncia em musculo esquelético [Mir et al, 1999] e de 400 a 600V/cm na
eletrotransferéncia em tumores [Bettan et al, 2000]. Outra abordagem recente ¢ a
combinag¢do de pulsos de alta e pulsos de baixa tensdo para o tratamento. O novo método
baseia-se na aplica¢do de varios pulsos curtos de alta tensdo (exemplo, 8 pulsos de 100 ps
com 1300 V/cm), que sdo seguidos por pulsos longos de baixa tensdo (exemplo, 1 pulso de
100 ms com 100 V/cm) [Satkauskas et al, 2002]. Este conceito sugere que pulsos curtos de
alta tensdo permeabilizam a membrana celular enquanto que os pulsos de baixa tensdo tém
efeitos eletroforéticos sobre 0 DNA, facilitando a interag@o do plasmideo com a membrana
celular.

2.2.3 Eletroinsercéo

Para ocorrer a permeabilizacdo da membrana celular, a intensidade do campo
elétrico deve exceder um valor critico. Se a intensidade do campo ¢ menor, porém proximo
deste valor, ¢ possivel a inser¢do de diferentes proteinas na membrana celular de
eritrocitos, tais como receptores CD4 e glicoporina [Mouneimne et al, 1989]. Este fato
possibilitou a obten¢do de enxertos em eritrocitos com receptores para atrair o virus da
AIDS e diminuir sua carga viral [Zeira et al, 1991]. Outro estudo mostra que a inser¢do de
proteinas também pode ser realizada em células nucleadas, mas o campo elétrico deve
acionar a permeabilizacdo das células. O processo de inser¢do ¢ um fendmeno de duas
fases, Na primeira fase, logo apds o pulso, ocorre a inser¢do espontanea de proteinas na
regido permeabilizada da membrana celular. Na segunda fase, as proteinas se difundem
lentamente na membrana para alcangar a distribuicdo homogénea [Tessi¢, 1998].

2.2.4 Eletrofusao

Até agora, foram apresentados processos de eletropermeabilizacio que sdo
utilizados para introduzir moléculas em uma célula ou na membrana plasmatica. Mas a
eletropermeabilizacdo da membrana plasmatica celular também pode resultar na fusdo de
células. Este processo tem sido denominado de eletrofusdo. Os primeiros relatos de
eletrofusdo in vitro de células ocorreram em meados de 1980. Verificou-se que a fusdo
entre duas células ocorre apenas se elas estiverem em contato anterior ou imediatamente
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apos o processo de eletropermeabilizacdo da membrana plasmatica [Pilwat ef al, 1981]. O
contato das células pode ser obtido através do processo de dieletroforese por células
vizinhas, seguido pela eletropermeabilizacdo ou centrifugacido da suspensdo celular apos a
exposicdo a um campo elétrico [Tessié et al, 1986]. Em ambos os casos, as células devem
ser permeabilizadas de forma reversivel, caso contrario perdem a sua viabilidade, e ndo ha
eletrofusdo. A eletrofusdo no ambiente in vitro € possivel devido a alta taxa de mobilidade
das células em suspensdo, enquanto que células em tecidos apresentam baixa taxa de
mobilidade. Contudo a eletrofusdo in vivo tem sido observada em tumores malignos dos
melandcitos B16 (cancer de pele) [Mekid e Mir, 2000], bem como na fusdo de células de
tecido [Grasso et al, 1989]. O processo de eletrofusdo representa uma abordagem bem
sucedida na producao de vacinas e de anticorpos [Scott-Taylor et al, 2000].

2.2.5 Administracdo de medicamentos via transdérmica

A pele de um mamifero representa uma barreira notavel por apresentar a camada
cornea (stratum corneum). A camada cornea ¢ a camada exterior da epiderme, composta
por queratina (proteinas) e ceratina (células mortas). Portanto a administra¢do transdérmica
de medicamentos convencionais estd limitada apenas as moléculas lipofilicas (moléculas
soluveis em lipidios e hidrofébicas), pois as moléculas polares ndo conseguem ultrapassar
esta barreira. Para superar este problema, além do método de iontoforese, a
eletropermeabilizacdo foi apresentada como um novo método para a administragdo
transdérmica de medicamentos. Ambos os métodos utilizam a aplicagdo do campo elétrico
por processo direto ou indireto para a introdug¢do da droga no corpo [Banga ef al, 1999]. A
diferenca entre estes métodos € que a iontoforese age diretamente sobre a droga, enquanto
que na eletropermeabilizacdo o campo elétrico atua sobre a barreira, criando novas vias
denominadas de regides locais de transporte da droga que podem difundir-se por toda a
pele e chegar a partes inferiores da derme [Pliquett e Gusbeth, 2004]. Esta
eletropermeabilizacdo causa mudanca transitoria na estrutura da pele, aumentando a
magnitude do transporte da droga em uma escala de minutos. Se iontoforese for utilizada
apods a eletropermeabilizacdo a eficicia ¢ ainda maior, pois a droga ¢ inserida de forma
mais dinamica pela area da pele permeabilizada [Lee et al, 2005]. Até o momento, a
eletropermeabilizacdo tem sido utilizada para a administragdo transdérmica de
medicamentos em condigdes experimentais, no entanto, existem algumas tendéncias de
realizar estes estudos em ambiente clinicos.

2.2.6 Eletroesterilizagdo

A eletropermeabilizacdo irreversivel pode ser utilizada em aplicacdes onde
necessariamente deseja-se a destruicdo de microrganismos, ou seja, na conservacdo dos
alimentos e tratamento da d4gua [Tessi¢ et al, 2002]. Ainda assim, usando
eletropermeabilizacdo irreversivel nestas aplicagdes significa que a substincia tratada ¢
exposta a um campo elétrico limitado porque ¢ desejavel que em seu tratamento ndo
ocorram altera¢des em suas propriedades (exemplo mudanga de sabor dos alimentos) e que
ndo surjam derivados, devido ao campo elétrico exposto (exemplo, subprodutos causado
pela eletrdlise) [Uemura e Isobe, 2002].
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2.3 ELETROPERMEABILIZADORES

Eletropermeabilizadores sdo equipamentos especialmente projetados para realizar
experimentos e aplicacdes da eletropermeabilizagdo de células e tecidos biologicos. No
que diz respeito as caracteristicas elétricas de funcionamento eles podem ser classificados
em dois grupos: eletropermeabilizadores com saida em tensdo e eletropermeabilizadores
com saida em corrente. Os equipamentos com saida em tensao sdo mais utilizados devido a
simplicidade do sistema elétrico e a facilidade de controle dos pardmetros de estimulagao
[Rols e Tessie, 1998].

A eficécia da eletropermeabilizacdo em ambos depende da distribui¢cdo de campo
elétrico na amostra tratada [Sersa et al, 1996]. Para alcangar o objetivo, deve-se utilizar um
conjunto de eletrodos adequados (por exemplo, agulhas, placas paralelas, cubetas, etc) e
um eletropermeabilizador que gere um sinal de tensao ou corrente exigida para a aplicacao.
Embora ambas as partes do equipamento mencionadas sejam importantes para a eficacia da
eletropermeabilizacdo, o eletropermeabilizador tem um papel mais complexo. Um
importante desafio que se enfrenta durante a concepcdo do eletropermeabilizador ¢ a
caracterizagdo da carga, que ¢ reativa e ndo linear. Os valores de resisténcia e reatancia da
carga sdo definidos pela geometria dos eletrodos e pelas propriedades elétricas da amostra
a ser tratada. Nas aplicagdes in vitro, as condi¢des destes parametros que influenciam na
impedancia de carga podem ser bem controladas desde que o tamanho e a geometria da
amostra sejam conhecidos. Por outro lado, nas aplicagdes in vivo ou em condigdes clinicas,
dependendo do tamanho e da geometria a impedancia da carga pode ser controlada até
certo ponto, mas as propriedades elétricas do meio podem apenas ser estimadas. E
praticamente impossivel prever com precisdo, durante o desenvolvimento do dispositivo
quais serdo as alteracdes nas propriedades elétricas da amostra, devido a exposi¢do a
campos elétricos intensos. Além da eletropermeabilizacdo da membrana plasmadtica das
células, que intensifica a condutividade elétrica da amostra, os pulsos elétricos também
podem causar pelo menos mais dois efeitos conhecidos: o aquecimento e a contaminacao
eletrolitica da amostra [Kotnik et al, 2001]. Os eletropermeabilizadores, com saida de
tensdo e os com saida de corrente tém vantagens e desvantagens, mas aqueles com saida de
tensdo sdo mais utilizados em estudos de permeabilizagdo in vitro, devido a maior
facilidade de controle da forma de onda e intensidade do campo aplicado. Por exemplo, em
estudos de eletropermeabilizacdo in vitro, utilizam-se eletrodos que sdo placas paralelas de
aco inoxidavel com determinada area e distancia entre elas. O campo elétrico “E” aplicado
a amostra pode ser aproximado pela relagdo entre a tensdo aplicada “U” e a distancia “d”
entre os eletrodos, conforme mostra a equagdo (2.2). Por sua vez, a impedancia “Z” de
carga ¢ a relagdo entre a tensdo aplicada “U” e a corrente elétrica “I”, que circula na
amostra conforme mostra a equacao (2.3). Logo, com o ajuste adequado da tensdo aplicada
e com a medigdo da corrente de carga, pode-se operar com o valor de campo desejado para
a eletropermeabilizag¢do e calcular a variacdo da impedancia de carga durante o processo
[Miklav¢ic€ e Puc, 2006].

(2.2)

aulc

(2.3)

~| <



22

2.3.1 Gerador de onda exponencial decrescente (Descarga capacitiva)

Esta ¢ a técnica mais antiga utilizada para gerar sinais de eletropermeabilizacao,
principalmente em ambiente in vitro. O dispositivo € constituido por uma fonte de alta
tensdo, capacitor, chave e resisténcia, apresentado na Figura 3. O dispositivo funciona em
duas fases, carga e descarga, e gera uma forma de onda exponencial. Durante a primeira
fase a chave esta na posicdo 1 e o capacitor C; ird carregar até o valor Vo. Na segunda fase
a chave ¢ comutada para a posi¢do 2, e a descarga do capacitor ocorre. A constante de

tempo de descarga é dada por 7 = (R// R, ).C1 , onde Ry ¢ o valor da resisténcia da amostra

(carga).
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Figura 3 - Etapas de funcionamento do gerador de forma de onda exponencial decrescente, 1* Etapa - carga

do capacitor, 2* Etapa - descarga com a constante de tempo 7 = (R II'R, ).C )

A maioria dos equipamentos disponiveis comercialmente incorpora a resisténcia R
em paralelo com a carga, com a finalidade de determinar com mais precisdao o tempo de
descarga, utilizando a condi¢do que o valor de R seja muito menor que Ry (menor que um
décimo de Ryp). Neste caso a constante de tempo de descarga do capacitor pode ser
aproximada para 7=R.C. O conceito apresentado ¢ muito simples e os pulsos gerados
podem ser usados para a transferéncia genética, uma vez que inclui a parte de alta tensdo
para permeabilizacdo e baixa tensdo para eletroforese. Contudo, este sistema apresenta
poucos parametros de controle, apresentando uma forma de onda do campo aplicado,
limitada taxa de repeticao devido a constante de carga e descarga do capacitor e limitacao
do tempo de chaveamento mecanico. Além disso, o sistema produz picos de corrente de
carga elevados, necessitando assim de circuito auxiliar para evitar faiscamento no
chaveamento.

2.3.2 Geradores de onda quadrada

Para um melhor controle de amplitude, duracdo e freqiiéncia do campo aplicado,
um gerador de pulsos quadrados foi desenvolvido, conforme mostra a Figura 4. O
dispositivo dispde de uma fonte continua de alta tensdo de alimentagao (V,), mas a chave ¢
substituida por um MOSFET (Metal Oxide Semiconductor Field Effect Transistor) de
poténcia ou IGBT (Insulated Gate Bipolar Transistor). Com um sinal de comando
adequado aplicado ao terminal “porta”, o MOSFET conduz na regido triodo ¢ a tensao Vo
¢ aplicada na carga com uma pequena queda de tensdo no transistor. Se a tensdo entre os
terminais “porta” e “fonte” tornar-se menor que a tensao limiar, o MOSFET entra em
estado de corte e a tensdo na carga se anula. A duragdo e repeticdo dos pulsos sdo
totalmente controladas pelo circuito de comando.
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Figura 4 - Gerador de pulsos quadrados com transistor, onde Q1 ¢ um transistor MOSFET do tipo N.

Via de regra, a fonte V, € obtida de um retificador com filtro capacitivo. O processo
descrito anteriormente pode ser usado para formar trem de pulsos de mesma amplitude e
duracdo, se, durante o tempo de corte do transistor, o capacitor puder ser carregado até o
valor de regime permanente. Este dispositivo possibilita a aplicacdo de pulsos com mesma
duracdo (exemplo, 1 pulso de 10 pus com amplitude de 100 V) e pulsos de durag¢do variada
(exemplo, 1 pulso de 10 ps seguido de 5 pulsos de 1 us com amplitude de 100 V). As
limitagdes deste equipamento referem-se as caracteristicas dos componentes do circuito,
tais como: 1) a amplitude méaxima da tensao aplicada & amostra, que ¢ limitada pela tensao
de ruptura do MOSFET, 2) a corrente maxima na carga, que ¢ limitada pela dissipacdo de
poténcia no transistor, bem como pela constante de tempo de carga e descarga do capacitor
da fonte de alimentacdo V,. Apesar destes inconvenientes, geradores de pulsos quadrados
ainda sao muitos utilizados, especialmente em combinagdo com transformadores de pulso,
conforme ilustrado na Figura 5.

Q1

Vo T Circuito de LP
Controle

Figura 5 - Gerador de onda quadrada com transformador de pulso.

Os geradores de onda quadrada com transformador de pulso foram desenvolvidos
para a producdo de pulsos de alta tensdo na carga a partir de pulsos de baixa tensdo no
primario. Assim, consegue-se gerar pulsos de alguns milhares de Volts de forma
diferencial, limitando-se a corrente de saida com o projeto do transformador. O objetivo €
obter saturacdo em determinadas condi¢des e isolagdo da carga em relagao a fonte de
alimentagdo, oferecendo mais seguranca nas aplicagdes in vivo. Apesar destas vantagens,
as limitagdes deste dispositivo estdo na flexibilidade do ajuste da forma de onda, duracao e
freqliéncia dos pulsos, os quais sdo limitados pelas caracteristicas do transformador. O
desenvolvimento do transformador de pulso ¢ complexo devido a relagdo nao linear entre a
inducdo magnética (B) e a intensidade do campo magnético (H) do seu nticleo. Além disso,
circuitos auxiliares adicionais sdo necessarios para desmagnetizar o transformador apos o
final do pulso.
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2.3.3 Gerador analdgico unipolar de sinais arbitrarios.

Apesar dos geradores de pulsos quadrados e exponenciais decrescente terem suas
limitagdes, sdo os equipamentos mais utilizados em eletropermeabiliza¢do. Contudo,
determinados experimentos precisam de outras formas de onda, concatenag¢do de dois ou
mais pulsos com forma de onda, amplitude e duragdo diferentes, possibilidade de aplicacao
de pulsos repetitivos de mesmo intervalo ou intervalos diferentes de tempo. Para esta alta
exigéncia de variacdo de parametros, o gerador analdgico unipolar de sinais arbitrarios foi
desenvolvido conforme mostra a Figura 6.

PRE-AMPLIFICADOR AMPLIFICADOR AMPLIFICADOR
[ DE TENSAO DE POTENCIA
Figura 6 - Gerador analdgico unipolar de sinais arbitrarios, onde Vin ¢ a tensdo de saida do gerador com

forma de onda arbitraria.

3 + Ve + Ve
| | Rb3
i Rc !
3 Rb1 § !
1 B c
A ;
Vin 3 c
. Rb2 i Re2 R
! § Rel; L

Para a geragdo de sinais arbitrarios ¢ necessario um gerador programavel. Isto pode
ser obtido com uma placa de conversdo digital-analégica (D/A) em um microcomputador e
um software dedicado para controlar uma saida analdgica da placa, onde sinais descritos
por equagdes matematicas ou arquivos numéricos sdo gerados. Este sistema proporciona
grande flexibilidade, permitindo o ajuste de todos os parametros da tensdo aplicada na
carga. Os estagios de amplificagdo analdgica permitem obter os niveis de tensdo e corrente
desejados na amostra. Contudo, este sistema apresenta uma desvantagem devido as
limitagdes dos componentes eletronicos para tensdes e correntes elevados (exemplo,
transistores bipolares de potencia e/ou MOSFET). A amplificacdo do sinal ¢ limitada pela
fonte de alimentagdo e pela dissipacdo de poténcia nos elementos ativos, que ¢
significativa, pois eles operam na regido linear. Ao extrapolar esta regido de operagao,
ocorrem distor¢des na forma de onda (veja a Figura 7). Outra desvantagem deste sistema ¢
a complexibilidade da construcao e desenvolvimento dos circuitos em relagdo aos sistemas
citados anteriormente.
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+Vce

_ . C «——— Sinal com
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AMPLIFICADOR
. ) ) 'DE POTENCIA' o ) )
Figura 7 - Distorgao do sinal para amplificagdo superior aos limites da regido linear.

2.3.4 Gerador analdgico bipolar de sinais arbitrarios

O gerador analdgico bipolar apresenta a vantagem de utilizar a alimentagdo
simétrica, pois com isso possibilita a geragdo de tensdes e correntes maiores na carga €
com menor dissipacao de poté€ncia nos transistores. Este gerador possui todas as vantagens
de aplicacdo do gerador unipolar. A estrutura da configuragdo basica apresenta um estagio
de amplifica¢do de tensdo (a), seguida de um amplificador de poténcia (b) classe AB ou
classe B, conforme mostra a Figura 8. Esses amplificadores possuem uma configuragao
push-pull (transistores Q5 e Q6), onde cada semiciclo do sinal ¢ amplificado por um
determinado brago do amplificador. Os transistores sao conectados em série (transistores
Q5) para obter menor nivel de tensdo em cada dispositivo e em cascata (transistor Q3 e
Q5) para obter maior ganho de corrente. Com isso pode-se obter altos niveis de tensao na
carga e alta impedancia de entrada no estagio de poténcia.

+
Wee VCC
Rb13 sRe Re2
4[ Q2
| Q1
Rb2 ] 2Rb
@2 +—F Q1
G Re1 EE Rb
i
s Rb
Re1 —K Q2
Q1 \
L 2 Rb
Rb23
y a1 | Q2
Rb1%§ $ Rc Re2
-vce -vce
(a) Amplificador de Tensao (b) Amplificador de Pétencia

Figura 8 - Gerador analdgico bipolar.
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2.3.5 Geradores modulares de alta tensdo

O gerador de onda quadrada modular de alta tensdo consiste de geradores
controlados individualmente e eletricamente isolados conforme mostra a Figura 9. O seu
funcionamento ¢ baseado no principio de um convexo digital analogico ¢ a amplitude da
tensdo aplicada na carga ¢ a soma das fontes implementadas individualmente (fontes em
configuracdo modular). As tensdes das fontes individuais sdo iguais (VI=V2=Vn=Vo) e
podem participar na geragdo de um pulso a qualquer momento. Com um adequado controle
do chaveamento dos transistores Q1 a Qn, este atua como interruptores que interligam os
modulos em série para a obtengdo de N diferentes niveis de tensdo de saida proporcional
ao valor Vo. A desvantagem desta configuragdo estd na complexibilidade de
implementagdo do circuito de controle e dos custos elevados dos dispositivos necessarios
para a sua implementagao.

Qn
137 ! A 0o

Circuito d
+ ircuito de
Vn =— ) Controle Dn

p- -4

g
N
PH—
O
+

Q2
11t

+ Circuito de
V2 — . Controle

n.VO % RL

2.\,

Q1
11y 3

Vi — Controle D1

O
1L +
. Circuito de \If)

® O
Figura 9 - Gerador modular de alta tensdo, onde a tensdo aplicada na amostra ¢ a soma das tensoes dos
modulos utilizados.

A tabela 1 resume as vantagens e desvantagens dos sistemas descritos
anteriormente.

Tabela 1 - Quadro Comparativo entre eletropermeabilizadores (Modificado de Puc et al, 2004).

Modelo Vantagem Desvantagem
Descarga por capacitor -Projeto simples; - Pobre na flexibilidade dos
-baixo custo. parametros de estimulagdo.
Onda quadrada (transistor ~ -Projeto simples; -Limitacdo da tensdo e corrente de
de poténcia) -Controle de pardmetros de saida devido a tecnologia dos
estimulacao. semicondutores.

Onda quadrada -Muito seguro; -Limita¢do nos pardmetros de
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(transformador de pulso)

Unipolar de sinal arbitrario

Bipolar de sinal arbitrario

Modular de alta tensdo

- pulsos com elevada tensdo de saida;
-Possibilidade de uso em ambiente de
clinicas.

-Grande flexibilidade nos parametros
de estimulagio;
-Forma de onda de sinal arbitraria.

-Grande flexibilidade nos parametros
de estimulagao;

-Forma de onda de sinal arbitraria;
-Tensoes de saida mais elevada que o
unipolar.

-Pulsos muitos rapidos;
-Correntes e tensoes elevadas.

estimulagao;
-Projeto complexo do
transformador de pulso.

-Limita¢do da tensdo e corrente de
saida devido a tecnologia dos
semicondutores.

-Limita¢@o da largura de banda;
-Limitacdo da tensdo e corrente de
saida devido a tecnologia dos
semicondutores.

-Custo muito elevado;
-Projeto complexo para controle
dos paradmetros de estimulagio.

Um eletropermeabilizador para aplicagdo em pesquisa com células bioldgicas deve

possuir algumas das vantagens indicadas na Tabela 1: geracdo de formas de onda
arbitrarias (unipolares e bipolares) com possibilidade de ajuste de amplitude e freqiiéncia,
com pulso tnico ou trem de pulsos, capacidade para gerar tensdes e correntes elevadas na
carga e grande largura de banda para abranger uma ampla faixa de freqiiéncias de

aplicacdo.

Alguns equipamentos comercialmente produzidos sdo apresentados na Tabela 2,
com as suas principais caracteristicas e aplicagdes.

Tabela 2 - Equipamentos comercialmente produzidos (Modificado de Puc et al/, 2004), onde BT ¢ baixa
tensdo, AT ¢é alta tensdo e NA é sem descri¢do.

Fabricante Caracteristic Faixa de Largura de pulso Aplicacao Tecnologia
/Produto as de Saida tenséo [V] [s]
BIORAD/ Exponencial 200 a 3000 t=124.10" Bactéria, todo Descarga por
Micro Pulser tipo de leveduras  capacitor
e células
eucariota
e procarioticas
BTX/ECM Exponencial BT: BT: Bactérias, Descarga por
630 10 a 500 1=25.10%a5 leveduras, capacitor
AT: AT: mamiferos,
50 22500 1=625.10° a plantas,
78.10° in vivo
BTX /ECM Onda BT: BT: Mamiferos, BT: onda
2001 Quadrada 10 a 500 ©=10.10°299.10° plantas, quadrada
AT: AT: eletro fusdo AT:
10 a 3000 t=1299.10° transformador
de pulso
CA:NA
Onda Senoidal 0a75 f=1MHz
CLONAID/R  Onda 5a200 ©=10.10°299.10°  Transferéncia Gerador de
MX2010 Quadrada genética Onda
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Quadrada
IGEA/ Onda BT: BT: Eletroquimiotera  Gerador
Cliniporator Quadrada 20 a 200 1=10.10°220.10°  pia, Terapia Unipolar de
AT: AT: Genética sinal arbitrario

50 a 1000 1=302a200.10°

A caracterizacdo e modelagem da eletropermeabilizacdo ¢ uma importante area de
pesquisa. Estudos experimentais da eletropermeabilizacdo in vitro geralmente usam
cubetas com espagamentos de 1 ou 2 mm entre eletrodos. As tensdes geralmente estdo na
faixa de 100 a 500 V e as correntes podem atingir picos de alguns Amperes em intervalos
de centenas de microssegundos, a poucos milissegundos. A forma de onda, duragdo e
freqliéncia da tensdo aplicada sdo aspectos importantes do processo que devem ser
ajustados. O equipamento utilizado deverd, portanto proporcionar amplas faixas de
variagdo de pardmetros citados.

Comercialmente os geradores de onda arbitraria ndo podem fornecer amplitudes na
faixa de varias centenas de Volts, que sdo necessarias para eletropermeabilizacdo. Os
amplificadores bipolares disponiveis comercialmente podem gerar sinais com tensdo
limitada de 400 Vpp, corrente maxima de 2 A, faixa de freqliéncia limitada em algumas
dezenas de milhares de Hertz.

24 PROPOSTA DE UM SISTEMA ELETRONNICO A SER APLICADO NA
PESQUISA EM ELETROPERMEABILIZACAO.

A proposta deste trabalho ¢ o projeto, construcdo e teste de um sistema eletronico,
com as caracteristicas adequadas para a realizacdo de pesquisas de caracterizagdo da
eletropermeabilizagdo. Este sistema deve permitir a gera¢ao de tensdes com forma de onda
arbitraria programadas em computador com amplitude méxima de 500 V, sendo capaz de
alimentar uma carga de 100 Q com esta tensdo por no minimo 10ms que ¢ o tempo
maximo de estimulacao. A freqiiéncia maxima de onda senoidal a ser usada ¢ de 100 kHz,
o tempo de subida e descida da tensdo na carga deve ser no maximo de 10 ps sendo
compativel com os tempos minimos de estimulacdo desejados da ordem de 100 ps. O
sistema deve ainda permitir concatenar formas de onda diferentes para diferentes
finalidades de teste. Outro recurso, fundamental para o equipamento proposto, ¢ a medicao
da tensdo e corrente na carga com a finalidade de avaliar a variacdo da impedancia da
carga durante o evento de eletropermeabilizagao.

A Figura 10 mostra uma representacdo esquemadtica do sistema proposto, onde os
blocos indicados tem as seguintes fungdes: (1) Sistema computadorizado para programacgao
e geracdo de sinais de tensdo com forma de onda arbitréaria (PC); (2) Geragado de sinal, com
conversor digital-analogico (D/A); (3) Amplificador e sistema de condicionamento da
amostra de material biologico; (4) Transdutores de tensdo e corrente na amostra; (5)
Sistema de aquisicao de Tensao e corrente com conversores analdgico-digitais (A/D).
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Figura 10 - Representagdo esquematica de um sistema de geracéo e aquisi¢do de sinal para estudo da
eletropermeabilizacdo de células bioldgicas.
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3 PROJETO DO SISTEMAELETRONICO

O projeto do Eletropermeabilizador pode ser dividido em trés etapas: 1)
Amplificador e fontes de alimentagdo; 2) transducdo de corrente e tensdo na carga; 3)
Geracdo e aquisicdo de sinais. Este capitulo descreve o funcionamento e o projeto dos
circuitos eletronicos utilizados.

3.1 O AMPLIFICADOR

O circuito de amplificacao proposto e implementado ¢ mostrado esquematicamente
na Figura 11, sendo constituido por dois amplificadores idénticos Al e A2. O amplificador
A2 ¢ acionado por um inversor de tensdo, de modo que sua saida ¢ invertida em relagdo ao
amplificador Al. Assim o sinal fornecido pelo gerador ¢ amplificado de forma
complementar e aplicado na carga.

A
+Vm
=)
L t[s]
-Vm
® A1
+
+
. R 2V,
Vin @ L H S
p— ‘ —1 A2
N A +
- Vm
=
£ t[s]
""" -Vm

Figura 11 - Diagrama esquematico do amplificador implementado.

Esta estrutura complementar fornece um ganho total de 50 V/V (cada amplificador
apresenta ganho de 25 V/V), necessario para amplificar um sinal de entrada com amplitude
de £10 V para uma tensdo de saida de £500 V, conforme requisito do projeto descrito
anteriormente.  Os amplificadores Al e A2 sdo compostos por dois estagios: o
amplificador de tensdo, responsavel por fornecer o ganho de 25 V/V; e o amplificador de
poténcia, responsavel por aplicar a tensdo amplificada na carga e fornecer a corrente
exigida por ela.

A estrutura detalhada desses amplificadores ¢ apresentada na Figura 12. O
amplificador de tensdo opera em classe A, que ¢ a estrutura com melhor linearidade e em
configuragdo cascode que proporciona alta impedancia de entrada com grande banda
passante, pois o estagio base comum minimiza o efeito da capacitincia de jungdo de
coletor.

O amplificador de poténcia foi implementado na configuragao push-pull classe AB,
pois apresenta elevada corrente de saida; possui acoplamento direto da carga; minimizagao
da corrente de polarizacdo e offset de tensdo na carga. Neste estagio utilizou-se a
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associacao série para reduzir a tensdo reversa € a poténcia nos transistores e, também foi
usado uma configuragdo darlington para obter alto ganho de corrente.

Configuragédo

e / Darlington

+300V Q16>
I MJW:1302A
150g Ré
Q17
MJW 1302A
R1 <
10k ; Configuragdo
/ Push-Pull
D1¥ 1N4148 MJE340 Q18
MJW. 1302A
CH10u g o2 D2Y 1N4148 ..:
MJE350 3 8= i —>» Vs
K 1 P .
Ve » Q MK Q? 330n D3 ¥ 1N4148 o Saida o/
Sinal de y alg Cargap
entrada ; : D4 7 1N4148 MJW 3281A
5.6k§ R7 | \ '
MJES‘?Q/ Qg" Configuragao Q20
~).7  Cascode NMJW:3281A
s R ;
5.6k 1502 R2 :
920§ POT2
1293 POTH Q2
MJW 3281A
-300V Configuragéo
R142 51k Série
(a) !
V-
(b)

Figura 12 - Estrutura da metade do amplificador, composta de: (a) amplificador de tenséo e (b) amplificador
de poténcia.

3.1.1 Analise do Funcionamento do Amplificador

O estagio de amplificacdo de tensdo ¢ constituido pelo transistor Q1 (MJE350),
responsavel pelo acoplamento do sinal de entrada na base do transistor Q3 (MJE340) que
estd no nivel de tensdo de aproximadamente -290 V, e pelo estagio cascode de
amplificacdo formado por Q2 (MJE13007) e Q3. A base do transistor Q2 estd no nivel de
tensdo -270 V e o seu coletor, acoplado ao capacitor C2, aproximadamente em zero volt. O
capacitor C2 faz o acoplamento entre o amplificador de tensdo e o amplificador de
poténcia para o sinal de tensdo alternada e evita o acoplamento “dc” que poderia gerar
offset de tensdo na carga.

Os potenciometros POT1, POT2 e POT3 foram implementados para ajuste dos
valores de resisténcias requeridas para o projeto, uma vez que estes valores ndo sao
encontrados comercialmente, e também para ajustes finais de bancada para a
implementagao pratica.
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O resistor R1, apresentado na Figura 13 ¢ formado pela associagdo série e paralelo
de resistores de 15k ©/3 W, devido sua elevada dissipag¢do de poténcia.
A

T

A
R1
15k
R1
10k
R1
15k

!

B
Figura 13 - Associacdo em série e paralelo de resistores de 15k Q/3 W para R1.

O amplificador de tensdo foi projetado para o ganho de 25 V/V, proporcionando até
250 V no coletor do transistor Q2.

O estagio de poténcia ¢ composto por duas partes simétricas e complementares,
denominadas de “brago positivo” e “brago negativo”, onde a tensdo de alimentagio (V' e
V') esta dividida igualmente. A divisdo de tensdo ¢ determinada pela rede de resistores R9
a R14 conectada as bases dos transistores Q4 a Q9, respectivamente.

A configuracdo darlington com dois MJE340 e um MJW1302A no brago positivo e
dois MJE350 e um MJW3281A no brago negativo, proporciona ganho de corrente nominal
da ordem de 1.10°. Os diodos no ramo central determinam uma queda de tensdo da ordem
de 1,2 V entre o n6 de entrada de sinal e a base do primeiro transistor, o que mantém o
amplificador polarizado préoximo da regido linear, que caracteriza a classe AB de operagao.

3.1.2 Analise do Amplificador

A Tabela 3 a seguir, apresenta as principais caracteristicas dos transistores
utilizados neste projeto.

Tabela 3 - Caracteristicas dos transistores

Componente Vg (Reversa) Ic Hye Fr
V) (A) Minimo Maximo (MHz)
MIJE340%* 300 0,5 30 240 ---
MIJE350%* 300 0,5 30 240 ---
MIJE13007 700 8,0 8 40 14
MJW3281A%* 230 15 50 200 30
MIJWI1302A%* 230 15 50 200 30

* transistores complementares (NPN/PNP)
--- ndo informado
Valores retirados dos datasheet dos componentes [ON Semicondutor].
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A Figura 14, apresentam as correntes e tensdes de polarizacao obtidas pela anélise
“CC” do amplificador utilizando o simulador PSPICE ORCAD 9.2.

V+
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Figura 14 - Analise “CC” das tensdes e correntes do amplificador de tensao simulado.

Uma vez que a excursao de sinal ¢ determinada pela queda de tensdo “CC” em R1 e
pela queda de tensdao na juncao de coletor do transistor Q2, estes valores foram ajustados
um pouco acima de 250 V para garantir que ndo haverd distor¢ao de sinal. Assim, a
corrente nominal de coletor de Q2 foi especificada no valor de 30 mA e a tensao de base de
Q2 no valor de -270 V. A corrente de coletor de Q2 ¢ determinada pela tensdo na base de
Q3, tensao de alimentacao (-300 V) e resisténcia de emissor de Q3.

No estidgio de poténcia a divisdo de tensdo nos resistores de base R9 a R14
determina uma tensao de polarizagdo de 100 V em cada transistor.

A corrente de polarizagdo de coletor nos transistores de poténcia ¢ mantida em um
valor muito baixo de pouco mais de 2,5 pA para evitar a desnecessaria dissipagdo de
poténcia, mas mantendo os transistores proximos da regido linear, com aplicacdo de
aproximadamente 1,2 V sobre as trés juncdes de emissor da composicao darlington (Q6,
Q12,Q18 ¢ Q7,Ql13, Q19).

O ganho de tensao do amplificador pode ser calculado através do circuito
equivalente “CA” mostrado na Figura 15, onde “R;” ¢ a resisténcia de entrada do

r

amplificador de poténcia e “r.” ¢ a resisténcia equivalente do modelo dinamico da juncao
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de emissor, sendo dado aproximadamente por 7, = I—T, onde V, =

E

K,T
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. Nesta expressao,

“Ig” ¢ a corrente de polarizagdo de emissor, “V7” ¢ a tensdo térmica, “Kp” ¢ a constante de
Boltzmann, “e” a carga elétrica elementar e “7” a temperatura absoluta. A tensdo térmica

para 7= 300 K ¢ aproximadamente 26 mV.

ib1 hfe1.ib1 ib3 hfe3.ib3 ie2 hfe2.ib2
«— N —_ N —
. re,
re,s | iel res3| ie3 1ib2
e +
Vv R5 R2 . .

| C‘) R4 R3Z RIZ  RZ
POT3 POT1 -

Figura 15 - Circuito equivalTente do pré-amplificador para analise “CA”.

O ganho de tensdo do amplificador (AV) obtido da andlise deste circuito ¢ dado
pela equagao (3.1):

R /IR,

P I[(R, +Pot, +1, ) (1+ k) | (s " o
1+hfel' [R4 //(R5+Pot3)]+re1 ' " ’ 1+h,, \R,+Pot,+r, )

1+h

Substituindo-se os valores de resisténcias e ganhos de corrente nominais, obtem-se
o valor teorico AV= 29 V/V, porém o valor obtido por simulagdo ¢ de 25 V/V. Essa
diferenga provavelmente deve as diferentes estimativas dos pardmetros r. e hg dos
transistores feitos analiticamente em relagao aos valores usados nos modelos dindmicos do
simulador PSPICE.

O capacitor C2 de acoplamento entre os estagios determina a freqiiéncia de corte
inferior (f;) da resposta em freqiiéncia do ganho de tensdo do amplificador. O valor de C2
foi escolhido para que £ fosse menor que 10 Hz. Para determinar a f. utilizou-se a equagao
(3.2):

1

Je = aR+R)-C

(3.2)

Substituindo-se os valores na equagado, obteve-se a f. em 5,7 Hz.
3.1.3 Poténcia dissipada no amplificador

A poténcia média dissipada nos transistores operando em classe A ¢ dada pela
equagdo (3.3):

T
P=V,.I. +%j V. (6)i (0).dt (3.3)
0

onde, Vg € a tensdo “CC” entre coletor e emissor, /¢ € a corrente “CC” de coletor, V,.(?) €
o sinal de tensdo entre coletor e emissor, i.(¢) ¢ o sinal de corrente de coletor
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Para sinais senoidais, obtém-se o resultado, apresentado pela equagao (3.4):

v,I
P=Vopde == (3.4)

onde, V,, ¢ a amplitude do sinal de tensdo entre coletor e emissor, /,, ¢ a amplitude de sinal
de corrente de coletor.
Logo, o valor maximo de poténcia dissipada ¢ dado pela equacao (3.5):

B =Verdc (3.5)

Para os transistores operando em classe AB a poténcia média dissipada ¢
aproximadamente dada pela equagdo (3.6):

T/2
P=V I+ % [ v ®i.0).at (3.6)

0

onde, /cc € o valor médio da corrente de coletor. Para sinais senoidais, tem-se a equagao
(3.7):
V.l V. .I
P= CE"m _ " m*"m (37)
Vs 4

Para uma carga resistiva no estagio de poténcia na qual o sinal de tensdo na carga ¢
dividido entre os trés transistores em série em cada braco do amplificador, tem-se

4 . N 2
I, =—". Com isso, a poténcia maxima ocorre quando V =—V_, e tem o valor dado
b
L

pela equacao (3.8):

3,

P
7R,

(3.8)

Vee . ~ .
onde, V. = Ty e Vcc ¢ a tensdo de alimentacdo do amplificador.

A Tabela 4 apresenta os valores de poténcia dissipada para os principais elementos
de dissipagdo no amplificador. Esses elementos requerem um esquema especial de
dissipagdo que sera apresentado a seguir. Os demais elementos do circuito dissipam muito
pouco e ndo requerem qualquer tipo de protegdo térmica.

Tabela 4 - Poténcia dissipada nos transistores principais

Transistor Poténcia (W)
MIJE13007 8,13
MJW3281A 60,79

MIW1302A 60,79
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Todos os transistores listados na Tabela 4 sdo montados sobre a superficie de um
mesmo dissipador. A poténcia total dissipada em regime permanente senoidal ¢ de
aproximadamente 745 Watts.

Foi utilizado o dissipador modelo P16-20 da SEMIKRON, que possui massa de 4,7
Kg e resisténcia térmica 0,25 °C/W.

Com este dissipador ndo seria possivel utilizar o amplificador na poténcia maxima
indicada acima em regime permanente. Contudo, o eletropermeabilizador deve ser usado
apenas com formas de onda de curta duracao, tipicamente de centenas de microssegundos a
dezenas de milissegundos. Levando em conta o calor especifico do aluminio (0,22 cal/g°C)
e a massa do dissipador, pode-se estimar que este dispositivo possui uma capacidade
térmica da ordem de 4,3 KJ/°C, o que proporciona uma constante de tempo para o aumento
da temperatura do dissipador de cerca de 1000 segundos. Com isso, pode-se considerar que
a temperatura do dissipador ¢ constante e igual a temperatura do ar durante o intervalo de
tempo de aplicagdao do pulso de tensdo na carga. Assim, pode-se estimar a temperatura de
jungdo (Tj) dos transistores durante este intervalo, considerando a temperatura do
dissipador de 40°C, a resisténcia térmica entre juncao e capsula (Rthjc) e a resisténcia
térmica de contato do transistor com o dissipador de aproximadamente 1 °C/W. Os valores
obtidos sdo listados na Tabela 5.

Tabela 5 - Temperatura de jungdo maxima

Transistor Rthje (°C/W)*  Poténcia (W) TJ (°C) TIvax (CC)*
MIJE13007 1,56 8,13 60,81 150
MJW3281A 0,625 60,79 138,78 150
MJW1302A 0,625 60,79 138,78 150

* Valores retirados dos datasheet dos componentes [ON Semicondutor]
3.1.4 Analise dinamica do Amplificador

A simulacdo dindmica do Amplificador foi realizada com o programa PSPICE
ORCAD 9.2 para a carga nominal de 100 Q.

A Figura 16 apresenta a resposta do amplificador para sinal senoidal e quadrado.
Observa-se que o ganho de tensdo ¢ de 50 V/V. Na Figura 17 o pulso quadrado na carga ¢
mostrado com escala de tempo expandida e verifica-se que o tempo de resposta (de 10% a
90% de amplitude) ¢ aproximadamente 1 ps e que o tempo de atraso (0 a 90% de
amplitude) ¢ cerca de 1,5 us na subida e na descida do sinal.
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Figura 16 - Resposta no tempo do amplificador. (a) onda senoidal. (b) onda quadrada.
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Figura 17 - Resposta no tempo para pulso positivo. (a) Detalhe da subida do sinal na carga. (b) Detalhe da
descida do sinal na carga.

A resposta em freqiiéncia do amplificador ¢ mostrada na Figura 18. Observa-se que
a largura de banda para o modulo do ganho com queda de -3 dB nos extremos ¢ de
aproximadamente 5 Hz a 250 kHz.
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Figura 18 - Resposta em freqiiéncia do Amplificador, (a) Espectro de Mddulo. (b) Espectro de Fase.
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3.2 FONTES DE ALIMENTACAO DO AMPLIFICADOR

As fontes de alimentagdo foram projetadas para fornecer uma tensdo fixa de +300
V para o amplificador de tensdo e uma tensdo ajustivel de zero a +300 V para o
amplificador de poténcia. O ajuste da tensdo de alimentacdo do amplificador de poténcia
permite minimizar a dissipacdo de poténcia nesse estagio.

3.2.1 Fonte de Alimentacao Fixa

A Figura 19 mostra o esquema da fonte fixa de = 300 V.

6A8 Q1 150mA

> A\ A . o\ oi—a—p + 300 V
ook FR1[ WEMO 4 5 sokERs FUSIVEL
R2 | 7.6k 3 POT
§ MJE340 A
1A 470uF =21 C1 Q2 A i
i ° 47k 3 R4
FUSIVEL : =
ilf 1N5383B
Rede LS
220 VAC P 250 VAC J{ 2 | =
1N5383B 47k 3 R41
B
470uF 5 C2 "
a4 ¥
MJE350 7 6k 3 POT2
L 47% |
68k 3 R R213  39k3 R13 455 0
« v MJE350 ‘ 200V
6A8 Q3 FUSIVEL

Figura 19 - Fonte de alimentag@o Fixa = 300 V.

Trata-se de um retificador monofasico de meia onda simétrico que fornece cerca de
+ 350 V de tensdao continua seguido de um regulador linear de tensdao que estabiliza a
tensdo de saida em £ 300 V. O regulador ¢ constituido de maneira convencional com
transistor de passagem (MJE 340 ¢ MJE 350) com realimentacdo através de divisor
resistivo e comparacdo com tensdo de referéncia de um zener (1N5383).

A corrente nominal de projeto ¢ baixa, 150 mA, uma vez que essa fonte deve
fornecer apenas a corrente de polarizacdo do amplificador de tensdo, da ordem de 30 mA,
mais uma corrente “CA” da ordem de 28 mA no transistor Q2.

3.2.2 Fonte de Alimentagdo Ajustével
A Figura 20 mostra o esquema da fonte ajustavel para o amplificador de poténcia.

Foi utilizado um transformador com 5 deriva¢des com os valores de tensao de 45, 90, 135,
180 ¢ 230 V, e 5 relés para selecionar a tensao desejada a partir de uma chave de 5 polos.
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Figura 20 - Fonte de alimentag@o Ajustavel nos valores: +63, £127, £191, £254 e £325 V.

A tensdo de saida (V™ e V) de alimentacio ¢ obtida simplesmente com uma
retificacdo e filtragem da tensdo selecionada. O capacitor foi calculado para que a queda de
tensdo fosse no maximo de 30 V para a corrente de carga de 5 A durante o intervalo de
tempo maximo de 10 ms.

3.3 SISTEMA DIGITAL DE GERACAO E AQUISICAO DE SINAIS

O sistema de aquisicao de dados para a geragdo e medi¢dao dos sinais de tensdo e
corrente com forma de onda arbitraria foi desenvolvido no ambiente LabVIE W®, utilizando
a placa de aquisicdo de dados PCI-6251 da National Instruments, instalada em um
computador com processador Intel® Celeron® 2.8 GHz e 1 GB de memoéria RAM.

A Figura 21 mostra uma fotografia dessa placa e suas caracteristicas fornecidas
pelo fabricante [NATIONAL INSTRUMENTS] sdo descritas abaixo.

M Series T

Walifurchion gy Bevieo

NATIONAL
ﬁusrnummn

Figura 21 - Placa PCI 6251 utilizada no sistema de geragdo e aquisig¢do dos sinais.

A placa possui 16 entradas independentes ou 8 entradas diferencias; taxa de
amostragem A/D de 1,25 MS/S; resolucdo de 16 bits; tensdo maxima de entrada entre -10
V a+10 V e apresenta 2 saidas analdgicas independente com taxa de amostragem D/A de
2,86 MS/s; resolucao de 16 bits; tensdo maxima de saida entre -10 V a +10 V; corrente
maxima total por canal de saida 5 mA.
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A placa também apresenta 24 entradas ou saidas digitais; razao de clock maxima de
10 MHz; tensao maxima de entrada ou saida de 0 a 5 V; corrente maxima por canal de 24
mA, totalizando uma corrente maxima de 448 mA.

O programa foi desenvolvido para gerar uma forma de onda de tensdo com as
caracteristicas desejadas no experimento de eletropermeabilizag¢do e para adquirir amostras

da tens3o e corrente na carga. Um diagrama de blocos desse aplicativo ¢ mostrado na
Figura 22.
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Figura 22 - Diagrama de blocos do programa de geracdo e aquisicdo dos sinais para o eletropermeabilizador
em LabVIEW".

¥
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O gerador de sinais se destina a estimulacdo de materiais biologicos através de
sinais elétricos com diferentes formas de onda, apresentando duas formas de gerar um sinal
arbitrario: a primeira com formas de onda pré-programadas e a segunda com féormula
matematica. A freqliéncia maxima de amostragem ¢ de aproximadamente 500 kHz para
dois canais de entrada e 1,25 MHz para um canal. A amplitude ¢ limitada em £10 V,
decorrente das limitagdes da placa de aquisicdo PCI-6251. Para o desenvolvimento do
gerador de forma de onda pré-programada, foi utilizado o bloco pronto basico de geragao
de forma de onda do LabVIEW®, o qual apresenta em sua estrutura os seguintes
parametros: amplitude, forma de onda (senoide, triangular, quadrada e dente de serra),
offset e razdo ciclica.

O gerador desenvolvido possibilita gerar um unico sinal, ¢ também gerar um sinal
com até trés formas de onda concatenadas com diferentes parametros. Para que esta
concatenagdo de sinais seja possivel, foi desenvolvido um bloco que organiza e sequencia
as formas de onda. Este bloco sequencia cada forma de onda com seus parametros,
anexando-os um apds o outro, obtendo um sinal Unico concatenado para ser enviada a
saida analogica da placa PCI-6251.

Para o gerador de formula, utilizou-se do bloco pronto de formula do LabVIEW™,
que possibilita descrever uma fun¢do matematica com sintaxe similar a utilizada em
Matlab®.

O bloco de freqiiéncia de amostragem e amostra do sinal determina quantos ciclos
(periodos) de um determinado sinal serao gerados e o nimero de amostras por ciclo.

Uma vez que o sinal seja definido em forma de onda, amplitude e demais
parametros, este ¢ verificado por um bloco de erros, que verifica as informagdes
programadas antes do envio do sinal a saida analdgica da placa PCI-6251. A verificacao
diz respeito aos limites de tensdo, freqliéncia e nimero de amostras que a placa de
aquisicdo suporta. Se a configuragdo do sinal for correta o envio ¢ realizado. Caso
contrario, o programa sinaliza o problema com uma mensagem de erro.

Para o envio do sinal 4 placa utilizou-se o bloco assistente DAQ do LabVIEW" para
a geracao de tensdo analogica.

O sinal de tensdo ¢ enviado para a entrada do amplificador, que o amplifica com
ganho de tensdo 50 V/V e aplica na carga. Os transdutores de tensdo e corrente conectados
a carga medem os valores de tensdo e corrente que sdo adquiridos por duas entradas
analdgicas da placa de aquisi¢do. Para esta aquisi¢do foi utilizada o bloco assistente DAQ
do LabVIEW" para a aquisi¢io de tensdo analégica. Estes valores sio exibidos em forma
de graficos de tensdo na tela do usuario, podendo ser armazenados em arquivos.

O bloco de salvar dados e imagem armazena o sinal gerado e os sinais de tensdo e
corrente em arquivos distintos. As imagens podem ser salvas em formato .jpg, .bmp ou
metafile, e os dados em formato de arquivo texto.

3.4 TRANSDUTOR DE TENSAO E CORRENTE

O transdutor de tensdo desenvolvido ¢ apresentado na Figura 23, e utiliza o
amplificador de instrumentagdo INA 111BP [TEXAS INSTRUMENTS] e divisores
resistivos para a redugdo da tensdo de 500 V para aproximadamente 4,0 V na entrada
diferencial. O ganho do amplificador de instrumentacgao ¢ ajustado em 2,0 V/V.
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Figura 23 - Transdutor de Tensdo com divisor resistivo e amplificador de instrumentagdo INA 111BP.

A relacdo de transferéncia deste transdutor segue a seguinte equagao:

3 3
V=V x 1,32 10 | 1+51'103 (3.9)
1,2-10° +150-10 51.10

Os terminais de entrada (Ve) estdo acoplados a carga a ser medida e a saida Vs € o
sinal de tensdo adquirido pela placa PCI-6251, devendo ser limitado a +10 V. Para garantir
que a tensdo de saida ndo serda em nenhuma condi¢do maior que 10 V (limite das entradas
analogicas da placa de aquisi¢do), foi usada a tensdo de alimentagdo do amplificador de
instrumentagao de +9 V.

O transdutor de corrente, ilustrado na Figura 24, foi desenvolvido com os requisitos
de obter adequada isolacdo da placa de aquisicao de dados, largura de banda superior a 100
kHz e sensoriamento de corrente de até 5 A.

O transdutor LTSP 25-NP da empresa LEM foi o transdutor de efeito Hall com as
melhores caracteristicas encontradas para atender estes requisitos.

Algumas das caracteristicas bésicas do transdutor LTSP 25-NP sdo: corrente
nominal de entrada para até 25 A; banda de freqiiéncia tipica de 300 kHz para -1 dB;
isolacdo de 3 kV de tensdo eficaz; tempo de resposta maxima de 150 ns; erro de
linearidade maximo de 0,1% para corrente de 25 A de entrada.
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Figura 24 - Transdutor de Corrente por Efeito Hall LTSP 25-NP e amplificador de instrumentagao
INAI111BP.
O transdutor de corrente LTSP 25-NP tem como sinal de entrada a corrente I, a ser

medida. A corrente de saida do transdutor, por sua vez, produz uma diferenga de potencial
no resistor de 150 Q que é amplificada com o amplificador de instrumentagdo INA111BP e

aplicada em uma entrada analogica da placa PCI-6251.
A relagdo da tensdo de saida (V) com a corrente de entrada Ie ¢ dada pela equacao

(3.10):
-3 3
Vo= x| 22210 s [ 142010 (3.10)
8,33 15.10
35 IMAGEM DO SISTEMA COMPLETO DE ELETROPERMEALIZAGAO

A Figura 25 mostra o sistema completo de estudo da eletropermeabilizacio
bioldgica desenvolvida neste projeto. O osciloscopio e as ponteiras de tensdo e corrente
foram usados para afericdo do sistema com carga padrao de 205,59 Q, medida com

multimetro modelo MDM-8165 MINIPA.

oa

Figura 25 - Sistema de Eletropermeabilizagio contendo amplificador, fontes de ali}nentagﬁo, transdutores e
sistema de geracio e aquisi¢do de sinais desenvolvidos em ambiente LabVIEW® para uma placa PCI-6251.
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4 METODOS E RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo, serdo apresentados os métodos usados e os resultados obtidos na
avaliacdo do eletropermeabilizador desenvolvido. Serdo avaliados o programa de comando
do sistema, o ganho e resposta em freqiiéncia do amplificador, a estabilidade térmica do
amplificador e as respostas dos transdutores. Alguns resultados obtidos com solucao
eletrolitica padrdo e com suspensdo de células serdo apresentados no final deste capitulo.

41 TESTE DO SOFTWARE

O software foi desenvolvido no ambiente de programagdo LabVIEW 8.2 da
National Instruments® e permite a geracio de sinais com forma de onda arbitréria,
concatena¢do de até trés formas de ondas e geracdo de sinal descrito por formula
matematica. A placa de aquisicao utilizada para implementacdo do sistema eletronico foi a
PCI-6251, conforme descrito anteriormente. A Figura 26 apresenta a tela de usudrio do
aplicativo Gerador de Sinais 1.0.
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Figura 26 - Tela do usudrio do aplicativo Gerador de Sinais 1.0

O software apresenta uma tela de usudrio onde pode ser ajustada a forma de onda
do sinal de tensdo a ser gerada, sua amplitude, freqiiéncia, offset, razao ciclica, nimero de
amostras e freqiiéncia de amostragem. Pode-se também configurar trés sinais diferentes
desse mesmo modo, e assim obter na saida uma sequéncia com trés formas de onda
programadas.

O programa permite ainda configurar quais entradas e saidas da placa de aquisicao
PCI-6251 serdo usadas para acionar o eletropermeabilizador e fazer a aquisi¢do dos sinais.
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Para demonstrar as possibilidades de implementacdo do software, ¢ apresentada na
Figura 27 a concatenacdo de trés formas de onda, onde o sinal 1 ¢ uma senoide, o sinal 2 ¢
uma onda quadrada e o sinal 3 é uma onda triangular. Para os trés sinais a amplitude & 10
V, freqliéncia 1 kHz, nimero de amostras do sinal 600 e freqiiéncia de amostragem 200
kHz. O sinal gerado apds a amplificacdo ¢ aplicado em uma carga resistiva de 205,59 Q,

e P |
Sinal 01 | sinalz | Sinal3 | Férmula [NICIAR RARAR, Capturar imagem saids [N
yp[Envia os dados para o geradar de Funcdes & para a DAGHX (EMTER) 0
’_.Forma de onda S i ."r y T A
- Sencidal 1
< Do Sinal =
A
Amplitude Freqiéncia :J 500 ﬁ
H10 21 1000 Apis Sinal I
U U 2 ]
o <
Y
_OFFset Duty Cicle :
Ao Alcn -10- T T T RGOS WeRee e
d 4 Ciclas 3 . y 0.008995
Tempo §s)
Configuragio dos Canais ﬂ@ | Devl/ai0 “
Pinagem
Entrada Saida
Canal Canal =
1 o = 1 = o
% Devifanit = RDevifaod = 4
M &ximo Maximo B
A o £
1o 1o =z
o Y
HMinimo Mirima -
T 410 i i i Ty
4 l 0,004 0,005 0.008 0.007 0.008 0.00599
Tempo (51
= (] L
e B [ o] Dot
Freqiéncia de Amostragem Configuragéo de Entrada
) 200000 JRSE —
v v =
— n
0
2
B
Dadas ]
| Carregar Dados * | Salvar Aquisicio -3 U FE L NOTous FESUETeN FICUIo (oo Sam—
0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.00899
Tempo (s)

HE W |
Figura 27 - Concatenagdo de trés formas de onda, ¢ apresentagdo da tela do usuario.

O grafico “Saida” apresenta o sinal concatenado que ¢ aplicado na carga, ¢ o
grafico “Dev/ai0” e grafico “Dev/ail”, sd@o os sinais de tensdo lidos nas saidas dos
transdutores de tensdo e corrente, respectivamente .

O sinal gerado e os sinais adquiridos podem ser salvos no formato texto com o
botdo “Salvar Aquisi¢ao”. Cada configuracdo de um experimento realizado (forma de
onda, amplitude, freqiiéncia, nimero de amostras e freqiiéncia de amostragem) ¢&
armazenada em um arquivo especifico e pode ser recuperada para repetigdo do
experimento através do botdo “Carregar Dados”. As imagens de cada grafico podem ser
armazenadas em arquivo de imagem com o botao “Capturar Imagem”.

Outra possibilidade de aplicagdo do software ¢ apresentada na Figura 28, onde o
sinal implementado ¢ um trem de pulsos com amplitude de 10 V. Para isso definiu-se o
sinal com forma retangular, amplitude de 5 V e um offset de 5 V, freqiiéncia de 1 kHz,
freqiiéncia de amostragem de 100 kHz, razao ciclica de 10% e 500 amostras do sinal.
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Figura 28 - Pulso de onda quadrada com razio ciclica de 10%.

Este sinal ¢ utilizado no estudo da eletropermeabilizagdo para verificar a
persisténcia da permeabilizagdo da célula, resultante de pulsos sucessivos aplicados com
razao ciclica baixa.

Para a obtencdo de forma de onda descrita por formula matematica, ¢ necessario
selecionar o icone “Formula” da tela do usuario e na area “Equacdo” pode-se descrever
qualquer equacdo com sintaxe similar a utilizada em Matlab®. A equacdo descrita na
Figura 29, ¢ a soma de quatro harmonicas de 1 kHz amortecidas exponencialmente com
constante de atenuagao 100 s,
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Figura 29 - Implementacdo de forma de onda com férmula matematica.

4.2 TESTES DO AMPLIFICADOR

Para medir o ganho de tensdo do amplificador utilizou-se o osciloscopio Tektronics
modelo TDS2024B. O canal 1 do osciloscopio mostra o sinal aplicado na entrada V. (ver
Figura 14). A tensdo na saida Vs do amplificador ¢ medida com os canais 3 e 4 do
osciloscopio (no modo de subtragdo), conectados nos terminais da resisténcia de carga.

4.2.1 Resposta no tempo ao pulso de tenséo

A Figura 30, apresenta os resultados obtidos com a aplicacio de um pulso
retangular com amplitude 10 V e duragdo 50 ps.
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Figura 30 - Pulso retangular de 50us aplicado em uma carga resistiva de 205,59 Q. V. em amarelo e V; em

vermelho.

Pode-se verificar pela relagdo do sinal de saida Vs com o sinal de entrada V., que o
ganho do amplificador ¢ de 50,87 V/V.

As Figuras 31 e 32 apresentam as mesmas formas de onda com escala de tempo
expandida para melhor visualizacdo dos transitorios de subida e descida do sinal na carga.
Os tempos de subida e descida de 10% a 90% da tensdo maxima sdo 1,4 pus e 1,5 pus
respectivamente.

MEDIDAS
CH1
Fico & Pic

s s fuine o Y

CH1 2.00% CH1 &~ 2604
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Figura 31 - Tempo de subida para pulso retangular de 50 ps. V. em amarelo e V; em vermelho.
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Figura 32 - Tempo de descida para pulso retangular de 50 ps. V. em amarelo e Vi em vermelho.

4.2.2 Resposta em freqiéncia para uma onda quadrada

A fim de obter a resposta em freqiiéncia do amplificador na faixa de 1 Hz a 200
kHz, foram obtidas inicialmente as tensdes de entrada e saida para excitacdo com onda
quadrada, amplitude 10 V e duas freqiiéncias fundamentais, 1 Hz e 1 kHz. Foram aplicados
20 periodos do sinal. No caso da onda de 1 Hz foi utilizada a freqiiéncia de amostragem de
1 kHz e no caso da onda de 1 kHz, foi utilizada a freqiiéncia de amostragem de 500 kHz.

A partir dos arquivos salvos das tensoes de entrada V¢(t) e saida V(t), usou-se um
algoritimo de calculo de coeficientes de série exponencial de Fourier descrito pela equagao
(4.1):

Na
Cn = ZV(mta)eXp(_]zﬂnf;)mta)
m=1

Na .
_ ZVm.exp(—]-Zﬂ-n-mNaj

m=1

4.1)

onde, C, ¢ o coeficiente da n-ésima harmonica do sinal; f, ¢ a freqiiéncia fundamental; N, ¢

, . . T 1 .
o numero de amostras por periodo; #, € o tempo de amostragem 7, =—2 = ;s Vmé€a

N,-f.

a a o

m-ésima amostra do sinal no tempo.

O vetor de amostras por periodo de cada sinal usado neste célculo foi obtido pela
promediacdo dos 20 periodos amostrados no experimento. Foram usados 1000 amostras
por periodo na freqiiéncia de 1Hz e 500 amostras por periodo na freqiiéncia de 1kHz.

Com estes coeficientes Cy(V.) e Cy(V;) para as tensdes de entrada e saida
respectivamente, o ganho de tensdo no dominio da freqiiéncia foi obtido pela equagao (4.2)
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C,,)|

A”(f)=|cn(Ve)

[£C,(7,)-£C,(V,)] 4.2)

As Figuras 33 e 34 apresentam o médulo e a fase do ganho do amplificador de 1 Hz
a 200 kHz. Observa-se que a banda passante, considerando a queda de -3 dB no modulo do
ganho, se estende de aproximadamente 5 Hz a 110 kHz.
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Figura 33 - Resposta em freqiiéncia do amplificador obtida pela analise de Fourier com onda quadrada de
1Hz.



53

s 60
S
x 50 |-
(@)
2
9 40 I~ |
i
g 30 -
=
= i
S 20 -
S i
3 10|
3
= 0 | |
5
10° 1 ) 10 10°
FREQUENCIA [Hz]
@ 0
<
[hd
o,
o -10 5
(@]
[m)]
R
S 20 i
-
o
=
2 30t .
(@]
[m)]
G 40
< - 3 L L L L L L ol L L L L L L PR L L L L L L L
. 10 10* 10° 10°

FREQUENCIA [Hz]
Figura 34 - Resposta em freqiiéncia do amplificador obtida pela analise de Fourier com onda quadrada de
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4.3 ESTABILIDADE TERMICA

Uma vez que o Amplificador de tensdo ¢ polarizado como classe A, a sua
estabilidade térmica ¢ um importante aspecto de seu funcionamento, particularmente neste
projeto, no qual a tensdo V¢p de polarizacdo de Q2 (ver Figura 14) ¢é razoavelmente alta,
em torno de 270 V. O aquecimento deste transistor provoca aumento da corrente de coletor
e consequentemente a instabilidade térmica, ou seja, maior dissipacdo de poténcia.
Contudo a presenca da resisténcia de coletor de Q2 estabiliza termicamente a polarizagao
deste transistor. O aumento da corrente de coletor devido ao aquecimento do transistor
provoca maior queda de tensdo em R1 e, com isso, diminui a tensdo Vcp. A poténcia
dissipada na polarizagdo de Q2 ¢ dada aproximadamente pela equagdo (4.3).

P=[(Vec=V,)-R1-1,]-1, (4.3)

Onde, Vce € 300V, Vg € -270V e R1 ¢é 10kQ.

o L. Vee -V, ) ,
A poténcia maxima ocorre para I, :2—Rle28,5mA. Mas, o transistor €

polarizado com Ic= 30 mA, ou seja, o ponto de operacdo situa-se a direita da corrente
critica, o que corresponde a regido de estabilidade térmica de Q2. Se a corrente aumenta, a
poténcia diminui. A Figura 35 mostra a variagdo no tempo da tensdo de polarizacdo de
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coletor de Q2 obtida apds ligar as fontes de alimentagao do amplificador, sem a aplicacao
de sinal em sua entrada.

Para esta medicao, foi usado o multimetro digital MINIPA modelo ET 2907, com
comunicagdo serial para computador. Foram feitas 780 medi¢cdes em intervalos de 1
segundo. Esta figura comprova a estabilidade térmica do amplificador.
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Figura 35 - Verificacdo da Estabilidade Térmica do Amplificador de tensdo.

4.4 CURVA DE RESPOSTA DO TRANSDUTOR DE TENSAO

A curva de resposta do transdutor de tensdo foi obtida através da leitura feita com o
programa do eletropermeabilizador em LabVIEW® ¢ da medicdo do mesmo sinal na carga
feita com o osciloscopio Tektronics modelo TDS 2024B. A carga utilizada foi a resisténcia
de 205,59 Q medida com o multimetro modelo MDM-8165 MINIPA. Foi usado sinal
senoidal com amplitude variando de 50 a 500 V. A Figura 36 mostra os resultados obtidos.
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Figura 36 - Curva de resposta do transdutor de tensdo

A linha continua representa a aproximacao linear obtido com o programa polyfit do
Matlab®. Esta curva serd usada para converter a tensio obtida no transdutor para o valor da
tensdo obtido na carga. A sua equacao ¢ dada por (4.4):

V,=62,67-V, +1,20 [V'] (4.4)
O desvio maximo da curva de conversdo do medidor em rela¢do ao valor medido é

1,67% e ocorre na tensdo de 50 V na carga. O desvio quadratico médio em relagdo ao
fundo de escala de 500 V € 0,69%.

45 CURVA DE RESPOSTA DO TRANSDUTOR DE CORRENTE

A curva de resposta do transdutor de corrente foi obtida para a carga de 205,59 Q,
fazendo-se a leitura do transdutor com o programa do eletropermeabilizador em
LabVIEW® ¢ medindo a corrente com a ponteira de corrente Fluke 80i-110S conectada ao
osciloscopio Tektronics modelo TDS 2024B. Foi usado onda senoidal de 1 kHz e 10 kHz,
com amplitude variando de 50 a 500 V. A Figura 37 mostra as curvas obtidas. As linhas
continuas representam as aproximacdes lineares obtidas com o programa polyfit do
Matlab®. Essas curvas sdo descritas pelas seguintes equacdes (4.5) e (4.6) a seguir:

) Para onda senoidal de 1 kHz:

1,=1,0399-1,+0,0490 [ 4] (4.5)

. Para onda senoidal de 10 kHz:
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I,=1,0254-1,+0,0598 [ ] (4.6)
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CORRENTE NO TRANSDUTOR [A]
Figura 37 - Curva de resposta do transdutor de corrente. Curva em cor preta para freqiiéncia de 1 kHz e curva
em vermelho para freqiiéncia de 10 kHz.

Para a curva de 1 kHz, o erro maximo ¢ de 6,95% em 250 mA e o desvio quadratico
médio em relacdo ao fundo de escala de 2,5 A ¢é 2,06%. Para a curva de 10 kHz o erro
maximo ¢ de 9,25% em 280 mA e o desvio quadratico médio € 2,57% para o mesmo fundo
de escala.

46 EXPERIMENTO COM MATERIAL BIOLOGICO

Os experimentos com solugdo eletrolitica e material bioldgico foram realizados no
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Santa Catarina (CCB-UFSC),
seguindo as recomendagdes éticas do Conselho Federal de Medicina Veterindria e Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal de acordo com o registro no Comité de Etica
PP00187/CEUA/UFSC.

4.6.1 Preparacao das amostras e Estrutura de teste

As amostras de material bioldgico foram obtidas a partir de sangue de rato da
espécie Rattus Norvegicus. Apos retirado do animal, o sangue foi centrifugado a 3000
RPM durante quatro minutos a 24 °C (Eppendorf modelo 5451R). Apds isso, o plasma foi
retirado e as hemdcias foram diluidas em solugdo eletrolitica isotonica Kbr com a seguinte
composi¢ao: 13 mM de NaCl, 150 mM de sacarose, NaOH 14mM e pH de 7,4. Esta
suspensdao foi centrifugada nas mesmas condigdes anteriores e apoOs drenar o plasma
resultante diluido, as hemdcias foram novamente resuspensas em solucdo Kbr. A
concentragdo de células na suspensdo foi obtida pela contagem de células em Camara de
Neubauer. A fragdo volumétrica obtida foi 0,19. A condutividade da solugdo Kbr foi
medida com condutivimetro Metrohm modelo 712, sendo obtido o valor de 3,67 mS/cm.
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A Figura 38 mostra o sistema de eletrodos usado na estimulagdo elétrica da
amostra. Os eletrodos sdo de aco inoxidavel e sdo separados por um distanciador de
acrilico.

ELETRODOS
AGD THOX

ACRILICO

Figura 38 - Sistema de Eletrodos utilizado nos experimentos

A érea dos eletrodos foi ajustada em 0,25 cm” e a espessura do separador em 0,3
cm. Para isso, usou-se um paquimetro Mitutoyo 150 mm. A relagdo entre a condutancia da
amostra e a sua condutividade ¢ dada pela equagao (4.7):

1
G=-t=0-

L 9
VL

5 4.7)

SHIEN

onde, V; ¢ a tensao medida nos terminais de saida do eletropermeabilizador; /; ¢ a corrente
medida na saida do eletropermeabilizador; ¢ € a condutividade da amostra em S/cm; 4 € a
area dos contatos dos eletrodos com a amostra; d € a separacao entre os eletrodos

Os experimentos foram realizados apds 48 horas da coleta do sangue na
temperatura ambiente de 24 °C. Durante o intervalo de tempo entre a preparacdo da
suspensdo de células e o experimento de eletropermeabilizagcdo, o material biologico foi
mantido sob refrigeracao na temperatura de 15 °C.

4.6.2 Resultados

Inicialmente foi realizada uma série de 5 medi¢des apenas com a solu¢ao Kbr a fim
de aferir o sistema de medi¢do do eletropermeabilizador. Para isso, em cada medi¢do foi
aplicado um pulso retangular de 100 V, com duragdo de 500 ps e freqiiéncia de
amostragem de 100 kHz e foi medida a tensdo e a corrente na carga. A Figura 39 mostra as
formas de onda adquiridas em uma das medigdes.
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Figura 39 - Formas de onda na Carga obtidas para a solugdo Kbr. Pulso com 100V e 500us

Apos cada aplicagdo, foi feita a limpeza dos eletrodos para eliminacdo da camada
eletrodepositada. A média dos cincos valores de condutancia obtidos foi de 2,96 mS.
Usando a condutividade da solug¢do obtida com condutivimetro na equagdo(4.7) obtém-se o
valor de referéncia de 3,06 mS. O erro em relagdo a essa referéncia ¢ de 3,3%.

O experimento com suspensdo de hemaécias foi feito com a forma de onda de tensao
mostrada na Figura 40. A tensdo aplicada ¢ formada pela concatenagdo de trés pulsos: 100
V durante 1 ms; 500 V durante 250 ps; e 100 V durante 1 ms.

e e
Sincl01  SNAlZ | Sinl3 | Férmula INICTAR 1 EARAR Capturar imagem -]
10
’_.Forma de onda 2 Amostras 2 |
= Quadrada
- Do Sinal =
p
Amplitude 2 Freciiéncia 2 50 b1
s 2] z000 Apés Sinal ‘—é
. . o =
¥
Offset 2 Duty Cicle 2 E
Hs 50 AT o
Y Y Ciclos 2 0.5 0.00025 0,0005 0.00075 0.001 0.0012% 0.0015 0.00175 .00z 0.00227
Termpo (s)
Configuragéio dos Canais IR | Devijsn PR
Pinagem
Entrada Safda
Canal Canal =
L . = L = ©
% Devljainil =] % Devlfacd =] E
Maimo Maimo =
B 2 £
] ] <
” ”
Minima Minima ]
410 410 2 S S S S S G S S G A —
4 4 d b 0.002 0002265
Tempo (s}
o (B ~
P —) E2 - DR | e ceviion EaS
_Frequéncia de Amostragem Configuragdo de Entrada
11 zoooon I RSE .
U ¥ =
— ©
4
2
£
Dados =
| Carregar Dados * | Salvar Agquisicio * |
0.002 0002265
Tempo (s}
+HEw |

Figura 40 - Tela do usudrio com pulso retangular aplicado na solugdo com material biologico.
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O pulso de 500 V ¢ responsavel pela Eletropermeabilizacdo das células. Os pulsos
de 100 V servem para medir a condutividade da amostra antes e apds a
eletropermeabilizacio.

A forma de onda da corrente nesta figura apresenta uma inclinagdo positiva durante
o tempo de aplicagdo do pulso de eletropermeabilizagdo. Isto indica que a condutincia da
amostra estd aumentando durante esse intervalo de tempo, o que significa que a
eletropermeabilizagdo realmente ocorre nas condigdes desse experimento. A Figura 41
mostra os graficos de tensdo e corrente na amostra durante o pulso de
eletropermeabilizagdo apos filtragem digital em Matlab® com filtro Butterworth de
segunda ordem com freqiiéncia de corte de 20 kHz.
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Figura 41 - Comportamento da tensdo e corrente na carga durante a aplicagdo do pulso de
eletropermeabilizagio.

Esta filtragem € necessaria para reduzir a interferéncia nas formas de onda causadas
pelo ruido de quantizagdo do sistema de aquisicao de dados e interferéncia eletromagnética
do proprio amplificador nos transdutores do eletropermeabilizador. A Figura 42 mostra o
comportamento da condutividade da amostra obtida usando-se a equagdo (4.7), durante o
pulso de eletropermeabilizacao.
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Figura 42 - Comportamento da Condutividade da amostra

Os dois resultados apresentados correspondem a dois experimentos de
eletropermeabilizagcdo realizados com suspensdo de hemadcias consecutivamente nas
mesmas condi¢des de teste. As linhas retas correspondem a interpolacao linear obtida com
a fungdo polyfit do programa Matlab™ Verifica-se claramente a tendéncia de aumento da
condutividade da suspensdo de células em decorréncia do fendmeno de
eletropermeabilizacdo. Usando o resultado da interpolacdo e tomando-se a média das duas
curvas mostradas. Verifica-se que a condutividade aumenta com taxa de aproximadamente
1,1 S/em/s e que no intervalo de 200 ps a variagdo de condutividade da amostra ¢ de 6,8%.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentado o projeto, construg¢do e teste de um
eletropermeabilizador de células bioldgicas. Os requisitos de projeto foram estabelecidos
de modo que o equipamento apresente versatilidade e desempenho adequados para a
realizagao de pesquisas de caracterizacdo da eletropermeabilizagdo de células e tecidos
bioldgicos. O amplificador de tensdo foi projetado em classe A para obter maxima
linearidade. A estrutura cascode desse estagio permitiu obter maxima banda passante
considerando as limitagdes dos transistores de poténcia utilizados. O estagio de saida
classe AB push-pull apresenta alta impedancia de entrada e opera com niveis elevados de
tensdo e corrente.

O desempenho do amplificador e das fontes de alimentacdo atendeu as exigéncias
propostas neste trabalho. O equipamento pode fornecer até 500 V de tensdo com até 5 A de
corrente. Apresenta banda passante pouco maior que 100 kHz e tempos de resposta para
pulsos retangulares de tensdo da ordem de 1 ps. Os transdutores de tensdo e corrente
desenvolvidos e utilizados neste projeto permitiram a medi¢do da condutividade da
amostra com precisdo da ordem de 3,3%.

Outra caracteristica importante deste projeto ¢ o desenvolvimento do gerador de
formas de onda programadas que permite implementar diferentes protocolos de testes.

No experimento de eletropermeabilizacdo de células de rato suspensas em eletrolito
demonstra que o equipamento desenvolvido neste projeto pode fornecer os niveis
adequados de tensdo e corrente e apresenta resolugdo e sensibilidade adequadas para a
detec¢do das variagdes de condutividade que ocorrem em materiais bioldgicos durante o
evento de eletropermeabilizagao.

Pode ser concluido que o eletropermeabilizador desenvolvido neste projeto ¢ um
equipamento versatil e apresenta o desempenho adequado para aplicagdo em pesquisas da
eletropermeabilizagao bioldgica.

Os trabalhos futuros envolverao o uso do eletropermeabilizador na caracterizagao
da eletropermeabilizac¢do de diferentes células animais e humanas, visando obter subsidios
para a modelagem tedrica deste fendmeno ainda ndo totalmente compreendido.

Outra aplicagdo futura de grande interesse € a eletroquimioterapia de tumores com
diferentes intensidades, formas de onda e freqiiéncias do campo aplicado, visando
caracterizar as condigdes de estimulacdo que otimizam o efeito terapéutico dessa técnica.
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