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RESUMO

No tratamento por eletroquimioterapia em regides de significantes extensoes
neoplésicas, o presente estudo propde uma familia de trés eletrodos, um eletroporador e uma
metodologia de andlise quantitativa para a avaliacdo de eletrodos. A eletroporagdo ¢ um
fendmeno relacionado ao aumento da permeabilidade da membrana celular quando submetida
a campos elétricos na ordem de kV/m. Quando associada a devida dosagem de
quimioterapicos, ¢ denominada de eletroquimioterapia — EQT. Para que os eletrodos satisfacam
a distribui¢do satisfatoria de campo elétrico em regides de tecidos vivos, os parametros
construtivos foram aprimorados por simulacdes computacionais (COMSOL Multiphysics®) e
testados em tubérculos de batata (Solanum tuberosum), para a aquisicao das correntes elétricas
e das areas totais eletroporadas destacadas por um marcador vermelho. Cada um dos trés
eletrodos foram construidos com dois ou mais polos, com até cinco polaridades independentes,
que podem ser comutadas automaticamente pelo eletroporador. Esta técnica permitiu otimizar
a eficacia da eletroquimioterapia para esta proposta de eletrodos. A revisdo sistemadtica na
literatura cientifica ndo identificou similaridade dos beneficios destes eletrodos para a EQT. A
partir das informagdes literarias dos dados tedricos e experimentais obtidos foi possivel
desenvolver uma metodologia quantitativa com potencial de avaliar eletrodos, com resultados
padronizados, sem a utilizagdo de cobaias animais. As simulagdes computacionais demonstram
que, devido a imposi¢ao de campo elétrico pelos polos dos eletrodos em contato com os tecidos
vivos, ha possiveis tratamentos em profundidades proximas de 5 cm e 4reas, entre 3 cm? até
20 cm? (sec¢do longitudinal). As simulagdes também sdo importantes na obtengdo dos valores
de corrente elétrica, que atingem algumas dezenas de Amperes, viabiliza informagdes para o
planejamento do tratamento e, principalmente, se o eletroporador possui capacidade
operacional para cada caso. Este trabalho contribui com melhorias praticas em EQT, dado o
projeto e construcdo do eletroporador de elevadas tensdes e da familia de trés eletrodos, além

de oferecer uma metodologia para a padronizagao de eletrodos e consequente avaliacao destes.

Palavras-chave: Eletroporacdo; Eletroquimioterapia; Eletrodos; in vitro; in silico.



ABSTRACT

In the treatment of neoplasms by electrochemotherapy in regions with significant
extensions for this technique, the present study proposes a family of three electrodes, an
electroporator and a quantitative analysis methodology for the evaluation of electrodes.
Electroporation is a phenomenon related to the increase in cell membrane permeability when
subjected to electric fields that can reach kV /m. When associated with the proper dosage of
chemotherapy, it is called electrochemotherapy — EQT. In order for the electrodes to reach the
desired electric field distribution in living tissue regions, the constructive parameters were
improved by computer simulations (COMSOL Multiphysics®) and tested on potato tubers
(Solanum tuberosum) for the acquisition of electrical currents and total electroporated areas,
highlighted by a red marker. Each one of the three electrodes was built with two or more poles,
with up to five independent polarities, which can be automatically switched by the
electroporator. This technique allowed to optimize the effectiveness of electrochemotherapy for
the proposed electrodes. A systematic review of scientific literature did not identify similar
benefits to these electrodes for EQT. Based on literary information, theoretical and
experimental data obtained in this study, it was possible to develop a quantitative methodology
with the potential to evaluate electrodes, presenting standardized results, without the use of
animal testing. Computer simulations demonstrate that, due to the imposition of an electric field
by the electrode poles in contact with living tissue, there are possible treatments close to 5 cm
deep and areas, between 3 cm? to 20 cm? (longitudinal section). Simulations are also important
in obtaining electrical current values, that can reach tens of Amperes, providing information for

treatment planning as well as if the electroporator has operational capacity for each case.

Keywords: Electroporation; Electrochemotherapy; Electrodes; in vitro; in silico.
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1 INTRODUCAO

O cancer, também conhecido como neoplasia maligna, pode ser definido como
alteragdes no comportamento celular, ou seja, alteragdes na estrutura do DNA que produzem
crescimento incontroldvel e um incontido acimulo desordenado de células. O organismo
humano ¢ composto por células dispostas de forma organizada e interativa na formacao de
tecidos. A maioria das células se renova constantemente em um processo altamente organizado,
sempre dependente do codigo genético pré-estabelecido, que determina sua capacidade de
crescer, diferenciar-se, funcionar, reproduzir-se e morrer. Por consequéncia, conjuntos de agdes
coordenadas regulam as func¢des bioquimicas de todas as células, de maneiras a provir o
controle de quando e como se reproduzir e crescer (FUCHS; STELLER, 2011).

Mundialmente, a incidéncia de cancer tem aumentado de maneira independente do
crescimento demografico. Apesar do aumento de mortalidades devido a doenga ter seguido em
elevacdo em paises ricos e pobres, as andlises das tendéncias atuais indicam que as transi¢des
econdmica e social em curso, em diversos paises de baixa e média renda, estdo relacionados a
mudanca de padrdes alimentares e ao aumento da exposigao a fatores hormonais (GUERRA et
al.,2017).

Atualmente, existem varias terapias para o tratamento do cancer, onde as principais
sdo citadas a seguir:

A cirurgia oncologica ¢ a terapia mais antiga no tratamento local do cancer, e
atualmente de vasto uso quando a doenga ¢ detectada no estigio inicial. E adotada desde
procedimentos simples de bidpsias, até os casos de remoc¢do de metastases (DA SILVA, 2016).

O tratamento quimioterapico ¢ um tratamento sistémico, com incidéncia sobre células
doentes e saudaveis, que geralmente utiliza aplicagdo por via venosa. A quimioterapia pode ser
curativa (para a obten¢cdo do controle completo do carcinoma), adjuvante (complemento a
cirurgias, e em algumas outras técnicas, como prevengao quanto a eliminacao de células doentes
remanescentes, aplacamento da incidéncia de recidiva), neoadjuvante (com o proposito de
reduzir o tamanho do carcinoma, com posterior intervengao cirurgica), ¢ paliativa (apenas na
melhoria da qualidade de vida do paciente, devido a impossibilidade de cura) (WAGNER et
al.,2017).

A radioterapia busca destruir ou inibir células anormais propensas a se tornarem
carcinomas. Com recorréncia, esta metodologia de tratamento ¢ utilizada como tratamento local

principal. Com esse intuito, sdo utilizadas radiagdes ionizantes, geralmente Raios X, Raios
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Gama e feixe de elétrons provenientes de aceleradores lineares de alta energia. Na radioterapia,
ha um cuidadoso planejamento para poupar o tecido sauddvel em detrimento ao tecido
neoplasico. Embora as células saudaveis possam ser danificadas neste tratamento,
frequentemente elas podem se reparar, o que nao ocorre com as c¢lulas adoecidas e
carcinomatosas. De acordo com a avalicdo médica, o melhor método de radioterapia pode ser
escolhido entre: radioterapia de intensidade modulada (IMRT), radioterapia externa,
radioterapia conformacional 3D, radiocirurgia estereotaxica (Gamma Knife) e braquiterapia. Da
mesma forma que a quimioterapia, os tratamentos sdo classificados como adjuvante,
neoadjuvante e paliativo (BASKAR et al., 2012).

A hormonioterapia consiste em uma terapia que busca impedir a acdo dos hormonios
em cé¢lulas tumorais sensiveis, com receptores especificos para horménios como o estrogénio e
a progesterona. Esses hormonios sdo responsaveis pelo desenvolvimento e proliferacao de
células cancerigenas, na mama e na prostata respectivamente. Portanto a hormonioterapia ¢ uma
forma sistémica de tratamento, por ocasionar a redug@o do nivel de hormonios ou seu bloqueio
nas cé€lulas carcinomatosas e ¢ utilizada com outras terapias ou de forma isolada
(STERNBERG, 2016).

A terapia alvo ¢ um tratamento sistémico que utiliza medicamentos alvo moleculares
que atacam preferencialmente elementos encontrados nas superficies ou no interior das células
carcinomatosas. Em geral, esses elementos podem ser inseridos artificialmente no local
especifico a ser tratado (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARALIS, 2007).

A imunoterapia ¢ uma terapia sistémica com objetivo de potencializar o sistema
imunolégico. E um tratamento bioldgico e utiliza anticorpos produzidos em laboratério ou pelo
proprio paciente. Assim, a resposta imune € potencializada, de maneiras a sensibilizar as células
do organismo para o reconhecimento do tecido neoplasico como um agressor (DINE et al.,
2017).

O transplante de medula 6ssea ¢ uma terapia contra o cancer que utiliza as células
tronco da medula 6ssea de um doador (ou do proprio paciente) para buscar reestabelecer a
formagdo saudavel dos componentes do sangue. E uma terapia naturalmente associada a
quimioterapia e a radioterapia (BOUZAS, 2000).

A terapia por crioablagdo ¢ um sistema local de congelamento para a destrui¢do de
carcinomas, utiliza temperaturas ao redor de —140°C por meio do crioprobe (um tipo de

agulha) no interior do tumor, onde sdo injetados gases inertes sob temperaturas adequadas para
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o resfriamento e posteriormente para o descongelamento (NEEL; KETCHAM; HAMMOND,
1971).

Implementada pelo Professor Mir e colaboradores no inicio da década de 1990, a
técnica de eletroquimioterapia (EQT) surgiu como alternativa aos tratamentos locais de
canceres (MIR et al., 1991). O principio de funcionamento ¢ o mesmo da eletroporacdo: um
processo permeabilizagdo do tecido vivo devido a abertura de poros por exposi¢cao a uma
determinada faixa de magnitude do campo elétrico. De modo refinado, a EQT consiste na
aplicacdo de pulsos elétricos de curta duragcdo nos polos de determinado eletrodo aplicados em
pelo menos dois pontos de um tecido celular. Com a imposi¢do de um elevado campo elétrico
entre os polos do eletrodo, ocorre naturalmente o fendmeno de permeabilizacdo celular, evento
facilitador da entrada das ha o transporte de moléculas de quimioterdpicos por difusao através
da abertura de poros hidrofilos na membrana plasmatica. As drogas quimioterapicas
normalmente administradas sdo a bleomicina e a cisplatina (MIR et al., 2006).

Os primeiros eletrodos introduzidos na aplicagdo em humanos foram de agulhas
paralelas e hexagonal (COROVIC; ZUPANIC; MIKLAVCIC, 2008), placas paralelas
(COROVIC et al., 2008) e cavidade orofaringe (CAMPANA et al., 2014b). No entanto, estes
eletrodos ndo possibilitavam tratamentos em certas localidades anatdmicas como cérebro
(MAHMOOD; GEHL, 2011) e intranasal (MAGLIETTI et al., 2017). Além destas limitagdes
as lesdes tumorais por extensas areas sao preocupacdes dos trabalhos apresentados por
(CAMPANA et al., 2016b) e (ONGARO et al., 2016).

A EQT ¢ aplicada em pelo menos 100 centros de tratamentos de canceres,
ultrapassando a quantidade de 13 mil pacientes humanos tratados (CALVET et al., 2014).
Amplamente adotado como tratamento anticancer em clinicas da area veterinaria, inclusive no
Brasil, a EQT ¢ empregada no tratamento de tumores cutaneos ¢ subcutaneos em animais de
variados portes fisicos (RANGEL et al., 2019; SUZUKI et al., 2018; SUZUKI; MARQUES;
RANGEL, 2016) e internos (RANGEL et al., 2018). Em relacdo as outras técnicas, suas
principais vantagens estdo associadas a tratamentos com reduzido nimero de sessdes e a
frequente descarte do processo cirurgico quando os tumores sdo acessiveis pelos eletrodos
(SUZUKI et al., 2018).

O avanco das tecnologias computacionais e softwares de simulagdes numéricas
contribuiram na descri¢ao e evolu¢ao das dinamicas de modelos matematicos propostos para a
abertura de poros em células vivas. Resultou nos variados estudos do comportamento da

condutividade elétrica em tecidos, decorrentes dos processos graduais e ndo lineares relativos
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a eletroporagdo (EP). A evolugdo destes modelos, normalmente envolve experimentos in silico,
in vivo e ex vivo, com o estudo de correntes elétricas em funcdo da aplicacdo de tensdo por
periodos ao redor das centenas de microssegundos. Atualmente, os resultados observados
podem ser adequadamente representados por equagdes sigmoides, ou aproximagoes da tangente
hiperbolica, passiveis de implementagdo em algoritmos iterativos, para a obtengao das solugdes
da distribui¢ao de campo elétrico segundo as caracteristicas dos tecidos biologicos e eletrodos
que alimentam o modelo matematico (MIKLAVCIC et al., 2006a).

Em alternativa ao estudo direto em tecidos animais, ¢ possivel utilizar tecidos vegetais,
em especial o tubérculo de batata — Solanum tuberosum, na condi¢do de tissue-mimicking
phantom para o estudo das caracteristicas gerais elétricas dos tecidos animais. Este conceito ¢
pertinente ao Programa 3Rs (Reduction, Refinement, Replacement) para redugao e substituicao
dos testes com animais (COUNCIL; BARBEE; JOSEPH, 2010). Devido a caracteristicas de
heterogeneidade, anisotropia e dispersao dielétrica, o referido tecido vegetal ¢ utilizado de
modo recorrente em variados estudos de EP e testes com eletrodos da eletroquimioterapia
(MAGLIETTI et al., 2017), (TELLADO et al., 2020) ¢ (MAGLIETTI et al., 2020). Os
experimentos no tubérculo de batata obtiveram suficiente relevancia pois a regido eletroporada
exibe escurecimento de enzimas pelo contato com o oxigénio molecular atmosférico
(BERKENBROCK et al., 2018a; CASTELLV{; BANUS; IVORRA, 2016; IVORRA; MIR;
RUBINSKY, 2009; IVORRA; RUBINSKY; MIR, 2010) . Da mesma maneira, quando
eletroporado e imerso em solu¢gdo com marcador colorido, exibe a cor do marcador nas células
acessadas devido a difusdo. Por ocasidao da similaridade com os quimioterapicos aplicados no
tecido animal, embora a marcagdo seja uma medida indireta da EP, comumente utilizada na
validagdo de propostas de modelos de condutividade e testes com eletrodos e equipamentos
(CASTELLVI; BANUS; IVORRA, 2016).

A eficiéncia no tratamento por EQT em regides de tecidos neoplasicos ¢ garantida
quando ha o uso adequado de quimioterdpicos e a devida exposicdo a campos elétricos
suficientes a poracdo das membranas celulares na regido sob tratamento. A depender das
dimensdes abrangidas pelo campo elétrico a partir das superficies polarizadas do eletrodo, em
geral, sdo necessarias multiplas repeticdes do protocolo de EP, deve-se preencher toda a
extensdo afetada por tecidos neoplasicos adicionada de uma margem de seguranga, por meio
do repetitivo reposicionamento do eletrodo juntamente a aplicagdo dos ciclos de pulsos em
elevadas tensdes elétricas (BELEHRADEK et al., 1991)(MARTY et al., 2006)(GEHL et al.,
2018)(MIKLAVCIC et al., 2006a).
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De forma a langar mao dos recursos computacionais na utilizagdo das modelagens
matematicas de tecidos animais e vegetais e experimentos com os tecidos vegetais modelados
na literatura, sdo propostos eletrodos de caracteristicas familiares entre si, na busca de satisfazer
de modo eficiente o tratamento de EQT em regides de dimensdes fisicas maiores e pouco ainda
exploradas nos trabalhos cientificos pesquisados de um modo geral.

Uma caracteristica importante da familia dos trés eletrodos propostos ¢ — juntamente
com a possibilidade de tratamentos em porgdes relevantes de tecido em relacao aos eletrodos
tradicionais — a praticidade em impor campos elétricos em multiplos sentidos e dire¢des
tornando-se algo pratico clinicamente: uma vez fixado o polo de maior superficie (denotado por
placa, disco ou de superficie concava), hd configuracdes de uso opcional da quantidade de
hastes a serem fixadas, cujas polaridades sao comutadas pelo eletroporador. Ha configuragdes
para inser¢cdes de hastes ao redor ou no centro do polo de placa concava. E também ha
configuracdes que dispensam perfurar o tecido vivo, sem prejuizo ao efeito do campo elétrico
nos tecidos por meio da fixagdo topica de placas metalicas lisas, passiveis de reposicionamento
antes de cada deliberagdo de pulsos. Na literatura pesquisada, ¢ notavel que estes modos
versateis associados aos significantes volumes passiveis de eletroporacdo ganham um
posicionamento inédito e oferecem caracteristicas inovadoras frente a eficacia do tratamento

quanto a natureza anisotrdpica dos tecidos vivos ou das suas variadas sobreposicoes.
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2 OBJETIVOS

A ideia geral deste trabalho ¢ propor e apresentar uma familia de trés eletrodos e,
através das simulagdes computacionais e ensaios laboratoriais, desenvolver a analise dos efeitos
causados pela eletroporagdo. Através desse estudo pretende-se contribuir com trés novos

eletrodos para a eletroquimioterapia e uma proposta de padronizagdo de eletrodos.

2.1.1 Objetivos Especificos

e Apresentar uma familia de trés novos eletrodos com geometrias
complementares sem anterioridade na literatura cientifica pesquisada, dedicado
a eletroquimioterapia em volumes superiores a 1 cm3;

e Projetar e construir o eletroporador utilizado neste trabalho a partir da
identificacao das demandas em sustentar os campos elétricos no tratamento de
tecidos vivos por meio dos eletrodos propostos;

e Apresentar a utilizacio do marcador vermelho para regides poradas nos
phantoms de Solanum tuberosum;

e Apresentar os eletrodos segundo exemplificagdes de tratamentos simulados e
experimentais, de maneira a explorar as possibilidades dos usos de diferentes
configuragdes, apresentar os efeitos do campo elétrico, mostrar os valores da
medicao de correntes elétricas e das areas eletroporadas, apresentar a analise
estatistica regularmente utilizada na literatura;

e Propor uma padronizacdo de eletrodos para eletroquimioterapia com

metodologia quantitativa.
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3 METODOLOGIA

Inicialmente foram realizadas buscas nas bases de dados para a verificacdo de
anterioridades quanto a familia dos trés eletrodos. Estes eletrodos oferecem melhorias no
tratamento por eletroquimioterapia a volumes representativos de tecidos vivos. Para
desenvolver os experimentos deste trabalho foi necessario projetar e construir um eletroporador
de propriedades suficientes para sustentar a amplitude do campo elétrico (~100 kV /m) com
cargas nao lineares (phantoms de tubérculo de batata durante a eletroporagao).

Para evidenciar os resultados laboratoriais no tecido vegetal, foi utilizada uma técnica
de coloracdo das regides eletroporadas, para a posterior contabilizacdo e comparagdo com 0s
resultados simulados. A partir desta etapa do trabalho, todos os dados tedricos e praticos ja
haviam sido obtidos. Entdo, foram realizadas analises estatisticas para melhor explorar as
amostragens, de forma semelhante ao que se verificou nas buscas de trabalho sobre eletrodos
com afinidades a EQT. Constatada a auséncia de padrdes das informacgdes relativas aos
eletrodos nos diversos trabalhos da literatura, foi proposta uma metodologia para a
padronizagdo. Esta proposta apresenta respostas quantitativas as analises de qualquer eletrodo,
ou uma familia deles, que possa ser utilizado em praticas laboratoriais com tecidos vegetais e
simulagdes computacionais com tecidos vegetais e animais. Assim, existe a expectativa de obter
uma metodologia que a partir de simula¢des computacionais e experimentos com tubérculo de
batata conduza a propostas refinadas sobre a utilizacao de eletrodos em tecidos animais. Isto
seria 0 mais proximo que se pode alcancar para o tratamento de tecidos animais, sem

propriamente utilizar tecidos animais.

3.1 ELETROPORADOR

O diagrama de blocos do eletroporador ¢ apresentado na Figura 1. Com um controlador
dotado de firmware para diversos comandos adaptados ao protocolo ESOPE — European
Standard Operating Procedures of Electrochemotherapy (MIR et al., 2006; NEVES et al.,
2014; SERSA, 2006). A listagem dos comandos é dada no APENDICE A, dividida em pulsos
monopolares e bipolares, disparados em um trem de oito pulsos, cada pulso de amplitude

previamente ajustada, com patamares de 100 ps em intervalos de 1 segundo.
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Na configuracdo utilizada neste trabalho, o eletroporador gera tensdes ajustaveis entre
900V e 4200V, que alimenta o banco de capacitores conectados ao barramento dos IGBTs.
Os drivers dos IGBTs utilizam a topologia half-bridge, com chaves combinadas em série e em
paralelo. Cada semicondutor de poténcia suporta tensdes de 1700 V e corrente de 75 A. Desta
forma, os drivers e os IGBTs podem suportar at¢ 5100 VV e 150 A.

Para os experimentos laboratoriais foram utilizados somente pulsos bipolares, com
oito disparos em intervalos de 1 segundo, em patamares positivo € negativo simétricos, cuja
amplitude de tensao ¢ dada pelo modulo do valor a partir de zero Volts. O eletroporador € capaz
de pulsar elevadas tensdes de forma independente em quatro dos seus canais ativos, P, A, B, C.
O quinto canal, de natureza passiva e denominado de CT, é chaveado por um relé, e € capaz de
garantir o estado de alta impedancia ou conex@o com o nivel terra (comum ou zero Volts) da

fonte de tensoes elevadas.

Figura 1 - Diagrama esquematico do sistema de aplica¢do de campos elétricos de elevada intensidade. Este
dispositivo dispdes de firmware para a geragdo de pulsos de acordo com o protocolo ESOPE.

Relé para habilitar a Garra de corrente
tensdo elevada no Gy
o barramento dos IGBTs s 9
Controle manual da i
I —= controlada de € o
tensdo elevada - oo @
tensdo elevada 2.
J_ Condicionadorde g-
tensoes
b 4
DRIVER 1 Terminal 1 (ativo) P
C
¥
DRIVER 2 + Terminal 2 (ativo) A
JC U
Entrada dos valores L
para as varidveis de DRIVER 3 Terminal 3 (ativo) B
controle dos pulsos L
i
DRIVER 4 Terminal 4 (ativo) C
B
Relé para o Terminal 5
terminal passivo cT
Neutro 7'? (passivo)
da tensdo
elevada

Estas caracteristicas dos terminais do eletroporador, Figura 1, sdo importantes para

orientar e delimitar as especificagdes dos ensaios com os eletrodos propostos. Detalhes da
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programacado, especificacdes técnicas e limitacdes do eletroporador estdo disponiveis no
APENDICE A.

Todas as medidas de tensdo foram obtidas com o uso do osciloscopio digital Tektronix
TDS 2004C (Tektronix Inc., Estados Unidos) e a frequéncia de amostragem foi definida para
1 GHz (maximo), segundo o manual de instru¢des. O condicionador de tensdes, Figura 1, sdo
divisores resistivos na razao de 100: 1 com 1% de tolerancia, e os canais do osciloscopio
fizeram a multiplicac¢do pelo fator 100, configurado para a escala de 1 kV por divisdo. Para a
leitura das tensdes foram disponibilizados os canais CH1, CH2 e CH3.

As medigoes de corrente foram obtidas pela ponteira de corrente Tektronix A622
(Tektronix Inc., Estados Unidos) e osciloscopio digital Tektronix TDS 2004C (Tektronix Inc.,
Estados Unidos), sempre em 100 mA/V conectada no canal CH4 do mesmo osciloscopio. Este
canal foi configurado com fator multiplicativo variado, de maneira que o oscilosdpio
apresentasse as leituras de corrente nas escalas de 54, 104 e 20 A. Esta foi a forma
considerada adequada as correntes que retornavam pelo eletrodo CT no caso de vérios eletrodos

ativos ou em um dos eletrodos quando somente dois ativos eram utilizados.

3.2 PRINCIPIOS FiSICOS DA ELETROPORACAO

A partir da idealiza¢do do tecido como uma por¢do homogénea, seu comportamento

elétrico pode ser determinado pela resolugdo da equacao de Laplace, equacao (1).

—V-(cVV) =0 (1)

onde a condutividade elétrica ¢ representada por 6 em S/m, e a tensdo elétrica V representa o
potencial elétrico promotor do campo elétrico necessario ao fenomeno associado a abertura de
poros, poracdo ou eletroporacdo (GEHL; SKOVSGAARD; MIR, 1998; MARTY et al., 2006b).

A solu¢do da equacdo de Laplace representa a distribuicdo do potencial elétrico em
uma por¢ao do tecido. Portanto, o campo elétrico ¢ o gradiente do potencial elétrico V
(LANGUS et al., 2016), como apresentado na equacao (2). A partir deste conceito, os trabalhos
sobre eletroporacao sao performados (FINI er al., 2013; IVORRA; RUBINSKY, 2007a;
MIKLAVCIC et al., 2012; SUZUKI et al., 2011).

E=-VV [V /m] (2)
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Neste trabalho, as perdas térmicas e seus efeitos na EQT sao
desconsiderados (WEAVER et al., 2012) e (RITTER et al., 2018). No entanto, os efeitos gerais

da passagem de corrente elétrica em um meio biolégico sdo apresentados no APENDICE C.
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3.3 MODELAGEM MATEMATICA ADOTADA PARA A ELETROPORACAO

A distribuicdo de campos elétricos nas simulagdes computacionais foi implementada
pelo Método dos Elementos Finitos (FEM). O FEM consiste na discretizagdo matematica dos
meios materiais em malhas tridimensionais (DAMIANI, 2017). As solugdes foram obtidas a
partir da aplicagao de equacdes diferenciais em cada elemento (LOTTI et al., 2006). Estes
elementos sdo parametros inseridos no modulo AC/DC do COMSOL Multiphysics modules
(COMSOL AB, Sweden), APENDICE F. O processamento se deu em um servidor cluster (Intel
Xeon Gold 6126 @ 2,60 GHz, 20 nucleos, 300 GB RAM) de sistema operacional Ubuntu Linux
(x64, Canonical Ltd. Reino Unido).

Desprezadas eventuais nao homogeneidades, a equagado (3) descreve satisfatoriamente
as mudangas de condutividade do tecido do tubérculo de batata sob exposi¢do de campo
elétrico. Esta equacdo representa uma fungdo sigmoide, cujo grafico é representado na Figura

2 (BERKENBROCK et al., 2018) e IVORRA; MIR; RUBINSKY, 2009).

—0,01(|E|-250)

0(E)yegetar = 0,03 + 0,35 e° [S/m] (3)

Figura 2 - Representagdo do grafico de uma sigmoide, dado pela equacdo (3), adequada ao estudo da EQT em
tecidos vegetais.
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Na equagdo (3), 0(E)yegetar representa a condutividade do tecido do tubérculo de

batata em fun¢@o da magnitude E do campo elétrico aplicado em uma amostra.

Para o caso das simulac¢des da condutividade elétrica do tecido animal ¢ (E) gnimai» ©
modelo adequado ¢ apresentado pela equacao (4), cuja a curva sigmoide ¢ representada no
grafico da Figura 8. As varidveis desta equacdo sdo respectivamente apresentadas pelos termos

A e B, as contantes por C e D (SUZUKI et al., 2015).

0. - O-O
U(E)animal =0 t+ == E-A [S/m] 4)
-5
1+d.e \'B
A= Eirrev + Erev
2
Eirrev + Erev
B =T
C
C=8
D =10

O campo elétrico, E, ¢ compreendido como irreversivel, Ej ey, quando leva a abertura
de poros na membrana celular que ndo podem se regenerar, o que representa a destruicdo do
tecido sensibilizado. O campo elétrico reversivel, E.qy, leva a abertura de poros permeéveis e
passiveis de regeneracdo, ndo motivando a morte celular. O tecido exposto a campo de
magnitude inferiore a E}.., ¢ entendido como livre dos efeitos da poragdo nas suas células.

Figura 3 - Representagdo do grafico de uma sigmoide, dado pela equacdo (4), adequada ao estudo da EQT em

tecidos animais.
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3.4 CONDUTIVIDADE ELETRICA DEPENDENTE DO CAMPO ELETRICO APLICADO

Valores realisticos para g, — condutividade elétrica inicial, 0,,,, — condutividade

elétrica maxima, E,..,, — campo elétrico para eletroporacao revesivel, € Ej..,, — campo elétrico

para eletroporacao irreversivel sao exemplificados na Tabela 1. Para a fungdo sigmoidal, os

parametros utilizados sdio C =8 e D = 10 (BERKENBROCK et al., 2019; SEL et al., 2005a;

SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016).

Tabela 1 - Parametros de condutividade elétrica para as simula¢des computacionais (BERKENBROCK et al.,
2019; COROVIC et al., 2013; RITTER et al., 2018; SUZUKI; MARQUES; RANGEL, 2016).

Condutividade

Condutividade

Material elétrica inicial  elétrica maxima Erev Eirrev
(o0) [S/m] (Omu) [S/m]  1KV/mI [kV/m]

Tubérculo de

batata (Solanum 0,03 0,20 20 60

tuberosum)

Tumor 0,300 0,750 40 80

Partes condutoras

dos eletrodos em 1,74x10° 1,74x10° - -

aco AISI 304

Partes  isolantes Lo Lo ) ]

dos eletrodos

A evolugao das condutividades elétricas em tecidos vivos € relacionadas a intensidade

do campo elétrico anteriormente aplicado e pode ser exemplificada com o tecido de Solanum

tuberosum, Figura 4 (IVORRA; MIR; RUBINSKY, 2009).
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Figura 4 - A amostra de Solanum tuberosum eletroporado escurece ap6s 12 horas. Os valores de condutividade a
100 ps de alta tensdo, 8 pulsos, 1 Hz e a funcao sigmoéide usada para modelar esses valores.

E [V/cm] S

0 90 210 280 390 540 600

[ T T T T

E<E,., E, oo <E < Ejpren Eiprev <E

1,0 —

E [V/cm]

0 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000

Condutividade elétrica, o [S/cm)]
(sob 8 pulsos de 100 ps, 1 Hz)

Fonte: adptado de IVORRA; MIR; RUBINSKY, 2009).

O fendmeno da eletroporagdo ¢ observado quando em uma determinada regido o
campo elétrico excede o limiar E ., que naturalmente incrementa a condutividade elétrica, de
0 até Oy qy- Quando o campo elétrico estd aquém de E.y, geralmente o tecido ndo sofre uma
alteracdo elétrica notdvel. Para alcancar um tratamento eficaz, o campo elétrico deve ser
estabelecido dentro da faixa Eyey < E < Ejrrey-

Assim, na analise das simula¢des computacionais de elementos finitos, o resultado da
distribuicdo do campo elétrico ¢ representado por regides coloridas, de acordo com a
intensidade do campo elétrico imposto. A interpretagdo dessa escala de cores leva a limites
parametrizados na Tabela 1. De fato, a conclusdo sobre o procedimento de eletroporagio
permanece em limites satisfatorios, contemplados na escala representada pela Figura 5. Nesta
figura ha uma escala de cores correspondente ao valor local do limite da magnitude do campo
elétrico, E, nas simulagdes computacionais. A correspondéncia ¢ feita inicialmente pela cor
branca, correspondente ao campo elétrico "fora de escala" devido a baixa ou nenhuma

magnitude. Em seguida, as cores azuis até as cores vermelhas representam as magnitudes

contempladas pela escala dos niveis de eletroporacdo. Assim, para qualquer simulagdo
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computacional deste trabalho, as cores diferentes de branco indicam a ocorréncia da

eletroporacao. Caso a cor alcance o tom vermelho escuro, a eletroporacdo ¢ considerada
irreversivel.

Figura 5 - Escala de cores para o limite da magnitude do campo elétrico, E, local.
Dimensdes na simulagdo computacional [m] Campo Elétrico [kV/m]

E < Erev Erev <E< Eirrev Eirrev <E

|:|—> Nao eletroporado __" E Irr ot

Tuberculo de batata— 80 kV/m

Tubérculo de batata— 10 kV/m
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3.5 PROCEDIMENTOS E METODOS NAS PRATICAS LABORATORIAIS

Apo6s a aplicagdo dos pulsos, cada amostra de Solanum tuberosum recebia uma
numerac¢ao e o devido corte para expor a regido da eletroporagdo a solugdo com o corante. As
amostras foram armazenadas dentro de um recipiente aberto com dez gotas do corante para
cada litro de 4gua obtida da rede publica de abastecimento. Passado o periodo de 24 horas em
imersdo e sob temperatura ambiente de 25°C, Figura 6, uma das partes de cada amostra de
Solanum tuberosum era escolhida como amostra valida somente se as suas duas partes fossem
visualmente semelhantes. Assim, as imagens das amostras foram feitas sob um sistema de
iluminagdo controlada, com a camera digital de 10 MP, /2.4, 24 mm, autofocus, Sony DSC-
W390 digital camera.

Para estudar as regidoes onde a aplicagdo do campo elétrico permitiu a livre passagem
de substancias por diferenca de concentracao entre os meios intra e extracelulares, foi utilizado
o corante como o marcador capaz de colorir as células eletroporadas. Desta forma, dada a
aparéncia das simulagdes previamente realizadas, foi revelada em coloragdo vermelha a regido
de eletroporagao efetiva, onde se previu a passagem das linhas de campo elétrico. Nas demais
regides do corte, onde ndo era prevista semelhante exposi¢do ao campo elétrico, houve a

preservagdo da coloragdo amarelada do tubérculo, também verificado nos grupos controle.

Figura 6 - Imersdo de 24 das amostras de Solanum tuberosum em solu¢do para a marcagao das regides EP.
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O corante adotado neste trabalho ¢ comercializado no mesmo mercado onde os
tubérculos de batatas foram adquiridos. Seu uso ¢ relacionado a coloragdao de alimentos,
comercialmente denominado de anilina vermelha. Na quimica, a tetraiodofluoresceina ¢ o nome
deste marcador de cor vermelha (ou rosa-cereja) contido no recipiente rotulado por anilina
vermelha. Este corante alimenticio tem sua apresentacdo comercial em frasco e composicao

quimica apresentada no APENDICE B.

3.6 VISAO GERAL SOBRE OS ELETRODOS ENCONTRADOS NA LITERATURA

O principal destaque sobre a efetividade dos eletrodos propostos ¢ devido a um polo
de extensa superficie, como uma placa, ¢ demais polos em forma de hastes com isolamento
elétrico anterior ao seu seguimento condutor elétrico de alcance profundo no tecido. Embora
tenham sido chamados de hastes, sdo agulhas calibrosas e de significante comprimento. Desta
maneira, suas partes condutoras apresentam superficies tipicamente maiores quando
comparadas aos eletrodos de (finas) agulhas largamente encontradas na literatura cientifica
verificada.

Outra vantagem importante das grandes dimensdes fisicas dos eletrodos em questdo
estd na tendéncia de evitar a influéncia de fatores térmicos durante a aplicagdes dos pulsos de
elevadas tensoes elétricas. Grandes superficies de contato elétrico com tecidos vivos podem
representar minimas densidades de corrente elétrica local, para a prevengao de danos térmicos
ao tecido tratado (estudado no APENDICE C), quando comparado com uma diminuta
superficie condutora por onde flui a mesma intensidade de corrente elétrica.

Neste trabalho, a visao geral a respeito de um tratamento minimamente invasivo esta
ligada a vantagem do método em tratar volumes significativos de tecidos, geralmente com
apenas uma insercao do eletrodo, dado que as perfuracdes com uma ou mais agulhas/hastes sao
significantemente distanciadas uma das outras, na contemplacdo de profundidades de até
50 mm (comprimento da agulha/haste adotadas). Para uma nog¢do geral dos eletrodos
encontrados na literatura, ¢ possivel consultar aqueles considerados relevantes ao presente
estudo no APENDICE D.

Os tratamentos de EQT com eletrodos convencionais normalmente requerem
sucessivas aplicagdes para tratar uma determinada superficie afetada por tecidos ndo saudaveis.
Devido as limitadas profundidades alcangadas, ha comum recorréncia aos meios cirurgicos para

o tratamento completo de alguma dada regido profunda e de dificil acesso. Neste contexto, a
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proposta dos eletrodos se mostrara suficiente para contemplar estes casos. Por exemplo, onde
ha tecidos para serem retirados, a cirurgia ¢ o ideal e o tratamento por EQT pode ser aplicado
na regiao estimada como margem cirargica.

Com eletrodos para tratamentos de regides abrangentes, foi necessario propor um
eletroporador de caracteristicas elétricas e tecnoldgicas adequadas: capaz de sustentar elevadas
tensdes ajustaveis e oferecer comandos para automatizar a aplica¢do dos pulsos em permuta

automatica de polaridades elétricas nos polos dos eletrodos.

3.7 METODOLOGIA DA REVISAO SISTEMATICA

Com a finalidade de criar os alicerces para o desenvolvimento de eletrodos inéditos
dedicados a EQT e verificar se existem eletrodos com similaridades relativas as quantidades da
superficie e do volume de tecidos tratados, bem como geometria das partes mecanicas, materiais
construtivos e tensdes operacionais, além da efetiva necessidade de eletrodos para grandes
regidoes e quais as dificuldades neste sentido, foi realizada uma investigacdo da literatura
cientifica em busca de evidéncias a respeito de alguma possivel inovagdo, ou de quanto inédito
possam ser os efeitos das geometrias entdo desenhadas e simuladas pelo autor e a respectiva
equipe do IEB - UFSC.

O passo inicial da busca investigativa quanto a existéncia de precedentes ¢ construir
uma revisao sistematica dos eletrodos relacionados a EQT in vivo, in vitro ou in silico, ¢ se
possivel, com evidéncias das distribuigdes de campo elétrico. Em uma etapa posterior, foram
reunidos os variados resultados das buscas, com destaque aquelas com parametros relativos a
quantidade de tecido tratado por aplicagdo. Na pratica, a pesquisa exigiu a verificagdo criteriosa
de cada publicagdo devido a constante falta de uniformidade ou critérios especificos das
informacdes referentes aos eletrodos para EQT.

Embasado no método de revisdo sistematica para encontrar trabalhos cientificos e feita
a coleta dos trabalhos relevantes ao tema, foi compreendido ndo haver nenhum trabalho
publicado sobre a proposta de eletrodos contidos neste trabalho ou semelhantes em geometria
e utilidade.

Para a revisdo sistematica foram realizadas buscas nos bancos de dados Web Of
Science, SCOPUS e no Google Scholar para investigar a existéncia prévia de alguma revisdo
que retina informacodes sobre eletrodos utilizados na eletroporacao e sua distribuicao de campo

elétrico em algum artigo. Foram considerados artigos publicados a partir do ano de 2006, ano
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em que o protocolo ESOPE foi estabelecido (MARTY et al., 2006; SERSA, 2006). Destas
pesquisas, até dezembro de 2019, ndo foi encontrado nenhum artigo de revisao a respeito de
alguma coletania de diferentes tipos de eletrodos (adequados a eletroporacdo) com a
distribuicdo de campo elétrico especificada nas bases Web Of Science, SCOPUS e Google

Scholar com as palavras chaves “Electroporation AND Review AND Electric Field”.

3.7.1 Estratégia de pesquisa aos bancos de dados

Uma busca sistematica foi feita em quatro bancos de dados para a obteng¢do de artigos
sobre eletrodos utilizados na eletroporagdo de tecidos: Web Of Science, SCOPUS, Science
Direct e IEEE Xplore. Os termos de busca usados foram “Electroporation AND Tissue AND
Electrodes” referente ao periodo entre 2006 e 2020. As buscas abrangeram somente publicagdes
no idioma inglés. Na revisdo sistemdtica se buscou agregar o maximo possivel de tipos e
arranjos de eletrodos ja simulados e testados para a eletroquimioterapia in vivo, in vitro ou in
silico em um unico documento, com o objetivo de compilar e facilitar o acesso a estas
informacdes, antes dispersas em diversos artigos e diferentes plataformas. Dessa forma, a coleta

e separacdo dos dados ocorreu até outubro de 2020.

3.7.2 Trabalhos selecionados a partir dos bancos de dados

i.  Foram incluidos trabalhos que:

e Possuam no seu texto especificacdes dos eletrodos utilizados em experimentos onde
ocorreu a eletroporagao in vivo, in vitro ou in silico;

e Contemplem a EQT, pois ¢ adequado a eletroporagao reversivel,

e Apresentem eletrodos com geometrias correspondentes as distribuicdes de campo
elétrico passiveis de reproducdo diferentes escalas;

e Utilizem, preferencialmente, eletrodos com multiplos polos;

e Incluam artigos que ndo utilizam tecido vivo, no entanto, possuem arranjos de eletrodos;

e Possuam eletrodos e que dissertem sobre eletroporagdo, seja ela reversivel ou

irreversivel, desde que apresentem a distribuicdo de campo elétrico dos eletrodos.

Entdo, os artigos obtidos com os critérios mencionados acima foram considerados

relevantes, ainda que trabalhassem com outros assuntos, tal como ablagao por efeito joule.
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ii.  Foram excluidos trabalhos:
¢ Que ndo apresentam minimamente os eletrodos, apenas citam o uso;
e Trabalhos com eletrodos que ndo contribuam com sugestdes de geometrias da sua
mecanica ou das distribui¢des de campo elétrico;
e Eletrodos em processo de desenvolvimento, ainda sem testes realizados;
e Artigos sobre eletroporacdo em terapia génica e transferéncia genética;

e Capitulos de livros.

Na Tabela 2 estd a relacdo de trabalhos encontrados considerando os critérios

estipulados.

Tabela 2 — Relagdo da quantidade de trabalhos encontrados nas devidas bases de dados.

Base de Trabalhos Trabalhos

dados  Resultantes Relevantes
para as
buscas
Science 44 17
Direct
SCOPUS 112 33
Web Of 156 68

Science

IEEE 27 4

Xplore

A partir desses dados, verificou-se os trabalhos duplicados em cada uma das bases e
chegou-se ao resultado final de 87 trabalhos selecionados (a partir dos 122 considerados
relevantes, Tabela 2). Destes 87 trabalhos, foram considerados 44 com contribui¢cdes de
relevancia na elaboracgdo dos trés eletrodos apresentados neste trabalho. E a partir das muitas
leituras dos diversos trabalhos pesquisados, houve o aprazimento de que um dado trabalho sobre
algum eletrodo deveria conter as seguintes informagdes:

e Aplicacao tipica;
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e Local de tratamento tipico;

e Numero de partes condutoras (polos);

e Comprimento;

e Diametro ou largura (no caso de placas);

e Distancia dos isolamentos elétricos entre polos;
e Tensdo de trabalho;

e Regido (superficie ou volume) eletroporado.

Caso tais informacdes estivessem ausentes no texto pesquisado, o trabalho seria
excluido. Caso houvesse duvidas com relagdo ao conteudo, o trabalho seria separado e revisto
para entao decidir sobre sua exclusao ou inclusao. Contudo, mesmo em artigos com um topico
em comum, havia discrepancia com relagao aos dados disponiveis nas pesquisas. Mesmo entre
artigos similares ¢ comum ndo serem disponibilizados os dados suficientes para o
preenchimento dos requisitos pré-estabelecidos, ou seja, diversos trabalhos deixavam lacunas
nas informacgdes para comparagdes entre topologias de eletrodos.

Utilizando os resultados da revisdo sistematica realizada até o momento, foi construido

o fluxograma da Figura 7.
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Figura 7 — Fluxograma dos critérios decisorios e a quantidade de trabalhos julgados.

Dados identificados a partir das bases de dados com os termos:
“electrodes” AND “electrochemotherapy” AND “tissue” —a partir de 2006 até outubro de 2020
(N = 339artigos):

IEEE Xplore Science Direct
(n=27) (n=44)
Scopus Web of Science Dados excluidos baseados no titulo,
(n=112) (n=56)
resumo e palavras-chave
: (n = 217)
Estudos potencialmente
relevantes
(n=122) Estudos excluidos por resultados de busca
> iguais
. (n=35)
Estudos potencialmente
relevantes
(n=87) Estudos excluidos pela leitura integral dos
N textos
* (n = 43)
Estudos potencialmente
relevantes
(n=44)

De acordo com a busca de anterioridades na literatura cientifica citada, essencialmente
os eletrodos finalistas utilizam:
e Par de placas paralelas;
e Hastes com isolamento para a separagao de regides condutoras elétricas que configuram
dois polos distintos;
e Matriz de semiesferas ou de agulhas paralelas, distribuidos em um plano isolante, onde
formavam tridngulos ou hexagonos;
e Arranjos de hastes de superficies totalmente condutoras (sem segmento eletricamente
isolado);
e Raramente foram encontrados eletrodos impressos em material isolante, como vidro ou

acetato;
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e Eletrodos de extremidade com multiplas agulhas longas e finas, organizadas como as
cerdas de um pincel, cujo distanciamento ¢ dado por um ajuste inicial fixo, capaz de

variar suas distancias relativas na medida que sdo inseridos no tecido.

Os artigos considerados pertinentes foram geralmente aqueles que contemplam regides
com superficies proximas a 1 cm?, ou volumes com ao redor de 1 cm3 a cada aplicagio de um
protocolo de pulsos. Além deste critério de area ou volume aplicados de forma abrangente
quanto aos eletrodos de utilizagcdes analogas a EQT, foram aceitos artigos cuja modificacdo em

escala fisica possa eventualmente contribuir com o tratamento de grandes regides.
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3.8 A FAMILIA DE ELETRODOS

A proposta da familia de trés eletrodos compartilha as caracteristicas apresentadas na

Tabela 3 e Figura 8.

Tabela 3 - Caracteristicas dos eletrodos propostos que os fazem originais.
item Caracteristicas efetivas relacionada aos eletrodos propostos

1° Um polo com extensa superficie de contato elétrico associado a um ou
mais polos independentes, com a parte condutora dedicada a cobertura

das extremidades da superficie de aplicacao.

2° Aplicagdo pela mesma face da regido em tratamento. Nao ha previsdo para

transfixacao nesta metodologia.

3° Tendéncia a distribuicdo de campo elétrico sem falhas internas ao volume
tratado, com preenchimento completo na regido adjacente ao foco da
aplicacdo (margem de seguranga), ¢ manutencao de baixa densidade de
corrente elétrica em porgdes bastante representativas do volume,
APENDICE C, apesar de possiveis ocorréncias de regides com

eletroporacao irreversivel.

Na Tabela 3, as trés caracteristicas unidas tendem a formar uma proposta original em
termos de eletrodos adequado a EQT.

Na Figura 8 sdo exemplificados os nichos de aplicacdo em fungdo da geometria a ser
tratada: a-) tecido neoplésico proximo a um tecido superficial plano; b-) tecido neoplasico

proximo ao pomo em relevo; c-) tecido neoplasico em uma cavidade.
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Figura 8 - Arranjo de eletrodos propostos, a proposta de aplicagdo em funcdo das geometrias a serem tratadas e a
conotagdo para as partes eletricamente condutoras e isolantes; a-) Eletrodo de placa em forma de disco com até
quatro eletrodos parcialmente isolados distribuidos no centro e a cada 120° no raio médio da placa; b-) Eletrodo
de placa com tampa semiesférica com eletrodo parcialmente isolado de insercao superior ou lateral; c-) Eletrodo

de placa em forma de disco com haste central isolada com extremidade esférica condutora.

regiao com tecido neoplastico
epiderme

ey
‘0.

neoplasia proxima ao tecido
distal em relevo planar

a-)

b-)

regiao com tecido neoplastico

epiderme

neoplasia proxima ao pomo em

relevo distal _
epiderme

regiao com tecido neoplastico
em uma cavidade

. A

>

Em uma avaliacao criteriosa, restrita a busca aos eletrodos com as trés caracteristicas

da Tabela 3 de forma concomitantes, ndo ocorre nenhum eletrodo capaz de satisfazer a

combinac¢do das caracteristicas citadas. Sequer duas dessas caracteristicas combinadas foram

encontradas nas tipologias pesquisadas para a aplicagdo da eletroquimioterapia.
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3.9 AQUISICAO DOS DADOS DAS PRATICAS LABORATORIAIS

Os resultados praticos dependem dos valores das amostras referentes a cada um dos
oito experimentos, cada qual com as respectivas N amostras trabalhadas adequadamente para a
medicao das correntes elétricas e posterior contabilizacdo das areas totais eletroporadas. Os
experimentos 01, 02 e 03 sdo a respeito do eletrodo de placa em forma de disco (toréide) com
até quatro polos parcialmente isolados distribuidos no centro e a cada 120° no raio médio da
placa. Os experimentos 04 ¢ 05 sdo a respeito do eletrodo de placa com tampa, ou calota,
semiesférica com polo parcialmente isolado, de inser¢ao superior ou lateral. Os experimentos
06, 07 e 08 sao a respeito do eletrodo de placa em forma de disco com polo em haste fixa
central, de corpo isolado e de extremidade esférica condutora elétrica.

A Figura 9 apresenta a imagem da tela do osciloscopio na aquisi¢do das tensdes e
correntes elétricas, cujas caracteristicas dos aparatos utilizados sao citadas no item 3.1. Para os
experimentos deste trabalho, as aquisicdes de tela do osciloscopio sdo encontradas no
APENDICE H. A visualizagdo das ondas de tensdo ¢ util para o acompanhamento em tempo
real da ocorréncia de cada um dos pulsos. Embora o patamar da corrente elétrica seja levemente
incrementado pelo aumento de condutividade no decorrer dos pulsos de tensdo (devido ao
fendmeno da eletroporagao), geralmente ¢ adotado o critério de coletar a média das tensdes e
das correntes no ultimo pulso do protocolo ESOPE. Este procedimento ¢ assim estabelecido
por ser o critério normalmente utilizado no desenvolvimento de modelos sequénciais da EP,
uteis para dimensionar o volume de tratamentos por EQT (SEL et al., 2005b) e (SUZUKI et al.,
2018) no oitavo (ultimo) pulso do protocolo ESOPE(LV et al., 2020) e (NEAL et al., 2012),
100 ps em alta tensdo a cada periodo de 1 segundo (BERKENBROCK et al., 2019; NEVES et
al.,2014).
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Figura 9 - Pulso bipolar de tensdo em um eletrodo de dois polos e sua respectiva corrente elétrica.
Tek M Trig'd M Pos: 0,000s
+
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Devido as variadas combinagdes possiveis no uso dos integrantes da familia dos
eletrodos, foram ensaiadas as configuragdes elementares, cujas combinagdes possam propiciar
os tratamentos com abrangéncia representativa do volumétrica de tecido.

As areas eletroporadas sao contabilizadas na superficie do corte transversal as linhas
de campo elétrico definidas como representativas & EP. E devem estar de acordo com a
coloracdo absorvida pelas células permeabilizadas, segundo o previsto em simulagdo. Assim,
no presente trabalho, a regido total contemplada pela eletroporagao ¢ representada pela soma
das areas das porgdes reversiveis e irreversiveis. Em se mantendo as mesmas amostras
experimentais para as correntes e areas, foram obtidas as amostras para (as correntes de) CO1,
CO02 até C07, e para as amostras (das areas de) AO1, A02 até A07. As amostras de correntes e
areas de C08 e A0S foram obtidas de modo deficitario pelo fato deste experimento submeter o
eletroporador a danos fisicos de modo recorrente, e por motivos ainda ndo claros. Portanto,
quando conveniente, os resultados relacionados a C08 e A0S sdo citados para o efeito de
exemplificagdo de algum detalhe adequado ao entendimento geral.

Para o calculo da regido eletroporada, as amostras foram obtidas da superficie do corte
no volume eletroporado, para a respectiva contabilizacdo da area tratada. O método de
marcagdo utiliza um corante vermelho, necessario para indicar a regido tratada reversivel e
irreversivelmente em cor Unica, bastante distinta do restante ndo afetado pela eletroporagdo. As
areas experimentais foram contabilizadas por meio do software de processamento de imagens
ImageJ (University of Wisconsin, Estados Unidos). Entdo, estas areas experimentais e suas

médias sdo comparadas com os resultados tedricos das simulagdes computacionais.
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A partir das amostragens de correntes e areas totais eletroporadas e seus reciprocos
valores simulados, foram estabelecidos graficos de pontos sobrepostos a respectiva
representacao em box-plot. Sua utilidade ¢ apresentar todas as amostras e simulagdes em um
mesmo plano, para a percepcdo das variadas magnitudes, dispersdes e variagdes quanto a

distribui¢cao normal.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

No nivel de significancia p = 0,05, deve ser realizado o teste de Shapiro-Wilk
(SHAPIRO; WILK, 1965) para avaliar se cada uma das amostragens possui distribui¢dao
normal. Caso uma amostragem apresente distribuicdo considerada normal, p > 0,05, é feito o
teste — t para rejeitar ou ndo uma hipotese nula, que corresponde a nao existéncia de relagao
entre amostragens. Caso uma amostragem nao seja considerada normal pelo teste de Shapiro-
Wilk, p < 0,05, sera utilizado o teste paramétrico de Wilcoxon (BLAIR; HIGGINS, 1980;
DEXTER, 2013) para amostragens independentes, quando ndo ¢ possivel assumir a distribuicao
normal para a amostragem, Figura 10. Para esse teste, a hipotese nula se refere a amostragem
conter amostras com fungdes de distribuicao iguais, e sua hipotese alternativa, de que ao menos
um par de amostras possuem fungdes de distribui¢des diferentes. Assim, o intervalo de

confianga serd apregoado somente nas amostragens consideradas de distribuicdo normal.

Figura 10 - Fluxograma a respeito dos testes para a obtengao da normalidade e significancia dos conjuntos de
amostras dos ensaios.

Teste de normalidade:

Shapiro - Wilk

Normalidade:
Se p > 0,05 - N3o ha evidencias para dizer que as
amostras ndo podem ser consideradas normais;

Significancia:
Se p > 0,05 = Nao ha evidencias para dizer que
os ensaios e simulagtes sdo a respeito de
popula¢desdiferentes;

Se p < 0,05 = As amostra ndo sdo representativas
de uma populagdo normal;

Se p < 0,05 = Os ensaios ndo sdo representativos
das simulagOes e vice-versa;

Teste de Wilcoxon
(ndo paramétrico)

Foram realizados oito experimentos, cada um com seus ensaios na obten¢do das

amostras das grandezas frente ao estudo da familia dos trés eletrodos. Desta forma, a hierarquia
para a obten¢do dos dados no desenvolvimento deste trabalho ¢ apresentada como na Figura

11.
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Figura 11 - Hierarquia considerada para a citagdo dos termos ao longo deste estudo.
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Como podem existir diferentes configuragdes para cada um dos eletrodos, foram
escolhidas um total de oito que se diferenciam ao ponto da complementariedade em préaticas
laboratoriais, o que vislumbra casos realisticos devido as combinagdes confinarem muitas
possibilidades de tratamentos. Cada uma das oito configuracdes representaria uma andlise
independente para alimentar os processos da metodologia utilizada.

A principio, cada um dos oito experimentos busca valores simulados e experimentais
com as areas e correntes elétricas para:

e Os ensaios de A0l até¢ AO8 sdo relativos as areas obtidas por simulagdes
computacionais com os parametros da amostra de Solanum tuberosum, nas
tensdes adequadas a condutividade elétrica e aos eletrodos e suas
configuragdes;

e Os ensaios de CO1 at¢ CO8 sao relativos as correntes elétricas obtidas por
simulagdes computacionais, de maneira a langar mao dos parametros referentes
ao tubérculo de batata, nas tensdes adequadas a condutividade elétrica e aos
eletrodos nas mesmas configuragdes dos respectivos ensaios de corrente

elétrica;

Junto aos resultados obtidos com praticas laboratoriais, foram realizados mais oito
experimentos simulados (exclusivamente teoricos), onde foi considerado um tecido de elevada

condutividade elétrica. Os parametros deste tecido sdo compativeis a um tecido animal
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relacionado as neoplasias (tumores), e alimenta o modelo no simulador. Assim, as simulagdes

fornecem valores de areas e correntes elétricas para:

e Osensaios de 01T até 07T apresentam os valores de areas e correntes elétricas,
respectivamente dos oito experimentos teoricos, cada qual com as areas e

correntes elétricas em um s6 grafico.

A Tabela 4 ¢ alimentada com cada um dos resultados obtidos nas praticas laboratoriais
e nas simulacdes, organizada com as amostras de correntes elétricas e areas. O objetivo ¢ avaliar
separadamente a correlagao das correntes elétricas e areas, praticas e tedricas em baixas tensoes,
aplicadas no tecido do Solanum tuberosum. Em seguida, verificar se essas mesmas correntes
elétricas e areas tedricas possuem significantes correlagdes com os valores simulados no tecido
de elevada condutividade elétrica, sob pulsos de tensdes compativeis aos parametros elétricos

do referido tecido ou material em estudo, Tabela 1.
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Tabela 4 - Arranjos das amostras para as correlagdes.

Corrente elétrica Corrente elétrica Area Area

Tubérculo de batata Tecido animal Tubérculo de batata Tecido animal
Simulada | Experimental Simulada Simulada Simulada | Experimental Simulada Simulada
COL{LRs) | COLy3gg, | COLIRSY | OLTSGGsi™* | AO1igsy | AO1zgey | AOLTEGsy | 01THss,
CO2iL5ay | CO02y5oo, | CO23L5ay | 02Tsgoor™® | A02§L5ay | A02y55e, | AO2§T5ey | 02TH0ss,
CO3Eesy | CO3yigoy | CO3TERSy | O3TEGLoi™e | AO3IUGS) | A03yigg, | AO3TEGEy | 03TIYSS,
CO4TERY | CO4istoy | CO4TERS) | OATEZE™ | AO4TES) | A0430cy | AO4TESY | 04Tfss,
COSPERY | COSysooy | COS3ERSy | OSTEGEEF™ | AOSPERSY | A0SIZGG, | AOSPEGEY | 0STLSS,
CO63ITE) | CO6r0ey | COGTHTE | O6TSisee™ | AO6THTE, | A065550, | AO6TSE | o6Tdss,
CO73Isy | CO7hpey | COTSNGES | O7TSisee™ | AOTSNsy | A07550, | AO735Ey | o7Tdss,

Correlagao o Correlagao p Correlagado y Correlagao o
batata(Simul) animal(Simul) g batata(Simul) i animal(Simul)
Corrente batata(Exper) Correntebatata(simul) A batata(Exper) A batata(Simul)
Correlagdo a Correlagdo B Correlagdo y Correlagdo o
Exper — Valor adquirido experimentalmente;
Simul — Valor obtido em simulagdo computacional;
A — Referente a Exper e Simul de 4rea [cm?];
C — Referente a Exper e Simul de corrente elétrica [A];

T — Referente aos ensaios em tensdo compativel com o tecido animal adotado. Em todos os demais ensaios

foram adotadas tensdes compativeis com o tubérculo de batata. O valor do mddulo das tensdes utilizadas sdo
os valores que acompanham as respectivas varidveis, em unidade de Volt [V].

As correlagdes sdo planejadas entre ensaios de areas separadamente dos ensaios de
corrente elétrica, como esquematizado na Figura 12. A organiza¢do apresenta o mesmo
conteudo da Tabela 4, e corresponde ao organograma para as correlagdes aplicadas no estudo
quantitativo. As letras gregas o, B, v, € 0 sdo o resultado das correlacdes de Pearson,
APENDICE E.

Como neste trabalho ndo ¢ previsto o uso do eletroporador em tumores ou tecidos
animais, foram feitas correlagdes para a correspondéncia dos valores experimentados em
tubérculos de batatas e nas simula¢des de tumores. Assim, mesmo que os tecidos do Solanum

tuberosum e do tumor possuam parametrizacdes distintas, sdo esperadas correlagdes
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significantes. Esta ¢ a esséncia do estudo quantitativo para uma proposta metodoldgica de
padronizacao de eletrodos para EQT.

O valor elevado da correlagdo de Pearson indicaria que ha tendéncia quanto a
correspondéncia entre os modelos computacionais adotados (distintos para vegetais e animais),
dos eletrodos propostos ndo apresentarem significativas distor¢des ndo lineares na utilizagao
em meios cujas condutividades elétricas sdo bastante distintas, bem como das boas praticas
laboratoriais adotadas. A consequéncia estd quantitativamente relacionada a viabilidade em

extrapolar resultados de vegetais em animais.

Figura 12 - Organizagdo das correlagdes quanto a natureza dos ensaios.
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E entendido que o estudo quantitativo como uma proposta metodoldgica deve
colaborar para a classificagdo de eletrodos especificos a EQT. De maneira clara e direta, ¢
relevante apresentar as informagdes que remetam o eletrodo proponente a uma classificacao
promissora quanto ao uso clinico. Entdo, esta proposta de padronizagdo concentra a esséncia
dos resultados como segue:

e Os percentuais das correlacdes a, f3, v, 0;
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Ao menos uma figura da simulacdo com as cotas das partes de cada polo em
milimetros;

Informacgdes acessorias sobre os patamares de tensdo aplicada na sequéncia
ordenada de polos, descricdo do trem de pulsos de tensdo e corrente elétrica do

ultimo patamar do ltimo trem de pulsos.
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4 RESULTADOS

Nesta seccdo sdao apresentados os resultados devido a aplicacdo da Metodologia
(Capitulo 3). A apresentacao dos resultados esta distribuida de maneira compativel a sequéncia:
1. A apresentacao dos eletrodos:
e Dimensoes fisicas dos respectivos prototipos;
e Tabela com um resumo finalista dos eletrodos apurados na revisdo sistematica.
Apresentagdo dos experimentos:
e Area eletroporada dos cortes nas simulagdes e dos respectivos similares praticos;
e Meédia das correntes praticas e respectivo valor simulado;
e Graficos com previsdes teoricas das areas e correntes em tubérculos de batata;
e (raficos com previsdes tedricas das areas e correntes em tecido neoplasico.
2. Estatistica dos experimentos:
e Validacdo do modelo para a area, seguido da validacdo do modelo para a corrente
elétrica total eletroporada;
e Validacao quantitativa dos critérios para efetivar as correlagdes dos resultados do tecido
vegetal com o tecido neoplésico.
3. Reconstituicao grafica de um tratamento representativo da proposta da familia de
eletrodos:
e Devido a quantidade e versatilidade nas configuracdes dos polos, o primeiro eletrodo
da familia, apresentado na Figura 8 b-), foi utilizado para exemplificar a perspectiva
esperada a respeito da regido tratada pela execucao sobreposta dos comandos 3 e 6 do

eletroporador, Tabela 15, APENDICE A.



51

4.1 A FAMILIA DE ELETRODOS

A oportunidade de elaboracdo de novos eletrodos para tratamentos de EQT foi
construida a partir da busca sistematica resultante na selecdo de 87 trabalhos finalistas, dos
quais 44 ofereceram as contribui¢cdes mais consistentes a respeito de eletrodos aplicaveis no
tratamento de superficies localmente planas, convexas ou contidas em orificios. Juntamente as
configuragdes assumidas devido o modo como os polos em forma de hastes e acessorios em
forma de placas metélicas planas podem ser posicionados. O conceito da familia dos eletrodos
corresponde ao uso de um polo com superficie maior que os demais, havendo, por
consequéncia, tendéncias a melhor distribui¢do do campo elétrico e algum valor pequeno e,
portanto, desconsiderado, de densidade de corrente elétrica entre cada polo e tecido vivo.

A Tabela 5 apresenta um resumo dos eletrodos apresentados pela literatura. Os
detalhes dos eletrodos da revisdo sdo exibidos no APENDICE D. Os critérios de inclusdo foram:
geometrias fixas, superficie e volume tratado, uma aplicacdo de EQT, tensdao de trabalho e
campo elétrico aplicado. Os critérios de exclusdo foram a ndo apresentacdo nos artigos de
informagdes suficientes para avaliacdo analitica da area e da profundidade que os campos

elétricos aplicados pelos eletrodos possam ser avaliados.
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Tabela 5 - Resumo representativo dos eletrodos apresentados pela literatura.

—

Referéncia Descri¢ao Area da EQT Profundidade do | E|
dos eficiente campo elétrico
eletrodos em [V/m]
(MIKLAVCIC et Agulhas Ao redor de Entre Entre
al., 2006b) e paralelas 0,5 mm?2. 0,5mme 40kV/me
(ZUPANIC; 1,0 mm. 90 kV /m.
COROVIC;
MIKLAVCIC,
2008)
(SELMA; Agulhas em Ao redor de 4 cm?. Similar a Entre
PAVLIN; arranjos profundidade das 50kV/me
MIKLAYV, 2007)  hexagonais agulhas, 15 mm. 115 kV /m.
e (ZUPANIC;
COROVIC;
MIKLAVCIC,
2008)
(COROVIC et al., Placas Geralmente inferior Entre 1 mme De 3 kV /m até
2008), paralelas alcm?. 4 mm abaixo da 150 kV /m.
superficie de
aplicagdo.
(COROVIC etal., Cavidade  Somente entre o par Somente entre o par Entre
2008) e orofaringe de placas do de placas do 40 kV/me 150 kV /m.
(CAMPANA et eletrodo: espessura  eletrodo: 0,7 cm?.
al., 2014b) de 0,7mme
largura da placa de
10 mm.
(MAHMOOD; Intracerebral Diametro de até Similar a Entre
GEHL, 2011) 30 mm (7 cm?). profundidade das 35kV/me 120 kV /m.
agulhas, 5 mm.
(MAZERES et Eletrodo de Ao redor de Inferior a 1 mm. Ao redor de 40 kV /m.
al., 2009) cubetas 0,6 cm?.
(NEAL et al., Monopolar Didmetro de até 22 mm. Entre
2010), (GARCIA; 12 mm (1,1 cm?). 46 kV/me 70 kV /m.
DAVALOS;
MIKLAVCIC,
2014) e
(BONAKDAR et
al., 2015)
(BOMMAKANTI  Microarray Ao redor de - Entre
etal.,2011) de 24 1,44 cm?. 25 kV /m e 180 kV /m.
eletrodos
(CAMPANA et Eletrodo Geralmente inferior Similar a Valor ndo citado.
al., 2016b) flexivel com a 225 cm?. profundidade das (Tratamento para epiderme
67 agulhas agulhas, 10 mm. e derme).
(ONGARO et al., Grade de Ao redor de 2 cm?. Similar a 100 V /m (estimado na
2016) eletrodos profundidade das maior parte do volume).
com 13-52 agulhas, 10 mm.
agulhas
(RITTER et al., Eletrodos Ao redor de 6 mm. Entre
2018) curvados 1,8 cm?.

30 kV/me 130 kV /m.
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Os protétipos de eletrodos foram construidos em ago AISI 304 e resina acrilica auto
polimerizante (material para proteses dentarias), adequados a esterilizagdo por autoclavagem,
o que possibilitou o desenvolvimento a partir de materiais mais proximos a finalidade médica
(B. MAINIER, 2013). Na suposi¢ao de um tratamento clinico, caso existam irregularidades nas
superficies do tecido a ser tratado, onde o uso auxiliar de gel condutor podera ser empregado
entre o contato elétrico do polo com o tecido (DAMIANI, 2017; DEAN, 2003; IVORRA;
RUBINSKY, 2007b; SUZUKI et al., 2018).

4.1.1 Eletrodo de placa em forma de disco com até quatro eletrodos parcialmente

isolados distribuidos no centro e a cada 120° no raio médio da placa

O eletrodo adequado no tratamento sobre regides de superficie plana tem suas partes

dimensionadas segundo a Figura 13.

Figura 13 - Eletrodo de placa em forma de disco com até quatro eletrodos parcialmente isolados, distribuidos no
centro e a cada 120° no raio médio da placa - dimensdes dos polos.
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Este eletrodo de placa oferece usos plausiveis para o tratamento de tecidos ndo
saudaveis localizados em superficies predominantemente planas, Figura 14, (MIKLAVCIC et
al.,2010; MIKLAVCIC et al., 2012). E adequado para regides com até 50 mm de profundidade

da superficie de contato com o polo em forma disco (toroidal).



S0cm

Figura 14 - Prototipo de eletrodo para neopldsi

cos proximos a superficies planas do corpo.
| i =t KL A TR =
. 40 em - =
13,0 0 5 hbe
RIS n
£ 12,0 em S 5 ﬂ:
11,0 em :\i "“!_: e
e < i
g min
e - o
Fhm ngem
am
L s 170 o
6,0 cm ek
i 60 om
o i
;i H0cm - 450z
I - o ] P
I e (il =h
3.0cm = : 57
2] 123em
20cm &=
T o Maom
T .l
10cm ! '_ oo
v #0100
0,0 om s
| : o
181818 18,8 e
$ieTRTRe _ oy
=9 - Han
. g - v ||

54



55

A estruturagdo deste eletrodo recebeu influéncia de conceitos da mecanica observados,
em termos das placas (REBERSEK er al., 2008), (ZUPANIC; COROVIC; MIKLAVCIC,
2008) e (CAMPANA et al., 2014a), no que se refere as hastes (NEAL et al., 2010), (KOS et
al., 2010), (MAHMOOD; GEHL, 2011), (ADEYANJU; AL-ANGARI; SAHAKIAN, 2012),
(BLAGUS et al., 2013), (NICKFARJAM; FIROOZABADI, 2014), (GARCIA; DAVALOS;
MIKLAVCIC, 2014), (DENZI et al., 2015), (GROSELJ et al., 2015), (BONAKDAR et al.,
2015), (ROSSMEISL et al., 2015), (GASBARRINI et al., 2015), (MAGLIETTI et al., 2017),
(RITTER et al., 2018), (GONZALEZ et al., 2018), (PINTAR et al., 2018) e (CALZADO et al.,
2019) e principalmente a respeito da distribui¢do de campo em (MIKLAVCIC et al., 2006a),
(SELMA; PAVLIN; MIKLAV, 2007) e (KURATA; NOMURA; TAKAMATSU, 2014).

Nos experimentos realizados com este eletrodo, sdo consideradas as trés situagdes
basicas, apresentadas na Figura 15. Sdo apresentados os modos “4-) ”, “B-) ” e “C-)” de
utilizagdo para os quais ha um par de polos que devem ser conectados ao eletroporador. As
polaridades positivas [+] e negativa [-] representam haver aplica¢do de potenciais elétricos entre

os polos.

Figura 15 — As trés situacdes basicas a serem observadas no eletrodo de disco com distribui¢do dos polos em
forma de hastes, no centro e a cada 120° no disco.
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4.1.2 Eletrodo de calota semiesférica com eletrodo parcialmente isolado de inserciao

superior ou lateral

Este eletrodo ¢ adequado para o tratamento tecidos neoplasicos cutaneos (concentram-
se projetados para o exterior da superficie do 6rgao ou tecidos). O eletrodo tem seus polos

dimensionados como na Figura 16.

Figura 16 - Placa de eletrodo de calota semiesférica e eletrodo inser¢ao superior ou lateral - dimensdes dos polos.
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A placa do eletrodo ¢ uma calota semiesférica com um orificio superior. A haste
parcialmente isolada pode ser de insercao superior ou lateral. Para essa composi¢ao, o uso mais

plausivel € no tratamento de tecidos neoplasicos localizados em protuberancias, Figura 17.
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Figura 17- Protdtipo de eletrodos para tratar tecidos doentes com protuberéncia externa.
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Na Figura 18 sao apresentados os modos “4-)” e “B-)” de utilizagdo, e suas diversas
combinagdes como o modo “C-)”, o que resulta no tratamento com a aplicagdo de campo
elétrico em diregdes distintas, para o tratamento da regido abaixo de onde a calota semiesférica
esta apoiada.

A forma de aplicacao recebeu influéncia de conceitos em termos das placas observados
(IVORRA et al., 2008) e (AGORAMURTHY; CAMPANA; SUNDARARAIJAN, 2011), no
que diz respeito as hastes (KOS et al., 2010), (DENZI et al., 2015) ¢ (BONAKDAR et al.,
2015) e principalmente a respeito da distribui¢io de campo em (MAHNIC-KALAMIZA;
KOTNIK; MIKLAVCIC, 2012) ¢ (SUZUKI et al., 2018).
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Figura 18 — Utilizacao do eletrodo com a finalidade de contemplar a maior regido possivel.
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4.1.3 Eletrodo de placa em forma de disco com haste isolada e extremidade esférica

condutora

Este eletrodo ¢ adequado no tratamento de regides concavas a partir da superficie mais
externa, onde a extremidade do polo central ¢ esférica. O eletrodo tem seus polos

dimensionados como na Figura 19.

Figura 19 - Eletrodo de chapa em forma de disco com haste isolada com extremidade esférica condutora -
dimensoes dos polos.
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O eletrodo de placa, Figura 20, tem seu uso plausivel em tecidos neoplasicos
localizados em cavidades, por exemplo, na base de alvéolos dentéarios ou em tecido pulmonar,

este que ndo permite perfuragao.
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Figura 20 - Protdtipo de eletrodos para tratar tecidos neoplasicos em cavidades.
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Na Figura 21 sdo apresentados os modos “4-)”, “B-)” e “C-)” de utilizagdo para o
eletrodo.

A forma de aplicagdo recebeu influéncia de conceitos em termos das placas circular
observados (IVORRA et al., 2008) ¢ (MAZERES et al., 2009), no que concerne as hastes
(NEAL et al., 2010), (MAGLIETTI et al., 2017) e (CAMPANA et al., 2019b), placas laterais
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(SODEN et al., 2006), (COROVIC et al., 2008), (ZUPANIC; COROVIC; MIKLAVCIC,
2008), (AGORAMURTHY; CAMPANA; SUNDARARAJAN, 2011), (DERMOL;
MIKLAVCIC, 2015) e (HOULIHAN et al., 2017), e principalmente a respeito da distribuigao
de campo em (BOMMAKANTI et al, 2011), (MAHNIC-KALAMIZA; KOTNIK;
MIKLAVCIC, 2012), (NICKFARJAM; FIROOZABADI, 2014), (LEKNER, 2014) e
(CAMPANA et al., 2019a).

Figura 21 — Modos de utilizagdo previstos para o eletrodo em forma de disco e eletrodo central dotado de polo
central no formato esférico.
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4.2 SEQUENCIA DE EXPERIMENTOS

A sequéncia dos experimentos € apresentada na ordem da Figura 22.

Figura 22 — Sequéncia definida para os experimentos e seus respectivos conjuntos de ensaios.

5>

Experimento 01 - Pulsos entre tordide e haste central
Ensaio C01 - 1500 V, experimental e simulado das correntes elétricas
{tuberculo);

Ensaio A01 - 1500 V, experimental e simulado das areas (tuberculo);
Ensaio 01T - 3000 V; Simulagao das areas e correntes (tecido animal).

Experimento 02 - Pulsos entre haste central e haste da

borda

Ensaio C02 - 1500 V, experimental e simulado das correntes elétricas
{tuberculo);

Ensaio A02 - 1500 V; experimental e simulado das areas (tuberculo);
Ensaio 02T - 3000 V, Simulagdo das areas e correntes (tecido animal).

Experimento 03 - Pulsos entre um par de hastes na borda

do tordide

Ensaio C03 — 1500 V; experimental e simulado das correntes elétricas
{tuberculo);

Ensaio A03 - 1500 V, experimental e simulado das areas (tuberculo);
Ensaio 03T - 3000 V, Simulagéo das dreas e correntes (tecido animal).

Experimento 04 - Pulsos entre calota e haste central

vertical

Ensaio C04 — 1500 V, experimental e simulado das correntes elétricas
{tuberculo),

Ensaio A04 - 1500 V; experimental e simulado das areas (tuberculo);
Ensaio 04T - 3000 V, Simulagéo das areas e correntes (tecido animal).

Experimento 05 - Pulsos entre calota e haste lateral

inclinada

Ensaio C05 — 1500 V, experimental e simulado das correntes elétricas
{tuberculo);

Ensaio A05 — 1500 V, experimental e simulado das areas (tuberculo);
Ensaio 05T - 3000 V, Simulagéo das areas e correntes (tecido animal).

Experimento 06 - Pulsos entre placa circular e esfera, sem

placas laterais

Ensaio C06 — 1200 V, experimental e simulado das correntes elétricas
{tuberculo);

Ensaio A06 — 1200 V, experimental e simulado das areas (tuberculo);
Ensaio 06T - 2700 V, Simulagdo das areas e correntes (tecido animal).

Experimento 07 - Pulsos entre placa circular e esfera, e

placas laterais desconectadas

Ensaio C07 — 1200 V, experimental e simulado das correntes elétricas
{tuberculo),

Ensaio A07 — 1200 V, experimental e simulado das areas (tuberculo);
Ensaio 07T - 2700 V, Simulagéo das areas e correntes (tecido animal).

Experimento 08 - Pulsos entre placa circular e esfera, e

placas laterais conectadas

Ensaio C08 — 1200 V, experimental e simulado das correntes elétricas
{tuberculo);

Ensaio A08 — 1200 V; experimental e simulado das areas (tuberculo);
Ensaio 08T - 2700 V; Simulagao das dreas e correntes (tecido animal).
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4.2.1 Experimento 01

A Figura 23 concentra as informagdes obtidas no experimento 01. E possivel observar
o uso do eletrodo ¢ o resultado visual da simulagdo em uma das amostras de Solanum tuberosum
cuja regido eletroporada apresenta a colora¢ao vermelha. Os resultados quantitativos a respeito

das correntes elétricas e das areas sao apresentados.

Figura 23 - Experimento 01— Simulag@o computacional e amostra experimental — Solanum tuberosum: ESOPE:
8 pulsos, 100 ps, 1 Hz — haste no centro e outra haste na borda do toréide.
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No experimento 01 sdo utilizados pulsos bipolares de 1500 V. As areas de

B0l = 10,51 cm?,

eletroporacdo reversivel, irreversivel e o total eletroporado sdo Agzpy =
E01  _ 2 4E01 _
A 1,10 cm*, A7or =

IRREV = 11,61 cm?, respectivamente. Assim, a percentagem de area
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eletroporagio irreversivel é de A5 ke = 9,5 % da 4rea total eletroporada. As tensdes e

correntes experimentais sdo, Viea,, = 1500V e I52k, = 17,72 A, respectivamente. A

corrente I52y;, representada pela média das correntes das nove amostras do experimento. As
areas AEYL, AEQL ., AEQL foram obtidas das simulagdes computacionais. Os pulsos bipolares
aplicados nos ensaios laboratoriais sio semelhantes ao verificado no APENDICE H. Os campos
elétricos podem ser observados no corte do volume simulado, segundo a magnitude,
representada por cores com o respaldo da legenda.

A Figura 24 representa os ensaios simulados com os passos de tensdo elétrica
adequados aos parametros do tubérculo de batata. Em analogia ao experimento laboratorial, ¢

apresentada a corrente elétrica na tensdo do ensaio para a formacao da area eletroporada total,

proveniente da soma das regides eletroporadas reversivel e irreversivelmente.

Figura 24 — Experimento 01 — pulsos entre tordide e haste central — representacdo dos pontos simulados para a
visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area eletroporada irreversivelmente e do valor
absoluto das areas eletroporadas em funcdo da tensdo aplicada.
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De maneira analoga, a Figura 25 apresenta os ensaios simulados da evolucdo de
resultados de acordo com o incremento da tensdo elétrica. Sdo apresentados resultados
simulados para o tecido animal, com o parametro de condutividade elétrica correspondente ao

tumor, Tabela 1.
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Figura 25 — Experimento 01T — tecido animal - pulsos entre toroide e haste central — representagdo dos pontos
simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area eletroporada
irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas em fungdo da tensdo aplicada.
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Para citar os casos similares a apresentacdo deste primeiro experimento, a seguir, sao
apresentados os sete experimentos restantes, de entendimento analogo a este primeiro. Assim,

as explicacdes serdo concentradas apenas nos termos especificos.
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A Figura 26 concentra as informagdes obtidas no experimento 02. E possivel observar

o uso do eletrodo ¢ o resultado visual da simulacdo em uma das amostras de Solanum

tuberosum, cuja regido eletroporada apresenta a coloracdo vermelha.

Figura 26 — Experimento 02 — pulsos de 1,5 kV — simulagdo computacional e na amostra experimental —

Y

[~ -0.05 |

Dimensdes na simulagéo computacional [m]
E < Erev Erev <E<L Eirrev Eirrev <E
[ ]— Nao eletroporado I — Eirrew

Tubérculo de batata— 10 kV/m Tubérculo de batata— 80 kV/m

Campo Elétrico [kV/m]

Vﬂl;gczlio = 1500V  Experimental: Ilﬁgzziio =20,174

Experimental:

vista

Experimental — média das N = 9 4reas eletroporadas: 4523 = 20,27 cm?

Solanum tuberosum: ESOPE: 8 pulsos, 100 ps, 1 Hz — haste no centro ¢ na borda do tordide.
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Em analogia ao experimento laboratorial, a Figura 27 representa os ensaios simulados

com os passos de tensdo elétrica adequados aos parametros de Solanum tuberosum.
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Figura 27 — Experimento 02 — pulsos entre a haste no centro e uma haste na borda do tordide — representagdo dos
pontos simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area eletroporada
irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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De forma andloga, a Figura 28 apresenta os ensaios simulados sobre a evolugdo dos
resultados de acordo com o incremento de tensdo elétrica. S3o apresentados resultados
simulados para o tecido animal, com o parametro de condutividade elétrica correspondente ao

tumor, Tabela 1.
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Figura 28 - Experimento 02T — tecido animal — pulsos entre a haste no centro e uma haste na borda do toroide —
representagdo dos pontos simulados para a visualiza¢do do desenvolvimento da corrente, do percentual de area
eletroporada irreversivelmente ¢ do valor absoluto das areas eletroporadas.
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4.2.3 Experimento 03

A Figura 29 concentra as informagdes obtidas no experimento 03. E possivel observar
o uso do eletrodo ¢ o resultado visual da simulagdo em uma das amostras de Solanum

tuberosum, cuja regido eletroporada apresenta a coloracdo vermelha.
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Figura 29 — Experimento 03 — Simulagdo computacional e na amostra experimental — Solanum tuberosum:
ESOPE: 8 pulsos, 100 us, 1 Hz — haste em fura¢des cons_e_c'%givas na borda do tordide.
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Na Figura 30, o grafico apresenta dados do experimento 03 em simulacdo do modelo
computacional para pulsos retangulares de 1500 V. Neste experimento a regiao eletroporada
esta abaixo de 15% da regido total tratada. Este numero ¢ considerado adequado, desde que a

regido de eletroporacao irreversivel nao afete estruturas consideradas vitais.
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Figura 30 — Experimento 03 — pulsos em um par de hastes nas bordas do tordide — representacdo dos pontos
simulados para a visualiza¢do do desenvolvimento da corrente, do percentual de area eletroporada
irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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A Figura 31 apresenta os ensaios simulados sobre a evolugdo dos resultados de acordo
com o incremento de tensdo elétrica. Sdo apresentados resultados simulados para o tecido
animal, com o parametro de condutividade elétrica correspondente ao tumor, Tabela 1.

Figura 31 - Experimento 03T — tecido animal — pulsos em um par de hastes nas bordas do toroide —

representagdo dos pontos simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area
eletroporada irreversivelmente ¢ do valor absoluto das areas eletroporadas.
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4.2.4 Experimento 04

A Figura 32 concentra as informagdes obtidas no experimento 04. E possivel observar

o uso do eletrodo ¢ o resultado visual da simulagdo em uma das amostras de Solanum tuberosum

cuja regido eletroporada apresenta a coloracdo vermelha.

Figura 32 — Simulagdo computacional e na amostra experimental — Solanum tuberosum: ESOPE: 8 pulsos,

100 ps, 1 Hz.
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Na Figura 33, foi realizada a comparagao dos valores das correntes elétricas e das areas
obtidas tanto na simulacdo quanto na etapa experimental.
Figura 33 — Experimento 04 — pulsos entre a calota e haste vertical no topo da calota — representagdo dos pontos

simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area eletroporada
irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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Na Figura 34, ¢ apresentada a sequéncia referente a um pulso bipolar de tensdo e a
respectiva corrente.
Figura 34 - Experimento 04T — tecido animal — pulsos entre a calota e haste vertical no topo da calota —

representagdo dos pontos simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area
eletroporada irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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4.2.5 Experimento 05

A Figura 35 concentra as informagdes obtidas no experimento 05. E possivel observar
o uso do eletrodo ¢ o resultado visual da simulagdo em uma das amostras de Solanum tuberosum

cuja regido eletroporada apresenta a coloragao vermelha.

Figura 35 — Experimento 05 — Simula¢ao computacional e na amostra experimental — Solanum tuberosum:
ESOPE: 8 pulsos, 100 us, 1 Hz.
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Na Figura 36, foi realizada a comparacdo entre os valores das correntes elétricas e das
areas obtidas na simulagd@o e na etapa experimental.
Figura 36 — Experimento 05 — pulsos entre a calota e haste lateral inclinada — representag@o dos pontos

simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area eletroporada
irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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Na Figura 37, ¢ apresentada a sequéncia referente a um pulso bipolar de tensdo e a
respectiva corrente.
Figura 37 - Experimento 05T — tecido animal - pulsos entre a calota e haste lateral inclinada — representagéo dos

pontos simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area eletroporada
irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.

25 120 ~
! p= |
3 X
()
= 4 5
e (7))
) @©
@ 15 =
N | =
£ l .
5 10 i <
E ' 46,1 % Y
S 5 ' €
© LW 0, 20 9
al_) Q== 0, 24,0 /O =
< 19,5 % 21,8 % E , 8
Tens&@o 2000 V 2500 V 3000 V 3500 V
aplicada [,:_}/

[V] e OTAL e=e==|RREV e=s==REV e=eeCORRENTE




74

4.2.6 Experimento 06

A Figura 38 concentra as informagdes obtidas no experimento 06. E possivel observar
o uso do eletrodo especifico e o resultado visual da simulagdo em uma das amostras de Solanum

tuberosum, cuja regido eletroporada apresenta a coloracdo vermelha.

Figura 38 — Experimento 06 — Simulagdo computacional e na amostra experimental — Solanum tuberosum —
ESOPE: 8 pulsos, 100 us, 1 Hz.
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Na Figura 39, foi realizada a comparacdo entre os valores das correntes elétricas e
entre as areas obtidas na simulacdo e na etapa experimental.
Figura 39 — Experimento 06 — pulsos entre placa circular e esfera, sem placas laterais — representagdo dos pontos

simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area eletroporada
irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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Na Figura 40, ¢ apresentada a sequéncia referente a um pulso bipolar de tensdo e a
respectiva corrente.
Figura 40 - Experimento 06T — tecido animal - pulsos entre placa circular e esfera, sem placas laterais —

representagdo dos pontos simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area
eletroporada irreversivelmente ¢ do valor absoluto das areas eletroporadas.
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4.2.7 Experimento 07

No experimento 07, Figura 41, as areas experimentais ¢ simuladas foram obtidas
segundo o corte com vista frontal, ou seja, um corte ortogonal as placas inseridas nas laterais
das amostras de Solanum tuberosum. E possivel observar o uso do eletrodo e o resultado visual

da simulacdo em uma das amostras cuja regiao eletroporada apresenta a coloragao vermelha.
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Figura 41 — Experimento 07 em visdo frontal — Simulagdo computacional e na amostra experimental — Solanum
tuberosum — ESOPE: 8 pulsos, 100 pus, 1 Hz. As setas vermelhas indicam regides de expansdo de campo
decorrente das placas condutoras, este efeito ocorre sem que as placas estejam concectadas ao polo negativo do

eletroporador.
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Na Figura 42, foi realizada a comparacdo dos valores das correntes elétricas e entre as

areas obtidas na simulagdo e na etapa experimental com Solanum tuberosum.

Figura 42 — Experimento 07 — pulsos entre placa circular e esfera, e placas laterais desconectadas — representacao
dos pontos simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area eletroporada

irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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Embora ndo contabilizada, a area resultante da eletroporagdo na face onde as placas

metalicas foram aderidas sao detalhadas na Figura 43, o que possibilita a comparagdo com o

seu equivalente experimental.
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Figura 43 — Experimento 07. (A) Desenho esquematico da montagem do eletrodo e polaridades, as placas
laterais ndo estdo conectadas a nenhuma polaridade. Pulsos de 1,2 kV na simulagdo do experimento sdo
apresentados em corte na posicao da haste para as B -) vista yz de polaridade positiva, C-) vista na simulagdo
computacional, a seta tracejada indica a posi¢do de corte para D-) a vista yz da amostra experimental. Na
amostra Solanum tuberosum foi aplicado o protocolo ESOPE de 8 pulsos, 100 ps, 1 Hz, a linha tracejada indica
o0 local em que a placa foi posicionada.
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Na Figura 44 ¢ realizada a comparacgdo dos valores das correntes elétricas e entre as

areas obtidas na simulagdo e na etapa experimental.

Figura 44 - Experimento 07T — tecido animal - pulsos entre placa circular e esfera, e placas laterais
desconectadas — representagdo dos pontos simulados para a visualiza¢do do desenvolvimento da corrente, do
percentual de area eletroporada irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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4.2.8 Experimento 08

No experimento 08, Figura 45, as placas laterais sdo aplicadas com conexao elétrica a
placa toroidal do eletrodo. As areas experimentais e simuladas foram obtidas segundo o corte
de vista frontal, ou seja, figura de corte ortogonal as placas inseridas nas laterais do tubérculo
de batata. E possivel observar o uso do eletrodo e o resultado visual da simulagdo em uma das
amostras do tubérculo de batata, cuja regido eletroporada apresenta a coloracdo vermelha.

Figura 45 — Experimento 08 — Simulagdo computacional e na amostra experimental — Solanum tuberosum:
ESOPE: 8 pulsos, 100 us, 1 Hz.
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Na Figura 46, foi realizada a comparacao dos valores das correntes elétricas e entre as
areas obtidas na simulagdo e na etapa experimental.
Figura 46 — Experimento 08 — pulsos entre placa circular e esfera, e placas laterais conectadas a placa circular —

representagdo dos pontos simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do percentual de area
eletroporada irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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A leitura experimental da corrente elétrica foi superior daquela prevista in silico,
Figura 47, provocou deformidades nos pulsos retangulares de tensdo. A aquisi¢ao evidencia um
comportamento danoso aos bragos de IGBTs envolvidos. Este problema ocorreu somente nas
tentativas de realizar o experimento 08, quando comumente ocorria uma faisca capaz de
iluminar o tubérculo de dentro para fora. O fendmeno ocorre com a emissdo de estampidos
sincronizados com os pulsos de tensdo. Nao foi possivel caracterizar o fendmeno sendo pelo

rompimento dielétrico e abertura de um arco voltaico.
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Figura 47 - Experimento 08T — tecido animal - pulsos entre placa circular e esfera, e placas laterais conectadas a
placa circular — representag@o dos pontos simulados para a visualizagdo do desenvolvimento da corrente, do

percentual de area eletroporada irreversivelmente e do valor absoluto das areas eletroporadas.
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4.3 ANALISE ESTASTISTICA DOS EXPERIMENTOS

Os resultados foram obtidos com o uso de dois polos dos eletrodos, segundo as
configuragdes ja apresentadas para este estudo. Com base nas sequéncias automatizadas no
firmware do eletroporador, APENDICE A, foi utilizado o comando 2 de pulsos bipolares.

Neste trabalho, o nimero de amostras por ensaio foi de N = 9, capaz de proporcionar
o desvio padrao em pelo menos uma ordem de grandeza abaixo das suas médias, o que colabora
na contenc¢do de elevadas dispersdes. Essa amostragem se mostrou suficiente para os testes de
normalidade e significancia dos dados das areas eletroporadas experimentais. Estas que
obtiveram os maiores desvios padrdo e erros padrdo quando comparados com os respectivos
resultados para as correntes elétricas. Ainda assim, as correntes elétricas de CO1, C02 e C04
nao foram considerados normais segundo o teste de Shapiro-Wilk. No entanto, por meio do
teste — t ou do teste de Wilcoxon, todos as amostragens das areas e das correntes puderam ser
consideradas com significancia de 95 %.

Para o entendimento dos resultados, sdo apresentados os valores pertinentes ao estudo
estatistico inicial: valor simulado (tedrico ou de referéncia), média dos N =9 valores
experimentais, desvio padrdo, erro padrao e o erro relativo percentual (cem vezes a razao da
soma do valor simulado com a média experimental, pelo valor simulado).

Para as amostras independentes (ndo pareadas) os testes foram adequados as amostras
experimentais. Também foram utilizados testes ndo paramétricos quando na suposicdo de
distribuicao nao gaussiana (BOX, G.E.P., HUNTER, W.G. AND HUNTER, 1978; MANDEL,
1964). Considerado o nivel de significancia p = 0,05, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk
(SHAPIRO; WILK, 1965) para avaliar se uma amostragem possui distribui¢do normal. Caso
uma amostragem apresente distribui¢do considerada normal, p > 0,05, é feito o teste — t para
rejeitar ou ndo uma hipotese nula, que corresponde a ndo existéncia de relagdo entre
amostragens. Caso uma amostragem nao seja considerada normal pelo teste de Shapiro-Wilk,
p < 0,05, ¢ utilizado o teste paramétrico de Wilcoxon para amostragens independentes, quando
ndo ¢ possivel assumir a distribui¢do normal para a amostragem. Para esse teste, a hipotese nula
se refere a amostragem conter alguns de seus elementos com fungdes de distribui¢cdo similares
entre si, e sua hipotese alternativa, de que ao menos um par de amostras possuem fungdes de
distribui¢des consideradas diferentes (BLAIR; HIGGINS, 1980; DEXTER, 2013). Assim, o

intervalo de confianga foi apresentado somente nas amostragens consideradas de distribui¢ao
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normal. Além desses critérios, foram calculados o erro relativo, para os quais ¢ estimada a

confiabilidade associada ao eletroporador e aos equipamentos de medicao na faixa de 95 %.
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4.4 ANALISE DOS EXPERIMENTOS

Dada a diversidade dos eletrodos e suas configuracdes adotadas nos experimentos,
houve esforgos em se manter a constancia dos parametros:
e Taxa de crescimento da area EP irreversivel por incremento de 100 V, na medida que
se aproxima da tensdo nominal nos experimentos;

e Percentual da area eletroporada irreversivelmente em relagdo a area total eletroporada.

Estes parametros foram obtidos por simulagdes e organizados na Tabela 6, onde as
tensdes elétricas se mostraram suficientes para contemplar uma dada por¢ao de area total EP de
acordo com a proposta dos eletrodos. Ainda que alguns destes dois pardmetros sejam
(parcialmente) violados, foi entendido que manter tensdes semelhantes entre os diferentes
eletrodos, ou suas configuragdes, ¢ importante para o critério referéncial sobre os resultados
obtidos na pratica e nas respectivas simulagdes. Além disso, ajustar uma Unica tensao no

eletroporador facilita na economia de tempo do procedimento clinico.
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Tabela 6 - Dados obtidos a partir da simulagdo com parametros de Solanum tuberosum. AAiry € a taxa de
crescimento da area eletroporagdo irreversivel por incremento de 100 V ao redor do patamar da tensdo aplicada
nos experimentos, Airev/AtoT 0 percentual da area eletroporada irreversivelmente em relacdo a area total
eletroporada, Vapp € Iapp 80 patamares da tensdo e corrente nos pulsos retangulares aplicados nas amostras,

respectivamente.
Conﬁguragﬁo AAirrev Airrev/ATOT Vapp Iapp
do eletrodo
Experimento 01 | ’ 0,4% 9,5% 1500 V 20,88 4
b
|
Experimento 02 - 0,4% 28,2% 1500V 16,45 A

Experimento 03 0,6% 14,7% 1500V 14,63 A

Experimento 05 0,4% 9,6% 1500V 26,80 4

Experimento 04 4; 1,0% 19,0% 1500V 35,43 A
/

Experimento 06 0,7% 10,2% 1200V 5354

E>

Experimento 07 1,1% 11,9% 1200V 8,77 A
ﬁD

Experimento 08 % 1,1% 11,7% 1200V 9,36 A

Assim, na tentativa de pelo menos um parametro fixo, foram mantidas as mesmas
tensdes para as configuragdes dos eletrodos, exceto para os ultimos trés experimentos. Isto se
justifica devido aos moderados volumes tratados quando comparado com os cinco primeiros
experimentos.

Definidas as tensdes para os oito experimentos, foi alcangado um conjunto aceitavel
de valores de corrente elétrica, taxa de crescimento da area eletroporagdo irreversivel e
percentual da area eletroporada irreversivelmente. Como os intervalos de interesse do modelo
matematico ¢ de natureza exponencial, as variagdes para as duas primeiras colunas da Tabela 6

sao aceitaveis (IVORRA; MIR; RUBINSKY, 2009; SEL et al., 2005a).
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4.4.1 Ensaios de corrente elétrica
A Tabela 7 apresenta os valores obtidos nas simulacdes e as médias dos nove valores
praticos de cada experimento.

Tabela 7 - Experimentos de corrente elétrica — onde o erro relativo percentual € dado pelo valor simulado
subtraido da média experimental, em relacdo ao valor simulado.

Valor Média Intervalo de Desvio Erro Erro relativo
Simulado  (N=9) confianca — 95%  padrdo-s padrio percentual
[A] exper. [A] [A] [A]
[A]

Experimento 20,88 17,72 - 0,50 +0,17 15,13 %
Co1

Experimento 16,45 20,17 - 1,05 +0,35 -22.61 %
C02

Experimento 14,63 12,17 14,46 - 15,30 0,55 +0,18 16,81 %
Co3

Experimento 35,43 35,11 - 1,05 +0,35 0,90 %
Co4

Experimento 26,8 26,22 25,71 - 27,50 1,17 +0,39 2,16 %
Co05

Experimento 5,35 7,56 5,73 — 6,48 0,49 +0,16 -41,31 %
Co6

Experimento 8,77 7,44 8,25 - 8,85 0,39 40,13 15,17 %
Cco7

A Tabela 7 ainda apresenta o intervalo de confianca de 95 %, o desvio padrdo e erro
padrdo para as amostras trabalhadas em laboratorio. A ltima coluna da referida tabela mostra
o erro relativo percentual da média dos valores obtidos nas praticas laboratoriais e o valor
simulado. Neste caso, quando o erro percentual ¢ um valor negativo, significa que a simulagao
computacional apresentou consideravel valor numérico da grandeza em estudo quando
comparado com a média dos resultados praticos.

Para complementar a Tabela 7 sdo apresentados os resultados dos testes de
normalidade e intervalo de significancia em 95 % das nove amostras de cada experimento. Para

isto, os critérios dos testes sdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Testes de normalidade e significancia das correntes elétricas.

Shapiro-wilk Normalidade Test -t Wilcoxon Significancia
segundo Shapiro-
wilk
Ensaio 0,0001 0,0001<p - 9,00E-01 9,00E-01>p
Co1 N3o é considerado Sim, ensaio e simulagdo
normal sdo compativeis
Ensaio 4,00E-04 4,00E-04 < p - 3,94E-01 3,94E-01>p
C02 N&o é considerado Sim, ensaio e simulagdo
normal sdo compativeis
Ensaio 1,10E-01 1,10E-01 >p 1,93E-01 - 1,93E-01>p
Co03 Sim, é considerado Sim, ensaio e simulagdo
normal sdo compativeis
Ensaio 4,00E-04 4,00E-04 < p - 3,94E-01 3,94E-01>p
Co4 N3o é considerado Sim, ensaio e simulagdo
normal sdo compativeis
Ensaio 2,54E-01 2,54E-01>p 6,40E-01 - 6,40E-01 > p
CO05 Sim, é considerado Sim, ensaio e simulagdo
normal sdo compativeis
Ensaio 2,73E-01 2,73E-01 >p 1,54E-03 - 1,54E-03 > p
C06 Sim, é considerado Sim, ensaio e simulagdo
normal sdo compativeis
Ensaio 5,49E-02 5,49E-02 > p 1,38E-01 1,38E-01>p
Co7 Sim, é considerado Sim, ensaio e simulagdo

normal

sdo compativeis

Para todos os ensaios de corrente elétrica, o grafico da Figura 48 apresenta a

distribuicdo dos valores experimentais e teoricos (simulados) obtidos com o tubérculo de batata

e seus parametros de modelagem, respectivamente. De acordo com as configuragdes dos

eletrodos estudadas neste trabalho, o grafico da Figura 48 apresenta os valores das correntes

elétricas devido o campo elétrico imposto em cada amostra laboratorial (valores medidos),

frente aos respectivos resultados computacionais (valores simulados).
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Figura 48 - Distribui¢cdo das amostras experimentais das correntes elétricas e seu valor simulado
computacionalmente para cada ensaio proposto com amostras de Solanum tuberosum e seus parametros
— representacdes amostrais em box-plot, sobrepostos aos pontos das amostras e do valor simulado.
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Para a corrente elétrica, segundo a Tabela 7, tomado o valor simulado como referéncia,

o erro relativo percentual tendera um niimero positivo quando o montante de eletroporagao

experimental estiver aquém daquele obtido em simulacao. Assim, com exce¢ao do experimento

C02 e C06, todos as demais correntes poderiam ser maiores para as praticas laboratoriais.

A possivel explicagdo para o experimento C02 apresentar erro positivo € a encurtada

aproximacao do par de polos do eletrodo na aplicagdo dos pulsos (com o mesmo potencial

elétrico dos experimentos C01 e C03). Por consequéncia, dentre CO1, C02 e C03, foi justamente

o ensaio C02 foi quem apresentou a maior por¢ao de tecido eletroporado irreversivelmente em

relagdo a porgdo de eletroporagio reversivel, A& &rgy = 28,2 %, Figura 49.
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Figura 49 - Comparagio dos experimentos C01, C02 e C03.
Experimento 01 — ensaio CO1 Experimento 02 — ensaio C02 Experimento 03 — ensaio C03

vista

Ak rEy = 9,5 % AL arey =282 % ASrrey = 14,70 %

| 1]

—

Sobre o eletrodo com um polo no formato de calota, experimentos C04 e CO05, e as
devidas hastes parcialmente isoladas e posicionadas respectivamente em angulo reto e angulo
de 45°, sdo verificados os menores erros de corrente elétrica dentre todos os experimentos,
0,90 % e 2,16 %, respectivamente. Apesar de C04 e C05 apresentarem os menores erros para
as correntes, os percentuais das 4dreas com eletroporagdo irreversivel foram A krpy =
19,00 % e A5 rey = 9,60 %, Figura 50. A partir do mesmo potencial elétrico aplicado em
C04 e CO05, ocorrera um percentual de eletroporacdo irreversivel tdo impactante quanto mais
internamente o polo de haste estiver envolvido pela concavidade: na ocorréncia de um campo

elétrico intenso.
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Figura 50 - Comparagdo dos experimentos C04 e CO5.
Experimento 04 — ensaio C04 Experimento 05 — ensaio C05
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Sobre o eletrodo de disco com um polo esférico, os experimentos C06 ¢ C07 se
destacam com relevantes erros percentuais. Para o ensaio C07, de erro 15,17%, ha pelo menos
dois fatores impeditivos da comparacao com C06 (e C08), cujo erro de C06 ¢ —41,31%. Assim,
em uma primeira analise, os ensaios C06 e C07 poderiam indicar significantes diferencas nas
regides de EP irreversivel. No entanto, sdo 4reas bastante semelhantes: A5Q%rzy = 10,15 % e
ARy = 11,90 %. A partir do mesmo potencial elétrico, CO6 conta com uma superficie do
tubérculo de batata mais ampla quando comparada ao C07 (e C08), restritos pelo corte para o
encaixe das placas metalicas, Figura 51.

Assim, a concentragdo elevada de campo ao redor do polo esférico em C06 remete a
um erro percentual negativo (—41,31 %), como em C02, —22,61 %, provavelmente devido a
pequena distancia entre os polos energizados em relagcdo a tensdo aplicada pelos pulsos. No

entanto, em C07 o campo ¢ melhor distribuido com a adi¢cdo das placas laterais, o que conduz

a um erro percentual no valor de 15,17 %. Isto ser4 abordado nas explica¢des da Figura 53.



Figura 51 - Comparagdo dos experimentos C06 e CO7.
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Experimento 06 — ensaio C06 Experimento 07 — ensaio C07

/@

o

AES ey = 10,15 % A rey = 11,90 %

visdo lateral

visdo frontal — Utilizada no calculo da

area eletroporada do experimento 07.

O experimento CO8 foi de execucdo invidvel. Embora a simulagdo indique corrente

inferior a 10 4, foi imperativo evitar esta configuracdo, pois foram recorrentes as aberturas de

arco voltaico por dentro do tubérculo quando um trem de pulsos do protocolo ESOPE era

aplicado.

E importante destacar que esses erros percentuais de corrente entre a simulacao e a

respectiva média das nove amostras laboratoriais ¢ uma indicagdo indireta sobre o excesso ou

falta da tensao definida para o experimento.
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Os menores erros percentuais foram respectivamente 0,90 % e 2,16 %, obtidos nos
experimentos C04 e CO0S5, os Unicos a utilizarem calotas como polos do eletrodo. O maior erro
foi de —41,31 % no experimento C06, sinalizando que a tensdo aplicada poderia ser reduzida
para a obten¢do da mesma darea eletroporada. Diferente de C06, foi o experimento CO07,
realizado com a mesma tensao que o C06, porém, na adogao das placas metélicas laterais houve
uma distribui¢do do campo elétrico com tendéncias de uniformidade.

A partir dos resultados obtidos nos experimentos ¢ possivel exercer a elaboragdo da
Tabela 9, onde alguns resultados das comutacdes dos eletrodos podem ser apresentados através
da sintese de experimentos. Esta ¢ uma maneira de viabilizar comparagdes com eletrodos da

literatura pesquisada, por exemplo, com aqueles representados na Tabela 5.

Tabela 9 — Resumo dos eletrodos, Vapp € a tensdo aplicada e Imax € a respectiva corrente maxima do eletrodo.

Configuracio dos Resultado das  Area da EQT  Profundidade Vapp
eletrodos comutacdes eficiente do campo
dos eletrodos: elétrico |
experimentos

01+02+03 Ao redor de Ao redor de 1500 V
13 cm? 5cm
20 A
04+05 Ao redor de Ao redor de 1500 V
v 21 cm? 4cm
X 35A
Jan
45°
| 06 Ao redor de Ao redor de 1200 V
-l > 5 cm? 2cm
8 A
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4.4.2 Ensaios das areas eletroporadas

A Tabela 10 apresenta os valores simulados e as médias dos valores obtidos nas
praticas laboratoriais das areas eletroporadas a partir dos sete experimentos validos (aqueles
que fornecerem N = 9 amostras) para o presente estudo. O contetido da Tabela 10 também
contempla os resultados para a avaliacdo dos intervalos de confianca, desvio padrdo, erro

padrao e o erro relativo percentual de cada um dos ensaios.

Tabela 10 - Ensaios de area eletroporada compara valores simulados e experimentais em Solanum tuberosum. O
erro relativo percentual € o valor simulado subtraido da média experimental, em relacdo ao valor simulado.

Valor Média Intervalo de Desvio Erro Erro relativo
Simulado (N=9) confianca — 95% padrio - s padrao percentual
[em?] exper. [em?] [em?] [em?]
[cm?]
Experimento 11,61 12,76 10,88 — 14,63 2,44 40,81 -9.91 %
A01
Experimento  2() 15 20,27 18,07 — 22,46 2,86 +0,95 -0,60 %
A02
Experimento 15 78 17,18 15,86 — 18,49 1,71 +0,57 -8,87 %
A03
Experimento 14,76 13,40 11,78 — 15,02 2,11 +0,70 9,21 %
A04
Experimento 27 37 21,41 25,71 - 27,50 2,22 10,74 4,29 %
A05
Experimento 3 04 4,88 5,73 - 6,48 0,81 10,27 -23,86 %
A06
Experimento 5,45 4,62 8,25 — 8,85 0,58 +0,19 15,23 %
A07

O intervalo de confianca em 95 % foi verificado para as amostragens aprovadas quanto
a normalidade segundo o teste de Shapiro-Wilk, Tabela 11. Quando o erro percentual entre o
valor simulado e a média dos valores praticos € um valor positivo, significa que as areas obtidas
nas simulagdes apresentam maiores valores simulados (tedricos) do que as médias dos nove
resultados praticos de cada experimento.

Quando o erro percentual resulta em um numero negativo, o montante de eletroporagdo

irreversivel experimental tendera a ser maior do que o simulado, provavelmente prestes a
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alcangar os limites da modelagem matematica adotada. Assim, de uma forma geral, algum
decremento de campo elétrico poderia ser ajustado para o valor experimental alcangar o valor
simulado. No entanto, em termos clinicos, algum excesso de campo elétrico colabora na
garantia da eliminagdo do tecido neopldsico naquele volume tratado (VALERIO et al., 2017) e

(WAGSTAFF et al., 2016).

Tabela 11 - Resultado dos testes de normalidade e significancia dos ensaios de area.
Shapiro-wilk Normalidade Test—t Significancia

segundo Shapiro-

wilk

Ensaio 6,29E-02 6,29E-02 > p 1,95E-01 1,95E-01>p
A0l Sim, é considerado Sim, ensaio e simulagdo sdo

normal compativeis

Ensaio 5,98E-01 5,98E-01 > p 9,04E-01 9,04E-01>p
A02 Sim, é considerado Sim, ensaio e simulac¢3o s3o

normal compativeis

Ensaio 7,76E-01 7,76E-01 > p 0,03991 0,03991>p
A03 Sim, é considerado Sim, ensaio e simulac¢3o s3o

normal compativeis

Ensaio 3,05E-01 3,05E-01>p 8,90E-02 8,90E-02 > p
A04 Sim, é considerado Sim, ensaio e simula¢do sio

normal compativeis

Ensaio 2,54E-01 2,54E-01 > p 6,40E-01 6,40E-01 >p
A05 Sim, é considerado Sim, ensaio e simulagdo sdo

normal compativeis

Ensaio 2,73E-01 2,73E-01>p 1,54E-03 1,54E-03 > p
A06 Sim, é considerado Sim, ensaio e simulac¢3o s3o

normal compativeis

Ensaio 5,49E-02 5,49E-02 > p 1,38E-01 1,38E-01>p
A07 Sim, é considerado Sim, ensaio e simulagio s3o

normal compativeis

Para todos os experimentos de areas, o grafico da Figura 52 apresenta a distribui¢do

dos valores de areas experimentais e teoricos (simulados).
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Figura 52 - Distribuicdo das amostras experimentais das areas eletroporadas e seu valor simulado
computacionalmente para cada ensaio proposto com Solanum tuberosum e seus parametros — representagdes

amostrais em box-plot, sobrepostos aos pontos das amostras e do valor simulado.
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Na andlise dos erros percentuais em AO0l, A02 e AO03 ¢ notado que as dareas
eletroporadas simuladas sdo levemente inferiores as obtidas com a média dos N = 9 valores
experimentais em amostras de Solanum tuberosum. O erro em A02 é praticamente nulo, em
AO01 e AO3 sdo inferiores a 10 %, em mddulo. Entdo, segundo o modelo matematico, para as
areas de eletroporagdo irreversiveis, A5 kpey = 9,5 %, At Rrey = 28,2 % e AL 3 ppy =
14,70 %, e os respectivos erros relativos percentuais de —9,91 %, —0,60 % ¢ —8,87 %, ha
uma notéavel disparidade na elevada percentagem de area eletroporada irreversivel em A02 e o
diminuto erro relativo percentual no total da area eletroporada no mesmo A02. E apesar do
pequeno erro relativo percentual entre o simulado e o pratico, na Figura 52 ¢ observada uma

consideravel dispersdo das areas neste experimento.
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Os desvios observados nos experimento in vitro € no modelo computacional podem
ser explicados pelos fatores: 1- anisotropia do tecido; 2- o modelo computacional da literatura;
3- 0o modelo desenvolvido pela literatura usou amostras que variam das amostra utilizadas in
vitro (existem alguns tipos de Solanum tuberosum (REEVE; TIMM; WEAVER, 1973); 4-
Devido a presenca de outras estruturas (além do parénquima) o tecido ndo ¢ homogéneo
(HIELKO E.GROMMERS; DO A.VAN DER KROGT, 2009).

De imediato, ndo se pode atribuir essas discrepancias entre os erros relativos
percentuais exclusivamente ao modelo matematico, pois a nao homogeneidade dos tubérculos
de batata e as geometrias das trés diferentes configuracdes do eletrodo podem impactar com
afinidades distintas frente ao modelo matematico adotado (GEHL et al, 2018),
(BERKENBROCK et al., 2019) e (REEVE; TIMM; WEAVER, 1973). Na pratica clinica,
também existirdo fatores andlogos a estes, de forma a interferir nos resultados praticos quando
comparados as simulagdes preparatorias de um eventual procedimento.

Nas configuragdes do eletrodo em A01, A02 e A03, o erro relativo percentual das
correntes de C02 (—22,61 %) ¢ o maior em modulo, e em mddulo, o menor de todos ¢ —0,60 %.

Nos ensaios A04 e A0S, os erros percentuais das areas sao —9,21 % e —4,29 %, e os
erros percentuais das correntes em C04 e C05 sao 0,90 % e 2,16 %.

Devido aos erros relativos percentuais das areas serem negativos, as areas de EP
simuladas s3o maiores que as médias obtidas nas praticas laboratoriais. As areas eletroporadas
simuladas sdo 14,76 cm?® e 22,37 cm?® e as médias das areas praticas sdo 13,40 cm?® e
21,41 cm?, respectivamente para A04 e A05. Quanto a A06, A07 (e A08), pouco se altera no
valor simulado das areas EP irreversivel, no entanto, ha tendéncia no aumento da area total EP

nas simulag¢des, Tabela 12.
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Tabela 12 - Comparativo de valores segundo o eletrodo de disco com haste isolada de esfera na extremidade.

Valores A06 A07 A08
Média das

amostras 41E08 = 4,88 cm? AE07 = 4,62 cm? Af® =512cm’

(pratico)
Area total EP

(simulado) A¥%6T = 3,94 cm’® A}%(();T = 5,45 cm? A}%(())ST = 5,80 cm?

Area EP

irreversivel AR rey =10,15%  ASSRpey =11,90%  AE0B .., = 11,72 %

(simulado)

(*) onde foi inviavel obter N = 9 amostras devido a excessiva corrente elétrica que de forma recorrente
danificava o driver do equipamento eletroporador, em geral antes de completar os oito pulsos do
protocolo ESOPE.

Desta forma, ha uma aparente tendéncia de o campo elétrico ser melhor distribuido
pelo uso de um par de placas metalicas em A07 e A08. As placas sdo posicionadas lateralmente
e ndo sdo eletricamente conectadas em AO7. Em A08, as placas sdo eletricamente conectas no
polo em formato de disco. Para os ensaios A06 ¢ A07, cujos erros relativos percentuais sao
—23,86 % e 15,23 %, os erros relativos percentuais das correntes em C06 e C07 sao —41,31 %
e 15,17 %. Assim, somente no experimento 07 foi possivel obter o menor erro relativo
percentual entre area eletroporada total e o erro relativo percentual entre correntes elétricas.
Uma diferenga de 0,06 %, justamente para arranjo de polos menos usual na literatura

pesquisada, Figura 53.
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Figura 53 - Comparagdo dos ensaios A06, AO7 e AOS.
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Como pode ser observado até o presente momento, existem dificuldades em projetar
eletrodos (propriedades geométricas) para a EQT com distribuicdo de campo complexa por
meio de modelos computacionais, foi observado que os modelos matematicos para EQT
geralmente sdo utilizados para a predi¢do de campos de reduzida complexidade (i.e. campos
gerados por eletrododo de par de placas ou segmentos paralelos de agulhas) e (SUZUKI et al.,
2018).

Em teoria, os erros relativos levam a validacdo do modelo matematico utilizado no
simulador computacional quando os resultados sdo confrontados aqueles obtidos por praticas.
No caso deste trabalho, apesar do modelo ja definido e utilizado em diversos outros estudos,
alguns fatores contribuem na dificuldade em validar o modelo pré-existente. Se hd alguma
dissintonia para cada modelo matematico de EP em fung¢do do eletrodo, ndo se pode padronizar
caracteristicas particulares do eletrodo com erros relativos significantes. Se ha necessidade de
criar uma modelagem matematica para EP para todo eletrodo com caracteristicas particulares,
novamente, ndo se pode padronizar o eletrodo de modo compativel com os demais ja existentes.

Neste trabalho, os variados erros relativos de areas e correntes elétricas sdo uteis em
indicar a necessidade de padronizar eletrodos para EQT com o que ja existe de modelos
matematicos, mesmo que oferegam erros relativos devido a possivel inadequacao dos eletrodos
adotados. A questdo estd em evitar a interferéncia dos erros relativos na metodologia de

padronizac¢do de eletrodos para a EQT.
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4.5 PROPOSTA DE PADRONIZACAO DE ELETRODOS PARA A EQT.

A partir dos resultados provenientes das simulagdes e das praticas laboratoriais, sera
apresentada uma proposta de padronizacao de eletrodos para o uso clinico. Nesta proposta os
resultados a serem obtidos sobre os eletrodos sdo quantitativos. Assim, a partir dos testes de
normalidade e significancia das N = 9 ensaios praticos e dos resultados tedricos (simulados),

sera proposta metodologica para a validagdo quantitativa de eletrodos para a EQT.

4.5.1 Correlagoes

Em termos praticos, com o uso da correlagdo de Pearson ¢ possivel obter um valor
sobre o grau de relacionamento entre:

e Os valores simulados e as médias experimentais, ambos de tubérculos de batata;
e Os valores simulados de tubérculos de batata e os valores simulados de tecidos
animais.

O critério para aplicar a correlagdo de Pearson esta tecnicamente detalhado no
APENDICE E. Entretanto, dada a independéncia dos conjuntos das amostras e a respectiva
normalidade, valores de correlagao acima de 70 % sao considerados fortes (KOZAK, 2009) e
(KOZAK; KRZANOWSKI; TARTANUS, 2012).

Desta forma, o método das correlagcdes de Pearson pode oferecer a base de uma
metodologia para a compreensao a respeito do quanto ¢ escalavel utilizar os eletrodos propostos

em tubérculos de batata, para logo em seguida expandir os resultados a tecidos animais.
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Os testes de normalidade para os conjuntos de amostras a serem correlacionadas estdo
no APENDICE E. Os testes apresentaram valor positivo para o teste de normalidade Shapiro-
Wilk, e para efeito de redundancia, foram novamente testados e aprovados quanto a
normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Deste modo, realizadas as devidas

correlagdes, os resultados sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Amostras dos experimentos organizadas em quatro grupos correlaciondveis.

Corrente elétrica Corrente elétrica Areca Area

Tubérculo de batata Tecido animal Tubérculo de batata Tecido animal
Simulada | Experimental Simulada Simulada Simulada | Experimental Simulada Simulada
COLERS) | COlyghey | COLTERYS | OLTSEggs™e | AO1figay | A01300, | AO1ERS) | O1TLISS,
O3} | CO2ipgy | CO2M) | O2TSEETEm e | A023Y | A0275hc, | AO23Y | 02Tiss,
CO35ETs) | CO31ghey | CO3THGYS | O3T{ggas™e | A03§igay | A037%oo, | A3y | 03Tiss,
CO4SERY) | CO4iztgy | CO4SERY) | O4TSETE™™ | AO4TERG | AO4Tslo, | AO4TER | 04Tioss,
COSTERS) | CO5yghey | COSHGYS | OSTSGgas™e | AOSSIRay | A05i%00, | AOSERS) | O5TLISS,
CO6355S) | CO63500, | CO6S5s) | 06TSRGGe™™ | AO6TSns) | AO63,00, | AO6T5Rs) | 06Trss,
CO73ERS) | CO7ibgy | COZSERS) | O7TERGGE ™ | AOTSR | AO7550, | A0TSR | 07Tass,

Correlagao o Correlagao p Correlagado y Correlagao o

Corrente JSieieS™ | Correnteflimamd | frealtietelsmd | froqgnimaiGim)
Correlagdo a=97,15% Correlagdo p=98,67% Correlagdo vy =77,10% Correlagdo & = 99,38%

Exper — Valor adquirido experimentalmente;
Simul — Valor obtido em simulagdo computacional;
A — Referente a Exper e Simul de area [cm?];
C — Referente a Exper e Simul de corrente elétrica [A];
T — Referente aos ansaios em tensdo compativel com o tecido animal adotado. Em todos os demais ensaios

foram adotadas tensdes compativeis com o tubérculo de batata. O valor do moédulo das tensdes utilizadas sdo
os valores que acompanham as respectivas variaveis, em unidade de Volt, [V].
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O mesmo processo indicado na Tabela 13 esta representado na Figura 54 de forma a

facilitar a compreensao dos processos e respectivos resultados das correlagdes de Pearson.

Figura 54 - Visualizagdo do valor das correlagdes (setas) dos conjuntos das amostras simuladas e experimentais e
suas respectivas naturezas, dentro do contexto de correntes elétricas (I) e areas totais (A) eletroporadas.

E possivel utilizar os

modelos da EP in silico
com os eletrodos 97,15% P SIM

propostos?

Ha valores de campo
elétrico que devam ser
aplicados in vivo para
obter a mesma area
efetiva da EQT nos
eletrodos propostos?




104

4.5.2 Exemplificaciio do tratamento com EQT por imagens de simulagdes

Para a visualizagcdo do resultado a respeito da aplicagdo de pulsos em um tratamento
de EQT, foi realizada a simulacdo com parametros de um determinado tecido animal. De acordo
com a Tabela 1, sdo obtidos os parametros do tecido tumoral (neoplasia) de condutividade
inicial o, = 0,300 S/m e condutividade final 0,5, = 0,750 S/m, segundo o modelo proposto
por (SUZUKI et al., 2015).

De forma a representar um possivel tratamento de tumor esférico subcutaneo foi
adotado o eletrodo de disco com hastes distribuidas a cada 120° e ao centro.

Uma vez definida a tensdo para os patamares dos pulsos no eletroporador, sdo
aplicados o comando 3 seguido do comando 6, Tabela 15, APENDICE A. Assim, de maneira
automatizada, em poucos segundos todo o tratamento ¢ efetuado no tecido neoplasico,
previamente preparado com o posicionamento dos polos do eletrodo especificado.

O comando 3 aplica a sequéncia de pulsos entre as trés hastes que passam pelos
orificios de 3 mm, distribuidos a 120° ao redor da placa toroidal do referido eletrodo. Se forem
essas hastes nomeadas de polos A, B e C (conforme Figura 15), a sequéncia dos trens de pulsos
se da entre as combinagdes AP, BP e CP, representado na Figura 55.

O comando 6 aplica a sequéncia de pulsos entre as trés hastes e a placa toroidal. A
sequéncia de trens de pulsos se da entre as combinagdes AB, BC e CA, representado na Figura
56.

Embora a sobreposicao dos comandos 3 e 6 tenha apresentado um 6timo resultado para
o tratamento, na pratica, poderia ser acrescentado o comando 2 como redundancia. Este

comando aplica um trem de pulsos entre o polo A e a placa P.
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Figura 55 - Aplicagdo do comando 3 no eletrodo de placa toroidal, com trés agulhas ao redor, distribuidas em
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Na Figura 55 e Figura 56 ¢ possivel notar a grande regido tratada no caso da EQT.

Com somente um posicionamento do referido eletrodo, foi possivel aplicar o tratamento sem

falhas dentro do volume eletroporado. E notavel que devido a distribuigdo dos polos, existe a

vantagem quanto redundancia na aplicagdo dos campos elétricos em algumas partes dentro da

regido alvo. E quanto mais ao centro do volume, havera incrementos de redundancias nos

diversos sentidos dos vetores de campo elétrico.



106

Figura 56 - Aplicacdo do comando 6 no eletrodo de placa toroidal, com trés agulhas ao redor, distribuidas em
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5 DISCUSSAO

Considera-se a condutividade elétrica inicial de uma dada amostra constante e
isotropica, para todo tubérculo de batata nao exposto a campos elétricos. E uma vez aplicado o
protocolo, os patamares de campos elétricos consequentes de elevadas tensdes impostas no
tecido vivo, causam o incremento da condutividade elétrica na amostra. Isto decorre da
eletroporacao, segundo os modelos matematicos expressos na equacao (6), do modelo vegetal
(IVORRA; MIR; RUBINSKY, 2009), (CAMPANA et al., 2017) e (BERKENBROCK et al.,
2019), e na equagdo (7) do modelo animal (SUZUKI et al., 2015). No entanto, quando a
simulacdo computacional indicar a existéncia da EP irreversivel, ¢ sinal que ja se trabalha em
intervalos considerados nao lineares segundo os modelos matematicos. Quando se trabalha com
EP reversivel e, por isso também ¢ adotado o protocolo ESOPE, ndo ¢ necessaria a quantidade
de energia para ablacdo por destrui¢do da integridade celular, pois a destruicdo celular ¢
conduzida pelos efeitos do quimioterapico (GEHL et al., 2018). Trabalhar em regides préximas
a EP irreversivel € critico ao tratamento por EQT, em pelo menos duas circunstancias. A
primeira ¢ devido a um pequeno incremento da tensdo no limiar superior de EP reversivel
conseguir alcancar até mesmo significativas por¢des de EP irreversivel, além da colaboragao
com uma possivel circulacdo de corrente danosa em termos de aquecimento nas adjacéncias
dos polos com o tecido vivo — APENDICE C. A segunda circunstancia decorre das estruturas
de um mesmo 6rgdo ou tecidos sobrepostos, que devido a anisotropia, possa apresentar
condutividades elétricas imprevisiveis no decorrer das aplicagdes, durante o procedimento
clinico (BERTACCHINI ef al., 2007; GALLINATO et al., 2019; JOURABCHI ef al., 2014).
Nas simulagdes com os parametros de tecidos animais e os trés eletrodos propostos, ¢ possivel
observar os efeitos dos diferentes tipos de tecidos sobrepostos em relacdo aos efeitos em
tratamentos similares com um unico tipo de tecido — APENDICE G. Dado os modelos
matematicos normalmente utilizados e a natureza anisotrdpica de tecidos vivos, ou um conjunto
destes, o campo elétrico a ser definido para a EQT geralmente atinge magnitudes suficientes
para a EP irreversivel de certas regides, em beneficio da EP reversivel no restante da regido
tratada.

Como a EP irreversivel pode apresentar certa evolucdo “explosiva” da corrente para
pequenos incrementos de tensdo, para a validacdo dos modelos matematicos em tratamentos
com elevadas tensdes elétricas, ndo ¢ possivel admitir a EP irreversivel de modo amplo

(GARCIA et al., 2010), (GUO et al., 2010) e (ELLIS et al., 2011). Embora os critérios entre
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EP reversivel e irreversivel necessitem de esclarecimentos intrinsecos ao proprio fendémeno,
este ainda ¢ um bom critério para o desenvolvimento de eletrodos, constritos as geometrias que
privilegiam a distribui¢do de campo elétrico tdo homogéneo quanto possivel. O que reforca a
aderéncia quanto a metodologia da avaliag@o de eletrodos para uso clinico, por exigir niveis
semelhantes de EP proximos da EP irreversivel para pares de experimentos, indiferente das
modelagens matematicas adotadas, tampouco das suas diferencas de condutividades elétricas,
além de outras caracteristicas a serem discutidas no ultimo tépico deste capitulo.

A eletroporacao em Solanum tuberosum sem a utilizagcao do marcador vermelho tende
a apresentar diferentes coloragdes para a area de EP reversivel ¢ EP irreversivel, APENDICE B.
Entretanto, sem o uso do marcador, geralmente hé dificuldades na distingdo das fronteiras
escurecidas por causa da oxidacao dos fluidos que extravasam da amostra. Além das alteracdes
nas tonalidades escurecidas devido as alteragdes fisicas pela a perda de agua para o ambiente,
ocorre também a veloz deterioracdo e a interferéncia pelas formagdes fibrosas nao homogéneas
no interior dos tubérculos de batata (SUZUKI et al., 2015). Além disto, como este trabalho
exige tubérculos de batata de tamanhos maiores do que os geralmente encontrados na literatura
sobre EQT, a nao homogeneidade ao centro da amostra provavelmente corrobora com

relevantes desvios nos resultados das areas na EP irreversivel.

5.1 PROJETO DE ELETRODOS

Em termos de projeto, um dado eletrodo ¢ efetivo quando se tem uma grande regido
eletroporada para a menor diferenca do potencial elétrico imposto a cada par de polos
polarizados. Isto implica em uma adequada tendéncia a distribuicdo de campo elétrico em uma
dada amostra de tecido vivo, o que favorece a avaliacdo utilitaria da geometria quanto as
aplicacdes em EQT. Em clinica, geralmente o tratamento contra neoplasias busca a eliminagao
completa no menor niimero de procedimentos. Nao raramente isto valida a eletroporagao
irreversivel (VALERIO et al., 2017) e (WAGSTAFF et al., 2016) como benéfica, pois funciona
como uma garantia sobre a eliminacao do tecido neoplésico, embora a EP irreversivel nao seja
parte dos objetivos da EQT (BERTACCHINI et al., 2007; JOURABCHI et al., 2014). Pois, a
EQT busca a seletividade do tratamento com a EP reversivel.

Em alguns tecidos animais, por exemplo, o tecido hepatico (SEL et al., 2005b) e o
tecido da mucosa oral (SUZUKI et al., 2018), o limiar do campo elétrico para o tratamento com

a EQT ¢ semelhante ao limiar de marcacdo (area EP irreversivel) no tubérculo de batata
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(IVORRA; MIR; RUBINSKY, 2009). Portanto, em alguns casos ¢ possivel predizer o volume
do tratamento animal por meio dos resultados obtidos com tecidos vegetais.

Com a crescente demanda por eletrodos especificos (IZZO et al., 2020; MAGLIETTI
et al., 2017, MATTHIESSEN et al., 2011; RITTER et al., 2018), principalmente no ambito
veterinario, para os diversos tipos de neoplasias, nas variadas localidades do organismo de
animais de diferentes portes fisicos, surge a necessidade pela constru¢do e padronizacido de
eletrodos (CAMPANA et al., 2014a, 2016a; CEMAZAR et al., 2008).

Em um suposto uso clinico, ¢ natural a existéncia de um planejamento para evitar
danos as partes do organismo que sejam sensiveis ao procedimento (MARCAN; KOS;
MIKLAVCIC, 2015). Para os trés eletrodos apresentados, o planejamento ¢ critico no primeiro
deles, Figura 8 a-). Este eletrodo oferece a vantagem de trabalhar com um ntimero variado de
polos, o que viabiliza diversas configuracdes. Isto permite tratar desde regides superficiais até
aquelas mais profundas, para diversos volumes totais debelados de acordo com o nimero de
polos e o comando dado ao eletroporador. Conforme apresentado nas Figura 55 e Figura 56, no
capitulo 4, Resultados.

Embasado nos conceitos dos eletrodos verificados na revisao sistematica, aqueles que
corroboram na sustentacdo funcional da familia dos trés eletrodos apresentados neste trabalho,
estio sucintamente representados no APENDICE D. Tais contribui¢des sdo devidamente
associadas as carateristicas discutidas a seguir.

Semelhante a reposicionar os polos de um eletrodo “tradicional”, a topologia do
primeiro eletrodo apresentado, Figura 8 a-), dispde de até quatro polos em forma de hastes e
um polo em forma de placa circular, cujas polaridades elétricas podem ser comutadas de acordo
com a perspectiva do tratamento, similar ao encontrado em alguns trabalhos (SELMA;
PAVLIN; MIKLAV, 2007), (REBERSEK et al, 2008), (COROVIC; ZUPANIC;
MIKLAVCIC, 2008), (ZUPANIC; COROVIC; MIKLAVCIC, 2008), (ADEYANJU; AL-
ANGARI; SAHAKIAN, 2012), (BLAGUS et al., 2013), (NICKFARJAM; FIROOZABADI,
2014), (CAMPANA et al., 2014a), (KURATA; NOMURA; TAKAMATSU, 2014), (DENZI et
al., 2015), (BONAKDAR et al., 2015), (ONGARO et al., 2016), (GONZALEZ et al., 2018) e
(BERKENBROCK; MACHADO; SUZUKI, 2018). Este primeiro eletrodo apresentado ampara
as aplicacdes para tecidos distantes da superficie de fixacao da placa (NEAL et al., 2010), (KOS
et al., 2010), (KURATA; NOMURA; TAKAMATSU, 2014), (GARCIA; DAVALOS;
MIKLAVCIC, 2014), (BONAKDAR et al., 2015), (GASBARRINI ez al., 2015), (MAGLIETTI
etal.,2017),(YAO et al.,2017), (PINTAR et al., 2018) e (CALZADO et al., 2019). Além do
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polo em formato circular, possui os demais polos dotados por um segmento intermedidrio com
isolamento elétrico (NEAL et al., 2010), (GARCIA; DAVALOS; MIKLAVCIC, 2014) e
(KUNG et al., 2017), com caracteristicas adequadas a significantes volumes, tolerante a
imposi¢do de uma polaridade elétrica distinta das demais ao seu redor, ainda que seja o estado
de alta impedancia (KOS et al., 2010), (GROSELJ et al., 2015), (ROSSMEISL et al., 2015),
(GASBARRINI et al., 2015), (MAGLIETTI et al., 2017), (YAO et al., 2017), (PINTAR et al.,
2018) e (CALZADO et al., 2019). E quando os polos das hastes sdo combinados para uma
mesma polaridade em oposi¢do a polaridade da placa em forma de disco, por meio de arranjos
de pulsos, contemplam uma grande regido com campo elétrico efetivo ao devido tratamento.
Ademais, junto as funcionalidades do eletroporador, € possivel aplicar os campos elétricos em
variadas combinagdes e sentidos (MAHMOOD; GEHL, 2011) e (ONGARO et al., 2016). Seria
um resultado semelhante a reposicionar varias vezes um eletrodo tradicional, o que certamente
poupa tempo e reduz as chances de eventuais lesdes, por exemplo, em tenddes, nervos, vasos
sanguineos calibrosos e demais estruturas (MARCAN; KOS; MIKLAVCIC, 2015) e (MIR et
al., 2006).

O segundo eletrodo, Figura 8 -b), utiliza a calota semiesférica, combinada com um
polo em forma de haste e isolamento central, (idéntico as hastes dos demais eletrodos da
familia). Sua geometria de superficie concava para o contato elétrico permite tratar regides em
protuberancias  arredondadas, que idealmente possam preencher este espaco.
(AGORAMURTHY; CAMPANA; SUNDARARAIJAN, 2011) ¢ (DERMOL; MIKLAVCIC,
2015) . As regides adjacentes ao volume contido na concavidade recebem tratamento por meio
da utilizagdo do polo no formato de haste (NEAL et al., 2010), (GARCIA; DAVALOS;
MIKLAVCIC, 2014), (DENZI et al., 2015), (BONAKDAR et al., 2015), (KUNG et al., 2017)
e (YAO et al., 2017), aplicado através do topo do polo em forma de calota, ou ao redor desta
calota, em angulo de 45°. Este arranjo foi percebido a partir do aperfeicoamento dos elementos
de alguns trabalhos (MIKLAVCIC et al., 2006a), (IVORRA et al., 2008), (BOMMAKANTI et
al., 2011), (AGORAMURTHY; CAMPANA; SUNDARARAJAN, 2011), (MAHNIC-
KALAMIZA; KOTNIK; MIKLAVCIC, 2012), (MARCAN; KOS; MIKLAVCIC, 2015),
(SUZUKI et al.,2018), (ONGARO et al., 2016) e (CAMPANA et al., 2019b). Em geral, regides
de protuberancias sdo mais seguras quanto ao planejamento do tratamento. Geralmente, nao
possuem vasos sanguineos calibrosos ou nervos importantes a serem afetados negativamente.

E devido ao formato protuberante, caso seja extrapolado o campo elétrico a valores compativeis
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a eletroporacgdo irreversivel, a eventual necrose pode representar o sucesso em eliminar tecidos
neoplasicos (WAGSTAFF et al., 2016) e (VALERIO et al., 2017).

O terceiro eletrodo, Figura 8 c-) ndo possui partes perfurantes, cujo conceito utilitario
pode ser encontrado a partir de certos trabalhos (SODEN et al., 2006) ¢ (MAZERES et al.,
2009), (LEKNER, 2014) ¢ (HOULIHAN et al., 2017). E um eletrodo de placa em forma de
disco com haste central fixa e isolada, dotada de uma extremidade esférica condutora elétrica.
Isto ¢ uma importante vantagem no tratamento de cavidades (NICKFARJAM;
FIROOZABADI, 2014) e (CAMPANA et al., 2016b). Um exemplo comum de uso a ser citado
¢ para o tratamento em alvéolos dentarios (quando na base apresentam-se tecidos neoplésicos),
cavidades nasais e tecidos pulmonares. Este tltimo tratado por varredura da superficie externa
ap6s a retirada cirargica de nddulos (SODEN et al., 2006), (MAZERES et al., 2009) e
(ONGARO et al., 2016). No caso do tecido pulmonar, quando um nodulo canceroso ¢
desprendido da sua superficie externa, ha necessidade de complementar tal procedimento com
alguma técnica que recubra a regido de seguranga ao redor da cavidade remanescente
(LEKNER, 2014), (CAMPANA et al., 2016b), (HOULIHAN et al., 2017) e (CAMPANA et
al., 2019a). Ainda sobre o terceiro eletrodo, sua utilizagdo pode contar com placas metalicas
laterais para a potencializagdo dos resultados (MIKLAVCIC et al., 2006a), (COROVIC et al.,
2008), (BOMMAKANTI et al., 2011), (COROVIC; MIR; MIKLAVCIC, 2012), (MAHNIC-
KALAMIZA; KOTNIK; MIKLAVCIC, 2012) e¢ (DERMOL; MIKLAVCIC, 2015).
Eventualmente essas placas laterais podem ser substituidas por gel condutor de elevada
viscosidade, para garantir a aderéncia. A titulo de exemplo, novamente no tratamento de um
alvéolo dentéario, na utilizagdo do eletrodo e as placas laterais, poderia ser possivel tratar
significantes por¢des de tecidos sem causar perfuragdes, similar aos experimentos 07 e 08.

A familia dos trés eletrodos propostos pode ser considerada de uso mais versatil do
que as propostas de eletrodos encontrados na revisdo sistematica. Quando em tensdes
adequadas para os tratamentos por EQT, podem contemplar regides de representativas
superficies e profundidades, por meio de variadas configuragdes. Deste modo, havera tendéncia
em mitigar o tempo e esfor¢os gastos durante demoradas varreduras (normalmente feitas com
eletrodos de agulhas ou placas) e possibilitar inovagdes quanto a praticidade.

Os eletrodos apresentados na Tabela 5, no capitulo 4, representam um resumo genérico
dos aspectos funcionais dos eletrodos encontrados durante a revisdo da literatura, onde itens
considerados relevantes sdo apresentados. Apesar da Tabela 5 contemplar somente grandezas

de campo elétrico em detrimento as tensdes aplicadas, a literatura apresenta eletrodos
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operacionais partir de 300 VV até 1 kV, e com raridade sdo encontrados eletrodos dedicados as
tensdes na faixa de 2,5 kV até 3,0 kV (STAAL; GILBERT, 2011), eles s@o limitados por
componentes de poténcia e tem capacidade de corrente em torno de 50 A (BERTACCHINI et
al., 2007). Por meio da construcdo do eletroporador e dos eletrodos para este trabalho, ¢
entendido que estratégias operacionais a partir de 3,0 kV sdo uma limitagdo relacionada quase
que exclusivamente a eletronica adotada na implementacdo para os disparos dos pulsos (LUCIA
etal.,2019), (REBERSEK; MIKLAVCIC, 2011) ¢ (REBERSEK e al., 2014). Os componentes
eletronicos pertinentes as deliberacdes dos pulsos em elevadas tensdes exigem drivers e
protecdes para os IGBTs bastante distantes da realidade comercial e de complexa
implementa¢do devido aos milhares de Volts envolvidos. Por outro lado, os eletrodos exigem
materiais condutores em ago cirurgico e materiais isolantes como resinas e vidrarias, de facil
acesso comercial e que naturalmente possuem dielétricos suficientes aos campos com milhares
de Volts por milimetros. As dificuldades de sustentar e controlar elevados campos elétricos em
materiais de baixa impedancia (tecidos vivos), operacao com isolagdo elétrica para fornecer um
tratamento seguro (LOPEZ-ALONSO et al, 2019) sdo fatores que podem limitar o
desenvolvimento dos eletrodos.

A familia de eletrodos desenvolvidos tem areas com eficiéncia de tratamento da EQT
entre 5 e 21 cm?, conforme Tabela 9. A maior area de tratamento dos eletrodos é dada por
Campana et al, 2016 com uma matrix com 67 eletrodos com 255 cm? (CAMPANA et al.,
2016b). Os outros eletrodos da Tabela 5 niio apresentam areas maiores que 2 cm?. No entanto,
a profundidade do campo elétrico para o tratamento adequado da EQT da matriz com 67
eletrodos € de 1 cm. A variagdo de profundidade da familia de eletrodos deste trabalho foi entre
2 a 5 cm. Enquanto que apenas o eletrodo monopolar dos trabalhos de (NEAL ef al., 2010),
(GARCIA; DAVALOS; MIKLAVCIC, 2014) ¢ (BONAKDAR et al, 2015) apresenta
resultado similar, profundidade em torno de 2 cm. A proposta desta familia esta conectada ao
tratamento de por¢des volumosas, na priorizagdo de tratamentos profundos, aplicados sobre
superficies planas, convexas ou orificios, com possibilidade de inser¢do de polos perfurantes
ou nao perfurantes.

A vantagem da familia dos trés eletrodos esta no tratamento de superficies de alguns
tecidos moles (por exemplo, somente epiderme e derme) e tecidos rigidos (por exemplo, tecido

0sse0), e por¢des de neoplasias no tecido nervoso (em procedimento intracerebral).
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5.2 ANALISE ESTATISTICA

Para a escolha de N = 9 amostras uteis, foram utilizadas cerca de 15 a 20 tubérculos
de batata para o descarte daquelas com problemas de continuidade no tecido. O erro amostral
apresentado foi entre 0,25 e 0,76 para as correntes elétricas e entre 0,38 e 1,87 para as areas
totais eletroporadas. Desta forma, como os testes com o corante permitiam a distingdo das
regioes sensibilizadas pela poragdo, este procedimento foi adotado com a finalidade de permitir
a adequada disting@o e contabiliza¢do da area eletroporada, em vermelho devido ao marcador
aplicado.

Os menores erro relativos de todos os eletrodos para as correntes elétricas sao de C04
e CO05. Foram obtidos erros relativos de 0,90 % ¢ 2,16 %, Tabela 7, da corrente elétrica,
respectivamente. Os menores erros relativos de todos os eletrodos para as areas totais
eletroporadas sdo de A02 e A0S, onde foram obtidos —0,60 % e 4,29 %, Tabela 10, de areas
totais eletroporadas, respectivamente. Isso rotula o experimento 05 e o eletrodo de calota com
a haste inserida lateralmente, em angulo de 45°, como o eletrodo de melhores resultados
passiveis a validagdo com o modelo mateméatico da evolucdo da condutividade elétrica em
tecidos vegetais, em fun¢do do campo elétrico.

Os maiores erros relativos para as correntes elétricas ocorreram em CO02 com
—22,61 % e em C06 com —41,31 %. O ensaio A02 com —0,60 %, é o menor valor em moddulo
para as areas totais eletroporadas de todos os experimentos de areas, € o ensaio A06 com
—23,86 %, o maior valor em modulo para as areas totais eletroporadas de todos os
experimentos de areas.

Assim, frente aos valores dos desvios padrdo, dos testes de normalidade e da
significancia amostral em 95 % aprovada em testes e erros amostrais relativamente pequenos,
a escolha do N = 9 foi considerado suficiente para a analise estatistica, tal como ¢ feita de
forma recorrente nos trabalhos encontrados na literatura cientifica sobre o assunto. Os
resultados finais dessa abordagem estatistica fazem sentido quando varios eletrodos distintos
sao estudados e comparados. Porém, a partir da obten¢do do erro relativo percentual de cada
experimento (Tabela 7 e Tabela 10), torna-se evidente a auséncia de alguma logica clara, o que
pode indicar a existéncia de regides com distribui¢des ndo lineares nos experimentos da familia
de eletrodos e disparidades do modelo matematico simulado frente as ndo homogeneidades nos

experimentos em extensas regioes do tubérculo de batata.
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Na literatura, a avaliacdo de modelos matematicos utiliza eletrodos capazes de impor
campo elétrico considerado uniforme (IVORRA, 2010; SEL et al., 2005a). Desta forma, essa ¢
uma limitagdo para a validagao dos trés eletrodos propostos por meio da modelagem largamente
adotada na literatura: avaliagdes estatisticas que normalmente conduzem aos parametros
apresentados na Tabela 7 e na Tabela 10, no capitulo 4, Resultados.

Desta maneira, ¢ possivel compreender a falta de padronizagdo nos trabalhos
publicados em artigos, pois nada foi encontrado a este respeito nas pesquisas em bases de dados.
Neste sentido, na familia dos trés eletrodos apresentados neste estudo, ndo houve informagoes
passiveis de padronizagdo segundo uma andlise estatistica comum, tampouco oferece

colaboragdo com o emprego dos eletrodos em trabalhos de EQT.

5.3 ANALISE QUANTITATIVA

Esta proposta metodoldgica contribui com a avaliacdo do desempenho de eletrodos
para EQT, na busca de resultados préximos do uso clinico, antes de qualquer aplicacdo em
animais.

A metodologia correlaciona os resultados in silico e in vivo de um phantom vegetal,
em seguida correlaciona os resultados in silico com Solanum tuberosum e os resultados in silico
de um tecido neoplasico (de elevada condutividade elétrica), e denota respostas quantitativas.
Nos experimentos deste trabalho o eletrodo varia configuragdes de campo elétrico, com a
permuta de polos eletricamente ativos, ou eletrodos com um dos polos no formato de uma
superficie ampla ao se comparar a qualquer outro polo em uso. Lembrando que a aplica¢ao
desta metodologia em um dado eletrodo (externo a este trabalho), ndo necessita que o eletrodo
seja passivel de variadas configuracdes dos seus polos.

Apesar do modelo matematico adotado nas simulagdes computacionais e da possivel
tendéncia ndo linear no espalhamento de parte consideravel do campo elétrico entre os polos e
as relagodes das regides eletroporadas reversivel e irreversivelmente, ha correlagdes expressivas
entre a teoria e a pratica adotadas, de maneira a mitigar fatores sistémicos que possam impactar
um dos grupos de amostras em detrimento do outro, APENDICE E. Neste caso, em termos de
natureza, podem ser consideradas irrelevantes as diferengas de condutividade elétrica dos
tubérculos utilizados e os valores das tensdes nos patamares proximos a saturacao do
consequente campo elétrico aplicado, desde que os experimentos obedecam a mesma ordem

das diferencas no posicionamento dos polos dos eletrodos. No entanto, h4 um requisito
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importante quanto as amostragens para a correlagcdes de Pearson: a aprovagdo em algum teste
de normalidade (MIOT, 2018) e (PERROCA; GAIDZINSKI, 2002). A organizacdo das
amostragens e os resultados quanto a normalidade estio no APENDICE E, na Tabela 16 para a
correlagdo a, na Tabela 17 para a correlagao 3, na Tabela 18 para a correlagdo y e na Tabela 19
para a correlagdo .

Com as quatro correlagdes aplicadas nos conjuntos de valores obtidos dos diferentes
eletrodos em circunstancias variadas de situagdes, foram logrados resultados “fortes”. Por meio
desse estudo ¢ possivel notar a possibilidade de transitar entre modelos e experimentos tao
diversos quanto os elaborados no trabalho, com minimos problemas de distor¢des nos
resultados. Isto implica na possibilidade de utilizar os eletrodos em tecidos in vivo com prévia
noc¢ao refinada das regides tratadas pela EQT. As avaliagdes quantitativas pela correlagdao de
Pearson se mostram uteis para apresentar o quanto dois conjuntos de amostras sdo de
propor¢des semelhantes, mesmo em escalas diferentes de tensdes, correntes elétricas e
condutividades elétricas. Assim, esta metodologia de padronizagdo de eletrodos de EQT pelas
letras gregas a, B, Y € 0 pode representar um padrao de avaliagcdo antes do uso em animais.

Para a familia de eletrodos proposta, foram obtidas as letras gregas com os seguintes
valores: & =97,15%, B =98,67%, vy =77,10% ¢ & =99,38%. Em busca de uma
justificativa para estas fortes correlagdes, encontra-se que o motivo significante seja a utilizagao
de eletroporagdes em tensdes que conduzam a semelhantes niveis de saturagdo (inicio da
eletroporacdo irreversivel) no tecido do tubérculo de batata e no tecido neopldsico. Em busca
da justificativa para a correlagao y = 77,10 % destoar das demais, € suspeito que o processo
manual de selecdo da imagem considerada eletroporada tenha sido problematico. Isto ganha
importancia devido a dificuldade visual em contornar a area tingida pelo marcador vermelho,
pois tal area nao possui fronteiras exatas com a cor amarelada do tubérculo de batata. Desta
maneira a contabilizacdo da 4rea experimental ¢ suspeita de deficiéncias frente a area calculada
pelo software simulador. Da mesma forma, ainda que adotadas modelagens distintas e
parametros de tecidos também distintos, foi obtida a correlagdo § = 99,38 %.

Em linhas gerais, a seguir sdo listadas as consideragdes finais para a apresentagao

completa de eletrodos padronizados para a EQT:

e No caso de valores praticos, apresentar o nimero N adotado para a quantidade de

amostras adquiridas para a média, estas que preenchem os conjuntos a serem
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correlacionados. E o respectivo resultado quanto a normalidade e significancia de
cada um destes conjuntos;

e Representacdo do trem de pulsos da tensdo elétrica;

e Resultados das correlacdes entre amostras simuladas e experimentais de um
phantom (neste caso o Solanum tuberosum, cujos parametros alimentam o modelo
matematico da simulacao);

e Resultados das correlagdes entre amostras simulados do tecido animal de elevada
condutividade elétrica (neste trabalho o tecido tumoral foi adotado, alvo natural
da EQT) e amostras simuladas com os pardmetros do phantom (Solanum
tuberosum);,

e Imagens de simulagcdo computacional com o volume tratado marcado na imagem
(pelos parametros do mesmo tecido animal das correlagdes), suas cotas em

milimetros e das partes relevantes dos polos do eletrodo.

A titulo de sugestdo quanto a aplicagdo, no caso de caracterizar eletrodos como os de
agulhas ou par de placas, ¢ sugerido que as simulagdes e as praticas laboratoriais sejam
realizadas com determinadas variagdes nas distdncias dos seus respectivos polos. Assim, 0s
valores de a, B, y € d sdo os valores representativos da padronizagao, e valores de tensdo aplicada
no trem de pulsos, a corrente elétrica e a area (total) eletroporada, podem ser apresentadas como

informagdes opcionais.
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6 CONCLUSAO

A pesquisa realizada nesta tese decorre da necessidade de eletrodos para a EQT
adequados as regides tumorais com consideragao as margens cirargicas ¢ de uma metodologia
suficiente a avaliagdo e padronizacdo de eletrodos proximo do uso clinico, sem que cobaias
animais sejam solicitadas, buscando reduzir seu uso nas metodologias para o desenvolvimento
de novos eletrodos.

Para a idealizagdo de novos eletrodos na técnica de EQT, foi efetivada a busca por
anterioridades na literatura cientifica. Durante esta busca, trabalhou-se no aprimoramento
conceitual de eletrodos adequados as regides consideradas grandes para a técnica, como
normalmente ¢ empregada. Em seguida, a viabilidade e utilidade deste trabalho foram testadas
com a constru¢ao do eletroporador, dos eletrodos e aquisi¢ao dos dados experimentais.

Os eletrodos propostos (a familia dos trés eletrodos) ndo apresentaram similaridade
com nenhum outro apresentado pela revisdo da literatura. Os experimentos e simulagdes
desenvolvidos e a revisao da literatura demonstraram que as vantagens em relagao aos eletrodos
existentes sdo o tratamento com por¢des volumosas com profundidades que normalmente sdo
alcangadas apenas por meios cirurgicos. E as aplicacdes especificam o eletrodo pela sua
geometria, através das condigdes de superficies planas, convexas ou orificios, de modo a
oferecer possibilidades de inser¢do de polos perfurantes ou ndo perfurantes.

A familia dos trés eletrodos foi apresentada junto aos experimentos in silico e in vitro
do tecido vegetal. Para a validagdo dos eletrodos, foram utilizados dois modelos
computacionais: um para o tecido do tubérculo de batata e outro adequado a neoplasia.

Na busca de uma metodologia para a avalia¢do dos eletrodos quanto ao uso clinico,
foi necessario propor uma padronizacdo. Como os eletrodos sdo caracterizados por um dos
polos de grande superficie e os demais polos iguais entre si, foi pensado que hd uma consisténcia
na natureza dos resultados, independente de fatores sistémicos como a tensao aplicada, corrente
elétricas, condutividade elétrica do tecido e a eventuais modelagens matematicas utilizadas nos
experimentos praticos e tedricos. A correlacdo avalia propor¢des no conjunto sequencial de
dados, entdo, a condi¢do necessaria nos experimentos independentes ¢ o nivel de saturagdo
(condigdes proximas ao inicio da EP irreversivel), recomendada em seus limiares iniciais para
a preparacdo das amostras e simulagcdes computacionais. No presente trabalho, a padronizagao
foi obtida para os trés eletrodos, cujos dados alimentaram as correlagdes de Pearson em uma

resposta quantitativa. Como apresentado no capitulo de Resultados, as correlagdes o =97,15 %,
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B =9867%, vy =77,10% e 6 = 99,38% recebem a classificacio de relevante impacto,
pertinentes a correlagdes fortes (KOZAK; KRZANOWSKI; TARTANUS, 2012) e (KOZAK,

2009).

Esta tese produziu resultados técnicos e praticos que sugerem novas investigagoes.

Novas pesquisas e protdtipos estdo em andamento desde meados do ano de 2018, cujo intuito

¢ dar continuidade ao estudo da EQT a partir das realizagdes atuais.

6.1 TRABALHOS EM DESENVOLVIMENTO

Desenvolvimento de um artigo de revisdo com a proposta da padronizagdo de
parametros elétricos caracteristicos dos eletrodos nas publicagdes dedicadas a EQT;
Desenvolvimento do hardware para a protecao efetiva dos IGBTs no projeto dos drivers
do eletroporador construido neste trabalho;

Finalizagdo do firmware para o eletroporador utilizar o seu hardware nativo de
aquisicao dos sinais de tensdo e corrente;

Desenvolvimento dos eletrodos para o uso veterinario, com materiais inertes,

autoclavaveis e reutilizaveis.

6.2 TRABALHOS FUTUROS

Disponibilizar o eletroporador para uso clinico veterinario, com intuito da obtencao dos
dados devido aos tratamentos de casos reais;
Utilizacdo da familia de eletrodos propostas nesse trabalho em tecidos animais;
Investigacao histopatologica da marcag¢do por corantes e busca por substincias para
apresentar coloragdes de acordo com a intensidade da eletroporagdo em tubérculos de
batata;
Definir os parametros estatisticos para a melhor utilizagdo das correlagdes em uma
metodologia para a validagdo de diferentes modelos matematicos, cada qual entre os
devidos limites especificos, de maneiras a avaliar quantitativamente a extrapolacao de
resultados, como os apresentados neste trabalho, e pertinentes a logica frente as
seguintes possibilidades:

i- Os valores das médias experimentais e os valores simulados, ambos de

tecidos animais;
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ii- Os valores das médias experimentais de tubérculos de batata e os valores
das médias experimentais de tecidos animais.
Melhoria no projeto do eletroporador para outros protocolos de disparo, por exemplo,
trens de pulsos de 1 kHz até 5 kHz;
Promover um estudo tedrico das correlagdes a seguir podem ser uteis para testar a
validagdo das correlagdes apresentadas neste trabalho:
i- Os valores das médias experimentais e os valores simulados de tecidos
animais;
1i- Os valores das médias experimentais de tubérculos de batata e os valores

das médias experimentais de tecidos animais.
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7 PERSPECTIVAS

Este trabalho apresenta eletrodos para o tratamento de grandes volumes (area e
profundidade) quando comparado a eletrodos normalmente utilizados na eletroquimioterapia.
No entanto, alguns detalhes da andlise tedrica e experimental necessitam de esfor¢os na
pesquisa nos seguintes aspectos:

e Analise teorica da condutividade nas regides de eletroporacgdo irreversivel;

e Unificacdo do modelo de eletroporagao reversivel com um modelo irreversivel a ser
desenvolvido;

e Melhorias no projeto dos drivers de IGBTs, estes que nado estdo devidamente protegidos
quando nas aplica¢des em tecido vivo ocorre a abertura de arcos elétricos;

e Melhorias no firmware do eletroporador para aplicagdo de pulsos de caracteristicas

totalmente configuraveis pelo usuério.

O hardware do eletroporador desenvolvido neste trabalho necessita de poucos
refinamentos para a utilizagdo pré-clinica. Numerosas caracteristicas foram inspiradas em
melhorias sobre os aparelhos comerciais que tivemos acesso. Sob esse aspecto, deve-se destacar
a capacidade em manter trens de pulsos retangulares com praticamente a mesma amplitude
inicial, autonomia estendida a varias horas com o uso de baterias internas ao eletroporador,
recarregadas pelo proprio equipamento, software capaz de comandar pulsos em eletrodos que

impde campo elétrico em multiplas diregdes no tecido e isolamento galvanico da rede elétrica.
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APENDICE A - Equipamento eletroporador desenvolvido utilizado neste trabalho

Recursos e propriedades gerais do equipamento eletroporador

O eletroporador elaborado para este estudo apresenta as caracteristicas a seguir:

e Fonte externa de energia, 19 V e 3,5 A, padronizada para computadores portateis;

e O conversor estatico para a geracao da elevada tensdo para os pulsos em tecidos vivos
¢ um push-pull em chaveamento de 85 kHz. Os demais conversores auxiliares sdo
topologias fly-back a 80 kHz;

e A tensdo disponivel no barramento dos IGBTs para os pulsos ¢ isolada galvanicamente
em até¢ 7.5 kV Com um banco de uma até quatro baterias de 12 V e 7Ah. Assim o
equipamento pode operar sem qualquer alimentagdo externa;

e Redundancia tripla no monitoramento do barramento de tensdao para os pulsos em
tecidos vivos;

¢ Quando desconectado da fonte externa de energia, o consumo de corrente ¢ controlado
a durabilidade substancial das baterias. E mantida a variacio da tensdo de entrada ao
redor de 5 %, mesmo com o envelhecimento mediano das baterias;

e Aviso luminoso de 5 niveis de tensdo do banco de baterias e interrup¢ao imediata da
tensao elevada quando existir a necessidade de recarga por meio da fonte externa de
energia;

e Interruptor de painel para a desconexao imediata entre o barramento de tensdo elevada
e os IGBTs;

e Os drivers de IGBTs sdao um projeto especifico para o equipamento em questio.
Permitem o uso de duas unidades de fontes de tentdo elevada em série, de forma a
alimentar o barramento dos IGBTs com magnitudes de 900 V' até 4200 V. Assim, os
bancos de capacitores sdo adequados para deliberar até 340 J;

e A alta tensdo ¢ conectada para ser chaveada nos IGBTs somente enquanto ocorrem as
aplicagdes de pulsos nos tecidos vivos;

e Oferece quatro saidas ativas (tensdo elevada, alta impedancia, neutro da tenso elevada).

Oferece uma saida passiva (alta impedancia e neutro da tensdo elevada), Tabela 14;
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o O hardware e firmware sao projetados para aplicar diversas combinagdes de pulsos

entre os polos dos eletrodos sem a reposicionamento manual do eletrodo ou suas partes,

Figura 57 e Tabela 15;

e O firmware esta de acordo como o uso dos eletrodos propostos nesse trabalho, e

adaptado ao referido no protocolo ESOPE para placas e agulhas (MARTY et al., 2006;
MIR et al., 2006; NEVES et al., 2014; SUZUKI et al., 2018; SUZUKI; MARQUES;

RANGEL, 2016);

o O firmware permite as configuracdes apresentadas na Tabela 15.

Tabela 14 - Rétulo dos terminais para os polos do eletrodo em uso.
Caracteristicas elétricas dos terminais do eletroporador

Rétulo dos bornes no painel do

Polaridades assumidas pelos terminais do

equipamento eletroporador
CT Neutro e auto impedancia
P Tensao elevada controlavel, neutro e alta impedancia
A Tensao elevada controlavel, neutro e alta impedancia
B Tensao elevada controlavel, neutro e alta impedancia
C Tensdo elevada controlavel, neutro e alta impedancia




Figura 57 - Conexdes adequadas aos polos dos eletrodos.
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Tabela 15 — Comandos para aplicacdes definidas para os trés eletrodos propostos, além dos eletrodos tradicionais

de agulhas e de placas.
Mapeamento dos comandos do eletroporador para a aplicacio da EQT

Modo bipolar Modo monopolar
Comando Tensao Neutro Tensao Neutro
elevada (referéncia) elevada (referéncia)
1 A,B,C P A,B,C CT
5 A [conectadona P P CT
agulha central]
A A CT
3 B B CT
C C CT
4 = - A,B,C,P CT
A, B P A,B CT
5 B, C P B,C CT
C A P C, A CT
A B A B
6 B C B C
C A C A
- - A CT
7 - - B CT
- = C CT
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Os terminais A, B, C e CT devem ser conectados aos polos de mesmos nomes no
eletrodo de placa toroidal e quatro agulhas parcialmente isoladas.

Quando sao escolhidos comandos com pulsos monopolares, sdo deliberados oito
pulsos separados por um periodo de um segundo, cada um desses com 100 ps no patamar de
tensao elevada. Quando os comandos consideram pulsos bipolares, sdo deliberados oito pulsos
separados por um periodo de um segundo, cada um desses com um patamar de 100 pus em
tensdo positiva, imediatamente seguido por outro patamar de 100 ps em tensdo negativa, ambos
com o mesmo valor de tensdo em modulo.

Para o entendimento pratico, segundo a Tabela 15, para um suposto um tratamento
com pulsos bipolares, ¢ aplicado o comando 3, seguido do comando 6, ambos especificamente
para pulsos bipolares (op¢des disponibilizadas no écran do eletroporador quando busca na
devida listagem), entdo ajustada a tensdo manualmente: hd uma tecla para iniciar o
procedimento.

Assim, de forma automatica, em cerca de dois segundos todo o tratamento ¢ efetuado

no tecido vivo previamente preparado com o posicionamento do eletrodo especifico.

Figura 58- Duas unidades do eletroporador.




Figura 59 - Painel do eletroporador.
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Figura 61 - Placa principal do eletroporador, com fonte auxiliar, microcontrolador e as primeiras versdes dos
drivers para os IGBTs.
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Esquematico essencial do equipamento eletroporador

O esquematico mais relevante para a montagem do eletroporador ¢ aquele que recebe
os sinais do microcontrolador em opto acopladores, Figura 63. A partir dos quais portas logicas
fazem seu tratamento para a etapa de criacdo do tempo morto, necessario a técnica de
acionamento de IGBTs em ponte, Figura 64.

Figura 63 - Tratamento do sinal de disparo vindo do microcontrolador, de maneiras a seguir para a etapa de criagdo
do tempo morto.
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Figura 64 - Criagdo do tempo morto para os IGBTs em ponte.
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A disponibilizacdo d esquematico foca em permitir aos interessados em reproduzir o
aparelho sem a necessidade de resolver as partes mais problematicas da eletronica adotada. A
principal dificuldade foi desenvolver um circuito com o tempo morto ajustavel para IGBTs de
tensoes maiores de 1200 V. Estas caracteristicas sdo comercialmente dificeis de encontrar,

além do elevado custo financeiro.
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Por meio dos esquematicos apresentados, ¢ possivel realizar os experimentos com
tensdes nominais dependentes do IGBT utilizado, Figura 65.

Figura 65 - Driver para IGBTs, acionado em tensdo positiva, e desligando em tensdo negativa, em repouso com
tensdo nula.
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No caso, ¢ recomendado o IXBH20N300, que suporta 3000 V no banco de tensao

continua. Assim, na pratica (nesta versdo mais primitiva daquela atualmente construida), foi
possivel experimentar 2500 V nas amostras.
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Figura 66 - Exemplo de um conjunto de IGBTs para dois eletrodos independentes. A cada par de IGBTs, uma

meia ponte, ¢ possivel obter mais um eletrodo independente.
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A fonte de elevadas tensdes ¢ de complexo ajuste e montagem, podendo ser
eletricamente substituida por um transformador variavel ligado a rede elétrica, seguido de um
transformador isolador e elevador de tensdao. Por fim, fazendo a retificagdo por ponte completa
de diodos e adotando capacitores de caracteristicas pertinentes ao uso.

O pesquisador que desejar realizar experimentos utilizando o eletroporador deste
trabalho ¢ bem-vindo ao IEB-USFC. Basta consultar e definir uma data com a orientadora deste

trabalho.
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APENDICE B — Marcador vermelho

Seja na eletroporagao reversivel ou irreversivel, a caracteristica fundamental ¢ a
abertura de poros na membrana, ou parede celular, para a entrada de compostos pelas diferengas
de concentracdo entre o meio extracelular e intracelular, devido ao gradiente de concentragao
(BERKENBROCK et al., 2019; BERNARDIS et al., 2017). Da mesma forma, a cor vermelha
caracteriza a entrada de moléculas pelos poros celulares, também devido ao gradiente de
concentracdo. Na espécie de tubérculo utilizado neste trabalho, isto ocorre apos a imposi¢ao do
campo elétrico tipicamente igual ou maior a 400 V/cm (CASTELLVI; BANUS; IVORRA,
2016).

A vantagem do uso do corante (marcador) vermelho ¢ apresentada na Figura 67, onde
para o mesmo tipo de experimentos houve a marcagdo com boa nitidez e homogeneidade da

regido onde se esperava haver eletroporacgao.
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Figura 67 — Imagens ilustrativas a respeito da coloragdo nas regides eletroporadas para tubérculos de batata sem
¢ com o corante vermelho.
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Utilizou-se o marcador Vermelho II (vermelho de metila) e o Vermelho IV (vermelho

de eritrosina) da empresa Arcolor, Sdo Paulo-SP (https://arcolor.com.br/ - Acessado em 15 de

julho de 2021), rotulado comercialmente como corante vermelho para fins alimenticios, Figura

68.
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Figura 68 - Marcador vermelho, frasco comercializado.

Marcadores utilizados

Disponibilizado em um unico frasco, o produto foi utilizado como marcador para as
regides eletroporadas dos tubérculos de batata, ¢ uma solucdo composta das substancias:
vermelho II (vermelho de metila) e vermelho IV (vermelho de eritrosina).

O vermelho de metila, ou vermelho de metilo, normalmente ¢ formulado para uso
como indicador de pH como uma solucao de 0,02 % em m/v em etanol a 60 % v/v em agua.
Como indicador, ¢ vermelho em pH abaixo de 4,4, amarelo em pH acima de 6,2, e laranja entre
estes valores. Em microbiologia, ¢ utilizado no teste do vermelho de metila ou Methy!
Red (MR) test, para a identificagdo das bactérias produtoras de acidos estaveis por mecanismos
de fermentacdo da glucose, Teste Voges-Proskauer (VP) (THU et al., 1991).

A eritrosina, ou tetraiodofluoresceina, ¢ um corante rosa-cereja, derivado da fluorona.
E largamente utilizado como corante para alimentos, em tintas de impressdo, como corante
bioldgico e na produgdo de produtos corantes da placa bacteriana em dentes. Também ¢
adotado como indicador de pH com ponto de viragem em pH 2,2 — 3,6, com a ocorréncia da
cor laranja para a vermelha, utilizado na forma de solucdo a 0,1% em agua (LIDE, 2003).
Devido a cor vermelha quando o pH ¢ acima de 3,6, este corante ¢ o principal colorifico visivel

na marcag¢ao dos tubérculos de batata.
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APENDICE C - Consideracdes quanto aos efeitos térmicos da passagem de corrente

elétrica em um meio condutor bioldgico
Efeito Joule na EP

A energia do campo elétrico aplicada a um determinado material tem seus efeitos
apresentados pela Lei de Ampere, equagdo (5), passivel da dissipagdo térmica. A Lei de Ohm
local ¢ embasada no fato de haver condutividade elétrica, o, em cada parte dos materiais, por

moderada que sejam suas dimensdes espaciais. Desta forma, a conceituacdo da densidade de
i ~ OE . :
corrente elétrica ¢ dada na equacdo (6), e a parcela e pode ser omitida quando a Lei de

Ampere € observada em fendmnos elétricos em baixas frequencias, como ¢ o caso dos pulsos
de tensdo na EQT. Por consequéncia, a energia dissipada devido a passagem de corrente elétrica

por um meio condutor elétrico denota a Lei de Joule local, equagdo (6).

0E . \
VX H=0F + EE Lei de Ampere. )

] =0E Lei de Joule local — corrente de condug¢ao com densidade oE. (6)

Por meio das equagdes (5) e (6), € possivel obter o conceito de densidade de energia,

passivel de representacao pela equagao (7), ou pela equagao (8).
Wioue = |E ]| [J/m?] (7

VV]oule = UlEIZ U/m3] ®)

Alternativamente, ¢ possivel avaliar a densidade de energia dissipada em um dado
volume de material condutivo, desde que satisfaga E = |VV|, o que denota uma componente do

teorema do vetor de Poynting, equagao (9).
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T

Wioue = | oE*dv 0/m] ©)

4

Bioequacio do calor

A bioequacao do calor ¢ util para modelar o fenomeno fisico observado a partir do
aquecimento elétrico-térmico de um tecido biologico. Os modelos de aquecimento por
exposicao do tecido vivo a radiacdo eletromagnética sdo fundamentados na andlise do dominio
temporal, e geralmente provenientes da equagdo do biocalor para o estudo da distribui¢do
espacial da temperatura no tecido (TIONG, L., MADDERN, 2011). A equacao (10) ¢

apresentada com termos simplificados a equagao do biocalor:

T
ey =4 -KVT+q— Qp+ Qm [W/m?] (10)

onde a densidade de massa p, o calor especifico ¢, a condutividade térmica K, a temperatura
T, em graus celsius, a fonte de calor g, a perda de calor por perfusdo Q,, € a geragdo de calor
devido ao metabolismo @Q,,, este tltimo negligenciado quando a amostra for vegetal ou um ex
Vivo.

A partir da equagdo do biocalor, a fonte de calor g equivale a perda por efeito Joule no

tecido, representado na equacdo (11):

q = [1][E]

2112 VA
] (11

m3

onde se verifica o produto da densidade de corrente elétrica / com a intensidade de campo
elétrico E. Simplificando os termos da equacdo (10) por meio da definicdo apresentada na
equacdo (11), negligenciando Q,,, e a condutividade térmica K (na consideragdo de tecidos com
elevada quantidade de agua): ¢ possivel obter a equagdo da variacdo de temperatura pela
aplica¢dao de um pulso de campo elétrico em um tecido ex vivo de condutividade elétrica, calor
especifico e densidade méssica conhecidos. Assim, a parcela da energia convertida em calor

devido a EQT faz a temperatura variar de acordo com a equacgao (12).
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AT = — tpuiso [°C] (12)

A imposi¢ao de um pulso de campo elétrico destinara parte da sua magnitude original
em uma parcela Ey com duragdo tpys,, para um incremento AT de temperatura na amostra,
inversamente dependente do calor especifico ¢, € densidade local p dada pela razédo entre massa
e volume locais (SUZUKI, 2009).

Em consequéncia dos oito periodos de 100 ps em intervalos de 1 segundo, o protocolo
ESOPE (MARTY et al., 2006; NEVES et al., 2014) desconsidera o incremento local de

temperatura na EQT.

Efeito térmico na eletroporacio

De acordo com o protocolo ESOPE (MIR et al., 2006), em tensdes abaixo de 1 kV a
eletroporagdo sera performada em campo elétricos de ~V /cm e se localiza em uma regiao
distante das consequéncias térmicas no procedimento da EQT. Seu mapeamento ¢ apresentado

na Figura 69.

Figura 69 - Intensidade do campo elétrico aplicado, E, e a largura de pulso — eletroporacdo irreversivel, ablacdo
térmica — IRE, eletroporagdo irreversivel, procedimento de ablacdo nio-térmica — IRE, e eletroquimioterapia,
procedimento de ablagdo ndo-térmica — EQT (RITTER et al., 2018).

Intensidade de | IRE + efeitos
campo elétrico térmicos
~kV fem |
IRE
~V/em EQT
Sem EP

~US 100 us ~ms
Largura de pulso

Fonte: (RITTER et al., 2018).
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Nas ultimas décadas, uma grande variedade de estudos forneceu evidéncias cientificas
suficientes para a produgdo dos Procedimentos Operacionais Padrdo Europeus de
Eletroquimioterapia — ESOPE (MIR et al., 2006). Uma vez adotado o protocolo para a técnica,
foi possivel definir parametros gerais sobre os limites de tensdo e seu periodo de aplicagao,
conforme mostrado na Figura 69. Enquanto restrito na regido de campo elétrico e periodo de
exposi¢ao aos pulsos referentes a eletroquimioterapia, EQT, sdo normalmente adotados pulsos
de microssegundos para realizar a eletroporagao reversivel. Esta eletroporacdo causa poros
irreversiveis por ablacdo de tecido, o que leva a morte celular sem a necessidade de
quimioterapicos (DAVALOS; MIR; RUBINSKY, 2005).

A relagdo entre intensidade aplicada e comprimento do campo elétrico para
eletroporacao, Figura 70, onde EP - eletroporagdo, nsPEF - campos elétricos pulsados em
nanossegundos, Supra-EP - exposicdo a campos elétricos grandes, EP convencional -
eletroporacdo com elevada amplitude de pulsos, no sentido de que a tensdo transmembrana sobe
para valores suprafisioldgicos, tipicamente entre pelo menos 0,2 V e até aproximadamente
1,0V, lesdo Elétrica - frequentemente tem um componente térmico principal que queima o

tecido vivo, EQT - eletroquimioterapia.

Figura 70 — Caracteristicas de tensao elétrica e periodo de

s SupraEP ., EP convencional a
L ] 1 1
100 KV/cm —= - -
Apoptose
Fa h Y
A\ 7 | Relativamente

Inexplorado

10 KV/em — — Necrose

Intensidade do campo elétrico aplicado

3 r
Sobrevivéncia EQT
1 KkV/iem — ——>
r IRE \
Y 7
0,1 kV/em
1 ns 1 ps 1 ms 1s

Duracio do pulso

Fonte: adaptado de (WEAVER et al., 2012).
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APENDICE D - Exemplos representativos de eletrodos encontrados na anilise

bibliométrica da revisio sistematica

Neste apéndice sdo apresentados de maneira sucinta os formatos e as configuragdes de
eletrodos que, durante o periodo de realizacdo do estudo, contribuiram tecnicamente para o
desenvolvimento da proposta de uma familia de trés eletrodos para EQT.

Segundo foi verificado na base de dados sobre eletrodos, de 2006 (com o surgimento
do protocolo ESOPE (GEHL et al., 2018)(MARTY et al., 2006) at¢ 2019, em relacdo aos trés
eletrodos propostos, ndo foram encontrados trabalhos capazes de superar as caracteristicas de
inovacao, novidade e de construcdo possivel por meio de materiais comercializados.

Neste apéndice sdo encontradas as partes entendidas como representativas dos 44
trabalhos da selecdo final na busca em base de dados (do Quadro 1 ao Quadro 44), que de
alguma forma contribuiram na técnica, desde suas geometrias, distribuicdo de campo elétrico,

materiais e disposi¢do geral de quaisquer elementos considerados relevantes.
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Quadro 1:
Titulo Importance of tumour coverage by sufficiently high local electric field
for effective electrochemotherapy
DOI 10.1016/j.ejcsup.2006.08.006
Ano 2006
N, L L, e i D
\6[: £ c d
2 E
L.T L‘ ? %
o ot s S
v . @ Q-I"m e f
L A £\
g B BE
i’ ‘g [E w w

L, x
_:;N
E < Erev Erev < E < Eirrev E > Eirrev

Fonte: Adaptado de (MIKLAVCIC et al., 2006a).

Anotagao

A esquerda: Geometria de modelos de tecido com o eletrodo fornecido
configuracdes: (a) modelo 3D de pele cutinea e subcutanea com neoplasia em
configuracdo de eletrodos de duas placas paralelas e se¢des transversais XY ¢ YZ
correspondentes em todo o tecido alvo, ou seja, a geometria da neoplasia ¢ (b)
modelo 3D de e tumor subcutineo com eletrodo de agulha configuragdes e segdes
transversais XY e YZ correspondentes através do tecido alvo, ou seja, a geometria
da neoplasia.

A direita: A comparagio da distribui¢io do campo elétrico para diferentes
configuracdes de eletrodo mostradas na secdo transversal XY de modelos 3D
cutaneos e subcutaneos: (a) dois eletrodos de placa paralela - neoplasia cutdnea
com a distribui¢@o do campo elétrico dentro da camada de gel circundando do
tecido alvo; (b) duas placas paralelas eletrodos - neoplasia subcutaneo; (c) duas
agulhas paralelas eletrodos - neoplasia cutanea; (d) duas agulhas paralelas
eletrodos — neoplasia subcutanea; (e) seis agulhas paralelas eletrodos - neoplasia
cutanea e (f) seis agulhas paralelas eletrodos - neoplasia cutanea. Em todos os
casos, a tensdo aplicada foi de U =300 V. O circulo preto representa o tecido alvo
¢ a regido padronizada representa parte do tecido onde E = Ejpep,

Referéncia

(MIKLAVCIC et al., 2006a)




Quadro 2:
Titulo Successful application of targeted electrochemotherapy using novel
flexible electrodes and low dose bleomycin to solid tumours
DOI 10.1016/j.canlet.2005.03.057
Ano 2006
A
Fonte: Adaptado de (SODEN et al., 2006).
Anotacdo
Eletrodos de ouro flexiveis usados durante os experimentos de EQT. (A) Aderente

aos eletrodos de ouro a uma poliamida antes da montagem em uma pinga de biopsia.

(B) O mesmo eletrodo de (A), ligados a uma pinga de bidpsia laparoscopica. (C) Um

eletrodo flexivel projetado com seguimentos de polaridades opostas, integrados para

uma superficie flexivel para a eletropora¢do planar.

Referéncia | (SODEN et al., 2006)

154



155

Titulo Analytical and nume?;cas;oqitantiﬁcation and comparison of the local
electric field in the tissue for different electrode configurations
DOI 10.1186/1475-925X-6-37
Ano 2007
a) B 4 ¢
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Fonte: Adaptado de (SELMA; PAVLIN; MIKLAYV, 2007).
Anotacdo
Diferentes configuragdes de eletrodos de agulha analisadas neste estudar.
Distribuicdo de campo elétrico calculado para diferentes configuracdes de eletrodos
de agulha.
Referéncia (SELMA; PAVLIN; MIKLAYV, 2007)
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Titulo Importance of contact sulfgzzdrz:t.ween electrodes and treated tissue in
electrochemotherapy

DOI 10.1177/153303460800700507

Ano 2008

Anotacdo

A _ o U=520V B

¥

U=380V

=

Erev<E| Erev<EZ<Eirrev | E>Eirrev

Fonte: Adaptado de (COROVIC et al., 2008).

Referéncia

Comparagado dos resultados obtidos entre o0 modelo 1 [(A) modelo 3D geometria com
superficie de contato destacada 1; (A1) E na secdo transversal XY; (A2) E na secao
transversal ZY; e (A3) E em secdo transversal ZX] e modelo 2 [(B) Geometria do modelo
3D com superficie de contato 2 destacada; (B1) E no cruzamento XY se¢do; (B2) E na secao
transversal ZY; e (B3) E na secdo transversal ZX], (o1 =0,2S / m, 62 = 0,4S / m, Erev =400

i} i V /cm e Eirrev =1500 V / cm).
(COROVIC et al., 2008)
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Quadro 5:
Titulo Electrode commutation sequence for honeycomb arrangement of electrodes in

electrochemotherapy and corresponding electric field distribution
DOI 10.1016/j.bioelechem.2008.03.001
Ano 2008

ELECTRODE

TUMOUR TISSUE

Fonte: Adaptado de (REBERSEK et al., 2008).

Anotacdo
Uma geometria do modelo 3D de varios eletrodos de agulha inseridos no tecido neoplasico.
O tecido neoplasico tem a forma de um cilindro com 15 mm de didmetro e comprimento de 6
mm. Os eletrodos de sete agulhas inseridos estdo em arranjo de favo de mel com um
diametro de 0,5 mm e a distdncia entre duas agulhas vizinhas ¢ de 5,5 mm.

Referéncia | (REBERSEK et al., 2008)
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Quadro 6:
Titulo Numerical modeling and optimization of electric field distribution in

subcutaneous tumor treated with electrochemotherapy using needle electrodes
DOI 10.1109/TPS.2008.2000996
Ano 2008
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Fonte: Adaptado de (COROVIC; ZUPANIC; MIKLAVCIC, 2008).

Anotacdo

Figura superior: Visualizagdo Y Z central em todo o modelo de tumor subcutineo, onde U ¢

a tensdo aplicada entre as fileiras de eletrodos, g ¢ a profundidade da agulha inser¢do, d ¢ a
distancia entre os eletrodos, conforme mostrado na figura inferior.

Figura inferior: o1 e 62 sdo as condutividades do tecido saudavel e tumoral, respectivamente.
O tumor ¢ posicionado 0,5 mm abaixo da superficie do modelo. Geometria tridimensional do
tumor subcutaneo com quatro geometrias de eletrodo de agulha analisadas: (a) Um par de
eletrodo de agulha, (b) trés pares de eletrodos de agulha, (c) quatro pares de eletrodos de
agulha e (d) agulha hexagonal matriz de eletrodos.

Referéncia | (COROVIC; ZUPANIC; MIKLAVCIC, 2008)




159

Quadro 7:

Titulo Optimization of electrode position and electric pulse amplitude in

electrochemotherapy

DOI

10.2478/v10019-008-0005-5

Ano

2008

E!e‘V<E Ere\r<E<Eirrev

Fonte: Adaptado de (ZUPANIC; COROVIC; MIKLAVCIC, 2008).

Anotagao

A esquerda: Geometrias e polaridades dos eletrodos: a) trés pares de eletrodos de agulha (3
pares); b) eletrodo de quatro agulhas pares (4 pares); ¢) matriz de eletrodos de agulha
hexagonal com dois eletrodos em potencial positivo, dois em negativo e dois neutros (2x2);
d) eletrodo de agulha hexagonal matriz com trés eletrodos em potencial positivo e trés em
potencial negativo (3x3). Distancias entre eletrodos d1-3 estavam entre os parametros
otimizados em nosso processo de otimizagdo. Didmetro de todos os eletrodos era de 0,7 mm.

A direita: Distribuigao de campo elétrico para o otimizado modelo de tumores subcutineos.
Em cada caso, apenas a melhor configurac@o de eletrodo ¢ dada: a) trés pares de agulhas para
o tumor esférico; b) quatro pares de agulhas para o elipsoide; c) quatro pares de agulhas para
o elipsoide mais profundo no tecido; d) trés pares de agulhas para o tumor realista. A
distribuicdo elétrica ¢ mostrada em dois planos perpendiculares centrais: YZ e XY ambos
passando pelo centro do tumor.

Referéncia

(ZUPANIC; COROVIC; MIKLAVCIC, 2008)
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Titulo Use of conductive gels fOI? u:(ll;(;fr'ic field homogenization increases the
antitumor efficacy of electroporation therapies
DOI 10.1088/0031-9155/53/22/020
Ano 2008
(b)

electrodes

gel .jI 2.4 mm

e 0.2
tumor a 234 mm

skin

muscle

Fonte: Adaptado de (IVORRA et al., 2008)

Anotacdo
(a) Geometria do modelo empregado nas simulagoes FEM; (b) partes do modelo. A

espessura do eletrodo é de 1 mm.

Referéncia | (IVORRA et al., 2008)
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Quadro 9:

Titulo Non-invasive contact electrodes for in vivo localized cutaneous

electropulsation and associated drug and nucleic acid delivery

DOI 10.1016/j.jconrel.2008.11.003
Ano 2009
A

E [Viem)
SRR LR

Fonte: Adaptado de (MAZERES et al., 2009).

Anotacdo
Calculo da distribuicdo do campo elétrico entre os eletrodos na configuragio in vitro. A -
Eletrodos com 0,8 mm de diametro, separados por 4 mm de distancia e posicionados para o
fundo do prato. A condutividade do meio extracelular foi ajustada para 1,4 mS/cm. As linhas
tracejadas delineiam a superficie onde um campo homogéneo esta presente. B - Grafico da
distribui¢do de campo elétrico. A linha horizontal denota a relagdo entre tensio e distancia
(U/d). O quadrado tracejado € o volume onde um campo homogéneo estava presente (menos
de 10 % variagdo). C- Configuragdo do eletrodo com os fios conectados ao gerador de
pulsos. D - Eletrodos em um cubeta. Os eletrodos estdo em contato com o fundo da cubeta. E
— A cubeta com os eletrodos esta disposta para o uso em um microscopio.

Referéncia | (MAZERES ef al., 2009)
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Quadro 10:

Titulo

Treatment of breast cancer through the application of irreversible

electroporation using a novel minimally invasive single needle electrode

DOI

10.1007/s10549-010-0803-5

Ano

2010

B Separating
Insulation Tumor
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= rat Layer

4 1

Charged
Surface \ -

J

Fonte: Adaptado de (NEAL et al., 2010).

Anotagao

Projeto de eletrodos e modelos de tratamento numérico:
(a) um eletrodo e dimensdes usadas para tratamentos;

(b) esquema da configuracdo do modelo mostrando o eletrodo inserido na neoplasia, rodeado
por gordura e sobre uma camada de musculo;

(c) modelos numéricos de saida de campo elétrico dos experimentos, onde cada camada
corresponde aos contornos equipotenciais. A neoplastia esta inteiramente dentro do contorno
de 1000 V/cm, sugerindo um limite razoavel a ser usado no planejamento do tratamento de
EQT;

(d)a distribuicdo de campo elétrico se 0 mesmo procedimento fosse aplicado profundamente
no tecido mamario humano.

Referéncia

(NEAL et al., 2010)




163

Titulo Robustness of Treatment Plgllal:;lra(jgl ]1‘51’ Electrochemotherapy of Deep-Seated
Tumors
DOI 10.1007/s00232-010-9274-1
Ano 2010

Fonte: Adaptado de (KOS et al., 2010).

[B]IL-

201

Anotacdo

Referéncia

A — Geometria do modelo. Quatro eletrodos sao inseridos na coxa (cinza claro) ao redor da
neoplasia (cinza escuro), de acordo com o plano de tratamento. Também s@o mostrados dois
musculos adjacentes que os eletrodos penetram por alguns milimetros. B — Eletrodo
posicionado na secdo transversal perpendicular aos eixos eletrodos, através do centro de

massa da neoplasia.

(KOS et al., 2010)




Titulo A simulation analysis of largé1 ifliiilectrode needle arrays for efficient
electrochemotherapy of cancer tissues

DOI 10.1109/CEIDP.2011.6232628

Ano 2011

Yoltage[V]

7. 2000e+002
6. 75880e+0@2
6. 3000e+002
5. 8500e+002
5, +B8e+0a2
4. 95bBe+0@2
4. 5608e+002

ELY_per_meter]

2.00B8e+8@5
1.8571e+8@85
1. 7143e+035
1.5714%e+6885
1. 4286e+0@5
1,2857e+8@5

4, 8500e+002 1.1429e+8@5
3. 6PPBe+0B2 1.0BBBe+B65
3. 156Be+0B2 8.5714e+2@Y
2., 70B8e+BA2 7. 1429e+8a4

2. 2500e+002
1. 6800e+002
1. 3580e+802
9. bBBe+001
4, S000e+0a1
0, B0RBe +000

5. 7143e+004
4,2857e+0@Y4
2,8571e+0aY

1.4206e+0E4
8. bBeae +8aa

(a) (b)
Fonte: Adaptado de (BOMMAKANTI et al., 2011).
Anotagao
Os 24 eletrodos sao dispostos em uma configuragdo longitudinal (12mm x 2mm). Neste
caso também o campo elétrico ¢ uniforme. A figura (a) mostra a distribui¢do de tensdo
e a figura (b) mostra a distribui¢do do campo elétrico.
Referéncia | (BOMMAKANTI et al., 2011)
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Quadro 13:

Titulo Finite element modeling and analysis of human breast tissue for
electrochemotherapy

DOI 10.1109/CEIDP.2011.6232629

Ano 2011
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| _» Tumor

—* Electrodel

™ Flectrode 2

(c)
Fonte: Adaptado de (AGORAMURTHY; CAMPANA; SUNDARARAIJAN, 2011).
Anotagao
Modelo de elemento finito de tecido mamario normal com placa paralela
eletrodos (a), neoplasia dentro do tecido mamario com eletrodos de placa paralela (b) e
neoplasia dentro do tecido mamario com eletrodos de agulha (c).
Referéncia

(AGORAMURTHY; CAMPANA; SUNDARARAJAN, 2011)
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Quadro 14:

Titulo Optimizing clinical performance and geometrical robustness of a new

electrode device for intracranial tumor electroporation

DOI 10.1016/j.bioelechem.2010.12.002

Ano 2011

V4

Fully deployed
electrodes

Tip a

v
Side view Top view

Fonte: Adaptado de (MAHMOOD; GEHL, 2011).

Anotacdo
Dispositivo de eletrodo. Os eletrodos al-a6 definem o anel (©a), os eletrodos b1-b6 definem

o anel (Ob). A direita, o eletrodo esta ao longo do eixo z, que define o eixo de simetria
rotacional.

Referéncia | (MAHMOOD; GEHL, 2011)
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Quadro 15:

Titulo In Vivo Muscle Electroporation Threshold Determination Realistic Numerical

Models and In Vivo Experiments

DOI https://doi.org/10.1007/s00232-012-9432-8

Ano 2012

Fonte: Adaptado de (COROVIC; MIR; MIKLAVCIC, 2012).

Anotacdo
Dimensoes do eletrodo usado em experimentos na dobra de pele para o tratamento por
eletroporagdo.

Referéncia | (COROVIC; MIR; MIKLAVCIC, 2012)
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Quadro 16:
Titulo The optimization of needle electrode number and placement for irreversible
electroporation of hepatocellular carcinoma
DOI 10.2478/v10019-012-0026-y
Ano 2012
Tumor
/ hemiline
- d2
Iumor Electrode electrodes
Fonte: Adaptado de (ADEYANJU; AL-ANGARI; SAHAKIAN, 2012).
Anotacdo
Descri¢ao das configuragdes do eletrodo. Os circulos em preto representam eletrodos ativos
e os eletrodos sombreados mais claros sdo configurados para aterramento. A distancia (d1)
entre os eletrodos e a profundidade de inserc¢do (d2) foi variada no estudo.
Referéncia | (ADEYANJU; AL-ANGARI; SAHAKIAN, 2012)
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Quadro 17:

Titulo Educational application for visualization and analysis of electric field strength

in multiple electrode electroporation

DOI 10.1186/1472-6920-12-102

Ano 2012

¥ i

I

0 0.2 0.4 0.6 0.B 1

Fonte: Adaptado de (MAHNIC-KALAMIZA; KOTNIK; MIKLAVCIC, 2012).

.

Anotacdo
Distribui¢do de campo elétrico para eletrodos de placa em uma eletroporagéo de neoplasia
cutinea (a) e eletrodos de agulha paralelos em

eletroporagdo de neoplasia cutanea (b). A geometria é mostrada no lado esquerdo ¢ a
intensidade do campo resultante a direita. Diametro da neoplasia em ambos os casos sdo de 2
cm, a espessura do eletrodo ¢ de 0,2 cm e a distancia do eletrodo é de 1,6 cm. A tensdo
aplicada foi de 1300 V. A intensidade do campo resultante na escala de cores esta em V/m.

Referéncia | (MAHNIC-KALAMIZA; KOTNIK; MIKLAVCIC, 2012)




Titulo

Quadro 18:

170

DOI

transdermal and topical drug delivery

In vivo real-time monitoring system of electroporation mediated control of

Ano

10.1016/j.jconrel.2013.09.030
2013

Anotagao

Fonte: Adaptado de (BLAGUS et al., 2013).

Referéncia

Alopecia induzida pelo fornecimento de doxorrubicina. (A) Alopecia induzida
temporariamente com o topico Entrega de doxorrubicina mediada por EP (eletroporagao)
com amplitude de 570V. Doxorrubicina foi entregue topicamente com EP e entdo as imagens
foram adquiridas em momentos designados. Setas marcam a posi¢ao dos eletrodos e
subsequente desenvolvimento de alopecia sob os eletrodos. Recrescimento de o cabelo é
observado 96 h apods a EP. (B) O dano a pele com método de remocao de fita foi substancial,
levando a formagao de crosta em 48 h. A area predeterminada para o tratamento foi marcada
com marcador permanente (manchas pretas pontilhadas). Barra de escala: 5 mm.

(BLAGUS et al., 2013)
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Quadro 19:
Titulo Parametric study of irreversible electroporation with different needle
electrodes Electrical and thermal analysis
DOI 10.3109/02656736.2014.937775
Ano 2014
E(Viem)
(8)
- ]_
x
1500
SR E
%. =0 < I
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1500
L
Fonte: Adaptado de (NICKFARJAM; FIROOZABADI, 2014).
Anotacdo
O efeito da insercdo do eletrodo na distribuigdo elétrica na neoplasia e no tecido normal para
a configuracdo de 4 eletrodos. (A) 1=0,5 mm, vistay —z, (B)i=0,5, vistax -y, (C)i=5
mm, vistay — z, (D) i =5 mm, vista x —y. O efeito da inser¢@o do eletrodo no volume
eletroporado irreversivelmente acaba por ser mais evidente no tecido normal.
Referéncia | (NICKFARJAM; FIROOZABADI, 2014)




Quadro 20:

172

Titulo

Electroporation in cancer therapy without insertion of electrodes

DOI

10.1088/0031-9155/59/20/6031

Ano

2014

i
Fonte: Adaptado de (LEKNER, 2014).

Anotacdo

Uma célula com microcondutores esferoidais ao seu redor, em um circuito elétrico externo
campo (com tendéncia horizontal na figura), que tende a alinhar os microcondutores. O
movimento browniano interrompe ligeiramente a orientagdo. O campo externo, pulsado ou
em alta frequéncia, ¢ amplificado nas extremidades dos esferoides, causando a formagao de
poros na membrana celular (eletroporag@o), permitindo que drogas contra o céncer entrem na

célula.

Referéncia

(LEKNER, 2014)
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Quadro 21:
Titulo Electrochemotherapy in non-melanoma head and neck cancers a retrospective
analysis of the treated cases

DOI 10.1016/j.bjoms.2014.08.004

Ano 2014
electrode 3 cm
electrode 0 5 cm

—
a d
Fonte: Adaptado de (CAMPANA et al., 2014a).
Anotagao

Referéncia

Tipos diferentes de eletrodos:

(a) eletrodo nao invasivo de placas paralelas conectadas a uma al¢a de 13 cm de
comprimento) era usado por aplicativo de contato para a espectroporagao ao redor de
neoplasias exofiticas;

(b) dois arranjos em linhas paralelas de agulhas conectadas a um cabo para manuseio de 13
cm de comprimento. E utilizado sobre um tecido em tratamento, para lesdes infiltrantes

menores;

(c) configuragio de hexagono de agulhas conectadas a uma alga de 13 cm de comprimento. E
usado para tumores infiltrantes maiores;

(d) duas linhas de agulhas de 5 mm foram usadas para direcionar as neoplasias da cavidade

oral e da orofaringe.
(CAMPANA et al., 2014a)




174

Titulo Three-dimensional analysisQZjiir?riz‘\/ersible electroporation Estimation of
thermal and non-thermal damage

DOI 10.1016/j.ijheatmasstransfer.2013.12.065

Ano 2014

Fonte: Adaptado de (KURATA; NOMURA; TAKAMATSU, 2014).

T T T

Anotacdo
Distribui¢do do campo elétrico para distancias de L =5 mm (a), L =10 mm (b) e L = 15 mm
(c).
Referéncia | (KURATA; NOMURA; TAKAMATSU, 2014)




Quadro 23:
Titulo A Numerical Investigation of the Electric and Thermal Cell Kill
Distributions in Electroporation-Based Therapies in Tissue
DOI 10.1371/journal.pone.0103083
Ano 2014
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Fonte: Adaptado de (GARCIA; DAVALOS; MIKLAVCIC, 2014).
Anotacdo
Figura superior: Visualizacdo fisica do eletrodo ¢ da malha para o ajuste extremamente
fino usado no sofiware de modelagem numérica.

Figuras inferiores: Resposta de condutividade elétrica do tecido hepatico durante a
eletroporagdo irreversivel. Simulacdo numérica do A) campo elétrico e C) distribui¢des
de condutividade elétrica durante procedimentos de eletroporagao irreversivel com uma

sonda bipolar e uma tensdo aplicada de 3000 V. Estes os resultados empregam as B)
propriedades do tecido hepatico dependentes do campo elétrico ndo linear que resultam

imediatamente ap0s o final de cada pulso de eletroporagéo e foi escalado em 1.256,

1.506 e 1.756 para estudar a variabilidade potencial de 6rgdo a 6rgéo.
Referéncia | (GARCIA; DAVALOS; MIKLAVCIC, 2014)
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Quadro 24:
Titulo Effect of Blood Vessel Segmentation on the Outcome of
Electroporation-Based Treatments of Liver Tumors
DOI 10.1371/journal.pone.0125591
Ano 2015

Fonte: Adaptado de (MARCAN; KOS; MIKLAVCIC, 201 5).

Anotacdo

Duas configuragdes de eletrodos diferentes e duas posi¢oes diferentes do vaso
sanguineo — “d” denota distancia do vaso sanguineo ao tumor:

(A) Quatro eletrodos com vaso sanguineo perpendicular a eles;

(B) Eletrodos com o vaso sanguineo paralelo a eles.

Referéncia

(MARCAN; KOS; MIKLAVCIC, 2015)
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Quadro 25:
Titulo Modeling the positioning of single needle electrodes for the treatment of breast
cancer in a clinical
DOI 10.1186/1475-925X-14-S3-S1
Ano 2015
2 3 3 7
2 cm
0 € > 0O 5 1 i
A A | 4
5
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&
\ 4 A 4 )
o'« > 0 4 :
1 4 (a) (b)
Fonte: Adaptado de (DENZI et al., 2015).
Anotacdo
As duas diferentes configuragdes sao relatadas: (a) modelo "simétrico" (eletrodos retos azuis
igualmente espagos) e (b) modelo "assimétrico" (eletrodos verdes), o eletrodo central ¢
inclinado em um angulo (25°), os eletrodos externos sdo movidos com deslocamentos ao
longo da linha que os conectam ao eletrodo central. As distancias sdo de 1,8 mm, 2,8 mm e
2,1 mm para os pares 1-5, 2-5 e 3-5, respectivamente. A posicao para o eletrodo nimero 4
permanece inalterado nas duas configuracdes de eletrodo.
Referéncia | (DENZI et al., 2015)
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Quadro 26:
Titulo Coupling treatment planning with navigation system: A new technological
approach in treatment of head and neck tumors by electrochemotherapy
DOI 10.1186/1475-925X-14-S3-S2
Ano 2015

Fonte: Adaptado de (GROSELJ et al., 2015).

Anotacdo
Plano de tratamento para metastases no pescogo, atras do angulo mandibular esquerdo. As
figuras A, B, C mostram o modelo 3D com o osso (branco), neoplasia (amarelo), vasos
sanguineos (vermelho) e eletrodos (preto).
Referéncia | (GROSELIJ et al., 2015)
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Titulo Mathematical Models Descr(l?l;l;;;é;z.inese Hamster Ovary Cell Death Due to
Electroporation In Vitro

DOI 10.1007/s00232-015-9825-6

Ano 2015

Fonte: Adaptado de (DERMOL; MIKLAVCIC, 2015).

Anotagao
Eletrodos de placa paralela de ago inoxidavel com uma gota de célula suspensdo entre os
eletrodos (imagem superior). As placas sao mantidas a distancia ¢ 2 mm.

Referéncia | (DERMOL; MIKLAVCIC, 2015)
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Quadro 28:
Titulo The Feasibility of a Smart Surgical Probe for verification of IRE treatments
using electrical impedance spectroscopy
DOI 10.1109/TBME.2015.2441636
Ano 2015
Z 22
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Fonte: Adaptado de (BONAKDAR et al., 2015).
Anotacdo
Sonda de impedancia instalada na sonda bipolar IRE. Tamanho ¢ comparado com uma
moeda norte americana de dez centavos.
Referéncia | (BONAKDAR et al., 2015)
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Quadro 29:

Titulo Safety and feasibility of the NanoKnife system for irreversible
electroporation ablative treatment of canine spontaneous intracranial
gliomas

DOI 10.3171/2014.12.JNS141768

Ano 2015

ra— Seusogup—y”
| - amwsmwns L )
Fonte: Adaptado de (ROSSMEISL et al., 2015).

Anotagao i
A esquerda: Sonda de eletrodo monopolar de ponta romba usada para tratamento IRE

de glioma.
A direita: dispositivo de imobilizagdo usado para manter as restrigdes de uma matriz
de sonda de 6 eletrodos

Referéncia (ROSSMEISL et al., 2015)
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Titulo Electrochemotherapy to Me?;;tdar;j OSpinal Melanoma A Novel Treatment of
Spinal Metastasis

DOI 10.1097/BRS.0000000000001125

Ano 2015

Fonte: Adaptado de (GASBARRINI et al., 2015).

Anotagao
Imagem intra-operatoria de controle. A precisa colocagdo de eletrodos de agulha em torno da
lesdo neoplasicas foi alcangada (A) e controle fluoroscépico (B) dos eletrodos colocados.

Referéncia | (GASBARRINI ez al., 2015)
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Quadro 31:
Titulo A prototype of a flexible grid electrode to treat widespread superficial tumors

by means of Electrochemotherapy
10.1515/raon-2016-0013
Ano 2016

DOI

Thomxsedtion  "e0d®

Fonte: Adaptado de (CAMPANA et al., 2016b).
Anotagao

A extensa distribui¢@o de eletrodo para o tratamento de EQT sobre a epiderme. (A) Esbogo
do dispositivo, (B) linhas de campo elétrico resultantes de uma grade eletrodos. Protdtipos
do eletrodo flexivel (C), um dispositivo quadrado de 15 x 15 cm com arranjo hexagonal de
guias condutivas destacadas.

Referéncia | (CAMPANA et al., 2016b)
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Titulo Effect of Electrode Distance (12; a((;;c;cj 2Elecz‘rode Numerical Models and In Vitro
Tests

DOI 10.1177/1533033818764498

Ano 2016
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Fonte: Adaptado de (ONGARO et al., 2016)

Anotagao
Geometria do eletrodo de 8 cm de didmetro com 52 agulhas com distancia de 1 cm, 13
agulhas com distancia de 2 cm, e o subestrutura do triangulo.

Referéncia | (ONGARO et al., 2016)
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Titulo Finite-element modelling CZI’ZQCI; Eﬁfe;i;inary validation of microneedle-based
electrodes for enhanced tissue electroporation

DOI 10.1109/EMBC.2017.8037629

Ano 2017

Fonte: Adaptado de (HOULIHAN et al., 2017).

Anotagdo X
A Esquerda: dispositivo concluido mostrando a conexao elétrica e parafuso de rolha.

A direita: detalhe da regido do eletrodo. Os retangulos com protuberancias (matriz de
agulhas de 1,7 mm) sdo de 6 mm?.

Referéncia | (HOULIHAN et al., 2017)
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Quadro 34:
Titulo Minimally invasive electrochemotherapy procedure for treating nasal duct

tumors in dogs using a single needle electrode
10.1515/raon-2017-0043
Ano 2017

DOI

- electrodes

/'_ns_t_J'I_a_t_edl needle

Fonte: Adaptado de (MAGLIETTI et al., 2017).

Anotacdo

(A) o protdtipo, em (B) o esquema da ponta, ampliado a area de (A). O eletrodo consiste em
uma agulha isolada cercada por duas placas paralelas de cada lado.

Referéncia | (MAGLIETTI et al., 2017)
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Quadro 35:
Titulo Electroporation by concentric-type needle electrodes and arrays
DOI 10.1016/j.bioelechem.2017.06.014
Ano 2017
(a) (b)
Connect to Electroporation Systems
Fonte: Adaptado de (KUNG et al., 2017).
Anotagao
(a) Diagrama esquematico da configuragdo experimental de um eletroporador; (b) diagrama
estrutural do eletrodo de haste. O comprimento da agulha 20G é de 5 mm (didmetro interno
de 0,58 mm; diametro externo de 0,88 mm); o comprimento da agulha 30G ¢ de 10 mm
(diametro interno de 0,13 mm; diametro externo de 0,31 mm); e o comprimento do tubo de
polietileno PE-10 ¢ de aproximadamente 2 mm (didmetro interno de 0,28 mm; didmetro
externo de 0,61 mm).
Referéncia | (KUNG et al., 2017)
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Quadro 36:

Titulo Bipolar Microsecond Pulses and Insulated Needle Electrodes for Reducing

Muscle Contractions During Irreversible Electroporation

DOI 10.1109/TBME.2017.2690624
Ano 2017
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Fonte: Adaptado de (YAO et al., 2017)

Delay

T=1s
(b)

(c)

Anotagao
Experimentos IRE e H-FIRE em figados de coelhos. (a) Os tratamentos tradicionais de IRE
usando um unico pulso monopolar, que € repetido uma vez por segundo. (b) Os tratamentos
H-FIRE usam uma deliberagdo rapida de pulsos de polaridade alternada. (c) As pontas dos
eletrodos de agulha tradicionais estéo totalmente expostas. (d) Os eletrodos de agulha
isolados sdo pintados com um revestimento isolante em sua superficie externa. As formas de
onda de tensdo e corrente tipicas com uma duracdo de pulso individual de 2 ps.

Referéncia | (YAO et al., 2017)
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Titulo Oral Mucosa Model fg: ?EthZf.ochemotherapy Treatment of Dog Mouth
Cancer Ex Vivo, In Silico, and In Vivo Experiments

DOI 10.1111/a0r.13003

Ano 2018

MUCcosa

LE<E rev E<E<E .-'rr{ﬂr'E >b

Fonte: Adaptado de (SUZUKI et al., 2018).

Anotacdo

Um melanoma oral canino de 15 mm em didmetro. O tumor foi tratado com uma
aplicagdo EQT com eletrodos de agulha, 130 kV/m, 8 pulsos, 100 ms, 1 Hz:

(A - esquerda) Antes do tratamento.

A direita: situagdes de eletrodo para o tratamento in vivo e a presente distribuigdo de
campo elétrico local para 130 kV/m com eletroporagao em um modelo. A distancia
entre duas colunas de agulhas ¢ de 5 mm. As imagens a esquerda mostram a visao
central do YZ em todo o modelo de tumor. As fotos a direita mostram o XY corte

transversal.

Resultados para a simulag@o de 0sso sob a mucosa oral em A - direita, B, C e D.

Referéncia

(SUZUKI et al., 2018)
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Quadro 38:

Titulo Electroporation of the liver: More than 2 concurrently active, curved
electrodes allow new concepts for irreversible electroporation and
electrochemotherapy

DOI 10.1177/1533033818809994

Ano 2018

6.2

@32  [mm]

Fonte: Adaptado de (RITTER et al., 2018).

Anotagao

Simulagio de campo elétrico:

A esquerda: Plano seccional do sistema elétrico simulado distribui¢io de campo (estatica)
para uma tensdo aplicada de U = 1,5 kV. Area vermelha: E> 1,3 kV / cm, o tecido nesta area
sera irreversivelmente eletroporado (térmico a ablagdo também ¢ possivel, especialmente
perto da superficie do eletrodo). Area azul: E <0,3 kV / cm, o tecido nesta area ndo sera
prejudicado. Area intermediaria: EP reversivel, area alvo para drogas quimioterapicas
(EQT). Estes limites sdo estimados; assim, as areas da imagem sdo sobrepostas. Os valores
exatos dependem do tipo de tecido e do protocolo de pulso a serem determinados
experimentalmente.

A direita: Desenho do projeto com as cotas desta simulagio.

Referéncia

(RITTER et al., 2018)
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Titulo Tissue Damage, T emperaturg,uizdi;(c)z’?l;l Induced by Different Electrode Arrays
on Potato Pieces (Solanum tuberosum L.)

DOI 10.3389/fonc.2018.00101

Ano 2018

Fonte: Adaptado de (GONZALEZ et al., 2018).

Anotacdo

Padrdes espaciais bidimensionais da intensidade do campo elétrico induzido em um meio
homogeéneo, isotropico e linear para configura¢des de eletrodo com (A) circular; (B) eliptico;
(C) parabdlico; e (D) formas hiperbolicas.

Amostras dos pedagos de batata perturbados com 10 mA durante 30 min para (A)
Configuragdo I; (B) Configuragao II; (C) Configuracao III; e (D) Configuragdo IV. Nesta
figura é mostrada a necrose em torno de cada eletrodo (1), borbulhando em torno do catodo
(2), e danos irreversiveis ao tecido entre os eletrodos (3).

Referéncia

(GONZALEZ et al., 2018)
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Quadro 40:
Titulo Time-Dependent Finite Element Analysis of In Vivo Electrochemotherapy
Treatment
DOI 10.1177/1533033818790510
Ano 2018
_Fa 1 ;
Fonte: Adaptado de (PINTAR et al., 2018).
Anotagao
Posi¢des dos eletrodos durante o tratamento de eletroquimioterapia (ECT) in vivo da
metastase colorretal.
Referéncia | (PINTAR et al., 2018)
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Titulo Electrochemotherapy Eﬂect(l?\?:s;z; 1Loss due to Electric Field Indentation
between Needle Electrodes - A Numerical Study

DOI 10.1155/2018/6024635

Ano 2018

Anotacdo

et Stratum corneum
and epidermis

Tumor

Muscle

(c) (e)

Fonte: Adaptado de (BERKENBROCK; MACHADO; SUZUKI, 2018)

Referéncia

Esquema para modelar a neoplasia em estudo: Da esquerda para a direita, a neoplasia alvo, a
extracdo dos pardmetros geométricos e caracterizagdo anatdmica e inser¢do 3D no ambiente
de simulagdo. (a) Mastocitos em um cao macho de 3 anos de idade. A seta indica o tumor
modelado, em escala de 10 mm. (b) Pele com trés camadas (estrato cérneo com epiderme,
derme e musculo), o tumor, e um par de agulhas de eletrodo. (c) A geometria aproximada e
parametros dimensionais do tumor. (d) Os trés tipos de eletrodos testados: e dois eletrodos de
agulhas, e um eletrodo de placas. (¢) O modelo de geometria 3D em estudo. O elipsoide
representa o tumor “envelopado” nas camadas da pele e os cilindros sdo as agulhas do

eletrodo.

(BERKENBROCK; MACHADO; SUZUKI, 2018)
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Titulo Non-parallellism of needles%lizairl(;j;opomtion 3d computational model and
experimental analysis

DOI 10.1108/COMPEL-04-2018-0189

Ano 2019
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Fonte: Adaptado de (CAMPANA et al., 2019a).

Anotagao
Intensidade do campo elétrico em [V/cm] e histograma elétrico valores de campo elétrico no
quadrado pontilhado considerando o angulo de (a) 5° e de (b) 30° com um tensdo aplicada de
2.000 V e o angulo de (c) 5° e de (d) 30° com um tensdo aplicada de 1000 V
Referéncia | (CAMPANA et al., 2019a)




Quadro 43:
Titulo Simulations of the electrostatic field, temperature, and tissue damage
generated by multiple electrodes for electrochemical treatment
DOI 10.1016/j.apm.2019.05.002
Ano 2019
Electrode Electric potential
72
Treatment zone / d
{tumor) . ’ 1
i
Air ::;
Healthy tissue g
Fonte: Adaptado de (CALZADO et al., 2019).
Anotacdo
Matriz neoplasica ¢ eletrodos: Malha criada no dominio ctibico heterogéneo para
resolucgdo da equagdo de Poisson, a equacdo de Laplace e a equagdo estacionaria de
transferéncia do bioaquecimento de Pennes. Ao centro esta o tecido neoplasico,
rodeado pelo tecido saudavel. O software definiu automaticamente o tamanho de cada
elemento da geometria.
Referéncia | (CALZADO et al., 2019)
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Quadro 44:
Titulo Electrochemotherapy — Emerging applications technical advances, new
indications, combined approaches, and multi-institutional collaboration
DOI 10.1016/j.€js0.2018.11.023
Ano 2019

Fonte: Adaptado de (CAMPANA et al., 2019b).

Anotagao
Sondas de eletrodos: (a) Eletrodo de comprimento ajustavel. (b) Eletrodos de agulha longa
para EQT de geometria variavel. Geometria variavel do eletrodo EQT implica na inser¢do de
um numero variavel (de 2 a 6) de eletrodos de agulha de 16 a 30 cm de comprimento com
uma ponta ativa de 3 ou 4 cm.
Referéncia | (CAMPANA et al., 2019b)
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APENDICE E — Entendimentos sobre a correlaciao de Pearson

Definicoes para as correl¢oes

Seja x4, x5, ..., X, 0 conjunto de medidas de uma variavel e y;, y,, ..., ¥, as medidas de
outra variavel: Calculados %, ¥, S, € S,, as médias e desvio paddo amostrais dos dois conjuntos
de medidas. Para ober o grau de associacdo da relacdo linear entre duas varidveis, usamos o

coeficiente de correlacdo r:

r =
Sx Sy (13)

Onde:

X0 —y) X —yi) —nxy
B n—1 B n—1 (14)

Sxy

O coeficiente de correlagdao populacional ¢ representado por p e sua estimativa ¢ dada
por r, exatamente como X ¢ uma estimativa da média populacional p (DAVID S. MOORE;
MCCABE; A., 1996). o coeficiente de correlagdo de Pearson, r, ¢ uma medida de associagdo

linear entre variaveis, “A correlagdo mensura a dire¢do e o grau da relacao linear entre duas

variaveis quantitativas” (DAVID S. MOORE; MCCABE; A., 1996).

Relacoes entre variaveis

Dois conceitos sdo chaves para entendé-la: “linearidade” e “associabilidade”. Em
termos estatisticos, duas variaveis se associam quando elas guardam semelhangas na
distribuicdo dos seus escores. De modo preciso, elas podem se associar a partir da distribui¢ao
das frequéncias ou pelo compartilhamento de variancia. No caso da correlagdo de Pearson (1)
vale esse ultimo parametro, ou seja, ele ¢ uma medida da varidncia compartilhada entre duas

variaveis.
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Linearidade

Somente relagdes lineares sdo detectadas pelo coeficiente de correlagdo descrito (em
geral denominado por coeficiente de correlagdo de Pearson). Por exemplo, na sucessao de dados
(pontos) que representam uma parabola, (polindmio de segundo grau), mesmo havendo uma
clara relacao (nao-linear) entre x ¢ y, o coeficiente de correlagao ¢ nulo.

Em termos graficos, por relacao linear entende-se que a melhor forma de representar
o padrao de relacionamento entre duas variaveis ¢ através de uma linha reta. Portanto, a
correlagdo de Pearson, r, exige um compartilhamento de varidncia e que essa variacao seja
distribuida linearmente.

Por outro lado, o modelo linear supde que o aumento ou decremento de uma unidade
na variavel x gera o mesmo impacto em y = f(x). O modelo linear esta baseado na fungdo

definida por f(x) = ax paratodox ca R ondea # O.

Associabilidade

A associagdo linear entre duas variaveis € avaliada por correlagdo. Para predizer o
valor de uma variavel continua a partir de uma outra varidvel e para descrever a relagdo entre
duas varidveis utiliza-se regressao. O primeiro estagio em qualquer um dos casos ¢ produzir um
grafico de pontos dos dados para obter alguma ideia da forma e grau de associagao entre duas
variaveis.

Suponha que seja encontrada uma associagao ou correlagdo entre duas varidveis A e

B. Podem existir diversas explicagdes do porque elas variam conjuntamente, desta maneira:

1. Mudancas em A causam mudangas em B;
Mudancgas em B causam mudangas em A;

Mudangas em outras varidveis causam mudangas tanto em A quanto em B;

A

A relacao observada é somente uma coincidéncia.

A terceira explicacdo ¢ frequentemente a mais apropriada. Isto indica que existe algum
processo de conexdo em atuagdo. E dificil estabelecer relagdes causais a partir de dados
observacionais e, por isso, se faz necessaria a realizacao de experimentos para obter evidéncias

impactantes quanto a alguma relagdo causal.
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Interpretacio do coeficiente de correlagcao

O coeficiente de Pearson, r estd sempre entre —1 e +1, com r = 0 correspondente a
ndo associagdo (ALDRICK, 1995; DIAZ; OSUNA, 2008; KOZAK; KRZANOWSKI;
TARTANUS, 2012; PARANHOS et al., 2014).

O termo “correlagcdo positiva” ¢ usado quando r > 0, e nesse caso a medida que x
cresce também cresce y, e correlagdo negativa quando r < 0, e nesse caso a medida que x
cresce, y decresce (em média).

Quanto maior o valor de r em modulo, mais forte ¢ entendida relagdo entre as duas
variaveis. Neste caso, ha dois extremos a serem considerados:

1. Casor = 1our = —1 entdo todos os pontos no grafico de dispersao estdo posicionados
€m uma reta;
2. Casor = 0 ndo existe nenhuma associa¢ao linear.

Assim, os valores de (r) encontrados podem ser interpretados quanto na magnitude
dos coeficientes.

(COHEN, 1988), valores entre 0,10 e 0,29 podem ser considerados pequenos; escores
entre 0,30 e 0,49 podem ser considerados como médios; e valores entre 0,50 e 1,00 podem ser
interpretados como grandes.

(KOZAK, 2009) apontam para uma classificagao ligeiramente diferente:

r=0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40 até 0,60 (moderado); r = 0,70 até¢ 1 (forte).

Ou seja, na pratica quanto maior a proximidade de —1 e +1, maior € o grau de
dependéncia estatistica linear entre as variaveis. E quanto mais proximo de zero, mais ténue €

a for¢a dessa relacao.
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Algumas das principais propriedades da correlacio de Pearson

Baseado em (COHEN, 1988)(DAVID S. MOORE; MCCABE; A., 1996), sdo
destacadas as propriedades do coeficiente e as condigdes que precisam ser satisfeitas

para realizar a andlise de correlagdo de Pearson 7:

1. O coeficiente de correlagdo de Pearson ndo diferencia entre varidveis independentes e
variaveis dependentes;

2. O valor da correlacdo nao muda ao se alterar a unidade de mensuracao das variaveis;

3. O coeficiente tem um carater adimensional, ou seja, ele ¢ desprovido de unidade fisica
que o defina (COHEN, 1988)(DAVID S. MOORE; MCCABE; A., 1996);

4. A correlagdo exige que as variaveis sejam quantitativas (continuas ou discretas). Nao
faz sentido utilizar a correlagdo de Pearson r para dados categdricos ja que ¢ impossivel
calcular o desvio padrao da variavel sexo, por exemplo;

5. Os valores observados precisam estar normalmente distribuidos;

6. Faz-se necessdria a independéncia das observacdes, ou seja, a ocorréncia de uma

observacao X1 nao influencia a ocorréncia de outra observacao X2.

Testes de normalidade para os conjuntos de valores

Para as correlagdes de Pearson do estudo de padronizagdo para eletrodos, a variavel ¢
um conjunto de valores de mesmo tamanho (os sete experimentos e respectivas simulagdes) e
ordenamento em relagdo a natureza do eletrodo ou da configuragdo de eletrodo adotada, a
tensdo utilizada e pardmetros elétricos do tecido.

Cada um dos vetores de sete posi¢des formam um par proponente a correlacao, que
deve ser testado quanto a normalidade e, se aprovado, o par ¢ correlacionavel. Para este
proposito, € possivel utilizar o teste de Shapiro-Wilk ou o teste de Kolmogorov-Smirnov. Neste

trabalho, ambos sdo utilizados apenas por motivo de redundancia.
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Tabela 16 - Resultado dos testes de normalidade para cada par de amostragens - correlagdo a.

Corrente elétrica Tubérculo de batata Teste Critério  Resultado
Simulada teste de Shapiro-Wilk 0,91 >0,05 Aprovado
teste de Kolmogorov-Smirnov 0,82 >0,05 Aprovado

Testado 20,88 | 1645 | 14,63 | 3543 | 26,80 | 535 | 877 |
Experimental teste de Shapiro-Wilk 0,56 >0,05 Aprovado
teste de Kolmogorov-Smirnov 0,85 >0,05 Aprovado

Testado 17,72 | 2017 | 1217 | 3511 | 2622 | 756 | 7,44 |

Tabela 17 - Resultado dos testes de normalidade para cada par de amostragens - correlagéo f3.

Corrente elétrica Tubérculo de batata Teste Critério  Resultado
teste de Shapiro-Wilk 0,91 >0,05 Aprovado

Simulada
teste de Kolmogorov-Smirnov 0,82 >0,05 Aprovado

Testado 20,88 | 1645 | 14,63 | 3543 | 26,80 | 535 | 877 |

teste de Shapiro-Wilk 0,79 >0,05 Aprovado

Simulada
teste de Kolmogorov-Smirnov 0,78 >0,05 Aprovado

Testado 65,09 58,12 47,68 | 127,47 | 83,46 21,30 36,01

Tabela 18 - Resultado dos testes de normalidade para cada par de amostragens - correlagéo y.

Area Tubérculo de batata Teste Critério Resultado
teste de Shapiro-Wilk 0,67 >0,05 Aprovado
Simulada :

teste de Kolmogorov-Smirnov 0,87 >0,05 Aprovado

Testado | 1161 | 2015 | 1578 | 1476 | 2237 | 394 | 545 |
teste de Shapiro-Wilk 0,33 >0,05 Aprovado

Experimental

teste de Kolmogorov-Smirnov 0,91 >0,05 Aprovado

Testado 12,76 | 2027 | 17,18 | 2141 | 134 | 488 | 462 |
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Tabela 19 - Resultado dos testes de normalidade para cada par de amostragens - correlacdo d.

Area Tubérculo de batata Teste Critério Resultado
teste de Shapiro-Wilk 0,67 >0,05 Aprovado
Simulada
teste de Kolmogorov-Smirnov 0,87 >0,05 Aprovado
Testado 11,61 | 20,15 | 1578 | 14,76 | 22,37 3,94 5,45

teste de Shapiro-Wilk 0,32 >0,05 Aprovado

Simulada :
teste de Kolmogorov-Smirnov 0,88 >0,05 Aprovado

Testado | 1013 | 1674 | 14,15 | 14,15 | 1861 3,89 557 |
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Correlacio de Pearson nos experimentos

Na Tabela 20, sdao apresentadas as linhas dos comandos de entrada para os conjuntos

de dados ordenados e os respectivos resultados das correlacdes.

Tabela 20 — Comandos no RStudio para efetuar as correlacdes de Pearson do estudo de padronizagdo.

Comando no RStudio IDE 1.3 Released para obtengdo da correlacdo
Correlagdo de Pearson para as simulagdes e as médias das amostras de cada ensaio de areas

batata(Simul)

Correlagio a: Corrente yqq1q(exper)

=97,15%

> corrente$ Corrente Experimental Tubérculo’
[1] 17.72 20.17 12.17 35.11 26.22 7.56 7.44
> corrente$ Corrente Simulada Tubérculo’

[1] 20.88 16.45 14.63 35.43 26.80 5.35 8.77

> cor(corrente$ Corrente Simulada Tubérculo’, corrente$ Corrente Experimental Tubérculo’)
[1] 0.9714861

>

animal(Simul)

Correlagdo B: Correntebamm(sl.mul) =98,67%

> correlacaol$ Corrente Tubérculo’

[1] 20.88 16.45 14.63 35.43 26.80 5.35 8.77

> correlacaol$ Corrente Tumor’

[1] 65.09 58.12 47.68 127.47 83.46 21.30 36.01

> cor(correlacaol$ Corrente Tubérculo’, correlacaol$ Corrente Tumor , method = “"pearson”)
[1] 0.986657

>

animal(Simul)

Correlacao v: Areabamm(Exp er)

=77,10%

> area$ Area Simulada Tubérculo

[1] 11.61 20.15 15.78 14.76 22.37 3.94 5.45
> area$ Area Experimental Tubérculo

[1] 12.76 20.27 17.18 21.41 13.40 4.88 4.62

> cor(area$ Area Experimental Tubérculo’, area$ Area Simulada Tubérculo’)
[1] 0.7710201

>

Correlagdo 6: Areazggggggzzgg = 99,38%

> correlacao2$ Area Tubérculo’

[1] 11.61 20.15 15.78 14.76 22.37 3.94 5.45
> correlacao2$ Area Tumor"

[1] 10.13 16.74 14.15 14.15 18.61 3.89 5.57

> cor(correlacao2$ Area Tubérculo’, correlacao2$ Area Tumor , method = “"pearson™)
[1] ©.9938025

>
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APENDICE F - Os critérios das simulacdes pelo método FEM por meio do software
COMSOL Multiphysics

Em consideracdo a geometria do modelo a ser simulado como parte de um meio
continuo, ¢ aplicado o Método de Elementos Finitos (MEF). Entdo, sem perder as propriedades
iniciais do modelo, ¢ feita a devida discretizagdo em um numero finito de elementos. Assim,

foram modeladas em consideracao as condi¢oes de Dirichlet e Neumann.
Condicoes de limite de Dirichlet

Esta condicao especifica os valores da solugdo em certas regides do dominio no caso
do contato entre eletrodo e tecido adjacentes. Neste trabalho, as condi¢des de Dirichlet sdo

aplicadas nas regides polarizadas e eventualmente aterradas (MIKLAVCIC et al., 2000).
Condicoes de contorno de Neumann

Nao héd nenhuma restri¢do matematica imposta as fronteiras associadas as condi¢des
de Neumann, uma vez que ¢ uma condi¢do natural. As condi¢des de Neumann sdo aplicadas
nas superficies externas, que neste trabalho sao todas isolantes. Esta condi¢do ¢ expressa pela

equagao (15),

v_,
on

(15)

onde n representa a unidade do vetor normal para o limite onde a condigdo de
. . v . N
Neumann ¢ definida, e 5, € ataxa de mudangas potenciais de V' ao longo da direcdo normal,

externa ao limite (MIKLAVCIC et al., 2000; SEL et al., 2005a).
As geometrias dos modelos em elementos finitos

A familia de trés eletrodos teve suas malhas geradas pelo COMSOL Multiphysics, e

sdo apresentadas nos topicos a seguir.
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Eletrodo de placa em forma de disco com até quatro eletrodos parcialmente isolados

distribuidos no centro e a cerca de 120° no raio médio da placa

Modelo geométrico com malha gerada para defini¢do dos dominios de calculo no
eletrodo de placa em forma de disco com até quatro polos parcialmente isolados, distribuidos
no centro e acionados a cada 120° no raio da trajetoria mediana da placa: o niamero dos

elementos tetraédricos ¢ de 307.098 unidades, Figura 71.

Figura 71 — Dado um tecido homogéneo para suporte, a malha gerada para o eletrodo de placa e trés polos
distribuidos ao redor do disco a cada 120° e um polo central.
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-0.05

0.05

-0.05
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Modelo geométrico com malha gerada para definicao dos dominios de célculo na placa
do eletrodo capa semiesférica com eletrodo parcialmente isolado de inser¢dao no orificio

superior da calota: o numero dos elementos tetraédricos € de 347.286 unidades, Figura 72.

Figura 72 - Malha gerada para o eletrodo de calota semiesférica com haste em &ngulo reto no topo da calota.
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Modelo geométrico com malha gerada para definicado dos dominios de célculo na placa
do eletrodo capa semiesférica com eletrodo parcialmente isolado de insercao lateral a calota: o

nimero dos elementos tetraédricos ¢ de 347.286 unidades, Figura 73.

Figura 73 - Malha gerada para o eletrodo de calota com haste lateral em 45°.
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Modelo geométrico com malha gerada para defini¢do dos dominios de calculo no
eletrodo de placa em forma de disco com haste isolada com extremidade esférica condutiva: o

numero de elementos tetraédricos ¢ aproximadamente de 32.834 unidades, Figura 74.

Figura 74 - Eletrodo de placa em forma de disco e eletrodo central fixo com esfera, em suas configuragdes.
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APENDICE G — Alguns resultados extras simulados com os eletrodos propostos

As simul¢do computacionais deste apéndice utilizam alguns dos parametros adequados

para os tecidos vivos, apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 - Listagem dos pardmetros de acordo com os tecidos normalmente adotoados nos estudos de EQT.

Maixima
Condutividade .
Material elétrica inicial eléc:il:l::l‘:l:;eda [f\';;:l ﬁ:\r];‘:l]
(c0) [S/m]
(Omax) [S/m]
Epiderrfle ¢ 0.008 0.800 40 120
estrato corneo
Derme e gordura  0.250 1.000 30 120
Musculo
(medicao 0.135 0.340 20 80
transversal)
Musculo
(medigdo 0.75 1.875 8 80
longitudinal)

Tumor 0.300 0.750 40 80
Tumor * 0.150 0.260 10 160
Tumor ** 0.135 0.338 40 80

Osso 0.01 - - -
Gengiva 0.23 0.80 20 80
Figado 0.10 0.30 360 640
Tubérculo de
batata (Solanum  0.03 0.2 20 60
tuberosum)
Aco cirurgico ou | 74x10° ) ) )

analogos inérteis

Dados obtidos de * (IVORRA et al., 2008) ¢ ** (IVORRA et al., 2009).
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A titulo de exemplo, a evolucdo das condutividades elétricas nos tecidos vivos

relacionadas a intensidade do campo elétrico pode ser verificada na Figura 75.

Figura 75 - Curvas das condutividades elétricas dependentes do campo elétrico local para cada um dos tecidos
Vivos.

1 . ;

0.9
0.8

0.7
0.6
0.5
0.4

0.3
0.2
0.1

Condutividade elétrica do tecido (S/m)

0 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Campo elétrico local (kV/m)

=== Epidérmico —— Muscular

=== Dérmico —— Tumoral

Fonte: Adaptado de (BERKENBROCK et al., 2019; COROVIC e al., 2013; RITTER et al., 2018; SUZUKI;
MARQUES; RANGEL, 2016).

O fendomeno de eletroporacao ¢ observado quando em uma determinada regido o
campo elétrico ultrapassa o limite E,,,, naturalmente a erguer a condutividade elétrica, de g, a
Omax- Quando o campo elétrico € menor que E,.,, considera-se que o tecido ndo sofreu uma
alteragcdo elétrica notavel. Para obter um tratamento eficaz, o campo elétrico deve ser
estabelecido dentro da faixa E, ., < E < Ejprep.

Na Figura 76 sdo apresentadas as escalas de cores associadas as simulagdes e os

respectivos valores de campo elétrico para o intervalo da eletroporagao reversivel.



211

Figura 76 - Escala de cores para as simulagdes de EQT (SUZUKI et al., 2018).

Dimensao fisica da simulagdo [m]

Campo Elétrico [kV/m]

L
AL

E< E,.p

:l—) Livre de eletroporagao

Tumor - 40 kV/m

Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m

Musculo - 20 kV/m

Osso - indefinido

Gengiva - 20 kV/m

Figado - 360 kV/m

Tubérculo de batata - 20 kV/m

Erev <E< Eirrev

Eirrev <E
-_)Eirrev

Tumor - 80 kV/m

Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 120 kV/m

Musculo - 80 kV/m

Osso - indefinido

Gengiva - 80 kV/m

Figado - 640 kV/m

Tubérculo de batata - 60 kV/m
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Resultado grafico das simulacdes dos experimentos 01T ao 08T

Os ensaios simulados com os parametros do tumor para os campos elétricos
decorrentes da imposi¢ao de tensodes entre 2,7 kV e 3,0 kV sdo apresentados na sequencia de
figuras: Figura 77, Figura 78, Figura 79, Figura 80, Figura 81, Figura 82, Figura 83, Figura 84.

Estes ensaio sdo respectivamente denominados de 01T, 02T, até 08T.

Figura 77 - Experimento 01T - pulsos entre tordide e haste central — tecido tumoral.

m m
-0.05 0 0.05
0.
!
0
vista
Alta impedancia - 3 m
Polo P conectado -@p tl 0.0
Polo A conectado-(= z g
X
Corrente elétrica: [A] — [P] = 65,09 A
Tensdo nos patamares dos pulsos: V150 = 3,0 KV
Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< E?'ﬂ’ Erev <E< Eirrev Eirrev <E
[ ] Livre de eletroporagéo [ el .
Tumor - 40 k\V/m Tumor - 80 kV/m

Condutividade elétrica do tecido tumoral: g, = 0,30 S/m
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Figura 78 - Experimento 02T - pulsos entre haste central e haste da borda — tecido tumoral.

m
-0.05 0.05
0____ —
T - D
vista
m

Alta impedancia - X

Polo A conectado-@p 0.0
Polo B conectado - 2

)

Corrente elétrica: [A] — [B] = 58,12 4
Tensdo nos patamares dos pulsos: V50 = 3,0 KV

Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< E?'ﬂ’ Erev <E< Eirrev Eirrev <E
[ ] Livre de eletroporagéo B e
Tumor - 40 k\V/m Tumor - 80 kV/m

Condutividade elétrica do tecido tumoral: o, = 0,30 S/m
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Figura 79 - Experimento 03T - pulsos entre um par de hastes na borda do tordide — tecido tumoral.

m m
-0.05 0 0.05
0 i
| 2 0
vista
m
Alta impedancia - &
Polo A conectado-@p 1 -0.03
Polo B conectado - =) £
Loy

Corrente elétrica: [A] — [B] = 47,68 A
Tensdo nos patamares dos pulsos: V50 = 3,0 KV
Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< E?'ﬂ’ Erev <E< Eirrev Eirrev <E
[ ] Livre de eletroporagéo B e
Tumor - 40 k\V/m Tumor - 80 kV/m

Condutividade elétrica do tecido tumoral: g, = 0,30 §/m
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Figura 80 - Experimento 04T - pulsos entre calota e haste central vertical — tecido tumoral.

0.05 0.1 m 0.15

vista

Polo A conectado-@p
Polo Bconectado-@ .,
l—h'}'

Corrente elétrica: [A] — [B] = 127,47 A
Tenséo nos patamares dos pulsos: Vyy50 = 3,0 kV

Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< ETP-‘V Erev <E< Eirren Eirrev <E

[ ]—> Livre de eletroporagio B —E e
Tumor - 40 kV/m Tumor - B0 kV/m

Condutividade elétrica do tecido tumoral: o, = 0,30 S/m
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Figura 81 - Experimento 05T - pulsos entre calota e haste lateral inclinada — tecido tumoral.

0.05 0.1 m 0.15

vista

Polo A conectado-@p
Polo B conectado -@ z

¥

Corrente elétrica: [A] — [B] = 83,46 A
Tensdo nos patamares dos pulsos: V150 = 3,0 KV

Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< E?'ﬂ’ Erev <E < Eirrev Eirrev <E

[ ] Livre de eletroporagéo B e
Tumor - 40 kV/m Tumor - B0 k\V/m

Condutividade elétrica do tecido tumoral: o, = 0,30 S/m
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Figura 82 - Experimento 06T - pulsos entre placa circular e esfera, sem placas laterais — tecido tumoral.

-0.02 0 0.02 m

5 x

__f ;

o/

vista
Alta impedancia - 3
Polo A conectado-@p

Polo B conectado @ ,

by

Corrente elétrica: [A] — [B] = 21,30 4
Tenséo nos patamares dos pulsos: Vyy50 = 2,7 kV

Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< ETP-‘V Erev <E< Eirren Eirrev <E

[ ]—> Livre de eletroporagio Bk
Tumor - 40 kV/m Tumor - B0 kV/m

Condutividade elétrica do tecido tumoral: gy = 0,30 S/m
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Figura 83 - Experimento 07T - pulsos entre placa circular e esfera, e placas laterais desconectadas — tecido

tumoral.
-0.02 0 0.02 i
0 i

¥ m

- 0.0

0.0

1+ 0.0

vista

Alta impedancia - 0.0
Polo A conectado -@p
Polo B conectado - (=

z

Corrente elétrica: [A] — [B] = 36,01 A
Tenséo nos patamares dos pulsos: Vyy50 = 2,7 kV

Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< ETP-‘V Erev <E< Eirren Eirrev <E

[ ]—> Livre de eletroporagio Bk
Tumor - 40 kV/m Tumor - B0 kV/m

Condutividade elétrica do tecido tumoral: 0,30 S/m
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Figura 84 - Experimento 08T - pulsos entre placa circular e esfera, e placas laterais conectadas — tecido tumoral.

o m
5 -0.02 0 0.02

0.04
0.03
\9/ =
vista T 0.02
Alta impedancia -
Polo A conectado-@p 0.01
Polo B conectado -@ 7
Lv x 0

Corrente elétrica: [A] — [B] = 37,84 A
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyyi50 = 2,7 KV

Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< E?'ﬂ’ Erev <E < Eirrev Eirrev <E

[ ] Livre de eletroporagéo B e
Tumor - 40 kV/m Tumor - B0 k\V/m

Condutividade elétrica do tecido tumoral: g, = 0,30 S/m.
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Resultado grafico das simula¢ées em suposi¢coes de tratamentos em tecidos vivos
diversos
O modelo computacional alimentado com os parametros da Tabela 6, oferecem
resultados com diferentes tecidos vivos ou sobreposi¢des semelhantes ao encontrados de forma
genérica na realidade clinica. Os resultados sdo apresentados a seguir, divididos em trés
por¢des, cada qual com um dos trés eletrodos propostos, respectivamente das Figura 85 até a

Figura 102.
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Simula¢io com o eletrodo de placa em forma de disco com até quatro eletrodos de hastes

parcialmente isolados distribuidos no centro e a cada 120° no raio médio da placa

Figura 85 - Simula¢do com os pardmetros do tecido hepatico, comando 2, pulsos bipolares — visdo frontal.

-0.05 0 0.05
0 :
+ 0
-0.05
vista
Alta impedancia - .
Polo A conectado -@
Polo P conectado —e
Corrente elétrica: [A] — [P] = 67,20 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vy,5, = 2,0 kV.
Dimensao fisica da simulagao [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< Erev Erev k= Eirrev Eirrev <E
[ |- Livre de eletroporacio E Eiﬁ'ev
Figado - 360 kV/m Figado - 640 kV/m
Tratamento realizado com o comando 3 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido epatico: o, = 0,10 S/m.
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Figura 86 - Simulacdo com os parametros do tecido hepatico, comando 2, pulsos bipolares — visdo lateral.

- 0
| | |
| |
l
i \‘ -0.05
| |
vista |
N3o Conectado > B — . e — e
Polos A = @ 7 - _ \__ —— _—
Polo P = e 0.05 0 -0.05
Corrente elétrica: [A] — [P] = 67,20 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyy150 = 2,0 kV.
Dimenséao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< Erev Erev <EK< Eirrev Eirrev <E
[ ] Livre de eletroporacio B — Eiﬁ*ev
Figado - 360 kV/m Figado - 640 kV/m

Tratamento realizado com o comando 3 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido hepatico: g, = 0,10 S/m.
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Figura 87 - Simulagdo com os pardmetros do tecido hepatico, comando 4, pulsos monopolares — visdo lateral.
-0.05 0 0.05
0 . ‘ ”

L

L

4 0

o
A J

\/

vista

Alta impedéancia - J
Polos A, B, C, CT > @p

Polo P = e

Corrente elétrica: [4,B,C,CT] — [P] = 118,60 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyy150 = 2,0 kV.
Dimenséao fisica da simulacdo [m] Campo Elétrico [kV/m]

E < Erev Erev < E < Ein-gv Ei]’rev < E
:l—) Livre de eletroporacéao -_) Eirrev

Figado - 360 kV/m Figado - 640 kV/m

Tratamento realizado com o comando 4 do eletroporador, pulsos monopolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido hepdtico: g, = 0,10 §/m.
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Figura 88 - Simulagdo com os pardmetros do tecido hepatico, comando 1, pulsos bipolares.

-0.05 0 0.05
0 . . -
s 1 Z
+ 0
+ -0.05
vista
Alta impedancia - &
Polos A,B,C = @
Polo P = )
Corrente elétrica: [4,B,C] — [P] = 96,36 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyy150 = 2,0 kV.
Dimenséao fisica da simulacdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< Erev Erev S = Eirrev Eirrev <E
:l—) Livre de eletroporacao -—) Eir‘rev
Figado - 360 kV/m Figado - 640 kV/m

Tratamento realizado com o comando 1 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido hepatico: o, = 0,10 S/m.
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Eletroporacio de tecidos vivos (epiderme e SC, derme e gordura, musculo e 0ss0)

Figura 89 - Simulagdo com os pardmetros do tecido hepatico, comando 3, pulsos monopolares.

-0.05 0 0.05
0 y
| Epiderme e SC
/ 2+ 0
— Derme e gordura
-0.02
— Musculo
-0.04
Alta impedancia - B
Polo A = & '
— 0Osso
Polo CT > 7= ™~ 0,06
Corrente elétrica: [A] — [CT] = 86,4 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vy50 = 2,0 kV.
Dimensao fisica da simulacdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< E?"ev Erev <EL Eirrev Eirrev <E
:l—) Livre de eletroporacéo -—) Eiﬁ'ev
Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m Derme e gordura - 120 kV/m
Musculo - 20 kV/m Musculo - 80 kV/m
Osso - indefinido Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 3 do eletroporador, pulsos monopolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: gy = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: gy = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido 6sseo: gy = 0,010 S/m.
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Figura 90 - Simulagdo com os parametros do tecido epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e dsseo,
comando 4, pulsos monopolares — corte longitudinal na haste central.

-0.05 0 0.05
0
]
ﬁ ’ \ :
w -0.02
vista -0.04

Alta impedéncia - J
Polos A, B, C, CT > @p L
Polo P = ) ~ .0.06
Corrente elétrica: [A,B,C,CT] — [P] = 160,20 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vy,y50 = 2,0 kV.
Dimensao fisica da simulagcdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E < Erev Erev <EKL Eirrev Eirrev <E
:l—) Livre de eletroporagao -—) Eir‘rev
Epiderme e estrato cdrneo - 40 kV/m Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m Derme e gordura - 120 kV/m
Mdusculo - 20 kV/m Mdusculo - 80 kV/m
Osso - indefinido Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 3 do eletroporador, pulsos monopolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: gy = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: o, = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido 6sseo: gy = 0,010 S/m.
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Figura 91 - Simulagdo com os parametros do tecido epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e dsseo,
comando 4, pulsos monopolares — corte longitudinal nas hastes anteriores a haste central.

-0.05 0 0.05
[ I : .
l U,
-+ -0.02
-0.04
Alta impedincia - &
Polos A, B, C,CT> @B
Polo P = @ v e
Corrente elétrica: [4,B,C,CT] — [P] = 160,20 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vy,y5, = 2,0 kV.
Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< Erev Erev <E< Eirrev Eirrev <E
:l—) Livre de eletroporacao - — Eirrev
Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m Derme e gordura - 120 kV/m
Mdusculo - 20 kV/m Mdusculo - 80 kV/m
Osso - indefinido Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 4 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: gy = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: o, = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido 6sseo: o, = 0,010 S/m.
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Figura 92 - Simulagdo com os parametros do tecido epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, ¢ dsseo,
comando 4, pulsos monopolares — corte longitudinal nas hastes central e com uma das laterais.

0.05 0 -0.05
~ . . 0
v 4
0 ¢
0.02 +H
vista
-0.04
Alta impedancia - &
Polos A, B, C,CT > @@
Polo P > e 0.06 Y&

Corrente elétrica: [A,B,C,CT] — [P] = 160,20 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vy50 = 2,0 kV.

Dimensao fisica da simulacdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E < Erev Erev <E< Eirrev Eirrev <E
:l—) Livre de eletroporacdo -—) Eirrev
Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m Derme e gordura - 120 kV/m

Musculo - 20 kV/m Mdusculo - 80 kV/m

Osso - indefinido Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 3 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: gy = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: o, = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido 6sseo: o, = 0,010 S/m.
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Eletroporacio de tecidos vivos (epiderme e SC, derme e gordura, musculo, 0sso e um

tumor esférico)

Figura 93 - Simulagdo com os parametros dos tecidos tumoral, epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e
0sseo, comando 3, pulsos monopolares.

-0.05 0 0.05
L :
Tumor Epiderme e SC
N m / Ll
:@:/’\ L \ Derme e gordura
N, T

lwl i

\9/ Musculo

vista + -0.04
Alta impedancia - &
Polo A = e s, Osso {
PD|DCT%‘ e i -0.06
Corrente elétrica: [A] — [CT] = 98,90 A
Tensdo nos patamares dos pulsos: V50 = 2,0 KV
Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< E?‘ev Erev <E< Eirrev Eirrev <E
[ ]—> Livre de eletroporacdo [ e Eirrev
Tumor - 40 kV/m Tumor - 80 kV/m
Epiderme e estrato corneo - 40 kV/m Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m Derme e gordura - 120 kV/m
Musculo - 20 kV/m Musculo - 80 kV/m
Osso - indefinido Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 3 do eletroporador, pulsos monopolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido tumoral: g, = 0,30 S/m;

Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: gy = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: o, = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido dsseo: gy = 0,010 S/m.
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Figura 94 - Simulagdo com os parametros dos tecidos tumoral, epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e
0sseo, comando 3, pulsos bipolares.

-0.05 0 0.05
0 ~- -
(oculto) _ d
Tumor Epiderme e SC
\ / 3 0
H Lt Derme e gordura'
-0.02
—$—
1 \Q/ l Musculo
vista -0.04
Alta impedancia = 35
Polos A = $ Osso
Polo P = e 0.06

Corrente elétrica: [A] — [P] = 93,31 A.

Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyyi50 = 2,0 kV.

Dimensao fisica da simulagao [m]

Campo Elétrico [kV/m]

E<E,.,,

:l—) Livre de eletroporagao

Tumor - 40 kV/m

Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m

Musculo - 20 kV/m

Osso - indefinido

Erev <E< Eirrev

Eirrev <E

B Eirver

Tumor - 80 kV/m

Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 120 kV/m

Musculo - 80 kV/m

Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 3 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.

Condutividade elétrica do tecido tumoral: o, = 0,30 S/m;

Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: o, = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: gy = 0,135 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dsseo: gy = 0,010 S/m.
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Figura 95 - Simulagdo com os parametros dos tecidos tumoral, epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e
osseo, comando 3, pulsos bipolares.

0

/ Epiderme e SC

r 4 —-*--..‘0

Derme e gordura
T -0.02
Musculo
™ -0.04
vista = !
Alta impedancia—» . : '. 2 .
Polos A = @ [ -0.06
Polo P> S/ 0.05 0 -0.05
Corrente elétrica: [A] — [P] = 93,31 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyyi50 = 2,0 kV.
Dimensao fisica da simulagao [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< ETev Erev <E<L Eirrev Eirrev <E
[ ] Livre de eletroporag&o [ Eir‘rev
Tumor - 40 kV/m Tumor - 80 kV/m
Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m Derme e gordura - 120 kV/m
Musculo - 20 kV/m Musculo - 80 kV/m
Osso - indefinido Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 3 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido tumoral: o, = 0,30 S/m;

Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: o, = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: o, = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido ¢sseo: g, = 0,010 S/m.
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Figura 96 - Simulagdo com os parametros dos tecidos tumoral, epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e
0sseo, comando 4, pulsos monopolares.

-0.05 0 0.05
— : =
— Derme e gerura
-0.02
— Musculo
vista -0.04
Alta impedincia - & 4
Polos A, B, C,CT> @B — Osso
Polo P = @ 0.06
Corrente elétrica: [4,B,C,CT] — [P] = 185,53 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyy50 = 2,0 kV.
Dimensao fisica da simulagao [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< ETev Erev <E<L Eirrev Eirrev <E
[ ] Livre de eletroporag&o [ Ei‘r‘rev
Tumor - 40 kV/m Tumor - 80 kV/m
Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m Derme e gordura - 120 kV/m
Musculo - 20 kV/m Musculo - 80 kV/m
Osso - indefinido Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 4 do eletroporador, pulsos monopolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido tumoral: g, = 0,30 S/m;

Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: gy = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: gy = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido dsseo: gy = 0,010 S/m.
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Figura 97 - Simulagdo com os parametros dos tecidos tumoral, epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e
0sseo, comando 4, pulsos monopolares.

-0.05 0 0.05
4] .

Eb}derme e SC

Tumor /_ ‘
/wi [
S ;) S — Derme e ggrdura
l @ l T t -0.02
&
\9/ — Musculo | 0.04
vista '
Alta impedéncia - ¥ 3
Polos A, B, C, CT > @B — Osso |
PoloP > @ - -0.06
Corrente elétrica: [A,B,C,CT] — [P] = 185,53 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyyi50 = 2,0 kV.
Dimensao fisica da simulagdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E< Erev Erev <E< Eirrev Eirrev <E
[ ] Livre de eletroporacso e Eirrev
Tumor - 40 kV/m Tumor - 80 kV/m
Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m Derme e gordura - 120 kV/m
Mdsculo - 20 kV/m Mdusculo - 80 kV/m
Osso - indefinido Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 4 do eletroporador, pulsos monopolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido tumoral: g, = 0,30 S/m;

Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: gy = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: o, = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido ¢sseo: g, = 0,010 S/m.




Figura 98 - Simulagdo com os parametros dos tecidos tumoral,
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epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e

0sseo, comando 4, pulsos monopolares.

Dimensao fisica da simulagao [m]

0
| Epiderme e SC
0 / |
il =l
— Derme e gordura
0.02 1
Musculo
0.04 +
vista
Alta impedancia - & 1 — Osso
Polos A, B, C,CT = @ -0.06 -~ — -
Polo P = @ e " -

Corrente elétrica: [4,B,C,CT] — [P] = 185,53 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyyi50 = 2,0 kV.

Campo Elétrico [kV/m]

L
Il

:l—) Livre de eletroporagao

Tumor - 40 kV/m

Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m

Musculo - 20 kV/m

Osso - indefinido

E < Erev Erev <EL Eirrev Eirrev <E

B Eirver

Tumor - 80 kV/m

Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 120 kV/m

Musculo - 80 kV/m

Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 4 do eletroporador, pulsos monopolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido tumoral: g, = 0,30 S/m;

Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: o, = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: gy = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido dsseo: gy = 0,010 S/m.
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Simulaciao com o Eletrodo de calota semiesférica com eletrodo parcialmente isolado de

insercao superior ou lateral

Figura 99 - Tumor (neoplasia) parcialmente envolvido por calota e haste a 45° — simulag@o com os parametros
dos tecidos tumoral, epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e 6sseo - comando 2, pulsos bipolares.
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- 01
- 0.05

Corrente elétrica: [A] — [B] = 79.56 A.
Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyy5, = 2,0 kV.

Dimensao fisica da simulacdo [m] Campo Elétrico [kV/m]
E < E?‘ev Erev <E<L Eirrev Eirrev <E
[ ] Livre de eletroporaggo - Ei‘rrev
Tumor - 40 kV/m Tumor - 80 kV/m

Epiderme e estrato cérneo - 40 kV/m Epiderme e estrato cérneo - 120 kV/m
Derme e gordura - 30 kV/m Derme e gordura - 120 kV/m

Musculo - 20 kV/m Musculo - 80 kV/m

Osso - indefinido Osso - indefinido

Tratamento realizado com o comando 2 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido tumoral: o, = 0,30 S/m;

Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: o, = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: o, = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido ¢sseo: g, = 0,010 S/m.
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Simulaciao com o Eletrodo de calota semiesférica com eletrodo parcialmente isolado de

insercio superior

Figura 100 - Tumor (neoplasia) parcialmente envolvido por calota e haste central — simulag@o com os pardmetros

dos tecidos tumoral, epidérmico e sc, dérmico e adiposo, muscular, e dsseo - comando 2, pulsos bipolares.
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Extremidade condutiva da haste nos primeiros Extremidade condutiva da haste em

milimetros o tecido muscular: contato com o tecido epidérmico e estrato
corneo:
Corrente elétrica [A] — [B] = 168,0 A. Corrente elétrica: [A] — [B] = 204,00 A.
Tensdo dos pulsos: Vy,y50 = 2,0 kV.
Dimensdo fisica da simulagao [m] Campo Elétrico [kV/m]

E4E. ., <E<E; . Eiryen <E

— Livre de eletroporacéo B Eirrev
Gengiva - 20 kV/m Gengiva - 80 kV/m

Tratamento realizado com o comando 2 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido tumoral: o, = 0,30 S/m;

Condutividade elétrica do tecido epidérmico e estrato corneo (sc): o, = 0,008 S/m;
Condutividade elétrica do tecido dérmico e adiposo: gy = 0,250 S/m;

Condutividade elétrica do tecido muscular: o, = 0,135 S/m;

Condutividade elétrica do tecido ¢sseo: g, = 0,010 S/m.
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Simula¢io com o Eletrodo de placa em forma de disco com haste isolada com

extremidade esférica condutora

Figura 101 - Pulsos entre placa circular e esfera, sem placas laterais — simulagdo com os parametros dos tecidos
gengivais - comando 2, pulsos bipolares — visao frontal.

-0.02 0 0.02

- 0.04

\9/ T o0.02

vista

Alta impedéancia - & z

Polo A conectado -@9 1__ y

Polo B conectado —e

Corrente elétrica: [A] — [B] = 79,73 A.

Tensdo nos patamares dos pulsos: Vyyi50 = 1,5 kV.
Campo Elétrico [kV/m]

Dimensao fisica da simulagao [m]

E< Erev Erev <E< Eirrev Eirrev <E
[ ] Livre de eletroporagao B K
Gengiva - 20 kV/m Gengiva - 80 kV/m

Tratamento realizado com o comando 2 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido tumoral: g, = 0,30 S/m;
Condutividade elétrica do tecido gengival: oy = 0,23 S/m.
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Figura 102 - Pulsos entre placa circular e esfera, e placas laterais conectadas— simulagdo com os parametros dos
tecidos gengivais - comando 2, pulsos bipolares — visdo frontal e lateral.

Visdo frontal. Visdo lateral.

~+— 0.04

T 0,02

-0.02 0 0.02 0.02 0 0.02

Corrente elétrica: [A] — [B] = 86,63 A.

Tensdo nos patamares dos pulsos: Vy,150 = 1,5 kV.

Campo Elétrico [kV/m]

Dimensao fisica da simulagdo [m]

E < EI"B‘U Erev < E < EETTE‘U Eirrev < E

:l—) Livre de eletroporagado -—)‘ Eir‘rev

Gengiva - 20 kV/m Gengiva - 80 kV/m

Tratamento realizado com o comando 2 do eletroporador, pulsos bipolares, Tabela 15.
Condutividade elétrica do tecido tumoral: 0,30 S/m;
Condutividade elétrica do tecido gengival: 0,23 S/m.
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APENDICE H — Aquisicio das formas de ondas das tensées e correntes elétricas dos oito
experimentos realizados em laboratorio

A partir da aquisicao do oitavo pulso (1ltimo pulso considerando o protocolo ESOPE),

foram obtidas as formas de onda aplicadas nos experimentos laboratoriais do capitulo de

resultados. Na Figura 103 e Figura 104 sdo apresentadas as formas de ondas referentes ao

experimento 01 até o experimento 08, respectivamente. Em todas as aquisi¢des foram utilizadas

a escala de 100 ps por divisdo. Para a tensao foi utilizada a escala de 1 kV por divisdao. Na

escala de corrente as escalar variaram de 5 A até 20 A por divisao.

Figura 103 - Aquisicdo relativa aos experimentos 01, 02, 03 e 04 do capitulo de resultados.

Aquisi¢do de pulso bipolar do experimento O1. Aquisi¢do de pulso bipolar do experimento 02.
Tek T Trig'd M Pos; 32,0008 Tek i M Pos; 36,00 0s
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RN NAE B 5 SRR e S | i =
CHZ 1.008% M 100Ws CHZ T00EY b 1000us
CHA 1004 2-hbr—20 04:35 CH4 1004 2-Abr—20 04:34
Aquisi¢do de pulso bipolar do experimento 03. Aquisi¢do de pulso bipolar do experimento 04.
Tel L Tria'd M Pos; 336.0,us Tek S Trig'd P4 Pos: 4.000,0s
+ +

Zwringl

=
Tl

by : 4

CHZ 100Ky b 1000s CH2 T.00KY W 1000s
CH3 1.00kY  CH4 10,04 2-fbr-20 05:43 CHA 20,04 3-Abr-20 06:21
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No experimento 08, Figura 104, devido aos danos que tal experimento causa ao

eletroporador, foi selecionada a aquisi¢ao dos instantes que os IGBTs foram danificados pelo

rompimento de arco interno ao tecido.

Figura 104- Aquisicdo relativa aos experimentos 05, 06, 07 e 08 do capitulo de resultados.

Aquisicao de pulso bipolar do experimento 05

Aquisicao de pulso bipolar do experimento 06.

Tel L Tria'd P Pos; 0,000 Tek T P Pos: 0.000s
+ +
| m sl
i i
& | % 2 g3
1
I
4 i ] e i B - e Pt T
CHZ 100kY M 10005 CH2 1.00kY M 100ws
CH4 20,04 3—Abr-20 06:43 CHA 5004 T—hbr—20 0356

Aquisicao de pulso bipolar do experimento 07.

Telk T i Pos: 0,000
+
i
o4 s =
fmrtemy
|
El S ARl S el
CHZ 100y M 100wus
CHY 5004 T—abr-20 0347

Aquisicao de pulso bipolar do experimento 08.
Tek Al Trig'd i Pos: 0.000s

.
BRI gy ¥ S

CH2 1.00Y  MI1000s
CH4 5004 T=Abr=20 04:20

Na Figura 105 sdo apresentadas aquisigdes relativas ao experimento 08. Sob escalas

de tempo modificadas para de 50 us, a esquerda ¢ apresentada uma aquisicao feita quando foi

aplicada a tensao de 1 kV, quando nao houve comprometimento do eletroporador. Na mesma

figura, a direita ¢ apresentada a aquisicao quando ocorre falha destrutiva nos IGBTSs ao se adotar

tensdao de 1,2 kV.
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Figura 105 - Particularidades do experimento 08 devido as recorrentes rupturas do dielético do tecido vivo
quando exposto e tensdes elevadas.

Experimento 08 — Pulso aplicado normalmente e
aquisi¢do adquirida com sucesso.

Experimento 08 — Problema causado devido a
destrui¢ao de IGBTs nos instantes da aplicagdo de
tensdo elevada no tecido.
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