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RESUMO

A exposição de células biológicas à campos elétricos pulsados de alta magnitude
e curto período para aumentar sua permeabilidade e condutividade é um fenômeno
conhecido como eletroporação (EP). Este aumento de permeabilidade resulta do apare-
cimento de nanoporos na membrana, permitindo o transporte de íons e moléculas não
possíveis em estado homeostático da célula. Na eletroquimioterapia (EQT), uma moda-
lidade mista para tratamento de tumores superficiais, os pulsos elétricos potencializam
a captação dos quimioterápicos nas células tumorais. A EQT aparece amplamente
no tratamento de cânceres cutâneos e subcutâneos em seres humanos e animais
domésticos e selvagens, aumentando a expectativa e qualidade de vida. Uma EQT
eficiente só é possível se uma quantidade aceitável do fármaco for administrada no
local e se o campo elétrico possuir intensidade e duração suficientes para permea-
bilizar toda a região do tratamento. Um problema que afeta a distribuição de campo
no tecido decorre do mal posicionamento do eletrodo no local, resultante da resistên-
cia mecânica que os tecidos exercem, e especialmente da geometria da ponta das
agulhas. Este trabalho teve como objetivo analisar e quantificar os efeitos causados
pela deflexão das agulhas do eletrodo de matriz linear (tipo II) para eletroquimioterapia.
Para este fim, foram realizadas simulações, baseadas no Método de Elementos Fini-
tos (FEM), das deflexões por aproximação 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 mínimos
para EP reversível (60 kV/m - tubérculo de batata, 80 kV/m - tumor) além do campo
indicado pelo ESOPE para aplicação 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 deflexão por aproximação para o tecido tumoral
indicaram elevada densidade de corrente no tecido para distâncias menores que 3 mm.
Além disso, o limite de corrente suportado pelo equipamento eletroporador foi excedido
de diversas maneiras devido aproximação entre as agulhas. Já os resultados da de-
flexão por afastamento expuseram uma indentação do campo elétrico na porção mais
profunda do tecido para distâncias superiores à 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 análise de significância estatística, foi possível verificar que
o modelo vegetal não foi capaz de validar os casos extremos de deflexão (aproxima-
ção e afastamento), sugerindo sua limitação em validar testes de pré-tratamento para
eletrodos não padronizados.

Palavras-chave: Eletroquimioterapia. Propriedades dielétricas de tecidos. Deflexão de
agulhas. Modelos vegetais de Eletroporação. Mimetização 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
II) 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 INTRODUÇÃO

O câncer é um dos líderes mundiais de mortalidade e morbidade entre as do-
enças não transmissíveis. No Brasil, estima-se que entre 2020 e 2022, 1,9 milhões
de novos casos apareçam, sendo o melanoma o que apresentará maior incidência
(INCA, 2020). Os tratamentos são mais eficazes em estágios iniciais do câncer, visto
que sua principal causa de morte dá-se pela invasão das células anormais para outros
tecidos e órgãos (metástase), tornando as opções de cura mais complexas. As modali-
dades atuais incluem cirurgias de remoção 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 princípio da eletroporação, ou eletropermeabilização (EP), a EQT consiste
na aplicação de pulsos elétricos de elevada amplitude e curta duração em células bio-
lógicas para aumentar sua permeabilidade de forma não natural, em conjunto com a
administração de drogas quimioterapêuticas por meio da abertura de poros hidrofílicos
na membrana plasmática. Bleomicina e cisplatina são os fármacos efetivamente utiliza-
dos nos tratamentos (MIR et al., 2006). Ainda, novos estudos sugerem o cálcio como
uma molécula antitumoral promissora (FALK et al., 2017). Essas drogas se destacam
pela sua sensibilidade às células tumorais. Não é possível o transporte destes agentes
pela membrana de forma espontânea.

A EQT é amplamente utilizada como um tratamento anticâncer nas áreas clínica
e veterinária. No Brasil, ainda não existe regulamentação para tratamento com EQT
em humanos. Todavia, é utilizada de forma abrangente para tratar tumores cutâneos e
subcutâneos em animais de pequeno à grande porte no país (SUZUKI et al., 2017) (SU-
ZUKI et al., 2018) (RANGEL et al., 2019). Suas principais vantagens sobre as outras
técnicas estão na redução da quantidade de drogas quimioterápicas administrada ao
paciente e a possibilidade de aplicação dos pulsos em regiões adjacentes aos tumores,
eliminando a necessidade das cirurgias de remoção, as quais retiram uma margem de
segurança ampla além da localização das neoplasias, tornando a intervenção severa,
especialmente para tumores localizados em região facial.

Ferramentas computacionais tais como simulações numéricas auxiliam na des-
crição e compreensão de fenômenos como o modelo dinâmico de condutividade nos
tecidos em função da EP (processo gradual e não linear). O desenvolvimento destes
modelos geralmente envolve experimentos in silico, in vivo ou ex vivo para análise de
alteração 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-
ções sigmoides e implementados em softwares que calculam, por meio de processo
de iteração numérica, as soluções da distribuição de campo elétrico de acordo com
as características dos tecidos biológicos e dos eletrodos simulados. A dinâmica da
condutividade é diretamente ligada ao alcance do campo elétrico no tecido, e a partir
da medição destes dados é possível definir os limiares da eletroporação, que são a
base nos tratamentos com eletroquimioterapia (MIKLAVCIC; PUC, 2006).

Alguns tecidos vegetais, em especial o do tubérculo da batata, são uma alterna-
tiva para o estudo dos aspectos elétricos dos tecidos animais. Sua utilização contribui
para o conceito de abordagem 3Rs para testes com animais (redução do número de
animais, refinamento dos procedimentos para redução do sofrimento animal e repo-
sição de técnicas animais com as não animais) (COUNCIL et al., 2010). Este tecido
vegetal possui algumas similaridades com os tecidos animais (heterogeneidade, ani-
sotropia e dispersão dielétrica) que o fazem um interessante instrumento de estudo
da EP. Resultados experimentais da batata são relevantes pois a região eletroporada
apresenta um escurecimento enzimático algumas horas após a aplicação (IVORRA
et al., 2010) (SUÁREZ et al., 2014) (OEY et al., 2016) (BERKENBROCK et al., 2019).
A marcação é uma medida indireta da EP, utilizada principalmente na validação 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 aceitável do fármaco seja aplicada na região tumoral; e que o campo
elétrico possua intensidade e duração suficientes para induzir a eletroporação reversí-
vel nas células (MIKLAVČIČ et al., 1998).

Na utilização prática da EQT são utilizados equipamentos chamados eletropo-
radores, responsáveis pela geração de campo elétrico pulsado que chega ao tumor
através de eletrodos, utilizando um guia de regulação 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 aplicação 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 eficácia do tratamento é o surgimento de deflexões
nas agulhas dos eletrodos, fator responsável pela distribuição de campo elétrico não
desejada. A principal complicação nesses procedimentos deve-se à deformação dos
tecidos, que causam deslocamento do alvo e reduzem a eficácia da terapia. O grau
de deflexão das agulhas é causado principalmente pelo seu material e geometria
da ponta, força e velocidade de inserção, enquanto que a deformação do tecido é
devida à sua resistência mecânica. A deflexão não só pode causar o posicionamento



Capítulo 1. Introdução 19

incorreto da ponta da agulha no alvo (porções mais internas do tumor), como também
pode fazer com que a agulha se desvie do caminho planejado e o tratamento atinja
regiões que não necessitem de aplicação da EQT. Outro problema decorrente do
mal posicionamento do eletrodo consiste na distribuição da densidade de corrente
elétrica no tecido, o que pode causar uma eletroporação irreversível não desejada,
danos térmicos e necrose local, além do risco de curto-circuitos, levando à outros
efeitos prejudiciais ao paciente e/ou ao equipamento quando a capacidade máxima de
corrente suportada é atingida. Na aplicação clínica ou veterinária 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 limitações podem aumentar as chances de uma EQT
bem-sucedida.

Ainda, os modelos atuais de EP são desenvolvidos a partir de experimenta-
ção utilizando eletrodos padronizados, muitas vezes com os de placas paralelas, na
qual a distribuição de campo elétrico é homogênea. Neste sentido, a validação dos
parâmetros elétricos dos modelos com os testes experimentais feitos com eletrodos
personalizados pode não se feita de forma correta, uma vez que os modelos podem
não abranger situações extremas da dinâmica de condutividade que esses eletrodos
despadronizados podem gerar no tecido.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

O capítulo 2 aborda os princípios e definições dos temas relacionados ao traba-
lho, tais como surgimento e tratamentos do câncer, formação de poros hidrofílicos na
membrana plasmática, aplicação de campos elétricos para tratamento de tumores e
desenvolvimento de modelos biológicos de eletroporação e suas limitações.

No capítulo 3 são definidos os métodos e materiais, disponíveis em laboratório,
utilizados para alcançar os objetivos deste trabalho , tais como softwares de simulações
e análise dos dados, bem como equipamentos físicos laboratoriais.

Os resultados são mostrados no capítulo 4, e apresentados em divisão tal qual
estabelecida na metodologia. As discussões sobre os resultados obtidos são descritas
no capítulo 5. Por fim, no capítulo 6 são expostas as conclusões obtidas a partir da
realização desta pesquisa, além da sumarização de trabalhos em andamento e futuros.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

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

1.3.2 Objetivos Específicos

Para que os objetivos gerais sejam alcançados, destacam-se os objetivos espe-
cíficos deste trabalho.

• Realizar simulações numéricas pelo método de elementos finitos dos tecidos
vegetal e tumoral com diferentes configurações de deflexão das agulhas;

• Realizar experimentos do protocolo de EP no tecido vegetal para as configura-
ções de deflexão;

• Implementar análise estatística compatível com os dados resultantes dos experi-
mentos in vitro do tecido vegetal com seus pares in silico;

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

• Detectar as limitações do modelo de condutividade vegetal para EP a partir dos
resultados obtidos de corrente elétrica das configurações de deflexão.
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

Esta seção apresenta conceitos e definições pertinentes ao desenvolvimento
deste trabalho. São abordadas as bases da formação do câncer, as estatísticas da
doença, além dos tipos de tratamento disponíveis. Os fenômenos físicos relacionados
à aplicação de campos elétrico em meios biológicos, ou eletroporação, bem como sua
associação ao tratamento de cânceres, ou eletroquimioterapia também são explana-
dos. Por fim são apresentados aspectos relacionados à modelagem numérica para
caracterização de propriedades dielétricas de materiais biológicos e suas limitações
computacionais e práticas.

2.1 O CÂNCER

O câncer é um problema de saúde pública desafiador, sendo uma das maiores
causas de mortalidade e morbidade em todo o globo, liderando tal estatística em 2018
e totalizando 18 milhões de novos casos e 9,6 milhões de mortes (BRAY et al., 2018).
No Brasil é projetado que entre 2020 e 2022 surgirão 625 mil novos casos a cada ano,
sendo o câncer de pele não melanoma o de maior incidência (INCA, 2020) .

Outros estudos estatísticos e de projeções do câncer (GO; GUNDRUM, 2011)
(MADDAMS et al., 2012) (MENARD et al., 2014) (SIEGEL et al., 2016) (MILLER et al.,
2019) fazem indicações importantes para avaliação do combate efetivo a doença. Por
exemplo, as taxas de incidência de câncer de pulmão tiveram declínio em meados dos
anos 80 nos homens e em meados dos anos 2000 nas mulheres, ocorrendo como
resultado de reduções na prevalência de tabagismo que começaram décadas antes.
Diferenças contemporâneas dos padrões de incidência entre homens e mulheres refle-
tem diferenças históricas no uso do tabaco. Entretanto, o câncer de pulmão continua
sendo o mais comum atualmente. A Organização Mundial de Saúde (OMS) classifica
em três os agentes externos que podem desencadear o câncer: físicos (radiação ul-
travioleta e ionizante), químicos (amianto, arsênicos, fumaça do tabaco) e biológicos
(vírus, parasitas e bactérias) (IARC, 1995).

2.1.1 Definição

O câncer é um grupo complexo de doenças genéticas e epigenéticas diferentes
mas com características em comum (KLEINSMITH, 2006). Normalmente, as células
nos tecidos saudáveis se dividem a partir da recepção de sinais estimuladores externos.
Em contrapartida, as células tumorais, por algum defeito em seu ácido desoxirribonu-
cleico (em inglês, Deoxyribonucleic Acid, DNA), passam a não depender dessa sina-
lização, produzindo seu próprio sinal mitogênico e dividindo-se descontroladamente
em uma determinada parte do organismo. Essas células anormais posteriormente ex-
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travasam para diversos órgãos e tecidos periféricos através dos sistemas circulatório
e linfático, fluxo esse facilitado pela intensa vascularização que ali se forma (GRESS
et al., 2017). A Figura 1 demonstra como esta anomalia se forma em um tecido.

Basicamente todos os tecidos e órgãos do corpo são suscetíveis do apareci-
mento do câncer. Ele pode ser encontrado em mais de 100 variações, quantidade esta
as de células distintas no corpo humano, em média (BUNZ, 2008). A morte por câncer
muitas vezes está associada não à neoplasia primária, mas aos tumores secundários
que surgem em outras localidades (metástase) (LEBER; EFFERTH, 2009).

Figura 1 – Formação do câncer. (A) região com células saudáveis, (B) surgimento
de células anormais e rápida divisão celular, e (C) formação de neoplasia
local com alta vascularização e invasão das células cancerígenas para os
sistemas circulatório e linfático.

Fonte – Elaborado pela autora (2020).
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2.1.2 Tratamentos

Nas últimas décadas houve um progresso científico no entendimento das ca-
racterísticas genéticas do câncer (HANAHAN; WEINBERG, 2011) (CHEETHAM et al.,
2013) (WELTI et al., 2013) (LIU et al., 2017). A partir destes estudos, e juntamente com
os avanços na detecção precoce e nas emergentes modalidades de tratamento, muitos
cânceres se tornaram curáveis. O tratamento que o portador pode receber depende
do tipo e em qual estágio a doença se encontra. Alguns tipos de cânceres tem apenas
um tratamento. Todavia, a maioria deles pode ser tratado a partir de combinações
de técnicas existentes. As opções incluem cirurgias de remoção e terapia radioativa
(BASKAR et al., 2012), além de tratamentos sistêmicos, 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
et al., 2017).

Outra técnica, em especial, baseada em permeabilização celular, conhecida
como eletroporação (seção 2.2), pode ser usada tanto em combinação, para potenciali-
zar os efeitos dos fármacos citotóxicos no tratamento de tumores cancerosos cutâneos
e subcutâneos (MIR et al., 1991), ou eletroquimioterapia (seção 2.2.3); quanto isolada
para ablação1 não térmica de tecidos tumorais (DAVALOS et al., 2005).

2.2 O FENÔMENO DA ELETROPORAÇÃO

2.2.1 Definição

Eletroporação, ou eletropermeabilização (EP), consiste no aumento transitório
de permeabilidade e condutividade na membrana celular quando esta é exposta à
campos elétricos de elevada magnitude (dezenas de kV/m) e curta duração (ns-µs)
(KINOSITA; TSONG, 1977) (CHEN et al., 2006) (COROVIC et al., 2013).

A membrana plasmática, presente em toda célula biológica, é uma barreira
envoltória altamente seletiva que tem como principais funções a comunicação celular
e a troca seletiva de nutrientes (ALBERTS et al., 2013). Em células vegetais, existe
ainda uma segunda camada constituída pela parede celular (TAIZ et al., 2015). A
membrana é composta predominantemente por fosfolipídios, estruturas compostas
por uma parte polar compacta (cabeça) e um segmento apolar alongado (calda). Em
soluções aquosas, tais como em meios celulares, essas estruturas formam bicamadas
estáveis, de forma que apenas as regiões polares têm contato com a água (KOTNIK
et al., 2012).

Em decorrência da eletropermeabilização, ou seja, quando o potencial trans-
1 Técnicas de ablação são utilizadas na destruição de células tumorais por intermédio de agentes

químicos, físicos, térmicos e não térmicos.
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membrana2 atinge um valor crítico - normalmente entre 200 mV e 1 V (CHEN et al.,
2006), induzido por um campo elétrico externo, ocorre um rearranjo transitório de
sua estrutura molecular uma vez que a membrana não consegue resistir às forças
eletrocompressivas devido a essa diferença de potencial. A eletropermeabilização é,
portanto, um fenômeno limiar, imposto pela necessidade de ultrapassar um valor limiar
da diferença de potencial transmembranar (ANDRE; MIR, 2004).

A permeabilização leva à formação de canais aquosos, ou poros. Esses poros,
de escala nanométrica, permitem o transporte de íons e macromoléculas não possíveis
em estado homeostático3 (TIELEMAN, 2004) (PAKHOMOV et al., 2010) (NAPOTNIK;
MIKLAVCIC, 2018). Com a interrupção dos pulsos, os poros se fecham de forma gra-
dual e espontânea, processo que leva alguns minutos e que não depende da amplitude
do potencial elétrico aplicado, mas sim dos mecanismos de reparação de cada célula
(SAULIS, 1997) (GISSEL et al., 2011). Até os dias atuais, a natureza da eletroperme-
abilização de materiais celulares complexos ainda não é totalmente compreendida. A
Figura 2 ilustra o processo de abertura dos poros em uma membrana celular como
consequência da aplicação de potencial elétrico.

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

• não ter efeito sobre a membrana plasmática, indicando que o campo elétrico
aplicado não foi intenso o suficiente para permeabilizar a célula;

• gerar uma permeabilização temporária, na qual a membrana retorna ao seu
estado original após aplicação do campo elétrico; ou

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

Os dois últimos casos são conhecidos, respectivamente, como eletroporação
reversível (ERE ) e eletroporação irreversível (EIRE ) (MIKLAVCIC; PUC, 2006) (IVORRA
et al., 2010) (KOTNIK et al., 2012).

A classificação da eletroporação é relacionada pela combinação de período
e amplitude do pulso. Destaca-se, ainda, um efeito térmico causado pela exposição
prolongada da membrana - acima de centenas de microssegundos - aos campos
elétricos. Esse fenômeno 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 à diferença de potencial interno e externo da célula. Quando em

repouso, a célula apresenta um potencial aproximado de -70 mV.
3 Homeostase refere-se à capacidade de um organismo de se manter em equilíbrio interno constante

(MARIEB; HOEHN, 2007).
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Figura 2 – Processo fisiológico da eletroporação. (A) Membrana em repouso (-70 mV),
(B) Abertura da bicamada pela ação de potencial elétrico externo (>200 mV),
(C) Estruturação dos poros hidrofílicos.

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

de eletroporação em função da intensidade e do tempo de exposição de um material à
um campo elétrico.

2.2.2 Aplicações

É conhecido que a eletroporação facilita a entrada de genes, drogas, DNA, co-
rantes e proteínas que normalmente não penetram na membrana. Ainda, dependendo
do protocolo aplicado, a permeabilização se torna permanente, matando as células.
Este processo dinâmico possui numerosas aplicações na biologia molecular, biotecno-
logia e medicina (YARMUSH et al., 2014) (KOTNIK et al., 2015).

A eletroporação para transferência de genes e eletrotransferência genética (em
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Figura 3 – Limiares de Eletroporação segundo intensidade e duração do pulso elétrico.

Fonte – Adaptado de (KRANJC; MIKLAVCIC, 2016).

inglês, EGT - Electrogene Therapy) é uma das aplicações da biologia molecular. A
primeira demonstração do uso da EP reversível para eletrotransferência local de DNA
foi reportada em 1982 (NEUMANN et al., 1982). Esta modalidade constitui uma alter-
nativa de abordagens virais para transferência de genes in vivo (ANDRE; MIR, 2004).
Os estudos de manipulação e transferência genética são mais abrangentes em células
animais, tais como as do músculo esquelético com aplicações em controle de diabetes
(BOSMA et al., 2013), e manipulação de genes em células-tronco embrionárias (VA-
LERO et al., 2008) e células do intestino (FUJII et al., 2015). Entretanto, há uma alta
demanda para soluções de manipulação genética em células vegetais, na qual a EP
surge como uma técnica pertinente. Muitas soluções são limitadas devido à dificuldade
de entrega de substâncias através da parede celular, a qual reforça a proteção contra
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estresse mecânico e entrada de substâncias exógenas (TAIZ et al., 2015). Alguns mé-
todos de manipulação genética existentes são apenas possíveis com a retirada prévia
da parede celular, entre eles os de remoção por enzimase e/ou pectinase (SILVA et al.,
2010) (WOO et al., 2015). Todavia, a restauração da parede celular para a célula torna-
se impossível ou ineficiente (EECKHAUT et al., 2013). Outros métodos incluem o uso
de agrobacterium para introdução de material genético nas células, entretanto frag-
mentos desta bactéria são geralmente incorporados ao DNA, acarretando um cenário
não ideal (GELVIN, 2003). Um método de entrega eficiente de proteína diretamente no
interior celular vegetal, e mantendo a integridade da parede celular, foi demonstrado
por (FURUHATA et al., 2019) utilizando a eletroporação.

A inativação de microorganismos pela EP irreversível, um importante ramo da
biotecnologia, tem como principais vantagens a desinfecção bacteriana dos resíduos
líquidos hospitalares para redução de aditivos químicos lançados ao meio ambiente,
filtragem de água contaminada e conservação de alimentos (LIU et al., 2013). O uso
da EP para inativação microbiana é denominada Pulsed Electric Fields (PEF).

Na área alimentícia, os PEF atuam na inativação enzimática para preservação
à longo prazo dos alimentos e podem ser empregados em combinação com outros
processos tais como térmicos, de pressão, luz ultravioleta e conservante nisina (SAU-
LIS, 2010) (KOTNIK et al., 2015) (REBERŠEK et al., 2015) (HUO et al., 2018). Nas
últimas décadas, esta modalidade de preservação vem sendo utilizada não apenas em
alimentos líquidos, tais como sucos, vinhos, cerveja, leite e sopas, como também em
alimentos semi-sólidos e sólidos (TOEPFL, 2011) (MAHNIČ-KALAMIZA et al., 2014).

O uso da eletroporação em medicina objetiva o tratamento de neoplasias por
meio da eletroquimioterapia (abordado em mais detalhes na seção 2.2.3) e da ablação
de tecidos (em inglês, NTIRE - Nonthermal Irreversible Electroporation). Enquanto a
primeira utiliza protocolos para desencadear EP reversível e impulsionar a captação
das drogas nas células tumorais, a NTIRE, uma modalidade minimamente invasiva e
recente (DAVALOS et al., 2005), aplica campos elétricos extremos para destruição dos
tecidos, preservando vasos sanguíneos e outras estruturas próximas e contribuindo
na redução de cicatrizes (MAOR et al., 2007) (PHILLIPS et al., 2012). A desvantagem
associada à NTIRE encontra-se nas contrações musculares decorrentes dos campos
elevados, exigindo, nesses casos, anestesia especial (BALL et al., 2010).

Estudos mostram eficiência no tratamento dos cânceres de pâncreas, próstata,
pulmão, fígado e rins, com casos clínicos e veterinários (GARCIA et al., 2010) (THOM-
SON et al., 2011) (MARTIN II et al., 2012) (NEAL II et al., 2012) (VROOMEN et al.,
2017) (KOUKOUNARAS et al., 2018). O sucesso da NTIRE é diretamente ligado à
necrose das regiões submetidas ao campo, como mostra a Figura 4. As análises histo-
patológica e de ressonância magnética, nesses casos, auxiliam na detecção do limiar
de campo elétrico para permeabilização permanente (EIRE ) (LEE et al., 2010) (ELLIS
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et al., 2011) (BAGLA; PAPADOURIS, 2012) (GARCIA et al., 2012b) (LÓPEZ-ALONSO
et al., 2019). A Tabela 1 mostra esses limiares para alguns tecidos.

Figura 4 – Imagem microscópica de tecido cerebral com limiares bem definidos de
regiões saudáveis e de necrose, decorrente de aplicação da NTIRE.

Fonte – Adaptado de (ELLIS et al., 2011).

Tabela 1 – Limiares de eletroporação irreversível baseados em análise histopatológica
e/ou ressonância magnética dos tecidos após aplicação dos pulsos.

Tecido Limiar EIRE Referência

Pâncreas 50 kV/m (ARENA et al., 2012)
(tumor)
Cérebro 50 kV/m (GARCIA et al., 2010)

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

(saudável)
Fígado 40 - 70 kV/m (SEL et al., 2005), (DAVALOS et al., 2005),

(saudável) (RUBINSKY et al., 2007), (SANO et al., 2010),
(GOLBERG et al., 2015)

Fígado 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 permeabilização tem-
porária para tratamento de neoplasias. Neste processo, as drogas quimioterápicas
são administradas de forma local ou intravenosa, atuando na quebra das fitas de DNA
das células por mecanismos catalíticos (MEAKING et al., 1995). Esta combinação
tem como vantagem sobre a quimioterapia tradicional a potencialização do efeito das
drogas sobre as células tumorais (MIR et al., 2006).

O emprego da EQT permite que o tratamento seja uma alternativa às cirurgias
de remoção de tumor, uma vez que estas necessitam de uma margem de segurança
considerável, o que torna o tratamento severo quando tumores ocorrem em regiões
facial e oral, por exemplo. Ainda, ela pode ser associada à outros procedimentos
tradicionais, tais como ressecção cirúrgica (SPUGNINI et al., 2008).

O primeiro estudo foi divulgado em 1991, pelo Professor Mir e colaboradores,
demonstrando eficácia antitumoral em metástases cutâneas de cabeça e pescoço
(MIR et al., 1991). Desde então, foram iniciados vários estudos clínicos 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 específicos dependentes das características
tumorais, houve a necessidade de uma padronização nos protocolos de tratamento,
surgindo, em 2006, um guia para procedimentos de eletroquimioterapia, o ESOPE (em
inglês, European Standard Operating Procedures of Electrochemotherapy ). Este guia
define os procedimentos relacionados ao tratamento tais como anestesias, concen-
trações dos fármacos e protocolos elétricos para distintos volumes e localização dos
tumores. Em conjunto, também foi lançado o primeiro eletroporador comercial, o Clini-
porator, com eletrodos específicos para aplicação 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 atualização do ESOPE (GEHL et al., 2018).

Os principais fármacos anticâncer, bleomicina e cisplatina, se mostram alta-
mente eficazes para o tratamento com EQT dadas suas propriedades químicas (i.e. as
células tumorais possuem sensibilidade à essas drogas). A bleomicina é uma droga
hidrofílica não permanente e de elevada citotoxicidade4 intracelular (MIR et al., 2006).
Em 1993, foi publicado o primeiro estudo clínico para tratamento de carcinomas de
células escamosas, localizados na cabeça e pescoço, utilizando este fármaco (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). Já a cis-
platina, uma droga de baixa absorção sistêmica, também conhecida por sua eficiência
antitumoral, é administrada apenas localmente (MICHEL et al., 2018).

Uma outra modalidade de tratamento de câncer em associação com a EP utiliza
4 Citotoxicidade é a capacidade intrínseca de uma substância em promover alteração metabólica

celular, podendo culminar ou não em morte celular.
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elevadas concentrações de cálcio para indução de morte nas células tumorais, ou
Calcium Electroporation (FRANDSEN et al., 2013). Ensaios clínicos mostram que o
cálcio também possui efeito citotóxico em células cancerígenas (FRANDSEN et al.,
2015) (FALK et al., 2017) (SZEWCZYK et al., 2018). Por ser uma substância mais
facilmente acessível em relação aos quimioterápicos convencionais, o tratamento é
simplificado e tem seu custo reduzido (FRANDSEN et al., 2017).

A EQT aparece amplamente no tratamento de cânceres cutâneos e subcutâ-
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 não existe regulamentação para uso deste tratamento
em seres humanos, sendo disponível apenas em aplicações veterinárias (SUZUKI
et al., 2017) (SUZUKI et al., 2018) (RANGEL et al., 2019).

O protocolo dos campos pulsados é gerado por equipamentos chamados eletro-
poradores, que produzem ondas de alta tensão de forma, amplitude, duração, número
e frequência de repetição específicos, e a energia fornecida à carga (tecidos, órgãos)
é dependente da combinação desses parâmetros. Em aplicações biomédicas, a ener-
gia chega à alguns joules; já na biotecnologia, como por exemplo no tratamento de
produtos agrícolas e água, em alguns quilojoules (REBERSEK et al., 2014). Existem
diferentes eletroporadores comerciais, nos quais as configurações variam de acordo
com as necessidades de aplicação (ver Apêndice A). O IEB-UFSC possui equipamen-
tos próprios e geradores de onda quadrada DC (ou de corrente contínua, em inglês,
direct current) com protocolos pré estabelecidos e personalizáveis (PINTARELLI et al.,
2019), utilizado em estudos com suspensão celular e tecidos (BERKENBROCK et al.,
2018) (BERKENBROCK et al., 2019).

Os pulsos são entregues à região alvo por intermédio dos eletrodos. Os ele-
trodos utilizados para as suspensões celulares incluem as câmaras de célula única
(eletrodo patch-clamp) (WANG et al., 2010), câmaras de fluxo (GENG et al., 2011) e mi-
cro eletrodos (LEE; DENG, 2012). Para EQT também são estabelecidos, pelo ESOPE,
alguns eletrodos de configurações predefinidas para uso em tecidos, como mostrado
na Figura 5 (MIR et al., 2006) (GEHL et al., 2018). Os eletrodos de agulha são uti-
lizados em regiões 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; já as placas são normalmente usadas para
tecidos superficiais (5C).

Uma EQT eficiente depende, predominantemente, de dois fatores: que uma
quantidade aceitável do fármaco seja administrada no local e que o campo elétrico
tenha intensidade e duração suficientes para permeabilizar toda a região do tratamento
(MIKLAVČIČ et al., 1998). O ESOPE estabelece a amplitude mínima 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 concentrações de bleomicina pelo volume tumoral (MIR et al.,
2006) (GEHL et al., 2018).

2.3 MODELAGEM NUMÉRICA DA ELETROPORAÇÃO

Um tecido biológico pode ser caracterizado por sua heterogeneidade elétrica,
interpretada como a coexistência de diferentes condutividades presentes em sua ex-
tensão. A condutividade depende do tipo e propriedades geométricas das células,
vascularização irregular, variação do potencial de hidrogênio (pH) e concentração de
oxigênio no local (SIENI et al., 2020). Desta forma, é interessante estudar o com-
portamento não linear de tecidos complexos submetidos à potenciais elétricos para
prever suas alterações químicas e fisiológicas utilizando simulações computacionais
de modelos numéricos (SEL et al., 2003) (RAMOS, 2005).

A dinâmica da condutividade biológica já foi modelada em diversos trabalhos
de eletroporação (SEL et al., 2005) (IVORRA et al., 2010) (NEAL II et al., 2012) (GOL-
BERG et al., 2015). A aproximação numérica destes modelos de condutividade é feita
por softwares que utilizam o método de elementos finitos, em inglês Finite Element
Method, FEM. O uso deste método permite o cálculo da alteração de condutividade no
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tecido e consegue prever a distribuição final de campo elétrico (SEL et al., 2003) (RA-
MOS, 2005). As equações numéricas mais usadas para descrever o comportamento
da condutividade dos tecidos dependente de campo elétrico são as funções sigmoides
ou logística (SEL et al., 2005) (PAVSELJ et al., 2005), Gomphertz adaptada (IVORRA
et al., 2010) (NEAL II et al., 2012) (GARCIA et al., 2012a) e Peleg–Fermi (GOLBERG;
RUBINSKY, 2010) (SANO et al., 2018). Os modelos atuais são 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 experimentação in vitro, in
vivo ou ex vivo dos tecidos pela aplicação 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 permeabilização, ou seja, a magnitude mínima
de campo aplicado para desencadear as mudanças elétricas, varia entre diferentes
tecidos. No tecido tumoral animal esse limiar é de 40 kV/m (SEL et al., 2005). A partir
daí, é observado o aumento da corrente elétrica até sua saturação, ponto em que todas
as células submetidas ao campo foram permeabilizadas, similar à um efeito dominó.
Com a aplicação de potenciais mais elevados, é observado um platô da condutividade,
compreendido a partir do limiar de EP irreversível. Esses parâmetros são incorpora-
dos às equações e os resultados são calculados pelos softwares. O cálculo numérico
iterativo também utiliza a condutividade inerente ao tecido em situações normais, ou
seja, quando não há atuação de potenciais externos sobre ele. Esse parâmetro geral-
mente é extraído a partir da análise de espectroscopia de impedância. Este processo
é realizado ao aplicar uma tensão ou corrente sinusoidal à amostra com uma ampla
faixa de frequências, obtendo o resultado de impedância expresso em sua parte real
(resistência, R) e imaginária (reatância, X ) (GROSSI; RICCÒ, 2017).

Os modelos atuais que descrevem a distribuição de campo nos tecidos pela EP
são do tipo estático, ou seja, a distribuição é resultado da condutividade máxima alcan-
çada, e apenas esse parâmetro é utilizado no cálculo de distribuição de campo elétrico
feito no software. Assim, a maioria das análises experimentais de corrente consideram
apenas o último pulso para verificação dos modelos. Os modelos dinâmicos, por sua
vez, realizam o cálculo da distribuição com dependência de outros parâmetro além da
condutividade, como por exemplo, tempo ou frequência.

Em pré-tratamentos de EQT ou de otimização de eletrodos, a melhor solução
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, não são em todos os casos que se dispõe desse aparato experimental
necessário, ou desejado.

No sentido de possuir uma alternativa compatível eletricamente para testes preli-
minares relacionados à EQT (phantom), e como forma de contribuir para o conceito de
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abordagem 3Rs para testes com animais (redução do número de animais, refinamento
dos procedimentos para redução do sofrimento animal e reposição de técnicas animais
com as não animais) (COUNCIL et al., 2010), iniciou-se uma busca por outros tecidos
biológicos que também pudessem descrever a eletroporação. 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 otimizações da pesquisa original foram desenvolvidos posteriormente
(SUÁREZ et al., 2014) (BERKENBROCK et al., 2019).

O phantom da batata é amplamente utilizado pelo seu fácil acesso e tamanho
satisfatório para testes com diferentes tamanhos de eletrodos, mas principalmente para
análise visual de campo elétrico que ele proporciona. Após algumas horas da aplicação
dos pulsos, o tecido torna-se escuro pela interação da enzima polifenoloxidase (PPO)
e dos substratos fenólicos (IVORRA et al., 2010) (OEY et al., 2016) (CAMPANA et al.,
2019) (BERKENBROCK et al., 2019). A ativação da PPO ocorre instantaneamente
quando os compartimentos celulares são interrompidos devido aplicação de potencial
elétrico, e este processo permite o acúmulo de pigmentos marrons (OEY et al., 2016).
Assim, é possível observar o volume eletroporado no tecido vegetal analisando este
escurecimento.

2.3.1 Desafios e Limitações

Os modelos de condutividade para a Eletroporação atuais são desenvolvidos
a partir de experimentos in vitro, in vivo ou ex vivo do tecido. Os testes geralmente
utilizam eletrodos de configurações padrões tal como o eletrodo de placas paralelas. A
distribuição de campo elétrico modelada para esses casos geralmente é uniforme. Para
eletrodos de matriz linear por exemplo, essa distribuição é dita homogênea apenas na
região interior aos pares das agulhas, sendo este eletrodo geralmente utilizado para a
validação dos modelos (IVORRA et al., 2010) (SEL et al., 2005).

Com o crescente número de tumores de variadas anatomias e localizados em
diferentes regiões do organismo e sendo tratados pela EQT, surgiu-se a necessidade
do desenvolvimento de eletrodos personalizados. Recentes estudos mostram tanto
avaliações para otimização do posicionamento dos eletrodos padronizados em diferen-
tes tumores (ONGARO et al., 2016) (ŽUPANIČ et al., 2008) (CAMPANA et al., 2013),
como também o desenvolvimento e aplicação da EQT utilizando novas configurações
de eletrodos (MAHMOOD; GEHL, 2011) (MAGLIETTI et al., 2017) (RITTER et al.,
2018) (IZZO et al., 2020). Apesar dos resultados com novos eletrodos apresentados
sugerirem êxito nos tratamentos, deve-se considerar que estes eletrodos produzem
uma distribuição de campo não homogênea, diferente das previstas para os eletrodos
padronizados. Por conseguinte, os modelos utilizados para a análise pré-tratamento
podem não descrever integralmente a faixa de condutividade gerada pela aplicação da
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EQT nesses casos, uma vez que possivelmente os próprios resultados simulados se
encontrem nos extremos da validação dos modelos.

Outro fator que gera a distribuição não 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 inserção desses eletrodos em tecidos e
órgãos não raramente gera deflexões nas agulhas. A Figura 6 mostra o resultado das
deflexões ocasionadas nas agulhas do eletrodo após sessão de EQT.

Figura 6 – Eletrodo de matriz linear com agulhas defletidas após sessão de eletroqui-
mioterapia em animal.

Fonte – Cedida pelo Hospital VetCâncer, São Paulo (2018).

A deflexão de agulhas utilizadas em práticas médicas é um problema recorrente.
A literatura mostra que uma inserção sem a mínima deflexão é dificilmente concebível
visto que ela é decorrente de fatores como resistência mecânica dos tecidos, espes-
sura, velocidade, força e rotação da agulha durante inserção 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 são conhecidos pela particular heterogeneidade,
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resultante dos variados tipos de células que se agregam por toda sua extensão. Além
disso, destaca-se o desenvolvimento desses neoplasmas em regiões de fronteira com
outros órgãos, músculos e ossos.

As deflexões podem causar o posicionamento incorreto da ponta da agulha no
alvo, fazendo com que ela seja desviada para regiões que não necessitem da aplicação
da EP. Regiões tumorais não permeabilizadas, resultantes da distribuição incorreta do
campo elétrico, são passíveis de remissão da lesão. Além disso, pela deflexão das
agulhas, curto-circuitos e danos aos tecidos podem ser esperados. Problemas como
esses podem implicar na ineficácia do tratamento.

A avaliação mais detalhada deste problema não foi totalmente abordada até
o momento. Trabalhos anteriores sugerem a reaplicação do protocolo da EP ou a
utilização de campos elétricos mínimos para garantir que toda a região do tumor
seja permeabilizada como forma de compensar por possíveis deflexões (MIR et al.,
2006) (MIKLAVČIČ et al., 2006). Ainda, (CAMPANA et al., 2019) analisou os efeitos
de distribuição de campo decorrente da aproximação de 1 par de agulhas e notou um
aumento significativo da intensidade de campo elétrico no tecido quando comparado
com o caso sem aproximações. Esses resultados sugerem mudanças negativas nos
resultados da EQT. Entretanto, não há base teórica suficiente para a avaliação dos
efeitos do mal posicionamento do eletrodo padrão utilizado para os tratamentos de
câncer.
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3 METODOLOGIA

Esta seção descreve os métodos e materiais utilizados na avaliação do objeto de
estudo deste trabalho, que incluiu simulações 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 deflexão do eletrodo de matriz linear, ou tipo II, ocorre ao longo de seu com-
primento, enquanto que sua base permanece sem alterações mecânicas, ou seja, as
distâncias padrões são mantidas em sua porção basal. Este arranjo foi mantido nos
estudos in silico e in vitro. A direção radial de uma agulha defletida ocorre de forma ale-
atória quando inserida em tecidos biológicos heterogêneos (ROESTHUIS et al., 2011)
(GERWEN et al., 2012) (VAN DE BERG et al., 2017), o que torna a quantificação
desses eventos bastante desafiadora. As simulações e experimentos foram limitados
às direções tais quais ilustram a região ampliada da Figura 9A. Como antes definido,
o objetivo do presente trabalho é avaliar os efeitos introduzidos quando as pontas das
agulhas encontram-se de forma não intencionalmente espaçadas. Desta forma, outras
direções de deflexão além das escolhidas resultariam na mesma distância efetiva entre
essas pontas.

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

Foram utilizados eletrodos com 3 e 4 pares de agulhas, ambos empregados em
práticas de EQT. Os campos elétricos aplicados foram escolhidos baseados em dois
aspectos. O primeiro, 100 kV/m, é relacionado com as recomendações do ESOPE
para tratamento de EQT com o eletrodo em estudo (GEHL et al., 2018). Assim, os
resultados podem ser diretamente associados com estudos clínicos. O segundo foi
escolhido como sendo o campo elétrico de intensidade mínima o suficiente para ga-
rantir a EP reversível na região mostrada na Figura 7. Os extremos desta região são
os limites da margem de segurança 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 compreensão dos resultados (Capítulo 4),
foram definidos grupos, apresentados na Tabela 2, das composições descritas nesta
metodologia.
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Figura 7 – Vista superior do eletrodo tipo II com a margem de segurança para a EQT,
representada pela região retangular interior aos eletrodos (amarelo escuro).

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

Tabela 2 – Grupos das configurações 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 NUMÉRICA

O modelo computacional foi processado pelo software baseado no método
de elementos finitos COMSOL Multiphysics ®, versão 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 equação matemática que descreve a distribuição de
campo elétrico em sistemas biológicos pode ser descrito pela equação de Laplace em
condição estacionária (Eq. (1)).

–∇ · (σ · ∇V ) = 0 (1)

em que σ é a condutividade elétrica do tecido biológico dependente de campo
elétrico (S/m) e V o potencial elétrico aplicado (V). O gradiente de potencial elétrico∇ é
representado pela distribuição de campo elétrico E (Eq. (2)). As condições de contorno
são todas isolantes nas superfícies externas (condições de contorno de Neuman), e o
contato eletrodo-tecido é modelada pelas condições de contorno de Dirichlet.

E = –∇V (2)

A Eq.(3) apresenta a função sigmoide utilizada por Ivorra e colaboradores para
descrever as mudanças de condutividade do tecido da batata sob exposição aos cam-
pos elétricos (IVORRA et al., 2010).

σ(E) = 0, 03 + 0, 35 · e–e–0.01(|E |–250)
(3)

em que σ representa a condutividade elétrica no tecido vegetal (S/m), e E o
campo elétrico. Simulações numéricas do modelo de tumor também foram incluídas
neste trabalho. A Eq. (4) descreve a função sigmoide.

σ(E) = σ0 +
σmax – σ0

1 + D · e– E–A
B

(4)

em que A = EIRE+ERE
2 , B = EIRE–ERE

C , C = 8 e D = 10. Os limiares de eletroporação
reversível e irreversível são dados por ERE e EIRE , respectivamente. As constantes C
e D também são definidas pela função sigmoide apresentada pelo professor Miklavčič
e colaboradores (SEL et al., 2005). A Figura 8 mostra as curvas de σ em função do
E, geradas a partir da implementação das Eq. (3) e (4) No Comsol. Na Tabela 3 são
informados os parâmetros do modelo tumoral descrito por (SEL et al., 2005).

A geometria tridimensional para os testes com deflexão consistiu em pares de
agulhas de aço inoxidável (AISI 304) de 1 mm de diâmetro e 20 mm de altura (inseridos
nos tecidos). Foram replicadas as distâncias 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 diâmetro, com propriedades elétricas dos tecidos correspondentes. As tensões
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 σ em função do campo elétrico E geradas pelo
software, e descritas pelos modelos vegetal (curva em verde) e tumoral
(curva em azul). As curvas representam a dinâmica de condutividade elé-
trica nos tecidos decorrente da aplicação de um campo elétrico pulsado, e
seus valores absolutos são dependentes das características elétricas intrín-
secas aos tecidos.

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

Tabela 3 – Parâmetros elétricos de tecido tumoral utilizados nas simulações do traba-
lho.

Tecido σ0 (S/m) σmax (S/m) ERE (kV/m) EIRE (kV/m)

Tumor 0,30 0,75 40 80

Fonte – (SEL et al., 2005).

Nas simulações, cada agulha anodo foi defletida com passo de 0, 5◦, até que
as pontas atingissem distâncias extremas. Para aproximação dos pares, a deflexão
máxima da agulha resultou em 8, 5◦, com dp mínimo de 1 mm, enquanto a distância
máxima 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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dimensões infinitas para evitar problemas de condição de contorno nas superfícies
da geometria. Cada simulação do COMSOL, realizada com malha em configuração
extremamente fina, resultou, em média, 3 milhões de elementos tetraédricos. A Figura
9 mostra as geometrias simuladas. A partir das simulações foi possível analisar o fluxo
e a densidade de corrente elétrica, e a distribuição de campo elétrico nos tecidos.

Figura 9 – Geometria da simulação numérica. (A) Eletrodo com disposição padrão
inserido no tecido. A região ampliada mostra as possíveis direções da defle-
xão das agulhas anodo (o passo de deflexão simulado foi 0.5◦) (B) Malha
gerada pelo COMSOL.

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

3.2 PROCEDIMENTOS IN VITRO

Modelos matemáticos de alteração de condutividade são importantes ferramen-
tas de análise da distribuição de campo elétrico. Todavia, esses modelos são validados
apenas quando são associados à procedimentos experimentais. Experimentos in vivo,
ex vivo e in silico tem como função planejamento do tratamento, validação de eletrodos
e até mesmo detectar as limitações do processo.

3.2.1 Análise do phantom

Uma etapa importante para validação dos testes com modelos de condutivi-
dade inclui certificar-se que o phantom possui as características mais semelhantes
possíveis como as descritas pelo modelo. O tubérculo da batata (Solanum tuberosum),
como tecido biológico, é anisotrópico. Devido a isso, ele possui diferenças elétricas (i.e.
condutividade) entre as porções internas (OEY et al., 2016). Além disso, é possível
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que haja uma variabilidade elétrica entre amostras de uma mesma espécie, resultante
das condições que envolvem sua produção (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 não
orgânicas (de fácil acesso, sendo adquiridas em supermercados locais e tendo preço
mais baixo), comumente utilizadas em experimentação e validação do modelo, em
relação à batatas orgânicas (certificadas e de origem rastreável).

Os experimentos foram realizados com 14 amostras do tubérculo de batata,
tendo o grupo de origem não orgânica n=7, e o grupo de origem orgânica n=7. O grupo
de origem orgânica (Rio Bonito Orgânicos, Itatinga, Brasil), possui certificação por au-
ditoria e rastreabilidade (código de certificação PPGHO390M0FIHIHB, rastreabilidade
disponível na plataforma Paripassu - https://conecta.paripassu.com.br/).

O manuseio/tratamento incorreto das amostras geram artefatos que contribuem
para a análise equivocada dos resultados. Neste sentido, os tubérculos não foram
descascados e receberam a mínima quantidade de cortes, além da secagem das su-
perfícies antes e depois da aplicação dos pulsos como forma de minimizar a presença
de artefatos não relacionados ao processo, como por exemplo, as manchas forma-
das pela dispersão do fluido extra celular para regiões não eletroporadas (OEY et al.,
2016).

O eletrodo utilizado possuía 1 par de agulhas de aço inoxidável (AISI 304) de
0,7 mm de diâmetro e 18 mm de altura (total inserido nas amostras). O protocolo de
aplicação dos pulsos seguiu o padrão ESOPE (8 pulsos quadrados com 100 µs de
duração e 1 Hz de frequência (GEHL et al., 2018)) com tensões de 180 V (40 kV/m),
225 V (50 kV/m) e 315 V (70 kV/m), pelo gerador programável personalizado do IEB-
UFSC (PINTARELLI et al., 2019). As medições de corrente foram obtidas do 8◦ pulso
utilizando a ponteira de corrente Tektronix A622 (Tektronix Inc., Estados Unidos) e
osciloscópio digital Tektronix TDS 2004C (Tektronix Inc., Estados Unidos).

3.2.2 Deflexão das agulhas

Os experimentos de deflexão 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 seção 3.2.1. A
Figura 10 mostra o arranjo experimental.

O gerador programável (PINTARELLI et al., 2019) forneceu às amostras o trem
de 8 pulsos quadrados com 100 µs de duração e 1 Hz de frequência (GEHL et al.,
2018), com tensões de 240 V e 400 V. Por questões de viabilidade experimental, todas
as agulhas anodo foram reposicionadas simultaneamente, desta vez com passo de
1 mm. A medição das correntes também seguiu o padrão do experimento anterior
(8◦ pulso, ponteira Tektronix A622 e osciloscópio Tektronix TDS 2004C (Tektronix Inc.,
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Figura 10 – Arranjo experimental para o eletrodo de matriz linear (A) Configuração
padrão (sem deflexão), (B) Configuração com dp = 2 mm. Nem todos os
arranjos são mostrados.

Fonte – Elaborado pela autora.

Estados Unidos)). Após aplicação dos pulsos, as amostras foram armazenadas em
placas de Petri por 24 horas em 25◦ C. Passado esse período, cortes perpendiculares à
superfície eletroporada foram feitos precisamente no local da inserção dos pares, como
mostrado na Figura 11. Imagens das fatias foram feitas sob um sistema de iluminação
controlada, com uma câmera digital de 13 MP, f. 2.2 LG M250F (LG, Coreia do Sul).

A indentação na distribuição de campo elétrico causada pela deflexão das agu-
lhas foi calculada utilizando a ferramenta de processamento de imagens ImageJ (Uni-
versity of Wisconsin, Estados Unidos). Nesse caso, o eletrodo sem deflexões foi consi-
derado o grupo controle, uma vez que o mesmo representa a configuração do eletrodo
do ESOPE. A altura da indentação, ou h dos experimentos in silico representa a au-
sência de escurecimento na batata na região entre os pares do eletrodo. A Figura 12
ilustra o caso. O máximo de valor que h pode alcançar corresponde ao comprimento
total da agulha, ou, 20 mm.

3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS

A análise de dados experimentais requer uma validação estatística para que
as conclusões obtidas sejam precisas e confiáveis. Nesse sentido, os testes adequa-
dos para os dados experimentais deste trabalho foram os testes não pareados (para
amostras independentes) e os testes não paramétricos (suposição de distribuição
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Figura 11 – Vista superior da superfície da batata com a localização dos cortes repre-
sentados pelas linhas vermelhas.

Fonte – Elaborado pela autora.

Figura 12 – Representação da indentação h causada pelo afastamento não intencional
das agulhas do eletrodo.

Fonte – Elaborado pela autora.
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não Gaussiana) (BOX et al., 1978) (MANDEL, 2012). As análises foram realizadas
utilizando software RStudio versão 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 distribuição normal (SHA-
PIRO; WILK, 1965). Se positivo, esses resultados seriam expressos como seus valores
médios e serem adequadamente comparados, entre experimentos ou entre simulação
e experimento. Para estes casos, o teste t de Student não pareado foi aplicado para
comparações entre experimentos ou entre experimento e simulação.

Assim, o teste t de Student não pareado foi conduzido entre os resultados expe-
rimentais de corrente na análise do phantom, como também entre valores simulados
e experimentais de corrente na análise das deflexões, testando a diferença estatística
entre grupos. O nível de significância, ou valor p, usado foi de 5% (p = 0, 05). Além
disso, considerando os erros associados ao gerador de pulsos e ao equipamento de
medição, foram calculados o erro relativo e o intervalo de confiança (95%).

Para grupos sem distribuição normal, foi aplicado o teste estatístico de Kruskal
Wallis. Este teste não paramétrico é usado para determinar se há diferenças estatís-
ticas significativas entre três ou mais medianas amostradas para dados não normal-
mente distribuídos (KRUSKAL; WALLIS, 1952), como em todos os grupos experimen-
tais de análise h, com a única exceção do grupo controle, que tem um valor absoluto.
Subsequentemente, o teste posthoc de Dunn foi aplicado para encontrar, usando com-
paração por pares, a diferença detectada pelo teste de Kruskal-Wallis. Os resultados
são mostrados nos Resultados (Capítulo 4) pelas seguintes notações:

• ns - sem diferença significativa (p > 0, 05);

• * - baixa diferença significativa (p ≤ 0, 05);

• ** - moderada diferença significativa (p ≤ 0, 01); e

• *** - alta diferença significativa (p ≤ 0, 001)
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4 RESULTADOS

Nesta seção são apresentados os dados resultantes da aplicação da Metodolo-
gia (Capítulo 3). A apresentação dos resultados está dividida da seguinte forma:

• Efeitos da aproximação das agulhas pela análise da curva de aumento da cor-
rente elétrica;

• Efeitos do afastamento das agulhas pela análise da distribuição de campo elé-
trico; e

• Avaliação do modelo vegetal baseado nos resultados estatísticos 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 distribuição normal, e o resultado do teste t mostrou
que não houve diferença estatística entre os grupos. Por este motivo, os resultados
experimentais seguintes provém das batatas não orgânicas.

Tabela 4 – Resultados experimentais de corrente resultante da aplicação dos pulsos
de EP em batatas não orgânicas e orgânicas. A significância representa o
resultado do teste t para diferença estatística entre os grupos. n = 7.

Campo elétrico Não orgânica Orgânica (rastreável) Significância p-valor
médias e I. C. 95% médias e I. C. 95%

desvio padrão desvio padrão

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 simulações in silico, para os
casos de deflexão dp, na qual observa-se a distribuição de campo elétrico no tecido
vegetal (linhas coloridas). Uma tendência similar de distribuição pode ser vista nas
fatias experimentais. São 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
tensão aplicada (A e C, respectivamente).
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Figura 13 – Distribuição de campo elétrico para as os testes in silico e in vitro no tecido
vegetal. As imagens das simulações 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 µs, 1 Hz).

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

4.1 EFEITOS DE APROXIMAÇÃO

O aumento percentual de corrente elétrica resultante da aproximação das agu-
lhas 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 relação aos valores de corrente resultante do eletrodo sem de-
flexões. Já os resultados experimentais (quantidade máxima de pares aproximados
simultaneamente) são mostrados nos boxplots da porção ampliada do gráfico. A linha
contínua representa a tendência de aumento in silico.

Os resultados in silico para tecido tumoral são mostrados na Figura 17. Os pon-
tos vermelhos indicam as situações de aproximação (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 alterações na densidade de corrente e na distribuição do campo elétrico no
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Figura 14 – Distribuição de campo elétrico para as os testes in silico e in vitro no tecido
vegetal. As imagens das simulações 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 µs e frequência 1 Hz).

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

plano de inserção de um par de agulhas. Foram observados valores de campo acima
dos 150 kV/m em regiões de maior área para dp de aproximação a partir de 2 mm.

4.2 EFEITOS DE AFASTAMENTO

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

A análise experimental de h dos grupos A e B (60 kV/m) não foi realizada devido
ausência de distribuição de campos elétricos elevados o bastante para distinção efetiva
das marcações nas fatias da batata. Para estes grupos, foram feitas as análises das
correntes elétricas (seções 4.1 e 4.3).

A configuração padrão do eletrodo (dp = 4 mm) não obteve indentação 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 são mostrados na Figura 19. Foram observadas indentações com
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Tabela 5 – Indentação h in silico resultante do afastamento dos pares das agulhas no
tecido vegetal. Grupo A (3 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 µs, 1 Hz), grupo
B (4 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 µs, 1 Hz), grupo C (3 pares, 100 kV/m,
8 pulsos de 100 µs, 1 Hz), grupo D (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs,
1 Hz), dp (distância entre as pontas do pares de agulha). dp representa a
distância entre pontas dos pares de agulhas.

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

4 mm 0,0 0,0 0,0 0,0
5 mm 10,6 10,3 0,0 0,0
6 mm 15,2 14,8 0,6 0,7
7 mm 17,3 17,3 2,8 2,5
8 mm 18,1 18,0 4,2 4,5

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

distâncias dp a partir de 5 mm, e maior variabilidade de indentação para dp a partir de
6 mm.

A Figura 20 apresenta as os valores de indentação em faixas percentuais. Em
dp = 5 mm, 87,5% e 86,6% das fatias não tiveram indentação, h = 0 mm. As outras
fatias obtiveram h máximo de 5 mm. Uma maior variabilidade do h foi observada em dp

maiores; em 6 mm, apenas 55,5% e 53,3% das fatias não apresentaram indentação;
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 indentação. As porcentagens citadas referem-se
aos grupos C e D, respectivamente.

Com exceção da configuração padrão, nenhuma outra configuração dp in silico
de afastamento apresentou distribuição normal. Desta forma, os resultados in vitro
foram comparados entre si, sendo a configuração dp = 4 mm o grupo controle. O teste
de Kruskal-Wallis apontou que as medianas das configurações variaram significativa-
mente (p-valor<0,0001). As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados do teste post-hoc
de Dunn das comparações dois a dois, no qual observa-se que, estatisticamente, não
existe diferença entre as configurações dp 4 e 5 mm para ambos os grupos C e D
(p-valor>0,05). Apenas no grupo C, também não houve significância entre dp de 4 e
6 mm. Ainda, são apresentados os resultados do teste das outras possibilidades de
comparação.

Os resultados de indentação in silico para o tecido tumoral (grupos de E a H)
são mostrados na Tabela 8 e referem-se à distribuição de campo abaixo do limiar de
50 kV/m. Para ilustrar, a Figura 21 mostra as identações in silico do grupoH, no qual
nota-se a pertubação do campo elétrico em dp superior a 6 mm.
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Tabela 6 – Teste post-hoc para as configurações experimentais de afastamento das
agulhas. Grupo C (3 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequência de
1 Hz). dp representa a distância entre pontas dos pares de agulhas.

Comparação Significância p-valor

4 mm vs. 5 mm ns >0,9999
4 mm vs. 6 mm ns 0,0525
4 mm vs. 7 mm *** <0,0001
4 mm vs. 8 mm *** <0,0001
5 mm vs. 6 mm ns 0,2498
5 mm vs. 7 mm *** <0,0001
5 mm vs. 8 mm *** <0,0001
6 mm vs. 7 mm ns 0,0502
6 mm vs. 8 mm *** <0,0001
7 mm vs. 8 mm ** 0,0307

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

Tabela 7 – Teste post-hoc para as configurações experimentais de afastamento das
agulhas. Grupo D (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequência de
1 Hz). dp representa a distância entre pontas dos pares de agulhas.

Comparação Significância p-valor

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

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

4.3 AVALIAÇÃO DO MODELO VEGETAL

As tabelas 9, 10, 11 e 12 mostram os resultados, para os grupos de A a D, das
correntes elétricas das simulações in vitro e médias (com intervalo de confiança de
95%) dos experimentos in silico de todas as configurações dp do eletrodo no tecido
vegetal. O erro relativo configura a relação experimento-simulação, e os p-valores
indicam os resultados do Teste t não pareado. As linhas em cinza indicam em quais
configurações dp o modelo foi validado, ou seja, não houve significância estatística
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Tabela 8 – Indentação h in silico resultante do afastamento dos pares das agulhas no
tecido tumoral. Grupo E (3 pares, 80 kV/m, 8 pulsos de 100 µs, 1 Hz), grupo
F (4 pares, 80 kV/m, 8 pulsos de 100 µs, 1 Hz), grupo G (3 pares, 100 kV/m,
8 pulsos de 100 µs, 1 Hz), grupo H (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs,
1 Hz), dp (distância entre as pontas do pares de agulha). dp representa a
distância 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
7 mm 11,8 10,7 3,9 3,6
8 mm 13,9 13,3 7,6 7,7

Fonte – Elaborado pela autora (2020).

entre a média experimental e o modelo numérico de condutividade do vegetal. Na
configuração dp = 4 mm não houve diferença estatística entre os pares in silico e in
vitro para todos os 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 µs e frequência 1 Hz).
dp representa a distância entre pontas dos pares de agulhas.

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

1 mm 9,01 A 8,38 (7,83 - 8,92) A -7,03% 0,0170
2 mm 7,57 A 7,368 (6,90 - 7,83) A -2,62% 0,3492
3 mm 6,96 A 6,44 (6,04 - 6,84) A -7,48% 0,0090
4 mm 6,45 A 6,03 (5,58 - 6,48) A -6,49% 0,0512
5 mm 6,18 A 5,89 (5,57 - 6,20) A -4,63% 0,0560
6 mm 5,89 A 5,44 (5,17 - 5,712) A -7,57% 0,0015
7 mm 5,63 A 4,70 (4,51 - 4,89) A -16,57% <0,0001
8 mm 5,24 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 µs e frequência 1
Hz). dp representa a distância entre pontas dos pares de agulhas.

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

1mm 11,54 A 11,38 (10.75 - 12) A -1,43% 0,5479
2mm 9,63 A 9,12 (8,83 - 9,41) A -5,28% 0,0008
3mm 8,64 A 7,96 (7,3 - 8,62) A -7,83% 0,0324
4mm 7,97 A 7,77 (7,11 - 8,43) A -2,55% 0,4959
5mm 7,37 A 6,72 (6,29 - 7,15) A -8,73% 0,0032
6mm 7,00 A 6,51 (6,19 - 6,83) A -7,03% <0,0001
7mm 6,64 A 5,69 (5,23 - 6,16) A -14,2% <0,0001
8mm 6,37 A 5,34 (5,07 - 5,62) 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 µs e frequência 1
Hz). dp representa a distância entre pontas dos pares de agulhas.

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

1mm 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 8,75 A 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 aproximação dp das agu-
lhas em tecido vegetal. O inset apresenta o aumento percentual in silico.
O gráfico ampliado contém os resultados in vitro (boxplots e dados indivi-
duais) e in silico (linha contínua) da quantidade máxima de pares sendo
aproximados. (A) Grupo A(3 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequên-
cia 1 Hz), (B) Grupo B (4 pares, 60 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequência
1 Hz). dp representa a distância entre pontas dos pares de agulhas.

Fonte – Elaborado pela autora (2020).
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Figura 16 – Correntes elétricas resultantes dos testes para aproximação dp das agu-
lhas em tecido vegetal. O inset apresenta o aumento percentual in silico.
O gráfico ampliado contém os resultados in vitro (boxplots e dados indivi-
duais) e in silico (linha contínua) da quantidade máxima de pares sendo
aproximados. (A) Grupo C (3 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e
frequência 1 Hz), (B) Grupo D (3 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs
e frequência 1 Hz). dp representa a distância entre pontas dos pares de
agulhas.

Fonte – Elaborado pela autora.
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Figura 17 – Aumento percentual de corrente elétrica resultante da aproximação dos
eletrodos para tecido tumoral in silico. Os ’pontos 0’ dos gráficos correspon-
dem aos valores de corrente para os casos sem deflexão. Destacam-se,
em vermelho, as situações nas quais a corrente excedeu 20 A. (A) Grupo E
(3 pares, 80 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequência de 1 Hz), (B) Grupo F (4
pares, 80 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequência de 1 Hz), (C) Grupo G (3
pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequência de 1 Hz), (D) Grupo H (4
pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequência de 1 Hz). dp representa
a distância entre pontas dos pares de agulhas.

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 µs e frequência 1 Hz), (B) Grupos G/H (3/4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos
de 100 µs e frequência 1 Hz).

Fonte – Elaborado pela autora (2020).
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Figura 19 – Indentação h nas fatias do tecido vegetal dado afastamento das agulhas.
(A) Grupo C (3 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequência 1 Hz),
(B) Grupo D (4 pares, 100 kV/m, 8 pulsos de 100 µs e frequência 1 Hz).
dp representa a distância entre pontas dos pares de agulhas.

Fonte – Elaborado pela autora (2020).
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Figura 20 – Faixas de indentação 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 µs e frequência 1 Hz), (B) Grupo D (4 pares, 100 kV/m,
8 pulsos de 100 µs e frequência 1 Hz). dp representa a distância entre
pontas dos pares de agulhas.

Fonte – Elaborado pela autora (2020).
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Figura 21 – Distribuição de campo elétrico in silico no tecido tumoral acusando inden-
tação h na porção inferior de inserção das agulhas para os dp 7 e 8 mm.
A linha de campo em amarelo (50 kV/m), representa o limiar mínimo de
segurança (permeabilização permanente) em procedimentos com EQT. As
setas em preto indicam as indentações de campo.

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 µs e frequência 1
Hz). dp representa a distância entre pontas dos pares de agulhas.

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

1mm 19,25 A 21,54 (20,61 - 22,47) A 11,88% <0,0001
2mm 16,07 A 17,24 (16,23 - 18,25) A 7,27% 0,0176
3mm 14,46 A 14,86 (14,1 - 15,62) A 2,73% 0,2533
4mm 13,32 A 13,44 (12,91 - 13,97) A 0,92% 0,6061
5mm 12,29 A 12,54 (11,48 - 13,6) A 1,96% 0,6126
6mm 11,69 A 11,44 (10,82 - 12,06) A -2,19% 0,3635
7mm 11,08 A 10,38 (9,851 - 10,91) A -6,33% 0,0076
8mm 10,64 A 10,07 (9,769 - 10,38) A -5,38% 0,0005

Fonte – Elaborado pela autora (2020).
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5 DISCUSSÃO

Uma Eletroquimioterapia bem sucedida é resultado da permeabilização das cé-
lulas tumorais decorrente da distribuição correta do campo elétrico na região. Para que
isto ocorra, o posicionamento correto dos eletrodos no tecido precisa ser mantido. A
deflexão 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 posição normal durante o tratamento, os pulsos
elétricos devem ser reaplicados. Repetir o protocolo de EP diversas vezes no mesmo
local, além de percorrer a extensão do tumor reposicionando o eletrodo são dois proce-
dimentos comuns nos tratamentos de EQT (MIR et al., 2006) (QUAGLINO et al., 2008)
(MATTHIESSEN et al., 2012).

(MIKLAVČIČ et al., 2006), analisando a distribuição do campo elétrico em vários
tecidos, determinou um potencial elétrico mínimo para aplicação dos pulsos em dife-
rentes tipos de células como uma tentativa de compensar as possíveis deflexões das
agulhas durante o tratamento. Embora este tenha sido um relevante trabalho sobre o
tema, resultados quantitativos são necessários para avaliar os limites da eficácia do
tratamento com EQT. Neste sentido, (CAMPANA et al., 2019) expressou resultados
mais detalhados para os efeitos que ocorrem pela aproximação do par de agulhas. Por
meio de simulações numéricas e experimentos com tubérculos de batata, foi possível
detectar a distribuição não linear de campo elétrico na região entre as agulhas pela
aproximação das pontas em 5◦, 10◦ e 30◦ com 1 e 2 cm de distância inicial. Como
resultado, campos elétricos extremos ocorreram na porção de aproximação das agu-
lhas. Resultados similares de distribuição do campo elétrico foram observados neste
trabalho.

No processo de modelagem do phantom (batata), quase sempre é considerado
que o tecido tem características homogêneas (IVORRA et al., 2010) (SUÁREZ et
al., 2014). No entanto, sabe-se que sua estrutura fisiológica possui características
elétricas heterogêneas. A batata, por ser um material anisotrópico, é composta por
diferentes tecidos internos com diferentes propriedades físicas e elétricas, que não
devem ser ignorados na avaliação da distribuição 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 não influenciam de forma significativa nos resultados
da dinâmica de condutividade experimental em relação ao modelo de (IVORRA et al.,
2010) para EP, visto que as médias de corrente possuem igualdade estatística. 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 APROXIMAÇÃO

Um crescimento exponencial da corrente elétrica no tecido da batata foi obser-
vado nas simulações in silico, e tal comportamento pôde ser validado pelos experimen-
tos in vitro para situações de aproximação entre as agulhas. É importante destacar
que os resultados apresentados pelos boxplots das Figuras 15 e 16 representam a
zona aceitável experimental, no qual deve-se ser considerada a variabilidade do tecido
e os erros associados aos equipamentos, fatores não considerados pelas simulações.

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 alterações fisiológicas do tecido sob um campo elétrico
extremamente alto (acima de 200 kV/m), situação não mais relacionada ao fenômeno
da eletroporação. Esse platô das mudanças de condutividade dos tecidos em 200
kV/m já foi observado anteriormente (NEAL II et al., 2012). Intensidades de campo
elétrico acima daquelas previstas para a configuração sem deflexão in silico foram
observadas também no tecido tumoral. Os resultados da Figura 18 identificam campos
elétricos acima de 200 kV/m na porção mais profunda da inserção do eletrodo com
dp=1 mm e 100 kV/m aplicados. Como efeito resultante da eletroporação, esperam-se
campos mais elevados em regiões próximas às agulhas, mas quando sua distribuição
abrange uma área maior, pode ocorrer a ablação não desejada no tecido, resultando
em necrose local.

Outro problema inerente aos resultados de aproximação das agulhas relaciona-
se à segurança elétrica dos procedimentos com EQT. Os eletroporadores da Igea,
equipamentos comerciais para tratamentos de EQT em humanos, suportam uma cor-
rente máxima de 20 A quando utilizado o eletrodo de matriz linear com distâncias
padronizadas (3 mm x 4 mm) (ver Apêndice A) (STAAL; GILBERT, 2011) (BERTAC-
CHINI, 2017). As simulações numéricas de tumor mostraram que a corrente excede
esse limite de diversas formas diferentes. Para o grupo H (Figura 17D) em específico,
o limite de corrente é alcançado se dp < 3 mm em apenas 1 dos 4 pares de agulhas,
ou se dp ≈ 3 mm em 2 pares. Nesses casos, a aplicação da EQT pode ser abrupta-
mente interrompida devido ao desligamento do equipamento. As simulações de tumor
também mostraram que a densidade de corrente ultrapassou 20 A/cm² na porção mais
profunda dos eletrodos (Figura 18B) para as dp de 2 e 1 mm, o que pode ser explicado
pela redução de impedância local do tecido e consequente aumento da potência no
sistema. Caso o equipamento já não tenha sido desligado pela extrapolação do limite
suportado de corrente, há risco de excessivo aquecimento do tecido e curto-circuitos
em aplicações com dp menores que 3 mm.
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5.2 EFEITOS DE AFASTAMENTO

As simulações e experimentos do afastamento das agulhas também produziram
resultados interessantes. Pela Tabela 5 foi possível verificar que a distribuição in silico
de campo ocorreu de forma não homogênea em dp diferentes de 4 mm. Os resultados
dos experimentos (Figuras 13 e 14) mostraram, pelo escurecimento enzimático da
batata, que não houve campo elétrico suficiente para permeabilização das porções
mais profundas do tecido.

Os resultados in vitro da aplicação de 60 kV/m (grupos A e B) indicaram que
este valor de campo se encontra muito próximo a faixa de permeabilização permanente.
Apesar da porção superior da aplicação dos pulsos (margem definida pela Figura 7 da
Metodologia) ter sido garantida, a viabilidade celular para marcação foi reduzida nas
regiões mais internas do tecido devido intensidade do campo aplicado. Por conseguinte,
o contraste entre regiões marcadas e não marcadas prejudicaria a análise adequada
da indentação, uma vez que até nas amostras dp = 4 mm o escurecimento não ocorreu
conforme indicou a distribuição de campo das simulações.

Já para os grupos C e D in vitro, em que o limiar de marcação foi mais definido, a
análise 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 simulações. 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 à medida que as
pontas se distanciavam e, em 8 mm (isto é, duas vezes a distância padrão), todas
as fatias apresentaram indentação diferente de zero (Figura 20). Acredita-se que as
distorções no campo elétrico geradas pelo mal posicionamento do eletrodo, bem como
a heterogeneidade condutiva do tecido, podem explicar a distribuição de campo com
valor de h não previsível nos três últimos dp.

As simulações no tecido tumoral também atestaram para indentação significa-
tiva. De acordo com a literatura, o limiar de permeabilização permanente dos tumores
animais se inicia entre 50 e 60 kV/m (ARENA et al., 2012) (GARCIA et al., 2010) (NEAL
II et al., 2012). Este é o limiar de segurança para garantir eficácia do tratamento e evi-
tar uma possível remissão do tumor devido multiplicação das células sobreviventes,
diferente do limiar de 40 kV/m, descrito por (SEL et al., 2005), para início de permea-
bilização reversível. Os grupos E e F (E = 80 kV/m) mostraram que uma deflexão de
apenas 1 mm é capaz de gerar alguma indentação no campo elétrico. Porém, neste
caso em especial, analisando conjuntamente os resultados dos grupos A e B (tecido
vegetal), é indicado que não apenas a análise de cobertura do campo elétrico na
margem da porção superior do tecido para planejamento de EQT seja realizada, mas
também as regiões 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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ção de um campo mais elevado, tal qual os indicados pelo ESOPE. Já para os grupos
G e H (E = 100 kV/m), campo utilizado na EQT, a indentação ocorre em dp acima de
6 mm. Estima-se que esta perda de profundidade ocorra mais agressivamente e com
indentação também variável em aplicações clínicas/veterinárias nestas circunstâncias
devido elevada heterogeneidade do tecido tumoral.

O limiar que compromete efetivamente o tratamento com EQT pelo mal posi-
cionamento do eletrodo é bastante sutil. Por exemplo, dp = 2 mm equivale à 5,5◦ de
deflexão, que nem sempre pode ser detectada facilmente. Não obstante, uma inserção
de agulhas em tecidos biológicos sem a mínima deflexão é dificilmente concebível
visto que ela é decorrente de fatores como deformação dos tecidos por sua resistência
mecânica, velocidade e força de inserção 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 cardíaco de porco ex vivo), que a
deflexão de agulhas de chanfro único 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 análises relacionadas às agulhas utilizadas
em práticas médicas, a de deflexão quando inseridas em gel. Como resultado, as agu-
lhas cônicas apresentaram menor deflexão em relação às agulhas de chanfro único
e múltiplo (franseen e diamond); conclusões similares foram encontradas por (VAN
DEN BOS et al., 2016) e (LI et al., 2020), este último concluindo que as agulhas de
chanfro único não são indicadas para uso em procedimentos que requerem precisão,
tais como biópsia de tecidos.

5.3 AVALIAÇÃO DO MODELO VEGETAL

Os resultados das correntes in silico mostraram que a configuração padrão
(dp=4 mm) foi validada em todos os grupos experimentais in vitro (A - D). O modelo
também foi validado para outros casos em que não houve diferença estatística 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 confiança experimental (Tabelas
9-12). Ainda, nos casos extremos, ou seja, distâncias maiores e campo menor (dp>6
mm, 60 kV/m) e distâncias menores com campo mais elevado (dp=1 mm, 100 kV/m)
o erro relativo de corrente superou 10%. Estes resultados sugerem que a dinâmica
da condutividade nestas circunstâncias não seja compreendida pelo modelo vegetal
proposto por (IVORRA et al., 2010), o que pode indicar que resultados de corrente para
eletrodos de geometrias não convencionais e de distribuição de campo não uniforme,
tal qual as configurações de deflexão mostradas nesse trabalho, não sejam validados
pelas simulações do modelo.

O uso de modelos vegetais é uma ferramenta para a avaliação do campo elétrico
devido ao conceito de 3Rs, baixo custo e feedback visual. O tubérculo de batata
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é comumente utilizado para validar modelos numéricos e configurações de eletrodos
(BERNARDIS et al., 2017) (ONGARO et al., 2018). Todavia, a translação 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 órgãos que circundam os tumores. Assim, os resultados absolutos
dos limiares da eletroporação, distribuição de campo e correntes elétricas não serão
iguais para os tecidos animais. Entretanto, como sistemas biológicos, tecidos vegetais
e tumorais apresentam semelhanças relevantes para a avaliação do campo, como
heterogeneidade, anisotropia e dispersão dielétrica. Ainda, os modelos numéricos que
descrevem as alterações da condutividade do tecido vegetal, que foram validados por
diversos trabalhos experimentais (ONGARO et al., 2016) (GONZÁLEZ et al., 2018),
apresentam comportamento semelhante (isto é, condutividade expressa como uma
função de desativação do campo elétrico) em relação ao tecido tumoral.

A avaliação dos resultados simulados do tumor tem mais poder de decisão
quando associada a resultados experimentais de tecido vegetal do que quando utili-
zada isoladamente nos planejamentos de EQT. Alguns trabalhos associam a marcação
enzimática da batata com uma EQT satisfatória (ARENA et al., 2012) (GONZÁLEZ et
al., 2018) (CAMPANA et al., 2019). A mimetização para os resultados de EQT no tecido
animal, nesses casos, é feita pela associação das marcações no vegetal, ou seja, nas
regiões acometidas pela EP irreversível, em que garante-se que o campo elétrico local
induziu a permeabilização permanente. Neste trabalho, os valores de campo elétrico
para essa associação, 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 são
aplicáveis apenas nos casos em que o modelo vegetal foi validado pelos experimentos.
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6 CONCLUSÃO

Os efeitos da deflexão 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 clínicos/veterinários a partir dos
resultados simulados utilizando campo elétrico padrão do ESOPE. A deflexão pela
aproximação das agulhas em tumores in silico indicaram densidade de corrente preju-
dicial ao tecido (i.e. aquecimento excessivo) para distâncias 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 estão à 2 mm distantes.
Ainda, com apenas com 1 par aproximado em 3 mm (do eletrodo de 4 pares), há
risco de interrupção no tratamento devido sobrecarga no equipamento. Deflexões por
afastamento expuseram uma indentação do campo elétrico para distâncias superiores
à 6 mm entre as pontas das agulhas, o que significa uma perda da efetividade na EQT
devido regiões não eletroporadas e posterior recorrência do tumor. Estas pertubações
alteram diretamente o resultado do tratamento.

A pesquisa realizada nesta dissertação originou-se de problemas recorrentes
em tratamentos com EQT, uma vez que os eletrodos de agulhas são inseridos em
tecidos biológicos. Em aplicações clínicas e veterinárias da EQT, alerta-se para a
verificação do eletrodo antes e após cada inserção, para que não haja soma das
deflexões que resulte em um tratamento antitumoral malsucedido, além da preferência
pela utilização de agulhas de pontas do tipo canônica e multi chanfrada no uso e
desenvolvimento de eletrodos.

Outro ponto resultante desta pesquisa foi a identificação das limitações 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 deflexão)
para os dois campos elétricos e eletrodos testados, nos outros casos de deflexão, em
especial para os testes com 60 kV/m, foram destacadas as fronteiras da validação
desse modelo. Estes fatos alertam para o uso inapropriado do modelo vegetal em
testes com eletrodos despadronizados.

Esta dissertação produziu resultados que sugerem novas investigações. Novas
pesquisas já foram iniciadas durante o mestrado, além das pequisas futuras que serão
realizadas ao longo do doutorado.

6.1 TRABALHOS EM DESENVOLVIMENTO

• Desenvolvimento de um novo modelo vegetal (batata) a partir de testes in vitro e
otimização das equações que descrevem a dinâmica da condutividade em função
do campo elétrico. Este modelo compreende diferentes faixas de Eletroporação
não abordadas nos modelos atuais da literatura;
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• Desenvolvimento de um modelo para descrição da dinâmica de condutividade na
zona de Eletroporação Irreversível, utilizando testes ex vivo e análise histopatoló-
gica do tecido animal;

• Desenvolvimento de modelo de condutividade para avaliação mais rápida da
distribuição dos campos elétricos para otimização de novos eletrodos e equipa-
mentos, com a utilização de um vegetal alternativo e de características dielétricas
semelhantes à batata.

6.2 TRABALHOS FUTUROS

• Validação do novo modelo de condutividade vegetal, o qual encontra-se em an-
damento, utilizando novas configurações de eletrodos personalizados;

• Desenvolvimento de dispositivo para detecção de deflexão nas agulhas do ele-
trodo para Eletroquimioterapia;

• Estudo ex vivo de tecido tumoral submetido à Eletroporação com os eletrodos
em configurações tais quais as apresentadas neste trabalho;

• Investigação histopatológica dos efeitos causados pela aplicação dos pulsos nos
tecidos vegetais, tais como escurecimento enzimático e marcação por corantes
nas áreas eletroporadas, com a finalidade de identificar a viabilidade celular e os
limiares de Eletroporação para os vegetais.
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ROLS, Marie-Pierre; MIKLAVČIČ, Damijan; KOTNIK, Tadej. Generator and setup for
emulating exposures of biological samples to lightning strokes. IEEE Transactions on
Biomedical Engineering, IEEE, v. 62, n. 10, p. 2535–2543, 2015.

REBERŠEK, Matej; MIKLAVC IC , Damijan. Concepts of electroporation pulse
generation and overview of electric pulse generators for cell and tissue
electroporation. [S.l.]: CRC Press, 2010. P. 343–360.

RITTER, Andreas; BRUNERS, Philipp; ISFORT, Peter; BARABASCH, Alexandra;
PFEFFER, Joachim; SCHMITZ, Jula; PEDERSOLI, Federico; BAUMANN, Martin.



REFERÊNCIAS 80

Electroporation of the liver: more than 2 concurrently active, curved electrodes allow
new concepts for irreversible electroporation and electrochemotherapy. Technology in
Cancer Research & Treatment, SAGE Publications Sage CA: Los Angeles, CA, v. 17,
p. 1533033818809994, 2018.

ROESTHUIS, Roy J; VAN VEEN, Youri RJ; JAHYA, Alex; MISRA, Sarthak. Mechanics
of needle-tissue interaction. In: IEEE. 2011 IEEE/RSJ international conference on
intelligent robots and systems. [S.l.: s.n.], 2011. P. 2557–2563.

RUBINSKY, Boris; ONIK, Gary; MIKUS, Paul. Irreversible electroporation: a new
ablation modality—clinical implications. Technology in cancer research & treatment,
SAGE Publications Sage CA: Los Angeles, CA, v. 6, n. 1, p. 37–48, 2007.

SANO, Michael B; DEWITT, Matthew R; TEETER, Stephanie D; XING, Lei.
Optimization of a single insertion electrode array for the creation of clinically relevant
ablations using high-frequency irreversible electroporation. Computers in biology
and medicine, Elsevier, v. 95, p. 107–117, 2018.

SANO, Michael B; NEAL, Robert E; GARCIA, Paulo A; GERBER, David;
ROBERTSON, John; DAVALOS, Rafael V. Towards the creation of decellularized
organ constructs using irreversible electroporation and active mechanical perfusion.
Biomedical engineering online, BioMed Central, v. 9, n. 1, p. 1–16, 2010.

SAULIS, Gintautas. Electroporation of cell membranes: the fundamental effects of
pulsed electric fields in food processing. Food Engineering Reviews, Springer, v. 2,
n. 2, p. 52–73, 2010.

SAULIS, Gintautas. Pore disappearance in a cell after electroporation: theoretical
simulation and comparison with experiments. Biophysical journal, Elsevier, v. 73,
n. 3, p. 1299–1309, 1997.

SEL, Davorka; CUKJATI, David; BATIUSKAITE, Danute; SLIVNIK, Tomaz;
MIR, Lluis M; MIKLAVCIC, Damijan. Sequential finite element model of tissue
electropermeabilization. IEEE Transactions on Biomedical Engineering, IEEE,
v. 52, n. 5, p. 816–827, 2005.

SEL, Davorka; MAZERES, Serge; TEISSIE, Justin; MIKLAVCIC, Damijan.
Finite-element modeling of needle electrodes in tissue from the perspective of frequent



REFERÊNCIAS 81

model computation. IEEE transactions on biomedical engineering, IEEE, v. 50,
n. 11, p. 1221–1232, 2003.

SHAPIRO, Samuel Sanford; WILK, Martin B. An analysis of variance test for normality
(complete samples). Biometrika, JSTOR, v. 52, n. 3/4, p. 591–611, 1965.

SIEGEL, Rebecca L; MILLER, Kimberly D; JEMAL, Ahmedin. Cancer statistics, 2016.
CA: a cancer journal for clinicians, Wiley Online Library, v. 66, n. 1, p. 7–30, 2016.

SIENI, Elisabetta; SGARBOSSA, Paolo; MOGNASCHI, Maria Evelina;
FORZAN, Michele; PARUPUDI, Tejasvi; MITTAL, Lakshya; CAMARILLO, Ignacio G;
SUNDARARAJAN, Raji. Electric field distribution study in inhomogeneous biological
tissues. International Journal of Numerical Modelling: Electronic Networks,
Devices and Fields, Wiley Online Library, v. 33, n. 2, e2699, 2020.

SIKIC, Branimir Ivan; ROZENCWEIG, Marcel; CARTER, Stephen K. Bleomycin
chemotherapy. [S.l.]: Elsevier, 2016.

SILVA, Asitha T; NGUYEN, Alien; YE, Changming; VERCHOT, Jeanmarie;
MOON, Joong Ho. Conjugated polymer nanoparticles for effective siRNA delivery to
tobacco BY-2 protoplasts. BMC plant biology, Springer, v. 10, n. 1, p. 291, 2010.

SPUGNINI, Enrico P; AZZARITO, T; FAIS, S; FANCIULLI, M; BALDI, Alfonso.
Electrochemotherapy as first line cancer treatment: experiences from veterinary
medicine in developing novel protocols. Current cancer drug targets, Bentham
Science Publishers, v. 16, n. 1, p. 43–52, 2016.

SPUGNINI, Enrico P; D’ALTERIO, Gian Lorenzo; DOTSINSKY, Ivan;
MUDROV, Tzvetan; DRAGONETTI, Emanuele; MURACE, Raffaele; CITRO, Gennaro;
BALDI, Alfonso. Electrochemotherapy for the treatment of multiple melanomas in a
horse. Journal of Equine Veterinary Science, Elsevier, v. 31, n. 8, p. 430–433, 2011.

SPUGNINI, Enrico P; FAIS, Stefano; AZZARITO, Tommaso; BALDI, Alfonso. Novel
Instruments for the implementation of electrochemotherapy protocols: From bench side
to veterinary clinic. Journal of cellular physiology, Wiley Online Library, v. 232, n. 3,
p. 490–495, 2017.

SPUGNINI, Enrico P; MELILLO, Alessandro; QUAGLIUOLO, Lucio;
BOCCELLINO, Mariarosaria; VINCENZI, Bruno; PASQUALI, Paola; BALDI, Alfonso.



REFERÊNCIAS 82

Definition of novel electrochemotherapy parameters and validation of their in vitro and
in vivo effectiveness. Journal of cellular physiology, Wiley Online Library, v. 229,
n. 9, p. 1177–1181, 2014.

SPUGNINI, Enrico P; VINCENZI, B; BETTI, G; CORDAHI, F; DOTSINSKY, I;
MUDROV, N; CITRO, G; BALDI, A. Surgery and electrochemotherapy of a
high-grade soft tissue sarcoma in a dog. [S.l.]: British Medical Journal Publishing
Group, 2008.

SRL, Biopulse. Onkodisruptor Brochure. 2017. Disponível em:
https://www.onkodisruptor.com/wp-content/uploads/2017/01/Onkodisruptor-

Brochure.pdf. Acesso em: 18 nov. 2019.

STAAL, Lasse G; GILBERT, Richard. Clinical aspects of electroporation. [S.l.]:
Springer, 2011. P. 45–65.

SUÁREZ, Cecilia; SOBA, Alejandro; MAGLIETTI, Felipe; OLAIZ, Nahuel;
MARSHALL, Guillermo. The role of additional pulses in electropermeabilization
protocols. PloS one, Public Library of Science, v. 9, n. 12, 2014.

SUZUKI, Daniela OH; BERKENBROCK, José A; FREDERICO, Marisa JS;
SILVA, Fátima RMB; RANGEL, Marcelo MM. Oral mucosa model for
electrochemotherapy treatment of dog mouth cancer: ex vivo, in silico, and in vivo
experiments. Artificial organs, Wiley Online Library, v. 42, n. 3, p. 297–304, 2018.

SUZUKI, Daniela OH; BERKENBROCK, José A; OLIVEIRA, Krishna D de;
FREYTAG, Jennifer O; RANGEL, Marcelo MM. Novel application for
electrochemotherapy: Immersion of nasal cavity in dog. Artificial Organs, Wiley
Online Library, v. 41, n. 8, p. 767–773, 2017.

SZEWCZYK, Anna; GEHL, Julie; DACZEWSKA, Malgorzata; SACZKO, Jolanta;
FRANDSEN, Stine Krog; KULBACKA, Julita. Calcium electroporation for treatment of
sarcoma in preclinical studies. Oncotarget, Impact Journals, LLC, v. 9, n. 14,
p. 11604, 2018.

TAIZ, Lincoln; ZEIGER, Eduardo; MOLLER, Ian Max; MURPHY, Angus. Plant
physiology and development. [S.l.]: Oxford University Press, 2015.

https://www.onkodisruptor.com/wp-content/uploads/2017/01/Onkodisruptor-Brochure.pdf
https://www.onkodisruptor.com/wp-content/uploads/2017/01/Onkodisruptor-Brochure.pdf


REFERÊNCIAS 83

THOMSEN, Sharon; PEARCE, John A. Thermal damage and rate processes in
biologic tissues. [S.l.]: Springer, 2010. P. 487–549.

THOMSON, Kenneth R et al. Investigation of the safety of irreversible electroporation
in humans. Journal of Vascular and Interventional Radiology, Elsevier, v. 22, n. 5,
p. 611–621, 2011.

TIELEMAN, DP. The molecular basis of electroporation. BMC biochemistry, Springer,
v. 5, n. 1, p. 10, 2004.

TOEPFL, Stefan. Pulsed Electric Field food treatment-scale up from lab to industrial
scale. Procedia Food Science, Elsevier, v. 1, p. 776–779, 2011.

VALERO, Ana; POST, Janine Nicole; NIEUWKASTEELE, Jan William van;
BRAAK, Paulus Martinus ter; KRUIJER, W; BERG, Albert van den. Gene transfer and
protein dynamics in stem cells using single cell electroporation in a microfluidic device.
Lab on a Chip, Royal Society of Chemistry, v. 8, n. 1, p. 62–67, 2008.

VAN DE BERG, Nick J; DE JONG, Tonke L; VAN GERWEN, Dennis J;
DANKELMAN, Jenny; VAN DEN DOBBELSTEEN, John J. The influence of tip shape
on bending force during needle insertion. Scientific reports, Nature Publishing Group,
v. 7, n. 1, p. 1–8, 2017.

VAN DEN BOS, Willemien et al. Thermal energy during irreversible electroporation and
the influence of different ablation parameters. Journal of Vascular and
Interventional Radiology, Elsevier, v. 27, n. 3, p. 433–443, 2016.

VEEN, Youri RJ van; JAHYA, Alex; MISRA, Sarthak. Macroscopic and microscopic
observations of needle insertion into gels. Proceedings of the Institution of
Mechanical Engineers, Part H: Journal of Engineering in Medicine, SAGE
Publications Sage UK: London, England, v. 226, n. 6, p. 441–449, 2012.

VROOMEN, LGPH; PETRE, EN; CORNELIS, FH; SOLOMON, SB;
SRIMATHVEERAVALLI, G. Irreversible electroporation and thermal ablation of tumors
in the liver, lung, kidney and bone: What are the differences? Diagnostic and
interventional imaging, Elsevier, v. 98, n. 9, p. 609–617, 2017.

WAGNER, Anna Dorothea; SYN, Nicholas LX; MOEHLER, Markus;
GROTHE, Wilfried; YONG, Wei Peng; TAI, Bee-Choo; HO, Jingshan;



REFERÊNCIAS 84

UNVERZAGT, Susanne. Chemotherapy for advanced gastric cancer. Cochrane
database of systematic reviews, John Wiley & Sons, Ltd, n. 8, 2017.

WAINE, Michael; ROSSA, Carlos; SLOBODA, Ron; USMANI, Nawaid;
TAVAKOLI, Mahdi. Needle tracking and deflection prediction for robot-assisted needle
insertion using 2d ultrasound images. Journal of Medical Robotics Research, World
Scientific, v. 1, n. 01, p. 1640001, 2016.

WANG, Manyan; ORWAR, Owe; OLOFSSON, Jessica; WEBER, Stephen G.
Single-cell electroporation. Analytical and bioanalytical chemistry, Springer, v. 397,
n. 8, p. 3235–3248, 2010.

WELTI, Jonathan; LOGES, Sonja; DIMMELER, Stefanie; CARMELIET, Peter. Recent
molecular discoveries in angiogenesis and antiangiogenic therapies in cancer. The
Journal of clinical investigation, Am Soc Clin Investig, v. 123, n. 8, p. 3190–3200,
2013.

WOO, Je Wook et al. DNA-free genome editing in plants with preassembled
CRISPR-Cas9 ribonucleoproteins. Nature biotechnology, Nature Publishing Group,
v. 33, n. 11, p. 1162–1164, 2015.

YARMUSH, Martin L; GOLBERG, Alexander; SERSA, Gregor; KOTNIK, Tadej;
DAMIJAN, Miklavcic. Electroporation-based technologies for medicine: principles,
applications, and challenges. Annual review of biomedical engineering, Annual
Reviews, v. 16, p. 295–320, 2014.

ZIMMERMANN, Ulrich; NEIL, GA. The effect of high intensity electric field pulses on
eukaryotic cell membranes: fundamentals and applications. Electromanipulation of
cells, CRC, p. 1–106, 1996.
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APÊNDICE A – ESPECIFICAÇÕES DOS EQUIPAMENTOS COMERCIAIS DE
ELETROPORAÇÃO

A Tabela 13 foi construída a partir de uma revisão bibliográfica das especifica-
ções dos equipamentos comerciais mais utilizados para EP, em especial a corrente
máxima suportada pelos equipamentos, visto que este parâmetro foi usado como limiar
de segurança na avaliação dos efeitos de aproximação das agulhas no tecido tumoral.
Legenda:

*Geometria predefinida:

• eletrodo tipo II : 8 pulsos - 400 V ou 960 V

• eletrodo finger : 8 pulsos - 400 V

• eletrodo tipo III: 4 pulsos - 730 V

**Geometria personalizável:

• tecidos moles: eletrodo de agulha única (1,2 mm de diâmetro, 10-40 mm de
profundidade)

• osso: eletrodo de agulha única (1,8 mm de diâmetro, 10-40 mm de profundidade)
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