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RESUMO

A exposicao de células bioldgicas a campos elétricos pulsados de alta magnitude
e curto periodo para aumentar sua permeabilidade e condutividade € um fenédmeno
conhecido como eletroporagéo (EP). Este aumento de permeabilidade resulta do apare-
cimento de nanoporos na membrana, permitindo o transporte de ions e moléculas nao
possiveis em estado homeostatico da célula. Na eletroquimioterapia (EQT), uma moda-
lidade mista para tratamento de tumores superficiais, 0s pulsos elétricos potencializam
a captagdo dos quimioterapicos nas células tumorais. A EQT aparece amplamente
no tratamento de canceres cutaneos e subcutdneos em seres humanos e animais
domésticos e selvagens, aumentando a expectativa e qualidade de vida. Uma EQT
eficiente s6 é possivel se uma quantidade aceitavel do farmaco for administrada no
local e se o campo elétrico possuir intensidade e duracao suficientes para permea-
bilizar toda a regidao do tratamento. Um problema que afeta a distribuicdo de campo
no tecido decorre do mal posicionamento do eletrodo no local, resultante da resistén-
cia mecanica que os tecidos exercem, e especialmente da geometria da ponta das
agulhas. Este trabalho teve como objetivo analisar e quantificar os efeitos causados
pela deflexdo das agulhas do eletrodo de matriz linear (tipo Il) para eletroquimioterapia.
Para este fim, foram realizadas simulacdes, baseadas no Método de Elementos Fini-
tos (FEM), das deflexdes por aproximagéao e afastamento de agulhas de polaridades
opostas, utilizando os modelos de condutividade dos tecidos vegetal e tumoral. Os
testes foram realizados com eletrodos de 3 e 4 pares, e campos elétricos minimos
para EP reversivel (60 kV/m - tubérculo de batata, 80 kV/m - tumor) além do campo
indicado pelo ESOPE para aplicacao com o eletrodo (100 kV/m). Os experimentos
in vitro foram realizados no tecido vegetal e os efeitos resultantes mimetizados para
o tecido tumoral. Os resultados da deflexdo por aproximacéo para o tecido tumoral
indicaram elevada densidade de corrente no tecido para distancias menores que 3 mm.
Além disso, o limite de corrente suportado pelo equipamento eletroporador foi excedido
de diversas maneiras devido aproximagao entre as agulhas. Ja os resultados da de-
flexdo por afastamento expuseram uma indentagao do campo elétrico na por¢gdo mais
profunda do tecido para distancias superiores a 4 mm para 80 kV/m e 6 mm para 100
kV/m entre as pontas das agulhas, indicando que o tratamento perde sua efetividade
nesses casos. Ainda, pela andlise de significancia estatistica, foi possivel verificar que
o modelo vegetal ndo foi capaz de validar os casos extremos de deflexao (aproxima-
cao e afastamento), sugerindo sua limitacdo em validar testes de pré-tratamento para
eletrodos ndo padronizados.

Palavras-chave: Eletroquimioterapia. Propriedades dielétricas de tecidos. Deflexao de
agulhas. Modelos vegetais de Eletroporacédo. Mimetizagao de tecidos.



ABSTRACT

Electroporation (EP) is a phenomenon known to increase the permeability and conduc-
tivity of biological cells due to its exposition to pulsed electric fields of high magnitude
and short periods. The increase in permeability makes nanopores appear in the cell’s
membrane and allows the transport of ions and molecules from the outside medium
to the inside of the cell. Something which would not be possible in its homeostatic
state. Electrochemotherapy (ECT) is a concept that makes use of the EP phenomenon
and can be described as a mixed modality for the treatment of superficial tumours. It
uses electric pulses intending to enhance the uptake of chemotherapeutic drugs in
tumour cells. The ECT technique is widely used in the treatment of cutaneous and
subcutaneous cancers in humans and as well as in domestic and wild animals, increas-
ing patients life expectancy and quality of life. ECT efficiency is directly related to the
amount of the drug that is administered to the cells on the cancerous region. Taking that
into account, the electric field must be of sufficient intensity and duration to permeate
the entire treatment region. A problem that affects the field distribution in the tissue
arises from the poor positioning of the electrode at the location, caused by the needle’s
deflection during the ECT session. Deflection is caused by the insertion of the electrode
in biological tissues, which in turn exert a mechanical resistance. In addition, needle tip
geometry especially cooperate with deflection. This work aims to analyze and quantify
the effects caused by the deflection of the needles of the linear matrix electrode (type
Il) for ECT. By the Finite Element Method in Comsol Multiphysics, the plant and tumour
conductivity models were utilized to simulate the approaching and spacing out needle
tips of opposite polarities. Tests were performed with 3 and 4-pair electrodes, applying
the minimum electric field for reversible EP (60 kV/m - potato tuber, 80 kV/m - tumour),
in addition to the electric field established for ESOPE to be used in ECT treatments
(100 kV/m). The in vitro experiments were carried out on potato tissue and the effects
mimicked to the tumour tissue. Results showed that the needle approximation gener-
ates high current density in the tumour tissue for needle tips distancing less than 3 mm.
Also, the current limit supported by the commercial ECT equipment has been exceeded
in several different ways in these cases that needles were forced to approximate. The
needle deflection by spacing their tips exposed an electric field indentation in the deep-
est portion of the tissue for distances greater than 4 mm for 80 kV/m and 6 mm for 100
kV/m, implying that the treatment loses its effectiveness in these cases. Still, by ana-
lyzing the statistical significance of the results, it was possible to verify that the potato
tissue model was not able to validate the extreme cases of deflection, suggesting its
limitation in validating pre-treatment tests with non-standardized electrodes.

Keywords: Electrochemotherapy. Tissue dielectric properties. Needle deflection. Elec-
troporation vegetal models. Tissue-mimicking phantom.
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1 INTRODUGAO

O céancer é um dos lideres mundiais de mortalidade e morbidade entre as do-
encas nao transmissiveis. No Brasil, estima-se que entre 2020 e 2022, 1,9 milhdes
de novos casos aparecam, sendo o melanoma o que apresentara maior incidéncia
(INCA, 2020). Os tratamentos sdo mais eficazes em estagios iniciais do cancer, visto
que sua principal causa de morte da-se pela invasao das células anormais para outros
tecidos e 6rgaos (metastase), tornando as op¢des de cura mais complexas. As modali-
dades atuais incluem cirurgias de remocao e terapia radioativa (BASKAR et al., 2012),
além de tratamentos, que incluem a quimioterapia (WAGNER et al., 2017), terapia-alvo
(GRAY-SCHOPFER et al., 2007) (GUO et al., 2012), hormonioterapia (JAMES et al.,
2016), imunoterapia (DINE et al., 2017) e eletroquimioterapia (EQT) (SUZUKI et al.,
2018).

A EQT, uma técnica implementada pelo Professor Mir e colaboradores em 1991
(MIR et al., 1991), surgiu como alternativa aos tratamentos mais convencionais. Ba-
seada no principio da eletroporacao, ou eletropermeabilizacéo (EP), a EQT consiste
na aplicagéo de pulsos elétricos de elevada amplitude e curta duracdo em células bio-
l6gicas para aumentar sua permeabilidade de forma nao natural, em conjunto com a
administracdo de drogas quimioterapéuticas por meio da abertura de poros hidrofilicos
na membrana plasmatica. Bleomicina e cisplatina sdo os farmacos efetivamente utiliza-
dos nos tratamentos (MIR et al., 2006). Ainda, novos estudos sugerem o calcio como
uma molécula antitumoral promissora (FALK et al., 2017). Essas drogas se destacam
pela sua sensibilidade as células tumorais. Nao é possivel o transporte destes agentes
pela membrana de forma espontanea.

A EQT é amplamente utilizada como um tratamento anticancer nas areas clinica
e veterinaria. No Brasil, ainda néo existe regulamentacao para tratamento com EQT
em humanos. Todavia, é utilizada de forma abrangente para tratar tumores cutaneos e
subcutaneos em animais de pequeno a grande porte no pais (SUZUKI et al., 2017) (SU-
ZUKI et al., 2018) (RANGEL et al., 2019). Suas principais vantagens sobre as outras
técnicas estao na redugédo da quantidade de drogas quimioterdpicas administrada ao
paciente e a possibilidade de aplicacdo dos pulsos em regides adjacentes aos tumores,
eliminando a necessidade das cirurgias de remocéao, as quais retiram uma margem de
seguranca ampla além da localizacdo das neoplasias, tornando a intervengao severa,
especialmente para tumores localizados em regido facial.

Ferramentas computacionais tais como simulacées numéricas auxiliam na des-
cricdo e compreensao de fenébmenos como o modelo dindmico de condutividade nos
tecidos em fungéo da EP (processo gradual e ndo linear). O desenvolvimento destes
modelos geralmente envolve experimentos in silico, in vivo ou ex vivo para andlise de
alteracao de corrente quando aplicada uma série de diferentes amplitudes dos pulsos
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elétricos (SUZUKI et al., 2018). Estes resultados podem ser representados por equa-
cbes sigmoides e implementados em softwares que calculam, por meio de processo
de iteracdo numérica, as solucdes da distribuicdo de campo elétrico de acordo com
as caracteristicas dos tecidos bioldgicos e dos eletrodos simulados. A dindmica da
condutividade é diretamente ligada ao alcance do campo elétrico no tecido, e a partir
da medicao destes dados € possivel definir os limiares da eletroporacéo, que séo a
base nos tratamentos com eletroquimioterapia (MIKLAVCIC; PUC, 2006).

Alguns tecidos vegetais, em especial o do tubérculo da batata, sdo uma alterna-
tiva para o estudo dos aspectos elétricos dos tecidos animais. Sua utilizagdo contribui
para o conceito de abordagem 3Rs para testes com animais (reducéo do niumero de
animais, refinamento dos procedimentos para redug¢ao do sofrimento animal e repo-
sicdo de técnicas animais com as nao animais) (COUNCIL et al., 2010). Este tecido
vegetal possui algumas similaridades com os tecidos animais (heterogeneidade, ani-
sotropia e dispersao dielétrica) que o fazem um interessante instrumento de estudo
da EP. Resultados experimentais da batata sao relevantes pois a regiao eletroporada
apresenta um escurecimento enzimatico algumas horas apés a aplicagdo (IVORRA
et al., 2010) (SUAREZ et al., 2014) (OEY et al., 2016) (BERKENBROCK et al., 2019).
A marcacdo é uma medida indireta da EP, utilizada principalmente na validacdo de
novos modelos de condutividade e testes com eletrodos e equipamentos.

1.1 JUSTIFICATIVA

Uma EQT bem-sucedida depende, predominantemente, de dois aspectos: que
uma quantidade aceitavel do farmaco seja aplicada na regiao tumoral; e que 0 campo
elétrico possua intensidade e duragao suficientes para induzir a eletroporacao reversi-
vel nas células (MIKLAVCIC et al., 1998).

Na utilizacao pratica da EQT séo utilizados equipamentos chamados eletropo-
radores, responsaveis pela geracdo de campo elétrico pulsado que chega ao tumor
através de eletrodos, utilizando um guia de regulacéo para procedimentos de eletro-
quimioterapia, o European Standard Operating Procedures of Electrochemotherapy
(ESOPE). Este guia define, entre diversos procedimentos para EQT, quatro tipos de
eletrodos para aplicagao dos pulsos: placas paralelas, agulhas de matriz linear, agulhas
de matriz hexagonal e o eletrodo finger (MIR et al., 2006) (GEHL et al., 2018).

Um problema que afeta a eficacia do tratamento é o surgimento de deflexdes
nas agulhas dos eletrodos, fator responsavel pela distribuicao de campo elétrico néo
desejada. A principal complicacdo nesses procedimentos deve-se a deformacéo dos
tecidos, que causam deslocamento do alvo e reduzem a eficacia da terapia. O grau
de deflexdo das agulhas é causado principalmente pelo seu material e geometria
da ponta, for¢ca e velocidade de inser¢do, enquanto que a deformacgédo do tecido &
devida a sua resisténcia mecanica. A deflexdo nao s6é pode causar o posicionamento
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incorreto da ponta da agulha no alvo (por¢cdes mais internas do tumor), como também
pode fazer com que a agulha se desvie do caminho planejado e o tratamento atinja
regides que ndo necessitem de aplicacdo da EQT. Outro problema decorrente do
mal posicionamento do eletrodo consiste na distribuicdo da densidade de corrente
elétrica no tecido, 0 que pode causar uma eletroporacgao irreversivel ndo desejada,
danos térmicos e necrose local, além do risco de curto-circuitos, levando a outros
efeitos prejudiciais ao paciente e/ou ao equipamento quando a capacidade maxima de
corrente suportada € atingida. Na aplicacao clinica ou veterinaria da EQT, esse tipo de
problema que ocorre no interior do tecido nem sempre é conhecido pelos profissionais,
acreditando-se na totalidade da cobertura do tumor pelo campos elétricos. Detectar
esse problema e minimizar essas limitacées podem aumentar as chances de uma EQT
bem-sucedida.

Ainda, os modelos atuais de EP sdo desenvolvidos a partir de experimenta-
cao utilizando eletrodos padronizados, muitas vezes com os de placas paralelas, na
qual a distribuicdo de campo elétrico € homogénea. Neste sentido, a validacao dos
parametros elétricos dos modelos com os testes experimentais feitos com eletrodos
personalizados pode ndo se feita de forma correta, uma vez que os modelos podem
ndo abranger situacdes extremas da dinamica de condutividade que esses eletrodos
despadronizados podem gerar no tecido.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

O capitulo 2 aborda os principios e definicdes dos temas relacionados ao traba-
Iho, tais como surgimento e tratamentos do cancer, formacao de poros hidrofilicos na
membrana plasmatica, aplicacdo de campos elétricos para tratamento de tumores e
desenvolvimento de modelos biolégicos de eletroporacéo e suas limitacoes.

No capitulo 3 sao definidos os métodos e materiais, disponiveis em laboratério,
utilizados para alcancar os objetivos deste trabalho , tais como softwares de simulagbes
e andlise dos dados, bem como equipamentos fisicos laboratoriais.

Os resultados sao mostrados no capitulo 4, e apresentados em divisao tal qual
estabelecida na metodologia. As discussdes sobre o0s resultados obtidos sdo descritas
no capitulo 5. Por fim, no capitulo 6 sdo expostas as conclusdes obtidas a partir da
realizacao desta pesquisa, além da sumarizagéo de trabalhos em andamento e futuros.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos causados em tecidos biolégicos pela deflexdo das agulhas
do eletrodo de matriz linear para eletroquimioterapia, bem como uma analise da vi-
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abilidade do modelo de condutividade de tecido vegetal para eletroporacdao quando
associados ao uso de eletrodos despadronizados.

1.3.2 Objetivos Especificos

Para que os objetivos gerais sejam alcangcados, destacam-se o0s objetivos espe-
cificos deste trabalho.

» Realizar simulagdes numéricas pelo método de elementos finitos dos tecidos
vegetal e tumoral com diferentes configuracdes de deflexdao das agulhas;

» Realizar experimentos do protocolo de EP no tecido vegetal para as configura-
cbes de deflexao;

» Implementar andlise estatistica compativel com os dados resultantes dos experi-
mentos in vitro do tecido vegetal com seus pares in silico;

« Quantificar as deflexdes que afetam efetivamente os tratamentos de EQT pelos
resultados de tecido vegetal e tumoral;

 Detectar as limitacées do modelo de condutividade vegetal para EP a partir dos
resultados obtidos de corrente elétrica das configuracoes de deflexao.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Esta secao apresenta conceitos e definicdes pertinentes ao desenvolvimento
deste trabalho. Sdo abordadas as bases da formacéo do cancer, as estatisticas da
doenca, além dos tipos de tratamento disponiveis. Os fendmenos fisicos relacionados
a aplicacao de campos elétrico em meios biologicos, ou eletroporacao, bem como sua
associacao ao tratamento de canceres, ou eletroquimioterapia também séo explana-
dos. Por fim sdo apresentados aspectos relacionados a modelagem numérica para
caracterizacao de propriedades dielétricas de materiais bioldgicos e suas limitacoes
computacionais e praticas.

2.1 O CANCER

O cancer é um problema de saude publica desafiador, sendo uma das maiores
causas de mortalidade e morbidade em todo o globo, liderando tal estatistica em 2018
e totalizando 18 milhGes de novos casos e 9,6 milhdes de mortes (BRAY et al., 2018).
No Brasil é projetado que entre 2020 e 2022 surgirdo 625 mil novos casos a cada ano,
sendo o cancer de pele ndo melanoma o de maior incidéncia (INCA, 2020) .

Outros estudos estatisticos e de projecoes do cancer (GO; GUNDRUM, 2011)
(MADDAMS et al., 2012) (MENARD et al., 2014) (SIEGEL et al., 2016) (MILLER et al.,
2019) fazem indicagdes importantes para avaliacdo do combate efetivo a doencga. Por
exemplo, as taxas de incidéncia de cancer de pulmao tiveram declinio em meados dos
anos 80 nos homens e em meados dos anos 2000 nas mulheres, ocorrendo como
resultado de redugdes na prevaléncia de tabagismo que comegaram décadas antes.
Diferencas contemporaneas dos padrées de incidéncia entre homens e mulheres refle-
tem diferencas histéricas no uso do tabaco. Entretanto, o cancer de pulméao continua
sendo o mais comum atualmente. A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) classifica
em trés os agentes externos que podem desencadear o cancer: fisicos (radiacao ul-
travioleta e ionizante), quimicos (amianto, arsénicos, fumaca do tabaco) e biolégicos
(virus, parasitas e bactérias) (IARC, 1995).

2.1.1 Definicao

O cancer é um grupo complexo de doengas genéticas e epigenéticas diferentes
mas com caracteristicas em comum (KLEINSMITH, 2006). Normalmente, as células
nos tecidos saudaveis se dividem a partir da recepcéao de sinais estimuladores externos.
Em contrapartida, as células tumorais, por algum defeito em seu acido desoxirribonu-
cleico (em inglés, Deoxyribonucleic Acid, DNA), passam a ndo depender dessa sina-
lizagdo, produzindo seu préprio sinal mitogénico e dividindo-se descontroladamente
em uma determinada parte do organismo. Essas células anormais posteriormente ex-
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travasam para diversos 6rgaos e tecidos periféricos através dos sistemas circulatério
e linfatico, fluxo esse facilitado pela intensa vascularizacao que ali se forma (GRESS
etal., 2017). A Figura 1 demonstra como esta anomalia se forma em um tecido.

Basicamente todos os tecidos e érgaos do corpo sao suscetiveis do apareci-
mento do cancer. Ele pode ser encontrado em mais de 100 variagdes, quantidade esta
as de células distintas no corpo humano, em média (BUNZ, 2008). A morte por cancer
muitas vezes esta associada nao a neoplasia primaria, mas aos tumores secundarios
que surgem em outras localidades (metastase) (LEBER; EFFERTH, 2009).

Figura 1 — Formagao do céancer. (A) regiao com células saudaveis, (B) surgimento
de células anormais e rapida divisao celular, e (C) formacao de neoplasia
local com alta vascularizagao e invasao das células cancerigenas para os
sistemas circulatorio e linfatico.

célula saudavel

~— A célula cancerigena — B

vaso linfatico

vasos sanguineos =2

formagdo de
tumor local S

invasao

Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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2.1.2 Tratamentos

Nas ultimas décadas houve um progresso cientifico no entendimento das ca-
racteristicas genéticas do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011) (CHEETHAM et al.,
2013) (WELTI et al., 2013) (LIU et al., 2017). A partir destes estudos, e juntamente com
0s avangos na deteccao precoce e nas emergentes modalidades de tratamento, muitos
canceres se tornaram curaveis. O tratamento que o portador pode receber depende
do tipo e em qual estagio a doenga se encontra. Alguns tipos de canceres tem apenas
um tratamento. Todavia, a maioria deles pode ser tratado a partir de combinagdes
de técnicas existentes. As opcdes incluem cirurgias de remocéao e terapia radioativa
(BASKAR et al., 2012), além de tratamentos sistémicos, que incluem a quimioterapia
(WAGNER et al., 2017), terapia-alvo (GRAY-SCHOPFER et al., 2007) (GUO et al.,
2012), hormonioterapia (JAMES et al., 2016) e imunoterapia (MIN et al., 2017) (DINE
etal., 2017).

Outra técnica, em especial, baseada em permeabilizacdo celular, conhecida
como eletroporacao (secao 2.2), pode ser usada tanto em combinacgao, para potenciali-
zar os efeitos dos farmacos citotoxicos no tratamento de tumores cancerosos cutaneos
e subcutaneos (MIR et al., 1991), ou eletroquimioterapia (secao 2.2.3); quanto isolada
para ablacdo’ nao térmica de tecidos tumorais (DAVALOS et al., 2005).

22 O FENOMENO DA ELETROPORACAO

2.2.1 Definicao

Eletroporagéo, ou eletropermeabilizacédo (EP), consiste no aumento transitorio
de permeabilidade e condutividade na membrana celular quando esta é exposta a
campos elétricos de elevada magnitude (dezenas de kV/m) e curta duracdo (ns-us)
(KINOSITA; TSONG, 1977) (CHEN et al., 2006) (COROVIC et al., 2013).

A membrana plasmética, presente em toda célula biolégica, € uma barreira
envoltoria altamente seletiva que tem como principais fungcdes a comunicacao celular
e a troca seletiva de nutrientes (ALBERTS et al., 2013). Em células vegetais, existe
ainda uma segunda camada constituida pela parede celular (TAIZ et al., 2015). A
membrana é composta predominantemente por fosfolipidios, estruturas compostas
por uma parte polar compacta (cabeca) e um segmento apolar alongado (calda). Em
solugdes aquosas, tais como em meios celulares, essas estruturas formam bicamadas
estaveis, de forma que apenas as regides polares tém contato com a agua (KOTNIK
etal., 2012).

Em decorréncia da eletropermeabilizacéo, ou seja, quando o potencial trans-

1 Técnicas de ablagéo sdo utilizadas na destruicdo de células tumorais por intermédio de agentes

guimicos, fisicos, térmicos e nao térmicos.
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membrana? atinge um valor critico - normalmente entre 200 mV e 1 V (CHEN et al.,
2006), induzido por um campo elétrico externo, ocorre um rearranjo transitorio de
sua estrutura molecular uma vez que a membrana nao consegue resistir as forcas
eletrocompressivas devido a essa diferenca de potencial. A eletropermeabilizacao é,
portanto, um fen6meno limiar, imposto pela necessidade de ultrapassar um valor limiar
da diferenga de potencial transmembranar (ANDRE; MIR, 2004).

A permeabilizacao leva a formacao de canais aquosos, ou poros. Esses poros,
de escala nanométrica, permitem o transporte de ions e macromoléculas nao possiveis
em estado homeostatico® (TIELEMAN, 2004) (PAKHOMOV et al., 2010) (NAPOTNIK;
MIKLAVCIC, 2018). Com a interrupg¢ao dos pulsos, os poros se fecham de forma gra-
dual e espontanea, processo que leva alguns minutos e que nao depende da amplitude
do potencial elétrico aplicado, mas sim dos mecanismos de reparacao de cada célula
(SAULIS, 1997) (GISSEL et al., 2011). Até os dias atuais, a natureza da eletroperme-
abilizacao de materiais celulares complexos ainda ndo é totalmente compreendida. A
Figura 2 ilustra o processo de abertura dos poros em uma membrana celular como
consequéncia da aplicagao de potencial elétrico.

Como uma funcao do potencial transmembrana resultante - geralmente acima
de 200 mV, podendo alcancar até 1,5 V em células eucariontes (ZIMMERMANN; NEIL,
1996) (IVORRA, 2010), a eletroporacao pode:

» nao ter efeito sobre a membrana plasmatica, indicando que o campo elétrico
aplicado nao foi intenso o suficiente para permeabilizar a célula;

» gerar uma permeabilizagdo temporaria, na qual a membrana retorna ao seu
estado original apés aplicagdo do campo elétrico; ou

« permeabilizar a célula de forma permanente, aqui ela torna-se incapaz de se
reestruturar, decorrendo da morte celular.

Os dois ultimos casos sdo conhecidos, respectivamente, como eletroporacao
reversivel (Egg) e eletroporacao irreversivel (E;ge) (MIKLAVCIC; PUC, 2006) (IVORRA
et al.,, 2010) (KOTNIK et al., 2012).

A classificacdo da eletroporacao € relacionada pela combinacado de periodo
e amplitude do pulso. Destaca-se, ainda, um efeito térmico causado pela exposicao
prolongada da membrana - acima de centenas de microssegundos - aos campos
elétricos. Esse fendbmeno é conhecido como efeito Joule (THOMSEN; PEARCE, 2010)
(KOTNIK et al., 2012) (KRANJC; MIKLAVCIC, 2016). A Figura 3 apresenta os limiares

2 Potencial transmembrana refere-se a diferenga de potencial interno e externo da célula. Quando em
repouso, a célula apresenta um potencial aproximado de -70 mV.

3 Homeostase refere-se a capacidade de um organismo de se manter em equilibrio interno constante
(MARIEB; HOEHN, 2007).
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Figura 2 — Processo fisioldgico da eletroporagéo. (A) Membrana em repouso (-70 mV),
(B) Abertura da bicamada pela a¢do de potencial elétrico externo (=200 mV),
(C) Estruturacao dos poros hidrofilicos.

A

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

de eletroporacao em fungéo da intensidade e do tempo de exposicao de um material a
um campo elétrico.

2.2.2 Aplicacoes

E conhecido que a eletroporacéo facilita a entrada de genes, drogas, DNA, co-
rantes e proteinas que normalmente ndo penetram na membrana. Ainda, dependendo
do protocolo aplicado, a permeabilizagdo se torna permanente, matando as células.
Este processo dindmico possui numerosas aplica¢des na biologia molecular, biotecno-
logia e medicina (YARMUSH et al., 2014) (KOTNIK et al., 2015).

A eletroporacao para transferéncia de genes e eletrotransferéncia genética (em
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Figura 3 — Limiares de Eletroporacédo segundo intensidade e duracéo do pulso elétrico.
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Fonte — Adaptado de (KRANJC; MIKLAVCIC, 2016).

inglés, EGT - Electrogene Therapy) é uma das aplicacdes da biologia molecular. A
primeira demonstracao do uso da EP reversivel para eletrotransferéncia local de DNA
foi reportada em 1982 (NEUMANN et al., 1982). Esta modalidade constitui uma alter-
nativa de abordagens virais para transferéncia de genes in vivo (ANDRE; MIR, 2004).
Os estudos de manipulagao e transferéncia genética sdo mais abrangentes em células
animais, tais como as do musculo esquelético com aplicagdes em controle de diabetes
(BOSMA et al., 2013), e manipulagao de genes em células-tronco embrionarias (VA-
LERO et al., 2008) e células do intestino (FUJII et al., 2015). Entretanto, ha uma alta
demanda para solugdes de manipulacao genética em células vegetais, na qual a EP
surge como uma técnica pertinente. Muitas solugbes séo limitadas devido a dificuldade
de entrega de substancias através da parede celular, a qual reforca a protecao contra
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estresse mecanico e entrada de substancias exégenas (TAIZ et al., 2015). Alguns mé-
todos de manipulacéo genética existentes sdo apenas possiveis com a retirada prévia
da parede celular, entre eles os de remoc¢ao por enzimase e/ou pectinase (SILVA et al.,
2010) (WOO et al., 2015). Todavia, a restauracao da parede celular para a célula torna-
se impossivel ou ineficiente (EECKHAUT et al., 2013). Outros métodos incluem o uso
de agrobacterium para introdugdo de material genético nas células, entretanto frag-
mentos desta bactéria sdo geralmente incorporados ao DNA, acarretando um cenario
nao ideal (GELVIN, 2003). Um método de entrega eficiente de proteina diretamente no
interior celular vegetal, e mantendo a integridade da parede celular, foi demonstrado
por (FURUHATA et al., 2019) utilizando a eletroporagéo.

A inativacdo de microorganismos pela EP irreversivel, um importante ramo da
biotecnologia, tem como principais vantagens a desinfeccao bacteriana dos residuos
liquidos hospitalares para reducéo de aditivos quimicos lancados ao meio ambiente,
filtragem de 4gua contaminada e conservacgao de alimentos (LIU et al., 2013). O uso
da EP para inativagdo microbiana é denominada Pulsed Electric Fields (PEF).

Na area alimenticia, os PEF atuam na inativacdo enzimatica para preservacao
a longo prazo dos alimentos e podem ser empregados em combinagcdo com outros
processos tais como térmicos, de pressao, luz ultravioleta e conservante nisina (SAU-
LIS, 2010) (KOTNIK et al., 2015) (REBERSEK et al., 2015) (HUO et al., 2018). Nas
ultimas décadas, esta modalidade de preservagao vem sendo utilizada ndo apenas em
alimentos liquidos, tais como sucos, vinhos, cerveja, leite e sopas, como também em
alimentos semi-sélidos e solidos (TOEPFL, 2011) (MAHNIC-KALAMIZA et al., 2014).

O uso da eletroporacdo em medicina objetiva o tratamento de neoplasias por
meio da eletroquimioterapia (abordado em mais detalhes na secéo 2.2.3) e da ablacao
de tecidos (em inglés, NTIRE - Nonthermal Irreversible Electroporation). Enquanto a
primeira utiliza protocolos para desencadear EP reversivel e impulsionar a captagéo
das drogas nas células tumorais, a NTIRE, uma modalidade minimamente invasiva e
recente (DAVALOS et al., 2005), aplica campos elétricos extremos para destruicdo dos
tecidos, preservando vasos sanguineos e outras estruturas proximas e contribuindo
na redugéao de cicatrizes (MAOR et al., 2007) (PHILLIPS et al., 2012). A desvantagem
associada a NTIRE encontra-se nas contragdes musculares decorrentes dos campos
elevados, exigindo, nesses casos, anestesia especial (BALL et al., 2010).

Estudos mostram eficiéncia no tratamento dos canceres de pancreas, prostata,
pulmao, figado e rins, com casos clinicos e veterinarios (GARCIA et al., 2010) (THOM-
SON et al.,, 2011) (MARTIN Il et al., 2012) (NEAL Il et al., 2012) (VROOMEN et al.,
2017) (KOUKOUNARAS et al., 2018). O sucesso da NTIRE é diretamente ligado a
necrose das regides submetidas ao campo, como mostra a Figura 4. As analises histo-
patoldgica e de ressonancia magnética, nesses casos, auxiliam na detecgéao do limiar
de campo elétrico para permeabilizacdo permanente (E;ge) (LEE et al.,, 2010) (ELLIS
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et al,, 2011) (BAGLA; PAPADOURIS, 2012) (GARCIA et al., 2012b) (LOPEZ-ALONSO
et al., 2019). A Tabela 1 mostra esses limiares para alguns tecidos.

Figura 4 — Imagem microscopica de tecido cerebral com limiares bem definidos de
regides saudaveis e de necrose, decorrente de aplicacdo da NTIRE.
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Fonte — Adaptado de (ELLIS et al., 2011).

Tabela 1 — Limiares de eletroporacao irreversivel baseados em analise histopatologica
e/ou ressonancia magneética dos tecidos apoés aplicacao dos pulsos.

Tecido Limiar Ejge Referéncia
Péancreas 50 kV/m (ARENA et al., 2012)

(tumor)

Cérebro 50 kV/m (GARCIA et al., 2010)
(saudavel)

Rim 60 kV/m (NEAL Il et al., 2012)

(saudavel)

Figado 40 - 70 kV/m (SEL et al., 2005), (DAVALOS et al., 2005),
(saudavel) (RUBINSKY et al., 2007), (SANO et al., 2010),

(GOLBERG et al., 2015)
Figado 80 kV/m (KOS et al., 2015)
(tumor)

Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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2.2.3 Eletroquimioterapia

Diferentemente da NTIRE, a eletroquimioterapia utiliza a permeabilizagédo tem-
poraria para tratamento de neoplasias. Neste processo, as drogas quimioterapicas
sdo administradas de forma local ou intravenosa, atuando na quebra das fitas de DNA
das células por mecanismos cataliticos (MEAKING et al., 1995). Esta combinacao
tem como vantagem sobre a quimioterapia tradicional a potencializacao do efeito das
drogas sobre as células tumorais (MIR et al., 2006).

O emprego da EQT permite que o tratamento seja uma alternativa as cirurgias
de remocgao de tumor, uma vez que estas necessitam de uma margem de seguranca
consideravel, o que torna o tratamento severo quando tumores ocorrem em regides
facial e oral, por exemplo. Ainda, ela pode ser associada a outros procedimentos
tradicionais, tais como resseccéo cirurgica (SPUGNINI et al., 2008).

O primeiro estudo foi divulgado em 1991, pelo Professor Mir e colaboradores,
demonstrando eficacia antitumoral em metastases cutineas de cabeca e pescoco
(MIR et al., 1991). Desde entéao, foram iniciados varios estudos clinicos sobre o tema
(BELEHRADEK et al., 1993) (MIR et al., 1998) (GOTHELF et al., 2003). Uma vez que
o resultado da EQT decorre de fatores especificos dependentes das caracteristicas
tumorais, houve a necessidade de uma padronizacdao nos protocolos de tratamento,
surgindo, em 2006, um guia para procedimentos de eletroquimioterapia, 0 ESOPE (em
inglés, European Standard Operating Procedures of Electrochemotherapy). Este guia
define os procedimentos relacionados ao tratamento tais como anestesias, concen-
tracoes dos farmacos e protocolos elétricos para distintos volumes e localizagdo dos
tumores. Em conjunto, também foi lan¢gado o primeiro eletroporador comercial, o Clini-
porator, com eletrodos especificos para aplicacao da EQT: placas paralelas, agulhas
de matriz linear, agulhas de matriz hexagonal (MIR et al., 2006) e o eletrodo finger,
incorporado em 2018 com a atualizacao do ESOPE (GEHL et al., 2018).

Os principais farmacos anticancer, bleomicina e cisplatina, se mostram alta-
mente eficazes para o tratamento com EQT dadas suas propriedades quimicas (i.e. as
células tumorais possuem sensibilidade a essas drogas). A bleomicina é uma droga
hidrofilica ndo permanente e de elevada citotoxicidade? intracelular (MIR et al., 2006).
Em 1993, foi publicado o primeiro estudo clinico para tratamento de carcinomas de
células escamosas, localizados na cabeca e pescoco, utilizando este farmaco (BE-
LEHRADEK et al., 1993). A potencialidade da bleomicina justifica-se também pelo fato
desta droga poder ser administrada de forma intravenosa (SIKIC et al., 2016). Ja a cis-
platina, uma droga de baixa absorcao sistémica, também conhecida por sua eficiéncia
antitumoral, é administrada apenas localmente (MICHEL et al., 2018).

Uma outra modalidade de tratamento de cdncer em associagdo com a EP utiliza

4 Citotoxicidade é a capacidade intrinseca de uma substancia em promover alteracdo metabdlica

celular, podendo culminar ou ndo em morte celular.
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elevadas concentracdes de célcio para inducdo de morte nas células tumorais, ou
Calcium Electroporation (FRANDSEN et al., 2013). Ensaios clinicos mostram que o
célcio também possui efeito citotéxico em células cancerigenas (FRANDSEN et al.,
2015) (FALK et al., 2017) (SZEWCZYK et al., 2018). Por ser uma substancia mais
facilmente acessivel em relacdo aos quimioterapicos convencionais, o tratamento é
simplificado e tem seu custo reduzido (FRANDSEN et al., 2017).

A EQT aparece amplamente no tratamento de canceres cutaneos e subcuta-
neos em seres humanos (MATTHIESSEN et al., 2011) (MATTHIESSEN et al., 2012)
(PASQUALI et al., 2018), e animais domésticos e selvagens (SPUGNINI et al., 2011)
(MAGLIETTI et al., 2017) (SPUGNINI et al., 2016), aumentando a expectativa e quali-
dade de vida. No Brasil, ainda nao existe regulamentacao para uso deste tratamento
em seres humanos, sendo disponivel apenas em aplicacdes veterinarias (SUZUKI
etal., 2017) (SUZUKI et al., 2018) (RANGEL et al., 2019).

O protocolo dos campos pulsados € gerado por equipamentos chamados eletro-
poradores, que produzem ondas de alta tensédo de forma, amplitude, duracédo, nimero
e frequéncia de repeticao especificos, e a energia fornecida a carga (tecidos, 6rgaos)
€ dependente da combinacao desses parametros. Em aplicagdes biomédicas, a ener-
gia chega a alguns joules; ja na biotecnologia, como por exemplo no tratamento de
produtos agricolas e agua, em alguns quilojoules (REBERSEK et al., 2014). Existem
diferentes eletroporadores comerciais, nos quais as configuragcdées variam de acordo
com as necessidades de aplicacao (ver Apéndice A). O IEB-UFSC possui equipamen-
tos préprios e geradores de onda quadrada DC (ou de corrente continua, em inglés,
direct current) com protocolos pré estabelecidos e personalizaveis (PINTARELLI et al.,
2019), utilizado em estudos com suspensao celular e tecidos (BERKENBROCK et al.,
2018) (BERKENBROCK et al., 2019).

Os pulsos séo entregues a regido alvo por intermédio dos eletrodos. Os ele-
trodos utilizados para as suspensdes celulares incluem as camaras de célula unica
(eletrodo patch-clamp) (WANG et al., 2010), camaras de fluxo (GENG et al., 2011) e mi-
cro eletrodos (LEE; DENG, 2012). Para EQT também sao estabelecidos, pelo ESOPE,
alguns eletrodos de configuracdes predefinidas para uso em tecidos, como mostrado
na Figura 5 (MIR et al., 2006) (GEHL et al., 2018). Os eletrodos de agulha sao uti-
lizados em regides mais profundas ou para tumores de grande volume. As agulhas
podem ser dispostas em matriz linear (5A) ou hexagonal (5B) e podem ser arranjados
de acordo com o plano de tratamento; ja as placas sdo normalmente usadas para
tecidos superficiais (5C).

Uma EQT eficiente depende, predominantemente, de dois fatores: que uma
quantidade aceitavel do farmaco seja administrada no local e que o campo elétrico
tenha intensidade e duracéao suficientes para permeabilizar toda a regiao do tratamento
(MIKLAVCIC et al., 1998). O ESOPE estabelece a amplitude minima dos pulsos dado
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Figura 5 — Eletrodos doESOPE (A) matriz linear, (B) matriz hexagonal, (C) placas pa-
ralelas, (D) eletrodo finger.

Fonte — Adaptado de (GEHL et al., 2018).

eletrodo utilizado e as concentracdes de bleomicina pelo volume tumoral (MIR et al.,
2006) (GEHL et al., 2018).

2.3 MODELAGEM NUMERICA DA ELETROPORAGCAO

Um tecido biolégico pode ser caracterizado por sua heterogeneidade elétrica,
interpretada como a coexisténcia de diferentes condutividades presentes em sua ex-
tensdo. A condutividade depende do tipo e propriedades geométricas das células,
vascularizacao irregular, variacao do potencial de hidrogénio (pH) e concentracao de
oxigénio no local (SIENI et al., 2020). Desta forma, é interessante estudar o com-
portamento ndo linear de tecidos complexos submetidos a potenciais elétricos para
prever suas alteragdes quimicas e fisioldgicas utilizando simulagdes computacionais
de modelos numéricos (SEL et al., 2003) (RAMOS, 2005).

A dinamica da condutividade bioldgica ja foi modelada em diversos trabalhos
de eletroporacao (SEL et al., 2005) (IVORRA et al., 2010) (NEAL Il et al., 2012) (GOL-
BERG et al., 2015). A aproximagdo numérica destes modelos de condutividade é feita
por softwares que utilizam o método de elementos finitos, em inglés Finite Element
Method, FEM. O uso deste método permite o célculo da alteracdo de condutividade no
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tecido e consegue prever a distribui¢ao final de campo elétrico (SEL et al., 2003) (RA-
MOS, 2005). As equagdes numéricas mais usadas para descrever o comportamento
da condutividade dos tecidos dependente de campo elétrico sdo as fungdes sigmoides
ou logistica (SEL et al., 2005) (PAVSELJ et al., 2005), Gomphertz adaptada (IVORRA
etal.,, 2010) (NEAL Il et al., 2012) (GARCIA et al., 2012a) e Peleg—Fermi (GOLBERG;
RUBINSKY, 2010) (SANO et al., 2018). Os modelos atuais sdo amplamente utilizados
nos trabalhos com EQT (SUZUKI et al., 2017) (SUZUKI et al., 2018) (RANGEL et al.,
2019).

O desenvolvimento desses modelos se inicia com experimentacao in vitro, in
vivo ou ex vivo dos tecidos pela aplicagao de uma faixa de potenciais elétricos do pro-
tocolo da EP para descrever a curva de condutividade a partir dos resultados obtidos
de corrente elétrica. O limiar elétrico de permeabilizagdo, ou seja, a magnitude minima
de campo aplicado para desencadear as mudancas elétricas, varia entre diferentes
tecidos. No tecido tumoral animal esse limiar € de 40 kV/m (SEL et al., 2005). A partir
dai, é observado o aumento da corrente elétrica até sua saturacao, ponto em que todas
as células submetidas ao campo foram permeabilizadas, similar a um efeito dominé.
Com a aplicagao de potenciais mais elevados, é observado um platé da condutividade,
compreendido a partir do limiar de EP irreversivel. Esses parametros sdo incorpora-
dos as equacdes e os resultados sdo calculados pelos softwares. O calculo numérico
iterativo também utiliza a condutividade inerente ao tecido em situacées normais, ou
seja, quando ndo ha atuacao de potenciais externos sobre ele. Esse parametro geral-
mente é extraido a partir da analise de espectroscopia de impedancia. Este processo
e realizado ao aplicar uma tenséo ou corrente sinusoidal a amostra com uma ampla
faixa de frequéncias, obtendo o resultado de impedancia expresso em sua parte real
(resisténcia, R) e imaginaria (reatancia, X) (GROSSI; RICCO, 2017).

Os modelos atuais que descrevem a distribuicdo de campo nos tecidos pela EP
sao do tipo estatico, ou seja, a distribuicdo é resultado da condutividade maxima alcan-
cada, e apenas esse parametro é utilizado no céalculo de distribuicdo de campo elétrico
feito no software. Assim, a maioria das andlises experimentais de corrente consideram
apenas o ultimo pulso para verificagdo dos modelos. Os modelos dinamicos, por sua
vez, realizam o calculo da distribuicdo com dependéncia de outros parametro além da
condutividade, como por exemplo, tempo ou frequéncia.

Em pré-tratamentos de EQT ou de otimizacao de eletrodos, a melhor solugcéao
para verificar os modelos simulados é sempre obtida quando existe a possibilidade
de realizar os experimentos no tecido alvo, ou possuir uma base de dados experimen-
tais. Todavia, ndo sdo em todos 0s casos que se dispde desse aparato experimental
necessario, ou desejado.

No sentido de possuir uma alternativa compativel eletricamente para testes preli-
minares relacionados a EQT (phantom), e como forma de contribuir para o conceito de
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abordagem 3Rs para testes com animais (reducao do nimero de animais, refinamento
dos procedimentos para redugéo do sofrimento animal e reposi¢éo de técnicas animais
com as n&o animais) (COUNCIL et al., 2010), iniciou-se uma busca por outros tecidos
biol6gicos que também pudessem descrever a eletroporagado. Assim, em 2010, surgiu
o primeiro modelo de condutividade do tecido vegetal de batata como uma alternativa
para o estudo dos aspectos elétricos nos tecidos animais (IVORRA et al., 2010). Ou-
tros modelos e otimizagdes da pesquisa original foram desenvolvidos posteriormente
(SUAREZ et al., 2014) (BERKENBROCK et al., 2019).

O phantom da batata € amplamente utilizado pelo seu facil acesso e tamanho
satisfatorio para testes com diferentes tamanhos de eletrodos, mas principalmente para
andlise visual de campo elétrico que ele proporciona. Apos algumas horas da aplicacao
dos pulsos, o tecido torna-se escuro pela interacao da enzima polifenoloxidase (PPO)
e dos substratos fendlicos (IVORRA et al., 2010) (OEY et al., 2016) (CAMPANA et al.,
2019) (BERKENBROCK et al., 2019). A ativacdo da PPO ocorre instantaneamente
quando os compartimentos celulares sao interrompidos devido aplicagdo de potencial
elétrico, e este processo permite o acumulo de pigmentos marrons (OEY et al., 2016).
Assim, é possivel observar o volume eletroporado no tecido vegetal analisando este
escurecimento.

2.3.1 Desafios e Limitacoes

Os modelos de condutividade para a Eletroporacédo atuais sao desenvolvidos
a partir de experimentos in vitro, in vivo ou ex vivo do tecido. Os testes geralmente
utilizam eletrodos de configuracdes padrdes tal como o eletrodo de placas paralelas. A
distribuicao de campo elétrico modelada para esses casos geralmente é uniforme. Para
eletrodos de matriz linear por exemplo, essa distribuicdo € dita homogénea apenas na
regido interior aos pares das agulhas, sendo este eletrodo geralmente utilizado para a
validacao dos modelos (IVORRA et al., 2010) (SEL et al., 2005).

Com o crescente numero de tumores de variadas anatomias e localizados em
diferentes regides do organismo e sendo tratados pela EQT, surgiu-se a necessidade
do desenvolvimento de eletrodos personalizados. Recentes estudos mostram tanto
avaliacdes para otimizacao do posicionamento dos eletrodos padronizados em diferen-
tes tumores (ONGARO et al., 2016) (ZUPANIC et al., 2008) (CAMPANA et al., 2013),
como também o desenvolvimento e aplicagdo da EQT utilizando novas configuragdes
de eletrodos (MAHMOOD; GEHL, 2011) (MAGLIETTI et al., 2017) (RITTER et al.,
2018) (1ZZO et al., 2020). Apesar dos resultados com novos eletrodos apresentados
sugerirem éxito nos tratamentos, deve-se considerar que estes eletrodos produzem
uma distribuicdo de campo nao homogénea, diferente das previstas para os eletrodos
padronizados. Por conseguinte, os modelos utilizados para a andlise pré-tratamento
podem ndo descrever integralmente a faixa de condutividade gerada pela aplicacao da
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EQT nesses casos, uma vez que possivelmente os proprios resultados simulados se
encontrem nos extremos da validagdo dos modelos.

Outro fator que gera a distribuicdo nao correta de campo elétrico e afeta a EQT
ocorre especialmente em eletrodos de agulhas, tais como os de matriz linear (em que
se inclui também o finger) e hexagonal. A inser¢cdo desses eletrodos em tecidos e
orgaos nao raramente gera deflexdes nas agulhas. A Figura 6 mostra o resultado das
deflexdes ocasionadas nas agulhas do eletrodo ap6s sessao de EQT.

Figura 6 — Eletrodo de matriz linear com agulhas defletidas ap6s sessao de eletroqui-
mioterapia em animal.

Fonte — Cedida pelo Hospital VetCancer, Sdo Paulo (2018).

A deflexao de agulhas utilizadas em praticas médicas € um problema recorrente.
A literatura mostra que uma inser¢do sem a minima deflexao é dificilmente concebivel
visto que ela é decorrente de fatores como resisténcia mecanica dos tecidos, espes-
sura, velocidade, forca e rotacdo da agulha durante insercéo e, em especial, pela geo-
metria da ponta da agulha (ABOLHASSANI; PATEL, 2006) (ROESTHUIS et al., 2011)
(GERWEN et al., 2012) (VEEN et al., 2012) (WAINE et al., 2016) (VAN DE BERG et al.,
2017) (LI et al., 2020). Os tumores sao conhecidos pela particular heterogeneidade,
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resultante dos variados tipos de células que se agregam por toda sua extensao. Além
disso, destaca-se o desenvolvimento desses neoplasmas em regides de fronteira com
outros 6rgaos, musculos € 0ssos.

As deflexdes podem causar o posicionamento incorreto da ponta da agulha no
alvo, fazendo com que ela seja desviada para regiées que nao necessitem da aplicacao
da EP. Regides tumorais ndo permeabilizadas, resultantes da distribuicdo incorreta do
campo elétrico, sdo passiveis de remissao da lesdo. Além disso, pela deflexdo das
agulhas, curto-circuitos e danos aos tecidos podem ser esperados. Problemas como
esses podem implicar na ineficacia do tratamento.

A avaliagdo mais detalhada deste problema nao foi totalmente abordada até
o momento. Trabalhos anteriores sugerem a reaplicacdo do protocolo da EP ou a
utilizagdo de campos elétricos minimos para garantir que toda a regido do tumor
seja permeabilizada como forma de compensar por possiveis deflexdes (MIR et al.,
2006) (MIKLAVCIC et al., 2006). Ainda, (CAMPANA et al., 2019) analisou os efeitos
de distribuicao de campo decorrente da aproximagao de 1 par de agulhas e notou um
aumento significativo da intensidade de campo elétrico no tecido quando comparado
com o caso sem aproximacgoes. Esses resultados sugerem mudancas negativas nos
resultados da EQT. Entretanto, ndo ha base tedrica suficiente para a avaliacdo dos
efeitos do mal posicionamento do eletrodo padrao utilizado para os tratamentos de
cancer.
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3 METODOLOGIA

Esta secao descreve os métodos e materiais utilizados na avaliagao do objeto de
estudo deste trabalho, que incluiu simulagdes numéricas de tecidos vegetal e tumoral,
enquanto que os experimentos in vitro limitaram-se ao vegetal, de acordo com as
normas éticas dos 3Rs para testes com animais (COUNCIL et al., 2010).

A deflexao do eletrodo de matriz linear, ou tipo I, ocorre ao longo de seu com-
primento, enquanto que sua base permanece sem alteracées mecanicas, ou seja, as
distancias padrées sdo mantidas em sua porcao basal. Este arranjo foi mantido nos
estudos in silico e in vitro. A direcédo radial de uma agulha defletida ocorre de forma ale-
atéria quando inserida em tecidos biolégicos heterogéneos (ROESTHUIS et al., 2011)
(GERWEN et al., 2012) (VAN DE BERG et al., 2017), o que torna a quantificacéo
desses eventos bastante desafiadora. As simulacdes e experimentos foram limitados
as dire¢des tais quais ilustram a regido ampliada da Figura 9A. Como antes definido,
0 objetivo do presente trabalho é avaliar os efeitos introduzidos quando as pontas das
agulhas encontram-se de forma nao intencionalmente espacgadas. Desta forma, outras
direcdes de deflexdo além das escolhidas resultariam na mesma distancia efetiva entre
essas pontas.

O termo dp, utilizado neste trabalho, representa a distancia entre as pontas dos
pares anodo-catodo do eletrodo. Para ambos estudos, simulado e experimental, as
agulhas anodo foram espacadas das agulhas catodo, que foram mantidas fixas. Os
efeitos causados pelas deflexdes foram quantificados tendo como referéncia o eletrodo
em sua forma padrao (sem deflexdes) e foram divididos em: Efeitos de aproximacao e
Efeitos de afastamento.

Foram utilizados eletrodos com 3 e 4 pares de agulhas, ambos empregados em
praticas de EQT. Os campos elétricos aplicados foram escolhidos baseados em dois
aspectos. O primeiro, 100 kV/m, é relacionado com as recomendac¢des do ESOPE
para tratamento de EQT com o eletrodo em estudo (GEHL et al., 2018). Assim, os
resultados podem ser diretamente associados com estudos clinicos. O segundo foi
escolhido como sendo o0 campo elétrico de intensidade minima o suficiente para ga-
rantir a EP reversivel na regido mostrada na Figura 7. Os extremos desta regido sao
os limites da margem de segurancga para o tratamento com EQT (BERKENBROCK
et al., 2018). Assim, os campos utilizados foram 60 kV/m para o tecido vegetal e 80
kV/m para o tecido tumoral. Para facilitar a compreensao dos resultados (Capitulo 4),
foram definidos grupos, apresentados na Tabela 2, das composigdes descritas nesta
metodologia.
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Figura 7 — Vista superior do eletrodo tipo |l com a margem de seguranga para a EQT,
representada pela regido retangular interior aos eletrodos (amarelo escuro).

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

Tabela 2 — Grupos das configuragdes da metodologia do trabalho.

Grupo Pares de agulhas Campo Elétrico Tecido

A 3 60 kV/m Batata
B 4 60 kV/m Batata
C 3 100 kV/m Batata
D 4 100 kV/m Batata
E 3 80 kV/m Tumor
F 4 80 kV/m Tumor
G 3 100 kV/m Tumor
H 4 100 kV/m Tumor

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

3.1 MODELAGEM NUMERICA

O modelo computacional foi processado pelo software baseado no método
de elementos finitos COMSOL Multiphysics ®, verséao licenciada pelo IEB-UFSC 5.1
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(COMSOL Inc., Suécia), executado em um servidor cluster (Intel Xeon Gold 6126
@ 2.60 GHz, 20 cores, 300 GB RAM) de sistema operacional Ubuntu Linux (x64,
Canonical Ltd. Reino Unido). A equacao matematica que descreve a distribuicdo de
campo elétrico em sistemas bioldgicos pode ser descrito pela equacéo de Laplace em
condigao estacionaria (Eq. (1)).

-V (c-VV)=0 (1)

em que o € a condutividade elétrica do tecido biolégico dependente de campo
elétrico (S/m) e V o potencial elétrico aplicado (V). O gradiente de potencial elétrico V é
representado pela distribuicdo de campo elétrico E (Eq. (2)). As condi¢gdes de contorno
sao todas isolantes nas superficies externas (condicées de contorno de Neuman), e o
contato eletrodo-tecido é modelada pelas condi¢des de contorno de Dirichlet.

E=-VV (2)

A Eq.(3) apresenta a fungéo sigmoide utilizada por Ivorra e colaboradores para

descrever as mudancgas de condutividade do tecido da batata sob exposi¢ao aos cam-
pos elétricos (IVORRA et al., 2010).

_o~0.01(|E|-250)

o(E)=0,03+0,35- ¢ (3)

em que o representa a condutividade elétrica no tecido vegetal (S/m), e E o

campo elétrico. Simulagdes numéricas do modelo de tumor também foram incluidas
neste trabalho. A Eq. (4) descreve a funcéo sigmoide.

G(E)=00+Gmax—__6é (4)
1+D-e B

emque A= % B= % C =8e D =10. Os limiares de eletroporacao
reversivel e irreversivel sdo dados por Egg e E|ge, respectivamente. As constantes C
e D também sao definidas pela fungdo sigmoide apresentada pelo professor Miklavcic
e colaboradores (SEL et al., 2005). A Figura 8 mostra as curvas de o em fungéao do
E, geradas a partir da implementacao das Eq. (3) e (4) No Comsol. Na Tabela 3 sao
informados os parametros do modelo tumoral descrito por (SEL et al., 2005).

A geometria tridimensional para os testes com deflexdo consistiu em pares de
agulhas de aco inoxidavel (AISI 304) de 1 mm de diametro e 20 mm de altura (inseridos
nos tecidos). Foram replicadas as distancias da agulha do eletrodo de matriz linear
ESOPE (3 mm entre agulhas de mesma polaridade e 4 mm entre polaridades opostas)
(MIR et al., 2006). Os pares foram inseridos em um cilindro de 40 mm de altura e 60
mm de diametro, com propriedades elétricas dos tecidos correspondentes. As tensdes
aplicadas foram, de acordo com os campos elétricos escolhidos, 240 V e 400 V para
tecido vegetal e 320 V e 400 V para tecido tumoral.
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Figura 8 — Curvas de condutividade o em funcdo do campo elétrico E geradas pelo
software, e descritas pelos modelos vegetal (curva em verde) e tumoral
(curva em azul). As curvas representam a dindmica de condutividade elé-
trica nos tecidos decorrente da aplicacao de um campo elétrico pulsado, e
seus valores absolutos sdo dependentes das caracteristicas elétricas intrin-
secas aos tecidos.

0.75
0.7

0.65 I Tumor -
0.6 I Batata i

0.55
0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

7

o (5/m)

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

Tabela 3 — Parametros elétricos de tecido tumoral utilizados nas simulagées do traba-
lho.

Tecido 0o (S/M)  Omax (S/M)  Ere (KV/m)  Ejge (KV/m)

Tumor 0,30 0,75 40 80

Fonte — (SEL et al., 2005).

Nas simulagdes, cada agulha anodo foi defletida com passo de 0,5°, até que
as pontas atingissem distancias extremas. Para aproximacao dos pares, a deflexao
maxima da agulha resultou em 8,5°, com dp minimo de 1 mm, enquanto a distancia
méaxima correspondia a dp=8 mm, ou 11,5°.

Em torno dessas geometrias, um bloco de ar foi inserido e considerado de
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dimensodes infinitas para evitar problemas de condicdo de contorno nas superficies
da geometria. Cada simulagdo do COMSOL, realizada com malha em configuracao
extremamente fina, resultou, em média, 3 milhées de elementos tetraédricos. A Figura
9 mostra as geometrias simuladas. A partir das simulacdes foi possivel analisar o fluxo
e a densidade de corrente elétrica, e a distribuicdo de campo elétrico nos tecidos.

Figura 9 — Geometria da simulacdo numérica. (A) Eletrodo com disposicao padréao
inserido no tecido. A regido ampliada mostra as possiveis dire¢cdes da defle-
xao das agulhas anodo (o passo de deflexdo simulado foi 0.5°) (B) Malha
gerada pelo COMSOL.

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

3.2 PROCEDIMENTOS IN VITRO

Modelos matematicos de alteragéo de condutividade sao importantes ferramen-
tas de analise da distribuicdo de campo elétrico. Todavia, esses modelos sao validados
apenas quando sao associados a procedimentos experimentais. Experimentos in vivo,
ex vivo e in silico tem como fungao planejamento do tratamento, validacao de eletrodos
e até mesmo detectar as limitagdes do processo.

3.2.1 Analise do phantom

Uma etapa importante para validacdo dos testes com modelos de condutivi-
dade inclui certificar-se que o phantom possui as caracteristicas mais semelhantes
possiveis como as descritas pelo modelo. O tubérculo da batata (Solanum tuberosum),
como tecido bioldgico, é anisotrépico. Devido a isso, ele possui diferengas elétricas (i.e.
condutividade) entre as porcoes internas (OEY et al., 2016). Além disso, é possivel
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que haja uma variabilidade elétrica entre amostras de uma mesma espécie, resultante
das condi¢des que envolvem sua producao (BURLINGAME et al., 2009). Assim, numa
primeira etapa analisou-se se a origem do tubérculo influenciaria nos resultados, tes-
tando a resposta em condutividade (expressa em corrente elétrica) de batatas nao
organicas (de facil acesso, sendo adquiridas em supermercados locais e tendo preco
mais baixo), comumente utilizadas em experimentacao e validagcdo do modelo, em
relacao a batatas orgéanicas (certificadas e de origem rastreével).

Os experimentos foram realizados com 14 amostras do tubérculo de batata,
tendo o grupo de origem néo orgénica n=7, e o grupo de origem orgénica n=7. O grupo
de origem organica (Rio Bonito Organicos, ltatinga, Brasil), possui certificacdo por au-
ditoria e rastreabilidade (cédigo de certificacdo PPGHO390MOFIHIHB, rastreabilidade
disponivel na plataforma Paripassu - https://conecta.paripassu.com.br/).

O manuseio/tratamento incorreto das amostras geram artefatos que contribuem
para a analise equivocada dos resultados. Neste sentido, os tubérculos ndo foram
descascados e receberam a minima quantidade de cortes, além da secagem das su-
perficies antes e depois da aplicagado dos pulsos como forma de minimizar a presenga
de artefatos néo relacionados ao processo, como por exemplo, as manchas forma-
das pela dispersao do fluido extra celular para regides néo eletroporadas (OEY et al.,
2016).

O eletrodo utilizado possuia 1 par de agulhas de ago inoxidavel (AISI 304) de
0,7 mm de diametro e 18 mm de altura (total inserido nas amostras). O protocolo de
aplicacdo dos pulsos seguiu o padrdo ESOPE (8 pulsos quadrados com 100 ps de
duracéo e 1 Hz de frequéncia (GEHL et al., 2018)) com tensdes de 180 V (40 kV/m),
225V (50 kV/m) e 315 V (70 kV/m), pelo gerador programavel personalizado do |IEB-
UFSC (PINTARELLI et al., 2019). As medicdes de corrente foram obtidas do 8° pulso
utilizando a ponteira de corrente Tektronix A622 (Tektronix Inc., Estados Unidos) e
osciloscopio digital Tektronix TDS 2004C (Tektronix Inc., Estados Unidos).

3.2.2 Deflexao das agulhas

Os experimentos de deflexao foram conduzidos utilizando 320 amostras de
tubérculos de batata adquiridos em supermercados locais. Cada grupo dp obteve 10
amostras. O tratamento das amostras foi realizado tal qual descrito na se¢do 3.2.1. A
Figura 10 mostra o arranjo experimental.

O gerador programavel (PINTARELLI et al., 2019) forneceu as amostras o trem
de 8 pulsos quadrados com 100 ps de duragdo e 1 Hz de frequéncia (GEHL et al.,
2018), com tensdes de 240 V e 400 V. Por questdes de viabilidade experimental, todas
as agulhas anodo foram reposicionadas simultaneamente, desta vez com passo de
1 mm. A medicdo das correntes também seguiu o padrao do experimento anterior
(8° pulso, ponteira Tektronix A622 e osciloscépio Tektronix TDS 2004C (Tektronix Inc.,
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Figura 10 — Arranjo experimental para o eletrodo de matriz linear (A) Configuracao
padréo (sem deflex&o), (B) Configuragdo com dp = 2 mm. Nem todos os
arranjos sao mostrados.

Fonte — Elaborado pela autora.

Estados Unidos)). Apds aplicacdo dos pulsos, as amostras foram armazenadas em
placas de Petri por 24 horas em 25° C. Passado esse periodo, cortes perpendiculares a
superficie eletroporada foram feitos precisamente no local da insergéo dos pares, como
mostrado na Figura 11. Imagens das fatias foram feitas sob um sistema de iluminagéo
controlada, com uma camera digital de 13 MP, f. 2.2 LG M250F (LG, Coreia do Sul).

A indentacao na distribuicdo de campo elétrico causada pela deflexdo das agu-
Ihas foi calculada utilizando a ferramenta de processamento de imagens /ImagedJ (Uni-
versity of Wisconsin, Estados Unidos). Nesse caso, o eletrodo sem deflexdes foi consi-
derado o grupo controle, uma vez que 0 mesmo representa a configuragéo do eletrodo
do ESOPE. A altura da indentagao, ou h dos experimentos in silico representa a au-
séncia de escurecimento na batata na regido entre os pares do eletrodo. A Figura 12
ilustra o caso. O maximo de valor que h pode alcangar corresponde ao comprimento
total da agulha, ou, 20 mm.

3.3 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A analise de dados experimentais requer uma validagao estatistica para que
as conclusoes obtidas sejam precisas e confiaveis. Nesse sentido, os testes adequa-
dos para os dados experimentais deste trabalho foram os testes ndo pareados (para
amostras independentes) e os testes ndo paramétricos (suposi¢ao de distribuicao
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Figura 11 — Vista superior da superficie da batata com a localizagdo dos cortes repre-
sentados pelas linhas vermelhas.

Fonte — Elaborado pela autora.

Figura 12 — Representacdo da indentagéo h causada pelo afastamento n&o intencional
das agulhas do eletrodo.

+ -

h

Fonte — Elaborado pela autora.
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ndo Gaussiana) (BOX et al., 1978) (MANDEL, 2012). As andlises foram realizadas
utilizando software RStudio versao 1.2 (RStudio Inc, Estados Unidos).

Os resultados experimentais foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk para verificar se os dados amostrais tinham distribuicdo normal (SHA-
PIRO; WILK, 1965). Se positivo, esses resultados seriam expressos como seus valores
médios e serem adequadamente comparados, entre experimentos ou entre simulagdo
e experimento. Para estes casos, o teste t de Student nao pareado foi aplicado para
comparagdes entre experimentos ou entre experimento e simulagao.

Assim, o teste t de Student nao pareado foi conduzido entre os resultados expe-
rimentais de corrente na analise do phantom, como também entre valores simulados
e experimentais de corrente na andlise das deflexdes, testando a diferencga estatistica
entre grupos. O nivel de significancia, ou valor p, usado foi de 5% (p = 0,05). Além
disso, considerando os erros associados ao gerador de pulsos e ao equipamento de
medi¢ao, foram calculados o erro relativo e o intervalo de confianca (95%).

Para grupos sem distribuicdo normal, foi aplicado o teste estatistico de Kruskal
Wallis. Este teste ndo paramétrico € usado para determinar se ha diferencas estatis-
ticas significativas entre trés ou mais medianas amostradas para dados nao normal-
mente distribuidos (KRUSKAL; WALLIS, 1952), como em todos 0s grupos experimen-
tais de analise h, com a Unica exceg¢ao do grupo controle, que tem um valor absoluto.
Subsequentemente, o teste posthoc de Dunn foi aplicado para encontrar, usando com-
paracao por pares, a diferenca detectada pelo teste de Kruskal-Wallis. Os resultados
sdo mostrados nos Resultados (Capitulo 4) pelas seguintes notaces:

* ns - sem diferenga significativa (p > 0, 05);
« * - baixa diferenca significativa (p < 0, 05);
« ** - moderada diferenca significativa (p < 0,01); e

« ***_ alta diferenca significativa (p < 0,001)
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4 RESULTADOS

Nesta secao séo apresentados os dados resultantes da aplicacdo da Metodolo-
gia (Capitulo 3). A apresentacao dos resultados esta dividida da seguinte forma:

+ Efeitos da aproximagédo das agulhas pela analise da curva de aumento da cor-
rente elétrica;

» Efeitos do afastamento das agulhas pela analise da distribuicdo de campo elé-
trico; e

 Avaliagdo do modelo vegetal baseado nos resultados estatisticos das correntes
elétricas.

Os resultados experimentais em corrente elétrica dos dois grupos de batata
submetidos aos campos descritos nos métodos podem ser vistos na Tabela 4. Am-
bos os grupos apresentaram distribuicdo normal, e o resultado do teste t mostrou
que nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Por este motivo, os resultados
experimentais seguintes provém das batatas ndo organicas.

Tabela 4 — Resultados experimentais de corrente resultante da aplicacdo dos pulsos
de EP em batatas ndo orgéanicas e organicas. A significancia representa o
resultado do teste t para diferenga estatistica entre os grupos. n=7.

Campo elétrico Nao organica Organica (rastreavel) Significancia p-valor
médias e I. C. 95% médias e I. C. 95%
desvio padrdo desvio padrdo

40 kV/m 0,72 (0,61-0,84)A 0,64 (0,59-0,69) A ns 0,1360
0,1229 0,05877

50 kV/m 1,21 (1,04 - 1,38) A 1,15(1,11-1,19) A ns 0,4152
0,1860 0,03901

70 kV/m 2,12(2,00-2,23) A 2,23 (2,17-2,29) A ns 0,1110
0,1631 0,06376

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

As Figuras 13 e 14 apresentam os resultados das simulagdes in silico, para 0s
casos de deflexdo dp, na qual observa-se a distribuicdo de campo elétrico no tecido
vegetal (linhas coloridas). Uma tendéncia similar de distribuicdo pode ser vista nas
fatias experimentais. Sdo apresentadas amostras apenas dos grupos de 4 pares (B e
D), devido similaridade das imagens das fatias com os grupos de 3 pares e mesma
tensdo aplicada (A e C, respectivamente).
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Figura 13 — Distribuicdo de campo elétrico para as os testes in silico e in vitro no tecido
vegetal. As imagens das simulag¢des exibem as linhas de campo elétrico
(de azul a vermelho, 20 - 40 kV/m). Grupo B (4 pares, 60 kV/m, 8 pulsos
de 100 us, 1 Hz).
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Fonte — Elaborado pela autora (2020).

4.1 EFEITOS DE APROXIMACAO

O aumento percentual de corrente elétrica resultante da aproximagéo das agu-
Ihas no tecido vegetal (grupos A, B, C e D) é apresentado nos insets das Figuras 15
e 16. Os pontos representam os resultados simulados. Os percentuais de aumento
foram calculados em relagdo aos valores de corrente resultante do eletrodo sem de-
flexdes. Ja os resultados experimentais (quantidade maxima de pares aproximados
simultaneamente) sdo mostrados nos boxplots da por¢cao ampliada do grafico. A linha
continua representa a tendéncia de aumento in silico.

Os resultados in silico para tecido tumoral sdo mostrados na Figura 17. Os pon-
tos vermelhos indicam as situagGes de aproximagéo (valor dp e quantidade de pares
aproximados) nas quais as correntes ultrapassam o limite suportado pelo equipamento
eletroporador Cliniporator™(20 A). Os valores basais de corrente foram de 10,98 A
(Grupo E), 13,85 A (Grupo F), 15,61 A (Grupo G) e 19,12 A (Grupo H). A Figura 18
mostra as alteracoes na densidade de corrente e na distribuicdo do campo elétrico no
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Figura 14 — Distribuicdo de campo elétrico para as os testes in silico e in vitro no tecido
vegetal. As imagens das simula¢des exibem as linhas de campo elétrico
(de azul a vermelho, 20 - 60 kV/m). Grupo D (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos
de 100 us e frequéncia 1 Hz).

Imm 2mm 3mm 4mm Smm 6mm 7mm 8mm

in silico

in vitro

e e

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

plano de inser¢cado de um par de agulhas. Foram observados valores de campo acima
dos 150 kV/m em regiGes de maior area para dp de aproximagéo a partir de 2 mm.

4.2 EFEITOS DE AFASTAMENTO

A Tabela 5 mostra os resultados in silico da indentacdo h para as configuracoes
de afastamento das agulhas no tecido vegetal. Os valores representam a indentacao
para intensidades de campo abaixo de 40 kV/m.

A andlise experimental de h dos grupos A e B (60 kV/m) nao foi realizada devido
auséncia de distribuicdo de campos elétricos elevados o bastante para distingao efetiva
das marcacoes nas fatias da batata. Para estes grupos, foram feitas as analises das
correntes elétricas (segdes 4.1 e 4.3).

A configuragdo padrdo do eletrodo (dp = 4 mm) ndo obteve indentagdo em
ambos os testes in silico e in vitro para os grupos C e D (100 kV/m). Os resultados de
h nas fatias in vitro sdo mostrados na Figura 19. Foram observadas indentacées com
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Tabela 5 — Indentacédo h in silico resultante do afastamento dos pares das agulhas no
tecido vegetal. Grupo A (3 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 us, 1 Hz), grupo
B (4 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 us, 1 Hz), grupo C (3 pares, 100 kV/m,
8 pulsos de 100 us, 1 Hz), grupo D (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us,
1 Hz), dp (distancia entre as pontas do pares de agulha). dp representa a
distancia entre pontas dos pares de agulhas.

Grupo A B C D
dp  (mm) (mm) (mm) (mm)

4mm 0,0 0,0 0,0 0,0
5mm 10,6 103 0,0 0,0
6mm 152 148 0,6 0,7
7mm 173 173 28 2,5
8mm 18,1 18,0 4.2 4,5

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

distancias dp a partir de 5 mm, e maior variabilidade de indentagéo para dp a partir de
6 mm.

A Figura 20 apresenta as os valores de indentagdo em faixas percentuais. Em
dp = 5 mm, 87,5% e 86,6% das fatias ndo tiveram indentagdo, h = 0 mm. As outras
fatias obtiveram h maximo de 5 mm. Uma maior variabilidade do h foi observada em dp
maiores; em 6 mm, apenas 55,5% e 53,3% das fatias ndo apresentaram indentacao;
para dp = 7 mm, apenas 12,5% e 16,6% do total das fatias tinham h = 0. Todas as
fatias de dp = 8 mm apresentaram indentagéo. As porcentagens citadas referem-se
aos grupos C e D, respectivamente.

Com excegao da configuragdo padréo, nenhuma outra configuragao dp in silico
de afastamento apresentou distribuicdo normal. Desta forma, os resultados in vitro
foram comparados entre si, sendo a configuragéo dp = 4 mm o grupo controle. O teste
de Kruskal-Wallis apontou que as medianas das configura¢des variaram significativa-
mente (p-valor<0,0001). As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados do teste post-hoc
de Dunn das comparacdes dois a dois, no qual observa-se que, estatisticamente, ndo
existe diferenca entre as configuragdes dp 4 e 5 mm para ambos os grupos C e D
(p-valor>0,05). Apenas no grupo C, também n&o houve significancia entre dp de 4 e
6 mm. Ainda, sdo apresentados os resultados do teste das outras possibilidades de
comparagao.

Os resultados de indentagéo in silico para o tecido tumoral (grupos de E a H)
sdo mostrados na Tabela 8 e referem-se a distribuicdo de campo abaixo do limiar de
50 kV/m. Para ilustrar, a Figura 21 mostra as identagdes in silico do grupoH, no qual
nota-se a pertubagéo do campo elétrico em dp superior a 6 mm.



Capitulo 4. Resultados 49

Tabela 6 — Teste post-hoc para as configuracdes experimentais de afastamento das
agulhas. Grupo C (3 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia de
1 Hz). dp representa a distancia entre pontas dos pares de agulhas.

Comparacao Significancia p-valor

4 mmvs. 5 mm ns >0,9999
4 mm vs. 6 mm ns 0,0525
4 mmvs. 7 mm i <0,0001
4 mmvs. 8 mm e <0,0001
5mmyvs. 6 mm ns 0,2498
5mmvs. 7 mm rE <0,0001
5mmvs. 8 mm e <0,0001
6 mmvs. 7 mm ns 0,0502
6 mmvs. 8 mm s <0,0001
7 mmvs. 8 mm b 0,0307

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

Tabela 7 — Teste post-hoc para as configuracdes experimentais de afastamento das
agulhas. Grupo D (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia de
1 Hz). dp representa a distancia entre pontas dos pares de agulhas.

Comparacao Significancia p-valor

4mm vs. 5Smm ns >0,9999
4mm vs. 6mm * 0,0053
4mm vs. 7mm e <0,0001
4mm vs. 8mm e <0,0001
5mm vs. 6mm ** 0,0398
5mm vs. 7mm ol <0,0001
5mm vs. 8mm b <0,0001
6mm vs. 7mm ns 0,0502
6mm vs. 8mm e <0,0001
7mm vs. 8mm ns >0,9999

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

4.3 AVALIACAO DO MODELO VEGETAL

As tabelas 9, 10, 11 e 12 mostram os resultados, para os grupos de A a D, das
correntes elétricas das simulacoes in vitro e médias (com intervalo de confianca de
95%) dos experimentos in silico de todas as configuragdes dp do eletrodo no tecido
vegetal. O erro relativo configura a relacdo experimento-simulacao, e os p-valores
indicam os resultados do Teste t n&o pareado. As linhas em cinza indicam em quais
configurages dp 0 modelo foi validado, ou seja, ndo houve significancia estatistica
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Tabela 8 — Indentacédo h in silico resultante do afastamento dos pares das agulhas no
tecido tumoral. Grupo E (3 pares, 80 kV/m, 8 pulsos de 100 us, 1 Hz), grupo
F (4 pares, 80 kV/m, 8 pulsos de 100 us, 1 Hz), grupo G (3 pares, 100 kV/m,
8 pulsos de 100 us, 1 Hz), grupo H (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us,
1 Hz), dp (distancia entre as pontas do pares de agulha). dp representa a
distancia entre pontas dos pares de agulhas.

Grupo E F G H
dp (mm) (mm) (mm) (mm)

4 mm 0,0 0,0 0,0 0,0
5 mm 0,8 0,8 0,0 0,0
6 mm 8,2 7.1 0,0 0,0
7mm 11,8 10,7 3,9 3,6
8mm 13,9 13,3 7,6 7,7

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

entre a média experimental e 0 modelo numérico de condutividade do vegetal. Na
configuragdo dp = 4 mm néo houve diferenca estatistica entre os pares in silico e in
vitro para todos 0s grupos.

Tabela 9 — Correntes elétricas resultantes dos testes in vitro e in silico do modelo
vegetal. Grupo A (3 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia 1 Hz).
dp representa a distancia entre pontas dos pares de agulhas.

In silico Médias in vitro Erro relativo  p-valor
dp (. C. 95%)

1mm 9,01 A 8,38 (7,83 -8,92) A -7,03% 0,0170
2mm 7,57 A 7,368 (6,90 - 7,83) A -2,62% 0,3492
3mm 6,96 A 6,44 (6,04 - 6,84) A -7,48% 0,0090
4mm 6,45A 6,03 (5,58 - 6,48) A -6,49% 0,0512
5mm 6,18A 5,89 (5,57 - 6,20) A -4,63% 0,0560
6mm 589A 544 (517-5712)A -7,57% 0,0015
7mm 563A 4,70 (4,51-4,89) A -16,57% <0,0001
8mm 524 A 4,57 (4,32-4,83) A -12,69% <0,0001

Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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Tabela 10 — Correntes elétricas resultantes dos testes in vitro e in silico do modelo
vegetal. Grupo B (4 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia 1
Hz). ap representa a distancia entre pontas dos pares de agulhas.

dp In silico Médias in vitro Erro relativo p-valor

(I. C. 95%)

tmm  1154A 11,38 (10.75-12)A  -1,43% 0,5479
omm 9,63A 9,12 (8,83-9,41) A -5,28% 0,0008
3mm 8,64A 7,96 (7,3-8,62) A -7,83% 0,0324
4mm  7,97A 7,77 (7,11 -8,43) A -2,55% 0,4959
5mm 7,37A 6,72 (6,29 - 7,15) A -8,73% 0,0032
6mm 7,00A 6,51 (6,19 - 6,83) A -7,03%  <0,0001
7mm  6,64A 5,69 (523 -6,16) A 14,2%  <0,0001
smm 6,37A 534(507-562)A  -16,12%  <0,0001

Fonte — Elaborado pela autora (2020).

Tabela 11 — Correntes elétricas resultantes dos testes in vitro e in silico do modelo
vegetal. Grupo C (3 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia 1
Hz). dp representa a distancia entre pontas dos pares de agulhas.

dp In silico Médias in vitro Erro relativo p-valor
(I. C. 95%)

imm 15,04 A 16,62 (16,06 -17,18) A 10,51% <0,0001
2mm 12,89 A 13,47 (12,71 - 14,23) A 5,23% 0,1040
3mm 11,76 A 12,18 (11,35-13) A 3,55% 0,2676
4mm 10,99 A 10,68 (10,34 - 11,02) A -2,81% 0,0527
5mm 10,36 A 9,84 (9,24 -10,43) A -5,05% 0,0621
6mm 9,83 A 9,54 (9,07 - 10,01) A -2,95% 0,1824
7mm 9,41 A 9,3 (8,95-9,65) A -1,14% 0,4989
8mm 8,75A 8,87 (8,59 -9,14) A 1,35% 0,3421

Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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Figura 15 — Correntes elétricas resultantes dos testes para aproximagao dp das agu-
lhas em tecido vegetal. O inset apresenta o aumento percentual in silico.
O grafico ampliado contém os resultados in vitro (boxplots e dados indivi-
duais) e in silico (linha continua) da quantidade maxima de pares sendo
aproximados. (A) Grupo A(3 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequén-
cia 1 Hz), (B) Grupo B (4 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia
1 Hz). dp representa a distancia entre pontas dos pares de agulhas.
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Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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Figura 16 — Correntes elétricas resultantes dos testes para aproximagao dp das agu-
lhas em tecido vegetal. O inset apresenta o aumento percentual in silico.
O grafico ampliado contém os resultados in vitro (boxplots e dados indivi-
duais) e in silico (linha continua) da quantidade maxima de pares sendo
aproximados. (A) Grupo C (3 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us e
frequéncia 1 Hz), (B) Grupo D (3 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us

e frequéncia 1 Hz). dp representa a distancia entre pontas dos pares de
agulhas.
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Capitulo 4. Resultados 54

Figura 17 — Aumento percentual de corrente elétrica resultante da aproximagao dos
eletrodos para tecido tumoral in silico. Os ’pontos 0’ dos graficos correspon-
dem aos valores de corrente para os casos sem deflexdo. Destacam-se,
em vermelho, as situa¢des nas quais a corrente excedeu 20 A. (A) Grupo E
(3 pares, 80 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia de 1 Hz), (B) Grupo F (4
pares, 80 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia de 1 Hz), (C) Grupo G (3
pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia de 1 Hz), (D) Grupo H (4
pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia de 1 Hz). d representa
a distancia entre pontas dos pares de agulhas.

o0
[
0
<@

3 pares » 4 pares

o)

=
[*))
<

=
u

3 pares

N
<
L |
n

2 pares

o
<
"
|
n

1 par

[\
=
=
a®
]
n
n
[\
@
"
n
]
n
']

Aumento de Corrente (%)
Aumento de Corrente (%)

N
S
N
<
-

= 3 pares 4 pares

.= J3pares

« = 2 pares

N

<
AN
<@

]

2 pares

V]
o
a
| |
| |
| |
n
_
o]
£
\®}
<
|
|

J% = w lpar

Aumento de Corrente (%)
Aumento de Corrente (%)

Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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Figura 18 — Densidade de corrente e intensidades de campo elétrico (linhas cinza) in
silico do tecido tumoral. (A) Grupos E/F (3/4 pares, 80 kV/m, 8 pulsos de
100 us e frequéncia 1 Hz), (B) Grupos G/H (3/4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos
de 100 pus e frequéncia 1 Hz).
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Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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Figura 19 — Indentagdo h nas fatias do tecido vegetal dado afastamento das agulhas.
(A) Grupo C (3 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia 1 Hz),
(B) Grupo D (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia 1 Hz).
dp representa a distancia entre pontas dos pares de agulhas.
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Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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Figura 20 — Faixas de indentacéo h das fatias amostrais do tecido vegetal devido dis-
tanciamento das pontas das agulhas. (A) Grupo C (3 pares, 100 kV/m, 8
pulsos de 100 us e frequéncia 1 Hz), (B) Grupo D (4 pares, 100 kV/m,

8 pulsos de 100 us e frequéncia 1 Hz). dp representa a distancia entre
pontas dos pares de agulhas.
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Figura 21 — Distribuicdo de campo elétrico in silico no tecido tumoral acusando inden-
tagdo h na porgéo inferior de inser¢éo das agulhas para os dp 7 € 8 mm.
A linha de campo em amarelo (50 kV/m), representa o limiar minimo de
segurancga (permeabilizacdo permanente) em procedimentos com EQT. As
setas em preto indicam as indenta¢des de campo.

d» =4 mm d»=5mm d»=6 mm

d»=-7 mm d»=8 mm

kV/m
80

75

70

65

60

55

50

45

40

Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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Tabela 12 — Correntes elétricas resultantes dos testes in vitro e in silico do modelo
vegetal. Grupo D (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 us e frequéncia 1

Hz). ap representa a distancia entre pontas dos pares de agulhas.

o

1mm
2mm
3mm
4mm
5mm
6mm
7mm
8mm

In silico

19,25 A
16,07 A
14,46 A
13,32 A
12,29 A
11,69 A
11,08 A
10,64 A

Médias in vitro
(I. C. 95%)

21,54 (20,61 - 22,47) A
17,24 (16,23 - 18,25) A
14,86 (14,1 - 15,62) A
13,44 (12,91 - 13,97) A
12,54 (11,48 - 13,6) A
11,44 (10,82 - 12,06) A
10,38 (9,851 - 10,91) A
10,07 (9,769 - 10,38) A

Erro relativo

11,88%
7,27%
2,73%
0,92%
1,96%
-2,19%
-6,33%
-5,38%

p-valor

<0,0001
0,0176
0,2533
0,6061
0,6126
0,3635
0,0076
0,0005

Fonte — Elaborado pela autora (2020).
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5 DISCUSSAO

Uma Eletroquimioterapia bem sucedida é resultado da permeabilizacao das cé-
lulas tumorais decorrente da distribuicdo correta do campo elétrico na regido. Para que
isto ocorra, o posicionamento correto dos eletrodos no tecido precisa ser mantido. A
deflexdo das agulhas em eletrodos para tratamentos com EQT configura um problema
relevante, sendo alertado por alguns trabalhos anteriores. (MIR et al., 2006) afirma
que, caso as agulhas desviem de sua posicao normal durante o tratamento, os pulsos
elétricos devem ser reaplicados. Repetir o protocolo de EP diversas vezes no mesmo
local, além de percorrer a extensao do tumor reposicionando o eletrodo sdo dois proce-
dimentos comuns nos tratamentos de EQT (MIR et al., 2006) (QUAGLINO et al., 2008)
(MATTHIESSEN et al., 2012).

(MIKLAVCIC et al., 2006), analisando a distribuicdo do campo elétrico em varios
tecidos, determinou um potencial elétrico minimo para aplicagdo dos pulsos em dife-
rentes tipos de células como uma tentativa de compensar as possiveis deflexdes das
agulhas durante o tratamento. Embora este tenha sido um relevante trabalho sobre o
tema, resultados quantitativos sdo necessarios para avaliar os limites da eficacia do
tratamento com EQT. Neste sentido, (CAMPANA et al., 2019) expressou resultados
mais detalhados para os efeitos que ocorrem pela aproximacéao do par de agulhas. Por
meio de simulagcdes numéricas e experimentos com tubérculos de batata, foi possivel
detectar a distribuicdo ndo linear de campo elétrico na regido entre as agulhas pela
aproximagao das pontas em 5°, 10° e 30° com 1 e 2 cm de distancia inicial. Como
resultado, campos elétricos extremos ocorreram na por¢cao de aproximacao das agu-
Ihas. Resultados similares de distribuicdo do campo elétrico foram observados neste
trabalho.

No processo de modelagem do phantom (batata), quase sempre é considerado
que o tecido tem caracteristicas homogéneas (IVORRA et al., 2010) (SUAREZ et
al., 2014). No entanto, sabe-se que sua estrutura fisiolégica possui caracteristicas
elétricas heterogéneas. A batata, por ser um material anisotrépico, € composta por
diferentes tecidos internos com diferentes propriedades fisicas e elétricas, que nao
devem ser ignorados na avaliagdo da distribuicdo do campo elétrico (OEY et al., 2016).
Ainda, considera-se a variabilidade de entre batatas, fator que depende, por exemplo,
do tipo, temperatura e teor de sais minerais do solo e de nutrientes presentes nos
tubérculos, fatores que afetam sua condutividade elétrica (BURLINGAME et al., 2009).
Apesar da variabilidade amostral neste quesito, os resultados experimentais da Tabela
4 mostraram que esses fatores ndo influenciam de forma significativa nos resultados
da dindmica de condutividade experimental em relacdo ao modelo de (IVORRA et al.,
2010) para EP, visto que as médias de corrente possuem igualdade estatistica. Este
fato sugere uma reprodutibilidade nos resultados dos testes de EP ao utilizar amostras
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da espécie Solanum tuberosum de diferentes origens.

5.1 EFEITOS DE APROXIMAGAO

Um crescimento exponencial da corrente elétrica no tecido da batata foi obser-
vado nas simulagdes in silico, e tal comportamento péde ser validado pelos experimen-
tos in vitro para situacdes de aproximacéo entre as agulhas. E importante destacar
que os resultados apresentados pelos boxplots das Figuras 15 e 16 representam a
zona aceitavel experimental, no qual deve-se ser considerada a variabilidade do tecido
e 0s erros associados aos equipamentos, fatores ndo considerados pelas simulagées.

A Figura 16 (E = 100kV/m) mostra que as correntes elétricas experimentais
apresentaram erro relativo acima de 10% para dp de 1 mm. Este comportamento
pode ser explicado pelas alteragdes fisiolégicas do tecido sob um campo elétrico
extremamente alto (acima de 200 kV/m), situacdo nao mais relacionada ao fenémeno
da eletroporacdo. Esse platd das mudancas de condutividade dos tecidos em 200
kV/m ja foi observado anteriormente (NEAL Il et al., 2012). Intensidades de campo
elétrico acima daquelas previstas para a configuragcao sem deflexao in silico foram
observadas também no tecido tumoral. Os resultados da Figura 18 identificam campos
elétricos acima de 200 kV/m na porgdo mais profunda da inser¢do do eletrodo com
dp=1 mm e 100 kV/m aplicados. Como efeito resultante da eletroporagéo, esperam-se
campos mais elevados em regides préximas as agulhas, mas quando sua distribuicao
abrange uma area maior, pode ocorrer a ablagao nao desejada no tecido, resultando
em necrose local.

Outro problema inerente aos resultados de aproximacgao das agulhas relaciona-
se a seguranca elétrica dos procedimentos com EQT. Os eletroporadores da Igea,
equipamentos comerciais para tratamentos de EQT em humanos, suportam uma cor-
rente maxima de 20 A quando utilizado o eletrodo de matriz linear com distancias
padronizadas (3 mm x 4 mm) (ver Apéndice A) (STAAL; GILBERT, 2011) (BERTAC-
CHINI, 2017). As simula¢des numéricas de tumor mostraram que a corrente excede
esse limite de diversas formas diferentes. Para o grupo H (Figura 17D) em especifico,
o limite de corrente € alcangado se dp <3 mm em apenas 1 dos 4 pares de agulhas,
ou se dp ~ 3 mm em 2 pares. Nesses casos, a aplicagdo da EQT pode ser abrupta-
mente interrompida devido ao desligamento do equipamento. As simulac¢des de tumor
também mostraram que a densidade de corrente ultrapassou 20 A/cm? na por¢ao mais
profunda dos eletrodos (Figura 18B) para as dp de 2 e 1 mm, 0 que pode ser explicado
pela reducédo de impedancia local do tecido e consequente aumento da poténcia no
sistema. Caso o equipamento ja ndo tenha sido desligado pela extrapolacao do limite
suportado de corrente, ha risco de excessivo aquecimento do tecido e curto-circuitos
em aplicagbes com dp menores que 3 mm.
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5.2 EFEITOS DE AFASTAMENTO

As simulacdes e experimentos do afastamento das agulhas também produziram
resultados interessantes. Pela Tabela 5 foi possivel verificar que a distribui¢édo in silico
de campo ocorreu de forma ndo homogénea em dp diferentes de 4 mm. Os resultados
dos experimentos (Figuras 13 e 14) mostraram, pelo escurecimento enzimatico da
batata, que ndo houve campo elétrico suficiente para permeabilizacao das porcoes
mais profundas do tecido.

Os resultados in vitro da aplicagdo de 60 kV/m (grupos A e B) indicaram que
este valor de campo se encontra muito proximo a faixa de permeabilizagdo permanente.
Apesar da porcao superior da aplicagéo dos pulsos (margem definida pela Figura 7 da
Metodologia) ter sido garantida, a viabilidade celular para marcacgao foi reduzida nas
regides mais internas do tecido devido intensidade do campo aplicado. Por conseguinte,
o contraste entre regides marcadas e nao marcadas prejudicaria a analise adequada
da indentagéo, uma vez que até nas amostras dp = 4 mm o escurecimento no ocorreu
conforme indicou a distribuicdo de campo das simulagdes.

Ja para os grupos C e D in vitro, em que o limiar de marcagéo foi mais definido, a
analise h mostrou que houve perda de profundidade na EP para dp maiores que 5 mm,
tal como indicado pelas linhas de campo de 40 kV/m das simula¢des. Foi observada,
ainda, alta variabilidade de h entre amostras e também dentro de cada amostra de
batata com dp a partir de 6 mm (Figura 19). Aproximadamente 50% das fatias em dp
= 6 mm apresentaram algum recuo. Essa porcentagem aumentou a medida que as
pontas se distanciavam e, em 8 mm (isto é, duas vezes a distancia padrao), todas
as fatias apresentaram indentacéao diferente de zero (Figura 20). Acredita-se que as
distor¢cdes no campo elétrico geradas pelo mal posicionamento do eletrodo, bem como
a heterogeneidade condutiva do tecido, podem explicar a distribuicdo de campo com
valor de h nao previsivel nos trés ultimos dp.

As simulagdes no tecido tumoral também atestaram para indentagéo significa-
tiva. De acordo com a literatura, o limiar de permeabilizacdo permanente dos tumores
animais se inicia entre 50 e 60 kV/m (ARENA et al., 2012) (GARCIA et al., 2010) (NEAL
Il et al., 2012). Este € o limiar de segurancga para garantir eficacia do tratamento e evi-
tar uma possivel remissao do tumor devido multiplicagcao das células sobreviventes,
diferente do limiar de 40 kV/m, descrito por (SEL et al., 2005), para inicio de permea-
bilizagédo reversivel. Os grupos E e F (E = 80 kV/m) mostraram que uma deflexdo de
apenas 1 mm é capaz de gerar alguma indentacdo no campo elétrico. Porém, neste
caso em especial, analisando conjuntamente os resultados dos grupos A e B (tecido
vegetal), é indicado que ndo apenas a analise de cobertura do campo elétrico na
margem da porcao superior do tecido para planejamento de EQT seja realizada, mas
também as regides internas no tecido e observando o limiar acima de 50 kV/m, tendo
em vista a elevada heterogeneidade dielétrica dos tumores, o que necessita da aplica-
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cao de um campo mais elevado, tal qual os indicados pelo ESOPE. Ja para 0s grupos
G e H (E = 100 kV/m), campo utilizado na EQT, a indentagéo ocorre em dp acima de
6 mm. Estima-se que esta perda de profundidade ocorra mais agressivamente e com
indentacao também variavel em aplicacdes clinicas/veterinarias nestas circunstancias
devido elevada heterogeneidade do tecido tumoral.

O limiar que compromete efetivamente o tratamento com EQT pelo mal posi-
cionamento do eletrodo € bastante sutil. Por exemplo, dp = 2 mm equivale a 5,5° de
deflexdo, que nem sempre pode ser detectada facilmente. Nao obstante, uma insergcéao
de agulhas em tecidos biolégicos sem a minima deflexdo é dificilmente concebivel
visto que ela é decorrente de fatores como deformacao dos tecidos por sua resisténcia
mecanica, velocidade e forca de insercao das agulhas, e, especialmente, pela geo-
metria da ponta (GERWEN et al., 2012). Trabalhos anteriores mostraram, utilizando
phantoms artificiais (espuma e gel) e animais (tecido cardiaco de porco ex vivo), que a
deflexdao de agulhas de chanfro Unico resulta em torno de 1 a 2 mm para 20 mm inse-
ridos (ABOLHASSANI; PATEL, 2006) (ROESTHUIS et al., 2011). Mais recentemente,
(VEEN et al., 2012) realizou, entre outras andlises relacionadas as agulhas utilizadas
em praticas médicas, a de deflexdo quando inseridas em gel. Como resultado, as agu-
Ihas cbnicas apresentaram menor deflexdo em relacdo as agulhas de chanfro Unico
e multiplo (franseen e diamond); conclusdes similares foram encontradas por (VAN
DEN BOS et al., 2016) e (LI et al., 2020), este ultimo concluindo que as agulhas de
chanfro Unico nao sao indicadas para uso em procedimentos que requerem precisao,
tais como biopsia de tecidos.

5.3 AVALIACAO DO MODELO VEGETAL

Os resultados das correntes in silico mostraram que a configuracao padrao
(dp=4 mm) foi validada em todos os grupos experimentais in vitro (A - D). O modelo
também foi validado para outros casos em que nao houve diferenca estatistica entre
o resultado in silico e in vitro. Entretanto, foi observado que os resultados in silico de
corrente em alguns casos ficaram fora do intervalo de confianca experimental (Tabelas
9-12). Ainda, nos casos extremos, ou seja, distancias maiores e campo menor (dp>6
mm, 60 kV/m) e distancias menores com campo mais elevado (dp=1 mm, 100 kV/m)
o erro relativo de corrente superou 10%. Estes resultados sugerem que a dindmica
da condutividade nestas circunstancias nao seja compreendida pelo modelo vegetal
proposto por (IVORRA et al., 2010), o que pode indicar que resultados de corrente para
eletrodos de geometrias ndo convencionais e de distribuicdo de campo nao uniforme,
tal qual as configuracdes de deflexdo mostradas nesse trabalho, ndo sejam validados
pelas simulagdes do modelo.

O uso de modelos vegetais € uma ferramenta para a avaliagdo do campo elétrico
devido ao conceito de 3Rs, baixo custo e feedback visual. O tubérculo de batata
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€ comumente utilizado para validar modelos numéricos e configuracdes de eletrodos
(BERNARDIS et al., 2017) (ONGARO et al., 2018). Todavia, a translagéao dos resultados
vegetais para animais pode ser bastante desafiadora. Apesar das respostas espaciais
que o vegetal fornece para o planejamento dos tratamentos com EQT, esse tecido é
eletricamente diferente do sistema animal. Os tumores apresentam alta condutividade
elétrica, geralmente dez vezes maior que batata (ver Figura 8), além da rede vascular e
de outros tecidos e érgaos que circundam os tumores. Assim, os resultados absolutos
dos limiares da eletroporacao, distribuicdo de campo e correntes elétricas ndo serao
iguais para os tecidos animais. Entretanto, como sistemas biol6gicos, tecidos vegetais
e tumorais apresentam semelhancgas relevantes para a avaliagdo do campo, como
heterogeneidade, anisotropia e dispersao dielétrica. Ainda, os modelos numéricos que
descrevem as altera¢des da condutividade do tecido vegetal, que foram validados por
diversos trabalhos experimentais (ONGARO et al., 2016) (GONZALEZ et al., 2018),
apresentam comportamento semelhante (isto é, condutividade expressa como uma
funcéo de desativacao do campo elétrico) em relagéo ao tecido tumoral.

A avaliagdo dos resultados simulados do tumor tem mais poder de deciséo
quando associada a resultados experimentais de tecido vegetal do que quando utili-
zada isoladamente nos planejamentos de EQT. Alguns trabalhos associam a marcacao
enzimética da batata com uma EQT satisfatéria (ARENA et al., 2012) (GONZALEZ et
al., 2018) (CAMPANA et al., 2019). A mimetizagao para os resultados de EQT no tecido
animal, nesses casos, € feita pela associacao das marcagdes no vegetal, ou seja, nas
regibes acometidas pela EP irreversivel, em que garante-se que o campo elétrico local
induziu a permeabilizagdo permanente. Neste trabalho, os valores de campo elétrico
para essa associagao, resultantes de testes in silico e in vitro com o eletrodo utilizado,
foram 40 kV/m e 50 kV/m para os tecidos vegetal e tumoral, respectivamente e sao
aplicaveis apenas nos casos em que o modelo vegetal foi validado pelos experimentos.
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6 CONCLUSAO

Os efeitos da deflexao do eletrodo de matriz linear do ESOPE foram descritos
neste trabalho, a partir de testes in silico e in vitro de tecido vegetal. Também foram
previstos esses efeitos para tecido tumoral em casos clinicos/veterinarios a partir dos
resultados simulados utilizando campo elétrico padrao do ESOPE. A deflexao pela
aproximacao das agulhas em tumores in silico indicaram densidade de corrente preju-
dicial ao tecido (i.e. aquecimento excessivo) para distdncias menores que 3 mm entre
pontas. Além disso, o limite de corrente suportado pelo equipamento eletroporador
(20 A) foi excedido, no eletrodo de 3 pares, quando 2 destes estdo a 2 mm distantes.
Ainda, com apenas com 1 par aproximado em 3 mm (do eletrodo de 4 pares), ha
risco de interrupgao no tratamento devido sobrecarga no equipamento. Deflexdes por
afastamento expuseram uma indentagéo do campo elétrico para distancias superiores
a 6 mm entre as pontas das agulhas, o que significa uma perda da efetividade na EQT
devido regides nao eletroporadas e posterior recorréncia do tumor. Estas pertubacoes
alteram diretamente o resultado do tratamento.

A pesquisa realizada nesta dissertagéo originou-se de problemas recorrentes
em tratamentos com EQT, uma vez que os eletrodos de agulhas séo inseridos em
tecidos biolégicos. Em aplicacdes clinicas e veterinarias da EQT, alerta-se para a
verificagdo do eletrodo antes e apds cada insercdo, para que ndao haja soma das
deflexdes que resulte em um tratamento antitumoral malsucedido, além da preferéncia
pela utilizagdo de agulhas de pontas do tipo canénica e multi chanfrada no uso e
desenvolvimento de eletrodos.

Outro ponto resultante desta pesquisa foi a identificacdo das limitagdes do mo-
delo de condutividade proposto por (IVORRA et al., 2010). Apesar dos testes in vitro
mostrarem que o modelo é validado para eletrodos tradicionais (casos sem deflexao)
para os dois campos elétricos e eletrodos testados, nos outros casos de deflexdo, em
especial para os testes com 60 kV/m, foram destacadas as fronteiras da validagao
desse modelo. Estes fatos alertam para o uso inapropriado do modelo vegetal em
testes com eletrodos despadronizados.

Esta dissertacao produziu resultados que sugerem novas investigacdes. Novas
pesquisas ja foram iniciadas durante o mestrado, além das pequisas futuras que serao
realizadas ao longo do doutorado.

6.1 TRABALHOS EM DESENVOLVIMENTO

» Desenvolvimento de um novo modelo vegetal (batata) a partir de testes in vitro e
otimizagcao das equacdes que descrevem a dinamica da condutividade em funcao
do campo elétrico. Este modelo compreende diferentes faixas de Eletroporacao
nao abordadas nos modelos atuais da literatura;
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6.2

Desenvolvimento de um modelo para descri¢cdo da dinamica de condutividade na
zona de Eletroporacéo Irreversivel, utilizando testes ex vivo e analise histopatolé-
gica do tecido animal;

Desenvolvimento de modelo de condutividade para avaliacdo mais rapida da
distribuicdo dos campos elétricos para otimizacdo de novos eletrodos e equipa-
mentos, com a utilizacdo de um vegetal alternativo e de caracteristicas dielétricas
semelhantes a batata.

TRABALHOS FUTUROS

Validac&do do novo modelo de condutividade vegetal, o qual encontra-se em an-
damento, utilizando novas configuracdes de eletrodos personalizados;

Desenvolvimento de dispositivo para deteccédo de deflexdo nas agulhas do ele-
trodo para Eletroquimioterapia;

Estudo ex vivo de tecido tumoral submetido a Eletroporacdo com os eletrodos
em configuracdes tais quais as apresentadas neste trabalho;

Investigacao histopatolégica dos efeitos causados pela aplicagéo dos pulsos nos
tecidos vegetais, tais como escurecimento enzimatico e marcacao por corantes
nas areas eletroporadas, com a finalidade de identificar a viabilidade celular e os
limiares de Eletroporagao para os vegetais.
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APENDICE A - ESPECIFICACOES DOS EQUIPAMENTOS COMERCIAIS DE
ELETROPORAGCAO

A Tabela 13 foi construida a partir de uma reviséo bibliografica das especifica-
cOes dos equipamentos comerciais mais utilizados para EP, em especial a corrente
maxima suportada pelos equipamentos, visto que este parametro foi usado como limiar
de segurancga na avaliacao dos efeitos de aproximagao das agulhas no tecido tumoral.
Legenda:

*Geometria predefinida:

» eletrodo tipo Il : 8 pulsos - 400 V ou 960 V

» eletrodo finger: 8 pulsos - 400 V

» eletrodo tipo Ill: 4 pulsos - 730 V
**Geometria personalizavel:

« tecidos moles: eletrodo de agulha Unica (1,2 mm de didmetro, 10-40 mm de
profundidade)

* 0ss0: eletrodo de agulha unica (1,8 mm de didmetro, 10-40 mm de profundidade)
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