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RESUMO

A eletroquimioterapia é um tratamento para cancer que combina a quimioterapia e a eletropo-
racao. A eletroporacgao consiste na aplicagao de pulsos de campo elétrico em tecidos biologicos
causando um aumento na permeabilidade da membrana celular e facilitando a entrada dos qui-
mioterapicos ao interior das células tumorais, aumentando sua citotoxicidade. Para o sucesso
do tratamento, toda regiao tumoral deve ser exposta a um campo elétrico adequado. A mode-
lagem numérica e estudos in vitro sao usados em uma etapa de pré-tratamento para avaliar a
distribuicao de campo elétrico e possiveis problemas, principalmente quando as estruturas dos
tecidos possuem geometria irregular. Géis condutores podem ser utilizados para homogeneizar
a distribuicao de campo elétrico. Sendo assim, esta dissertacao de mestrado traz um estudo
in silico e in vitro para avaliar o uso dos géis na homogeneizacao do campo elétrico. Foram
testados géis comerciais e géis preparados em laboratério. Os resultados mostram que os géis
sao efetivos, porém é indicado que seja preparado um gel de condutividade 6tima determinada
no pré-tratamento.

Palavras-chaves: Eletroporacao. Eletroquimioterapia. Distribuicao 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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INTRODUCAO

O cancer esta entre as principais causas de morte no Brasil e no mundo, segundo a
Organizacio Mundial de Satide (OMS) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018). Em
2018 foram cerca de 18 milhdes de novos casos e 9,5 milhoes de mortes causadas pela doenca no
mundo, nimeros 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, ¢ imprescindivel que a tecnologia aliada as praticas médicas
esteja em constante evolugao, de forma a aumentar a eficiéncia e a acessibilidade de diagnosticos

e tratamentos para o cancer.

Novas abordagens de tratamento tém sido exploradas com o intuito de proporcionar
melhores resultados e minimizar efeitos colaterais. Dentre elas, destaca-se as terapias com ele-
troporagao (EP). A EP consiste na aplicagao de pulsos elétricos curtos e intensos com objetivo
de abrir poros na membrana plasmatica das células locais, reduzindo a seletividade natural
da membrana e facilitando a entrada de fons, 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 cancer como
um método nao-termal para ablagao de tumores (HJOUJ; RUBINSKY, 2010; JIANG; DAVA-
LOS; BISCHOF, 2015; BONAKDAR et al., 2015; BANUS COBO, 2015; DONG et al., 2018)

e também associada & quimioterapia, aplicacdo chamada de eletroquimioterapia (EQT).

A EQT consiste na combinacao da quimioterapia e da eletroporagao, com o objetivo
de facilitar o transporte dos farmacos ao interior das células tumorais, aumentando seu efei-
to citotoxico (ORLOWSKI et al., 1988; MIR; ORLOWSKI et al., 1991). Esta técnica vem se
destacando na medicina humana e veteriniria como um tratamento oncolégico minimamente
invasivo e com poucos efeitos colaterais, sendo estudada nos tltimos 30 anos. Embora a EQT
seja amplamente utilizada na Europa em mais de 130 centros clinicos (MIKLAVC‘IC et al., 2014)
como tratamento reconhecido para melanoma (NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND
CARE EXCELLENCE, 2013), carcinoma basocelular e epidermoides primarios (NATIONAL
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INSTITUTE FOR HEALTH AND CARE EXCELLENCE, 2014), no Brasil a técnica nao esta
entre as terapias anticancer reconhecidas pela comunidade médica, sendo restrita ao uso vete-
rinario. Portanto, para que haja uma maior confiabilidade técnica por parte da classe médica
e dos orgaos de saude no Brasil, é necessario que o fendémeno 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 parametros que envolvem a técnica através
de modelagem matematica, simulacao, experimentagao e o relato de casos clinicos veterinari-
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 especifico para cada caso de tratamento, onde
se leva em consideragao as particularidades fisiologicas e anatdémicas do paciente em questao,
como o tamanho e formato dos tumores, bem como os tecidos adjacentes, que influenciam na
distribui¢ao dos campos elétricos (SUZUKI; ANSELMO et al., 2015; COROVIC et al., 2013;
LACKOVIC; MAGJAREVIC; MIKLAVCIC, 2010; BERKENBROCK; MACHADO; SUZUKI,
2018; PAVLIHA et al., 2012), sendo uma pratica que pode reduzir consideravelmente a chance
de falha do tratamento, ja que o tumor pode recidivar em locais onde o campo elétrico nao é
suficiente (SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016).

Dentro desse contexto, este trabalho visa analisar o efeito de géis condutores comerciais
e preparados em laboratorio, na homogeneizacao 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 homogeneizacao do

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

1.1.2 Objetivos especificos

Os seguintes objetivos especificos serviram de base para alcancar os objetivos gerais:

e Preparar géis condutores com condutividades especificas;

e Analisar a distribuicao de campo elétrico, corrente elétrica e volume de eletroporagao em
relacao a condutividade dos géis em regioes descontinuas através de estudos in silico e in

vitro;

e Realizar testes estatisticos para conduzir os experimentos com tamanho de amostra ade-

quado e para comparar os resultados de forma a obter evidéncias estatisticas.
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REVISAO TEORICA

Neste capitulo sao apresentados conceitos, dados e informagoes relevantes para a compre-
ensao do contexto no qual este trabalho esta inserido. Sao apresentados dados acerca do cancer
e suas caracteristicas de tratamento. Em seguida sao comentados os conceitos que permeiam o
fendémeno da eletroporacao e também suas utilizacoes. E entao a fundamentacao teorica é fina-
lizada com um panorama da eletroquimioterapia, suas caracteristicas e ferramentas utilizadas

para o desenvolvimento da técnica.

2.1 O CANCER

Segundo a OMS, o cancer é a segunda principal causa de morte no mundo (ORGANIZA-
CAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018). Dados da Estimativa de Incidéncia de Cancer no Brasil
em 2018, publicada pelo Instituto Nacional de Céancer (INCA) (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2018a), estimam 640 mil novos casos no pais no biénio 2018-2019, sendo o céncer
de pele o mais frequente com 30% de todos as malignancias. Além da alta taxa de letalidade, o
cancer é conhecido pelos sintomas agressivos como rapida perda de peso, fadiga extrema, dor
constante e hemorragia (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2018).

E inquestionavel que o cancer é um problema de satde publica, sendo foco de investi-
mentos em prevencao, tratamentos e pesquisas. Mas, apesar de todos os esfor¢os despendidos
pelas autoridades publicas e institui¢oes de pesquisa, a International Agency for Research on
Cancer (IARC) estima que os nimeros de incidéncias e mortes causadas pelo cancer no mundo
crescerao em 20% até 2025 (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
2018).

2.1.1 Causas e Tratamentos

O cancer se caracteriza por uma divisao celular desordenada e continua. O processo
de divisao celular é natural e necessario nos humanos e animais para o desenvolvimento e
manutenc¢ao de seus corpos. Este processo é controlado pelo contetido genético de cada célula

e estd normalmente sob controle. O cancer acontece quando o controle genético falha, seja
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por causa natural ou agente externo, gerando células anormais que passam a se dividir de
maneira descontrolada e agressiva, produzindo tumores locais ou migrando através da corrente
sanguinea ou vasos linfaticos até outra parte do corpo (metastase), causando danos a células
sadias e tecidos do corpo (STEPHENS; AIGNER; ALLEN-MERSH et al., 2016). Na Figura

2.1 é mostrado um esquema representativo do surgimento de um tumor.

AGENTES
CANCERIOGENICOS c

Figura 2.1 — Esquema representativo do surgimento de um tumor. Células normais em um
tecido (A) crescem e dividem-se (B). Agentes cancerigenos influenciam no processo,
produzindo uma célula cancerigena (C) que comeca a multiplicar-se de maneira
desordenada e continua (D) dando origem a um tumor (E). Fonte — adaptado de

(ONCOLOGIA DO BRASIL, 2017)

Segundo o INCA, apenas 10 a 20% dos casos de cancer nao estao ligadas a fatores exter-
nos (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2018b), sendo atribuidos a fatores hormonais,
envelhecimento e condigoes genéticas. Portanto, a maior parte dos casos de cancer esta rela-
cionada diretamente a agentes externos mutagénicos. Aproximadamente um terco das mortes
por cancer se deve a fatores comportamentais e alimentares, tais como: uso de tabaco e alcool,
obesidade, méa alimentagao e falta de atividade fisica. Infec¢oes por virus ou bactérias, como
o HPV (Human Papilloma Virus), e a exposi¢ao a raios ultravioletas e radia¢ao também sao

agentes causadores de cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Os tratamentos mais usados para o cancer sdo a remocao cirurgica, a radioterapia,
quimioterapia e combinacoes destes, levando em consideragao fatores como o estagio da doenca,
local e possiveis impactos no paciente (COELHO; VIEIRA, s.d.). Estas abordagens comumente
desencadeiam efeitos colaterais que prejudicam o bem estar do paciente em tratamento, tais
como sequelas cirtrgicas, perda de cabelo, infertilidade, depressao, entre outros (NATIONAL

CANCER INSTITUTE, 2018).
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2.2 O FENOMENO DA ELETROPORACAO

O fendémeno da eletroporagao vem sendo estudado desde a década de 50, a partir dos
primeiros relatos da ruptura reversivel e irreversivel da membrana de nervos, quando expostos a
campos elétricos (FRANKENHAEUSER; WIDEN, 1956; STAMPFLI; WILLI, 1957; STAMP-
FLI, 1958). Entretanto, somente em 1977, Kinosita e Tsong apresentam a ideia de formagao de
poros hidrofilicos na membrana plasmaéatica (KINOSITA JR; TSONG, 1977). Os poros ocorrem
quando o potencial transmembrana das células atinge um limiar (normalmente 0.2-1 V), que ¢
alcancado através da aplicacao de campos elétricos de alta intensidade e curta duracao sobre
essas células. A abertura dos poros aumenta momentaneamente a permeabilidade da membrana
plasmaética a ions, moléculas e até mesmo macromoléculas (KINOSITA JR; ASHIKAWA et al.,
1988; BARNETT; WEAVER, 1991; CHANG et al., 2012). A Figura 2.2 ilustra a formagao de

um poro na membrana plasmatica.

Figura 2.2 — Formagcao de poros na membrana plasmatica durante eletroporacao. Na parte su-
perior, um esquema idealizado da membrana plasmética. Na parte inferior, uma
simulagao a nivel molecular da membrana plasmatica. A membrana plasmética
aparece intacta quando o campo elétrico ¢ aplicado (A). Apos 0,15 ns algumas
moléculas comegam a penetrar a membrana (B). E apos 0,5 ns o poro se estabili-
za, permitindo que uma maior quantidade de moléculas trafegue pela membrana

(C). Fonte - (YARMUSH et al., 2014)

A eletroporacao pode ocorrer de maneira reversivel ou irreversivel, dependendo de pa-
rametros do campo elétrico aplicado, como intensidade, nimero e largura dos pulsos. Estes
pardmetros serao abordados com mais detalhes nas proximas secoes. Na eletroporacgao reversi-
vel (ER), assim que o campo ¢é interrompido, os poros se fecham gradualmente e a membrana
é restabelecida. Na eletroporagio irreversivel (EIR), a membrana é destruida e a célula mor-
re. Estudos de revisdo tragam um bom panorama tedrico (WEAVER; CHIZMADZHEV, 1996;
CHEN et al., 2006; FOX et al., 2006; JIANG; DAVALOS; BISCHOF, 2015).

2.2.1 A Eletroporagao como técnica

Os dois estégios da eletroporagao vém sendo aplicados em varios campos da quimica,

biologia e medicina.
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A eletroporagao irreversivel vem ganhando popularidade como uma alternativa nao-
termal para ablagdo de tumores (DAVALOS; MIR; RUBINSKY, 2005; JIANG; DAVALOS;
BISCHOF, 2015), uma vez que as técnicas atuais envolvem temperaturas extremamente bai-
xas (crio-ablagdo) ou altas (ablagao por radio-frequéncia ou micro-ondas) (JAHANGEER et
al., 2013; CHU; DUPUY, 2014). A EIR também vem sendo estudada como método nao-
farmacologico para esterilizagao de feridas (GOLBERG et al., 2014; KHAN et al., 2016).

A eletroporagao reversivel tem sido empregada na transferéncia de DNA e RNA (PAGANIN-
GIOANNTI et al., 2011; LUFT; KETTELER, 2015) como forma de melhorar a imunidade contra
cancer, doengas infecciosas, esclerose multipla e outras patologias (YARMUSH et al., 2014), na
administracao transdérmica de farmacos, expandindo a quantidade de medicamentos que po-
dem ser administrados desta forma (DENET; VANBEVER; PREAT, 2004; PRAUSNITZ et
al., 2012; ZOREC et al., 2013) e, além disso, a eletroporagao é usada em conjunto com a
quimioterapia, como terapia anticancer na chamada eletroquimioterapia (MIKLAVCIC et al.,
2014).

2.3 ELETROQUIMIOTERAPIA

A EQT é o tratamento de céncer que usa a eletroporagao reversivel como ferramen-
ta para aumentar a citotoxicidade do quimioterapico (NEUMANN et al., 1982; MIR, 2001;
PAGANIN-GIOANNT et al., 2011; KOTNIK et al., 2015). Este processo permite entrada facili-
tada do farmaco para o interior das células, devido ao aumento na permeabilidade da membrana
pela ER. Diferentemente da ablacao por IRE, que nao é capaz de separar tecidos saudéveis e
tumores, e que pode causar danos desnecessarios, a EQT se caracteriza por preservar tecidos
adjacentes saudaveis (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 farmaco deve ser
administrado cerca de 10 minutos antes da aplicacao dos pulsos, para que esteja disponivel
no tecido no momento da eletroporagao. A bleomicina é o quimioterdapico 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 nao é permeével 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 clinico veterinario com EQT em um
tumor de pele canino de 5 mm. O tratamento resultou na eliminagao do tumor e na nao recidiva
do mesmo. Em comparacao a intervengoes cirturgicas, pode-se perceber que a EQT causa um
dano diminuto devido & aplicagao do tratamento (B) e mantém grande parte do tecido saudével
intacto (D).
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(A

Figura 2.3 - EQT de um tumor de pele canino. (A) Antes do tratamento; (B) Imediatamente
ap6s a aplicagao da EQT; (C) Um més apds o tratamento; (D) Dois meses apos o
tratamento sem recidiva do tumor. Fonte — (SUZUKI; ANSELMO et al., 2015)

2.3.1 Padrao Europeu de Procedimentos Operacionais em Eletroquimioterapia

Em 2006, foi publicado o Padrao Europeu de Procedimentos Operacionais em Eletro-
quimioterapia (ESOPE) no intuito de disseminar diretrizes e protocolos para a realizagao da
EQT em tumores cutineos e subcutaneos de maneira eficaz e segura (MIR; GEHL et al., 2006).
Trés tipos de eletrodos foram incluidos, sendo utilizados de acordo com o nimero e o diametro
dos nédulos tumorais: De placas (Tipo I), par de agulhas (Tipo II) e agulhas em configuragao
hexagonal (Tipo III). O padréo também prevé a aplicagdo de 8 pulsos de 100 us nas frequéncias
de 1 ou 5000 Hz.

Este padrao veio a ser atualizado em 2018 (GEHL et al., 2018), de forma a incorporar

e regulamentar novas praticas, além de uma gama maior de eletrodos (Figura 2.4).

Embora os eletrodos agulha sejam indicados para tumores profundos com didmetro a-
baixo de 4mm, vem sendo discutido o uso deste tipo de eletrodos em tumores superficiais, uma
vez que os eletrodos de placas conferem um melhor contato entre o tumor e o eletrodo (CORO—
VIC et al., 2008), mas requerem diferentes configuracdes de potencial elétrico e afastamento
das placas de acordo com o tamanho e o nimero de nédulos tumorais, o que pode tornar a
aplicacao do tratamento longa e complexa para os profissionais da satde. Os eletrodos agulha,
em conjunto com géis condutores, podem ser efetivos no tratamento de tumores superficiais
e tornam o procedimento mais simples, pois o eletrodo e o potencial elétrico sao fixos inde-
pendente do tamanho do tumor e o eletrodo ¢é reposicionado para varias aplicagoes no caso de
tumores volumosos (SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016; BERKENBROCK; MACHADO;
SUZUKI, 2018).
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(&)

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 ajustavel.
Fonte — (GEHL et al., 2018)

2.3.2 Planejamento do tratamento

No contexto da engenharia, um dos principais obstéculos para o sucesso da EQT ¢é ga-
rantir que haja campo elétrico suficiente em todo o volume tumoral, em outras palavras, é
necessario garantir que todas as células tumorais sejam eletroporadas. Esta tarefa pode ser
complexa, uma vez que a distribuicao do campo elétrico depende das condutividades das es-
truturas teciduais (e.g., tecido 6sseo, derme, epiderme, vasos sanguineos) e das geometrias dos
tecidos, que pelo crescimento desordenamento dos tumores podem apresentar formatos irregu-
lares, descontinuos 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
préatica que vem sendo encorajada na EQT para identificar possiveis regioes tumorais que nao
serdao submetidas a um campo elétrico adequado (blind spots), sobretudo no tratamento de
tumores profundos, uma vez que as recomendagoes da ESOPE trazem diretrizes genéricas para
a pratica da EQT em tumores cutaneos e subcutaneos, mas nao 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 ressonancia magnética, que proporcionam a anélise de uma série de fatores da anatomia
das regioes 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 matematico e simulacao individual para que se chegue a uma configuracao 6tima
de eletrodos, nivel de tensao e protocolo a ser implementado (GROSELJ; KOS et al., 2015).

2.3.3 Simulagoes no planejamento do tratamento

As simulac¢Oes computacionais sao uma ferramenta valiosa no pré-tratamento da EQT.
Através de técnicas computacionais, como por exemplo elementos finitos, é possivel modelar os
tecidos biologicos e a distribuicao de campo elétrico através deles. Além disso, as simulagoes
sao importantes para analisar a corrente elétrica que serd demandada do equipamento, bem

como se esta corrente pode ser lesiva aos tecidos biolégicos.

Além de conhecer as geometrias dos tecidos e eletrodos, para que a simulagao ocorra,
é preciso conhecer como cada tipo de tecido responde, em termos de condutividade elétrica,
aos estimulos da eletroporagao. O modelo matematico (Equagao 2.1) proposto em (SEL et al.,
2005) utiliza uma funcao sigmoide e leva em consideragao a dindmica da eletroporagao, ja que
a distribui¢ao do campo elétrico nos tecidos biologicos depende da condutividades dos mesmos,
a0 passo que a propria a distribuicao de campo elétrico causa uma variacao na condutividade

do tecido, sendo um modelo amplamente aplicado em simulagoes de eletroporacao.

Omaz — O
o(E) = oq + o (2.1)
1+D~6_( 5)
E, +E E,;, —F
A: GZT‘_I_ er B: ewr er
2 C

onde C e D sao constantes do modelo proposto e iguais a 8 e 10, respectivamente. oy, 0maz,
E.. e E., sao os parametros que caracterizam o tecido e representam, respectivamente, as

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

EIR [V/m)].

Com este modelo de condutividade, é possivel empregar a técnica de elementos finitos
a equagao de Laplace para o principio de conservagao de cargas, conforme demonstrado na
(Equagao 2.2)

—V - (0-VV)=0 (2.2)

onde o representa a funcdo condutividade elétrica do tecido em [S/m] e V a tensdo elétrica
aplicado em [V]. As condigdes de contorno de Dirichlet e de Neumann sao usadas para modelar
a tensao aplicada na superficie dos eletrodos e os limites externos das geometrias (SEL et al.,
2005; COROVIC et al., 2013)

2.3.4 Géis condutores

Na pratica da eletroporacgao em tecidos biolégicos, os profissionais podem se deparar com
situagoes onde um arranjo de eletrodos nao é suficiente para obter uma distribui¢ao de campo

elétrico adequado em toda a area desejada, especialmente quando os tecidos envolvidos possuem
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formato irregular. Os géis condutores sao usados para melhorar o contato entre os eletrodos e os
tecidos e pode ser usados para preencher possiveis espagos deixados por geometrias irregulares
(IVORRA, Antoni; RUBINSKY, Boris, 2007; TOZON et al., 2010; MAHNA; FIROOZABADI;
SHANKAYTI, 2014; CALVET et al., 2014).

Autoni Ivorra e Rubinsky (2007) comegaram a investigar o efeito da condutividade do
gel quando usado em conjunto com eletrodos de placas paralelas. Posteriormente, Ivorra et al.
(2008) voltaram a analisar esta questio simulando através do software COMSOL Multiphysics®
a eletroporagdo de um tumor cutaneo (op = 0,15 S/m, 0,0, = 0,26 S/m, E., = 10 kV/m e
E.;; = 160 kV/m) juntamente com tecido muscular (op = 0,1 S/m, 0 = 0,5 S/m, E., =
20 kV/m e E.;, = 60 kV/m) e pele (o9 = 0,01 S/m, 0per = 0,4 S/m, E.. = 30 kV/m e E,;,
= 120 kV/m) com géis variando de 0,05 S/m a 1 S/m. Os resultados (Figura 2.5) mostraram
que auséncia de gel e géis de baixa condutividade produzem areas nao tratadas, enquanto que
géis de condutividade maior resultam em areas saudaveis desnecessariamente eletroporadas.
Portanto, a melhor distribuigao de campo elétrico foi obtida com o gel de condutividade de 0,5
S/m, ndo s6 causando ER ao tumor, como também minimizando a eletroporagao dos tecidos
adjacentes saudéaveis. Autoni Ivorra e Rubinsky (2007) consideram a faixa entre 0,5 e 1 S/m

(3,33 a 6,66 vezes maior que a condutividade inicial do tecido tumoral) como faixa 6tima de

condutividade para os géis em EQT.

(a)

(c) (f
] =
=

Figura 2.5 — Resultados da simula¢do com géis de diferentes condutividades: (a) sem gel, (b)
0,05 S/m, (c¢) 0,1 S/m, (d) 0,2 S/m, (e) 0,5 S/m e (f) 1 S/m. A area em preto
indica auséncia de eletroporagao; a area em cinza indica ER; e a drea em branco

indica EIR. Fonte - (IVORRA et al., 2008)

Os géis normalmente usados sao géis comerciais para eletrocardiograma e ultrassonogra-

fia, mas para estas utilizag¢oes a condutividade nao é um parametro importante, o que resulta
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em pouca ou nenhuma informacao 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 possivel ver
que nenhum gel se encaixa na faixa 6tima de condutividade. Todas as medidas foram tomadas

a uma frequéncia 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.MILNA, S.rl 0,155
Ultraphonic Pharmaceutical Innovations, | 0,085
Inc.
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 preparacao de um gel condutor através de uma solugao salina e
agar-agar (IVORRA, Antoni; RUBINSKY, Boris, 2007). Adicionando 0,8 g de agar-adgar para
cada 100 ml da solugao salina, aquecendo até o ponto de ebuli¢ao e entao refrigerando a mistura,

deve-se chegar a uma solugao solida e entao basta mexé-la até tomar a consisténcia de gel.

Frente a isso, vale salientar que o uso dos géis condutores na homogeneizacao do campo
elétrico nao é uma pratica comum na EQT, uma vez que nao ha géis comerciais especificos
pra EQT e também nao existem relatos cientificos de géis preparados com a condutividade

controlada para EQT, bem como seu uso em tratamentos.

2.3.5 Experimentacao com modelos vegetais na EQT

Outra técnica bastante utilizada nos estudos de EQT sao os experimentos in vitro com
tecidos vegetais. A batata é o vegetal utilizado nos experimentos por ter seu tecido considerado
homogeéneo e de facil manuseio (OEY et al., 2016). A eletroporagao no tecido da batata facilita
a interagao entre a enzima polifenoloxidase e fendis presentes, acelerando o processo de oxidagao
do tecido e, com isso, o actimulo de pigmento marrom no local (CASTELLVI; BANUS; IVOR-
RA, 2016; OEY et al., 2016). Isto significa que a regido da batata em que ocorrer eletroporagao
ficara visivelmente escura apos 8 a 24 horas (Figura 2.6), trazendo nao s6 um feedback visual

da efetividade da eletroporacgao, mas também permitindo o teste de novos tipos de eletrodos e
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parametros dos pulsos de tensao (CIMA; MIR, 2004; HJOUJ; RUBINSKY, 2010; CASTIELLO
et al., 2014; SUAREZ et al., 2014; BHONSLE et al., 2015). Além disso, os experimentos in
vitro sao compativeis com o conceito dos 3Rs no uso de animais em pesquisa: redugao do niime-
ro de animais, refinamento dos procedimentos e protocolos para minimizar a dor e o estresse,
e a substituicdo por outras formas que ndo envolvam animais (BERKENBROCK; BRASIL
PINTARELLI et al., 2018).

Figura 2.6 — Batatas sendo usadas em experimento in vitro para analisar possiveis 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-
croscopicos da eletroporagao nao sejam mascarados por outros fendomenos 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 aminoacidos livres, o que resulta em
uma condutividade elétrica maior na regiao. Além disso, a quantidade de fenois presentes no
tecido da batata pode variar entre batatas individuais, principalmente se estas tiverem formas
de cultivo diferentes (OEY et al., 2016).

IMedula externa

Raio medular

Pele

Anel vascular

Figura 2.7 — Sessao transversal de uma batata e suas estruturas internas. Fonte — Adaptado de
(OEY et al., 2016)
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MATERIAIS E METODOS

Nesta secao sao apresentadas as metodologias, ferramentas e materiais utilizados no

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

e Modelagem numérica e simulacao;
e Confeccao dos géis condutores;
e Estudo in vitro da geometria em questao e diferentes géis;

e Analise estatistica dos dados.

3.1 MODELAGEM NUMERICA E SIMULACAO

A modelagem numérica foi desenvolvida no software COMSOL Multiphysics (COMSOL
AB, Sweden), que permite a simulagao tridimensional através do método de elementos finitos.
Este método numérico consiste na subdivisao de dominios complexos em pequenas partes en-

contrando solugoes aproximadas através de equagoes diferenciais (MACEJKOVIC; HEANEY,
1999).

Foi utilizado o moédulo de corrente estacionaria do COMSOL para resolver as equagoes
do modelo (Equagao 2.1 e Equagao 2.2) de eletroporagao anteriormente descritas na Subsegao

2.3.3. Os parametros utilizados nas simulagoes sao descritos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Parametros do modelo de eletroporacao

Parametro Valor
Permissividade relativa do eletrodo 1
Condutividade elétrica do eletrodo 1,74 x 10° S/m
Permissividade relativa da batata 1
Condutividade elétrica inicial da batata (og) | 0,03 S/m

continua na préxima pagina
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Tabela 3.1: Parametros do modelo de eletroporagéo (continuagao)

Condutividade elétrica final da batata (¢,,4.) | 0,36 S/m
Limiar de ER da batata (E.,) 20 kV/m
Limiar de EIR da batata (F,; ) 80 kV/m
Constante C 8
Constante D 10

Fonte — (BERKENBROCK; BRASIL PINTARELLI et al., 2018).

A geometria modelada (Figura 3.1) compreende uma regiao descontinua (protuberancia)
que representa o caso mais extremo de difracao de campo elétrico na interface entre o ar e o
tecido. Desta forma, a metodologia de otimizacao de gel pode ser usada para casos especificos

de eletroquimioterapia.

Além disso, as anélises foram delimitadas em uma regiao de interesse, determinada
por um cilindro alinhado com o centro do eletrodo e o topo da protuberancia. O volume de
tecido eletroporado pode crescer de maneira irregular com o aumento da condutividade do
gel, principalmente pelo efeito de bordas e regides de interface entre tecidos (assim como a
descontinuidade simulada). Por isso ¢ interessante, do ponto de vista prético, delimitar a regiao

de interesse a uma geometria regular.

Foram escolhidos eletrodos agulha pois o afastamento entre as agulhas e o nivel de
tensao sao fixos. Desta forma, o tratamento tende a ser menos complexo para os profissionais
da saide em relacao aos eletrodos de placas paralelas, que demandam diferentes afastamentos
e potenciais elétricos para cada nédulo tumoral. As agulhas foram completamente inseridas no
tecido e o afastamento entre as as mesmas foi ajustado entre suas extremidades, nao entre seus

centros que é um erro comum ao simular. O gel condutor foi simulado como um bloco.

Eletrodo

Interesse

Tecix

Figura 3.1 — Modelo geométrico simulado. Fonte — Elaborada pelo autor
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A Tabela 3.2 mostra os parametros geométricos utilizados no modelamento.

Tabela 3.2 — Parametros da geometria nas simulacoes

Parametro Valor (mm)
Altura da base 25
Largura da base 50
Profundidade da base 50
Altura da protuberancia 10
Largura da protuberancia 50
Profundidade da protuberancia 25
Altura das agulhas 13,5
Diametro das agulhas 0,7
Afastamento entre as agulhas )
Diametro do cilindro de interesse 7,5
Altura do cilindro de interesse 19,375

Fonte — Elaborada pelo autor.

A malha de elementos finitos, utilizada na aplicacao do método para dividir a anélise em
diversos elementos, foi automaticamente gerada pelo software na opcao extremely fine e resultou
em 1.789.467 elementos na simulagao sem gel condutor e 1.978.071 elementos na simulacao com

gel condutor.

O protocolo de EQT consiste de 8 pulsos de tensao. Entretanto, na simulagao compu-

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

modulo do COMSOL utilizado.

Todas as simulagoes deste trabalho foram realizadas em um computador pessoal (com
processador AMD Ryzen 5 3600 3,6 GHz com 16 GB de memoéria RAM) rodando sistema
operacional Windows 10 64 bits (Microsoft, Inc., Redmond, Estados Unidos).

3.2 PREPARO DOS GEIS CONDUTORES

Foram escolhidos dois géis comerciais para os experimentos in wvitro: 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 serao abordados na secao 4.1, foi verificado que estas condutividades de gel seriam

suficiente para eliminar o blind spot na geometria em questao.

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 agar-agar, que ¢ um hidrocoldide gelatinoso extraido de algas marinhas, com uma
solucao salina de 0,045% de concentragao de NaCl, na proporgao de 0,8 g de agar-agar para

100 ml de solugao salina. A mistura foi aquecida até o ponto de ebulicao e, apos, refrigerada.
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Outro método testado, proposto pelo autor, parte da mistura de agua deionizada (solu-
¢ao de baixa condutividade) com soro fisiologico (solugao salina de alta condutividade), numa
proporc¢ao que se chegue a uma solucao salina com a condutividade elétrica desejada. A dgua
deionizada foi obtida através de um deionizador presente no Laboratério Multiusuério de Es-
tudos em Biologia (LAMEB) da UFSC e armazenada em recipiente sob refrigeracao. O soro
fisiologico (solugao cloreto de sddio 0,9%) da marca Panvel (Panvel, Sao Paulo) foi comprado
em farmécia no dia do experimento e estava dentro do prazo de validade. Na solugao salina
sao adicionados carbopol 940 (Auro’s Quimica Industria Comércio LTDA, Sao Paulo), que é
um espessante comumente usado na industria de cosméticos na fabricagao de produtos em gel,
e alcalinizante liquido T85 (Auro’s Quimica Industria Comércio LTDA, Sao Paulo), que serve
para elevar o pH da mistura e assim permitir a gelificacao da solucao. 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 sao descritas na secao 4.2. Apos preparar a solugao 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 apos esse tempo o alcalinizante T85 foi

adicionado.

3.3 EXPERIMENTACAO IN VITRO

Os estudos in vitro foram realizados no intuito de evidenciar as diferencas de corrente
e de area 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 impedancia Agilent 4291A (Agilent, Inc.
California, USA) e um aparato desenvolvido no laboratério. Ambos equipamentos sdo descritos

com detalhes na subsecao 3.4

O protocolo de EP usado segue as recomendagoes ESOPE (MIR; GEHL et al., 2006) e
consiste na aplicagao de 8 pulsos de 100 us numa frequéncia de 1 Hz com um campo elétrico de
100 kV/m (500 V em 5 mm de afastamento entre as agulhas). O equipamento de eletroporagao

utilizado é descrito na subsecao 3.4.

As batatas (solanum tuberosum) foram compradas no dia dos experimentos e foram cor-
tadas cuidadosamente utilizando uma lamina dobrada de tal forma a se obter a descontinuidade
de 90 graus na batata. Apds o corte, as amostras foram secas com folhas de papel para que
nao houvesse acumulo de liquidos provenientes da batata que possam influenciar no processo

de oxidagao do tecido e mascarar os resultados.

O eletrodo agulha foi introduzida na regiao da descontinuidade de maneira que uma das
agulhas ficasse totalmente inserida na protuberancia e a outra parcialmente. O gel foi inserido
posteriormente de forma a cobrir toda regiao 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 adigao do gel (Figura 3.2 B.)

Apos a aplicacao da eletroporacao, as amostras foram armazenadas em recipientes sela-

dos, sobre uma toalha de papel umedecida com 3 ml de 4cido citrico 4% por um periodo de 24
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Figura 3.2 — Configuragao experimental (a) Sem gel condutor; (b) Com gel condutor. Fonte —
Elaborada pelo autor

horas numa sala a 25 °C. O ambiente acido no qual as amostras sdo submetidas desacelera o
processo de oxidacao natural. Apds o tempo de descanso, as amostras foram cortadas com uma
faca convencional no plano dos eletrodos e secas novamente com toalha de papel, para que o

efeito da eletroporacao no interior da batata fosse avaliado.

A cada amostra submetida ao corte, protocolo de eletroporagao e armazenamento, todos

os instrumentos, ferramentas e o eletrodo foram higienizados com folhas de papel e alcool 70%.

Para cada um dos quatro grupo experimentados, foi utilizada um tamanho de amostra
de 14 (N = 14). Um grupo controle também foi testado com o mesmo protocolo, mas com

nenhuma tensao aplicada.

3.4 EQUIPAMENTOS E FERRAMENTAS UTILIZADAS

O equipamento utilizado para realizar a eletroporagao (Figura 3.3) foi desenvolvido no
IEB-UFSC e consiste de um gerador de sinais programével compativel com os protocolos de
eletroporagao para tratamento de céncer e oferece suporte para diversos tipo de eletrodos. O

equipamento possui tensao de saida maxima de 800 V e corrente maxima de 25 A.

Figura 3.3 — Equipamento eletroporador desenvolvido no IEB
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Nas medicoes de condutividade de solucoes liquidas, como no processo inicial do preparo
dos géis, foi utilizado o medidor de condutividade portéatil HI 8733 (Figura 3.4) da fabricante
Hanna Instruments. Este equipamento dispoe de uma ponteira ideal para solucoes aquosas e

possui range de 0,1 pS/m a 199,9 mS/m com acuricia de £1% do fundo de escala.

Figura 3.4 — Medidor de condutividade HI 8733

Ja para as solugoes viscosas, foi utilizado o analisador de impedancia Agilent 4294A
(Agilent, Inc., California, USA) que possui range de frequéncias de 40 Hz a 110 MHz com reso-
lu¢do de 1 mHz, range de impedancia de 3 mQ a 500 M{2 com acurécia de £0,08%. Juntamente
com o analisador de impedancia, foi utilizado um suporte cilindrico (Figura 3.5) com diametro
e altura de 15 mm. Eletrodos de ouro foram acoplados nas bases do cilindro. O gel é inserido de
forma a preencher todo o interior do cilindro. A cada medic¢ao, o suporte e os eletrodos foram

limpos com agua corrente e secos com folhas de papel.

Eletrodos
de ouro

Gel Condutor

[ Compartimento
Cilindrico

Figura 3.5 — Suporte cilindrico para medigao de condutividade de géis. (a) Esquematico 3D da
area (A) e altura (l) usadas para o calculo. (b) Suporte aberto com eletrodos de
ouro. Fonte — (PINTARELLI et al., 2019)

A condutividade pode ser calculada através da Equacao 3.1.
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onde o representa a condutividade do material medido [S/m], | representa a altura do cilindro
[m], A representa a area da base do cilindro [m?] e R a resisténcia a 10 kHz medida no analisador
de impedancia [€2].

As medigoes de tensao e corrente foram feitas com o osciloscopio Tektronix DP0O2012B

e a ponteira de corrente Tektronix A621.

As fotos das amostras foram tiradas em um suporte com lampada fixa (Figura 3.6),
de forma a padronizar o brilho das imagens e a distancia da camera. As fotos foram tiradas
com o celular Samsumg J5 Prime. As andlises 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 balanca

de precisao e uma pipeta, respectivamente.

3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Valores de corrente observados nos experimentos foram submetidos ao teste de norma-
lidade de Shapiro-Wilk a 95% de nivel de confian¢a que indicaram aderéncia a distribuigao
normal dos quatro grupos de dados. Os dados também foram submetidos ao teste t nao pare-
ado com varidncias desconhecidas, que indicaram diferenca estatistica entre os quatro grupos

de dados a um nivel de confianca de 95%.
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RESULTADOS

Neste capitulo sao apresentados os resultados obtidos na modelagem numérica, no pre-

paro dos géis e na experimentacao n vitro.

4.1 ESTUDO IN SILICO

Foi avaliada quantitativamente a corrente nos terminais do eletrodo e o volume de tecido
que foi submetido a ER e EIR. Foi avaliado qualitativamente o blind spot na segao transversal

da descontinuidade.

A Figura 4.1 mostra as correntes simuladas em fun¢ao da condutividade do gel, variando
de 0,0004 S/m a 0,5 S/m, para tensoes variando de 300 V a 700 V.

[T

s

Corrente elétrica (A)

Blind Spot S~

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Gel conductivity [S/m]

Figura 4.1 — Corrente nos terminais do eletrodo em fungao da condutividade do gel. Fonte —
Elaborada pelo autor



Capitulo 4. Resultados 36

A Figura 4.2 mostra o volume de tecido eletroporado (campo elétrico acima de 20 kV /m)
na regiao de interesse, em relacao a condutividade do gel, para tensoes variando de 300 V a

700 V.

o
F

NN
N

o
w

- Regido de ~

Volume eletroporado (cm?)

0.2 -
Blind Spot ~ 4 -
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Condutividade do gel (S/m)

Figura 4.2 — Volume de tecido eletroporado (em®) em fun¢ao da condutividade do gel. Fonte —
Elaborada pelo autor

A Figura 4.3 mostra o volume de tecido submetido a RE a IRE, a 500 V, em relacao a
condutividade do gel.

0.40 — ; 0.10
o L0.08 &
g g
Zo.

3 =
< 0.06 ©
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g g
= 5
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= £0.04 S

0.25 0.02
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Condutividade do gel (S/m)

Figura 4.3 — Volume de RE e Volume de IRE (cm?®) em fungdo da condutividade do gel para
500 V. Fonte — Elaborada pelo autor

A Figura 4.4 mostra o campo elétrico na regiao da descontinuidade para diferentes

valores de condutividade do gel. A tensao utilizada entre os terminais do eletrodo foi de 500 V.
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A cor cinza claro representa a area onde o campo elétrico foi abaixo de 20 kV/m (sem efeitos
significantes), a cor cinza representa o campo elétrico entre 20 e 80 kV/m (RE) e a cor cinza
escuro representa campo elétrico acima de 80 kV/m (IRE). Os blind spots foram marcados com

um circulo vermelho.

A - A c
J %
D 0 E I .
G I H i |
J K l L m

Figura 4.4 — Campo elétrico na regido da descontinuidade para gel de condutividade: (A) 0,0001
S/m; (B) 0,01 S/m; (C) 0,02 S/m; (D) 0,03 S/m; (E) 0,04 S/m; (F) 0,05 S/m; (G)
0,06 S/m; (H) 0,07 S/m; (I) 0,08 S/m; (J) 0,09 S/m; (K) 0,1 S/m; (L) 0,2 S/m

E possivel observar que a area de blind spot reduz conforme o aumento da condutividade

do gel, sendo completamente eliminada a partir do gel de 0,08 S/m.

4.1.1 Outras simulagoes

Foi observado durante os experimentos que a aplicacao do gel é um processo delicado
e o mesmo pode ficar distribuido de maneira heterogénea na superficie da amostra. No intuito
de avaliar o impacto na distribuicao de campo elétrico, foram simuladas algumas configuracoes
que recorrentemente foram vistas nos experimentos in vitro. Todos os casos foram simulados

com 500 V de potencial entre os terminais do eletrodo.
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Foi simulado o caso onde o gel forma um arco e uma das agulhas nao é completamente
imersa no gel (Figura 4.5). O arco foi simulado utilizando a operagao Fillet, com parametro de
raio de 18 mm. Este problema pode acontecer devido a aplicagao indevida e também caso o gel

preparado nao fique consistente o suficiente, podendo escorrer.

_—

Figura 4.5 — Geometria em arco simulada

A Figura 4.6 mostra o resultado das simulagdes com a geometria em arco, os blind spots
estdo marcados com um circulo vermelho. E possivel reparar que o blind spot s6 é eliminado a
partir do gel de 0,19 S/m, diferentemente da aplicagao padrao onde o gel de 0,08 S/m ja era

suficiente para solucionar o problema.

Figura 4.6 — Campo elétrico na regiao da descontinuidade com gel em formato de arco para:
(A) 0,05 S/m; (B) 0,07 S/m; (C) 0,09 S/m; (D) 0,11 S/m; (E) 0,13 S/m; (F) 0,15
S/m; (G) 0,17 S/m; (H) 0,19 S/m; (I) 0,21 S/m
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Foi simulado também o caso onde o espaco entre a agulha e a descontinuidade nao é
devidamente preenchido por gel (Figura 4.7) Esse problema pode acontecer pois héd um pequeno
espago entre a agulha e a descontinuidade e o gel é aplicado por fora, podendo deixar esse espaco

nao preenchido.

Figura 4.7 — Geometria com espago sem gel entre agulha e descontinuidade

A Figura 4.8 mostra o resultado das simulagoes com o espago sem gel entre a agulha
e a descontinuidade, os blind spots estao marcados com um circulo vermelho. Os resultados
demonstram que este é um problema critico, distorcendo em excesso a distribuicao de campo

elétrico, mesmo com um gel de alta condutividade como mostrado na Figura 4.8 F.

Figura 4.8 — Campo elétrico na regiao da descontinuidade com a falta do gel entre a agulha e
a descontinuidade para: (A) 0,1 S/m; (B) 0,2 S/m; (C) 0,5 S/m; (D) 1 S/m; (E)
2S/m; (F)4S/m
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4.2  GEIS CONDUTORES

4.2.1 Preparo proposto por Ivorra e Rubisnky

Nao 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 medigoes de condutividade elétrica na dgua deionizada e no soro fisi-
ologico, para que fosse possivel aproximar a quantidade de cada um na mistura. A Tabela 4.1
mostra os resultados de condutividade para a agua deionizada e o soro fisiol6gico. Foram feitas

7 medidas (N = 7) para cada solugao.

Tabela 4.1 — Condutividade elétrica da agua deionizada e soro fisiologico.

Agua Deionizada Soro Fisiologico
Média (S/m) 0,0016 1,97
Desvio Padrao (S/m) 0,00015 0,029

Fonte — Elaborada pelo autor

Foi variada a condutividade da solugao salina (4gua deionizada e soro fisioldgico) e a
fracao da receita de quimicos (carbopol 940 e alcalinizante T85) de maneira a avaliar o efeito

dos quimicos na condutividade resultante dos géis.

Cinco géis produzidos foram medidos e relatados. A Tabela 4.2 mostra os parametros
utilizados em cada gel e o resultado das medigoes de condutividade elétrica (média e intervalos

de confianga para 95% de nivel de confianga). Foram tomadas 3 medidas para cada gel (N =
3).

Tabela 4.2 — Géis preparados.

Condutividade da solugao sa- | Fracao da receita Condutividade elétrica medi-
lina (S/m) 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

* Nao gelificou da maneira adequada.

Fonte — Elaborada pelo autor

Através dos trés primeiros géis apresentados na 4.2, foi observado que os quimicos uti-
lizados interferem aditivamente na condutividade do gel. Os trés géis foram preparados com

uma solucao salina de condutividade fixa, variando apenas a fracao da receita. Neste caso, o
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aumento da condutividade resultante do gel foi aproximadamente proporcional & quantidade

de quimicos utilizados.

Através dos dois ultimos géis apresentados na 4.2, foi possivel que solugoes salinas mais
condutivas requerem mais quantidade de quimicos para gelificar de maneira adequada. Foi
preparado um gel com solugao salina de 0,4 S/m e 100% da receita proposta, o que nao resultou
e um gel adequado. Logo foi testado uma nova solugao salina de alta condutividade (0,45 S/m)
com um aumento de 50% nos quimicos (150% da receita proposta), o que demonstrou uma

gelificacao adequada.

Através das observacoes feitas na confeccao dos géis, foi possivel chegar a uma equacgao
empirica para controlar a condutividade elétrica do gel em funcao da fragao da receita e da

condutividade da solucao salina.
O gel = 0,1 R+ O solucio (41)

onde o, representa a condutividade resultante do gel [S/m], R representa a fracao da receita
€ Osolucao epresenta a condutividade da solugdo salina [S/m|. Esta equac@o ainda deve ser

validada.

4.3 EXPERIMENTACAO IN VITRO

A Figura 4.9 mostra a comparagao entre os resultados da simulagao e amostras de batata

apos serem submetidas ao protocolo de eletroporacao com diferentes géis.

Foi verificado que, como esperado, os géis de 0,1 e 0,2 S/m homogenizam a distribui¢ao
de campo elétrico de forma a eliminar o blind spot, enquanto que o gel de 0,057 S/m nao 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 confianga para 95% de nivel de

confianga).

Tabela 4.3 — Resultados de corrente elétrica

Experimento Corrente  simulada | Corrente experimen- | Desvio (%)
(A) tada (A)

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 nao houve quaisquer marcas ou escurecimento no tecido.
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Numerical Simulation In Vitro
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Figura 4.9 — Comparacao entre simulacdo (in silico) e estudo in vitro: (A) Sem gel; (B) Gel de
0,057 S/m preparado pelo autor; (C) Gel comercial de 0,1 S/m; (D) Gel comercial
de 0,2 S/m;
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DISCUSSAO

Neste capitulo, serao discutidos os resultados obtidos neste trabalho, bem como os pro-

cedimentos utilizados.

5.1 EXPERIMENTACAO IN VITRO

O uso da batata (solanum tuberosum) como modelo de eletroporac¢do permite a anélise
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 rapido,
barato e compativel com a redugao do uso de animais em pesquisas para testar novas configu-
ragoes de eletrodos, parametros do protocolo de EP, modelos numéricos e também avaliar o

funcionamento de dispositivos de eletroporacao.

Neste trabalho, o modelo vegetal permitiu analisar visualmente a difragao do campo elé-
trico numa geometria de protuberancia que resulta uma interface entre tecido e ar. A aplicagao
de géis de diferentes condutividades provocaram diferencas no escurecimento do tecido da ba-
tata, sobretudo na eliminacao 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 difracao do campo elétrico cause
blind spots, desde que haja uma combinac¢ao da condutividade do gel com a condutividade do

tecido biologico.

Em termos de corrente elétrica, foi verificado um aumento na corrente entre os géis
testados, chegando a uma diferenca 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 resisténcia. Este
é um ponto que merece aten¢ao, uma vez que na EQT a corrente elétrica é aplicada em um
tecido biologico vivo. Logo, a experimentacao in vitro, junto da modelagem numérica também

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

eletroporador é capaz de suprir esta demanda.

Entretanto, ao passo que o parametro de corrente elétrica se mostra um parametro com
boa repetibilidade, o escurecimento do tecido é influenciado por varios fatores externos, sendo
uma desvantagem do uso deste modelo vegetal. Foi constatado que qualquer actimulo de liqui-
dos no tecido da batata provoca a oxidacao e, consequentemente, o escurecimento indesejado
do tecido. Esta variavel também esta relacionada a fatores dificeis de controlar, como o nivel
de maturacdo 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 regiao da batata onde é aplicada a EP também
influencia no resultado. A EP realizada proxima ao anel vascular tende a nao escurecer de-
vidamente, enquanto que a aplicagao proxima a medula interna mostrou melhores resultados.
Todos estes fatores aumentam o nivel de detalhamento necessario neste tipo de experimentacao
e diminuem a repetibilidade do processo, em termos de escurecimento do tecido, ainda que o

protocolo de experimentacao seja 0 mesmo.

Outra limitagao da batata é que na maioria dos casos é invidvel analisar o volume
eletroporado, limitando a andlise apenas a uma secao transversal do tecido. Além disso, na

area escurecida nao ha distingao entre regiao de ER e EIR.

5.2 MODELAMENTO NUMERICO E ESTUDOS IN SILICO

O modelamento numérico é uma ferramenta importante no pré-tratamento de EQT
pois com a resolugao de modelos criados a partir de medicoes praticas realizadas, é possivel, em
ambiente virtual, simular e extrapolar o comportamento das grandezas fisicas que envolvem a

EQT.

A partir da simulagao computacional foi possivel avaliar o comportamento da corrente
elétrica e do volume de tecido eletroporado em relagao a condutividade elétrica do gel aplicado
para diversos valores. Também foi avaliado qualitativamente a difracao de campo elétrico na
regiao 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 funcao do aumento
da condutividade do gel empregado. Entretanto, este aumento se déa de forma irregular para
géis de maior condutividade pelo efeito difrativo de bordas e regioes 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 serd mais efetivo, na
pratica temos regioes de eletroporacao isoladas e irregulares, que nao contribuem significativa-
mente para o tratamento. Devido a este efeito, foi proposto neste trabalho a analise em uma
regiao de interesse, determinada por um cilindro centralizado com as agulhas do eletrodo. O uso
de um soélido regular como regiao de interesse permite manejar as variaveis da EQT, incluindo
a condutividade do gel, para obter a maior regiao geometricamente regular com campo elétrico

adequado para o tratamento. Este tipo de aplicacao também permite passar informagoes pre-



Capitulo 5. Discussao 45

cisas e simples pra equipe médica que ird realizar o procedimento, reduzindo a complexidade

do tratamento e proporcionando um passo exato para multiplas aplicacoes.

[ S . Isosurface: Etectric field nlofm (V/m) Isosurface: Electric field norm (V/m)
Isosurface: Electric| field notm (V/m) Tsosurface: Electrie field nomm : ) N “ )
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Figura 5.1 — Campo distorcido em casos extremos. Regioes transparentes representam a area
onde o campo elétrico foi abaixo de 20 kV/m (sem efeitos significantes), a cor
cinza representa o campo elétrico entre 20 e 80 kV/m (RE) e a cor cinza escuro
representa campo elétrico acima de 80 kV/m (IRE).

Através das Figuras 4.1 e 4.2 é possivel perceber que o volume de EP alcanca um platd
na regiao de interesse, enquanto a corrente elétrica continua crescendo. Minimizar a corrente
elétrica nos tecidos biolégicos pode reduzir o efeito Joule e as contra¢oes musculares durante
o tratamento. A Figura 4.3 mostra que o volume de IRE cresce constantemente, enquanto
enquanto o volume de RE decresce com o aumento da condutividade do gel. Embora regides
de IRE sejam inevitéveis na EQT, é desejavel minimiza-las ao maximo, principalmente quando
o tratamento envolve regioes sensiveis como cérebro e olhos, mas também em funcao da alta
seletividade e preservabilidade dos tecidos saudéveis que a EQT pode oferecer. Essas simula¢oes
mostram que ao invés de um valor de condutividade de gel 6timo e fixo a ser aplicado na maior
parte dos casos, como sugeriu Ivorra et al. (2008), a otimizagao e preparacao do gel condutivo
pode ser incluido na etapa de pré-tratamento para, além de contribuir na distribuicao do campo
elétrico e eliminar blind spots, otimizar volume de RE e IRE, corrente elétrica e margem de

campo elétrico.

E importante salientar que o tecido da batata é menos condutivo que os tecido normais e
tumorais (BERKENBROCK; BRASIL PINTARELLI et al., 2018). Isto significa que os valores
de condutividade de gel diferem entre a batata e tumores. Entretanto, a mesma rotina de
simulagao e preparo do gel associado a batata pode ser aplicado no pré-tratamento de um caso
clinico de EQT.

Também foram simulados possiveis problemas relacionados & aplicagao do gel. O escor-
rimento do gel pode descobrir uma das agulhas, o que dificulta a homogenizacao do campo
elétrico, sendo necessario um gel mais condutivo para contornar este problema. Entretanto, o
nao preenchimento do espago entre a agulha e a protuberancia mostrou um efeito mais adverso,
provocando uma extrema difracao do campo elétrico. Este tipo de analise também pode ser

incluida no pré-tratamento e as informacoes passadas aos profissionais de satde que conduzirao
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o tratamento.

O desvio entre a corrente simulada e a corrente experimentada foi de 9,6% no pior caso.
Esta anélise indica que o modelo numérico empregado é uma boa forma de prever a corrente

elétrica.

5.3 PREPARO DOS GEIS

O preparo dos géis foi uma etapa importante neste trabalho, uma vez que o tinico 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 sequéncia dos trabalhos relacionados a gel conduti-
vo, aplicou géis em um estudo in vivo para o tratamento de tumores implantados em ratos.
Entretanto, nesta ocasiao foi aplicado um gel comercial, fora da faixa o6tima proposta pelo
autor e mencionado como inadequado para a aplicagao, embora tenha apresentado melhora
no resultados. Portanto, ao passo que existem trabalhos que evidenciem as vantagens de géis
especificos pra EQT (IVORRA et al., 2008; SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016; PINTA-
RELLI et al., 2019), ndo ha 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 nao apresentou sucesso. Mesmo apos o aquecimento da solucao ao ponto de ebulicao, em
todas as tentativas a mistura continuou liquida, 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 alcool
gel, utilizando dois produtos quimicos comumente utilizados para espessar e gelificar solugoes

liquidas.

Tantos os géis comerciais quanto os géis preparados demonstraram o funcionamento
esperado nos experimentos in wvitro sendo o gel preparado pelo autor e utilizado na experi-
mentagao (0,057 S/m) foi especificamente escolhido pelo fato do mesmo nao eliminar o blind

spot.

Através das medigoes de condutividade elétrica dos géis preparados, foi possivel aproxi-
mar uma equagao que permite manipular a condutividade do gel em funcao da condutividade
da solucao salina e a quantidade de quimicos adicionados. Entretanto, esta equagao demanda

validacao através de ensaios experimentais.

Da mesma forma, outra importante anélise a ser feita é o efeito da autoclavagem na
condutividade do gel. Este processo é necessario para eliminar os agentes patogénicos presentes

no gel, permitindo o uso clinico de maneira segura.
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TRABALHOS FUTUROS

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, surgiram sugestoes e ideias para utilizar
os géis condutores e estudos in wvitro. Neste capitulo, serao apresentados os experimentos e

trabalhos que poderao suceder a partir dos resultados obtidos.

6.1 PATENTE DO METODO DE PREPARO DO GEL CONDUTOR

Estéa sendo avaliada a possibilidade de patentear o método de preparo do gel condutor
para eletroquimioterapia. Ja existem patentes relacionadas ao preparo e ao uso de géis condu-
tores com eletroquimioterapia, o que estd sendo analisado na revisao patentaria que esta 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 biologicos para o estudo de distri-
buicao do campo elétrico. Isto significa que usando géis condutores de baixa condutividade é
possivel avaliar o efeito de, por exemplo, ossos ou dentes, que sao tecidos de baixa condutividade

e que comumente promovem difracao no campo elétrico na EQT.

6.3 METODO DE OTIMIZACAO PARA GEIS CONDUTORES EM EQT

Planeja-se publicar um trabalho explanando um método para otimizacao computacional
do gel condutor para eletroquimioterapia, apresentando experimentos para a validacao da equa-
¢ao de condutividade de gel e os efeitos da autoclavagem do gel, juntamente com estratégias
de simulacao e experimentacao para determinar a condutividade 6tima 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 otimizacao 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 especifico para o tratamento na etapa

de pré-tratamento.
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CONCLUSAO

Os estudos realizados neste trabalho mostraram a eficicia dos géis condutores na ho-
mogeneizagao da distribuicao do campo elétrico na eletroporagao de tecidos e eliminacao de
blind spots. Foi demonstrado que a otimizagao do gel condutor pode reduzir a quantidade de
eletroporagao irreversivel e a corrente elétrica em mais de 20%. Sao necessarios novos estudos
em relagao ao preparo dos géis para que haja controle na condutividade do gel e para que os

géis se adéquem aos padroes de segurancga para uso clinico.
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