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Resumo

A eletroquimioterapia é um tratamento para câncer que combina a quimioterapia e a eletropo-
ração. A eletroporação consiste na aplicação de pulsos de campo elétrico em tecidos biológicos
causando um aumento na permeabilidade da membrana celular e facilitando a entrada dos qui-
mioterápicos ao interior das células tumorais, aumentando sua citotoxicidade. Para o sucesso
do tratamento, toda região tumoral deve ser exposta a um campo elétrico adequado. A mode-
lagem numérica e estudos in vitro são usados em uma etapa de pré-tratamento para avaliar a
distribuição de campo elétrico e possíveis problemas, principalmente quando as estruturas dos
tecidos possuem geometria irregular. Géis condutores podem ser utilizados para homogeneizar
a distribuição de campo elétrico. Sendo assim, esta dissertação de mestrado traz um estudo
in silico e in vitro para avaliar o uso dos géis na homogeneização do campo elétrico. Foram
testados géis comerciais e géis preparados em laboratório. Os resultados mostram que os géis
são efetivos, porém é indicado que seja preparado um gel de condutividade ótima determinada
no pré-tratamento.

Palavras-chaves: Eletroporação. Eletroquimioterapia. Distribuição de Campo Elétrico. Géis
Condutivos. Modelos Vegetais.



Abstract

Electrochemotherapy is a cancer treatment that combines chemotherapy and electroporation.
Electroporation consists of applying electric field pulses in biological tissues causing an increase
in the cell membrane permeability and facilitating the entrance of drugs inside tumour cells
and increasing their cytotoxicity. For successful treatment, the entire tumour region needs to be
exposed to an adequate electric field intensity. Numerical modeling and in vitro studies are used
in a pre-treatment step to assess the electric field distribution and possible issues, especially
in tissue structures with irregular geometry. Conductive gels can be used to homogenize the
electric field distribution. Therefore, this master’s dissertation brings an in silico and in vitro
study to evaluate the use of gels in homogenization of electric field. Commercial gels and gels
prepared in laboratory were tested. The results show that the gels are effective, however it is
recommended to prepare an optimum conductivity gel in the pre-treatment step.

Keywords: Electroporation. Electrochemotherapy. Electric Field Distribution. Conductive Gels.
Vegetal Models.
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Capítulo 1

Introdução

O câncer está entre as principais causas de morte no Brasil e no mundo, segundo a

Organização Mundial de Saúde (OMS) (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2018). Em

2018 foram cerca de 18 milhões de novos casos e 9,5 milhões de mortes causadas pela doença no

mundo, números que devem crescer em aproximadamente 20% até 2025, segundo a Internacional

Agency for Research on Cancer (IARC) (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON

CANCER, 2018).

Dentro deste panorama, é imprescindível que a tecnologia aliada as práticas médicas

esteja em constante evolução, de forma a aumentar a eficiência e a acessibilidade de diagnósticos

e tratamentos para o câncer.

Novas abordagens de tratamento têm sido exploradas com o intuito de proporcionar

melhores resultados e minimizar efeitos colaterais. Dentre elas, destaca-se as terapias com ele-

troporação (EP). A EP consiste na aplicação de pulsos elétricos curtos e intensos com objetivo

de abrir poros na membrana plasmática das células locais, reduzindo a seletividade natural

da membrana e facilitando a entrada de íons, moléculas e até macromoléculas no interior das

células. (KINOSITA JR; TSONG, 1977; KINOSITA JR; ASHIKAWA et al., 1988; BARNETT;

WEAVER, 1991; CHANG et al., 2012). A EP vem sendo usada no tratamento de câncer como

um método não-termal para ablação de tumores (HJOUJ; RUBINSKY, 2010; JIANG; DAVA-

LOS; BISCHOF, 2015; BONAKDAR et al., 2015; BANÚS COBO, 2015; DONG et al., 2018)

e também associada à quimioterapia, aplicação chamada de eletroquimioterapia (EQT).

A EQT consiste na combinação da quimioterapia e da eletroporação, com o objetivo

de facilitar o transporte dos fármacos ao interior das células tumorais, aumentando seu efei-

to citotóxico (ORLOWSKI et al., 1988; MIR; ORLOWSKI et al., 1991). Esta técnica vem se

destacando na medicina humana e veterinária como um tratamento oncológico minimamente

invasivo e com poucos efeitos colaterais, sendo estudada nos últimos 30 anos. Embora a EQT

seja amplamente utilizada na Europa em mais de 130 centros clínicos (MIKLAVČIČ et al., 2014)

como tratamento reconhecido para melanoma (NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND

CARE EXCELLENCE, 2013), carcinoma basocelular e epidermoides primários (NATIONAL
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INSTITUTE FOR HEALTH AND CARE EXCELLENCE, 2014), no Brasil a técnica não está

entre as terapias anticâncer reconhecidas pela comunidade médica, sendo restrita ao uso vete-

rinário. Portanto, para que haja uma maior confiabilidade técnica por parte da classe médica

e dos órgãos de saúde no Brasil, é necessário que o fenômeno continue sendo estudado os-

tensivamente. O Instituto de Engenharia Biomédica (IEB-UFSC) da Universidade Federal de

Santa Catarina (UFSC) desempenha um papel importante na pesquisa em EQT, com estudos

que visam um melhor entendimento dos diversos parâmetros que envolvem a técnica através

de modelagem matemática, simulação, experimentação e o relato de casos clínicos veterinári-

os (SUZUKI; RAMOS et al., 2011; SUZUKI; ANSELMO et al., 2015; SUZUKI; MARQUES;

RANGEL, 2016; SUZUKI; BERKENBROCK; OLIVEIRA et al., 2017; SUZUKI; BERKEN-

BROCK; FREDERICO et al., 2018; BERKENBROCK; BRASIL PINTARELLI et al., 2018;

BERKENBROCK; MACHADO; SUZUKI, 2018).

Embora existam diretrizes oficiais que especificam os protocolos de tratamento em al-

guns casos, tem sido encorajado o planejamento específico para cada caso de tratamento, onde

se leva em consideração as particularidades fisiológicas e anatômicas do paciente em questão,

como o tamanho e formato dos tumores, bem como os tecidos adjacentes, que influenciam na

distribuição dos campos elétricos (SUZUKI; ANSELMO et al., 2015; COROVIC et al., 2013;

LACKOVIĆ; MAGJAREVIĆ; MIKLAVČIČ, 2010; BERKENBROCK; MACHADO; SUZUKI,

2018; PAVLIHA et al., 2012), sendo uma prática que pode reduzir consideravelmente a chance

de falha do tratamento, já que o tumor pode recidivar em locais onde o campo elétrico não é

suficiente (SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016).

Dentro desse contexto, este trabalho visa analisar o efeito de géis condutores comerciais

e preparados em laboratório, na homogeneização do campo elétrico em tratamentos de EQT

através de um estudo in silico e in vitro.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os géis condutores na homogeneização do

campo elétrico na eletroporação em geometria irregular, utilizando eletrodos agulha.

1.1.2 Objetivos específicos

Os seguintes objetivos específicos serviram de base para alcançar os objetivos gerais:

• Preparar géis condutores com condutividades específicas;

• Analisar a distribuição de campo elétrico, corrente elétrica e volume de eletroporação em

relação à condutividade dos géis em regiões descontínuas através de estudos in silico e in

vitro;

• Realizar testes estatísticos para conduzir os experimentos com tamanho de amostra ade-

quado e para comparar os resultados de forma a obter evidências estatísticas.
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Revisão Teórica

Neste capítulo são apresentados conceitos, dados e informações relevantes para a compre-

ensão do contexto no qual este trabalho está inserido. São apresentados dados acerca do câncer

e suas características de tratamento. Em seguida são comentados os conceitos que permeiam o

fenômeno da eletroporação e também suas utilizações. E então a fundamentação teórica é fina-

lizada com um panorama da eletroquimioterapia, suas características e ferramentas utilizadas

para o desenvolvimento da técnica.

2.1 O CÂNCER

Segundo a OMS, o câncer é a segunda principal causa de morte no mundo (ORGANIZA-

ÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2018). Dados da Estimativa de Incidência de Câncer no Brasil

em 2018, publicada pelo Instituto Nacional de Câncer (INCA) (INSTITUTO NACIONAL DE

CÂNCER, 2018a), estimam 640 mil novos casos no país no biênio 2018-2019, sendo o câncer

de pele o mais frequente com 30% de todos as malignâncias. Além da alta taxa de letalidade, o

câncer é conhecido pelos sintomas agressivos como rápida perda de peso, fadiga extrema, dor

constante e hemorragia (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2018).

É inquestionável que o câncer é um problema de saúde pública, sendo foco de investi-

mentos em prevenção, tratamentos e pesquisas. Mas, apesar de todos os esforços despendidos

pelas autoridades públicas e instituições de pesquisa, a International Agency for Research on

Cancer (IARC) estima que os números de incidências e mortes causadas pelo câncer no mundo

crescerão em 20% até 2025 (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,

2018).

2.1.1 Causas e Tratamentos

O câncer se caracteriza por uma divisão celular desordenada e contínua. O processo

de divisão celular é natural e necessário nos humanos e animais para o desenvolvimento e

manutenção de seus corpos. Este processo é controlado pelo conteúdo genético de cada célula

e está normalmente sob controle. O câncer acontece quando o controle genético falha, seja
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A eletroporação irreversível vem ganhando popularidade como uma alternativa não-

termal para ablação de tumores (DAVALOS; MIR; RUBINSKY, 2005; JIANG; DAVALOS;

BISCHOF, 2015), uma vez que as técnicas atuais envolvem temperaturas extremamente bai-

xas (crio-ablação) ou altas (ablação por radio-frequência ou micro-ondas) (JAHANGEER et

al., 2013; CHU; DUPUY, 2014). A EIR também vem sendo estudada como método não-

farmacológico para esterilização de feridas (GOLBERG et al., 2014; KHAN et al., 2016).

A eletroporação reversível tem sido empregada na transferência de DNA e RNA (PAGANIN-

GIOANNI et al., 2011; LUFT; KETTELER, 2015) como forma de melhorar a imunidade contra

câncer, doenças infecciosas, esclerose múltipla e outras patologias (YARMUSH et al., 2014), na

administração transdérmica de fármacos, expandindo a quantidade de medicamentos que po-

dem ser administrados desta forma (DENET; VANBEVER; PRÉAT, 2004; PRAUSNITZ et

al., 2012; ZOREC et al., 2013) e, além disso, a eletroporação é usada em conjunto com a

quimioterapia, como terapia anticâncer na chamada eletroquimioterapia (MIKLAVČIČ et al.,

2014).

2.3 ELETROQUIMIOTERAPIA

A EQT é o tratamento de câncer que usa a eletroporação reversível como ferramen-

ta para aumentar a citotoxicidade do quimioterápico (NEUMANN et al., 1982; MIR, 2001;

PAGANIN-GIOANNI et al., 2011; KOTNIK et al., 2015). Este processo permite entrada facili-

tada do fármaco para o interior das células, devido ao aumento na permeabilidade da membrana

pela ER. Diferentemente da ablação por IRE, que não é capaz de separar tecidos saudáveis e

tumores, e que pode causar danos desnecessários, a EQT se caracteriza por preservar tecidos

adjacentes saudáveis (JAHANGEER et al., 2013; MIR, 2001).

Para tal, um eletrodo é inserido no tecido de maneira conveniente e, através de um

equipamento adequado, uma série de pulsos elétricos é aplicada no local. O fármaco deve ser

administrado cerca de 10 minutos antes da aplicação dos pulsos, para que esteja disponível

no tecido no momento da eletroporação. A bleomicina é o quimioterápico mais utilizado na

EQT, seguido da cisplatina, sendo aplicados de maneira intravenosa ou local (RAMIREZ et al.,

1998; CAMPANA et al., 2009; GROSELJ; BOSNJAK et al., 2018; MICHEL et al., 2018). A

bleomicina não é permeável na membrana celular, tendo sua entrada no meio intracelular por

um processo lento e pouco eficiente. Entretanto, em conjunto com a ER, sua citotoxicidade

pode aumentar em até 1000 vezes (ORLOWSKI et al., 1988).

A Figura 2.3 mostra o resultado de um tratamento clínico veterinário com EQT em um

tumor de pele canino de 5 mm. O tratamento resultou na eliminação do tumor e na não recidiva

do mesmo. Em comparação a intervenções cirúrgicas, pode-se perceber que a EQT causa um

dano diminuto devido à aplicação do tratamento (B) e mantém grande parte do tecido saudável

intacto (D).





Capítulo 2. Revisão Teórica 23

Figura 2.4 – Diferentes tipos de eletrodos. (a) Eletrodo agulha linear; (b) Eletrodo agulha hexa-
gonal; (c) Eletrodo de placas; (d) Eletrodos de dedo; (e) Eletrodo agulha ajustável.
Fonte – (GEHL et al., 2018)

2.3.2 Planejamento do tratamento

No contexto da engenharia, um dos principais obstáculos para o sucesso da EQT é ga-

rantir que haja campo elétrico suficiente em todo o volume tumoral, em outras palavras, é

necessário garantir que todas as células tumorais sejam eletroporadas. Esta tarefa pode ser

complexa, uma vez que a distribuição do campo elétrico depende das condutividades das es-

truturas teciduais (e.g., tecido ósseo, derme, epiderme, vasos sanguíneos) e das geometrias dos

tecidos, que pelo crescimento desordenamento dos tumores podem apresentar formatos irregu-

lares, descontínuos e assimétricos. Isso implica em correntes e campos elétricos diferentes num

arranjo de diferentes tecidos (IVORRA, Antoni; RUBINSKY, Boris, 2007).

O planejamento individual do tratamento, também chamado de pré-tratamento, é uma

prática que vem sendo encorajada na EQT para identificar possíveis regiões tumorais que não

serão submetidas a um campo elétrico adequado (blind spots), sobretudo no tratamento de

tumores profundos, uma vez que as recomendações da ESOPE trazem diretrizes genéricas para

a prática da EQT em tumores cutâneos e subcutâneos, mas não abrangem as especificidades e

detalhes de cada caso (PAVLIHA et al., 2012).

O pré-tratamento parte de exames de imagem, como a tomografia computadorizada

e a ressonância magnética, que proporcionam a análise de uma série de fatores da anatomia

das regiões de interesse, tais como a quantidade, tamanho e formato dos tumores, espessura e

geometria dos tecidos adjacentes (MIKLAVCIC et al., 2010; PAVLIHA et al., 2012) e permitem
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o modelamento matemático e simulação individual para que se chegue a uma configuração ótima

de eletrodos, nível de tensão e protocolo a ser implementado (GROSELJ; KOS et al., 2015).

2.3.3 Simulações no planejamento do tratamento

As simulações computacionais são uma ferramenta valiosa no pré-tratamento da EQT.

Através de técnicas computacionais, como por exemplo elementos finitos, é possível modelar os

tecidos biológicos e a distribuição de campo elétrico através deles. Além disso, as simulações

são importantes para analisar a corrente elétrica que será demandada do equipamento, bem

como se esta corrente pode ser lesiva aos tecidos biológicos.

Além de conhecer as geometrias dos tecidos e eletrodos, para que a simulação ocorra,

é preciso conhecer como cada tipo de tecido responde, em termos de condutividade elétrica,

aos estímulos da eletroporação. O modelo matemático (Equação 2.1) proposto em (SEL et al.,

2005) utiliza uma função sigmoide e leva em consideração a dinâmica da eletroporação, já que

a distribuição do campo elétrico nos tecidos biológicos depende da condutividades dos mesmos,

ao passo que a própria a distribuição de campo elétrico causa uma variação na condutividade

do tecido, sendo um modelo amplamente aplicado em simulações de eletroporação.

σ(E) = σ0 +
σmax − σ0

1 + D · e−(E−A

B ) (2.1)

A =
Eeir + Eer

2
B =

Eeir − Eer

C

onde C e D são constantes do modelo proposto e iguais a 8 e 10, respectivamente. σ0, σmax,

Eer e Eeir são os parâmetros que caracterizam o tecido e representam, respectivamente, as

condutividades inicial e máxima do tecido [S/m], e os limiares de campo elétrico para ER e

EIR [V/m].

Com este modelo de condutividade, é possível empregar a técnica de elementos finitos

à equação de Laplace para o princípio de conservação de cargas, conforme demonstrado na

(Equação 2.2)

−∇ · (σ · ∇V ) = 0 (2.2)

onde σ representa a função condutividade elétrica do tecido em [S/m] e V a tensão elétrica

aplicado em [V ]. As condições de contorno de Dirichlet e de Neumann são usadas para modelar

a tensão aplicada na superfície dos eletrodos e os limites externos das geometrias (SEL et al.,

2005; COROVIC et al., 2013)

2.3.4 Géis condutores

Na prática da eletroporação em tecidos biológicos, os profissionais podem se deparar com

situações onde um arranjo de eletrodos não é suficiente para obter uma distribuição de campo

elétrico adequado em toda a área desejada, especialmente quando os tecidos envolvidos possuem
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em pouca ou nenhuma informação a respeito nas embalagens e manuais, além de uma grande

diversidade de valores de condutividade de acordo com cada fabricante (SUZUKI; MARQUES;

RANGEL, 2016; PINTARELLI et al., 2019). Ivorra e Pintarelli (IVORRA et al., 2008; PINTA-

RELLI et al., 2019) trazem medidas de condutividade de géis comerciais, onde é possível ver

que nenhum gel se encaixa na faixa ótima de condutividade. Todas as medidas foram tomadas

a uma frequência de 10 kHz.

Tabela 2.1 – Condutividade de géis comerciais.

Gel Comercial Fabricante Condutividade (S/m)

UltraBio Sterile Sonotech, Inc. 0,00015

Eko-Gel CA.MI.NA, S.r.l 0,155

Ultraphonic Pharmaceutical Innovations,

Inc.

0,085

Aquasonic 100 Sterile Parker Laboratories, Inc. 0,205

Signal Gel Parker Laboratories, Inc. 4,15

Redux Gel Parker Laboratories, Inc. 3,95

Gelytev Caithec. 0,15

Carbogel ECG Carbogel 0,13

Ultra Gel - Ultrasound Gel Multigel 0,197

Carbogel ULT Carbogel 0,104

Fonte – adaptado de (IVORRA et al., 2008; PINTARELLI et al., 2019).

Ivorra ainda descreve a preparação de um gel condutor através de uma solução salina e

ágar-ágar (IVORRA, Antoni; RUBINSKY, Boris, 2007). Adicionando 0,8 g de ágar-ágar para

cada 100 ml da solução salina, aquecendo até o ponto de ebulição e então refrigerando a mistura,

deve-se chegar a uma solução sólida e então basta mexê-la até tomar a consistência de gel.

Frente a isso, vale salientar que o uso dos géis condutores na homogeneização do campo

elétrico não é uma prática comum na EQT, uma vez que não há géis comerciais específicos

pra EQT e também não existem relatos científicos de géis preparados com a condutividade

controlada para EQT, bem como seu uso em tratamentos.

2.3.5 Experimentação com modelos vegetais na EQT

Outra técnica bastante utilizada nos estudos de EQT são os experimentos in vitro com

tecidos vegetais. A batata é o vegetal utilizado nos experimentos por ter seu tecido considerado

homogêneo e de fácil manuseio (OEY et al., 2016). A eletroporação no tecido da batata facilita

a interação entre a enzima polifenoloxidase e fenóis presentes, acelerando o processo de oxidação

do tecido e, com isso, o acúmulo de pigmento marrom no local (CASTELLVÍ; BANÚS; IVOR-

RA, 2016; OEY et al., 2016). Isto significa que a região da batata em que ocorrer eletroporação

ficará visivelmente escura após 8 a 24 horas (Figura 2.6), trazendo não só um feedback visual

da efetividade da eletroporação, mas também permitindo o teste de novos tipos de eletrodos e
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parâmetros dos pulsos de tensão (CIMA; MIR, 2004; HJOUJ; RUBINSKY, 2010; CASTIELLO

et al., 2014; SUAREZ et al., 2014; BHONSLE et al., 2015). Além disso, os experimentos in

vitro são compatíveis com o conceito dos 3Rs no uso de animais em pesquisa: redução do núme-

ro de animais, refinamento dos procedimentos e protocolos para minimizar a dor e o estresse,

e a substituição por outras formas que não envolvam animais (BERKENBROCK; BRASIL

PINTARELLI et al., 2018).

Figura 2.6 – Batatas sendo usadas em experimento in vitro para analisar possíveis perdas de
campo elétrico em geometria irregular. Fonte – (HEYSE; PINTARELLI; SUZUKI,
2019)

Entretanto, o manuseio das batatas demanda alguns cuidados para que os efeitos ma-

croscópicos da eletroporação não sejam mascarados por outros fenômenos que podem ocorrer

simultaneamente. A estrutura tecidual da batata é composta por diferentes tecidos (Figura

2.7), como um sistema vascular e uma medula rica em aminoácidos livres, o que resulta em

uma condutividade elétrica maior na região. Além disso, a quantidade de fenóis presentes no

tecido da batata pode variar entre batatas individuais, principalmente se estas tiverem formas

de cultivo diferentes (OEY et al., 2016).

Figura 2.7 – Sessão transversal de uma batata e suas estruturas internas. Fonte – Adaptado de
(OEY et al., 2016)
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Materiais e métodos

Nesta seção são apresentadas as metodologias, ferramentas e materiais utilizados no

desenvolvimento deste trabalho. Os seguintes passos foram seguidos para chegar aos resultados

deste trabalho:

• Modelagem numérica e simulação;

• Confecção dos géis condutores;

• Estudo in vitro da geometria em questão e diferentes géis;

• Análise estatística dos dados.

3.1 MODELAGEM NUMÉRICA E SIMULAÇÃO

A modelagem numérica foi desenvolvida no software COMSOL Multiphysics (COMSOL

AB, Sweden), que permite a simulação tridimensional através do método de elementos finitos.

Este método numérico consiste na subdivisão de domínios complexos em pequenas partes en-

contrando soluções aproximadas através de equações diferenciais (MACEJKOVIC; HEANEY,

1999).

Foi utilizado o módulo de corrente estacionária do COMSOL para resolver as equações

do modelo (Equação 2.1 e Equação 2.2) de eletroporação anteriormente descritas na Subseção

2.3.3. Os parâmetros utilizados nas simulações são descritos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 – Parâmetros do modelo de eletroporação

Parâmetro Valor

Permissividade relativa do eletrodo 1

Condutividade elétrica do eletrodo 1,74 × 109 S/m

Permissividade relativa da batata 1

Condutividade elétrica inicial da batata (σ0) 0,03 S/m

continua na próxima página
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A Tabela 3.2 mostra os parâmetros geométricos utilizados no modelamento.

Tabela 3.2 – Parâmetros da geometria nas simulações

Parâmetro Valor (mm)

Altura da base 25

Largura da base 50

Profundidade da base 50

Altura da protuberância 10

Largura da protuberância 50

Profundidade da protuberância 25

Altura das agulhas 13,5

Diâmetro das agulhas 0,7

Afastamento entre as agulhas 5

Diâmetro do cilindro de interesse 7,5

Altura do cilindro de interesse 19,375

Fonte – Elaborada pelo autor.

A malha de elementos finitos, utilizada na aplicação do método para dividir a análise em

diversos elementos, foi automaticamente gerada pelo software na opção extremely fine e resultou

em 1.789.467 elementos na simulação sem gel condutor e 1.978.071 elementos na simulação com

gel condutor.

O protocolo de EQT consiste de 8 pulsos de tensão. Entretanto, na simulação compu-

tacional considera-se o comportamento do campo elétrico em regime permanente devido ao

módulo do COMSOL utilizado.

Todas as simulações deste trabalho foram realizadas em um computador pessoal (com

processador AMD Ryzen 5 3600 3,6 GHz com 16 GB de memória RAM) rodando sistema

operacional Windows 10 64 bits (Microsoft, Inc., Redmond, Estados Unidos).

3.2 PREPARO DOS GÉIS CONDUTORES

Foram escolhidos dois géis comerciais para os experimentos in vitro: Carbogel ULT

e Ultra Gel. Estas escolhas foram feitas baseadas na condutividade elétrica dos mesmos, de

aproximadamente 0,1 S/m e 0,2 S/m respectivamente (Tabela 2.1). Através dos estudos in

silico, que serão abordados na seção 4.1, foi verificado que estas condutividades de gel seriam

suficiente para eliminar o blind spot na geometria em questão.

Além dos géis comerciais, foram testados dois métodos de preparo de géis. O método

proposto por Ivorra e Rubisnky (IVORRA, Antoni; RUBINSKY, Boris, 2007) que consiste na

mistura de ágar-ágar, que é um hidrocolóide gelatinoso extraído de algas marinhas, com uma

solução salina de 0,045% de concentração de NaCl, na proporção de 0,8 g de ágar-ágar para

100 ml de solução salina. A mistura foi aquecida até o ponto de ebulição e, após, refrigerada.
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Outro método testado, proposto pelo autor, parte da mistura de água deionizada (solu-

ção de baixa condutividade) com soro fisiológico (solução salina de alta condutividade), numa

proporção que se chegue a uma solução salina com a condutividade elétrica desejada. A água

deionizada foi obtida através de um deionizador presente no Laboratório Multiusuário de Es-

tudos em Biologia (LAMEB) da UFSC e armazenada em recipiente sob refrigeração. O soro

fisiológico (solução cloreto de sódio 0,9%) da marca Panvel (Panvel, São Paulo) foi comprado

em farmácia no dia do experimento e estava dentro do prazo de validade. Na solução salina

são adicionados carbopol 940 (Auro’s Química Industria Comércio LTDA, São Paulo), que é

um espessante comumente usado na indústria de cosméticos na fabricação de produtos em gel,

e alcalinizante líquido T85 (Auro’s Química Industria Comércio LTDA, São Paulo), que serve

para elevar o pH da mistura e assim permitir a gelificação da solução. As quantidades base

de carbopol e T85 utilizados foram 6g/L e 6ml/L, respectivamente. Porém, outras medidas

foram utilizadas para fins de teste e são descritas na seção 4.2. Após preparar a solução salina

e adicionar o carbopol 940, a mistura foi armazenada por cerca de 20 horas para que o car-

bopol pudesse diluir de maneira adequada. Somente após esse tempo o alcalinizante T85 foi

adicionado.

3.3 EXPERIMENTAÇÃO IN VITRO

Os estudos in vitro foram realizados no intuito de evidenciar as diferenças de corrente

e de área escurecida na batata em quatro casos: Sem gel e com géis de aproximadamente 0,057

S/m (preparado pelo autor), 0,1 S/m (Carbogel ULT) e 0,2 S/m (Ultra Gel). As condutividades

dos géis foram medidos utilizando o analisador de impedância Agilent 4291A (Agilent, Inc.

California, USA) e um aparato desenvolvido no laboratório. Ambos equipamentos são descritos

com detalhes na subseção 3.4

O protocolo de EP usado segue as recomendações ESOPE (MIR; GEHL et al., 2006) e

consiste na aplicação de 8 pulsos de 100 µs numa frequência de 1 Hz com um campo elétrico de

100 kV/m (500 V em 5 mm de afastamento entre as agulhas). O equipamento de eletroporação

utilizado é descrito na subseção 3.4.

As batatas (solanum tuberosum) foram compradas no dia dos experimentos e foram cor-

tadas cuidadosamente utilizando uma lâmina dobrada de tal forma a se obter a descontinuidade

de 90 graus na batata. Após o corte, as amostras foram secas com folhas de papel para que

não houvesse acúmulo de líquidos provenientes da batata que possam influenciar no processo

de oxidação do tecido e mascarar os resultados.

O eletrodo agulha foi introduzida na região da descontinuidade de maneira que uma das

agulhas ficasse totalmente inserida na protuberância e a outra parcialmente. O gel foi inserido

posteriormente de forma a cobrir toda região da descontinuidade e as agulhas. A Figura 3.2

mostra uma amostra com o eletrodo posicionado antes de ser completamente inserido (Figura

3.2 A) e com a adição do gel (Figura 3.2 B.)

Após a aplicação da eletroporação, as amostras foram armazenadas em recipientes sela-

dos, sobre uma toalha de papel umedecida com 3 ml de ácido cítrico 4% por um período de 24
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onde σ representa a condutividade do material medido [S/m], l representa a altura do cilindro

[m], A representa a área da base do cilindro [m2] e R a resistência a 10 kHz medida no analisador

de impedância [Ω].

As medições de tensão e corrente foram feitas com o osciloscópio Tektronix DPO2012B

e a ponteira de corrente Tektronix A621.

As fotos das amostras foram tiradas em um suporte com lâmpada fixa (Figura 3.6),

de forma a padronizar o brilho das imagens e a distância da câmera. As fotos foram tiradas

com o celular Samsumg J5 Prime. As análises de imagem foram feitas com o software ImageJ

(National Institutes of Health, USA).

Figura 3.6 – Suporte para fotos das amostras. Fonte – Elaborada pelo autor

As medidas de carbopol 940 e de alcalinizante T85 forma realizadas com uma balança

de precisão e uma pipeta, respectivamente.

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS

Valores de corrente observados nos experimentos foram submetidos ao teste de norma-

lidade de Shapiro-Wilk a 95% de nível de confiança que indicaram aderência à distribuição

normal dos quatro grupos de dados. Os dados também foram submetidos ao teste t não pare-

ado com variâncias desconhecidas, que indicaram diferença estatística entre os quatro grupos

de dados a um nível de confiança de 95%.
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4.2 GÉIS CONDUTORES

4.2.1 Preparo proposto por Ivorra e Rubisnky

Não houve sucesso com a forma de preparo proposta por Antoni Ivorra e Boris Rubinsky

(2007). Em nenhuma das tentativas obteve-se aspecto de gel na mistura.

4.2.2 Preparo proposto pelo autor

Foram realizadas medições de condutividade elétrica na água deionizada e no soro fisi-

ológico, para que fosse possível aproximar a quantidade de cada um na mistura. A Tabela 4.1

mostra os resultados de condutividade para a água deionizada e o soro fisiológico. Foram feitas

7 medidas (N = 7) para cada solução.

Tabela 4.1 – Condutividade elétrica da água deionizada e soro fisiológico.

Água Deionizada Soro Fisiológico

Média (S/m) 0,0016 1,97

Desvio Padrão (S/m) 0,00015 0,029

Fonte – Elaborada pelo autor

Foi variada a condutividade da solução salina (água deionizada e soro fisiológico) e a

fração da receita de químicos (carbopol 940 e alcalinizante T85) de maneira a avaliar o efeito

dos químicos na condutividade resultante dos géis.

Cinco géis produzidos foram medidos e relatados. A Tabela 4.2 mostra os parâmetros

utilizados em cada gel e o resultado das medições de condutividade elétrica (média e intervalos

de confiança para 95% de nível de confiança). Foram tomadas 3 medidas para cada gel (N =

3).

Tabela 4.2 – Géis preparados.

Condutividade da solução sa-

lina (S/m)

Fração da receita Condutividade elétrica medi-

da (S/m)

0,0016 25% 0,027 ± 0,00013

0,0016 50% 0,058 ± 0,0011

0,0016 100% 0,11 ± 0,0015

0,4* 100% 0,52 ± 0,0056

0,45 150% 0,6 ± 0,0042

* Não gelificou da maneira adequada.

Fonte – Elaborada pelo autor

Através dos três primeiros géis apresentados na 4.2, foi observado que os químicos uti-

lizados interferem aditivamente na condutividade do gel. Os três géis foram preparados com

uma solução salina de condutividade fixa, variando apenas a fração da receita. Neste caso, o
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aumento da condutividade resultante do gel foi aproximadamente proporcional à quantidade

de químicos utilizados.

Através dos dois últimos géis apresentados na 4.2, foi possível que soluções salinas mais

condutivas requerem mais quantidade de químicos para gelificar de maneira adequada. Foi

preparado um gel com solução salina de 0,4 S/m e 100% da receita proposta, o que não resultou

e um gel adequado. Logo foi testado uma nova solução salina de alta condutividade (0,45 S/m)

com um aumento de 50% nos químicos (150% da receita proposta), o que demonstrou uma

gelificação adequada.

Através das observações feitas na confecção dos géis, foi possível chegar a uma equação

empírica para controlar a condutividade elétrica do gel em função da fração da receita e da

condutividade da solução salina.

σgel
∼= 0,1 · R + σsolução (4.1)

onde σgel representa a condutividade resultante do gel [S/m], R representa a fração da receita

e σsolução representa a condutividade da solução salina [S/m]. Esta equação ainda deve ser

validada.

4.3 EXPERIMENTAÇÃO IN VITRO

A Figura 4.9 mostra a comparação entre os resultados da simulação e amostras de batata

após serem submetidas ao protocolo de eletroporação com diferentes géis.

Foi verificado que, como esperado, os géis de 0,1 e 0,2 S/m homogenizam a distribuição

de campo elétrico de forma a eliminar o blind spot, enquanto que o gel de 0,057 S/m não produz

o mesmo efeito.

A Tabela 4.3 mostra para cada valor de gel experimentado, o valor de corrente simulado

e o valor de corrente experimentado (média e intervalos de confiança para 95% de nível de

confiança).

Tabela 4.3 – Resultados de corrente elétrica

Experimento Corrente simulada

(A)

Corrente experimen-

tada (A)

Desvio (%)

Sem gel 1,36 1,49 ± 0,03 9,56

Gel de 0,057 S/m 2,01 2,06 ± 0,05 2,49

Gel de 0,1 S/m 2,21 2,28 ± 0,06 3,17

Gel de 0,2 S/m 2,63 2,67 ± 0,04 1,52

Fonte – Elaborada pelo autor

No grupo controle não houve quaisquer marcas ou escurecimento no tecido.





Capítulo 5

Discussão

Neste capítulo, serão discutidos os resultados obtidos neste trabalho, bem como os pro-

cedimentos utilizados.

5.1 EXPERIMENTAÇÃO IN VITRO

O uso da batata (solanum tuberosum) como modelo de eletroporação permite a análise

indireta do sucesso da EP através do escurecimento do tecido, bem como a analise a corrente

demandada pelo protocolo de EP. Desta forma, o modelo vegetal aparece como um meio rápido,

barato e compatível com a redução do uso de animais em pesquisas para testar novas configu-

rações de eletrodos, parâmetros do protocolo de EP, modelos numéricos e também avaliar o

funcionamento de dispositivos de eletroporação.

Neste trabalho, o modelo vegetal permitiu analisar visualmente a difração do campo elé-

trico numa geometria de protuberância que resulta uma interface entre tecido e ar. A aplicação

de géis de diferentes condutividades provocaram diferenças no escurecimento do tecido da ba-

tata, sobretudo na eliminação do blind spot, que representaria uma possibilidade de falha num

tratamento de EQT. Isso leva a crer que os géis condutores podem ser projetados e preparados

de tal forma a homogeneizar o campo elétrico em casos onde a difração do campo elétrico cause

blind spots, desde que haja uma combinação da condutividade do gel com a condutividade do

tecido biológico.

Em termos de corrente elétrica, foi verificado um aumento na corrente entre os géis

testados, chegando a uma diferença de aproximadamente 93% entre o caso sem gel e o gel de

0,2 S/m e de 19% entre o gel de 0,1 S/m e o de 0,2 S/m, onde ambos eliminam o blind spot. Isto

é esperado, uma vez que os géis de condutividade mais alta oferecem menos resistência. Este

é um ponto que merece atenção, uma vez que na EQT a corrente elétrica é aplicada em um

tecido biológico vivo. Logo, a experimentação in vitro, junto da modelagem numérica também

contribuem para que haja um controle sobre a corrente elétrica que estará sendo aplicada
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no tratamento, de forma a garantir a segurança do paciente e também de que o dispositivo

eletroporador é capaz de suprir esta demanda.

Entretanto, ao passo que o parâmetro de corrente elétrica se mostra um parâmetro com

boa repetibilidade, o escurecimento do tecido é influenciado por vários fatores externos, sendo

uma desvantagem do uso deste modelo vegetal. Foi constatado que qualquer acúmulo de líqui-

dos no tecido da batata provoca a oxidação e, consequentemente, o escurecimento indesejado

do tecido. Esta variável também está relacionada a fatores difíceis de controlar, como o nível

de maturação da batata (batatas mais maduras liberam mais liquido), o tamanho da batata,

e também a forma de cultivo que pode variar de acordo com o fornecedor ou o lugar onde foi

comprada. Além disso, foi observado que a região da batata onde é aplicada a EP também

influencia no resultado. A EP realizada próxima ao anel vascular tende a não escurecer de-

vidamente, enquanto que a aplicação próxima à medula interna mostrou melhores resultados.

Todos estes fatores aumentam o nível de detalhamento necessário neste tipo de experimentação

e diminuem a repetibilidade do processo, em termos de escurecimento do tecido, ainda que o

protocolo de experimentação seja o mesmo.

Outra limitação da batata é que na maioria dos casos é inviável analisar o volume

eletroporado, limitando a análise apenas a uma seção transversal do tecido. Além disso, na

área escurecida não há distinção entre região de ER e EIR.

5.2 MODELAMENTO NUMÉRICO E ESTUDOS IN SILICO

O modelamento numérico é uma ferramenta importante no pré-tratamento de EQT

pois com a resolução de modelos criados a partir de medições práticas realizadas, é possível, em

ambiente virtual, simular e extrapolar o comportamento das grandezas físicas que envolvem a

EQT.

A partir da simulação computacional foi possível avaliar o comportamento da corrente

elétrica e do volume de tecido eletroporado em relação à condutividade elétrica do gel aplicado

para diversos valores. Também foi avaliado qualitativamente a difração de campo elétrico na

região da descontinuidade. Esta metodologia permite chegar a um valor de condutividade para

o gel que elimine o blind spot.

Foi observado que o volume total eletroporado sempre cresce em função do aumento

da condutividade do gel empregado. Entretanto, este aumento se dá de forma irregular para

géis de maior condutividade pelo efeito difrativo de bordas e regiões de interface entre tecidos

(Figura 5.1 A e B). Portanto, muito embora o volume de tecido eletroporado esteja crescendo

continuamente, o que em primeiro momento leva a crer que o tratamento será mais efetivo, na

prática temos regiões de eletroporação isoladas e irregulares, que não contribuem significativa-

mente para o tratamento. Devido a este efeito, foi proposto neste trabalho a análise em uma

região de interesse, determinada por um cilindro centralizado com as agulhas do eletrodo. O uso

de um sólido regular como região de interesse permite manejar as variáveis da EQT, incluindo

a condutividade do gel, para obter a maior região geometricamente regular com campo elétrico

adequado para o tratamento. Este tipo de aplicação também permite passar informações pre-
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o tratamento.

O desvio entre a corrente simulada e a corrente experimentada foi de 9,6% no pior caso.

Esta análise indica que o modelo numérico empregado é uma boa forma de prever a corrente

elétrica.

5.3 PREPARO DOS GÉIS

O preparo dos géis foi uma etapa importante neste trabalho, uma vez que o único relato

de modo de preparo de géis para EQT na literatura é o proposto por Antoni Ivorra e Boris

Rubinsky (2007). Ivorra et al. (2008), na sequência dos trabalhos relacionados a gel conduti-

vo, aplicou géis em um estudo in vivo para o tratamento de tumores implantados em ratos.

Entretanto, nesta ocasião foi aplicado um gel comercial, fora da faixa ótima proposta pelo

autor e mencionado como inadequado para a aplicação, embora tenha apresentado melhora

no resultados. Portanto, ao passo que existem trabalhos que evidenciem as vantagens de géis

específicos pra EQT (IVORRA et al., 2008; SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016; PINTA-

RELLI et al., 2019), não há registro na literatura de géis condutivos preparados para EQT com

a condutividade elétrica controlada e utilizados em estudos in vivo ou clinicamente em estudos

de caso.

A receita proposta por Antoni Ivorra e Boris Rubinsky (2007) foi testada neste trabalho,

mas não apresentou sucesso. Mesmo após o aquecimento da solução ao ponto de ebulição, em

todas as tentativas a mistura continuou líquida, inviabilizando o uso determinado. Antes de

prosseguir com mais testes com este método, foi testado o modo de preparo proposto pelo

autor, que demonstrou bons resultados. O método proposto foi baseado no preparo de álcool

gel, utilizando dois produtos químicos comumente utilizados para espessar e gelificar soluções

líquidas.

Tantos os géis comerciais quanto os géis preparados demonstraram o funcionamento

esperado nos experimentos in vitro sendo o gel preparado pelo autor e utilizado na experi-

mentação (0,057 S/m) foi especificamente escolhido pelo fato do mesmo não eliminar o blind

spot.

Através das medições de condutividade elétrica dos géis preparados, foi possível aproxi-

mar uma equação que permite manipular a condutividade do gel em função da condutividade

da solução salina e a quantidade de químicos adicionados. Entretanto, esta equação demanda

validação através de ensaios experimentais.

Da mesma forma, outra importante análise a ser feita é o efeito da autoclavagem na

condutividade do gel. Este processo é necessário para eliminar os agentes patogênicos presentes

no gel, permitindo o uso clínico de maneira segura.
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Trabalhos futuros

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, surgiram sugestões e ideias para utilizar

os géis condutores e estudos in vitro. Neste capítulo, serão apresentados os experimentos e

trabalhos que poderão suceder a partir dos resultados obtidos.

6.1 PATENTE DO MÉTODO DE PREPARO DO GEL CONDUTOR

Está sendo avaliada a possibilidade de patentear o método de preparo do gel condutor

para eletroquimioterapia. Já existem patentes relacionadas ao preparo e ao uso de géis condu-

tores com eletroquimioterapia, o que está sendo analisado na revisão patentaria que está em

processo atualmente.

6.2 USO DO GEL CONDUTOR PARA MIMETIZAR TECIDOS

O ajuste da condutividade no preparo de um gel possibilita que este também seja usado

em experimentos para mimetizar diferentes tipos de tecidos biológicos para o estudo de distri-

buição do campo elétrico. Isto significa que usando géis condutores de baixa condutividade é

possível avaliar o efeito de, por exemplo, ossos ou dentes, que são tecidos de baixa condutividade

e que comumente promovem difração no campo elétrico na EQT.

6.3 MÉTODO DE OTIMIZAÇÃO PARA GÉIS CONDUTORES EM EQT

Planeja-se publicar um trabalho explanando um método para otimização computacional

do gel condutor para eletroquimioterapia, apresentando experimentos para a validação da equa-

ção de condutividade de gel e os efeitos da autoclavagem do gel, juntamente com estratégias

de simulação e experimentação para determinar a condutividade ótima do gel e os passos para

o preparo do mesmo.
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6.4 ESTUDO DE CASO

Planeja-se aplicar a metodologia de otimização de gel em um ou mais casos de tra-

tamento de EQT, com o objetivo de fomentar o uso dos géis condutores no tratamento e

demonstrar a possibilidade de incluir o preparo do gel específico para o tratamento na etapa

de pré-tratamento.
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Conclusão

Os estudos realizados neste trabalho mostraram a eficácia dos géis condutores na ho-

mogeneização da distribuição do campo elétrico na eletroporação de tecidos e eliminação de

blind spots. Foi demonstrado que a otimização do gel condutor pode reduzir a quantidade de

eletroporação irreversível e a corrente elétrica em mais de 20%. São necessários novos estudos

em relação ao preparo dos géis para que haja controle na condutividade do gel e para que os

géis se adéquem aos padrões de segurança para uso clínico.
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