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RESUMO 

Apesar de a aplicação de campos elétricos de alta intensidade ser atualmente a única tera-

pia disponível para interromper a fibrilação ventricular, esse processo pode causar lesões às célu-

las cardíacas, prejudicando sua contratilidade. Neste estudo, aplicamos pulsos elétricos de alta 

intensidade a miócitos isolados de ratos Wistar adultos. Obtivemos as curvas de letalidade por 

meio de análise de sobrevivência, que foram usadas para determinar a intensidade de campo ne-

cessária para matar 50% das células (EL50) e com esses valores obtivemos a curva de intensida-

de-duração (IxD) para letalidade para 10 durações diferentes: 0,1; 0,2; 0,5; 1; 3; 5; 10; 20; 35 e 70 

ms. Também obtivemos a curva IxD para excitação celular, por meio dos valores de média ± erro 

padrão da média para a intensidade de campo limiar de excitação para todas as durações, e obti-

vemos uma relação entre letalidade e excitação em função da duração do pulso, chamada de Fator 

de Segurança (FS), um indicador de segurança estimulatória. Essa curva foi determinada a partir 

da divisão entre os pontos das curvas IxD de letalidade e excitação. Observamos que quanto me-

nor a duração de pulso, maior a intensidade de campo que causa morte celular. Ao contrário do 

que se esperava, o maior valor de FS não correspondeu à menor duração utilizada (0,1 ms), mas 

sim à duração de 0,5 ms. Como o limiar de desfibrilação foi descrito como dependente da dura-

ção do pulso aplicado, nossos resultados indicam que o uso de estímulos com duração mais curta 

– em vez da duração tipicamente usada na clínica, de 10 ms – pode diminuir as lesões celulares, 

e, portanto, aumentar a efetividade da desfibrilação.  

 

Palavras-chave: estimulação por campos de alta intensidade, eletroporação, fator de segurança, 

miócitos cardíacos, morte celular.  
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ABSTRACT 

Although high intensity electric fields application is currently the only effective therapy 

available to terminate ventricular fibrillation, it may cause injury to cardiac cells, impairing 

their contractility. In this study we applied high electric field pulses with different durations to 

isolated rat ventricular myocytes. We obtained lethality curves by survival analysis, which were 

used to determine the value of applied electric field necessary to kill 50% of cells (EL50) and 

plotted a strength-duration (IxD) curve for lethality with 10 different durations: 0.1, 0.2, 0.5, 1, 3, 

5, 10, 20, 35 and 70 ms. For the same durations we also obtained an IxD curve for excitation and 

established an indicator for stimulatory safeness, named Safety Factor (FS), as the ratio between 

the points on the IxD curve for lethality and the one for excitation. We found that the lower the 

pulse duration, the higher the electric field intensity required to cell death. Contrary to expecta-

tions, the highest FS value does not correspond to the lowest pulse duration but to the one of 0.5 

ms. As defibrillation threshold has been described as duration dependent, our results imply that 

the use of shorter stimulus duration - instead of the one typically used in the clinic (10 ms) - may 

decrease electric cell damage, therefore increasing defibrillation effectiveness.  

 

Keywords: cardiomyocytes, lethal cell injury, electric field stimulation, electroporation, safety 

factor. 
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1 INTRODUÇÃO 

O coração é um órgão que tem como função bombear o sangue para os pulmões e para os 

tecidos e órgãos, mantendo o fluxo sanguíneo em todo o sistema vascular. Em mamíferos, é cons-

tituído por duas bombas distintas, separadas por septos. Cada bomba é composta por duas câma-

ras, um átrio e um ventrículo, que se comunicam por válvulas acionadas por diferença de pressão. 

Os átrios armazenam o sangue que vai para os ventrículos e durante a sístole sofrem contração 

que ajuda a forçar a passagem do sangue através das válvulas. O sangue bombeado pelo ventrícu-

lo direito através da artéria pulmonar recebe oxigênio por meio de trocas gasosas nos alvéolos 

pulmonares e retorna pela veia pulmonar, que entra no átrio esquerdo. O ventrículo esquerdo 

bombeia o sangue, então, para a circulação sistêmica pela artéria aorta. O sangue circula através 

dos vasos que irrigam os tecidos e órgãos periféricos transportando oxigênio e nutrientes, e tam-

bém serve como via de transporte dos resíduos metabólicos que serão eliminados, e retorna ao 

coração pelas veias cava superior e inferior (Guyton & Hall, 2006). 

A função bombeadora de sangue é baseada em mecanismos que mantêm a ritimicidade e 

sincronismo dos batimentos cardíacos. As células marca-passo no nódulo sinoatrial, em condi-

ções normais, são a origem dos estímulos elétricos (potenciais de ação) que desencadeiam a con-

tração cardíaca. Esses estímulos são propagados por caminhos específicos (vias intermodais, fei-

xe de His e fibras de Purkinje) e sofrem mudanças de velocidade de condução para que a contra-

ção ventricular ocorra a partir do ápice na direção das artérias pulmonar e aorta, que são conecta-

das à base do coração (Guyton & Hall, 2006).  

O potencial de ação (PA) é uma variação abrupta do potencial transmembrana (Vm), a par-

tir do valor de repouso (tipicamente -85 a -95 mV em relação ao meio externo, para miócitos car-

díacos), na direção de valores positivos, que podem chegar a até 40 mV, seguida de retorno ao 

potencial de repouso (Guyton & Hall, 2006). A reversão de Vm (despolarização) é possível a par-

tir da abertura de canais de sódio presentes na membrana celular, que se abrem em reposta ao 

aumento do potencial de membrana. Aumentos deste potencial elétrico levam Vm a valores me-

nos negativos, e, consequentemente, este potencial atinge um valor crítico, ou limiar, que causa o 

disparo do PA (Aidley, 1989).  

A membrana celular, em repouso, se comporta como uma resistência e uma capacitância 

em paralelo. De forma análoga a um modelo de circuito elétrico, Vm reage a um estímulo elétrico 
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de forma similar à carga de um capacitor, durante o estímulo, e de modo similar à descarga de um 

capacitor sobre uma resistência, após cessar o estímulo. Se o estímulo elétrico é alto o suficiente 

para produzir uma resposta que cruze um nível particular de Vm, o PA é gerado. Esse nível crítico 

de potencial é chamado de potencial limiar e é próprio de cada tipo de célula excitável. Para es-

tímulos abaixo desse limiar, assumindo que a resistência e a capacitância da membrana sejam 

constantes, o sistema é passivo. Acima do limiar, o sistema é ativo e a resistência e a capacitância 

da membrana variam com Vm, durante o PA (Aidley, 1989).  

A atividade elétrica é sucedida por atividade contrátil, a partir do acoplamento excitação-

contração (AEC), e se propaga por toda a célula (teoria de circuitos locais, Aidley, 1989) e entre 

células por meio de junções comunicantes, também conhecidas como junções gap, de baixa resis-

tência localizadas nos discos intercalares.  O AEC ocorre devido à entrada de Ca
2+

 por meio de 

canais de cálcio do sarcolema durante o PA. Ele se liga aos miofilamentos e possibilita o desen-

volvimento de força e encurtamento celular, além de interagir com os sítios de ligação de canais 

de liberação de Ca
2+

 no retículo sarcoplasmático e desencadear aumento da concentração plasmá-

tica do íon (Bers, 2001). 

Alterações do ritmo normal de batimentos cardíacos são chamadas arritmias cardíacas. 

Essas são condições patológicas que podem alterar o funcionamento do coração, interferir em sua 

eficiência contrátil e podem inclusive levar a morte (Opie, 1998). Nos casos mais graves, em que 

as arritmias prejudicam o funcionamento dos ventrículos, a função bombeadora fica comprometi-

da e pode não haver circulação de sangue. Um exemplo que pode causar morte em poucos minu-

tos é a fibrilação ventricular (FV), em que há contração desordenada dos miócitos ventriculares e 

há comprometimento severo da função cardíaca. Essa condição é causada pela perda da organiza-

ção sequencial de sua ativação elétrica, e, embora haja contração individual das células, não há 

um padrão organizado e não ocorre o bombeamento (Jalife, 2000; Guyton & Hall, 2006; Jones & 

Lodé, 2007).  

A única terapia disponível atualmente para reverter a FV é a estimulação do tecido cardía-

co por choques elétricos de alta intensidade (desfibrilação). A probabilidade de morte é de 50%, 

caso seja tratada nos 5 primeiros minutos, e aumenta 10% a cada minuto que a condição passa 

sem tratamento (Eisenberg et al., 1980; Larsen et al., 1993).  

Aproximadamente 600 mil pessoas sofrem paradas cardíacas dentro e fora dos hospitais 

todos os anos nos Estados Unidos. Em 2010, 23% tiveram fibrilação ventricular ou taquiarritmia 
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confirmada e receberam choques elétricos de alta intensidade. A taxa de sobrevivência entre as 

pessoas que tiveram FV confirmada foi de apenas 32% (Roger et al., 2012). Não há dados consis-

tentes a respeito da ocorrência de FV no Brasil, mas não há razões para acreditar que sejam signi-

ficativamente diferentes.  

   Apesar de essencial para reestabelecimento do ritmo cardíaco normal, a desfibrilação 

pode causar danos irreversíveis ao tecido cardíaco, como depressão contrátil, diminuição da exci-

tabilidade celular, distúrbios na condução do PA e até morte celular (Avitall et al., 1990; Tung, 

1996, Fedorov et al., 2008), porque parte das células pode receber intensidade de campo maior 

que 100 V/cm (Yabe et al., 1990), de alto potencial lesivo (Oliveira et al., 2008). Entretanto, ou-

tras podem receber campos menores do que o necessário para excitação, tipicamente 3 a 7 V/cm 

(Ideker et al., 1991; Oliveira et al., 2008), devido a formação de gradientes de potencial não uni-

formes no músculo cardíaco  (Tang et al., 1992; Al-Khadra et al., 2000). 

Essas lesões celulares são normalmente causadas pelo fenômeno da eletroporação, ou ele-

tropermeabilização, que consiste em formação de poros hidrofílicos a partir de poros hidrofóbicos 

na membrana celular (Figura 1.1) (Weaver, 1994). Estes poros hidrofóbicos não permitem passa-

gem de íons e acontecem espontaneamente na membrana, causados pela agitação térmica dos 

fosfolípides que a constituem. Assume-se que o poro hidrofóbico se transforme em poro hidrofí-

lico quando excede um raio crítico, acompanhado de rearranjo das cabeças polares dos fosfolípi-

des. Isso permite passagem de moléculas polares e íons que no repouso seriam praticamente im-

permeantes ou teriam permeabilidade controlada. Há expansão do poro enquanto há passagem de 

moléculas de água e íons a favor de seu gradiente eletroquímico (Freeman et al., 1994; Weaver & 

Chizmadzhev, 1996).  
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Figura 1.1 – Ilustração esquemática dos poros na bicamada lipídica que compõe a membrana celular: poros hidrofó-

bicos não permitem a passagem de íons e moléculas polares e poros hidrofílicos permitem (Modificado de Oliveira, 

2004). 

A aplicação de campos elétricos (E) de alta intensidade induz uma variação de Vm, que 

favorece a transformação de hidrofóbicos em hidrofílicos (DeBruin & Krassowska, 1999; Wea-

ver & Chizmadzhev, 1996). 

 Quando reversível (poros hidrofílicos se fecham espontaneamente  (Tsong, 1991)), a ele-

troporação é um mecanismo de proteção, pois causa redução da resistência da membrana e limita 

o aumento de Vm, induzido por E, quando mantida constante a resistência do meio externo  

(Weaver & Chizmadzhev, 1996; Neunlist & Tung, 1997; Nikolski et al., 2004). Al-Khadra et al. 

(2000) apresentam evidências experimentais de que isso pode reduzir temporariamente a vulne-

rabilidade do miocárdio a arritmias. Entretanto, quando a intensidade de E é alta o bastante e Vm 

atinge um nível crítico durante tempo suficiente, maior se torna a probabilidade de formação de 

poros irreversíveis e ocorrem lesões sérias, inclusive letais (Wilhelm et al., 1993; Weaver & 

Chizmadzhev, 1996; Oliveira et al, 2008). Acredita-se que a morte celular se deva principalmente 

ao influxo de Ca
2+

 através dos poros hidrofílicos, pois foi observado que, na ausência do íon, não 

há hipercontratura irreversível como consequência da aplicação dos campos de alta intensidade 

(Knisley & Grant, 1995, Oliveira, 2008). A faixa de Vm descrita como limiar para formação de 

poros é de 100 mV a 1 V, dependendo de propriedades da membrana do tipo de célula e de con-

dições experimentais (Zimmermann et al., 1974; Tsong, 1991; DeBruin & Krassowska, 1999; 

Ivorra & Rubinsky, 2010). Para o caso de células cardíacas, a formação dos poros não seletivos é 

observada a partir de valores de Vm de ± 200 mV (Tung, 1996).  
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Os parâmetros de intensidade e duração dos pulsos elétricos aplicados estão ligados não 

apenas à probabilidade de ocorrência de eletroporação (Miklavčič et al., 2010), mas também à 

resposta contrátil da célula ao estímulo elétrico. No início do século, foi apresentada a equação de 

Weiss-Lapicque para a excitação de células excitáveis causada pela aplicação de estímulos elétri-

cos. Ela descreve a curva de intensidade x duração (IxD) para excitação celular (Lapiqcue, 1909) 

e determina os termos reobase (Erh) e cronaxia (Cr), definidos como a menor intensidade de estí-

mulo capaz de gerar excitação e a duração de pulso correspondente ao dobro desta intensidade, 

respectivamente. Esses parâmetros, determinados a partir da curva IxD, são específicos para cada 

tipo de célula excitável. Essa relação entre intensidade e duração do pulso aplicado mostra que 

quanto menor a duração, maior deve ser a intensidade de E aplicado para que haja resposta celu-

lar (Figura 1.3). A mesma regra é observada quando se trata de probabilidade de eletroporação 

(Miklavčič et al., 2010) e de limiar de desfibrilação  (Koning et al., 1975; Irnich, 1990). 

 

 

Figura 1.2 – Curva intensidade-duração que descreve a resposta de células excitáveis a estímulos elétricos. 

Apesar de essa relação indicar que para durações muito próximas de zero a intensidade 

necessária para causar resposta contrátil seria infinita, o trabalho de Wang et al. (2009) mostra 

que  mesmo pulsos com duração de 4 a 10 ns são capazes de gerar transientes de Ca
2+

 e disparar 

potenciais de ação, com aplicação de campo com amplitude de 10 a 80 kV/cm. Eles concluem 

que a resposta observada se dá não por abertura de canais da membrana, mas sim por eletropora-

ção. A partir desses resultados, observa-se ser possível excitar e causar lesões nas células cardía-
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cas com curtas durações de pulso, desde que a amplitude desses pulsos aplicados seja suficiente-

mente alta.  

Oliveira et al. (2008) estabeleceram um parâmetro que está relacionado à segurança esti-

mulatória e à duração do pulso de alta intensidade aplicado. Eles chamaram essa relação de Fator 

de Segurança (FS), que é definida como a razão entre E necessário para causar lesões letais a 

50% das células (EL50) e o limiar para excitação celular (ET). Naturalmente, quanto maior o FS, 

menor seria a probabilidade de morte celular, ou seja, maior é a probabilidade de excitar a célula 

sem matá-la. Goulart & Oliveira (2012) mostraram experimentalmente que a curva do FS não 

varia linearmente com a duração do pulso; haveria a indicação de que esta curva teria valores 

crescentes para valores de duração menores que 5 ms (menor valor utilizado por eles). 

Ainda faltam trabalhos para avaliar a relação entre os valores de E que causam lesões le-

tais e os valores que causam resposta celular para durações de pulso mais curtas, abaixo de 5 ms. 

A duração do pulso tipicamente utilizada para desfibrilação em clínica médica é de 10 ms (Tac-

ker & Geddes, 1996), e é necessário avaliar se pulsos com menor duração, e, consequentemente, 

maior amplitude, poderiam excitar com menor probabilidade de causar lesões aos miócitos. O 

presente trabalho propõe obter a curva do FS para uma larga faixa de valores de duração de pul-

so, de 0,1 a 70 ms. Para tanto, foi desenvolvida instrumentação específica, incluindo um estimu-

lador de alta intensidade (50 a 1500 V), necessário para causar morte celular em miócitos cardía-

cos isolados com durações de estímulo de 0,1 ms a 1 ms.  
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2 OBJETIVOS 

1. Desenvolver estimulador elétrico para gerar alta tensão e aplicar pulsos com duração 

de 0,1 a 1 ms à câmara de perfusão. 

2. Determinar a curva do Fator de Segurança para a faixa de valores de duração de pulso 

de 0,1 a 70 ms. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 ANIMAIS 

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, provenientes do Centro Multidisciplinar de 

Investigação Biológica (CEMIB/UNICAMP) e do Biotério do Centro de Engenharia Biomédica 

(CEB/UNICAMP). Os animais foram alojados em gaiolas coletivas, em ambiente climatizado, 

recebendo água e ração ad libitum, em regime de iluminação 12:12 horas. Os animais não recebe-

ram qualquer manipulação experimental até o dia de serem utilizados. 

O protocolo experimental adotado foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimenta-

ção Animal, Instituto de Biologia, UNICAMP (números 2587-1(F) e 2942-1(D)). 

3.2 SOLUÇÕES 

As soluções foram preparadas com água ultrafiltrada do tipo I e sais de padrão analítico. 

As concentrações abaixo estão apresentadas em mM. 

 

1. Solução de Krebs-Henseleit (KREBS): 115 NaCl, 4,6 KCl, 1,2 KH2PO4, 2,4 MgSO4; 25 

NaHCO3; 11,1 glicose. 

 

2. Solução de Tyrode para isolamento de células (TyrCl): 140 NaCl, 6 KCl, 1,5 MgCl2, 5 

ácido hidroxietilpiperazina-N”-2 etasulfônico (HEPES), 11 glicose (pH 7,4 ajustado com 

NaOH).  

 

3. Solução de Tyrode (NT): 140 NaCl, 6 KCl, 1,5 MgCl2, 6H2O; 1 CaCl2.2H2O; 5 ácido hi-

droxietilpiperazina-N”-2 etasulfônico (HEPES), 11 glicose (pH 7,4 ajustado com NaOH).  

 

4. Solução cardioplégica: 30 KCl;  10 KH2PO4; 1 MgCl2.6H2O; 10 HEPES; 11 glicose; 20 

taurina, 70 ácido glutâmico. 
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3.3 ISOLAMENTO DE MIÓCITOS VENTRICULARES 

As células foram isoladas por digestão enzimática do coração, conforme descrito anteri-

ormente por Penna & Bassani (2010). Os ratos foram sacrificados por exsanguinação após con-

cussão cerebral ou após anestesia com isoflurano. O coração foi dissecado e os miócitos do ven-

trículo esquerdo foram isolados por digestão enzimática a 37º. Resumidamente, a aorta foi canu-

lada e o coração perfundido com KREBS contendo 0,5 mM de CaCl2, em um sistema de Langen-

dorff, por cerca de 4 minutos. Em seguida, o coração foi perfundido com a mesma solução con-

tendo colagenase tipo I (0,4 - 0,5 mg/ml Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, 

EUA) por 15-20 minutos. Para interromper a digestão, o coração foi perfundido com TyrCl sem 

colagenase, contendo albumina sérica bovina (0,5 mg/ml; Calbiochem, San Diego, CA, EUA) por 

5-8 min. O ventrículo esquerdo foi dissecado e delicadamente triturado para dissociação das célu-

las, em banho com solução cardioplégica contendo a mesma concentração de albumina.  

3.4 DISPOSITIVOS E EQUIPAMENTOS 

3.4.1 Set-up experimental 

A Figura 3.1 ilustra a montagem experimental. Todos os instrumentos e dispositivos serão 

descritos a seguir. 
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Figura 3.1 – Set-up experimental: 1) Estimulador de Baixa Intensidade (EBI); 2) Estimulador de Alta Intensidade 

(EAI); 3) Circuito comutador ou chave comutadora; 4) Sistema de microscopia. 

3.4.2 Câmara de perfusão  

A estimulação elétrica foi feita por dois eletrodos de platina, fixados paralelamente ao 

fluxo da solução e apoiados sobre o fundo da câmara. O cálculo do campo elétrico (E) estabele-

cido no interior da câmara (equação 3.1) é similar ao de um capacitor de placas paralelas (Jones 

et al., 1978; Gomes et al., 2001; Oliveira et al., 2008), em que V é a tensão aplicada aos eletrodos 

e d é distância entre eles (0,75 cm): 

 

  
 

 
                                                                                                      [3.1] 

3.4.3 Sistema de microscopia 

O sistema de microscopia desenvolvido foi construído a partir de um microscópio Zeiss. 

Por meio desse sistema é possível visualizar as células, captar e armazenar vídeos dos experimen-

tos realizados. A luz (lâmpada incandescente com difusor, 30W, 6V) atravessa a câmara de per-

fusão com as células isoladas e atinge a objetiva, que amplia a imagem e a projeta no sensor CCD 

de uma câmera de vídeo (Mini WebCam 300, Leadership), conectada via USB a um computador, 

onde as células foram visualizadas e  os arquivos de vídeo eram armazenados. Foram utilizadas 
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neste trabalho duas objetivas (10x – Zeiss 4946987 ou 40x – Nikon 40SC). O esquema completo 

está representado na Figura 3.2.  

 

Figura 3.2 - Sistema de microscopia: 1) Iluminação incandescente com difusor; 2) Câmara de perfusão com células; 

3) Charriot com ajuste de foco; 4) Objetiva; 5) WebCam com conexão USB. 

3.4.4 Estimulador elétrico de baixa intensidade 

Neste trabalho foi utilizado um estimulador para aplicar estímulos elétricos aos miócitos 

isolados com pulsos bipolares de baixa intensidade (EBI, fabricação CEB/UNICAMP, número 

12.17). Características do equipamento: pulsos retangulares de tensão elétrica bipolares simétri-

cos, com amplitude de 0 a 30 V, frequência de 0,1 a 2 Hz e duração de 0,1 a 10 ms.  

3.4.5 Estimuladores elétricos de alta intensidade 

Foram utilizados dois estimuladores de alta intensidade para estimular as células com pul-

sos monopolares de alta intensidade. Para pulsos com duração maior que 1 ms, foi utilizado um 

estimulador de alta potência (EAI, fabricação CEB/UNICAMP, número 02.795), que é capaz de 

gerar pulsos de tensão elétrica mono ou bipolares, com amplitude de 0 a 250 V, frequência de 0,1 

a 10 Hz e duração de 0,1 a 10 ms.  
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Para pulsos com duração igual a ou menor que 1 ms, foi desenvolvido neste trabalho de 

mestrado um estimulador de alta intensidade (EAI), cujo diagrama em blocos  está apresentado 

na Figura 3.3. Este estimulador gera pulso monopolar de 50 V a 1,5 kV, com duração definida 

pelo estimulador de baixa intensidade (EBI). 

 

Figura 3.3 – Diagrama em blocos do sistema do Estimulador de Alta Intensidade. 

3.4.5.1 Circuito chaveador, flyback e capacitor de alta tensão 

Uma das saídas geradoras de PWM de um microcontrolador PIC16F887 é conectada ao 

comparador LM311 (Figura 3.4), que eleva amplitude dos pulsos de 5 V, tensão máxima de saída 

do microcontrolador, para 15 V. Os pulsos de amplitude de 15 V e frequência 15,8 kHz (frequên-

cia de operação do flyback) são aplicados à base de um transistor bipolar de junção (TBJ) 

2N2219, que funciona no modo corte/saturação e, por sua vez, chaveia tensão no gate do Metal 

Oxide Semiconductor Field Effect Transistor (MOSFET) IRF630, que opera nas regiões de corte 

e triodo. Toda vez que o MOSFET conduz, corrente circula pelo enrolamento primário de um 

transformador do tipo flyback (Figura 3.4). Este transformador tem 35 espiras no enrolamento 

primário e aproximadamente 4 mil espiras no enrolamento secundário (saída de alta tensão) que 

está ligado a um diodo de retificação, incorporado ao encapsulamento do transformador. Os ou-

tros enrolamentos do flyback não foram utilizados.  
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Figura 3.4 – Circuito de geração de alta tensão do Estimulador de Alta Intensidade. 

 

A saída retificada do flyback é conectada a um capacitor de alta tensão (40 µF, 4 kV) que 

armazena a tensão elétrica a ser entregue à a câmara de perfusão com células, por meio do circui-

to de disparo (Figura 3.5-A). 

3.4.5.2 Circuitos de disparo 1 e 2  

O EBI é conectado à entrada de um opto acoplador 4N25 (Figura 3.5-A), para que o tran-

sistor interno do opto acoplador opere em corte/saturação e conduza corrente apenas durante o 

pulso de baixa intensidade. Este transistor pulsa a tensão de alimentação (15 V) no gate de um 

transistor IGBT (Isolated Gate Bipolar Transistor) IXBX25N250 (2,5 kV, 25 A), que também 

passa a funcionar no modo corte/saturação: quando há aplicação do pulso de baixa intensidade na 

entrada, o IGBT conduz e permite a descarga de tensão sobre a câmara de perfusão (resistência 

da câmara  250 Ω), como mostra a Figura 3.5-A (disparo 1). O pulso de tensão mais alta que é 

aplicado à câmara de perfusão tem duração igual aos pulsos de baixa intensidade aplicados pelo 

EBI. 

De maneira análoga, o circuito de descarga do capacitor de alta tensão (disparo 2) é acio-

nado por uma chave que aplica de 15 V ao opto acoplador. Quando essa chave é acionada, não é 

possível mandar pulsos do microcontrolador para o circuito chaveador, pois os pulsos são desa-

coplados (chave 1, Figura 3.3). Ao se acionar opto acoplador, é aplicada tensão de 15V no gate 
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do IGBT, fazendo-o conduzir, descarregando a tensão armazenada no capacitor em um resistor de 

12 kΩ (Figura 3.5-B).  

 

 

Figura 3.5 – Circuitos de disparo sobre a câmara de perfusão (A) e descarga do capacitor sobre resistor (B). 

3.4.5.3 Circuitos de realimentação, controle da tensão e gerador de pulsos 

O circuito de realimentação para controle da tensão armazenada no capacitor consiste de 

um divisor de tensão resistivo, de três amplificadores operacionais e um opto acoplador, como 

ilustrado na Figura 3.6. Uma amostra da tensão (~0,6%) é ajustada por amplificadores operacio-

nais para uma faixa de amplitude entre 2 e 10 V. Para essa faixa de tensão de entrada, o circuito 

formado pelo opto acoplador 4N25 e os resistores R19 e R20 opera de forma linear e a saída, que 

está ligada ao conversor A/D do microcontrolador (Figura 3.7), corresponde a uma tensão entre 

0,18 e 3,61 V.  

A 

B 
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Figura 3.6 – Circuito de transformação da tensão para faixa de operação linear do transistor do opto acoplador, para 

realimentação. 

 

 

Figura 3.7 – Circuito  de controle do nível de tensão, via microcontrolador, a partir do circuito de realimentação. 

O microcontrolador compara o valor da tensão de entrada de realimentação com o valor 

de tensão escolhido pelo usuário por meio de chaves táteis. Quando a tensão do capacitor atinge 

este valor, a saída de pulsos para o circuito de geração de alta tensão é interrompida.  

A programação inserida no microcontrolador segue o fluxograma mostrado na Figura 3.8.  
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Figura 3.8 – Fluxograma em que se baseia a programação do microcontrolador, para controle da tensão armazenada 

no capacitor. 

 

Resumidamente, a tensão do capacitor (Vcap) é medida e, caso seja diferente de zero, é 

mostrada a mensagem “DESCARREGUE CAPACITOR” no display. Essa medida evita que o 

capacitor permaneça carregado com altos níveis de tensão e possa expor o usuário a algum risco. 

Caso a tensão medida seja igual a zero, é pedido que usuário insira o valor que deseja aplicar à 

câmara (Vent).  Caso essa entrada seja menor que 250 V, o duty cicle dos pulsos PWM é igual a 

20%, de 250 a 500 V é igual a 50 % e acima disso, 70%. Isso evita o carregamento rápido para 

valores baixos e permite que o sistema seja mais preciso, assim como torna mais rápido o carre-

gamento para valores altos. Os pulsos para o circuito de alta tensão são então liberados, até que a 

tensão lida pela porta analógica do microcontrolador seja correspondente ao valor inserido. 

Quando isso acontece, os pulsos são interrompidos e o programa aguarda a queda de tensão de-

corrente da aplicação do pulso à câmara de perfusão, para retornar ao início e aguardar um novo 

ciclo.  
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3.4.6 Circuito comutador/sincronizador 

Para experimentos com pulsos de duração superior a 1 ms, foi utilizado um circuito de 

comutação/sincronismo (fabricação CEB/UNICAMP número 01.7843 - adaptado) para sincroni-

zar o disparo dos pulsos dos estimuladores de baixa e alta intensidade e alternar entre pulsos de 

baixa e alta intensidade por meio de uma chave de seleção.  

3.4.7 Chave comutadora 

Uma chave de seleção foi construída (Figura 3.9) para acoplar a câmara de perfusão aos 

estimuladores de modo seguro, uma vez que estávamos trabalhando com níveis altos de tensão. 

Esta chave, desenvolvida neste trabalho, possui 3 posições que são alternadas por meio de um 

servo motor (Tower Pro, MG90S) e seu controle eletrônico. Basicamente, os terminais centrais 

da chave estão acoplados ao eixo do motor, e dependendo da posição do eixo, os eletrodos da 

câmara de perfusão recebem estímulo do EAI ou do EBI, ou não recebem estímulo. 

 

 

 

Figura 3.9 – Esquema da chave utilizada para alternar entre os estimuladores de alta e baixa intensidade.  

O circuito de controle da chave está apresentado na Figura 3.10. Este circuito foi projeta-

do com um temporizador LM555 no modo astável. Quando a chave SW1 está na posição superi-

or, são liberados pulsos (50 Hz) de duração de 1,5 ms e o motor posiciona-se na região central e a 

câmara de perfusão fica desacoplada dos estimuladores. Quando está no centro, a duração é de 

0,5 ms e o motor se move 90º para a esquerda (conexão com o EBI), e quando está na posição 
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inferior, a duração é de 2,7 ms e o motor se move 180º graus para a direita (conexão com o EAI).  

Considerou-se que esta fosse a configuração mais segura para lidar com os níveis de tensão mais 

altos. 

 
 

Figura 3.10 – Circuito de comando do servo motor acoplado à parte móvel da chave comutadora. 

 

3.4.8 Osciloscópio digital 

Foi utilizado um osciloscópio digital com dois canais e largura de banda de 60 MHz 

(OSC, fabricação Agilent Technologies, modelo DSO3062A) para medir a amplitude de tensão 

dos pulsos fornecidos pelos estimuladores de baixa e alta intensidade. Para tensões acima de 250 

V, foram utilizadas duas pontas de prova para alta tensão (fabricação Agilent Technologies, mo-

delos 10076B (250 MHz, 100:1, 4 kV) e N2771B (1000:1, 30kV, 50 MHz)).  
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3.5 EXPERIMENTOS COM CÉLULAS 

3.5.1 Dimensões celulares 

Por meio de uma gratícula micrométrica com precisão de 10 µm (Carl Zeiss, Göttingen, 

Alemanha) calibramos o sistema e obtivemos uma escala fixa para estimar o comprimento (2c) e 

a largura (2a) das células em repouso.  

3.5.2 Campo elétrico limiar (ET) 

Para realização dos experimentos, foram escolhidas células cujo maior eixo estivesse dis-

posto paralelamente às linhas de campo. Iniciava-se, então, a estimulação de baixa intensidade e 

o valor da tensão aplicada era diminuído gradualmente, até que não fosse possível observar ativi-

dade contrátil. Considerou-se como amplitude limiar o menor valor de tensão aplicado a que as 

células respondiam com contração. O campo elétrico limiar foi calculado por meio da Equação 

3.1.  

3.5.3 Máxima variação do potencial de membrana induzida por ET de 5 ms 

Para o cálculo da máxima variação potencial de membrana induzida por ET com duração 

de 5 ms (∆VT), foi utilizado o modelo proposto por Klee & Plonsey (1976). Neste modelo, é as-

sumida a forma geométrica de um esferoide prolato para o miócito cardíaco e utiliza-se as dimen-

sões celulares e o valor de ET aplicado para calcular ∆VT (Bassani et al., 2006; Gomes et al., 

2001; Oliveira et al., 2008): 

 

                  
                   

 
 ⁄                             [3.2] 
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em que a é metade da dimensão do eixo menor da célula (2a), c é metade da dimensão do maior 

eixo da célula (2c),   é o ângulo entre as linhas do campo E e o maior eixo da célula, A e C são 

constantes dependentes das dimensões celulares: 

 

  {          [            
     

     
]    }

  

                             [3.3]                    

  {     [           
     

     
]    }

  

                                                [3.4] 

  (  
  

  
)
 

 ⁄

                                                                                         [3.5] 

 

 Neste trabalho, as células usadas tinham o maior eixo paralelo às linhas de campo, portan-

to    ,        e       . A equação de ∆VT, para essas condições, se torna: 

 

                                                                                       [3.6] 

3.6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Foram realizados experimentos com diferentes durações de pulso, que variaram de 0,1 a 

70 ms, definindo 10 grupos experimentais (0,1; 0,2; 0,5; 1; 3; 5; 10; 20; 35 e 70 ms). O procedi-

mento experimental era feito de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 3.11. 
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Figura 3.11 – Fluxograma do protocolo experimental. 

 

Inicialmente, a suspensão de miócitos ventriculares isolados era depositada sobre a la-

mínula de vidro da câmara de perfusão. A deposição dos miócitos isolados foi feita sobre uma 

fina camada de colágeno aplicada ao fundo da câmara, o que facilitava a adesão das células. An-

tes de cada experimento, eram aguardados aproximadamente 20 minutos para secagem do colá-

geno e 30 a 40 minutos para sedimentação das células. Após esse tempo, as células eram perfun-

didas com solução de Tyrode à taxa de 3 a 4 mL/min. 

Uma célula na posição longitudinal era selecionada e era determinado o limiar de excita-

ção para 5 ms (pulso bipolar) e para a duração específica do grupo (ET). Estimulava-se eletrica-

mente a célula com pulsos de baixa intensidade com duração do grupo experimental e com ampli-

tude de tensão aproximadamente 1,2 vezes o limiar encontrado. Quando a amplitude de contração 

se estabilizava, aplicava-se um único choque monopolar de alta intensidade à câmara, por meio 

do circuito de comutação ou da chave de comutação. O pulso de alta intensidade era ajustado de 

acordo com um fator multiplicador do limiar de excitação. Após aplicação do choque de alta in-

tensidade, observava-se o comportamento da célula, que poderia apresentar morte celular ou se 

recuperar. Era aguardado um tempo para recuperação, até que a célula voltasse a responder nor-

malmente aos estímulos e não apresentasse contrações espontâneas.  

Caso a morte celular não ocorresse, a amplitude do estímulo de alta intensidade era au-

mentada e o procedimento era repetido até que a morte celular fosse constatada. A morte celular 
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foi definida como desenvolvimento de hipercontratura irreversível, inexcitabilidade e perda da 

integridade física da membrana e da organização intracelular (Oliveira et al., 2008).  

 Ao fim do experimento, as células restantes eram desprezadas e a câmara de perfusão e os 

eletrodos eram limpos com álcool 70% e água deionizada.  

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do programa GraphPad Prism 5.03 (Gra-

phPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Os grupos de células foram comparados quanto a 

ET referente a 5 ms, ∆VT, 2c e 2a. Foram aplicados 3 testes de normalidade (Kolmogorov-

Smirnov, D’Agostino & Pearson e Shapiro-Wilk). Considerou-se a distribuição como normal 

quando pelo menos 2 destes 3 testes obtiveram este resultado. Para comparação de múltiplos gru-

pos, foi utilizada a análise de variância monofatorial ou análise de Kruskal-Wallis, caso a distri-

buição não fosse considerada normal.  

3.7.1 Curvas de letalidade 

Para cada grupo experimental, utilizou-se o máximo valor subletal e o valor letal de E de 

cada célula para determinarem-se as funções que relacionam probabilidade de letalidade ao valor 

de amplitude de E (survival analysis, Kleinbaum, 1996). A análise de sobrevivência gera tabelas 

de probabilidade de letalidade em função de E, que são compostas pelos valores médios e seus 

respectivos valores de erro-padrão da média (EPM). As curvas obtidas foram comparadas pelo 

teste de Mantel-Cox (Mantel, 1966) e p < 0,05 foi indicador de significância estatística.  

Foi feito ajuste não linear dos valores da tabela a uma função sigmoide (    , Equação 

3.7). Este ajuste obteve os valores de EL50 (valor de E associado à probabilidade de 0,5), e tam-

bém de n, que é o coeficiente de Hill, para cada curva. É importante salientar que os valores mí-

nimo e máximo de      foram considerados constantes e iguais a 0 e 1, respectivamente. Em 

todos os casos, o ajuste foi considerado adequado aos pontos (R² > 0,9).  
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  (
   

 
)
                                                                                                    [3.7]  

 

Os resultados estão apresentados como média acompanhada de EPM ou intervalo de con-

fiança para 95% (IC95), para EL50. 

3.7.2 Curvas intensidade-duração 

 A curva IxD de excitação foi ajustadas à equação de Weiss-Lapicque (Equação 3.8), em 

que      é a intensidade de campo elétrico para duração de pulso x,      é o valor da reobase 

(módulo de campo quando x é infinito) e   , da cronaxia (duração de pulso correspondente ao 

dobro da reobase).  

 

        (  
  

 
)                                                                                           [3.8] 

 

 O melhor ajuste da curva IxD de letalidade foi obtido pela equação proposta por Kras-

sowska et al. (2003) para eletroporação, modificada pela adição de uma constante B, como indi-

cado abaixo (Equação 3.9). Neste caso,      é o valor de EL50, que corresponde ao valor de 

campo necessário para causar morte celular a 50% das células analisadas, enquanto x corresponde 

à duração de pulso. 

 

                        [3.9] 

3.7.1 Fator de segurança  

Os pontos da curva de FS foram obtidos a partir da divisão dos pontos da curva IxD para 

letalidade pelos pontos correspondentes a mesma duração de estímulo da curva IxD para excita-

ção. O ajuste da curva foi feito pela equação resultante da divisão simples entre a equação 3.9 e a 

equação 3.8.  
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4 RESULTADOS 

4.1 INSTRUMENTAÇÃO 

4.1.1 Sistema de microscopia 

 

O sistema de microscopia desenvolvido para este trabalho (Figura 4.1) tem um aumento 

de aproximadamente 1330 vezes, quando utilizada a objetiva de 40x e de aproximadamente 302,5 

vezes, quando utilizada a objetiva de 10x. A relação de calibração para medição das células foi de 

133 mm para 100 µm. 

 

 

Figura 4.1 – Sistema de microscopia desenvolvido. 
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4.1.2 Chave comutadora 

A chave comutadora desenvolvida neste trabalho para alternar entre os circuitos de baixa 

e alta intensidade está apresentada na Figura 4.2. A conexão com o EBI (Figura 4.2-A) é feita por 

um conector BNC e do EAI (Figura 4.2-B) por dois conectores banana isolados, assim como a 

conexão com os eletrodos da câmara de perfusão (Figura 4.2-C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2 – Chave comutadora: A) Entrada do Estimulador de Baixa Intensidade; B) Entrada do Estimulador de 

Alta Intensidade; C) Saída de pulsos para a câmara de perfusão; D) Servo motor.  

4.1.3 Estimulador de alta intensidade 

4.1.3.1 Circuito gerador de alta tensão 

A curva do carregamento do capacitor de alta tensão até aproximadamente 1,5 kV está 

apresentada na Figura 4.3. É possível observar que o circuito gerador de alta tensão (Figura 3.4) 

carrega o capacitor até a referida tensão em aproximadamente 80 s. A seta na figura indica o 
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momento em que a chave do circuito de descarga do capacitor foi acionada; o descarregamento 

completo ocorre em aproximadamente 4 s.  

0 20 40 60 80 100

0

500

1000

1500

Tempo (s)

T
e
n

s
ã
o

 (
V

)

 

Figura 4.3 – Carregamento do capacitor de alta tensão até 1,5 kV. A seta indica o momento de acionamento do cir-

cuito de descarga. 

4.1.3.2 Circuito de disparo 

Os pulsos gerados para 0,1, 0,5 e 1 ms estão apresentados nas Figuras 4.4, 4.5 e 4.6. O ca-

pacitor foi carregado com uma tensão de teste e o circuito de disparo foi então acionado (Figura 

3.5-A) e o pulso sobre a câmara de perfusão foi observado. A queda de tensão para duração de 

0,1 ms é de 4% (valor inicial de 100 e final de 96 V), a queda para 0,5 ms é de 12,2% (valor ini-

cial de 98,7 e final de 86,5 V) e para 1 ms é de 17,5% (valor inicial de 99,8 e final de 82,3 V).  
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Figura 4.4 – Pulso de 0,1 ms, tensão de 100 V. A largura total do topo do pulso é de 114 µs. 
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Figura 4.5 – Pulso de 0,5 ms, tensão de 98,7 V. A largura total do topo do pulso é de 520 µs. 
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Figura 4.6 – Pulso de 1 ms, tensão de 99,8 V. A largura total do topo do pulso é de 0,99 ms. 

4.1.3.3 Circuito de realimentação  

A resposta obtida na saída do circuito de realimentação (Figura 3.6) que representa uma 

amostra da tensão armazenada no capacitor é mostrada na Figura 4.7. Esta é a tensão que retorna 

ao circuito do microcontrolador e permite controle do nível de tensão. A figura representa, como 

na Figura 4.3, o carregamento do capacitor de alta tensão até 1,5 kV. Quando os valores da saída 

de tensão são plotados versus os valores da saída de baixa tensão do opto acoplador, o resultado é 

aproximadamente linear (Figura 4.8), o que indica que o transistor do opto acoplador está ope-

rando na faixa linear, como esperado. Para que o ruído presente não alterasse o comportamento 

do circuito de controle, o programa inserido no microcontrolador usa como nível de tensão o va-

lor médio de 50 leituras consecutivas, com amostragem de 1 kHz.  



28 

 

0 20 40 60 80 100

0

1

2

3

Tempo (s)

T
e
n

s
ã
o

 (
V

)

 

Figura 4.7 – Resposta do circuito de realimentação ao carregamento do capacitor até 1,5 kV. 
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Figura 4.8 – Divisão dos valores das formas de onda obtidas nas saída de alta e baixa tensão. 

4.2 CURVAS INTENSIDADE-DURAÇÃO 

Foram definidos 10 grupos experimentais com durações diferentes: 0,1 ms (n = 12), 0,2 

ms (n = 7), 0,5 ms (n = 11), 1 ms (n = 10), 3 ms (n = 13), 5 ms (n = 15), 10 ms (n = 13), 20 ms (n 

= 11), 35 ms (n = 16) e 70 ms (n = 10), totalizando 118 células analisadas.  
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A Tabela 4-1 apresenta os valores de ET, ∆VT (com duração de 5 ms para todos os gru-

pos), 2a e 2c. Não houve diferença significativa entre os grupos (p = 0,1407 para ET; p = 0,1085 

para ∆VT; p = 0,9727 para 2a e p = 0,3934 para 2c). 

Tabela 4-1 - Valores (média ± erro padrão da média) do campo elétrico limiar para 5 ms (ET), da máxima variação 

potencial transmembrana induzida por este campo (∆VT), dimensão do eixo menor da célula (2a) e dimensão do eixo 

maior da célula (2c). 

Grupos ET (V/cm) ∆VT (mV) 2a (µm) 2c (µm) 

0.1 ms 2,94 ± 0,09 19,92 ± 0,92 28,2 ± 1,19 126,2 ± 3,97 

0.2 ms 3,06 ± 0,06 23,6 ± 0,76 28,56 ± 2,06 138,5 ± 4,03 

0.5 ms 3,11 ± 0,08 19,67 ± 0,49 30,14 ± 1,29 117,3 ± 4,68 

1 ms 3,00 ± 0,10 20,92 ± 1,06 29,25 ± 1,18 128,1 ± 3,51 

3 ms 3,09 ± 0,12 19,63 ± 0,58 28,68 ± 1,55 119 ± 4,0 

5 ms 3,33 ± 0,09 21,64 ± 0,56 28,52 ± 1,52 122 ± 3,51 

10 ms 3,262 ± 0,12 21,07 ± 0,71 29,09 ± 1,75 120,9 ± 4,63 

20 ms 3,08 ± 0,10 20,48 ± 1,04 30,69 ± 1,95 122,6 ± 5,19 

35 ms 3,18 ± 0,07 21,15 ± 0,6 28,29 ± 0,99 124,8 ± 2,65 

70 ms 3,29 ± 0,13 21,87 ± 0,94 30,15 ± 2,01 123,8 ± 4,97 

 

 A Figura 4.9 ilustra a curva IxD de excitação. O valor de reobase obtido a partir do ajuste 

foi de 2,57 ± 0,13 V/cm, o de cronaxia foi de 0,76 ± 0,05 ms (Equação 3.8), com R² = 0,95.  
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Figura 4.9 – Curva IxD para excitação. Os círculos indicam a média e as linhas verticais, o erro padrão da média. 

  

 Na Figura 4.10, estão apresentadas as curvas de letalidade celular para as 10 durações, em 

função da intensidade do campo elétrico aplicado. As curvas são significativamente diferentes (p 

< 0,0001). 

Quanto menor a duração do pulso aplicado, maior será a amplitude de campo E necessária 

para causar morte celular. No entanto, a partir de valores maiores que 20 ms nota-se que o valor 

de EL50 tende a um valor estável próximo de 53 V/cm.  
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Figura 4.10 – Curvas obtidas a partir do ajuste sigmoide da tabela de probabilidade de letalidade para o campo E. As 

linhas verticais indicam o erro padrão da média. 

 Os valores de EL50 obtidos a partir do ajuste não linear estão dispostos na Tabela 4-2. 

Estes foram os valores utilizados para plotar a curva IxD para letalidade. 

Tabela 4-2 – Valores (média  erro padrão da média) e intervalo de confiança de 95% (IC95) para EL50 (valor de E 
correspondente à probabilidade de letalidade igual a 0,5), coeficiente de Hill (n) e R² para as curvas de análise de 

sobrevivência para a probabilidade de letalidade.  

Grupo 
EL50 

n R² 
Média  EPM IC95 

0.1 ms 474,8 ± 6,00 461,4 a 488,1 8,244 ± 0,80 0,9627 

0.2 ms 315,0 ± 10,48 288,0 a 341,9 6,970 ± 1,54 0,9133 

0.5 ms 242 ± 1,79 238,0 a 246,1 12,91 ± 1,37 0,9685 

1 ms 148,2 ± 1,27 145,2 a 151,2 13,02 ± 1,58 0,9717 

3 ms 108,8 ± 1,38 105,8 a 111,9 8,344 ± 0,83 0,9599 

5 ms 90,73 ± 0,96 88,63 a 92,83 7,399 ± 0,60 0,9724 

10 ms 76,61 ± 1,33 73,64 a 79,59 7,71 ± 0,93 0,9568 

20 ms 66,19 ± 0,46 65,05 a 67,33 16,56 ± 2,13 0,9762 

35 ms 53,57 ± 1,28 50,73 a 56,41 7,655 ± 1,25 0,9141 

70 ms 53,67 ± 1,04 51,25 a 56,08 7,392 ± 1,08 0,949 
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A curva IxD para letalidade está apresentada na Figura 4.10. O R² obtido pelo ajuste 

foi de 0,99.  

0 20 40 60

0

100

200

300

400

500

Duração (ms)

In
te

n
s
id

a
d

e
 (

V
/c

m
)

 

Figura 4.11 – Curva IxD para a letalidade ajustada à equação modificada de Krassowska et al. (2003) ; R² = 0,99. 

Pontos indicam o valor médio de EL50 e as barras verticais indicam o erro padrão. 

 Os valores de k, A e B (Equação 3.9) obtidos foram de 125,1 ± 3,89, -0,53 ± 0,01 e 38,84 

± 2,70, respectivamente.  

4.3 FATOR DE SEGURANÇA  

A curva do FS obtida está apresentada na Figura 4.11. O R² obtido pelo ajuste descrito no 

item 3.7.1 foi de 0,90. 
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Figura 4.12 – Curva do Fator de Segurança: ajuste aos pontos obtidos por divisão entre os pontos das curvas IxD de 

letalidade e de excitação. Os pontos indicam o valor da divisão e os traços indicam os limites superior (em azul – 
limite superior EC50/ limite inferior do valor médio da excitação para a respectiva duração) e inferior (em vermelho 

– limite inferior EC50/ limite superior do valor médio da excitação para a respectiva duração) do intervalo de confi-

ança de 95% (IC95). 
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5 DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

No presente trabalho de mestrado foi investigado o papel da duração do pulso na letalida-

de de miócitos ventriculares isolados de rato submetidos a campos elétricos de alta intensidade. 

Para isso, foi desenvolvida instrumentação específica capaz de gerar as condições necessárias aos 

experimentos biológicos realizados.  

5.1 INSTRUMENTAÇÃO 

5.1.1 Sistema de microscopia e chave comutadora 

 

 O sistema de microscopia desenvolvido é de baixo custo e fácil manuseio. Foi possível 

localizar e visualizar os miócitos cardíacos, bem como gravar e armazenar os vídeos dos experi-

mentos. O uso de uma Webcam tornou o sistema mais versátil, permitindo seu uso acoplado a 

qualquer computador.  

 A objetiva de 10x permitiu observar e localizar mais facilmente uma célula que atendesse 

aos critérios do protocolo experimental, enquanto o uso da objetiva de 40x restringiu o campo de 

visão a apenas a célula em análise.   

 A chave comutadora permitiu que os circuitos de baixa e alta intensidade fossem alterna-

dos de modo seguro, como era necessário para realizar os experimentos com níveis mais altos de 

tensão.  

 

5.1.2 Estimulador de alta intensidade 

Os circuitos descritos no item 3.4.5 funcionaram como esperado. Apesar do risco associa-

do ao trabalho com níveis mais altos de tensão, não houve intercorrências graves ou acidentes e a 

operação do circuito foi segura e eficiente para aplicação dos pulsos de alta intensidade à câmara 

de perfusão. 
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O carregamento do capacitor até 1,5 kV (Figura 4.3) em 80 s foi considerado como sufici-

entemente rápido, uma vez que para o procedimento experimental realizado não é necessário 

aplicar vários pulsos de uma única vez ou recarregar o capacitor em tempo mais curto. Apesar de 

o circuito ter sido dimensionado para atingir níveis acima de 1 kV, o pulso mais alto aplicado 

para causar morte celular com a menor duração de pulso (0,1 ms) foi de 638 V. O circuito foi 

assim projetado porque se esperava que os miócitos, para esta duração, apresentariam morte celu-

lar com intensidades de tensão aplicada muito altas (da ordem de kV), mas isso não aconteceu. A 

partir da projeção teórica da curva do FS para valores abaixo de 1 ms, acreditava-se que para du-

ração igual a 0,1 ms os miócitos morreriam com aplicação de 50x o limiar específico de 22,57 ± 

1,07 V. O fator de multiplicação real obtido foi de aproximadamente 20x, para probabilidade de 

letalidade igual a 0,5.  Entretanto, o equipamento poderá ser aplicado em trabalhos futuros que 

possam exigir níveis ainda mais altos de campo elétrico do que os necessários para este trabalho. 

5.2 EXPERIMENTOS COM CÉLULAS 

5.2.1 Comparação entre grupos 

O valor médio obtido para ET (duração de 5 ms), aproximadamente 3 V/cm, foi muito 

próximo do valor encontrado por Oliveira et al. (2008)  para excitação de células na longitudinal 

(3,25 ± 0,26). O valor médio de ∆VT, aproximadamente 20 mV, também está muito próximo do 

obtido por trabalhos anteriores, assim como os valores de largura (2a), aproximadamente 30 µm, 

e comprimento (2c), aproximadamente 124 µm (Bers, 2001; Bassani et al., 2006; Oliveira et al., 

2008; Goulart & Oliveira, 2012).   

5.2.2 Curvas de letalidade 

É necessário que os parâmetros citados no item anterior sejam comparáveis estatistica-

mente para que as curvas de letalidade obtidas sejam comparáveis. O ângulo   entre o maior eixo 

da célula e as linhas de campo elétrico também é importante, já que o limiar de estimulação e o 
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efeito letal de E variam conforme a orientação dos miócitos (Tung et al., 1991; Bassani et al., 

2006; Oliveira et al., 2008). Neste trabalho, as células escolhidas deveriam ter ângulo   próximo 

de zero, com desvio máximo de 5° (orientação longitudinal).  

Observa-se que quanto menor a duração do pulso de alta intensidade aplicado, maior é a 

intensidade de campo elétrico necessária para causar morte celular. Como aplicamos pulsos de 

alta intensidade à câmara de perfusão, foi necessário garantir que a morte celular não tenha ocor-

rido por aumento abrupto da temperatura causado pelo campo de alta intensidade. A variação de 

temperatura (∆T = Q/mc, em que Q é a energia aplicada em J, m é a massa da solução e c, o calor 

específico da solução) para o pior caso (301 V aplicados em 0,5 ms, energia igual a 0,18 J), admi-

tindo que não houvesse troca de solução na câmara, foi de 0,36 °C. Este valor está dentro da faixa 

de flutuação da temperatura ambiente, e, portanto, não foi considerado. Como a excitação celular 

para 0,1 ms foi feita por vezes com pulsos de amplitude superior a 20 V, para nos certificarmos 

de que não houvesse formação de bolhas na superfície dos eletrodos, observamos os eletrodos e a 

solução por 5 min com aplicação de pulsos com amplitude de 21 V, 0,1 ms, com frequência igual 

a 0,5 Hz, e não houve alteração observável.  

Admitimos, então, que a morte celular aconteça pelo fenômeno da eletroporação, como 

explicado anteriormente. A eletroporação em células cardíacas, segundo Tung (1996) começa a 

acontecer quando o potencial de membrana Vm atinge valores por volta de ± 200 mV, mas não 

necessariamente leva à morte celular. Para que haja morte, é preciso que a variação do potencial 

transmembrana ∆Vm seja suficiente para causar danos irreversíveis (Weaver & Chizmadzev, 

1996). Apesar de não estimarmos ∆Vm para a letalidade, pois o modelo de Klee & Plonsey (1976) 

prevê que a duração de pulso aplicado seja tal que a característica RC da membrana esteja em 

regime (durações  5ms) e não considera a formação de poros na membrana, assumimos que essa 

variação foi suficiente para causar eletroporação irreversível durante os choques letais.  

Para as curvas com duração de 10 ms (valor médio de EL50 igual a 76,61 ± 1,33, IC95 de 

73,64 a 79,59) os resultados foram semelhantes aos obtidos anteriormente na literatura por Oli-

veira et al. (2008), com valor médio (EL50) de 67,6 e IC95 variando entre 66,30 e 68,9 V/cm e 

Goulart et al., (2012), com valor médio (EL50) de 85,1 e IC95 variando entre 84,1 e 86,2 V/cm.  
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5.3 CURVAS INTENSIDADE X DURAÇÃO 

5.3.1 IxD para excitação 

A partir do ajuste da equação de Weiss-Lapicque para os pontos encontrados para excita-

ção celular, obtivemos valores de reobase e cronaxia. O valor de reobase obtido foi muito próxi-

mo dos valores obtidos anteriormente por Goulart & Oliveira (2012) de 2,02 ± 0,09 V/cm e por 

Bassani et al. (2006) de 2,34 ± 0,07 V/cm, para células com orientação longitudinal. No entanto, 

por causa da adição à curva dos pontos de menor duração (0,1; 0,2; 0,5 e 1 ms), a cronaxia obtida 

foi diferente. Retirando-se estes pontos do ajuste, a cronaxia obtida passa a ser igual a 1,51 ± 0,07 

ms, mais próximo do valor de 1,29 ± 0,09 ms obtida por Goulart & Oliveira (2012) e do valor de 

1,77 ± 0,14 ms obtida por Bassani et al. (2006). Um motivo para que haja esse desvio no valor da 

cronaxia é o protocolo experimental utilizado. Nós aplicamos a cada célula apenas uma duração 

de pulso correspondente a um ponto na curva IxD de excitação e, normalmente, o protocolo utili-

zado é o de aplicar todas as durações a todas as células e em seguida fazer a média entre os valo-

res de campo obtidos (Tung  et al., 1991; Bassani et al., 2006). 

5.3.2 IxD para letalidade 

A curva IxD para letalidade foi primeiramente ajustada pela equação de Weiss-Lapicque e 

obtivemos R² = 0.94, mas, por ser um fenômeno diferente da excitação, procuramos outra equa-

ção que pudesse se ajustar melhor aos pontos obtidos. No trabalho de Krassowska et al. (2003), 

foi usado um trem de 6 pulsos com 10 durações diferentes e várias intensidades de campo para 

determinar a intensidade necessária para causar morte a 50% de células cancerosas humanas 

HEp-2. A curva que melhor ajustou os pontos da curva obtida naquele trabalho foi modificada, 

adicionando uma constante B (Equação 3.9), e usada para ajustar a curva que obtivemos (R² = 

0,99) (Figura 5.1). A equação de Weiss-Lapicque foi definida a partir da resposta de células exci-

táveis a estímulos elétricos, enquanto a equação de Krassowska et al. foi usada para ajustar pon-

tos referentes a morte celular, causada por eletroporação, como no caso deste trabalho. A cons-

tante B foi necessária porque a curva tende a um valor assintótico para durações mais longas, o 
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que não é observado no trabalho de Krassowska et al., provavelmente porque a duração máxima 

dos pulsos aplicados por eles foi de 16 ms. Esse valor assintótico é adequado, já que é necessário 

que se estabeleça um Vm mínimo para que ocorra eletroporação, independente da duração utiliza-

da. No caso do trabalho de Miklavčič et al. (2010), uma versão da mesma equação foi utilizada 

para descrever o ajuste de pontos correspondentes a 70% de eletroporação reversível em células 

de ovário de hamster chinês causada por pulsos elétricos com diferentes durações.  
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Figura 5.1 – Pontos da curva IxD para letalidade ajustados pela equação de Weiss-Lapique (linha contínua, R² = 

0,94) e pela equação modificada de Krasowska et al. (2003) (linha tracejada, R² = 0,99). 

5.4 FATOR DE SEGURANÇA 

Esperava-se que a curva de FS crescesse assintoticamente em relação ao eixo vertical 

(Goulart & Oliveira 2012), ou seja, quanto menores as durações utilizadas, maior seria o valor de 

FS. Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho indicam outra conclusão: para os menores 

valores de duração aplicados (0,1 e 0,2 ms), o valor de FS decaiu (Figura 4.12). O maior valor foi 

obtido foi para a duração de 0,5 ms e concluímos que esta duração compõe o ponto ótimo para a 

segurança estimulatória.  

Uma possível explicação para a queda de FS para durações menores é que a curva de FS é 

resultado da divisão das curvas IxD de letalidade e excitação e a variação percentual da curva de 
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letalidade entre as durações de 0,5 ms e 0,1 ms foi menor que a variação correspondente  às 

mesmas durações para a curva de excitação: as variações foram de aproximadamente 96% e 

250%, respectivamente. Ainda é necessário fazer investigações mais profundas para entender o 

fenômeno físico responsável pela queda, mas, assumindo-se o modelo de resistência e capacitân-

cia em paralelo para a membrana celular, podemos supor que para valores mais baixos de dura-

ção, e, consequentemente, valores consideravelmente mais altos de tensão aplicada, as mudanças 

de capacitância e resistência podem influenciar a ∆Vm estabelecida (Weaver & Chizmadzhev, 

1996), e aumentar a quantidade e/ou tamanho dos poros formados na membrana, acelerando o 

processo de contratura irreversível. É possível também que, para tais valores de tensão, a mem-

brana de estruturas intracelulares também possa ser mais afetada (Semenov et al., 2013). 

Outra forma de obter a curva do FS é utilizar os valores de EC50 das curvas de sobrevi-

vência dos valores de campo letal em termos do limiar de excitação, feita de modo análogo à aná-

lise de sobrevivência para as curvas de letalidade, descrita no item 3.7.1 (Figura 5.2). Aparente-

mente, as duas curvas são similares, a divisão entre as curvas variou entre 1,01 e 1,06. 
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Figura 5.2 – Curvas do Fator de Segurança obtidas por divisão entre pontos das curvas IxD para letalidade e excita-

ção (linha contínua) e por análise de sobrevivência dos valores de campo letal em vezes o limiar de excitação (linha 

tracejada). 

 Acreditamos que esse resultado possa ajudar a desenvolver protocolos mais seguros de 

eletropermeabilização, transfecção e estimulação de células e/ou tecidos, por exemplo, a estimu-

lação desfibrilatória. Talvez desfibrilação com valores de duração de pulso entre 0,5 e 10 ms, 
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duração tipicamente utilizada na clínica (Tacker & Geddes, 1996), possa ser mais segura, se a 

relação entre o limiar de desfibrilação e a duração do pulso aplicado for similar a outros fenôme-

nos de estimulação celular, como o descrito pela curva IxD para a excitação (Koning et al., 1976; 

Irnich, 1990). Essa análise pode ser aceitável, uma vez que a desfibrilação nada mais é que um 

fenômeno de estimulação elétrica de uma massa crítica de células cardíacas (Zhou et al., 1989). 

Entretanto, não é possível comparar os resultados com as curvas IxD para a desfibrilação existen-

tes na literatura (Koning et al., 1976; Gold et al., 1997) para as mesmas durações, porque não 

incluem pontos com duração de 0,1 ms.  

5.5 CONCLUSÕES 

A instrumentação desenvolvida permitiu que as curvas de letalidade para uma larga faixa 

de durações de pulso fossem determinadas, e, por meio destas curvas, pudemos determinar pela 

primeira vez a curva IxD para letalidade incluindo pontos com duração abaixo de 3 ms. Pudemos, 

então, relacionar a curva IxD de letalidade à curva IxD de excitação e determinar a curva do FS 

em função da duração de pulso; encontramos um valor ótimo correspondente à duração de pulso 

igual a 0,5 ms. Este resultado inédito indica que a maior segurança estimulatória se encontra nes-

ta duração. 

Embora o fenômeno físico responsável pela queda dos valores de FS para durações abaixo 

de 0,5 ms ainda precise ser compreendido, os resultados aqui obtidos podem indicar que o de-

créscimo da largura do pulso aplicado, dentro de certo limite, durante a desfibrilação pode dimi-

nuir os danos causados por este processo.  

Esperamos que a metodologia e os resultados aqui apresentados possam ser aproveitados 

em futuros estudos com aplicação de campos de alta intensidade a células isoladas, tecidos e até 

mesmo corações inteiros, e possam ser utilizados no desenvolvimento de equipamentos para des-

fibrilação mais seguros e eficientes.  
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