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Prefacio

Este livro foi criado para preencher a necessidade de uma
introdugdo concisa a eletroporagédo e as tecnologias e tratamentos
baseados em eletroporacdo para aqueles que estdo comegando na
area, incluindo estudantes. O campo da eletroporacdo é um
campo verdadeiramente interdisciplinar, pois  requer
conhecimentos basicos e avangados em fisica, quimica, biologia,
engenharia e medicina e, portanto, ¢ muito dificil comecar sem
esse amplo conhecimento interdisciplinar. A maior parte do
material é baseado no curso de pods-graduacdo e workshop
internacional “Tecnologias e Tratamentos Baseados em
Eletroporac@o” realizado em Liubliana semestralmente a partir
de 2003, e anualmente desde 2011 (veja a historia em
www.ebtt.org). Outras partes do material vém da experiéncia dos
autores contribuintes e suas experiéncias no ensino e treinamento
de alunos de pos-doutorado neste campo interdisciplinar.
Agradecemos a todos os autores que contribuiram com material
para este livro.

Damijan Miklavcic
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Capitulo 1

A Célula no Campo Elétrico — Potencial
Transmembranar Induzido

Tadej Kotnik

Universidade de Liubliana, Faculdade de Engenharia Elétrica, Liubliana,
Eslovénia.

Resumo: Em condig¢des fisioldgicas, a membrana celular apresenta de forma
continua uma voltagem em repouso na faixa de dezenas de milivolts. A
exposicdo da célula a um campo elétrico externo induz um componente
adicional de voltagem transmembranar, proporcional a intensidade do campo
externo e sobreposto ao componente de repouso durante a exposi¢do. Ao
contrario da voltagem de repouso, a voltagem induzida varia com a posigao, e
também do formato da célula e sua orientagdo em relagdo ao campo elétrico. Em
suspensdes de células, a voltagem induzida também depende da fragdo do
volume ocupada por células. H4 um atraso entre o campo elétrico externo e a
voltagem induzida por ele, normalmente um pouco abaixo de um
microssegundo, mas maior quando as células estdo suspensas em um meio de
baixa condutividade. Como consequéncia desse atraso, em exposi¢des a campos
elétricos com frequéncias acima de 1 megahertz (MHz) ou a pulsos elétricos
com duracdes abaixo de 1 milissegundo (us), a amplitude da voltagem induzida
comeca a diminuir com o aumento da frequéncia do campo elétrico ou com a
diminui¢do da duragdo do pulso elétrico. Com frequéncias de campo elétrico se
aproximando da faixa de giga-hertz ou com duragdes de pulso na faixa de
nanossegundos, essa atenuagdo se torna tdo pronunciada que as voltagens
induzidas nas membranas de organelas no interior da célula se tornam
comparaveis ¢ podem até mesmo exceder a voltagem induzida na propria
membrana plasmatica.




8  Tadej Kotnik

A célula e sua membrana plasmatica

Uma célula pode ser considerada sob véarios aspectos. Pularemos a
descri¢do mais usual, a de um bidlogo, e nos concentraremos em duas
outras mais técnicas, a descrigdo elétrica e a geométrica.

Do ponto de vista elétrico, uma célula pode ser grosseiramente
descrita como um eletrdlito (o citoplasma) circundado por um escudo
eletricamente isolante (a membrana plasmatica). Fisiologicamente, o
exterior da célula também se assemelha a um eletrélito. Se uma célula
for exposta a um campo elétrico externo, em suas imediagdes 0 campo
elétrico se concentra na membrana. Isso resulta em uma diferenca de
potencial elétrico através da membrana, chamada de voltagem
transmembranar induzida, que se sobrepde a voltagem transmembranar
de repouso tipicamente presente em condigdes fisiologicas. A voltagem
transmembranar pode afetar o funcionamento dos canais de membrana
dependentes de voltagem, iniciar potenciais de agdo, estimular células
cardiacas e, quando suficientemente alta, também leva a eletroporagdo
da membrana celular, com as regides da membrana em que se formam
os poros intimamente correlacionadas com as regides onde a voltagem
transmembranar induzida se apresenta mais alta [1]. Com campos
elétricos que variam rapidamente com o tempo, como ondas com
frequéncias na faixa de megahertz ou superiores ou pulsos elétricos com
duracdo na faixa de submicrossegundos, a membrana celular e seus
arredores devem ser tratados como materiais com condutividade elétrica
diferente de zero e uma permissividade dielétrica diferente de zero.

Do ponto de vista geométrico, a célula pode ser caracterizada como
um corpo geométrico (o citoplasma) circundado por uma concha de
espessura uniforme (a membrana). Para células suspensas, o modelo
mais simples de célula ¢ uma esfera cercada por uma concha esférica.
Para uma generalidade aumentada, a esfera pode ser substituida por um
esferoide (ou um elipsoide), mas, neste caso, o requisito de espessura
uniforme complica substancialmente a descricdo da concha. Se sua
superficie interna € um esferoide ou elipsoide, sua superficie externa
carece de uma caracterizagdo geométrica simples, e vice-versal.
Felizmente, essa complicagdo ndo afeta a voltagem induzida em estado

! Isso pode ser visualizado em duas dimensdes desenhando uma elipse e, em seguida,
tentando desenhar uma curva fechada em todos os lugares equidistantes da elipse. Esta
curva ndo ¢ uma elipse, e se se contentar com uma aproximacdo, a tarefa ¢ realmente
mais facil de realizar manualmente do que com programas basicos de desenho em um
computador.
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estacionario na membrana plasmatica dessas células, podendo ser
determinada analiticamente.

Esferas, esferoides e elipsoides podem ser modelos razoaveis para
células em suspensdo, mas nao para células em tecidos. Nenhum corpo
geométrico simples pode modelar uma célula tipica em um tecido e, além
disso, cada célula geralmente difere em sua forma das demais. Com
geometrias irregulares e/ou com células proximas umas das outras, a
voltagem induzida ndo pode ser determinada analiticamente e, portanto,
ndo pode ser formulada como uma fun¢do matematica explicita. Isso nos
priva de parte do conhecimento disponivel a partir de expressdes
explicitas, mas usando computadores modernos e métodos numéricos, a
voltagem induzida em cada célula irregular particular ainda pode ser
determinada com bastante precisdo.

Voltagem transmembranar de repouso

Em condigdes fisiologicas, uma voltagem na faixa de —90 mV até
—40 mV esta sempre presente na membrana celular [2,3]. Essa voltagem
¢ causada por um déficit minimo de fons positivos no citoplasma em
relagdo aos negativos, que ¢ uma consequéncia do transporte de ions
especificos através da membrana. Os atores mais importantes neste
transporte sdo: (i) as bombas de Na-K, que exportam ions Na* para fora
da célula e simultaneamente importam ions K* para dentro da célula; e
(ii) os canais de vazamento de K, através dos quais ions K* podem fluir
através da membrana em ambas as dire¢des. A voltagem transmembranar
de repouso reflete o equilibrio eletroquimico da acdo desses dois
mecanismos e talvez a maneira mais facil de explicar a ocorréncia dessa
voltagem seja descrever como o equilibrio é alcangado.

A bomba Na-K funciona em ciclos. Em um unico ciclo, ela exporta
trés ions Na" para fora da célula e importa dois ions K" para dentro dela.
Isso gera um pequeno déficit de ions positivos no citoplasma ¢ um
gradiente de potencial elétrico que importa ions positivos para a célula e
exporta ions negativos para fora da célula. Mas, ao mesmo tempo, a
bomba também gera gradientes de concentra¢do de Na" e K*, que atraem
os fons Na* para dentro da célula e os ions K" para fora da célula. Os ions
K" séo o0s unicos que possuem um mecanismo significativo de transporte
passivo através da membrana, a saber, os canais de vazamento de ions K,
e através destes os ions K* sdo conduzidos para o equilibrio elétrico e do
gradiente de concentragdo. Quando esse equilibrio é alcangado, o
gradiente elétrico através da membrana determina a voltagem
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transmembranar em repouso que estd continuamente presente na
membrana.

O  desequilibrio  idnico responsavel pela  voltagem
transmembranar de repouso representa uma fracdo muito pequena de
todos os ions no citoplasma, de modo que a diferenga de pressdo
osmotica gerada por esse desequilibrio € desprezivel. Além disso, a
membrana atua como um capacitor carregado com os ions
desbalanceados se acumulando perto de sua superficie, de modo que o
citoplasma pode, em geral, ser visto como eletricamente neutro.

Voltagem transmembranar induzida

Quando uma célula ¢ colocada em um campo elétrico, isso leva a uma
distor¢do local do campo na célula e em seus arredores. Conforme
descrito na se¢do introdutoria deste capitulo, devido a baixa
condutividade da membrana, nas proximidades da célula o campo
elétrico esta concentrado na membrana celular, onde é varias ordens de
magnitude maior do que no citoplasma ¢ fora da célula. Isso resulta em
uma chamada voltagem transmembranar induzida que se sobrepde ao
componente em repouso. Nas subsecdes a seguir, descrevemos com mais
detalhes a voltagem transmembranar induzida em células de vérias
formas e sob varias condi¢des. Em cada caso considerado, os principios
de sobreposicdo permitem obter uma completa voltagem
transmembranar adicionando o componente induzido ao de repouso.

Células esféricas

Para uma exposi¢do a um campo elétrico homogéneo de corrente
continua (CC), a voltagem induzida na membrana celular é determinada
resolvendo a equacdo de Laplace. Embora as células bioldgicas nao
sejam esferas perfeitas, em tratamentos teéricos geralmente sdo
consideradas como tal. Para a primeira aproximac¢do, a membrana
plasmatica também pode ser tratada como ndo condutiva. Sob essas
suposi¢des, a voltagem transmembranar induzida A®,, ¢ dada por uma
formula frequentemente referida como a equagdo de Schwan (estado
estacionario) [4],

3
AD_==FERcos0, (D

m==
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onde E é o campo elétrico na regido onde a célula esta situada, R € o raio
da célula e 6 € o angulo medido a partir do centro da célula em relagio a
dire¢do do campo. A voltagem é proporcional ao campo elétrico aplicado
e ao raio da célula. Além disso, ha valores extremos nos pontos onde o
campo ¢ perpendicular & membrana, ou seja, em 6 =0°e 6 =180 ° (os
"polos" da célula), e entre esses polos varia proporcionalmente ao
cosseno de 0 (ver Fig. 1, tracejado).

O valor de A®,, dado pela Eq. (1) ¢ normalmente estabelecido vérios
us apos o inicio do campo elétrico. Com exposi¢des a um campo CC
durando centenas de microssegundos ou mais, esta formula pode ser
aplicada com seguranca para produzir o valor maximo de estado
estacionario da voltagem transmembranar induzida. Para descrever o
comportamento transitorio durante os microssegundos iniciais, utiliza-se
a equagdo de Schwan de primeira ordem [5],

AD Z%ERCOSG(I—CXP(—t/’Cm)), (2)
onde T € a constante de tempo de carregamento da membrana,
Re
Ty =" 3
2d——"*"—+Ro,,
c; +20,

com Oj, Om € Oc sendo as condutividades do citoplasma, membrana
celular e meio extracelular, respectivamente, &nm a permissividade
dielétrica da membrana, d a espessura da membrana e R novamente o
raio da célula.

Em certos experimentos in vitro, onde meios extracelulares artificiais
com condutividades substancialmente inferiores as fisiologicas sdo
usados, o fator 3/2 nas equagdes (1) e (2) diminui em valor, conforme
descrito em detalhes em [6]. Mas geralmente, as equacdes (2) e (3) sdo
aplicaveis a exposicdes a campos elétricos sinusoidais (corrente
alternada, CA) com frequéncias abaixo de 1 MHz e pulsos elétricos
retangulares superiores a 1 us.

Para determinar a voltagem induzida por frequéncias de campo ainda
mais altas ou pulsos ainda mais curtos, as permissividades dielétricas dos
eletrolitos em ambos os lados da membrana também devem ser levadas
em consideragdo. Isso leva a uma nova generalizagdo das equagdes (2) e
(3) para um modelo de segunda ordem [7-9], e os resultados que ele
produz serdo descritos na ultima sec@o deste capitulo.
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Células esferoidais e elipsoidais

Outra forma de generalizagdo ¢ assumir o formato de uma célula mais
geral do que o de uma esfera. A generalizacdo mais direta ¢ para um
esferoide (um corpo geométrico obtido girando uma elipse em torno de
um de seus raios, de modo que uma de suas projegOes ortogonais seja
uma esfera e as outras duas sejam a mesma elipse) e mais adiante para
um elipsoide (um corpo geométrico em que cada uma de suas trés
projegdes ortogonais ¢ uma elipse diferente). Para obter os analogos da
equacdo de Schwan para tais células, resolve-se a equagdo de Laplace em
coordenadas esferoidais e elipsoidais, respectivamente [10-12]. Além do
fato de que esta solugdo € por si s6 um pouco mais complexa do que
aquela em coordenadas esféricas, a generalizacdo da forma invoca duas
complicagdes adicionais descritas nos proximos dois paragrafos.

AD, A
ER; |

315°

360°

44 EEP P -

Figura 1: A®., em estado estacionario normalizado como fun¢@o do angulo
polar 6 para células esferoidais com o eixo de simetria rotacional alinhado com
a dire¢do do campo. Linha continua: uma célula esferoidal prolata com R>= 0,2
x Rj. Linha tracejada: uma célula esférica, R, = R; = R. Linha pontilhada: uma
célula esferoidal oblata com R, =5 X R;.

A descri¢do de uma célula é geometricamente realista se a espessura
de sua membrana for uniforme. Este ¢ o caso se a membrana representar
o espaco entre duas esferas concéntricas, mas nao com dois esferoides
ou elipsoides confocais. Como resultado, a espessura da membrana
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modelada em coordenadas esferoidais ou elipsoidais é necessariamente
ndo uniforme. Resolvendo a equagdo de Laplace nessas coordenadas,
obtemos a distribuicdo espacial do potencial elétrico em um cenério ndo
realista. No entanto, assumindo que a condutividade da membrana € zero,
a voltagem transmembranar induzida obtida desta maneira ainda ¢
realista. Ou seja, a blindagem do citoplasma estd, entdo, completa e,
portanto, o potencial elétrico em todo o citoplasma € constante. Deste
modo, a geometria da superficie interna da membrana ndo afeta a
distribuicdo de potencial fora da célula, que é o mesmo como se a célula
fosse um corpo homogéneo nio condutor com o mesmo formato?. Uma
discussdo mais rigorosa da validade desta abordagem pode ser
encontrada em [10]. A Fig. 1 compara a voltagem transmembranar
induzida em dois esferoides com o eixo de simetria rotacional alinhado
com a dire¢do do campo, ¢ aquela induzida em uma esfera.

AD, A
ER .,

Figura 2: ADy, em estado estacionario normalizado em fungdo do comprimento
do arco normalizado p para células esferoidais com o eixo de simetria rotacional
alinhado com a dire¢@o do campo. Linha continua: célula esferoidal prolata com

2 Como uma analogia grosseira, quando uma pedra é colocada em um riacho, as linhas
de fluxo ao redor da pedra sdo as mesmas, independentemente da composicao interna da
pedra. Devido ao fato de que a pedra ser impermeavel a agua, apenas sua forma externa
importa a este respeito. Da mesma forma, quando a membrana ndo ¢ condutiva ou
"impermeavel a corrente elétrica", apenas a forma externa da célula afeta a densidade da
corrente e a distribui¢@o de potencial fora da célula.
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R, = 0,2 x R;. Linha tracejada: célula esférica, R, = R; = R. Linha pontilhada:
célula esferoidal oblata com R2 = 5xR;.

Para células ndo esféricas, geralmente, ¢ mais revelador expressar
A®m em fungdo do comprimento do arco do que em fun¢ao do angulo 6
(para uma esfera, as duas quantidades sdao diretamente proporcionais).
Para uniformidade, a versdo normalizada do comprimento do arco ¢
usada, denotada por p e aumentando de 0 a 1 equidistantemente ao longo
do arco da membrana. Isso ¢ ilustrado na Fig. 2 para as células para as
quais A®m(0) é mostrado na Fig. 1, e todos os graficos de A®m em células
ndo esféricas serdo doravante apresentados desta forma.

AD, A
ER4 N

3/44

121

1/44

. o
. y) e
v

3 04 05 06,07 08 09 1

A4t
Al

-3/4+

Figura 3: AQn(p) em estado estaciondrio normalizado para uma célula
esferoidal prolata com R, = 0,2 % R;. Linha continua: eixo de simetria rotacional
(ESR) alinhado com o campo. Linha tracejada: ESR a 45° em relag@o ao campo.
Linha pontilhada: ESR perpendicular ao campo.
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AY, 4
ERy |

24

4+

-6+

Figura 4: ADn(p) em estado estaciondrio normalizado para uma célula
esferoidal oblata com R, =5 x R;. Linha continua: eixo de simetria rotacional
(ERS) alinhado com o campo. Linha tracejada: ERS a 45 © em relacdo ao campo.
Linha pontilhada: ERS perpendicular ao campo.

A segunda complicagdo de generalizar a forma da célula de uma
esfera para um esferoide ou elipsoide ¢ que a voltagem induzida agora
também se torna dependente da orientagdo da célula em relagdo ao
campo elétrico. Para lidar com isso, decompde-se o vetor de campo em
componentes paralelos aos eixos do esferoide ou elipsoide, e escreve-se
a voltagem induzida como uma combinagdo linear correspondente das
voltagens induzidas para cada uma das trés orientagdes coaxiais [11,12].
As Figs. 3 e 4 mostram o efeito da rota¢do de dois esferoides diferentes
em relacdo a dire¢ao do campo.

Células de forma irregular

Para uma célula com uma forma irregular, a voltagem transmembranar
induzida ndo pode ser determinada exatamente, pois para tal geometria a
equacdo de Laplace ndo pode ser resolvida analiticamente. Usando
computadores modernos e ferramentas de elementos finitos, como o
COMSOL Multiphysics, a voltagem induzida em uma determinada
célula irregular ainda pode ser determinada numericamente, conforme
descrito em detalhes em [13,14]. Embora os resultados obtidos dessa
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maneira sejam bastante precisos, eles sdo aplicaveis apenas ao formato
de célula particular para o qual foram calculados. A Fig. 5 mostra
exemplos de duas células crescendo em uma placa de Petri e as tensoes
induzidas em suas membranas.

AD, A
ER; |

0571

3 04 05 06 07/08 09 1
’

\

P

.....

154

Figura 5: ADy(p) em estado estacionario normalizado para duas células de
formato irregular crescendo na superficie plana de uma placa de Petri.

Células em suspensdes densas

Em suspensoes de células diluidas, a distdncia entre as células € muito
maior do que as proprias células, e o campo local fora de cada célula
praticamente ndo ¢ afetado pela presenca de outras células. Assim, para
células que representam menos de 1% do volume da suspensdo (para uma
célula esférica com um raio de 10 um, isso significa até 2 milhdes de
células/ml), o desvio real da voltagem transmembranar induzida prevista
pela equacdo de Schwan ¢ insignificante. No entanto, a medida que a
fracdo de volume ocupada pelas células fica maior, a distor¢do do campo
local em torno de cada célula pela presenca de outras células nas
proximidades torna-se mais pronunciada e a previsdo produzida pela
equacdo de Schwan menos realista (Fig. 6). Para fragdes de volume
acima de dez por cento, bem como para clusters e redes de células, deve-
se usar solu¢des numeéricas ou analiticas aproximadas apropriadas para
uma analise confiavel da voltagem transmembranar induzida [15,16].
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Independentemente da fragdo de volume que ocupam, enquanto as
células estdo suspensas, clas flutuam livremente e seu arranjo € bastante
uniforme. Assintoticamente, isso corresponderia a uma estrutura ctbica
de face centrada, e essa estrutura também ¢ a mais apropriada para a
analise da voltagem transmembranar induzida nas células em suspensao.

Para volumes com fragdes ainda maiores de células, as propriedades
elétricas da suspensdo comegam a se assemelhar as de um tecido, mas
apenas até certo ponto. O arranjo das células nos tecidos ndo se
assemelha necessariamente a uma estrutura centrada na face, uma vez
que as células podem formar estruturas especificas (camadas, por
exemplo). Além disso, as células nos tecidos podem ser diretamente
acopladas eletricamente (por exemplo, através de jungdes
comunicantes). Essas e outras caracteristicas especificas das interacdes
entre células em tecidos e campos elétricos serdo consideradas com mais
detalhes no proximo capitulo.

Campos de alta frequéncia e pulsos muito curtos

A constante de tempo do carregamento da membrana (tm) dada pela
equacdo (3) implica que ha um atraso entre a aplicagdo do campo elétrico
externo e a voltagem induzida por este campo. Como mencionado acima,
Tm (€, portanto, o atraso) esta um pouco abaixo de um microssegundo em
condi¢des fisiologicas, mas pode ser maior quando as células estdo
suspensas em um meio de baixa condutividade. Para campos alternados
(CA) com o periodo de oscilagdo muito mais longo que Tm, bem como
para pulsos retangulares muito mais longos que tm, a amplitude da
voltagem induzida permanece inalterada. No entanto, para campos CA
com periodo comparavel ou menor que Tm, bem como para pulsos
menores que Tm, @ amplitude da voltagem induzida comega a diminuir.

Para ilustrar como a amplitude da voltagem transmembranar induzida
¢ atenuada a medida que a frequéncia do campo CA aumenta, tragamos
a amplitude normalizada da voltagem induzida como uma funcdo da
frequéncia do campo. Para uma célula esférica, o grafico obtido ¢
mostrado na Fig. 6. O platé de baixa frequéncia e o declive que se segue
sd0 ambos descritos pela equacdo de Schwan de primeira ordem, mas o
platd de alta frequéncia ¢ apenas descrito pelo modelo de segunda ordem
[7-9], em que todas as condutividades elétricas e permissividades
dielétricas sdo contabilizadas.
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Figura 6: ADy(0) em estado estacionario normalizado para células esféricas em
suspensdes de varias densidades (distancias intercelulares). Linha continua:
resultado analitico para uma unica célula, conforme fornecido pela equagéo (1).
Linhas tracejadas: resultados numéricos para células dispostas em uma estrutura
cubica centrada na face e ocupando (com tamanho dos tragos decrescendo) 10%,
30% e 50% do volume total da suspensao.
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Figura 7: A amplitude do A®,, em estado estacionario normalizado em fungéo
da frequéncia do campo CA. A curva tracejada mostra a primeira ordem, e a
curva solida mostra a equagdo de Schwan de segunda ordem. Observe que

ambos os eixos sdo logaritmicos.

Com frequéncias de campo se aproximando da faixa de GHz, ou com
duragdes de pulso na faixa de nanossegundos, a atenuacdo da voltagem
induzida na membrana citoplasmatica torna-se tdo pronunciada que esta
voltagem se torna comparavel a voltagem induzida nas membranas de
organelas no interior da célula. Em certas circunstancias, particularmente
se o interior da organela ¢ eletricamente mais condutor do que o
citoplasma ou se a membrana da organela tem uma permissividade
dielétrica mais baixa do que a membrana celular, a voltagem induzida na
membrana desta organela pode temporariamente até exceder a voltagem
induzida na membrana plasmatica [17]. Em principio, isso poderia
fornecer uma explicagdo tedrica para uma série de relatdrios recentes de
que pulsos elétricos muito curtos e intensos (dezenas de ns, milhdes ou
dezenas de milhdes de V/m) também podem induzir a eletroporagdo em
membranas de organelas [18-20].
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Propriedades Elétricas dos Tecidos e suas
Mudancgas durante a Eletroporagcao
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Resumo: Propriedades elétricas passivas dos tecidos bioldgicos, como
permissividade e condutividade, sdo importantes em problemas aplicados de
eletroporagdo. As densidades e caminhos da corrente resultantes de um pulso
elétrico aplicado sdo ditadas em grande parte pela permissividade e condutividade
relativa dos tecidos biologicos. Apresentamos resumidamente algumas bases
teoricas sobre a condugdo elétrica em materiais biologicos e fatores que afetam a
medigdo das propriedades dielétricas do tecido que precisam ser levados em
consideracdo ao projetar os procedimentos de medi¢do. Grandes discrepancias
entre os dados relatados por diferentes pesquisadores sdo encontradas na literatura.
Isso se deve a fatores como as diferentes técnicas de medigao utilizadas, o fato de
as propriedades macroscopicas do tecido ndo apresentarem homogeneidade,
dispersdes, anisotropia, ndo linearidade, bem como dependéncia da temperatura e
mudancas ao longo do tempo. Além disso, quando o tecido bioldgico ¢ exposto a
um campo elétrico alto, ocorrem alteracdes em suas propriedades elétricas.

Introducao

As propriedades elétricas dos tecidos biologicos e das suspensoes
celulares tém sido alvo de interesse ha mais de um século. Tais propriedades
determinam os caminhos do fluxo de corrente através do corpo e, portanto,
sdo muito importantes na analise de uma ampla gama de aplicagdes
biomédicas. Em um nivel mais fundamental, o conhecimento dessas
propriedades elétricas pode levar a compreensao dos processos bioldgicos
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basicos subjacentes. Para analisar a resposta de um tecido ao estimulo
elétrico, sdo necessarios dados sobre a condutividade e a permissividade
relativa dos tecidos ou 6rgdos. Uma descrigdo microscopica da resposta é
complicada pela variedade de formas celulares e sua distribui¢do dentro do
tecido, bem como pelas diferentes propriedades do meio extracelular. Em
baixa frequéncia, a condutividade elétrica ¢ determinada principalmente
pela concentragdo de ions extracelulares e sua mobilidade.

Portanto, uma abordagem macroscopica ¢ mais frequentemente usada
para caracterizar distribuicdes de campo em sistemas biologicos. No
entanto, mesmo em um nivel macroscopico, as propriedades elétricas sdo
complexas. Estas podem depender da orientacdo do tecido em relagao ao
campo aplicado (anisotropia direcional), da frequéncia do campo aplicado
(o tecido ndo é um dielétrico perfeito, nem um condutor perfeito) ou
também serem dependentes do tempo e espago (por exemplo, mudangas na
condutividade do tecido durante a eletroporagdo) [1]-[3].

Materiais biolégicos no campo elétrico

As propriedades elétricas de qualquer material, incluindo tecidos
biologicos, podem ser amplamente divididas em duas categorias: condutor
e isolante. Em um condutor, as cargas elétricas se movem livremente em
resposta a aplicacdo de um campo elétrico, ao passo que em um isolante
(dielétrico) as cargas sdo fixas e, portanto, ndo sdo livres para se mover —a
corrente nao flui.

Se um material condutor for colocado em um campo elétrico externo, as
cargas serdao redistribuidas dentro do condutor até que o campo elétrico
interno resultante seja zero. No caso de um material isolante, ndo ha cargas
elétricas livres, portanto, a migra¢do de carga liquida ndo ocorre. Em
materiais polares, os centros de carga positivo e negativo nas moléculas (por
exemplo, agua) ndo coincidem. Um campo aplicado, Eo, tende a orientar os
dipolos e produz um campo dentro do dielétrico, E,, que se opde ao campo
aplicado. Este processo ¢ denominado polarizagdo. A maioria dos materiais
contém uma combinac¢do de dipolos e cargas livres. Assim, o campo elétrico
em qualquer material é reduzido em relagdo ao seu valor de espago livre
(vacuo). O campo interno resultante dentro do material, E, é entdo:

E=E,-E,
O campo elétrico interno resultante ¢ reduzido significativamente em

relagdo ao campo aplicado se o material for um isolante e tem redugao
praticamente zero em um bom condutor. Essa redugdo ¢ caracterizada por
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4

um fator er, que é chamado de permissividade relativa ou constante
dielétrica, de acordo com:

Na pratica, a maioria dos materiais, incluindo os tecidos bioldgicos,
apresentam algumas caracteristicas de ambos, tanto isolantes como
condutores, pois contém dipolos e também cargas que podem se mover, mas
de forma restrita [4], [5].

Em um nivel macroscopico, descrevemos o material como tendo uma
permissividade, €, e uma condutividade, . A permissividade caracteriza a
capacidade do material de prender ou armazenar cargas ou girar dipolos
moleculares, enquanto a condutividade descreve sua capacidade de
transportar cargas. A permissividade também ajuda a determinar a
velocidade da luz em um material de forma que o espaco livre tenha uma
permissividade g = 8,85x107'2 F/m. Desta forma:

€=¢8,

A energia armazenada por unidade de volume em um material, u, ¢ a
poténcia dissipada por unidade de volume, p, sdo:

u_SE2 _ oE’
2 ==

Considere um exemplo de material que tem uma espessura, d, € uma area
da secdo transversal, A (Figura 1).

Figura 1: Uma pequena parte tedrica considerada de um material.

Se o material for um isolante, tratamos a amostra como um capacitor com
capacitancia (C); se for um condutor, entdo o tratamos como um condutor
com condutancia (G):

C=s-% Gzc-%
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Um modelo simples para um material real, como tecido, seria uma
combinagdo paralela de um capacitor € um condutor. Se uma voltagem V
constante (DC) for aplicada a esta combinagao paralela, entdo uma corrente
de condugdo Ic=GV fluird ¢ uma quantidade de carga Q=CV sera
armazenada. No entanto, se uma voltagem alternada (AC) foi aplicada a
combinacéo:

V(t)=V,cos(ot)

A carga nas placas do capacitor agora esta mudando com a frequéncia f.
Caracterizamos este fluxo como uma corrente de deslocamento:

1,=9Q

d 4t~ "oCV, sin(ot)

A corrente total que flui através do material é a soma das correntes de
condugao e deslocamento, que estdo afastadas 90° em fase, com as correntes
de deslocamento estando “a frente” da voltagem aplicada. A corrente total
¢ 1=1;+ Iy, portanto:

=GV+C- d%t = (c +i0e)V- %

O material real, entdo, pode ser caracterizado como tendo uma
admitancia, Y", dada por:

Y =G +ioC = (A/d)(c +ime)

Onde * indica uma quantidade de valor complexo. Em termos de
propriedades do material, definimos uma condutividade correspondente de
valor complexo:

6 =(c+ine)

Descrever um material em termos de sua admitancia enfatiza sua
capacidade de transportar corrente elétrica. Alternativamente, poderiamos
enfatizar sua capacidade de restringir o fluxo de corrente considerando sua
impedancia Z'=1/Y" ou para uma condutincia pura, sua resisténcia,
R =1/G.

Também podemos definir a corrente total como:

: . dv
— (e _10 A/ 2L
I=(e, Ago)lwso Q= C @

Podemos definir uma permissividade relativa de valor complexo:
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% ic v
g¥=¢g — =g, —Iig,
0E,
com e '= er ¢ er' '= ¢ / (wg). A condutividade complexa ¢ a

permissividade complexa estdo relacionadas por:
* . * . *
o =iwe =1mgE,

Podemos considerar a condutividade de um material como uma medida
da capacidade de sua carga ser transportada por todo o seu volume em
resposta ao campo elétrico aplicado. Da mesma forma, sua permissividade
¢ uma medida da capacidade de seus dipolos girarem ou de sua carga ser
armazenada em resposta ao campo aplicado. Observe que se a
permissividade e a condutividade do material forem constantes, a corrente
de deslocamento aumentara com a frequéncia, enquanto a corrente de
condug¢do ndo muda. Em frequéncias baixas, o material se comportara como
um condutor, mas os efeitos capacitivos se tornardo mais importantes em
frequéncias mais altas. Para a maioria dos materiais, entretanto, o+ € €+ s@o
dependentes da frequéncia. Essa variagao ¢ chamada de dispersao e € devido
ao relaxamento dielétrico — o atraso na polarizagdo molecular apds a
mudanga do campo elétrico em um material. Os tecidos bioldgicos exibem
varias dispersdes diferentes em uma ampla faixa de frequéncias [4].

As dispersdes podem ser entendidas em termos da orientagdo dos
dipolos ¢ do movimento dos portadores de carga. Em frequéncias
relativamente baixas, ¢ relativamente facil para os dipolos se orientarem em
resposta & mudanga no campo aplicado, enquanto os portadores de carga
viajam por distdncias maiores sobre as quais ha uma maior oportunidade de
aprisionamento em um defeito ou interface como a membrana celular [6].
A medida que a frequéncia aumenta, os dipolos sdo menos capazes de
acompanhar as mudangas no campo aplicado e a polarizagdo
correspondente desaparece. Em contraste, os portadores de carga viajam
distancias mais curtas durante cada meio-ciclo e t€ém menos probabilidade
de ficarem presos. Conforme a frequéncia aumenta, a permissividade
diminui e, como o aprisionamento se torna menos importante, a
condutividade aumenta. Em um material heterogéneo, como o tecido
bioldgico, varias dispersdes sdo observadas, conforme ilustrado na Figura
2. Em suma, a dispersdo alfa na faixa de quilohertz ¢ devido aos efeitos da
membrana celular, como canais i6nicos e difusdo i0nica e é a primeira das
dispersdes a desaparecer com a morte do tecido. A dispersdo beta pode ser
observada em torno da faixa de megahertz devido a carga capacitiva das
membranas celulares. Acima da dispersdo beta, a impedancia das
membranas celulares cai drasticamente, permitindo que a corrente elétrica
passe ndo apenas pelo espaco extracelular, mas também pelo intracelular.
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Esta dispersdo ¢ particularmente interessante, pois também ¢ evidente na
condutividade do material. A ultima, a dispersdo gama (acima da faixa de
gigahertz) se deve a mecanismos dipolares das moléculas de agua no
material.
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Figura 2: Dependéncia de frequéncia tipica da permissividade complexa e
condutividade complexa de um material heterogéneo, como um tecido bioldgico.

Medicoes de propriedades dielétricas dos tecidos

Existe uma grande discrepancia entre varios dados sobre as propriedades
elétricas de materiais biolégicos encontrados na literatura. A medicao das
propriedades dielétricas do tecido pode ser complicada devido a varios
fatores, como a falta de homogeneidade do tecido, anisotropia, o estado

fisiolégico do tecido, sazonalidade, mudangas relacionadas a idade e
doengas e polarizagdo do eletrodo [1].

Heterogeneidade dos tecidos

O tecido ¢ um material altamente ndo homogéneo. A propria célula ¢é
composta por uma membrana isolante que envolve um citoplasma condutor.
Uma suspensdo de células pode ser considerada em baixas frequéncias
simplesmente como inclusdes nao condutoras em um fluido condutor [6].
O isolamento ¢ fornecido pela membrana celular. Em frequéncias na faixa
de MHz, o acoplamento capacitivo através dessa membrana torna-se mais
importante, permitindo que a corrente elétrica passe ndo apenas ao redor da
célula, mas também através dela. No tecido, as células sdo circundadas por




28  Damijan Miklav¢i¢, Bor Kos

uma matriz extracelular, que pode ser extensa, como no caso do 0sso, ou
minima, como no caso do tecido epitelial. Tecidos ndo sdo formados por
células de um Unico tamanho ou fung¢do. Um tecido ¢ perfundido com
sangue e ligado ao sistema nervoso central por neurdnios. Portanto, ¢ dificil
(se ndo impossivel) extrapolar das propriedades dielétricas de uma
suspensdo de células para as de um tecido intacto.

Anisotropia de tecidos

Alguns materiais bioldgicos, como osso ou musculo esquelético, sdo
anisotropicos. Portanto, ao se referir aos valores de condutividade e
permissividade medidos, é necessario incluir dados sobre a orientagdo dos
eletrodos em relacdo ao eixo principal do tecido; por exemplo, eixo
longitudinal, transversal ou uma combinagdo de ambos. Por exemplo, os
musculos sdo compostos de fibras, células individuais muito grandes
alinhadas na dire¢do da contracdo muscular. A condugdo elétrica ao longo
do comprimento da fibra ¢ significativamente mais facil do que a condugao
na direcdo perpendicular as fibras. Portanto, o tecido muscular manifesta
propriedades elétricas anisotropicas tipicas. A condutividade longitudinal é
significativamente maior do que a condutividade transversal (pode ser até 8
vezes maior) [7].

Além disso, a anisotropia do tecido ¢ dependente da frequéncia. Ou se¢ja,
se a frequéncia da corrente for alta o suficiente, as propriedades
anisotropicas desaparecem. Especificamente para o tecido muscular, isso
acontece na faixa de frequéncia MHz, ou seja, na dispersao beta.

Fatores fisiolégicos e mudan¢as no tecido

Quaisquer mudancas na fisiologia do tecido devem produzir mudangas
em suas propriedades elétricas. Este principio tem sido usado para
identificar e/ou monitorar a presenga de varias doengas ou condigdes [8, 9].

Os tumores geralmente t&ém maior conteido de agua do que as células
normais devido a necrose celular, mas também a vascularizagao irregular e
fenestrada. A maior condutividade de tumores na faixa de frequéncia MHz
foi identificada como um alvo potencial para aplicacdes de exames de
imagem [10]. Além disso, pode haver diferengas na estrutura da membrana
e também a presenca de gordura, que € um condutor de eletricidade pior que
a agua. Mudangas na percentagem de gordura corporal ou agua sdo
refletidas em mudancgas na impedancia do tecido [8]. Também foi relatado
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que alteragdes patoldgicas no figado, como esteatose ou cirrose hepatica,
podem influenciar as propriedades medidas do tecido em frequéncias de
100 MHz [9].

Além disso, a morte ou excisdo do tecido resulta em mudancas
significativas nas propriedades elétricas. O metabolismo do tecido diminui
apos a excisdo do tecido e, frequentemente, a temperatura cai. Se o tecido ¢
mantido por sistemas de manutenc¢do de temperatura e perfusdo, o tecido
pode ser estabilizado por um periodo limitado de tempo em um estado vivo
in vitro (ex vivo). Se o tecido ndo tiver essa manutengdo, entretanto,
ocorrerdo mudangas irreversiveis, seguidas de morte celular e tecidual. Por
essas razoes, deve-se ter um cuidado consideravel na interpretacdo das
medigdes elétricas realizadas em tecidos excisados.

As propriedades elétricas do tecido também dependem de sua
temperatura. A mobilidade dos ions que transportam a corrente aumenta
com a temperatura & medida que a viscosidade do fluido extracelular
diminui. Foi sugerido que o rapido aumento da condutividade por conta da
temperatura fosse usado, por exemplo, para monitorar o progresso do
tratamento de hipertermia. Além disso, outras possiveis alteracdes, como
edema celular ou oclusdo do fluxo sanguineo, também afetam as
propriedades do tecido.

Polarizagéo dos eletrodos

A polarizacao do eletrodo ¢ uma manifestacao da organizagdo das cargas
que ocorrem na interface tecido/amostra-eletrodo na presenga de moléculas
de agua e ions hidratados. O efeito aumenta com o aumento da
condutividade da amostra [11].

Em uma suspensdo de células, uma camada de contra-ions pode se
formar em cada eletrodo. A queda de potencial nesta camada reduz o campo
elétrico disponivel para conduzir o transporte de carga na suspensao,
resultando em uma condutividade aparentemente mais baixa da suspensdo.
A medida que a frequéncia aumenta, a camada de contra-ions ¢ menos capaz
de seguir as mudancas no sinal aplicado, a queda de potencial na interface
amostra-eletrodo diminui e a condutividade aparente da suspensao aumenta.
Assim, a polarizacdo do eletrodo ¢ mais pronunciada em frequéncias mais
baixas e em amplitudes mais baixas do sinal da voltagem medido.

O processo ¢ mais complicado em tecidos. A insercdo de eletrodos
invasivos pode primeiro causar a liberacdo de eletrdlitos devido ao trauma
do tecido circundante e, posteriormente, pode ocorrer o desenvolvimento
de uma regido ferida pouco condutora. Esta regido pode blindar parte do
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eletrodo da corrente i0nica e, assim, reduzir os efeitos de polarizagdo em
comparacdo com uma solucdo idnica equivalente em condutividade ao
fluido intracelular.

O material do eletrodo desempenha um papel importante na
determinagdo de sua impedancia de polarizagdo, cuja importancia relativa
diminui com o aumento da frequéncia. E considerada uma boa pratica medir
a impedancia do tecido in vivo depois de esperar um tempo suficiente para
que os processos de polarizagdo do eletrodo se estabilizem. Um tempo
tipico pode ser da ordem de trinta minutos.

Duas diferentes configuragdes bésicas de eletrodos sdo usadas para
medir as propriedades elétricas de materiais biologicos; o método de dois
eletrodos e o método de quatro eletrodos.

Método de dois eletrodos: adequado para medi¢des de corrente alternada
(CA). Nao pode ser usado para medic¢des de corrente continua (DC) devido
a polarizacdo do eletrodo, que consequentemente da resultados incorretos
para a condutividade da amostra entre os eletrodos. Para medigdes CA, a
faixa de frequéncia na qual a polarizagdo do eletrodo ¢ importante e
depende, até certo ponto, do sistema que esta sendo medido e do material
do eletrodo. Para suspensdes de células é importante até quase 100 kHz,
enquanto para tecido medido in vivo € significativo apenas até cerca de 1
kHz. Variando a separagdo dos eletrodos, a contribuigdo da polarizacdo do
eletrodo pode ser determinada e eliminada, porém este ¢ um método mais
aplicavel para amostras liquidas, uma vez que requer eletrodos de placa
paralela.

Método de quatro eletrodos: pode ser usado para medi¢des DC e CA.
Dois pares de eletrodos sao usados: os eletrodos de corrente externos e os
eletrodos de voltagem internos. A corrente da fonte passa pela amostra.
Eletrodos de voltagem com separagdo conhecida sdo colocados na amostra
entre os eletrodos de corrente. Ao medir a corrente como a queda de
voltagem através de um resistor em série com a amostra ¢ a queda de
voltagem através dos eletrodos internos, pode-se determinar a
condutividade da amostra entre os eletrodos internos. A vantagem desse
método € que a polarizacao nos eletrodos de corrente nao tem influéncia na
diferenca de voltagem entre os eletrodos de voltagem. A polarizagdo nos
eletrodos de voltagem ¢ insignificante para DC ¢ AC devido a alta
impedancia de entrada do sistema de medigdo. A desvantagem € que os
resultados da medigdo sdo interpretados com base na suposicao de que o
tecido ¢ homogéneo em toda a regido onde a medigdo ¢ realizada.
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Resposta elétrica do tecido ao campo elétrico

Alteragdes na condutividade do tecido foram observadas in vivo em
tecidos submetidos a um campo elétrico alto o suficiente. Dito isto,
podemos usar as propriedades dielétricas do figado e tentar calcular a
resposta elétrica tedrica a um pulso de voltagem retangular curta com a
duracdo de 100 ps e o tempo de subida de 1 pus (parametros de pulso tipicos
usados para eletroquimioterapia). Usamos o circuito RC paralelo para
modelar a resposta elétrica do tecido (ver Figura 3).

|tecido
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o

Figura 3: Circuito RC paralelo: uma representagdo tedrica da resposta do tecido
aos pulsos elétricos.

As complicagdes surgem do fato de que: i) os pardmetros de pulso (a
duracdo do pulso, o tempo de subida e descida) determinam o contetido de
seu espectro de frequéncia e ii) a condutividade e a permissividade do tecido
dependem da frequéncia. A resposta obtida para o primeiro pulso ¢
apresentada na Figura 4. No inicio do pulso de voltagem, a corrente de
deslocamento transitoria capacitiva é observada. A medida que as
membranas sdo carregadas, a voltagem entre elas aumenta e a corrente
medida diminui. Logo o estado estaciondrio ¢ alcancado e a corrente se
estabiliza por meio da condutancia do fluido extracelular. Como o modelo
que descreve as dispersdes dielétricas € linear, a mudanga da voltagem
aplicada escala proporcionalmente a amplitude da corrente.

Podemos comparar esta resposta calculada com a resposta medida no
figado de um murino in vivo para o mesmo pulso, como acima, e diferentes
amplitudes de pulso abrangendo até intensidades de campo eletroporativo
(Figura 5) [12]. Para a menor voltagem aplicada, podemos ver uma boa
concordancia com a resposta calculada. A medida que a intensidade do
campo ¢ aumentada, a resposta elétrica do tecido ndo é mais linear, o que
significa que a corrente esta aumentando mais rapido do que a voltagem. A
corrente também esta aumentando durante o proprio pulso, como pode ser
visto pelo aumento da corrente nas voltagens mais altas na Figura 5. Medir
as propriedades elétricas passivas de tecidos eletroporados pode fornecer




32 Damijan Miklav¢i€, Bor Kos

feedback em tempo real sobre o resultado do tratamento [12], [13]. No
entanto, deve-se ter cuidado na interpretagdo do aumento da corrente
durante a aplicagdo de tratamentos de eletroporacdo, devido a variabilidade
natural das propriedades dielétricas do tecido e porque o aumento da
condutividade também pode ser um produto do aquecimento do tecido [14],
[15].
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Figura 4: Resposta calculada do tecido durante a entrega de pulso de voltagem
retangular com a duracdo de 100 ps, tendo o tempo de subida de 1 ps e a amplitude
de 120 V. Eletrodos de placa com distancia entre eletrodos de 4,4 mm.
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Figura 5: Resposta do tecido medida durante a entrega de pulsos retangulares de

100 ps de diferentes amplitudes ao figado de um murino in vivo. Adaptado de

Cukjati et al. [10]. Os pulsos foram gerados usando Jouan GHT1287B; foram
utilizados eletrodos de placa com distancia de 4,4 mm entre os eletrodos.
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A resposta medida ¢é consistente com a hipotese de que a condutividade
do tecido também deve aumentar de forma mensuravel, uma vez que em
um nivel celular a eletropora¢do causa o aumento da condutincia da
membrana [16]. Ao medir o tecido ex vivo e um “tecido fantasma” feito de
material semelhante a um gel [17] e tecido hepatico ex-vivo [18] usando
MREIT (Magnetic Resonance Electrical Impedance Tomography),
pudemos demonstrar que as mudangas de condutividade elétrica devido a
eletroporacdo de membrana sdo dependentes da amplitude e ocorrem
apenas no tecido, mas nio no tecido fantasma. Nao esta claro, entretanto,
para qual valor a condutividade do tecido aumenta como consequéncia da
eletroporacdo da membrana plasmatica. Foi estipulado que este poderia ser
préximo ao valor na faixa de dispersao beta [19].
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Figura 6: Condutividade dos tecidos em fungdo da intensidade do campo elétrico
local.

Além disso, em aplicagdes onde pulsos elétricos na pele ou em tecidos
subjacentes (como tumor subcutaneo) sao aplicados externamente, pode-se
esperar que sejam necessarias amplitudes de voltagem muito altas para
vencer a alta resisténcia da pele e permeabilizar os tecidos subjacentes. Ou
seja, os tecidos entre os eletrodos podem ser vistos como resistores
conectados em série. Aplicar voltagem em tal circuito (divisor de voltagem)
faz com que a voltagem seja distribuida entre os resistores
proporcionalmente as suas resistividades [20]. Ao se aplicar pulsos
elétricos, quase toda a voltagem aplicada cai sobre o tecido mais resistivo
(menos condutor), em nosso caso as camadas mais externas da pele. Isso
resultaria em uma forga de campo elétrico muito alta na pele, enquanto o
campo elétrico em outros tecidos permaneceria insuficiente para uma
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cletroporacdo celular bem-sucedida. Se nosso objetivo ¢é a
eletroquimioterapia do tumor subjacente (neste caso, subcutaneo), podemos
nos perguntar como ¢ possivel uma eletroquimioterapia bem-sucedida de
tumores subcutaneos quando eletrodos de placa externa sdo usados. A
resposta esta no aumento em massa da condutividade dos tecidos durante a
eletroporacdo, um fenomeno que também foi observado in vivo. Este
aumento de condutividade leva a uma mudanga na distribuicdo do campo
elétrico, que expde o tumor a um campo elétrico alto o suficiente para a
permeabilizagdo da membrana celular [21]. Para apoiar ainda mais essa
hipotese, descrevemos esse processo com um modelo numeérico, levando
em considera¢do as mudangas nas propriedades elétricas dos diferentes
tecidos durante a eletroporagdo. Na Figura 6, seis etapas do processo de
eletroporagdo no modelo de tumor subcutaneo para a voltagem de 1000 V
entre os eletrodos sdo mostradas. A distribui¢do do campo elétrico €
mostrada em V/cm. A etapa 0 denota a distribui¢do do campo elétrico como
estava logo antes do inicio do processo de eletroporagdo, ou seja, quando
todos os tecidos ainda tinham suas condutividades iniciais. Quando a
voltagem ¢ aplicada aos eletrodos, o campo elétrico ¢ distribuido no tecido
de acordo com as relagdes de condutividade dos tecidos no modelo. A
intensidade do campo € maior nos tecidos com condutividade mais baixa,
onde a queda de voltagem é maior. Em nosso caso, quase toda a queda de
voltagem ocorre na camada de pele, que tem uma condutividade de cerca
de 10-100 vezes menor do que os tecidos que ficam abaixo.

Se olharmos para a tultima etapa da andlise sequencial (etapa 5),
a 1000 V (Figura 7) o tumor esta totalmente permeabilizado, e em algumas
areas o campo elétrico também esta acima do limiar irreversivel.

passo 0 1000 V

passo 1

passo 2 (W/em)
1000

800

Figura 7: Seis etapas da analise sequencial do processo de eletroporag¢ao no modelo
de tumor subcuténeo a 1000 V entre dois eletrodos de placa com distancia de 8§ mm
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[21]. Os intervalos de tempo entre as etapas geralmente nao sdo uniformes. As
diferentes etapas seguem uma ordem cronoldgica, mas ndo t€ém um valor de tempo
exato associado a elas. A distribuigdo do campo elétrico € mostrada em V/cm.

Uma situagdo semelhante pode ser encontrada ao aplicar pulsos elétricos
em uma prega cutdnea com eletrodos de placas como um método para
aumentar a transfec¢do de genes in vivo na pele [22]. A pele é composta por
trés camadas principais: epiderme, derme e tecido subcutaneo (Figura 8). A
epiderme é composta por diferentes camadas, mas a que mais define suas
propriedades elétricas é a camada mais externa, o estrato corneo. Embora
muito fino (normalmente cerca de 20 pm), contribui muito para as
propriedades elétricas da pele. Sua condutividade € trés a quatro ordens de
magnitude menor do que a condutividade das camadas mais profundas da
pele. Novamente, quando os pulsos elétricos sdo aplicados na prega cutinea
por meio de eletrodos de placas, quase toda a voltagem aplicada cai sobre o
estrato corneo, 0 que causa um campo elétrico muito alto nessa camada,
enquanto o campo elétrico nas camadas mais profundas da pele (as camadas
visadas para transfec¢do de genes) permanece muito baixo. Da mesma
forma como no caso de tumores subcutineos, o0 aumento em massa da
condutividade das camadas da pele durante a ecletroporagdo expde as
camadas da pele abaixo do estrato corneo a um campo elétrico alto o
suficiente para uma permeabilizagdo bem-sucedida [23].

conjuntivo
(650um) Derme Estrato corneo
(1 mm) (100 pum)
Epiderme

Gordura, ey
Tecido /_’_/‘

(250 pm)

Figura 8: Esquema de uma prega cutdnea conforme descrito em um modelo
numérico. Apenas um quarto da dobra cutanea ¢ apresentada aqui.
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Propriedades do tecido durante a eletroporacao de alta
frequéncia

Recentemente, a eletroporagdo de alta frequéncia tem ganho atencdo
considerdvel apos ter sido apontado na literatura que a eletroporagdo com
duracdes de pulso entre 1 ps e 100 ps € relativamente inexplorada [24].
Pulsos com duragdes mais curtas, combinados com alguma pausa entre os
pulsos, tém o potencial de reduzir a estimulagdo nervosa e muscular
presente nos pulsos de eletroporagdo “classicos” [25]. Uma vez que os
protocolos de pulso de eletroporagdo de alta frequéncia normalmente
empregam um numero maior de pulsos bipolares de curta duracdo, o
contetido de frequéncia desses pulsos pode ser marcadamente diferente dos
pulsos de eletroporagdo de 100 ps tipicos [26]. Uma possivel vantagem
disto é que poderia haver um contraste de condutividade inferior entre, por
exemplo, um tumor e seu respectivo tecido saudavel circundante, no
entanto, as frequéncias principais dos tecidos dessas sequéncias de pulso
ainda sdo baixas o suficiente, de modo que a eletroporacdo causa um
aumento significativo na condutividade devido a eletroporacdo da
membrana.

Conclusoes

A explicagao teorica do processo de eletroporagdo oferece uma visao util
para a compreensao dos processos biologicos subjacentes ¢ permite prever
o resultado do tratamento [27]. Portanto, um devido esfor¢o precisa ser
investido em medi¢des das propriedades elétricas do tecido e suas
mudangas durante a eletroporacao [28].

Além disso, uma das preocupacdes associadas a eletroporacdo pode ser a
quantidade de aquecimento resistivo no tecido. Um aquecimento excessivo
¢ indesejado ndo apenas para evitar queimaduras na pele e garantir a
seguranga do paciente, mas também para evitar danos as células viaveis. O
potencial excesso de aquecimento resistivo durante a eletroporagdo foi
demonstrado em [29], portanto, o aspecto térmico no planejamento do
tratamento ¢ a analise teorica de aplicagdes especificas de tratamentos
baseados em eletroporagdo devem ser considerados [26]. Para se manter
dentro do limite de seguranca e obter sucesso no tratamento, o aquecimento
precisa ser estimado por meio de modelos tedricos como parte do
planejamento do tratamento [30].
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Capitulo 3

Eletropermeabilizagao de Células /In vitro
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Resumo: A eletropulsagdo (entrega de pulsos elétricos de curta duracdo) ¢ um
dos métodos ndo-virais de maior sucesso para introduzir moléculas externas em
células vivas in vitro. Este capitulo descreve os fatores que controlam a
eletropermeabilizagdo de moléculas pequenas (<4 kDa). As duracdes dos pulsos
sdo selecionadas de submicrossegundos a alguns milissegundos. A descri¢ao dos
eventos in vitro chama-nos a atengéo para os processos que ocorrem antes, durante
e apos a eletropulsagdo das células. O papel dos diferentes pardmetros elétricos
(intensidade do campo, duracao do pulso, intervalo entre os pulsos) ¢ delineado. A
cinética dos processos que afetam a superficie da célula é descrita, delineando que
a maior parte do intercdmbio de moléculas através da membrana ocorre apds o
pulso, durante o chamado resselamento (resealing). A contribuicdo da célula para
esta etapa critica ¢ explicada de forma proviséria. Os eventos de membrana
parecem ser controlados pelo metabolismo celular.

Introducao

A aplicacdo de pulsos elétricos nas células leva a permeabilizacdo
transitoria da membrana plasmatica (eletropermeabiliza¢do). Esse
fendmeno traz novas propriedades a membrana celular: ela se torna
permeabilizada, entdo proteinas fusogénicas e exdgenas a membrana podem
ser inseridas. Essa técnica tem sido usada para introduzir uma grande
variedade de moléculas em varios tipos de células in vitro [1, 2].

O presente capitulo descreve o que se denomina “eletropermeabilizagido
classica”. Isso significa que ¢ relevante para o efeito de pulsos de campo
elétrico que duram de pis a varios ms, com um tempo crescente de algumas
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centenas de ns. Neste dominio de tempo, a espectroscopia dielétrica de uma
célula mostra que a membrana pode ser considerada um isolante ndo
condutor (de fato, alguns vazamentos ativos podem estar presentes). A
fisica deste processo fez parte do capitulo do Prof. Kotnik.

Um dos problemas limitantes permanece sendo o fato de que muito
pouco ¢ conhecido sobre os mecanismos fisico-quimicos que mantém a
reorganizacdo da membrana celular. A eletropermeabilizagdo nao ¢
simplesmente perfurar uma bicamada lipidica. A fisiologia da célula esta
controlando muitos parametros. A desestabiliza¢do associada a perda da
impermeabilidade da membrana € um estresse para as células e pode afetar
a viabilidade celular.

Este capitulo explica os fatores que controlam a eletropermeabilizagéo
de moléculas pequenas (<4 kDa). Os eventos que ocorrem antes, durante e
apos a eletropulsagdo das células sdo descritos.

Preambulo: o que é uma membrana biolégica?

O principal alvo da eletropermeabilizacdo ¢ a membrana celular, mais
precisamente a membrana plasmatica. As organelas podem ser afetadas
quando estdo protegidas pela membrana plasmatica ou por um efeito
posterior ao transporte de moléculas ligado a permeabilizacdo da membrana
plasmatica (absor¢do de ions, vazamento de metabdlitos secundarios). Em
muitas abordagens, como simula¢des de dindmica molecular, a descrigcdo
de uma membrana ¢é limitada a uma bicamada lipidica. Isso esta longe da
complexidade biologica e deve ser usada apenas para investigagdes de
matéria mole. Quando o processo ¢ aplicado a uma célula (e a um tecido),
uma descri¢ao mais sofisticada da organizacdo da membrana bioldgica ¢é
necessaria. A membrana celular € um conjunto complexo entre proteinas e
uma mistura de lipidios. Deriva de uma rede de forgas fracas, resultando em
um padrao complexo de pressdo lateral através da membrana. Muitos
movimentos laterais e de rotagao dos componentes da membrana na escala
temporal de microssegundos estdo presentes. Os movimentos transversos
espontaneos sdo movidos por energia ou resultam de eventos relacionados
ao trafego de membrana (endocitose, exocitose). A distribui¢do de lipidios
ndo é homogénea como assumido no modelo de matriz fluida, mas
acumulagdes especificas localizadas sdo detectadas (jangadas lipidicas).
Isso se deve ao fato de que uma membrana bioldgica é uma entidade ativa
onde um fluxo de componentes esta ocorrendo continuamente (o chamado
trafego de membrana). Endocitose e exocitose sdo processos envolvidos na
organizacdo da membrana. Eles sdo afetados por estresses aplicados na
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célula. Os sinais mecanicos sdo transduzidos pela membrana. Isso custa
muita energia provida pelo metabolismo celular. Outra consequéncia ¢ o
gradiente idnico através da membrana resultante do equilibrio entre o
bombeamento ativo e vazamentos espontaneos de ions. Um aspecto final ¢
que os danos & membrana sfo reparados ndo apenas por um processo
intramembranar (como no caso de um material viscoeléstico), mas por um
processo de reparagdo mediado por vesiculas citosolicas.

Portanto, ¢ muito dificil fornecer uma descrigdo fisica precisa de uma
membrana bioldgica no nivel molecular. S3o usadas aproximagdes
supersimplificadas (usando vesiculas lipidicas, uma abordagem de matéria
mole) ou uma descrigdo fenomenologica fornecida com o ajuste de
equacdes fisico-quimicas (uma abordagem de ciéncias da vida). Ambos sdo
validos, desde que se esteja ciente dos limites de precisdo. O presente
capitulo estd dentro da abordagem das ciéncias da vida para fornecer
informacdes adequadas para aplicacdes clinicas e biotecnologicas.

A- Uma descrigao biofisica e uma validagao biolégica

A-1 O campo elétrico externo induz a modulagao da diferenga
de potencial de membrana

Um campo elétrico externo modula a diferenga de potencial da
membrana, visto que uma célula pode ser considerada um capacitor esférico
[3]. A diferenca de potencial transmembranar (TMP) induzida pelo campo
elétrico ap6s um tempo de carregamento (capacitivo), A¥;, é uma fungéo
complexa g(\) das condutividades especificas da membrana (Am), do buffer
(meio para eletroporacdo) utilizado durante a aplica¢do dos pulsos (Ao) € do
citoplasma (i), da espessura da membrana, do tamanho da célula (r) e do
empacotamento lipidico. Assim,

A‘Pi:f-g(/l)-r-E-cosé’ (D)

em que & designa o angulo entre a dire¢do normal a membrana no ponto
considerado da superficie celular e a diregdo do campo, E a intensidade do
campo, » o raio da célula e f um fator de forma (uma célula sendo um
esferoide). Portanto, AY; ndo ¢ uniforme na superficie da célula. Tem seu
maximo nas posigoes da célula voltadas para os eletrodos. Essas previsdes
fisicas foram verificadas experimentalmente por videomicroscopia, usando
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sondas fluorescentes sensiveis a diferenga de potencial [4-6]. Mais
localmente, na superficie da célula, AWY; ¢é afetado pela curvatura local e os
defeitos associados ao empacotamento lipidico. Esta descrigao ¢ valida para
suspensdes diluidas de células. Em sistemas densos, a autoblindagem na
populagdo de células afeta a distribuicdo local do campo elétrico e reduz
sua a distribuigdo local (efetiva) [7]. Intensidades de campo mais fortes sdo
necessarias para obter o mesmo potencial induzido. Outro fator que afeta as
diferencas de potencial induzidas ¢ a formato das células e sua orientacdo
em relacdo as linhas do campo elétrico. Quando a diferenca de potencial
transmembranar resultante AY (ou seja, a soma entre o valor de repouso da
membrana celular, AWo, e o valor eletroinduzido, A¥i) atinge localmente
250 mV, essa parte da membrana torna-se altamente permeavel a pequenas
moléculas carregadas ¢ o transporte ¢ detectado [3, 8].

Mais um parametro a considerar ¢ que como a membrana plasmatica deve
ser considerada como um capacitor, existe um tempo de carregamento da
membrana que pode afetar a magnitude do TMP quando a duragéo do pulso
¢ curta (submicrossegundo) ou em buffers de pulsacdo de baixa condugio.

A-2 Paramentos que afetam a eletropermeabilizacao

A-2-1 Parametros do campo elétrico

A permeabilizacdo ¢ controlada pela intensidade do campo. Intensidade
de campo maior que um valor critico (E, ) deve ser aplicada a suspensdo de
células. Da equacdo (1), a permeabilizaga@o € primeiro obtida para 6 proximo
a0 oum. E,, ¢ tal que:

AlPi,perm :f'g(/l).r'Ep,r (2)

A permeabilizagdo é, portanto, um processo local na superficie da célula.
A extensdo da superficie permeabilizada de uma célula esférica, Aperm, €
dada por:

Ay = Ay (j 3)

onde A € a superficie da célula e E ¢ a intensidade do campo aplicado. O
aumento da intensidade do campo aumentara a parte da superficie da célula
que ¢ levada ao estado eletropermeabilizado.

Essas previsoes teoricas sdo experimentalmente suportadas diretamente
em suspensoes de células ao se medir o vazamento de metabolitos (ATP)
[9] em uma populacdo de células ou no nivel de uma unica célula por
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microscopia de fluorescéncia digitalizada [10, 11]. A parte permeabilizada
da superficie celular é uma funcéo linear reciproca da intensidade do campo.
A permeabilizagdo, devido a alteragdes estruturais da membrana,
permaneceu detectada em um limite restrito na superficie da célula. Em
outras palavras, a célula obedece as previsoes fisicas! A area afetada pelo
campo elétrico depende também da forma (esferoide) e da orientagdo da
célula com as linhas do campo elétrico [12]. Mudar a orientacdo do campo
entre os diferentes pulsos aumenta a fragdo da superficie da célula que é
permeabilizada.

Resultados experimentais obtidos tanto pelo monitoramento das
mudangas de condutancia em suspensdo de células [13] ou pela observacdo
de fluorescéncia na microscopia de nivel de célula tinica [10, 11] mostram
que a densidade das alteragdes locais ¢ fortemente controlada pela duracao
do pulso. Um aumento do nimero de pulsos leva primeiro a um aumento
do nivel de permeabilizaggo local.

A intensidade do campo controla a geometria da parte da célula que ¢
permeabilizada. Isso ¢ simples para células esféricas (e validado por
microscopia de fluorescéncia), mas mais complicado com outras formas de
células. Dentro deste limite, a densidade dos defeitos é uniforme e sob o
controle da duracdo do(s) pulso(s).

A-2-2 O tamanho da célula

O potencial induzido depende do tamanho da célula (Equacdo (1)). A
porcentagem de células eletropermeabilizadas em uma populacdo, onde a
heterogeneidade de tamanho estd presente, aumenta com o aumento na
intensidade do campo. A parte relativa da superficie da célula que ¢é
permeabilizada ¢ maior em uma célula maior em uma determinada
intensidade de campo [13]. As células grandes sdo mais sensiveis a
intensidades de campo mais baixas do que as pequenas. Células plaqueadas
sdo permeabilizadas com valor E, menor do que quando em suspensdo.
Além disso, as células grandes em uma populagdo parecem ser mais frageis.
Uma permeabilizagdo irreversivel de uma subpopulacdo ¢ observada
quando pulsos de intensidades baixas (mas maiores do que E;) sfo
aplicados. Outra caracteristica é que o tempo de 'carregamento' esta sob o
controle do tamanho da célula [14].

A-3 Forgas atuando na membrana

O campo elétrico do pulso externo gera uma for¢a mecanica transitoria
que tende a esticar a membrana esférica [15]. Esta forga aparece devido ao
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tensor de Maxwell existentes no escudo esférico dielétrico que causa a
deformacdo. A forga radial total atua na membrana durante o processo
transitorio e tende a esticar o microrganismo. Pode até levar a ruptura da
membrana resultando na morte do microrganismo [16]. Mas como a
elasticidade celular é baseada no citoesqueleto de actina, esse alongamento
afetaria a organizacdo interna da célula por transdugdo de sinal.

B- Investigacdes estruturais

B-1 Investigac¢oes de P31 NMR da regido da cabeca polar de
fosfolipidios

O NMR (Nuclear Magnetic Resonance) do atomo de fosforo no grupo-
cabeca da fosfatidilcolina foi fortemente afetado quando multicamadas
lipidicas foram submetidas a pulsos de campo elétrico. Conclui-se que a
conformagdo do grupo cabeca foi bastante afetada, embora nenhuma
influéncia na estrutura e dindmica das cadeias de hidrocarbonetos possa ser
detectada [17]. Em células CHO eletropermeabilizadas, um novo pico
anisotropico em relacdo as células controle foi observado na analise
espectroscopica de P31 NMR dos componentes fosfolipidicos [18]. Uma
reorganizacdo da regido do grupo de cabecas polares levando a um
enfraquecimento da camada de hidratagdo pode ser responsavel por essas
observagoes. Isso também foi pensado para explicar a fusogenicidade de
longa duracdo induzida pelo campo elétrico dessas células.

B-2 Abordagens estruturais com tecnologias avangadas

A Microscopia de For¢ca Atomica (AFM) tem sido amplamente utilizada
para obter imagens em nanoescala de amostras biolodgicas vivas na auséncia
de qualquer colorag@o ou preparacgdo das células [19]. A AFM, nos modos
de imagem, pode sondar as modificagdes morfologicas das células
induzidas por eletroporacao (EP). No modo de espectroscopia de forca, €
possivel acompanhar as propriedades nanomecénicas de uma célula e
sondar as modificagdes mecanicas induzidas por EP. Uma ondulagéo
transitoria da superficie da membrana foi observada como consequéncia da
eletropermeabilizagdio e uma diminuicdo de 40% na elasticidade da
membrana foi medida em células CHO vivas [20]. Um efeito interno afetou
toda a superficie celular que pode estar relacionado a desestabilizagdo do
citoesqueleto.

Devido a natureza ndo linear e coerente da microscopia de geracao de
segundo harmoénico (SHG), os padroes de radiacdo 3D de membranas
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neuronais coradas eram sensiveis a distribuicdo espacial de dispersores no
patch iluminado e, em particular, & forma¢do de defeitos de membrana.
Densidades de dispersores mais altas (alteragdes de membrana), com
duracdo <5 milissegundos, foram observadas em setores da membrana
perpendiculares ao campo, enquanto densidades mais baixas foram
observadas em locais parcialmente tangentes [21, 22]. Densidades de poros
mais altas foram detectadas no polo dnodo (polo positivo) em comparacao
com o catodo (polo negativo).

Espectroscopia Coerente Anti-Stokes Raman (CARS) ¢é uma
espectroscopia sem etiqueta. Recentemente, foi usado para confirmar que
as proteinas foram afetadas ao longo da eletropermeabilizagdo [23, 24].

Os resultados do CARS sao indicativos de uma alteragdo das moléculas
interfaciais de agua, uma consequéncia direta da fusogenicidade das
membranas eletropermeabilizadas [25].

C- Aspectos praticos da eletropermeabilizagcao

C-1 A peneiragao da eletropermeabilizagao

A eletropermeabilizacdo permite uma livre difusdo pos-pulso de
pequenas moléculas (até 4 kDa), qualquer que seja sua natureza quimica.
Os compostos polares atravessam facilmente a membrana. Contudo, a
caracteristica mais importante ¢ que essa organizacdo reversivel da
membrana, no entanto, tem vida longa nas células. A difusdo é observada
durante os primeiros segundos e minutos apds o pulso na ordem de
milissegundos. A maior parte deste intercambio ocorre apds o pulso [10,
11]. O resselamento dos varios defeitos da membrana e da permeabilizacao
induzida é um processo de varias etapas de primeira ordem, que parece ser
controlado pela reorganizacdo de proteinas e organelas. Porém, como para
outros danos macroscopicos a membrana plasmatica, foi demonstrado que
a eletropermeabilizagdo causa a exocitose das vesiculas internas
(lisossomas) para reparar o dano & membrana, um processo mediado pelo
célcio denominado exocitose lisossomal. A resselagem da membrana &,
portanto, um processo celular.

C-2 Intercambio transmembranar associado

A transferéncia molecular de pequenas moléculas (<4 kDa) através da
area permeabilizada é conduzida principalmente pelo gradiente de
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concentragdo através da membrana. Forgas eletroforéticas durante o pulso
podem contribuir [10]. A difusdo por gradiente de concentracdo de
moléculas polares de baixo peso apds o pulso pode ser descrita usando a
equacdo de Fick em sua membrana eletropermeabilizada [9]. Isso da a
seguinte formula para uma determinada molécula S ¢ uma célula com um
raio 7

B(S,0) =277 - Py - AS - X (N, T) (154 exp(—k - (N, T) 1) (4)

onde @ (S, £) é o fluxo no tempo ¢ apo6s os pulsos N de duragdo 7 (o intervalo
entre os pulsos sendo curto em comparac¢ao com ¢), Py € o coeficiente de
permeabilidade de S através da membrana permeabilizada e AS ¢ a diferenga
de concentragdo de S através da membrana. X esta relacionado a densidade
de defeitos de condugdo na regido afetada pelo campo na superficie da
célula. E, depende de r (tamanho). O intervalo entre os pulsos esta
claramente desempenhando um papel na definicdo de X, mas isso ainda
precisa ser investigado em detalhes. A  caracterizagdo da
eletropermeabilizagdo depende claramente do transporte de S através de P
e da sensibilidade de sua detecgdo. Para uma determinada célula, o tempo
de resselagem (reciproco de k) ¢ uma fun¢do da duragdo do pulso, mas ndo
da intensidade do campo como verificado por videomicroscopia digital [9].
Observa-se um forte controle por parte da temperatura. A integridade do
citoesqueleto deve ser preservada [27]. A resselagem das membranas
celulares € um processo complexo controlado pelo nivel de ATP. Células
privadas de nutrientes sdo frageis. Uma questdo em aberto ¢ saber se ¢ um
auto-resselamento ou se outros componentes da célula estdo envolvidos. A
fusdo de organelas pode estar envolvida, como no caso de outro reparo de
membrana que ocorre apds dano induzido por laser. A resselagem ¢
complexa, pois o cancelamento da permeabilizacdo é obtido quando pulsos
bipolares com um curto intervalo entre pulsos sdo administrados [29,30].

C-3 Respostas celulares

Quando as células sdo submetidas a pulsos de campo elétrico de curta
duracdo ocorre um vazamento de metabolitos do citoplasma, o que pode
levar a perda de viabilidade celular. Isso pode ocorrer logo apos o pulso
(morte a curto prazo) ou em um periodo muito mais longo, quando as
células j& estavam novamente seladas (morte a longo prazo) [27]. As
espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo geradas nos loci permeabilizados,
dependendo dos parametros do campo elétrico [28]. Essas ROS podem
afetar a viabilidade celular. Esta ¢ uma grande desvantagem para a
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transferéncia de espécies sensiveis (acidos nucleicos). Adicionar
antioxidantes ¢ uma abordagem segura [31].

Quando uma célula é permeabilizada, pode ocorrer um inchago
osmotico, levando a entrada de dgua na célula. Este aumento do volume
celular esta sob o controle da duragdo do pulso e, claro, do estresse osmoético
[32].

Ha uma perda da assimetria da bicamada de fosfolipidios da membrana
dos eritrocitos [33] devido ao edema osmotico induzido levando a hemdlise.

Um estresse mecanico esta presente durante a entrega do pulso quando
altos campos estdo presentes, como mostrado pela ocorréncia de ondas de
choque [34] o que resulta em uma resposta biologica [35].

Conclusao

Todas as observagdes experimentais sobre eletropermeabilizagdo celular
estdo em conflito com um modelo simplista, onde ¢ proposto que a
eletropermeabilizagdo ¢ o resultado de buracos perfurados em uma
bicamada lipidica (ver [36] como uma revisdo recente). Modificacdes
bioquimicas como a oxidagdo de lipidios podem estar presentes, conforme
sugerido por bolhas de membrana formadas logo apo6s a liberagdo do pulso
elétrico [37, 38]. Mudangas estruturais na organizagdo da membrana que
fundamentam a permeabilizagdo permanecem mal caracterizadas. Novas
informagdes sdo fornecidas por simulacdes computacionais baseadas em
granulagdo grossa. No entanto, € possivel, por meio de uma selecdo
cuidadosa dos parametros de pulsacdo de acordo com o tipo celular,
introduzir qualquer tipo de moléculas polares em uma célula de mamifero,
preservando sua viabilidade. Os processos que suportam a transferéncia sao
muito diferentes para moléculas diferentes. A transferéncia ¢ mediada
eletroforeticamente durante o pulso e esta presente principalmente apos o
pulso conduzido pela difusdo de pequenas moléculas carregadas (fArmacos)
[39, 9]. SiRNA sdo transferidos apenas pelo arraste eletroforético presente
durante o pulso [40]. Os plasmideos de DNA sido acumulados em pontos na
superficie da célula eletropermeabilizada durante o pulso e sdo translocados
lentamente no citoplasma ao longo de microtubulos por um processo
metabolico [41, 42].

A eletropermeabilizacdo da membrana celular ¢ um processo complexo.
Para melhorar nosso conhecimento, é necessario muito cuidado na
descri¢do do protocolo experimental [43].
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APPENDIX - Transporte transmembranar

Introducao

O transporte transmembranar estd em conformidade com os principios
basicos da termodindmica. Um principio geral da termodinamica que rege
a transferéncia de substincias através de membranas e outras superficies ¢
que a troca de energia livre, AG, para o transporte de uma substancia de
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concentracdo C; para outro compartimento onde estd presente na
concentracdo (, isto é:
%
AG = RT log—
&}
(T, temperatura; R, constante dos gases, isto é: 8.3145 J/mol-K.)

Quando C; é menor que C;, AG ¢é negativo e 0 processo ¢
termodinamicamente favoravel. Conforme a energia ¢ transferida de um
lugar para outro, um equilibrio sera alcangado onde C> = C; (AG = 0). No
entanto, existem circunstancias relevantes para o funcionamento in vivo das
membranas biologicas, nas quais este equilibrio ndo sera alcangado. Pode
existir um potencial elétrico de membrana que pode influenciar a
distribuicdo dos ions. Por exemplo, para o transporte de ions do exterior
para o interior de uma célula,

AG = RT log <inside 4 7pAp (1)
Coutside

Onde F ¢ a constante de Faraday, Z a carga do ion e AP o potencial
transmembranar. Se AP for negativo e Z for positivo, a contribui¢do do
termo ZFAP para AG serd negativa, ou seja, favorecera o transporte de
cations para fora da célula. Assim, se a diferenca de potencial for mantida,
o estado de equilibrio AG=0 nao correspondera a uma concentracio
equimolar de ions em ambos os lados da membrana.

Difusao passiva

A difus@o simples e a osmose sdo em alguns aspectos semelhantes. A
difusdo simples € o movimento passivo do soluto em uma concentragdo alta
para uma concentracdo mais baixa até que a concentracdo do soluto seja
uniforme e atinja o equilibrio. A osmose ¢ muito semelhante a difusdo
simples, mas descreve especificamente o movimento da dgua (ndo o soluto)
através de uma membrana permeavel até que haja uma concentracao igual
de soluto em ambos os lados da membrana. Tanto a difusdo simples e a
osmose sdo formas de transporte passivo

ac
J=-D% @)

Deriva eletroforética

Quando um campo elétrico externo E esta presente, ele tem uma agao
sobre as moléculas do buffer. Se a molécula estiver carregada (4acidos
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nucleicos, ions, corantes), ela migrara em um campo elétrico para o eletrodo
de carga oposta.

Considere o caso simples de uma particula carregada (+Q) movendo-se
em um campo elétrico (£) em um meio mal condutor, como a agua. Se a
particula esta se movendo a uma velocidade constante em dire¢do ao catodo
(eletrodo negativo), a forca liquida Fy, na particula € 0 (uma vez que F'=ma,
e a aceleragdo (a) da particula € 0 a uma velocidade constante). Duas forcas
sdo exercidas sobre a particula, a for¢a exercida sobre a particula carregada
pelo campo F., que esta na direcdo do movimento (em dire¢do ao catodo),
e a forga de atrito na particula carregada, F, que retarda seu movimento em
direcdo ao catodo.

Portanto:

FtotZFe+Ff=0a (3)

onde F. = QF (a forga elétrica) e Fy= -fv (a for¢a de atrito),

onde v ¢ a velocidade da particula e f ¢ uma constante chamada de
coeficiente de atrito. A ultima equacdo mostra que a forga Frque impede o
movimento em dire¢do ao catodo é proporcional a velocidade da particula
(Nota: no caso de particulas carregadas negativamente, como acidos
nucleicos, as diregoes das forgas sdo invertidas ¢ a dire¢do do movimento
também).

O coeficiente de atrito depende do tamanho e da forma da molécula.
Quanto maior a molécula, maior o coeficiente de atrito (ou seja, mais
resisténcia ao movimento da molécula). O coeficiente de atrito para uma
particula esférica ¢ dado por

f = 6mR; (4)

onde n ¢ a viscosidade e R, (raio de Stokes) ¢é o raio da esfera hidratada.
De (1), (2) e (3), Fe = Fy, ou

QE = fv )

Portanto v/E = Q/f = U = mobilidade eletroforética, ou

U=2=-2 (6)
E 2mNRg
Os contra-ions na solugdo (dos sais) formam uma nuvem em torno da
macromolécula carregada e protegem parcialmente a particula carregada do
campo elétrico E.
Quando o campo ¢ distribuido através de uma membrana “porosa”, o
atrito ¢ critico. “Poroso” significa que defeitos estruturais transitorios estao
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presentes. As moléculas menores podem passar pelos defeitos da membrana
mais facilmente do que as moléculas maiores, portanto, ha um mecanismo
de peneiramento adicional que contribui para um transporte efetivo.

Nota: a nomenclatura do eletrodo pode ser confusa para alguns leitores.
Como mencionado acima, os cations se movem em dire¢do ao catodo (onde
ocorre a redugdo), entdo o catodo deve ser negativo. Da mesma forma, o
anion se move em dire¢do ao dnodo (onde ocorre a oxidagdo), entdo o anodo
deve ser positivo.

Difusao facilitada

A difusdo facilitada, também chamada de osmose mediada por carreador,
¢ o movimento das moléculas através da membrana celular por meio de
proteinas de transporte especiais que estdo embutidas na membrana celular.
Moléculas grandes e insoliveis como glicose, vesiculas e proteinas,
requerem uma molécula carreadora para se mover através da membrana
plasmatica. A difusdo facilitada ¢ um processo passivo: os solutos se
movem por seu gradiente de concentragdo e ndo requerem gasto de energia
celular.

Transporte ativo e cotransporte

No transporte ativo, um soluto ¢ movido contra uma concentragdo ou
gradiente eletroquimico através de proteinas de transporte que consomem
energia metabolica, geralmente ATP. No transporte ativo primario, a
hidrolise do provedor de energia (por exemplo, ATP) ocorre diretamente a
fim de transportar o soluto em questdo (enzimas ATPase). No transporte
ativo secunddrio, o fornecedor de energia atua indiretamente; a energia ¢
armazenada em um gradiente eletroquimico para transportar um composto
alvo contra o gradiente.

O transporte ativo primario ¢ mediado pela formagdo de um complexo
substrato-transportador; portanto, cada proteina de transporte tem uma
constante de afinidade para um soluto. Isso é equivalente ao caso de uma
enzima para a constante de Michaelis-Menten.

- o

Outra caracteristica importante do transporte ativo, além de sua
capacidade de intervir mesmo contra um gradiente, sua cinética ¢ o uso de
ATP, é sua alta seletividade.
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Bombas

Uma bomba ¢ uma proteina que hidrolisa o ATP para transportar um
determinado soluto através de uma membrana e, ao fazer isso, gera um
potencial de membrana de gradiente eletroquimico. Este gradiente é de
interesse como um indicador do estado da célula por meio de pardmetros
como o potencial de Nernst

RT [ion fora da célula]

E =

(8)

zF  [ion dentro da célula]

Com o bombeamento ativo, a equacdo de Goldman da o potencial de
repouso

E RT Z{V PM?' [M;]out-'-z?l PA]T [AJ_']in
= —1n
" [47]
out

N + M
F > PM;r[Mi l;,+2] Pay

E,, € o potencial transmembranar, Pion é a permeabilidade para esse ion,
[ion]ow ¢ a concentracdo extracelular desse ion, [ion]in ¢ a concentragdo
intracelular desse ion.

9

Transporte por vesiculas

Vesiculas especializadas que medeiam o transporte por interacdes
complexas com a membrana. Seu contetido intra-vesicular ¢ entregue ao
outro lado da membrana. Isso é chamado de transcitose (endo e exocitose).

O processo ¢ ativo, o que significa que requer energia ¢ a agdo da
maquinaria celular.

Leituras e videos sugeridos

e  https://www.khanacademy.org/test-prep/mcat/cells/transport-across-a-cell-
membrane/a/passive-transport-and-active-transport-across-a-cell-membrane-article

e  http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/vesiclebudding.html

e  http://www.like2do.com/learn?s=Membrane_vesicle_trafficking

e Popescu I. Aurel, Biophysics. Current Status and Future Trends, Publishing House of
the Romanian Academy, 2016
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Capitulo 4

Transferéncia de Acidos Nucleicos In vitro

Marie-Pierre Rols

Instituto de Farmacologia e Biologia Estrutural, Toulouse, Franca

Resumo: As membranas celulares podem ser permeabilizadas transitoriamente
pela aplicagdo de pulsos elétricos. Esse processo, chamado de
eletropermeabilizagdo ou eletroporagdo, permite que moléculas hidrofilicas, como
farmacos anticancer e acidos nucleicos, entrem nas células e tecidos-alvo. O
conhecimento dos processos envolvidos na permeabilizacdo da membrana ¢ na
transferéncia génica ¢ imprescindivel para que este método promissor seja utilizado
de forma eficiente e segura. O comportamento das membranas e das células,
durante e ap6s a aplicagdo do campo elétrico, deve, portanto, ser considerado. A
descricdo dos mecanismos beneficia-se de estudos realizados em diferentes
modelos bioldgicos (vesiculas lipidicas, células em cultura 2D e 3D) e de diferentes
ferramentas de microscopia que permitem visualizar os processos. Experimentos
de imagem de célula Unica revelaram que a absor¢do de moléculas (drogas
antitumorais, acidos nucleicos) ocorre em regides de membrana bem definidas e
dependem de suas propriedades quimicas ¢ fisicas (tamanho, carga elétrica).
Moléculas pequenas podem cruzar livremente a membrana eletropermeabilizada e
ter livre acesso ao citoplasma. Moléculas mais pesadas, como o DNA plasmidial,
enfrentam barreiras fisicas (membrana plasmatica, aglomeragdo de citoplasma,
envelope nuclear) que engendram um complexo mecanismo de transferéncia. A
eletrotransferéncia génica, de fato, envolve diferentes etapas, ocorrendo em escalas
de tempo relativamente grandes. Como sera apresentado neste capitulo, essas
etapas incluem a interacdo inicial com a membrana eletropermeabilizada,
atravessar a membrana, o transporte dentro da célula em dire¢do ao nucleo e,
finalmente, a expressao génica.
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Introducao

A terapia génica ¢ uma op¢ao de tratamento para uma série de doengas,
como disturbios hereditarios e cancer. Apesar de muitos métodos de
vetorizacdo terem sido desenvolvidos nas tltimas décadas, a técnica ainda
precisa ser aprimorada para ser eficiente e segura [1]. Dentre as diferentes
abordagens, a eletroporagao aparece como a mais promissora. Este método
fisico pode ser usado com eficiéncia para a entrega direcionada de
moléculas em uma ampla gama de células e tecidos [2]. A eletroporagdo ¢é
hoje uma técnica bem conhecida de transfec¢do de células usada em
laboratorios. A vacinag@o e a terapia génica oncologica sdo os principais
campos de aplicacdo da eletrotransferéncia de DNA na pesquisa clinica [3,
4]. A translacdo de estudos pré-clinicos em ensaios clinicos comegou ha 10
anos. O primeiro ensaio clinico de eletroporacdo de plasmideo realizado em
pacientes com melanoma metastatico mostrou resultados promissores (5).
O método também tem sido usado com sucesso no tratamento de animais
de companhia. No entanto, apesar do trabalho pioneiro sobre a
eletrotransferéncia de DNA plasmidial em células ter sido iniciado ha mais
de 30 anos [6], muitos dos mecanismos subjacentes a eletropermeabilizacdo
de membrana e eletrotransferéncia de DNA ainda precisam ser elucidados.
Mesmo que a eletrotransferéncia in vitro seja eficiente em quase todas as
linhagens celulares, a entrega e a expressdo de genes em tumores in vivo
podem ndo ser tdo eficientes quanto por vetores virais. E, portanto,
imprescindivel, para aumentar a transferéncia e expressdo génica
preservando a seguranca, aumentar o conhecimento sobre 0os mecanismos.
Este capitulo tem como objetivo descrever os aspectos basicos da
eletropermeabilizacdo de membrana e entrega de genes as células e, ao fazé-
lo, fornece algumas dicas para realizar experimentos e otimizar protocolos.

Eletropermeabilizagcao da membrana

O basico

As células t€ém um potencial transmembranar em repouso que € uniforme
ao longo de toda a sua membrana plasmatica. A exposi¢do de células vivas
a pulsos elétricos curtos e intensos induz mudancgas a depender da posicao
desse potencial transmembranar. Sendo dependente do angulo entre a
diregdo do campo elétrico e o normal da membrana, os efeitos do campo
elétrico ndo sdo uniformes ao longo da membrana. Os efeitos maximos
estdo presentes nos polos das células voltados para os eletrodos quando o
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potencial transmembranar resultante atinge um valor limiar. Acima desse
limiar, ocorre a permeabilizagdo da membrana celular. A
eletropermeabilizagdo da membrana plasmatica ¢ um pré-requisito para a
eletrotransferéncia de genes, uma vez que os acidos nucleicos sdo moléculas
grandes e altamente carregadas que ndo conseguem entrar nas células.

A maneira de conduzir um experimento

A eletropermeabilizagdo pode ser realizada de diferentes maneiras,
dependendo da forma como as células foram cultivadas. Para células
cultivadas em placas de Petri, o0 meio de cultura pode ser removido e
substituido por um tampao iso-osmoético de baixo teor idnico. Este buffer
de pulsagdo permite limitar o efeito Joule e, portanto, ajudar a preservar a
viabilidade celular. A composi¢ao deste meio é geralmente um tampao de
fosfato 10 mM, sacarose 250 mM e MgCl, 1 mM. Do ponto de vista pratico,
o fundo da placa de Petri pode servir como camara de eletropulsagdo. Para
células em suspensdo, as células ressuspensas no buffer de pulsagdo sdo
colocadas em cubetas compradas ou feitas artesanalmente no laboratorio,
que podem ser facilmente obtidas colocando os eletrodos no fundo da placa
de Petri (ver Figura 1). Os pulsos elétricos sdo fornecidos por meio de um
conjunto de eletrodos conectados ao gerador de pulsos. Na maioria dos
experimentos, geradores de pulsos elétricos de onda quadrada sdo usados.
Ao contrario dos geradores de decaimento exponencial, eles permitem o
controle independente da amplitude dos pulsos do campo elétrico E e de sua
duracdo T. Isso é importante para células de mamiferos que nao possuem
parede celular e, portanto, sdo mais afetadas por pulsos elétricos do que
bactérias e leveduras. Os parametros de pulso elétrico devem ser
selecionados considerando as caracteristicas das células, em particular seu
tamanho. Um passo fundamental para garantir ainda mais a
eletrotransferéncia ¢ a expressdo do DNA ¢é determinar as melhores
condi¢des elétricas, permitindo assim a permeabilizacdo da membrana
plasmatica e a preservacdo da viabilidade celular.
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Figura 1: Dicas para seus experimentos. As células sdo pulsadas em placas de
Petri ou em cubetas. As células permeabilizadas e viaveis sdo plotadas para definir
as condigdes otimas ((1) E <Ep ou logo acima, permeabilizagdo ineficaz; (2) E >>
Ep, perda de viabilidade; (3) melhores valores).

O uso de microscopia de video permite a visualizagdo do fendmeno de
permeabilizagdo a nivel de uma unica célula. Os indicadores fluorescentes
de permeabilizacdo da membrana, como o iodeto de propidio (PI), sdo
muito convenientes para detectar a eletrotransferéncia de moléculas para o
citoplasma. Eles podem simplesmente ser adicionados as células antes da
aplicacdo dos pulsos elétricos. A absor¢do do corante fluorescente nas
células € a assinatura da eletropermeabilizacdo da membrana. Qualquer que
seja o valor da duragdo T dos pulsos, a permeabilizagdo s6 aparece acima
de um valor limite de intensidade de pulso E, denominado Ep. Portanto, o
primeiro experimento a realizar consiste em submeter as células a valores
crescentes de E e determinar a eficiéncia de permeabilizacdo (ou seja, a
porcentagem de células que foram eletropermeabilizadas, células cujos
nucleos se tornaram fluorescentes). Para E <Ep, que no exemplo da Figura
1 ¢ igual a 0,3 kV/cm, ndo ocorreu permeabilizacdo. Acima de E, tal
aumento leva a permeabilizacdo progressiva de toda a populagio de células,
que ¢ obtida a 0,8 kV/cm. Em seguida, o proximo passo ¢ a determinacao
da viabilidade celular. Para valores de campo superiores a 0,9 kV/cm, a
viabilidade ¢ afetada. Uma vez obtidos, este tipo de resultados permite
facilmente definir as melhores condigdes para a permeabilizacdo da
membrana e também para a eletrotransferéncia génica. No exemplo
mostrado na Figura 1, os valores do campo elétrico que podem ser usados
variam de 0,6 a 1,0 kV/cm.

A cinética da permeabilizagcao da membrana celular

A eletropermeabilizagdo de células é um processo rapido que pode ser
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detectado imediatamente apds a aplicacdo de pulsos elétricos.
Normalmente, o transporte através da membrana ndo ¢ homogéneo em toda
a membrana celular. Ocorre nas laterais das células voltadas para os
eletrodos de forma assimétrica, onde é mais pronunciado no lado voltado
para o anodo das células do que no lado voltado para o catodo (Figura 2),
ou seja, ocorre mais na area hiperpolarizada do que na despolarizada, o que
estd de acordo com as consideragdes teodricas e experimentais, conforme
explicado em outros capitulos. A eletropermeabilizagdo pode ser descrita
como um processo de 3 etapas em relacdo ao campo elétrico: (i) antes da
eletropulsag@o, a membrana plasmatica atua como uma barreira fisica que
impede a livre troca de moléculas hidrofilicas entre o citoplasma celular e
0 meio externo; (ii) durante a eletropulsacdo, quando os parametros dos
pulsos sdo definidos corretamente, E> Ep, ocorre a formagao de estruturas
permedveis transitorias voltadas para os eletrodos permite o intercdmbio de
moléculas. Observa-se que o iodeto de propidio acessa rapidamente o
interior da célula pelas regides voltadas para os eletrodos, principalmente
no local voltado para o dnodo; (iii) apos a eletropulsagdo, a membrana pode
permanecer permeavel antes que ocorra a resselagem [7]. O tempo de vida
de permeabilizacdo pode ser avaliado adicionando os corantes fluorescentes
em varios momentos apos os pulsos. Se a membrana celular ainda for
permeavel, a célula ficara fluorescente. A resselagem varia de alguns
segundos (quando as células sdo colocadas a 37 ° C logo apds a pulsacdo)
a varias horas (quando as células sdo mantidas no gelo) de acordo com as
condi¢des experimentais (temperatura e parametros de pulso). No entanto,
deve-se levar em consideracdo que a viabilidade pode ser afetada, uma vez
que ocorrera a liberagdo de ATP. Portanto, ¢ melhor evitar manter as células
em baixa temperatura apds a aplicagdo do pulso.

Quaisquer que sejam as moléculas usadas para detectar a
permeabilizagdo (se forem pequenas e carregadas), uma transferéncia direta
para o citoplasma da célula é observada. Quando adicionadas apds a
eletropulsacdo, as moléculas ainda podem penetrar nas células, mas de
forma menos eficiente porque o campo elétrico atua tanto na
permeabilizacdo da membrana quanto no arraste eletroforético das
moléculas do exterior para o citoplasma. O mecanismo de
eletrotransferéncia envolvido ¢, de fato, especifico para as propriedades
fisico-quimicas da molécula [8].

Avangcar no conhecimento dos mecanismos envolvidos, em particular na
elucidacdo das estruturas das membranas responsaveis pela transferéncia de
moléculas, ainda € um desafio biofisico. Foi proposto que poros hidrofilicos
eram criados e sua formagao foram confirmadas através de modelagem por
dinamica molecular. Mas sua existéncia em células permeabilizadas ainda
precisa ser provada. O embaralhamento de fosfolipidios ¢ mudangas na
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mobilidade lateral das proteinas tém sido observados, sugerindo que parte
da superficie da membrana é ocupada por defeitos ou poros e que essas
estruturas se propagam rapidamente sobre a superficie celular [9]. Pode-se
também utilizar a microscopia de forga atdomica (AFM) para visualizar
diretamente as consequéncias da eletropermeabilizacdo ¢ para medir
localmente a elasticidade da membrana. Os resultados obtidos em células
CHO fixas e vivas evidenciam um efeito interno que afeta toda a superficie
celular, que pode estar relacionado a desestabilizacdo do citoesqueleto.
Assim, AFM aparece como uma ferramenta util para investigar o processo
basico de eletroporagdo em células vivas na auséncia de qualquer coloracao
(10, 11).

Captacédo de PI

24 horas

2- Trafego intracelular

Complexosde  1- Interagdo DNA/
DNA/Membrana Membrana

Figura 2: Mecanismos de eletrotransferéncia da molécula. Esquerda - Durante a
aplicag@o de pulsos elétricos: A membrana plasmatica € eletropermeabilizada na
regido voltada para os 2 eletrodos (captagio de iodeto de propidio - PI). Complexos
agregados de DNA sdo formados. Essa interagdo ocorre apenas na membrana
voltada para o catodo. Direita - Cerca de 2h ap6s a aplicagdo dos pulsos elétricos,
as moléculas de DNA estdo presentes ao redor do nucleo. Finalmente, a expressao
de eGFP ¢ detectada por horas. A seta indica a direcdo do campo elétrico.

O fato de que toda a superficie celular ¢ afetada ndo € tdo 6bvio, uma
vez que a permeabilizacdo so ¢ induzida em regides especificas das células.
Assim, mesmo que nem todos os mecanismos de eletropermeabilizagdo (ou
eletroporacdo) da membrana sejam totalmente compreendidos e a
existéncia das estruturas exatas responsaveis pela captacdo de moléculas
ainda esteja em debate, este método fisico de vetorizagdo tornou-se um dos
mais eficientes para a entrega de genes.
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Mecanismos de eletrotransferéncia de moléculas de DNA em
células

O que é conhecido sobre o processo

O primeiro experimento de transferéncia de genes mediada por
eletroporacdo foi publicado ha mais de 30 anos [6]. A transla¢do para a
clinica se beneficiou do aumento do conhecimento dos mecanismos
envolvidos na eletrotransferéncia de acidos nucleicos deste entdo. Quanto a
eletropermeabilizagdo, estudos de uma tnica célula ajudaram a descrever o
processo de eletrotransferéncia do DNA.

Além da permeabilizacdo da membrana, a eletrotransferéncia de DNA ¢é
dependente da eletroforese do DNA. O oligonucleotideo deve estar presente
durante o pulso para ser posteriormente transferido ao citoplasma. A
mobilidade eletroforética do DNA plasmidial (pDNA) nao depende do seu
namero de pares de bases. Pulsos curtos com alta intensidade de campo
podem ser usados, mas sdo menos eficazes do que pulsos longos com baixa
intensidade de campo. Portanto, os parametros dos pulsos devem ser
determinados para tornar a membrana permeavel (E> Ep), preservando o
maximo possivel a viabilidade celular (acima de 30-50%). Genes reporteres
sdo uteis para otimizar o protocolo. Quanto a eletropermeabilizagao,
avaliacdes por microscopia de célula Unica e plasmideos fluorescentes
podem ser usados para visualizar ¢ determinar as diferentes etapas da
eletrotransfeccdo. Os plasmideos podem ser marcados com corantes
fluorescentes para permitir a visualizacdo de sua eletrotransferéncia.
Moléculas de DNA, com carga negativa, migram eletroforeticamente
quando submetidas ao campo elétrico. Sob campos elétricos que sdo muito
pequenos para permeabilizar a membrana (E<Ep), o DNA simplesmente
flui ao redor da membrana na dire¢ao do anodo. Acima do valor do campo
elétrico critico, a partir do qual ocorre a permeabilizagdo celular (E>Ep), o
DNA interage com a membrana plasmatica.

Interagcdo DNA/Membrana

A interagdo ocorre apenas no polo da célula ao lado do catodo e isso
demonstra a importancia das forcas eletroforéticas na fase inicial da
interacdo DNA/membrana. Quando ocorre a interagio DNA/membrana,
observa-se a formagdo de “microdominios” cujas dimensdes estdo entre 0,1
¢ 0,5 pm (Figura 2). Também sao vistos aglomerados ou agregados de DNA
que crescem durante a aplicagdo do campo. No entanto, uma vez que o
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campo ¢ cortado, o crescimento desses aglomerados ¢ interrompido. A
eletrotransferéncia de DNA pode ser descrita como um processo de varias
etapas: 0 DNA carregado negativamente migra eletroforeticamente em
diregdo a membrana plasmatica no lado do catodo, onde se acumula. Essa
interagdo, que é observada por varios minutos, dura muito mais do que a
duracdo do pulso do campo elétrico. A transloca¢ao do plasmideo da
membrana plasmatica para o citoplasma e sua passagem subsequente para
o envelope nuclear ocorre com uma cinética que varia de minutos a horas.

A dinamica do processo

A interagdo DNA/membrana e, como consequéncia direta, a expressdao
génica, dependem da polaridade do pulso elétrico, da frequéncia de
repeticdo e da duracdo do pulso. Ambos sdo afetados pela inversdo da
polaridade e pelo aumento da frequéncia de repeticdo ou da duragdo dos
pulsos. Essas observagdes revelaram a existéncia de 2 classes de interagdo
DNA/membrana: (i) um complexo de DNA/membrana metaestavel a partir
do qual o DNA pode sair e retornar ao meio externo e (ii) um complexo de
DNA/membrana estavel, onde o DNA ndo pode ser removido, mesmo
aplicando pulsos elétricos de polaridade invertida. Apenas o DNA
pertencente a segunda classe leva a expressdo génica efetiva [12]. A
dindmica da formagdo de membrana/complexos foi mal compreendida
porque as observagdes diretas foram limitadas a escalas de tempo que
excedem varios segundos. No entanto, a medicdo experimental do
transporte de DNA plasmidial e iodeto de propidio com resolugao temporal
de 2 ms foi realizada gragas a camera de alta velocidade e sensibilidade, o
que permitiu a visualizacdo do processo de interagdio DNA/membrana
durante a aplicag@o do pulso [13]. Complexos plasmidicos ou agregados,
comecam a se formar em locais distintos na membrana celular durante o
primeiro pulso. O aumento do niimero de pulsos nao leva a criag@o de novos
sitios, mas ao aumento da quantidade de DNA. A formacdo de complexos
de plasmideo em locais fixos sugeriu que dominios de membrana podem
ser responsaveis pela captagdo de DNA e sua falta de mobilidade (conforme
observado diretamente ao microscopio ou quantificado por medi¢des de
Recuperacao de Fluorescéncia Apos Fotobranqueamento - FRAP) pode ser
devido a sua interagdo com o citoesqueleto de actina. Como sera descrito
posteriormente neste capitulo, varias publicagdes relataram evidéncias para
o envolvimento do citoesqueleto [14, 15]. A dindmica de todo o processo €
relatada na Tabela 1. Se a entrega de pulso ocorre em uma escala de tempo
relativamente curta (us a ms), o trafego subsequente de DNA plasmidial
ocorre durante os minutos e horas ap6s a entrega do pulso.
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Tabela 1. Cinética das diferentes etapas envolvidas na entrega do gene.

gsﬁcl%%‘ de  Etapas envolvidas na entrega eletromediada de DNA  Referéncia

us A membrana plasmatica voltada para os eletrodos ¢  (7)
permeabilizada

ms Migragdo eletroforética de DNA em dire¢do a (7,13)
membrana

S Formacao do complexo DNA/membrana (12)

min Conversdo da forma metaestavel do complexo (13)
DNA/membrana em uma forma estavel

hora Difusdo/translocacdo do DNA através da membrana (14, 15)

dia Transporte de DNA em dire¢do ao nucleo ao longo do (16)
citoesqueleto

Transferéncia de DNA através do citoplasma

O processo de transferéncia do plasmideo através do citoplasma celular
para o envelope nuclear ¢ um processo complexo [17]. A principio, micro-
agregados de DNA ou vesiculas cheias de DNA podem ser muito grandes
para passar pelos poros formados por eletroporagdo. No entanto, as
moléculas de DNA individuais, embora possam passar pelos eletroporos,
tém uma mobilidade limitada dentro da célula e podem ser totalmente
degradadas antes de chegarem ao nticleo. E possivel e vale a pena investigar
a possibilidade de que o citoesqueleto de actina reaja a presenca de
agregados de DNA e desempenhe um papel importante no transporte
intracelular subsequente. Parece razoavel que apenas agregados além de um
certo tamanho (algumas centenas de nandmetros) podem induzir uma
resposta celular biolégica e podem ser transportados pela célula. Além
disso, o fato de o DNA estar na forma agregada significa que o DNA
presente no centro do agregado esta relativamente protegido da degradagao.
Portanto, para fins de terapia génica, o ideal ¢ que o DNA entre na célula
como moléculas tinicas, mas o transporte subsequente em dire¢ao ao nucleo
seja, por razdes bioldgicas (possivelmente induzindo uma resposta do
citoesqueleto de actina) e fisicas (diminuindo a degradagdo enzimatica),
otimizado se o DNA estiver em uma forma agregada de tamanho micro.

Mesmo se o primeiro estagio da eletrotransfec¢do do gene, ou seja, a
migracdo do DNA do plasmideo em direcdo a membrana plasmatica
eletropermeabilizada e sua interagdo com ela, se tornar compreendida, as
diretrizes para melhorar a eletrotransferéncia do gene nao podem resultar
apenas da maneira como os parametros de pulso foram selecionados. A
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expressdo do pDNA ¢é controlada pela viabilidade da populacdo celular
pulsada e a expressdo bem-sucedida do plasmideo depende de sua migragdo
subsequente dentro da célula. Portanto, as propriedades difusionais
intracelulares do DNA plasmidial, bem como sua instabilidade metabolica
e translocagdo nuclear, representam fatores celulares limitantes que devem
ser levados em consideragdo. O citoplasma é composto por uma rede de
sistemas de microfilamentos e microtibulos, juntamente com uma
variedade de organelas subcelulares presentes no citosol. A estrutura em
forma de malha do citoesqueleto, a presenca de organelas e¢ a alta
concentracdo de proteinas demonstram que ha um aglomerado molecular
substancial no citoplasma que impede a difusdo do DNA plasmidial. Esses
resultados aparentemente contraditorios podem ser conciliados com a
possibilidade de uma desmontagem da rede do citoesqueleto, que pode
ocorrer durante a eletropermeabilizagdo, e ¢ compativel com a ideia de que
0 citoplasma constitui uma importante barreira difusional a transferéncia
génica. Nas condi¢Oes induzidas durante a eletropermeabilizagdo, o tempo
que um DNA plasmidial leva para chegar aos nucleos ¢é significativamente
maior do que o tempo necessario para uma molécula pequena (horas em
comparagdo com minutos). Portanto, 0 DNA plasmidial presente no citosol
apos ser eletrotransferido pode ser perdido antes de atingir o nucleo, por
exemplo, devido a divisdo celular. Finalmente, ap6s o citoesqueleto, o
envelope nuclear representard o Ultimo, mas de forma alguma o menos
importante, obstaculo para a expressdo do DNA do plasmideo.



Transferéncia de Acidos Nucleicos In vitro 67

Passagem através do envelope nuclear e expressao génica

DNA plasmidial A Dineina 1—‘-1 Miosina VI
SU®
&, O O O & I Cinesina A Miosina V
Q0O 08 - e Proteinas adaptadoras
O E - Trajetorias
2 l + «» Proteina expressa
1 @ 3

Figura 3: Representac¢do esquemdtica do mecanismo de eletrotransferéncia de
DNA. Durante os pulsos elétricos, (1) a membrana plasmatica é permeabilizada,
(2) o DNA ¢ eletroforeticamente empurrado para a membrana celular, o que resulta
em (3) interagdes DNA-membrana. Apds a resselagem da membrana, (4) o DNA ¢
internalizado por endocitose e outros meios em que a actina pode assumir a forma
polimerizada. (5) Enquanto sdo ativamente transportados no citoplasma pelas redes
de actina e tubulina, os agregados de DNA passam pelos compartimentos
endossdmicos. O DNA livre interage com a proteina adaptadora para ser
transportado pelas proteinas motoras. Para que a expressdo génica ocorra, (6) o
DNA precisa escapar dos compartimentos endossomicos. Uma vez na regido
perinuclear, (7) o DNA cruza o envelope nuclear para ser expresso e (8) produz as
proteinas que serdo liberadas.

Um alto transporte nem sempre resulta em um alto nivel de expressdo. O
tamanho relativamente grande do DNA plasmidial torna improvavel que a
entrada nuclear ocorra por difusdo passiva. Experimentos de rastreamento
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de particula inica de agregados de DNA em células vivas mostraram como
0 DNA eletrotransferido é transportado no citoplasma em dire¢do ao nucleo.
Os modos de movimento dos agregados de DNA em células CHO foram
analisados. Um transporte ativo rapido dos agregados de DNA ocorre por
longas distancias. Os experimentos de rastreamento em células tratadas com
diferentes farmacos que afetam a rede de actina e tubulina demonstram
claramente que o transporte estd relacionado a rede de microtubulos
celulares (Figura 3, (16)).

Transporte ativo de agregados de DNA

Varios estudos apontam para a contribuicdo da endocitose na
eletrotransferéncia de DNA, mas mais investigagdes devem ser realizadas a
fim de entender que tipo(s) de endocitose estariam envolvidos. E preciso
entender também como os campos elétricos podem estimular tais processos.
Também deve-se destacar que qualquer modelo de endocitose explicaria
apenas a internalizagdo de moléculas grandes, uma vez que esta ndo suporta
o livre fluxo de moléculas pequenas através da membrana. Portanto, deve-
se considerar que ocorre em paralelo a outro modelo valido para a troca
transmembranar de moléculas pequenas. Um modelo que poderia conciliar
todos os modelos de internalizagdo do DNA seria que o DNA se acumula
onde os poros sdo formados e que sua insercao eletroforética na membrana
puxa o poro € a membrana plasmatica ao seu redor. Isso geraria uma
curvatura da membrana que poderia ser reconhecida como uma vesicula
endocitica emergente e induzir uma resposta da célula semelhante a um
processo endocitico, com o recrutamento de actina, clatrina, caveolina,
dinamina e outros reguladores endociticos [18, 19].

As trajetorias do DNA eletrotransferidos possuem momentos de
transporte ativo interrompidos por fases de quase imobilidade [15]. Durante
as fases de transporte ativo, os agregados de DNA apresentaram movimento
com velocidade de 250 nm/s em média, persistindo por 6s, 0 que gera um
deslocamento de 1,3 pum. No entanto, as distribuicdes foram bastante
amplas com velocidades de 50 nm/s a 3400nm/s, deslocamentos de 0,1 pm
a 12 um e duragdes de transporte ativo de 2s a 30s. Essas faixas estdo de
acordo com outros tipos de dinamica de particulas intracelulares, conforme
observado em virus, poliplexos, lipoplexos, receptores, endossomos e
mitocondrias. As velocidades mais baixas correspondem ao transporte
associado a actina. De fato, apds a ruptura dos microtubulos usando o
farmaco nocodazol, o transporte ativo do DNA ainda ocorreu, e as
velocidades medidas estavam na faixa esperada para motores de miosina
operando em actina - entre 50 nm/s e 300 nm/s para miosina VI e entre 250
nm/s e 500 nm/s para miosina V. Além do transporte por motores de
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miosina, o movimento relacionado a actina também pode ser devido a
explosdes de polimerizagio de actina, que foi relatado na condugao de virus,
bactérias ou endossomos da membrana plasmatica para o citosol com
velocidades médias variando de 50 a 600 nm/s.

Novos desafios para aumentar a expressao génica

Como mencionado acima, a densa estrutura do citoesqueleto impede a
difusdo livie do DNA no meio intracelular. O DNA plasmidial
eletrotransferido, contendo sequéncias especificas, poderia entdo usar a
rede de microtubulos e suas proteinas motoras associadas para se mover
através do citoplasma para o nticleo [20]. Portanto, limites claros de uma
expressdo génica eficiente usando pulsos elétricos sdo, além da passagem
de moléculas de DNA pela membrana plasmatica, o aglomerado
citoplasmatico e a transferéncia através do envelope nuclear. Um dos
principais desafios da terapia génica mediada por eletroporagao ¢ identificar
as etapas limitantes nesse processo complexo e encontrar estratégias para
superar esses obstaculos. Uma das estratégias possiveis para aumentar a
absor¢do de DNA nas células € usar pulsos curtos (10-300 ns), mas com alta
voltagem (at¢ 300 kV/cm), que afetam principalmente as estruturas e
fungdes intracelulares. A medida que a duragéo do pulso diminui, abaixo da
constante de tempo de carregamento da membrana plasmatica, os efeitos da
membrana plasmatica diminuem e os efeitos intracelulares predominam.
Uma ideia para melhorar o sucesso da transfeccdo €, portanto, realizar a
permeabilizagdo classica da membrana, permitindo a eletrotransferéncia do
DNA plasmidial para o citoplasma da célula e, depois, quando o DNA
atingir o envelope nuclear, permeabilizar especificamente os nucleos
usando esses nanopulsos curtos e fortes. Assim, quando usado em conjunto
com a eletropermeabilizacdo classica, os nanopulsos deram esperanca de
aumentar a expressao gé€nica [21]. No entanto, este trabalho ainda nao foi
replicado. Outra ideia € combinar pulsos elétricos e ultrassom auxiliado por
microbolhas de gas. Embora a eletroporagdo induza a formacdo de
agregados de DNA na membrana celular, a sonoporacao induz sua
propulsdo direta no citoplasma. Vinte e quatro horas depois, as células que
receberam eletrosonoporacdo demonstraram um aumento de quatro vezes
no nivel de transfeccdo e um aumento de seis vezes na eficiéncia de
transfeccdo em comparagcdo com as células que passaram apenas por
eletroporacdo [22]. A sonoporagdo pode, portanto, melhorar a transferéncia
de agregados de DNA eletro-induzidos, permitindo sua entrada livre e
répida nas células [23].



70  Marie-Pierre Rols

Vesiculas lipidicas e esferoides: outros modelos para estudar a
eletrotransferéncia génica

Voltando ao ponto de vista mecanicista e devido a complexidade da
composi¢do da membrana plasmatica, outras ferramentas experimentais
podem ser Uteis para caracterizar os dominios das membranas observados
durante a eletrotransferéncia génica. Para tanto, as vesiculas unilamelares
gigantes (GUV) representam uma maneira conveniente de estudar as
propriedades da membrana, como a composicdo da bicamada lipidica e a
tensdo da membrana [24]. Estas oferecem a possibilidade de estudar e
visualizar processos de membrana devido ao seu tamanho de célula e na
auséncia de qualquer restricdo devido ao citoesqueleto celular. GUVs
podem ser obtidas por métodos simples como a eletroformagdo, e sua
composi¢ao pode ser muito simples (um tnico tipo de fosfolipidio) ou mais
complexa (varios tipos de lipidios, incluindo o colesterol). Os experimentos
mostraram uma diminui¢do do raio da vesicula, que foi analisada como
sendo devido a perda de lipidios durante o processo de permeabilizagao.
Trés mecanismos responsaveis pela perda lipidica foram observados
diretamente: formacdo de poros, formagdo de vesiculas e formagdo de
tabulos, que podem estar envolvidos na captacao de moléculas. No entanto,
nenhuma interagdo entre o DNA plasmidial ¢ a membrana de GUVs pode
ser observada; uma transferéncia direta de DNA para o interior das GUVs
ocorreu durante a aplicacdo dos pulsos elétricos [25]. Isso da evidéncias
claras de que uma “bolha lipidica” nem sempre € relevante porque uma
célula e um tecido ndo sdo uma simples montagem de células unicas.
Portanto, é necessario desenvolver e utilizar diferentes modelos, desde
simples vesiculas lipidicas até modelos multicelulares esferoidais de
tumores, mais proximos de situagdes in vivo, para o entendimento do
processo de permeabilizacdo da membrana e eletrotransferéncia do DNA
nos tecidos. Cada um desse modelo tem vantagens e limites. Juntos, eles
podem ajudar no estudo de todos os processos (Tabela 2).

Tabela 2. Modelos podem abordar a eletropermeabilizagéo e processos de entrega
de genes.

Modelo Permeabilizagdo da membrana Eletrotransferéncia do
DNA

GUV Visualizagio direta da Falha ao abordar a

(Vesiculas permeabilizacdo da membrana e suas interacdo

upilamelares consequéncias (deformagdo, perda de DNA/membrana

gigantes) lipidios) (o DNA ¢ transferido

diretamente para dentro
da vesicula)
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Cultura celular Cinética da permeabilizagdo e suas  Visualizagdo da
2D consequéncias (mobilidade lateral ¢~ formacgdo do complexo
transversal de lipidios e proteinas) DNA/membrana e
acesso ao trafego de

DNA dentro das células
Cultura celular Difusédo e transferéncia de moléculas Permitem abordar a
3D que simulam situagdo complexa entrega de DNA em 3D
in vivo (contatos entre células, e simular o que acontece
jun¢des, matriz extracelular) in vivo (diminuigdo da

expressdo génica a partir
periferia até o nucleo
celular)

Mesmo que a grande maioria dos estudos subjacentes a transferéncia de
moléculas por campos elétricos tenham sido realizados em cultura de
células 2D em placas de Petri ou em células cultivadas em suspensao, os
esferdides multicelulares 3D representam um modelo in vitro interessante,
relevante, barato e facil de manusear. Apds o crescimento, os esferoides
exibem um gradiente de células em proliferacdo. Essas células em
proliferagdo estdo localizadas nas camadas celulares externas e as células
quiescentes estdo localizadas mais centralmente. Essa heterogeneidade
celular é semelhante a encontrada em microrregides avasculares de tumores
[26]. A microscopia confocal permitiu visualizar a reparticdo de células
permeabilizadas em esferdides submetidos a pulsos elétricos. Os resultados
revelaram que as células foram eficientemente permeabilizadas, qualquer
que seja sua localizagdo no esferéide, mesmo aquelas no nucleo,
mimetizando situagdes in vivo previamente observadas. Observou-se que a
captacdo de iodeto de propidio estava presente, mas espacialmente
heterogénea dentro do esferdéide multicelular 3D apoés a eletroporagdo, com
uma diminui¢do progressiva entre células periféricas para as do interior do
esferdide. No caso de moléculas grandes como o DNA plasmidial, os
esferdides permitiram mostrar que a eletroforese, e nao a deformagao do
tecido ou eletrosmose, a for¢ca motriz do transporte intersticial. Além disso,
ao contrario das células em culturas 2D, apenas as células de um lado da
parte externa expressaram o gene reporter [27]. Esta baixa expressdo esta
de acordo com experimentos in vivo em tumores. O contato proximo entre
as células e a matriz extracelular pode atuar como uma barreira fisica que
limita/impede a distribuicdo (uniforme) do DNA e explica a auséncia de
expressdo génica na regido interna do esferéide. O acesso limitado do DNA
plasmidial a regido central do esferéide permanece uma barreira
significativa para a entrega eficiente de genes nos tecidos. Tomados em
conjunto, esses resultados, em concordancia com os obtidos pelo grupo de
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R. Heller [28], indicam que o modelo esferdide é mais relevante para uma
situacdo in vivo do que células cultivadas em monocamadas e, portanto,
podem ser uteis para abordar os mecanismos de eletrotransferéncia de
DNA. A fim de avaliar os efeitos da composi¢@o e organizacdo da matriz
extracelular, bem como as jungdes € comunicac¢des intercelulares, outro
modelo de tecido conjuntivo humano reconstruido em 3D pode ser usado.
Camadas de células, reconstruidas in vitro por uma abordagem de
engenharia de tecidos, apresentam varias camadas de fibroblastos dérmicos
primarios incorporados em uma matriz extracelular (ECM) nativa, rica em
coldgeno, e podem ser uma ferramenta util para estudar os mecanismos de
eletrotransferéncia do DNA na pele. As células dentro deste tecido 3D
padronizado podem ser eletropermeabilizadas com eficiéncia por pulsos
elétricos de milissegundos [29, 30]. Além disso, esse modelo dérmico de
engenharia de tecido recapitula as propriedades mecéanicas do tecido
dérmico nativo humano, ao contrario dos modelos classicos de
monocamada e esferdide [31]. Uma melhor compreensdo da
eletrotransferéncia do gene em tal modelo de tecido ajudaria a melhorar as
abordagens da eletrogeneterapia, como a entrega sistémica de proteinas
terapéuticas e a vacina com DNA.

Conclusoes

A entrega intracelular de materiais se tornou um componente critico das
abordagens de edicdo de genoma, terapias baseadas em células ex vivo e
uma diversidade de aplicagdes de pesquisa fundamentais. As limitagdes das
tecnologias atuais motivam o desenvolvimento de sistemas next-generation
que podem entregar uma ampla variedade de contetdos para diversos tipos
de células. Todos os dias, em institutos de pesquisa e centros clinicos em
todo o mundo, os cientistas usam Kkits e protocolos baseados em vetores
virais, agentes de transfec¢do de lipidios e eletroporagdo, entre outras
opgoes. Os mecanismos complexos de métodos estabelecidos e seu impacto
muitas vezes imprevisivel no comportamento celular limitaram
dramaticamente o escopo dos experimentos bioldgicos e reduziram a
eficacia de conceitos de terapia celular potencialmente promissores. A
comunidade de pesquisa biomédica beneficiaria muito de uma compreensao
mais mecanicista e transparente da entrega intracelular, tanto para promover
o desenvolvimento de técnicas mais robustas quanto para realizar as
principais aplicagcdes médicas e industriais” [32]. Nesse contexto, a
chamada tecnologia de eletroporagdo é provavelmente a mais promissora.
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As teorias classicas de eletropermeabilizac¢do apresentam alguns limites
para fornecer uma descricdo completa do transporte de moléculas através
das membranas. Certos efeitos dos pardmetros do campo elétrico na
permeabilizagdo da membrana e no transporte associado de moléculas estdo
bem estabelecidos, mas muito do que acontece no nivel molecular
permanece especulativo. Modelos moleculares de bicamadas lipidicas e
formacdo de eletroporos estdo dando uma nova visdo interessante sobre o
processo. A desestabilizacdo eletroinduzida da membrana inclui a
redistribui¢do lateral e transversal de lipidios e proteinas, levando a
modificacdes mecanicas e elétricas que ainda ndo sdo totalmente
compreendidas. Pode-se sugerir que tais modificag¢des, que podem variar de
acordo com o microambiente, podem estar envolvidas no transporte
subsequente de moléculas que interagem com elas, como as moléculas de
DNA. A verificagdo experimental dos mecanismos bésicos que levam a
eletropermeabilizagdo e outras alteragcdes na membrana, células e tecidos
continua sendo uma prioridade dada a importancia desses fendmenos para
processos em biologia celular e em aplicacdes médicas. A
eletrotransferéncia génica in vivo enfrentard outros desafios, como a
necessidade de controlar a distribuicdo do campo elétrico e a expressdo
génica tanto no espaco (entrega de DNA direcionado as células) quanto no
tempo. Ainda sdo necessarias diretrizes para a entrega bem-sucedida de
DNA, mas podemos estar otimistas de que trabalhar mais para melhorar os
mecanismos de eletrotransferéncia de genes produzira tratamentos eficazes.
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Simulagdes de Dinamica Molecular da
Eletroporagao de Membranas Lipidicas
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Teoria, Simulagdes ¢ Modelagem, CNRS- Universidade de Lorraine,
Franga.

Resumo: Atualmente, abordagens computacionais permitem acompanhar, em
escala atdmica, as perturbagdes locais porque passam as membranas lipidicas
quando s3o submetidas a um campo elétrico externo. Descrevemos aqui os métodos
de simulagcdo de dindmica molecular concebidos para realizar experimentos in
silico de membranas sujeitas a campos elétricos pulsados de nanossegundos e
megavolt por metro e de membranas sujeitas a desequilibrio de carga, mimetizando,
portanto, a aplicagdo de baixa voltagem — pulsos de longa duragdo. No nivel
molecular, os resultados mostram que os dois tipos de pulsos produzem efeitos
semelhantes: desde que o potencial transmembranar criado por esses pulsos seja
superior a um certo limite, os poros hidrofilicos estabilizados pelos grupos cabeca
do lipideo da membrana se formam dentro da escala de tempo de nanossegundos
através do nucleo lipidico. As simulagdes sdo posteriormente utilizadas para
caracterizar o transporte de espécies carregadas através desses poros. Acredita-se
que os resultados obtidos capturem a esséncia dos varios aspectos dos fendmenos
de eletroporacdo em membranas de bicamadas e podem servir como uma fonte
adicional e complementar de informacdo ao atual arsenal de ferramentas
experimentais.

Introducao

A eletroporacdo perturba de forma transitéria ou permanentemente a
integridade das membranas celulares [1-3]. Essas membranas consistem em
um conjunto de lipidios, proteinas e carboidratos que se auto-organizam em
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uma fina barreira que separa o interior celular do ambiente externo [4]. Os
principais constituintes lipidicos das membranas naturais sdo os
fosfolipidios, que se organizam em uma folha de duas camadas (uma
camada dupla). Evidéncias experimentais sugerem que o efeito de um
campo elétrico externo aplicado as células é a produg@o de poros aquosos
especificamente na bicamada lipidica [5-9]. As informagdes sobre a
sequéncia de eventos que descrevem o fendmeno de eletroporacdo podem,
portanto, ser obtidas a partir de medi¢des de correntes elétricas por meio de
bicamadas lipidicas planares, juntamente com a caracterizagdo do
transporte de moléculas para dentro (ou fora) das células sujeitas aos pulsos
de campo elétrico. Pode ser resumido da seguinte forma: pulsos elétricos
longos ¢ intensos induzem rearranjos dos componentes da membrana (agua
e lipidios) que, em ultima analise, levam a formac¢do de poros hidrofilicos
aquosos [5-10] cuja presenca aumenta substancialmente o transporte i6nico
e molecular através de membranas anteriormente impermeaveis [11].

Em membranas de eritrocitos, grandes poros podem ser observados em
microscopia eletronica [12], mas em geral a observacao direta da formacao
de poros nanométricos ndo ¢é possivel com as técnicas convencionais. Além
disso, devido a complexidade e heterogeneidade das membranas celulares,
¢ dificil descrever e caracterizar a eletroporagdo em termos de processos
resolvidos atomicamente. Simulagdes atomisticas em geral, € simulagdes de
dindmica molecular (MD) em particular, provaram ser eficazes para
fornecer informagdes sobre a estrutura e a dinadmica dos sistemas de
membrana lipidica modelo em geral [13-18]. Vérias simulagcdes de MD
foram recentemente realizadas a fim de modelar o efeito do campo elétrico
nas membranas [19-23], fornecendo talvez o modelo molecular mais
completo do processo de eletroporacao de bicamadas lipidicas.

Simulagoées MD de membranas lipidicas

A Dindmica Molecular (MD) refere-se a uma familia de métodos
computacionais destinados a simular o comportamento macroscopico por
meio da integracdo numérica das equacdes classicas de movimento de um
sistema microscopico de muitos corpos. Propriedades macroscopicas sdo
expressas como fungdes de coordenadas de particulas e/ou momentos, que
sdo calculados ao longo de uma trajetoria de espaco de fase gerado por
dinamica classica [24,25]. Quando realizadas em condigdes
correspondentes a cenarios de laboratorio, as simulagdes MD podem
fornecer uma visdo detalhada da estrutura e dindmica de um sistema
macromolecular. MDs também podem ser usadas para realizar
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“experimentos de computador” que n3o podem ser realizados em
laboratorio, seja porque ndo representam um comportamento fisico ou
porque os controles necessarios ndo podem ser alcangados.

As simulagdes de MD requerem a escolha de uma fungdo de energia
potencial, ou seja, termos pelos quais as particulas interagem, geralmente
referido como um campo de forga. Aqueles mais comumente usados em
quimica e biofisica, por exemplo, GROMOS [26] CHARMM [27] ¢
AMBER [28], sdo baseados na mecanica molecular e um tratamento
classico de interagdes particula-particula que impede a dissociacdo de
ligacdo e, portanto, a simula¢do de reagdes quimicas. Os campos de forga
MD classicos consistem em uma soma de forgas ligadas associadas a
ligagdes quimicas, angulos de ligagdo e diédricos de ligacdo, forgas
intermoleculares associadas com forcas de van der Waals e interacdes
eletrostaticas. Os parametros associados a esses termos sdo otimizados para
reproduzir mudangas estruturais e conformacionais de sistemas
macromoleculares.

Os campos de forca convencionais incluem apenas cargas pontuais ¢
potenciais Coulomb aditivos de pares, que os impedem de descrever efeitos
eletrostaticos coletivos realistas, como transferéncia de carga, excitagdes
eletronicas ou polarizagdo eletronica, que muitas vezes ¢ considerada como
uma limitagdo importante dos campos de forga classicos. Observe que
esforcos constantes sdo realizados no desenvolvimento de fungdes
potenciais que tratam explicitamente a polarizabilidade eletronica em
campos de for¢a empiricos [29-31], mas nenhum desses campos de forga
"polarizaveis" ¢ amplamente utilizado em simulagdes em grande escala por
enquanto; as principais razdes para isso ¢ o aumento dramatico do tempo
computacional de simulacdo e complicagdes adicionais com sua
parametrizagdo. Nesta perspectiva, os campos de forga classicos fornecem
uma descricdo adequada das propriedades dos sistemas de membrana e
permitem investigacdes semiquantitativas da eletrostatica de membranas.

As simulagdes de MD usam informagdes (posigdes, velocidades ou
momentos, e forcas) em um determinado instante no tempo, t, para prever
as posicdes e 0s momentos em um momento posterior, t + At, onde At é o
intervalo de tempo, da ordem de um femtossegundo, considerado constante
ao longo da simulagdo. Solugdes numéricas para as equacoes do movimento
sdo, portanto, obtidas pela interacdo desta etapa elementar. As simulagdes
de computador geralmente sdo realizadas em um pequeno nimero de
moléculas (de algumas dezenas a algumas centenas de milhares de atomos),
sendo o tamanho do sistema limitado, ¢ claro, pela velocidade de execugéo
dos programas e pela disponibilidade de poder computacional. A fim de
eliminar os efeitos de borda e imitar um sistema macroscopico, as
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simulagoes de sistemas de fase condensada consideram um pequeno
fragmento de moléculas confinadas em uma célula de simulagdo central e
replicam o ultimo usando condi¢des de contorno periddicas (PBCs) nas trés
direcdes do espago cartesiano. Para membranas, por exemplo, o sistema
simulado corresponderia a um pequeno fragmento de um filme preto, um
lipossoma ou lipidios multilamelares empilhados depositados em um
substrato [32,33].

Tradicionalmente, os fosfolipidios tém servido como modelos para
investigar in silico as propriedades estruturais e dindmicas das membranas.
De uma perspectiva tedrica e experimental, as bicamadas lipidicas de
fosfatidilcolina zwitterionica (PC) constituem os sistemas mais bem
caracterizados [34-37]. Estudos mais recentes consideraram uma variedade
de lipidios alternativos, apresentando grupos cabega diferentes,
possivelmente carregados [38] [39-42], e mais recentemente composicdes
de bicamada mistas [43-49]. Apesar de sua simplicidade, bicamadas
construidas a partir de lipidios de PC representam sistemas de teste notaveis
para investigar a metodologia de computacdo e obter informacgdes
adicionais sobre as propriedades fisicas das membranas [14,17,50,51].

Modelagem de eletroporagcdao de membranas

Os efeitos de um campo elétrico em uma célula podem ser descritos
considerando esta ultima como uma camada dielétrica (a membrana da
superficie celular) embutida em um meio condutor (interno: citoplasma e
externo: meio extracelular). Quando pulsos de campo relativamente baixo
com duragdo de microssegundos ou milissegundos sdo aplicados a esta
célula (colocando, por exemplo, a célula entre dois eletrodos e aplicando
um pulso de voltagem constante), a corrente resultante causa o acimulo de
cargas elétricas em ambos os lados da membrana celular. O tempo
necessario para carregar a membrana de superficie depende dos parametros
elétricos do meio em que ela esta suspensa. Para uma célula esférica,
estima-se usando circuitos resistor-capacitor (RC) de rede equivalentes na
escala de tempo de 100 ns [19,52-55]. Uma constante de tempo de carga na
faixa de centenas de nanossegundos também foi obtida a partir de
derivagdes baseadas na equagdo de Laplace (ver, por exemplo, [56] para a
analise de primeira ordem em uma vesicula esférica; [57] para a andlise de
segunda ordem; e [58] para a andlise de segunda ordem para duas vesiculas
esféricas concéntricas, ou seja, modelando uma organela). Se, por outro
lado, a duracdo do pulso € curta o suficiente em relagdo a constante de
tempo de carga da rede resistivo-capacitiva formada pelos fluidos
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condutores intracelulares e extracelulares, e o dielétrico da membrana
celular, que é o caso dos pulsos de nanossegundos, entdo a resposta do
sistema ¢ principalmente dielétrica e esta ligado a polarizagdo da agua
interfacial (veja abaixo).

As simulagdes permitem realizar experimentos in silico em ambas as
condigdes, ou seja, submetendo o sistema a campos elétricos pulsados de
nanossegundos, megavolt por metro ou a desequilibrio de cargas elétricas,
mimetizando, portanto, a aplicagdo de baixa voltagem — pulsos de longa
duragdo. A seguir, descreveremos os resultados de tais simulagdes.

-.". LA f.

Bicamada lipidica
RS R

Solugéoé

Figura. 1 Protocolos para modelagem atomistica de membranas celulares ou
bicamadas lipidicas de lipossomas (A) Eletroporagdo; (B) Protocolo nsPEFs: o
sistema ¢ modelado na auséncia de sal e sujeito a um campo elétrico Eapp
perpendicular a bicamada (eixo z). Observe que em alguns estudos os ions também
foram considerados; (C) Protocolo pus-msPEFs introduzido na configuragdo de
dupla camada: um desequilibrio de carga AQ ¢ definido em cada bicamada e o
esquema ¢ implementado usando PBCs classicos. Para evitar que os ions migrem
através das condi¢des de contorno periddicas, a caixa de simulagdo (em azul) é
estendida na direg@o perpendicular a bicamada (eixo z) para criar uma placa de
vacuo no protocolo de interface ar/agua (D).
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Eletroporacdo induzida pelo efeito direto de um campo
elétrico

Em simulagdes, ¢ possivel aplicar “diretamente” um campo elétrico £
constante perpendicular ao plano da membrana (bicamadas lipidicas). Na
pratica, isso ¢ feito adicionando uma for¢a 7 = ¢, £ atodos os dtomos com

carga ¢g; [59-63]. Simulagdes de MD que adotam tal abordagem tem sido

usadas para estudar eletroporagdo de membrana [19-23], externalizagdo de
lipidios [64], para ativar canais de K™ dependentes de voltagem [65] e para
determinar propriedades de transporte de canais de ions [66-69].

A consequéncia de tal perturbacao deriva das propriedades da membrana
¢ das condi¢bes de configuragdo das simulagGes: as membranas lipidicas
puras exibem uma distribuicdo atomica heterogénea através da bicamada, a
qual estdo associadas cargas e distribuigdoes de dipolos moleculares. Os
grupos cabeca dos fosfolipidios adotam, em geral, uma orientacdo
preferencial. Para bicamadas de PC hidratadas em temperaturas acima da
transi¢@o do gel para o cristal liquido, os dipolos de fosfatidilcolina apontam
em média 30 graus para longe da membrana normal [70]. A organizagdo
dos grupos fosfato (POy), colina (N (CH3);") e carbonila (C=0) do grupo
cabeca de lipideo da, portanto, origem a um dipolo permanente e as
moléculas de solvente (agua) ligadas as porgoes do grupo cabeca de lipidio
tendem a orientar seus dipolos para compensar o ultimo [71]. As
caracteristicas eletrostaticas da bicamada podem ser obtidas a partir de
estimativas do perfil eletrostatico ¢(z) que decorre da distribuicao de todas
as cargas no sistema. ¢(z) ¢ derivado de simulagdes de MD usando a
equacdo de Poisson e expresso como a integral dupla de p(z), as
distribuicdes de densidade de carga molecular:

8p(2) = $(2) ~ $(0) = — =~ [y p(2)dz dz'.

Total
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Figura. 2 Perfis de potencial eletrostatico ¢(z) ao longo da normal da membrana
(eixo z) de uma bicamada lipidica POPC. Bicamada (A) em repouso, (B) sujeita a
um campo elétrico transversal (protocolo nsPEF) e (C) bicamada definida com um
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desequilibrio de carga (protocolo ps-msPEF). z=0 representa o centro da bicamada
lipidica. As contribuicdes para o perfil eletrostitico da agua (azul), lipidio
(amarelo), ions (verde) sdo relatadas ao lado do total (preto). As setas tracejadas no
painel C indicam as posic¢des das interfaces lipidio/agua e as setas so6lidas a posicao
das interfaces agua/ar. Observe que a voltagem TM Uy, (diferenga de potencial
entre os banhos de agua superior e inferior) no protocolo nsPEF ¢ principalmente
devido a reorientagdo dos dipolos de agua, enquanto no protocolo us-msPEF ¢
principalmente devido a distribuigdo de carga (ions).

Para bicamadas lipidicas, a maioria das quais é modelada sem
considerag@o de uma concentragdo de sal, um campo elétrico aplicado atua
especificamente e principalmente nos dipolos de agua interfaciais (pequena
polarizacdo de moléculas de agua em massa). A reorientacdo dos grupos
cabega lipidicos parece ndo ser afetada em escalas de tempo muito curtas
[21,72], e ndo excedendo alguns graus em dire¢do ao campo elétrico em
escalas de tempo mais longas [22]. Portanto, dentro de uma escala de tempo
muito curta — tipicamente poucos picossegundos [21] — um campo
transversal E induz um potencial TM geral AV (c¢f. Fig. 2). E muito
importante notar aqui que, por causa da configuracao da simulagdo MD (e
do uso de PBCs), induz uma diferenca de voltagem AV= |E|.L. sobre todo o
sistema, onde L. ¢ o tamanho da caixa de simula¢do em a dire¢do do campo.
No exemplo mostrado na Fig 2, L. ¢ ~10 nm. O campo -elétrico
(0,1 V.nm™) aplicado a bicamada POPC induz AV ~ 1V.

Simulagdes de MD de bicamadas lipidicas puras mostraram que a
aplicacdo de campos elétricos de magnitude alta o suficiente leva a
eletroporacdo de membrana, com uma sequéncia de poragdo bastante
comum: o campo elétrico favorece muito rapidamente (dentro de algumas
centenas de picossegundos) a formagdo de defeitos de agua e fios de dgua
profundos no nucleo hidrofobico [20]. Em tultima andlise, “dedos” de agua
que se formam em ambos os lados da membrana unem-se para formar
canais de agua (frequentemente denominados pré-poros ou poros
hidrofobicos) que abrangem a membrana. Em nanossegundos, poucos
grupos cabeca lipidicos comegam a migrar da interface membrana-agua
para o interior da bicamada, estabilizando os poros hidrofilicos (~ 1 a 3 nm
de didmetro).

Todos os estudos de MD relataram expansdo dos poros conforme o
campo elétrico foi mantido. Em contraste, foi mostrado em um exemplo
[21] que um poro hidrofilico poderia selar novamente em alguns
nanossegundos quando o campo aplicado fosse desligado. A recuperacao
completa da membrana, ou seja, migracdo do grupo cabega lipidico
formando o poro hidrofilico em dire¢do a interface lipidio/agua, sendo um
processo muito mais longo, nao foi observada. Mais recentemente, estudos
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sistematicos de criagdo de poros e tempo de vida de aniquilagdo em fun¢do
da intensidade do campo langaram mais Iuz sobre a complexa dindmica dos
poros em bicamadas lipidicas simples [22,73]. Curiosamente, foi
demonstrado que a adigdo de sal modula essas escalas de tempo
caracteristicas [74].

Figura. 3 Evolugdo de poros em uma bicamada POPC: Os grupos cabega de POPC
sdo mostrados como pontos cianos e brancos, as caudas de lipidios ndo sdo
mostradas para maior clareza. A criagdo de poros, em simulagdes de MD, ocorre
na faixa de nanossegundos.

Para tamanhos tipicos em sistemas MD (128 lipidios; se¢ao transversal
de membrana de 6 nm x 6 nm), a maioria das simula¢des relatou uma
formagdo de poro Unico em intensidades de campo altas. Para sistemas
muito maiores, a forma¢ao de multiplos poros com didmetros variando de
alguns poucos a 10 nm pode ser observada [20,21]. Esses poros sdo, em
principio, largos o suficiente para transportar ions € pequenas moléculas.
Até o momento uma tentativa foi feita para investigar tal transporte
molecular sob eletroporagdo [21]. Nesta simulacdo, pode-se acompanhar o
transporte parcial de uma fita de DNA de 12 pares de bases através da
membrana. A fita de DNA foi considerada como difundida em dire¢éo ao
interior da bicamada quando criou-se um poro abaixo dela e formou-se um
complexo estdvel de DNA/lipidio, no qual os grupos cabeca lipidicos
encapsularam a fita. O processo forneceu suporte ao modelo de entrega de
genes proposto por Golzio et al. [75] em que uma "etapa de ancoragem",
que conecta o plasmideo & membrana das células permeabilizadas, ocorre
durante a transferéncia de DNA auxiliada por pulsos elétricos, ¢ concorda
com as ultimas descobertas do mesmo grupo [76]. Mais recentemente (ver
secdes abaixo), foi mostrado que mesmo um unico pulso elétrico de 10 ns
de magnitude alta o suficiente pode aumentar o transporte de pequenos
siRNA através das membranas lipidicas [77].

O processo de eletroporagdo ocorre muito mais rapidamente em campos
elétricos mais elevados, sem uma grande mudanca nas caracteristicas de
formagdo dos poros. As voltagens mais baixas relatadas para eletroporar
uma bicamada lipidica PC sdo ~2 V [22] [72]. Ziegler e Vernier [23]
relataram intensidades minimas de campo externo de poragdo para quatro
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diferentes lipidios PC com diferentes comprimentos de cadeia e composicdo
(nimero de insaturagdes). Os autores encontraram uma correlagdo direta
entre os campos minimos de pora¢do (variando de 0,26 V.nm' a
0,38 V.nm™) ¢ a espessura da membrana (variando de 2,92 nm a 3,92 nm).
Observe que as estimativas de limiares de eletroporacdo de simulagoes
devem, em geral, ser consideradas apenas como indicativas, uma vez que
estdo relacionadas a escala de tempo que a formagdo de poros pode levar.
Se “supde” que um limiar de intensidade de campo foi alcangado quando
nenhuma ruptura de membrana ¢ formada dentro da escala de tempo de 100
ns.

Eletroporacao induzida por gradientes de concentragao de
sal ibnico

Independentemente de como os pulsos elétricos de milissegundos e baixa
intensidade sdo aplicados, a etapa final ¢ o carregamento da membrana
devido ao fluxo de ions. O desequilibrio de carga ionica resultante entre os
dois lados da bicamada lipidica é localmente o principal efeito que induz o
potencial TM. Em uma configuracdo classica de simulagdes de membrana,
devido ao uso de PBCs-3D, a voltagem TM ndo pode ser controlada
impondo um desequilibrio de carga O, na bicamada, mesmo quando estdo
presentes nos eletrolitos. Varios protocolos de simulagdo de MD que podem
superar essa limitagcdo foram desenvolvidos (Fig.1).

A configuragao de dupla camada:

De fato, foi demonstrado que os gradientes de potencial TM podem ser
gerados por um desequilibrio de carga através das bicamadas lipidicas,
considerando uma célula unitaria MD que consiste em trés banhos de agua
com sais separados por duas bicamadas PBCs-3D [78] (cf. Fig. 1C).
Configurar um desequilibrio de carga liquida entre os dois banhos de agua
independentes no tempo t = 0 induz uma voltagem TM AV por dinamica
explicita de ions.

A configuragao de camada unica:

Delemotte et al. [79] introduziram uma variante desse método onde a
camada dupla ndo ¢é necessaria, evitando, portanto, o custo excessivo de
simular um grande sistema. O método consiste em considerar uma Unica
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bicamada circundada por banhos eletroliticos, cada um deles terminado por
uma interface ar/agua [43]. O sistema ¢ configurado conforme indicado na
Fig. 1D. Primeiro, uma bicamada hidratada ¢ equilibrada a uma dada
concentragdo de sal usando condi¢gdes de contorno periddicas 3D. As
interfaces ar-agua sdo entdo criadas em ambos os lados da membrana e um
equilibrio posterior ¢é realizado em volume constante, mantendo, portanto,
uma separagao entre os eletrolitos superiores e inferiores. Um desequilibrio
de carga Qs entre os dois lados da bicamada é gerado simplesmente
deslocando no tempo t=0 um ntimero adequado de ions de um lado para o
outro. Na medida em que as placas de agua sdo mais espessas do que
25-30 A, a presenca de interfaces de 4gua e ar ndo tem incidéncia nas
propriedades da bicamada lipidica e a membrana "parece" como se estivesse
embutida em banhos infinitos cujas caracteristicas sdo aquelas das solugdes
finitas modeladas.

A Fig. 2 relata os perfis de potencial eletrostatico ao longo da normal a
membrana gerada a partir de simulagdes de MD de uma bicamada POPC
em contato com banhos de 4dgua salgada de 1M NaCl em varios
desequilibrios de carga Qs, usando o método de bicamada tnica. Para todas
as simulagoes, os perfis calculados na fase inicial mostram valores de plato
nas regides aquosas e, para aumentar (J,, uma diferenca crescente de
potencial eletrostatico entre os dois eletrolitos indicativos de um potencial
TM AV. Curiosamente, os perfis mostram claramente que, ao contrario do
caso do campo elétrico onde a voltagem TM ¢ principalmente devida a
reorientacdo do dipolo da 4gua, a maior parte da queda da voltagem no
método do desequilibrio de carga ¢ devida a contribui¢do dos ions. Na
verdade, o colapso do potencial eletrostatico devido a separa¢do do
desequilibrio de carga pelo nucleo de lipidio da membrana é, sozinho,
responsavel pela maior parte de AV.

Usando a configuracdo de desequilibrio de carga, foi possivel pela
primeira vez demonstrar diretamente in silico que a bicamada lipidica
simulada se comporta como um capacitor [79,80]. Simulagdes em varios
desequilibrios de carga Qs mostram uma variagdo linear de AV a partir da
qual a capacitancia pode ser estimada como C = Q,.AV"!. Espera-se que 0s
valores de capacitancia extraidos das simula¢des dependam da composicao
lipidica (carregada ou ndo) e dos parametros do campo de forca usados e,
como tal, constituem uma forma complementar de verificar a precisdo dos
parametros do campo de for¢a lipidico usados na simulag¢@o. Aqui, no caso
de bicamadas de POPC incorporadas em uma solugdo 1M de NaCl, a qual
corresponde a 0,85 pF.cm™, estd em concordancia razoavel com o valor
geralmente assumido na literatura, isto é, 1,0 puF.cm™? [78,81] € com
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medicdes recentes para bicamadas lipidicas POPC planares em uma solugao
de KCI 100 mM (0,5 puF.cm™).

Para voltagens TM induzidas suficientemente altas, os trés protocolos
conduzem a eletroporacdo da bicamada lipidica. Como no caso do método
de campo elétrico, para AV acima de 1,5-2,5 volts, o processo de
eletroporacdo comega com a formacdo de dedos de 4gua que se projetam
dentro do nucleo hidrofobico da membrana. Em nanossegundos, aparecem
fios de agua fazendo uma ponte entre os dois lados da membrana que estdo
sob estresse de voltagem. Se as simulagdes forem mais desenvolvidas, os
grupos cabeca lipidicos migram ao longo de um fio e formam uma via
hidrofilica conectada (Fig.3). Como as solu¢des de sal sdo explicitamente
consideradas nessas simula¢des, a condugdo de ions através dos poros
hidrofilicos ocorreu apos a eletroporagao das bicamadas lipidicas. Detalhes
sobre o transporte i6nico através dos poros formados dentro do nucleo da
bicamada na eletroporagdo podem ser coletados.

As simulagdes MD do sistema de bicamada dupla [82,83] e os resultados
apresentados aqui para a configuragdo de bicamada unica mostram que
ambos os cations e &nions intercambiam através dos poros entre os dois
banhos, com um fluxo geral de cargas direcionado a uma diminuigdo do
desequilibrio de carga. A translocagdo de ions através dos poros de uma
regido massiva para outra dura de algumas dezenas a algumas centenas de
picossegundos, e leva a uma diminui¢do do desequilibrio de carga e,
portanto, ao colapso de AV. Consequentemente, para todos os sistemas,
quando o desequilibrio de carga atingiu um nivel onde a voltagem TM caiu
para algumas centenas de mV, os poros hidrofilicos “fecham” no sentido de
que ndo ocorre mais translocacdo idnica (Fig.4F). A topologia final dos
poros no final das simulagdes permanece estavel por intervalos de tempo
que excedem a escala de 10 nanossegundos, mostrando, como relatado em
simulagdes anteriores [21], que a recuperacdo completa da estrutura de
bicamada original requer uma escala de tempo muito mais longa.

Bicamada
POPC

Figura. 4 Esquerda Sequéncia de eventos apos a aplicagdo de uma voltagem TM a
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uma bicamada de lipidios POPC usando o método de desequilibrio de carga
(painéis A a F). Observe a migra¢do dos ions Na* (amarelo) e CI" (ciano) através
dos poros hidrofilicos formados, que s@o revestidos com atomos de fosfolipidios
(magenta) e nitrogénio (azul) do grupo cabega. O painel F representa o estado nao-
condutor de um poro, alcancado quando a troca de ions entre os dois banhos
diminuiu Qs e, portanto, AV para valores ~ 200 mV. Direita Topologia dos poros
hidrofilicos de largura nanométrica formados sob alta AV transmembranar imposta
pelo método de desequilibrio de carga na bicamada plana (A). As setas destacam o
fluxo i6nico subsequente através dos poros.

Observe que, a fim de manter AV constante, o0 modelador precisa manter
o desequilibrio de carga inicial “injetando” cargas (ions) nos eletrolitos em
um ritmo equivalente a taxa de translocagdo de ions através do poro
hidrofilico. Este protocolo é, em particular para a configura¢do de bicamada
unica, adequado para realizar simulagdes sob voltagem constante (baixa
voltagem, duracdo de ms) ou em condigdes de corrente constante, o que €
adequado para comparacdo com experimentos realizados em condigdes
semelhantes [84].

Distribuicao interna do campo elétrico interno e origem da
eletroporagao das membranas

A fim de determinar o mecanismo detalhado da cria¢do do poro, ¢é 1util
sondar a distribui¢do do campo elétrico através da bicamada, tanto em
repouso quanto sob o efeito de uma voltagem TM. A Figura 5A exibe os
perfis de potencial eletrostatico para uma bicamada lipidica sujeita a
campos elétricos crescentes que geram potenciais TM que variam de 0 V a
~3 V.Em 0V, a bicamada lipidica estd em repouso e os perfis revelam, de
acordo com o experimento [85], a existéncia de uma diferenca de potencial
positiva entre o interior da membrana e as fases aquosas adjacentes.

(A)

= 5% 2
»

Grupos-cabega
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sujeita a campos elétricos de 0 V/nm (linha pontilhada) 0,06 V/nm (linha fina) e
0,30 V/nm (linha em negrito) ou a desequilibrios de carga AQ. (B) Perfis de campo
elétrico correspondentes. (C) Mapas 2D (fora do plano) da distribui¢cdo do campo
elétrico. A diregdo e intensidade do campo elétrico local sdo exibidas como setas
brancas. Observe que a 0 mV, devido ao potencial dipolo de bicamada em repouso,
os campos elétricos maiores estdo localizados nas interfaces de agua e lipidio e sao
orientados em dire¢do ao solvente, e nenhum campo elétrico estd presente no
nucleo de lipidio. Quando a bicamada esta sujeita a um potencial TM, um campo
elétrico liquido aparece na regido do hidrocarboneto. Este tltimo promove a
orientagdo dipolar e a penetracdo das moléculas de agua (painel direito) dentro da
bicamada.

Em repouso, a mudanca de voltagem através das interfaces de agua
lipidica dé origem localmente a grandes campos elétricos (no caso presente
até 1,5 V.nm™') orientados para o volume de agua, enquanto no centro da
bicamada, o campo elétrico local é nulo (Fig. 5B, C). Quando campos
elétricos externos de magnitudes respectivamente de 0,06 e 0,30 V.nm™! sdo
aplicados, a reorienta¢do das moléculas de agua da origem a potenciais TM
de respectivamente ~0,75 ¢ 3 V. As Figs 5B e C revelam a incidéncia de tal
reorganizacdo no campo elétrico local na regido interfacial e dentro do
nucleo da bicamada. Em particular, nota-se que o campo no nicleo da
membrana aumentou para um valor ~1 V.nm™! para o AV mais alto
estabelecido.

Para o método de desequilibrio de carga o quadro geral é semelhante,
onde novamente, as voltagens TM criadas ddo origem a grandes campos
elétricos dentro do nticleo da membrana, orientados perpendicularmente a
bicamada.

Qualitativamente, em ambos os métodos, a cascata de eventos apds a
aplicagdo da voltagem TM, ocorrendo na membrana, ¢ uma consequéncia
direta de tal distribuicdo de campo. De fato, as moléculas de agua
inicialmente restritas a regido interfacial, a medida que percolam
aleatoriamente dentro do nucleo da membrana, estdo sujeitas a um alto
campo elétrico e, portanto, inclinadas a orientar seu dipolo ao longo desse
campo local. Essas moléculas podem, entdo, criar ligacdes de hidrogénio
facilmente entre si, o que resulta na criagdo de filamentos Gnicos de agua.
Esses dedos projetam-se através do nucleo hidrofobico de ambos os lados
da membrana. Finalmente, esses dedos se encontram para formar canais de
agua (geralmente chamados de pré-poros ou poros hidrofobicos) que
atravessam a membrana. Como a voltagem TM ¢ mantida, esses fios de
agua parecem ser capazes de superar a barreira de energia livre associada a
formagao de uma linha tnica de moléculas de dgua, abrangendo a bicamada
(estimada em ~108 kJ/mol na auséncia de campo elétrico externo [86]). A



90  Mounir Tarek

medida que se mantém a voltagem TM, os grupos cabega lipidicos migram
ao longo dos fios de agua estaveis e participam da formagdo de “poros
hidrofilicos” maiores, capazes de conduzir ions e moléculas maiores a
medida que se expandem.

Ziegler et al. [23] mostraram claramente que a orientacdo dos grupos
cabeca lipidicos (dipolos) ndo ¢ um fator determinante no processo de EP.
A suposicao geral de que os grupos cabeca lipidicos tém um papel marginal
na formag@o dos eletroporos ¢ consistente com estudos de eletroporacdo de
octano [20] e placas de vacuo [87]: esses trabalhos mostraram que, como
em bicamadas lipidicas, colunas de agua pode se formar em qualquer
sistema de agua/baixo dielétrico/agua sujeito a altos campos elétricos.

Evidéncias experimentais mostram que os poros se fecham quando o
campo de pulso elétrico (PEF) ¢ desligado. A cinética desse processo
determina quanto tempo pode durar o vazamento ou a entrega de moléculas
as células-alvo. As simulacdes MD indicam que este processo inicia com
um colapso do poro (fechamento) devido a um rapido vazamento de dgua
para fora, seguido por uma reorganizagdo muito mais lenta que leva a
reparti¢do dos grupos cabeca lipidicos em dire¢do aos folhetos hidrofilicos
externos. A cinética de resselagem ¢é independente da magnitude dos
campos elétricos de iniciagdo dos poros. Em geral, a recuperagdo completa
da estrutura da bicamada original requer uma escala de tempo muito mais
longa [21,87,88], que vai de alguns nanossegundos a centenas de
nanossegundos, e depende criticamente da estrutura da bicamada [89].
Observe que a adi¢do de sal aos sistemas submetidos ao protocolo nsPEF
demonstrou modular as escalas de tempo caracteristicas de todo o ciclo de
vida dos poros [88,90].

MODELOS COMPLEXOS DE BICAMADAS: LIMIARES
ELETROPORAGAO E CARACTERISTICAS DO PORO

Limiares de eletroporagao

Desde as primeiras simulagdes [21,91], que consideraram bicamadas
lipidicas simples de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) e
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), uma variedade de bicamadas lipidicas
foram modeladas objetivando entender os principais elementos que podem
modular seus limiares de eletroporacdo. O aumento do limiar de EP apds
adicdo de colesterol [92-94] foi estudado usando o campo E [95] e
protocolos de desequilibrio de carga [93]. Para o primeiro, um aumento
constante do limiar de EP coincide com um aumento na concentragao de
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colesterol: um campo elétrico duas vezes maior foi necessario para a
eletroporacdo de bicamadas com a adi¢do de 50 mol% de colesterol. Sob
condi¢des ps-msPEFs, o limiar de EP mostrou nivelar acima de 30 mol%
de colesterol. Geralmente, o aumento do limiar de EP tem sido relacionado
ao aumento da rigidez da bicamada [92,94].

Em uma série de artigos [96,97], o grupo de Tarek investigou o efeito
sobre o limiar de EP das ligagbes éster e éter, de caudas ramificadas
(fitanoil) e de grupos cabeca lipidicas volumosas (glucosil-myo e myo
inositol). Os autores descobriram que o limiar de EP de uma bicamada
lipidica depende ndo apenas das propriedades "elétricas" da membrana, ou
seja, seu potencial dipolo ou capacitancia de membrana, mas também sobre
anatureza das caudas hidrofobicas de lipidios. Os autores relatam que existe
uma correlagdo entre a pressdo lateral na interface agua/lipidio e o limiar de
EP. Eles sugerem que um aumento da pressdo lateral (na membrana lipidica
ramificada em comparagdo com as bicamadas lipidicas simples) impede a
difusdo local das moléculas de agua em direcdo ao interior do nucleo
hidrofobico, o que diminui a probabilidade de formacdo de poros,
aumentando, portanto, o limiar de eletroporacao.

Comparando especificamente os lipidios arqueais (grupos cabega de
glucosil-myo e myo inositol) com os lipideos PC normais, limiares de
eletroporacao mais elevados foram atribuidos para o primeiro grupo [96,97]
devido a forte rede de ligagdes de hidrogénio que estabiliza as interagdes
entre os grupos cabega. Da mesma forma, Gurtovenko et al. [98] relataram
maior limiar de EP para bicamadas lipidicas de fosfatidiletanolamina (PE)
em comparacdo com bicamadas lipidicas de fosfatidilcolina (PC). Este
efeito foi associado a ligagdo de hidrogénio inter-lipidico ocorrendo na
bicamada de PE, o que leva a uma interface agua/lipidio mais densa, e
cadeias lipidicas de hidrocarbonetos mais ordenadas. Considerando uma
bicamada assimétrica, composta por folhetos lipidicos de PC e PE, os
autores observaram que a caracteristica de eletroporagdo inicial, ou seja, a
formac@o da coluna de agua, também ¢é assimétrica, com as etapas iniciais
ocorrendo principalmente no folheto PC. Estudando membranas de
composi¢dao mais complexa, Piggot et al. [99] relataram que a membrana
celular da bactéria gram-positiva S. aureus ¢ menos resistente a poracao do
que a membrana externa da bactéria gram-negativa E.coli (EcOM). O maior
limiar de EP do EcOM foi associado & mobilidade reduzida das moléculas
de lipopolissacarideo que estdo localizadas no folheto externo. Fatores
adicionais, como colesterol, presenca de impurezas e outros compostos,
podem modificar as propriedades de permeabilizacdo dos modelos de
membrana ao agirem em sua estabilidade.
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Caracteristicas dos poros

Os resultados MD suportam a hipotese de que apds a aplicagdo de uma
alta voltagem transmembranar a membrana celular € permeabilizada pela
formacdo de poros hidrofilicos condutores, estabilizados pelos grupos
cabeca de lipideos. As propriedades dos lipideos desempenham um papel
determinante no tempo de vida dos eletroporos € em suas caracteristicas
estruturais (por exemplo, tamanho, forma, morfologia) [87]. Outros
estudos, considerando varias bicamadas lipidicas, desafiaram a morfologia
padrdo dos poros. Tarek e coautores sinalizaram que um processo peculiar
de EP pode ocorrer, no qual grandes colunas de agua de longa duracdo
condutoras de ions ndo sdo estabilizadas por grupos de lipideos [93,97,100].
Esses poros condutores "hidrofobicos" se originam de restri¢des de natureza
diferente na bicamada lipidica. O primeiro relato [100] focou em uma
bicamada de palmitoil-oleil-fosfatidilserina (POPS) caracterizada por
grupos cabeca carregados negativamente. Quando este sistema foi sujeito a
um desequilibrio de carga alto o suficiente para eletroporar a bicamada, a
migracao de lipidios ao longo da coluna de 4gua acabou sendo amplamente
prejudicada (Fig. 5, segundo painel [100]). Conclusoes semelhantes foram
tiradas para bicamadas de lipidios PC contendo mais de 30% molar de
colesterol [93] ou para lipidios Archaeal [97] (Fig. 5). Esta morfologia
peculiar foi atribuida a uma repulsdo de grupos cabeca carregados
negativamente no primeiro caso [100], ao efeito de condensacdo do
colesterol no segundo [93], e a0 impedimento estérico dos grupos cabeca
volumosos acoplados as caudas ramificadas no ultimo [97].

\ -
LIPIDIOS Archea

Figura 6. Varias morfologias de poros condutores reveladas por simulagdes MD.
Observe que ao lado dos lipideos zwitteridnicos POPC, poros formados no POPS,
um lipidio carregado negativamente, com adi¢do de colesterol ou nos lipideos
complexos Archaea (grupos cabeca semelhantes a agucar), os eletroporos nao sao
estabilizados pelos grupos de cabeca de lipideo.

Estabilizagao dos poros

Ao lidar com as caracteristicas dos eletroporos (por exemplo: tamanho,
condutancia, transporte de moléculas), seria de se esperar que o poro
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estivesse em um estado energeticamente favoravel, ou seja, aquele que
corresponde a uma configuragdo estavel. Para entender se o poro pode ser
considerado em um estado estacionario para uma dada voltagem TM e
caracterizar seu tamanho e condutincia, os dois procedimentos MD
(introduzidos nas se¢des anteriores) precisam ser melhorados. Na verdade,
a principal desvantagem desses dois protocolos, normalmente usados,
reside na impossibilidade de manter um poro estavel. No método do campo
elétrico, o poro tende a se expandir, levando a quebra da bicamada quando
atinge as dimensdes da caixa de células da simulagdo. O protocolo de
desequilibrio de carga, por outro lado, sofre de uma limitagdo importante:
o desequilibrio ndo ¢ reconfigurado durante a simulagdo. Assim, nos
estudos realizados com os esquemas de bicamada dupla ou simples, o
desequilibrio de carga imposto no inicio diminui significativamente dentro
de varias dezenas/centenas de picossegundos (dependendo do tamanho do
sistema) de EP, devido a uma troca de ions através do poro. A diminuigdo
do desequilibrio de carga resulta em uma queda da voltagem TM, que acaba
levando ao colapso dos poros e nova resselagem.

Ao utilizar o protocolo nsPEF, a diminui¢cdo da intensidade do campo
elétrico apos a criagdo dos poros resultou em sua estabilizagdo [22]. Usando
a mesma estratégia, Fernandez et al. [95] conseguiu modular o tamanho do
poro e mostrou que ele depende apenas da intensidade do campo elétrico
estabilizador. Mais recentemente, nosso grupo [101] usou um esquema para
manter um desequilibrio de carga constante, refinando assim a abordagem
us-msPEFs para obter poros estaveis de tamanho controlado. O protocolo
utilizado € idéntico ao procedimento proposto por Kutzner ef al. [84] para
estudar o transporte em canais i6nicos usando o esquema de camada dupla.
Neste procedimento, denominado "intercambio", o numero de ions nos dois
banhos de solugdo ¢ estimado frequentemente e, se este for diferente da
configuragdo inicial, ocorre um evento de "troca": um ion de uma solucao
¢ trocado por uma molécula de agua do outro banho de solugdo (consulte o
material complementar para mais informagdes). Observe que para superar
a limitacdo de simular a bicamada no conjunto NVT (volume constante), o
procedimento de troca pode ser acoplado ao conjunto NPyT (tensdo
superficial constante) para manter a tensdo superficial da bicamada
constante (nula) e simular, portanto, condigdes experimentais [101].

Caracterizagao dos poros

Uma primeira tentativa de vincular evidéncias experimentais de
condutancia de poros e estimativa de raio da circunferéncia foi realizada por
Kramar et al. usando uma técnica de corrente ascendente linear combinada



94  Mounir Tarek

com simulagdes MD realizadas em condi¢des semelhantes [102]. Seus
resultados sugerem que a abertura ¢ fechamento de um tUnico poro sob
condutancia na escala de 100 ns seria possivel para um diametro de poro de
~5 nm.

Investigagdes mais sistematicas, utilizando os protocolos modificados
nsPEF [95,103] e ps-msPEF [101], permitiram caracterizar melhor a
condutancia dos eletroporos. Para simulagdes realizadas sob os dois
protocolos, ao aplicar voltagens TM abaixo do limite de EP, o poro formado
pode ser estabilizado em raios diferentes por dezenas de ns. Curiosamente,
os raios dos poros e a condutancia dos poros variam quase linearmente com
a voltagem aplicada. Além disso, descobriu-se que os poros sdo mais
seletivos para cations do que para anions [101,103,104]. Essa seletividade
surge da natureza das moléculas de lipidios que constituem o poro: os
grupos fosfato carregados negativamente que formam as paredes do poro
atraem ions de sodio, o que dificulta sua passagem pela bicamada, mas
também torna o interior do poro eletrostaticamente desfavoravel para outros
ions de sodio [105]. Isso, por si s0, sugere que o transporte por eletroporos
¢ sensivel ao tipo de soluto, apresentando uma afinidade diferente para as
diferentes espécies carregadas.

TRANSPORTE DE MOLECULAS

Embora numerosas moléculas estejam implicadas na EP e/ou sejam de
interessem em suas aplicag¢des (por exemplo, farmacos, material genético,
corantes, etc.), poucas foram investigadas em simulagdes de MD. Além de
poucos estudos em que o flip-flop lipidico mediado por eletroporos de
lipidios zwitterionicos de PC [106-108] foram relatados, a maioria das
simulagdes tratava de espécies carregadas para as quais o transporte
envolvia eletroforese [21,77,109]. A seguir, discutimos os resultados
obtidos usando os dois protocolos de simulagdo.

nsPEFs

nsPEFs podem induzir a externalizagdo da fosfatidilserina (PS), um
fosfolipidio geralmente confinado ao folheto interno da membrana
plasmatica que pode desencadear varias fun¢des de reconhecimento,
ligacdo e sinalizagdo. Estudos MD de bicamadas de PS [19,110] mostraram
como a externalizacdo de PS é um evento mediado por poros ocorrendo
exclusivamente com um desvio eletroforético.
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Uma década atras, Tarek [21] relatou a primeira simulagdio MD no
transporte de uma fita dupla curta de DNA usando campos elétricos de alta
intensidade. Foi demonstrado que a captagdo ocorreu apenas na presencga do
poro por deriva eletroforética. Desde entdo, até onde sabemos, apenas dois
estudos MD foram relatados sobre o transporte de moléculas sob nsPEFs.
Em 2012, Breton et al. [77] mostraram que um Unico pulso elétrico de alta
voltagem de 10 ns pode permeabilizar vesiculas unilamelares gigantes
(GUVs) e permite a entrega de um siRNA de fita dupla (carga -42e, 13,89
kDa) através do poro formado, por eletroforese (Fig. 7 [77]). Comparando
evidéncias experimentais com simulagdes MD, eles puderam mostrar, em
particular, que: (i) ap6s a aplicacdo de um campo elétrico, o siRNA ¢
empurrado em diregdo aos grupos cabega lipidicos, formando um complexo
de grupos cabeca de siRNA-fosfolipidios que permanece estavel mesmo
quando o pulso ¢ desligado; (ii) nenhum transporte é detectado para campos
elétricos aplicados abaixo do limite de EP; (iii) quando o Eqpp esta acima do
limiar de EP (Ew), o siRNA ¢ ecletroforeticamente puxado através do
eletroporo e translocado em uma escala de tempo de 10 ns; (iv) se o Eq for
desligado antes da transi¢ao completa, o poro colapsa em torno da molécula
que fica, consequentemente, presa.

Recentemente, Salomone et al. [109] usaram uma combinagdo de nsPEFs
e peptideos quiméricos (CM18-Tatl11) como vetores de entrega eficientes
para DNA plasmidial usando vesiculas endocitdticas. Para fornecer detalhes
moleculares sobre os processos que ocorrem, os autores modelaram o
peptideo e seus fragmentos. Eles relataram a partir de simulagdes MD que,
quando sujeito a campos elétricos elevados, Tatl1, um pequeno peptideo
cationico (residuos 47-57 da proteina Tat do HIV-1; carga + 8e, 1,50 kDa)
pode se translocar através de uma bicamada eletroporada em poucos
nanossegundos sem interagir com os grupos cabega de fosfolipidios. Em
contraste, o peptideo anfipatico CM 18, mesmo quando localizado proximo
a um poro pré-formado, permanece ancorado aos grupos cabeca de lipideos
e ndo se transloca durante um pulso de campo elétrico alto de 12 ns.
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Figura 7: Um tUnico pulso elétrico de alta voltagem de 10 ns pode permeabilizar
vesiculas lipidicas e permitir a entrega de siRNA ao citoplasma. A combinacao de
experimentos e simulacdes de dindmica molecular nos permitiu fornecer os
mecanismos moleculares detalhados de tal transporte e dar orientacdo pratica para
o desenho de protocolos que visam o uso de pulsos elétricos de nanossegundos para
a entrega de siRNA em aplicagdes médicas e biotecnoldgicas [77].

us-msPEFs

Apresentamos a seguir os resultados mais recentes de simulagcdes MD da
captagdo de moléculas por bicamadas de lipidios sujeitas a ps-msPEFs.
Focamos nossa ateng@o no Tatl1 e na fita dupla do siRNA para comparar
seu mecanismo de transporte ao relato que utilizou nsPEFs [77,109]. Esses
dados foram relatados em [111].

Transporte de siRNA

Em 2011, Paganin-Gioanni et al. [76] investigaram a captag@o de siRNA
por células de melanoma murino quando submetidas a pulsos elétricos
(1 Hz de frequéncia de repeti¢do) usando microscopia confocal de
fluorescéncia de lapso de tempo. Uma transferéncia direta do siRNA
carregado negativamente para o citoplasma da célula foi observada através
da membrana plasmatica exclusivamente no lado voltado para o catodo.
Observando que, quando adicionado apds a eletropulsacdo, o siRNA foi
ineficiente para o silenciamento génico por ndo penetrar na célula, os
autores concluiram que o transporte do siRNA ocorre durante o pulso
elétrico e se deve a eletroforese através de eletroporos. O mesmo grupo
relatou ainda que os pulsos de 0,17 kV/cm - 5 ms, chamados de pulso para
eletrogeneterapia (EGT), sdo mais eficazes em termos de silenciamento do
que os pulsos de HV mais intensos e menos duradouros (1,3 kV/cm - 0,1
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ms). Eles mostraram, por outro lado, que um procedimento de pulso duplo,
consistindo em um HV seguido por um pulso longo abaixo do limiar de EP,
ndo aumenta a eficiéncia da entrega. Juntas, suas evidéncias sugerem que,
para msPEFs, os fatores-chave para uma entrega eficiente sdo a voltagem
acima do limiar de EP e a duraco do pulso.

A fim de investigar a transferéncia de siRNA para as células em
condi¢des semelhantes aos experimentos us-msPEFs, realizamos um
conjunto de simulagdes onde o sistema foi sujeito a varias voltagens (ver
Tabela 1). Primeiro, eletroporamos um folheto de bicamada, submetendo-o
aum desequilibrio de alta carga. Uma vez que o poro era grande o suficiente
(valor arbitrario ~2 nm de raio), diminuimos AQs para estabiliza-lo em raios
diferentes como em [101]. Essas configuragdes foram entdo usadas para
iniciar as simula¢des com siRNA colocado proximo a “boca” dos poros e
continuadas na voltagem desejada.

Tabela 1. Raio dos poros (R) e tempo de cruzamento t. estimado em voltagens TM
especificas (Unm) para as duas moléculas consideradas. O raio do poro (didmetro) é
estimado como a distdncia minima de lipidio a lipidio ao longo do limen do poro

Sistema ts (ns) Un (V) R (nm) tc (ns)

POPC 1024+siRNA 100 0.16£0.16 2.0+0.6 > 100
35 0.55+0.19 33+£0.2 32.5

POPC 1024+Tatl1 40 0.43+0.16 1.6+£0.2 32.8
14 0.70+0.24 2.0+0.1 11.3

ts — tempo de simulagdo; Uy, — voltagem transmembranar criada pelo desequilibrio
de carga; R — raio minimo do poro, mantido em um dado U, (ver material
suplementar); t. — tempo de cruzamento da molécula através do eletroporo.

Para a execu¢do com voltagens transmembranares mais baixas Up, 0
siRNA aproximou-se da boca do poro grande (~4 nm de diametro), em
seguida, comecou a deslizar através dele enquanto interagia com os grupos
cabega de lipideos que o revestiam. A translocagdo completa do siRNA nédo
ocorreu, no entanto, nos primeiros 100 ns da execu¢do. Em uma execucdo
completamente independente, repetimos a simulagdo mantendo uma
voltagem mais alta, ou seja, 0,55 V. A aproximagao do siRNA, entrada nos
poros ¢ deslizamento nessas condi¢des (Fig. 7) foram semelhantes a
execucao da voltagem mais baixa. No entanto, com 0,55 V, apesar de sua
ancoragem aos grupos cabega de lipidios, uma translocagdo completa do
banho superior para o inferior ocorreu em ~30 ns. Dois fatores
provavelmente contribuiram para essa aceleracdo. Em comparag@o com as
condigdes anteriores, ndo apenas a forca eletroforética que puxa o siRNA ¢
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de fato maior, mas o tamanho dos poros também aumenta sob essa voltagem
mais alta.

Em conjunto, as simula¢des que mimetizam experimentos de us-msPEFs
demonstram que a translocacdo de siRNA através do poro induzida pela
aplicagdo de voltagens TM acima de 0,5 V, ocorre na escala de tempo de
nanossegundos, conforme relatado para os nsPEFs. Notavelmente, em
ambas as simula¢des realizadas sob o campo elétrico ou sob o desequilibrio
de carga, o siRNA permanece ancorado ao folheto inferior da membrana
apos a translocagdo, sem difundir na solu¢do, mesmo que a voltagem seja
mantida.

Experimentos realizados em células de melanoma de camundongo
aplicando pulsos de comprimento de milissegundos evidenciaram que
ajustar a duragdo do pulso ¢ essencial para uma captacdo de siRNA
eficiente. De fato, os autores acharam mais eficaz a classe de pulsos EGT
(0,17 kV / cm, 5 ms) do que a classe HV (1,3 kV / cm, 0,1 ms). Nenhuma
medicdo direta da voltagem TM foi realizada durante esses experimentos e
os autores assumem que ela estd em torno de 0,25 V, uma vez que foi
observado que o valor do limiar de EP é sempre em torno de 0,20 mV para
muitos sistemas celulares diferentes [112]. Corroborado por nossos
achados, pode-se especular que o transporte de siRNA, quando sujeito a
pulsos mais longos, poderia ser facilitado pela formagao de uma populagio
de poros com didmetros maiores. Essa populagdo de poros maiores
permitiria que os siRNAs fluissem através dos poros e acessassem
diretamente o citoplasma, aumentando a eficiéncia de transporte.

Transporte de Tat11

A translocagdo de Tatll difere do siRNA altamente carregado porque
nenhuma interagdo especifica entre este peptideo e os grupos cabeca de
lipidios ocorre durante o processo, resultando em uma absor¢do mais
rapida. Sob uma voltagem TM U, ~0,70 V, a molécula, inicialmente
paralela @ membrana e localizada perto da abertura do poro, primeiro gira
para alinhar seu dipolo ao longo do campo elétrico local (Fig. 10, t =0 ns),
entdo deriva através do centro do poro com raio de 2 nm (Fig. 10, t = 8 ns),
na mesma escala de tempo relatada pelo procedimento nsPEFs [109]. O
Tatl1 atinge o banho inferior onde se difunde livremente (Fig. 8, t =12 ns).
Em Uy inferior (~0,43 V) Tatll transloca em 32,8 ns (ver Tabela 1),
presumivelmente como consequéncia de um maior impedimento do poro (o
raio do poro diminui para 0,4 nm) e de uma reducdo do arraste
eletroforético.

Considerando um folheto de 256 lipidios e aplicando um campo elétrico
que gera 1,6 V através da bicamada, Salomone et al. [109] relataram que
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Tatl1 se transloca através de um eletroporo num intervalo de 10 ns. Isso
parece inconsistente com nossos resultados, uma vez que se deve esperar
que, em nossas condi¢des (ou seja, sujeito a uma voltagem Uy, de ~0,43 V),
0 tempo necessario para o transporte de Tatl1 seria muito mais longo. Na
verdade, se considerarmos apenas a propor¢ao da eletroforese, a
translocagdo de Tatll deve ser trés vezes mais lenta na voltagem mais
baixa. Além disso, uma segunda inconsisténcia diz respeito aos tamanhos
dos poros criados. De fato, em [109] o poro criado tem um raio de ~1,7 nm,
muito menor do que o esperado em nossos resultados: geramos um poro de
raio de ~1,6 nm sob U, ~0,43 V (Tabela 1). Recentemente, relatamos
efeitos de tamanho em simulagdes de eletroporacao de bicamadas lipidicas
e mostramos especificamente que folhetos de 256 lipidios sdo muito
pequenos para estudar a eletroporagdo: Os poros gerados em simulag¢des
MD usando tais retalhos sdo muito menores do que aqueles gerados usando
patches maiores (1024 lipidios).

Figura 8: O processo de transporte de Tatl1 em trés quadros correspondentes a 0,
8 e 12 ns. No painel direito, a vista superior mostra claramente que ndo ha
interacdes entre a molécula e as paredes dos poros. Os grupos cabeca POPC sdo
mostrados como bolas lilases e roxas, as caudas como linhas roxas; os ions sodio e
cloreto sdo coloridos em amarelo e cinza, respectivamente; Tatl 1 ¢ verde (adaptado
de [111]).

Apesar dessas discrepancias, ¢ muito interessante notar que, tanto ao
aplicar um campo elétrico quanto ao desequilibrio de carga, a translocagao
de uma pequena molécula carregada como a Tatll ocorre na escala de
dezenas de nanossegundos.

Discussao e perspectivas

Um objetivo atual em melhorar nossa compreensdo de EP ¢ o
desenvolvimento de uma descrigdo microscopica abrangente do fenomeno,
0 que ndo ¢ uma tarefa facil devido as dimensdes em nanoescala do
eletroporo lipidico e a curta escala de tempo (nanossegundos) de criacdo
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dos poros, que apresentam desafios para observagdes experimentais diretas.
Por essas razdes, as simulagées de dindmica molecular tornaram-se
extremamente importantes para estudar EP em detalhes atomicos. Na tltima
década, um grande nimero de simulagdes de MD foram conduzidas a fim
de modelar o efeito dos campos elétricos nas membranas, fornecendo talvez
o modelo molecular mais completo do processo EP em bicamadas lipidicas.

Nossa investigagdo da eletrotransferéncia de pequenas moléculas
carregadas, siRNA (-42e¢) e Tatll (+8e) por meio de um modelo de
membrana celular sujeito a campos elétricos de pulso de microssegundos
(us-msPEFs), forneceu um novo insight. Com voltagens transmembranares
de algumas centenas de milivolts, relatamos para siRNA uma translocacdo
completa, de um lado da bicamada para o outro, dentro de varias dezenas
de nanossegundos, apesar de sua forte ancoragem com os grupos cabeca de
fosfolipidios zwitterionicos. Por outro lado, o Tatl1 ¢ transportado (dentro
de ~10 ns) sem qualquer interacdo com o poro. Curiosamente, para ambas
as moléculas, descobrimos que o processo de transporte ocorre na mesma
escala de tempo (nanossegundos) que pulsos muito mais curtos (nsPEFs)
que relatamos anteriormente. E importante lembrar que experimentos sdo
realizados em células, enquanto nossa investigacdo diz respeito a bicamadas
lipidicas. Nas células, deve-se também considerar o citoesqueleto e
possiveis interagdes com moléculas como siRNAs, por exemplo, em seu
caminho para o citoplasma, retardando o processo de translocagao.

Em resumo, projetamos protocolos MD adequados para a caracterizagao
do transporte de espécies carregadas e descarregadas conduzidas por ps-
msPEFs que podem ajudar a esclarecer o mecanismo de captacdo de
farmacos pelas membranas celulares. Os estudos sistematicos realizados
com este protocolo na presenca de outras drogas relevantes (por exemplo,
bleomicina) ou corantes (por exemplo, iodeto de propidio, YO-PRO, etc.)
devem ampliar drasticamente nossa compreensio do mecanismo de
absorcao, e assim, fornecer mais informagdes que podem levar a melhorias
em técnicas experimentais relacionadas e eficacia terapéutica.

Vale a pena mencionar outro aspecto que também precisa ser
considerado quando se estuda o efeito do campo elétrico nas células. Foi
sugerido ha mais de uma década que as membranas podem ser oxidadas por
eletroporacdo. Evidéncias experimentais relatam que, de fato, os campos
elétricos pulsados podem aumentar a extensao em que ocorre a peroxidagdo
da cadeia de acila lipidica. Em particular, foi demonstrado que a aplicagdo
de campos elétricos externos altera a composi¢do fosfolipidica e as
propriedades dos lipossomas, vesiculas e células [113-119]. A presenga de
lipidios oxidados dentro das biomembranas ¢ conhecida por modificar suas
propriedades fisicas e, em particular, sua permeabilidade [120-123]. Nao
podemos, portanto, excluir que a captacdo de moléculas em experimentos
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de PEFs pode estar, pelo menos parcialmente, ocorrendo através da difusdo
através de bicamadas lipidicas oxidadas/permeabilizadas e ndo
exclusivamente através de eletroporos. Simulagdes ao longo dessas
questdes devem melhorar nossa caracterizagdo do eletrotransporte de
moléculas através de membranas impulsionadas por campos elétricos.
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Introducao

Para utilizar os diversos efeifos dos campos elétricos nos sistemas
biologicos, devemos compreender as causas. Em particular, queremos
saber os detalhes das interagdes entre campos elétricos e estruturas
biomoleculares. Observando escalas de tempo muito curtas
(nanossegundos) e eventos Unicos (estimulos nao repetitivos), reduzimos o
numero de disturbios em grande escala e nos concentramos em perturbagdes
reversiveis. A analise é principalmente no dominio do tempo, mas o
contetdo espectral de pulso pode ser importante para algumas aplicagdes.

Claro, alguns efeitos importantes da eletropulsacdo podem ser
consequéncia de processos irreversiveis impulsionados por exposi¢oes de
campo elétrico mais longas (microssegundos, milissegundos). Os estudos
de pulso curto podem ajudar a dissecar esses processos.
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Figura 1. Linfoblastos T Jurkat nanoeletropulsados se recuperam ao longo de 2
horas a partir da permeabilizagdo inicial com azul de Tripan (TB) apods exposigao
a pulsos de 50, 20 ns, 4 MV/m a 20 Hz.

Embora a modelagem seja necessariamente um componente
significativo das investigagdes bioelétricas, observagdes experimentais sdo
fundamentais, e para conduzir experimentos bioelétricos de
nanossegundos, deve-se ser capaz de gerar € monitorar, com precisao, os
estimulos elétricos apropriados, um desafio ndo trivial da engenharia.
Discutiremos causa ¢ efeito aqui, a partir de perspectivas cientificas e da
engenharia, usando dados de experimentos e simulagdes. E comum na
engenharia elétrica, e cada vez mais na biologia, atacar um problema com
uma combinagdo de modelagem e ferramentas experimentais. Na
bioelétrica de nanossegundos, observacdes (in vitro e in vivo) dao origem a
modelos (moleculares e continuos), que conduzem experimentos, que
ajustam e calibram os modelos, os quais retroalimentam para validacdo
empirica. Este ciclo de feedback concentra as investigagcdes em um espago
muito grande de parAmetros nas faixas criticas de valores para as variaveis
chave.



112 P. Thomas Vernier

Propagagdo

+ do campo elétrico ’
w Cuyo = 225 mmins ”I Escudo
+ . . "
- 4 DS / dielétrico
+ P Polarizagio i
i (Cubeta 1mm) dielétrica \ / .
1 —.
+ . . 4 > .
. Orientagdo T\ /Ay, (t)==E(t)a,cos@|1-e ™
+ do dipolo (8HF’OS) K 2
2 /
Relaxamento 1 1
— — do eletrélito _
D=c¢ / Tm - avrCm +—
/ 20, o,
_ — d /
D, =D, =D, ;

Carregamento
da interface

/ Migracéo das
Empilhamento ‘ cargas moveis

dielétrico y \

Figura 2. Linha do tempo representando a sequéncia de eventos apds a polarizagio
elétrica de um tecido bioldgico ou suspensdo aquosa de células. As propriedades
dielétricas do sistema sdo importantes no regime de subnanossegundos. Para
tempos mais longos, a distribuicdo de campos e potenciais ¢ dominada pela
migracdo de espécies carregadas.

Bioelétrica de nanossegundos

Da teoria de longa data que modela a célula como uma camada dielétrica
[1-4] veio a nogao de que pulsos elétricos de submicrossegundos poderiam
"contornar" a membrana celular, depositando a maior parte de sua energia
dentro da célula, em vez de na membrana plasmatica, o alvo primario de
pulsos mais longos. Essa ideia foi investigada experimentalmente no final
da década de 1990 e aparentemente confirmada [5-6]. Mesmo que um relato
inicial indicasse que a quebra condutiva de membranas mediada por campo
elétrico pode ocorrer em tdo pouco tempo quanto 10 ns [7], e uma analise
teorica que demonstrou que pulsos com amplitudes de campo maiores do
que cerca de 1 MV/m produzem potenciais transmembranares porativos
dentro de cerca de 2 ns [8], e um modelo bem fundamentado que previu
"poracdo em todos os lugares" no regime de nanossegundos [9], os
procedimentos usados para detectar a eletroporagio da membrana
plasmatica (e a perda de integridade da membrana em geral) produziram
resultados negativos para pulsos com duragdes menores que a constante de
tempo de carregamento de uma célula pequena em meio tipico (<100 ns).
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Figura 3. Intrusdo de dgua mediada por campo elétrico em uma simulagdo de
bicamada lipidica.

Além de destacar as limitagdes dos métodos experimentais tradicionais
para a observagdo da permeabilizagdo da membrana, essa aparente
discrepancia entre o modelo e a observacdo aponta também para
inadequacdes no proprio modelo de camada dielétrica, em escalas de tempo
abaixo do tempo de carregamento da membrana (célula). Os efeitos de
frequéncias mais altas associados as propriedades dielétricas de meios
aquosos de alta permissividade e membranas biologicas de baixa
permissividade [10-13] sdo insignificantes para as condi¢des de
eletropermeabilizagdo que sdo mais comumente estudadas (pulsos de ps,
kV/m), mas para pulsos de nanossegundos eles ndo podem ser ignorados.

Diversas linhas de evidéncias experimentais indicam que pulsos
elétricos de nanossegundos causam mudangas na integridade e organizacdo
da membrana celular.

Permeabilizagdo de azul de Tripan. Embora permanecendo negativas
para propidio, o volume de células Jurkat T expostas a uma série de pulsos
de 50, 20 ns, 4 MV/m aumenta a medida que as células se tornam
permeaveis ao azul de Tripan (TB) (Figura 1). Com o aumento do tempo
apos a exposicdo ao pulso, essas células fracamente positivas para TB
tornam-se novamente impermeaveis a TB. Observagoes semelhantes foram
relatadas para células de melanoma murino B16 expostas a pulsos de
subnanossegundos (800 ps) em campos muito altos [14].
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Potenciais transmembranares de poragdo de nanossegundos. A imagem
de fluorescéncia com um corante sensivel ao potencial de membrana indica
que os potenciais transmembranares porativos sdo gerados durante a
exposicao a nanoeletropulsos [15].

Externaliza¢do de PS induzida por nanoeletropulso. A perda de
assimetria na distribui¢do de fosfolipidios da membrana resultante da
externalizagdo da fosfatidilserina (PS) ocorre imediatamente apos a
exposi¢do ao nanoeletropulso [16], consistente com a reorganizagdo da
membrana conduzida diretamente por campos elétricos de duragdo de
nanossegundos € um mecanismo no qual poros de diametro nanométrico
fornecem um caminho de baixa energia para a difusdo eletroforeticamente
facilitada de PS do folheto citoplasmatico da membrana plasmatica para a
face externa da célula [8].

Simulagoes conectam externalizagdo de PS e nanoporag¢do. Em
simulagdes de dindmica molecular (MD) de eletroporagdo, poros
hidrofilicos surgem dentro de alguns nanossegundos [17], e PS migra
eletroforeticamente ao longo das paredes dos poros para o lado voltado para
o anodo da membrana [18-19], uma replicacdo in silico de observagdes
experimentais realizadas em células vivas [20].

Nanoeletropermeabilizagdo. A primeira evidéncia direta de
nanoeletropermeabilizag@o foi obtida monitorando o influxo de YO-PRO-1
(YP1) [21], um indicador mais sensivel de permeabilizagdo de membrana
do que o propidio (PPD) [22]. Evidéncias diretas adicionais vém de
experimentos de patch clamp, que revelam aumentos de longa duragio na
condutincia da membrana apés a exposicao a pulsos de 60 ns [23-25].

Ativagdo de células eletricamente excitaveis com pulsos de
nanossegundos. As células eletricamente excitaveis fornecem um ambiente
altamente responsivo para a biologia do nanoeletropulsos. Células adrenais
cromafins [26] e cardiomiocitos [27] reagem fortemente a um tnico pulso
de 4 ns, e a fibra muscular demonstrou responder a um estimulo de 1 ns
[28].

Bioelétrica de nanossegundos e o modelo de empilhamento dielétrico.
A Figura 2 representa uma linha do tempo de eventos em uma suspensao
aquosa de células vivas e eletrolitos entre dois eletrodos ap6s a aplicacdo de
um pulso elétrico. Os dipolos de agua se reorientam em um intervalo de
cerca de 8 ps. O campo também altera o equilibrio eletrodifusivo entre as
espécies carregadas e suas dguas hidratantes, com uma constante de tempo
que varia de 0,5 a 7 ns, dependendo das propriedades do meio. Pulsos mais
curtos do que o tempo de relaxamento do eletrdlito ndo geram (a menos que
o campo seja muito alto) carga interfacial suficiente para produzir
potenciais transmembranares porativos. O modelo de camada dielétrica
neste regime pode ser substituido por um modelo de empilhamento
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dielétrico mais simples, em que o campo elétrico local depende apenas do
campo elétrico externo (aplicado) e da permissividade dielétrica de cada
componente do sistema.

Nanoeletropermeabiliza¢do e modelos continuos. As simulagdes MD
atualmente fornecem as Unicas janelas em escala molecular disponiveis na
formagdo de eletroporos em bicamadas lipidicas. Os modelos atuais
funcionam razoavelmente bem, mas as simulagdes de eletroporagdo ainda
contém muitas suposi¢cdes e simplificagdes. Para validar esses modelos,
procuramos intersecdes entre conjuntos moleculares de todos os atomos,
representacdes continuas de suspensodes celulares e tecidos, e observacdes
experimentais de células e organismos inteiros. Por exemplo, um modelo
continuo destacado assume uma relagdo exponencial entre o potencial
transmembranar ¢ varios indices de formagdo de eletroporos [29]. Os
resultados de MD na Figura 3, mostrando a intrusdo de agua no interior da
membrana em fungdo do campo elétrico aplicado, demonstram
qualitativamente essa mesma relagdo nao linear entre campo e poragdo. O
desafio é alcangar uma congruéncia quantitativa dos coeficientes.

Experimentos de modelos de nanossegundos

Experimentos e modelos moleculares de permeabilizacdo de
membranas. A Figura 4 mostra uma resposta simples e direta das células a
exposicdo ao pulso — dilatagdo [25,30,31]. A eletropermeabilizacdo da
membrana celular resulta em um desequilibrio osmético que ¢ combatido
pelo influxo de 4gua na célula e um aumento no volume celular. Este
fenomeno, iniciado por interagdes eletrofisicas com constituintes celulares
basicos — ions, agua e fosfolipidios — em uma escala de tempo muito mais
curta (alguns nanossegundos) do que normalmente considerado por
eletrofisiologistas e bidlogos celulares, fornece uma conexao simples, direta
e bem definida entre simulagdes e sistemas experimentais. Ao correlacionar
a cinética observada de permeabilizagdo e dilatagdo com as taxas de
formacao de poros e transporte de ions e agua obtidas a partir de simulagdes
moleculares e representa¢des continuas, estamos melhorando a precisdo e
aplicabilidade dos modelos
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Figura 4. Imagens de contraste de interferéncia diferencial (DIC) de linfoblastos
Jurkat T antes (A) e 30 s apds (B) exposi¢ao a pulsos elétricos de 5 ns, 10 MV/m
(30 pulsos, 1 kHz). Observe o inchaco, bolhas e granulacdo intracelular e expansao
da  vesicula, resultados do desequilibrio osmoético causado pela
eletropermeabilizagdo da membrana celular.

Figura 5. Sequéncia da criagdo de eletroporos. (A) Representagdo da dinamica
molecular de uma bicamada lipidica POPC. Pequenas esferas vermelhas e brancas



Estresse Elétrico de Membrana em Nano, Multiescala e
Permeabilizacdo 117

na parte superior e inferior do painel sdo atomos de oxigénio e hidrogénio da agua.
As esferas douradas e azuis s@o fosforo e nitrogénio dos grupos cabega,
respectivamente, e as esferas cinza sdo fosfolipidios acil oxigénios. Para maior
clareza, os atomos das cadeias de hidrocarbonetos no interior da bicamada ndo sdo
mostrados. Na presenca de um campo elétrico porativo, uma intrusdo de agua
aparece (B) ¢ se estende através da bicamada (C). Os grupos cabeca seguem a agua
para formar um poro hidrofilico (D). A sequéncia de formagdo do poro, desde o
inicio da ponte de agua até a formagdo do poro revestido com os grupos cabega,
leva menos de 5 ns.

Dindamica molecular e modelos em macroescala (continuum). A Figura
5 mostra as etapas principais na formagao conduzida por campo elétrico de
um nanoporo em uma simulagdo MD tipica de uma bicamada de
fosfolipidio em processo de poragdo, parte de um esquema maior para o
desenvolvimento (e dissolu¢do) do passo-a-passo dos defeitos eletricamente
condutores que contribuem, pelo menos em parte, para o que chamamos de
membrana permeabilizada [32]. Essas simula¢des moleculares nos
permitem realizar experimentos virtuais em um amplo espectro de
parametros atualmente inacessiveis na pratica para a observacdo direta.
Embora ainda ndo possamos alinhar a energética e a cinética detalhada que
podem ser extraidas das simulagdes de MD com os resultados de
laboratorio, ¢ possivel comparar os dados de MD com as previsdes dos
modelos de macroescala usados para descrever a eletroporacao.

A Figura 6 mostra como o tempo de iniciagdo dos poros [tempo entre a
aplicacdo do campo elétrico porativo e o aparecimento de uma coluna de
agua que abrange a membrana (Fig. 5C)) varia com a magnitude do campo
elétrico em simulagdes MD [32]. O valor do campo elétrico no interior da
membrana, extraido de simulagdes integrando a densidade de carga em todo
o sistema, ¢ usado como uma quantidade normalizadora.
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Figura 6. O tempo de iniciagdo do eletroporo ¢ uma func¢do ndo-linear da
magnitude do campo elétrico porador. O tempo de iniciagdo dos poros (tempo
necessario para formar a ponte de 4gua mostrada na Fig. 1C) € exponencialmente
dependente do campo elétrico aplicado, expresso aqui como o campo elétrico
observado no interior da bicamada lipidica em simula¢des de dindmica molecular.
As barras de erro sdo o erro padrio da média de pelo menos trés simulagdes
independentes. Os dados sdo das Tabelas 4 ¢ 5 de [32].
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Figura 7. lons sodio e cloreto migrando através de um nanoporo lipidico na
presenca de um campo elétrico externo.

Este campo interno da membrana resulta da interacdo do campo externo
aplicado com a interface agua e dipolos do grupo cabeca, que também criam
o grande potencial dipolo encontrado no interior da membrana, mesmo na
auséncia de um campo aplicado [33]. A diminui¢@o ndo-linear no tempo de
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inicia¢do dos poros com o aumento do campo elétrico pode ser interpretada
como uma diminui¢@o da energia de ativagdo para a formacao das estruturas
de iniciagdo dos poros descritas acima. Podemos usar resultados de
simulagdo como os da Fig. 6 para conciliar representa¢des de dindmica
molecular com modelos continuos e, em ultima analise, ambos, em
experimentos. Por exemplo, a relagdo entre o campo elétrico ¢ a taxa de
criacdo de poros ¢ descrita no modelo estocastico de poros de Krassowska-
Weaver na seguinte expressao,
Kpore — Ae*E("st)/kBT , (1)

onde K. € a taxa de criacdo de poro, 4 € uma constante de taxa, E(7, Vy)
¢ a energia de um poro com raio » no potencial transmembranar V,,, € ks, ¢
T s3o a constante de Boltzmann e a temperatura absoluta [29, 34-36]. Um
dos nossos objetivos € conciliar a taxa de criagdo de poros em (1) com
nossos tempos de iniciagdo de poros simulados, conciliando os dois
modelos. Também estamos em processo de validacdo da expressdo do
modelo estocastico de poros para densidade de poros,

d_N - aeﬁ(Av/f,) l—i , )
dt N,

onde N e N, sdo poros por unidade de area, valores instantdneos e de
equilibrio, a e f sdo parametros do modelo de eletroporagdo empirico, ¢
Ay, € 0 potencial transmembranar.

O poder computacional é necessario ndo apenas para permitir simulagdes
de sistemas maiores. A grande variabilidade no tempo de inicio dos poros
indicada pelas barras de erro na Fig. 6 significa que simulagdes
independentes de cada condigdo devem ser repetidas muitas vezes para
garantir resultados validos. (Um niimero surpreendente de conclusdes na
literatura existente foi publicado com base em simulagdes Unicas.)

Por causa da complexidade de todas as estruturas, sistemas € processos
que compdem a membrana permeabilizada de uma célula viva (o
eletropermeoma), a compreensdo analitica abrangente da vida ttil de
permeabilizagdo (poro?) permanece um grande desafio para ambos os
modelos e abordagens experimentais.

Modelos melhores podem contribuir também para a nossa compreensao
de problemas praticos em bioelétrica. Por exemplo, apesar de anos de
estudo, a controvérsia permanece em relagdo aos efeitos, ou falta de efeitos,
de exposigdes a baixos niveis de campos -eletromagnéticos de
radiofrequéncia (RF) [37,38]. Parte da razdo para o fracasso em estabelecer
certeza sobre esta questdo surge da dificuldade de conduzir experimentos
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com um numero suficiente de variaveis e um numero suficiente de amostras
para gerar conjuntos de dados confiaveis. Com ferramentas de simulagéo
precisas, aprimoradas pela conciliagdo com o experimento, podemos
explorar o grande espago varidvel e estatistico em que os efeitos biofisicos
suspeitos podem ocorrer, estreitando a gama de alvos experimentais e
focando em sistemas nos quais os efeitos sdo mais provaveis e nos quais os
mecanismos serdo mais claros.

Experimentos e modelos moleculares de condutdncia ibnica. Os
primeiros indicadores identificados e mais diretos de permeabilizacdo de
membrana acionada por campo elétrico sdo mudangas nas propriedades
elétricas, incluindo um aumento na condutancia idnica [39,40]. Os dados de
um trabalho experimental cuidadoso podem ser interpretados como valores
medidos correspondentes a condutidncia de um tnico poro [41-44].
Combinando modelos continuos de eletroporagdo com esses dados
experimentais e com valores estabelecidos para mobilidades eletroforéticas
ionicas e afinidades entre ions e fosfolipidios, podemos tirar conclusoes
sobre a geometria dos poros e densidade de area. Mas a inacessibilidade (até
o momento) dos eletroporos de membrana para a observagdo direta ¢ a
manipulagdo de sua estrutura fisica nos impede de preencher
definitivamente a lacuna entre o modelo e o experimento.

Um método recentemente desenvolvido para estabilizar eletroporos em
simulagoes de dindmica molecular de bicamadas de fosfolipidios [45]
permite a extracao da condutincia idnica desses sistemas de modelagem e,
assim, fornece uma conexdo nova ¢ independente entre modelos e
experimentos, neste caso, a partir de modelos atomicamente detalhados de
eletroporos lipidicos construidos com dinadmica molecular. A Figura 7
mostra um desses poros estabilizados com ions acionados por campo
elétrico passando através dele.

Embora a magnitude da condutdncia medida nessas simulacdes seja
altamente dependente da precisdo dos modelos de ions e 4gua e suas
interagdes com a interface de bicamada fosfolipidica (e ha muito espago
para melhorias nesta area), os resultados iniciais s@o consistentes com as
expectativas de modelos continuos e observacdes experimentais.

Excitagao por pulsos de nanossegundos

Nanoeletroestimulacdo de células neurossecretoras e neuromusculares.
Aplicacdes de campos elétricos pulsados na clinica, particularmente em
eletroquimioterapia e eletrotransferéncia génica, sdo bem conhecidas e
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descritas em detalhes em outros capitulos deste livro. Evidenciamos aqui
uma potencial aplicacdo biomédica especificamente de pulsos elétricos de
nanossegundos, a ativagdo e modulagdo da atividade de processos
neurossecretores € neuromusculares, uma area que permanece
relativamente inexplorada. A sensibilidade de células eletricamente
excitaveis a nanoeletropulsos aumenta a possibilidade de dispositivos de
energia muito baixa (pulsos de nanossegundos, megavolt por metro, mas de
baixa energia devido a sua curta duragdo), dispositivos de regulacdo
cardiaca (marcapassos implantados e desfibriladores), ativagdo muscular
remota (lesdo do nervo espinhal) e a modulag¢do neurossecretora (controle
da dor), sejam construidos com a tecnologia de nanoeletropulso. A Figura
8 demonstra a ativagdo funcional de uma célula cromafins adrenal apds um
unico pulso de 5 ns, 5 MV/m [46,47].

Figura 8. Marcagdo imunocitoquimica de dopamina-p-hidroxilase (DBH) usando
um anticorpo anti-DBH acoplado a um anticorpo secundario marcado com
fluorescéncia. DBH ¢ externalizado por fusdo exocitética de vesiculas com a
membrana plasmatica. Imagem esquerda: controle. Imagem central: 2 min apds o
tratamento com o estimulante farmacolégico DMPP. Imagem direita: 2 min ap6s
um unico pulso de 5 ns, 5 MV/m.
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Capitulo 7

Eletrotransferéncia génica in vivo

Maja Cemazar

Instituto de Oncologia, Liubliana, Eslovénia

Resumo: A eletrotransferéncia génica consiste na administragdo de acidos
nucleicos (DNA, RNA, oligonucleotideos...) no tecido de interesse seguida da
aplicagdo de pulsos elétricos para permitir a entrega dos acidos nucleicos nas
células e, consequentemente, a agdo terapéutica do material genético entregue.
Devido ao tamanho dos acidos nucleicos, os parametros elétricos da
eletrotransferéncia génica variam muito dependendo do tecido a ser transfectado e
também do nivel desejado e da duragdo da expressdo, assim como do dano causado
ao tecido. Além da otimizagao de pardmetros elétricos para aplicagdes especificas,
o desenho do DNA plasmidial ou moléculas de RNA terapéuticos também podem
influenciar o resultado terapéutico. Os estudos iniciais sobre a eletrotransferéncia
génica se concentraram principalmente na avaliacdo de parametros elétricos para
entrega eficiente de genes a diferentes tecidos, como pele, musculo, figado e
tumores, usando varios genes reporteres que codificam proteinas fluorescentes,
luciferase e f-galactosidase. O campo terapéutico da eletrotransferéncia génica ¢
principalmente dividido em dois campos: vacina de DNA e terapia génica do
cancer. Vacina de DNA contra doengas infecciosas e cancer, por um lado, e terapias
génicas antiangiogénicas e imunomoduladoras contra o cancer, por outro lado, sdo
as areas de pesquisa prevalentes. Além disso, nimeros crescentes de ensaios
clinicos, especialmente nos EUA, estdo registrados usando eletroporacdo para
entrega de DNA plasmidial terapéutico. As perspectivas da eletrotransferéncia de
genes terapéuticos para a terapia do cancer residem principalmente em diferentes
combina¢des com terapias locais convencionais, como a radioterapia ou a
eletroquimioterapia, com o objetivo de transformar tratamentos locais em
sistémicos. Além disso, muitos trabalhos pré-clinicos dedicam-se a otimizacao de
DNAs plasmidiais terapéuticos, desenvolvimento de novos eletrodos e avaliagao
de pardmetros elétricos, o que levara a um melhor planejamento e desenho de
ensaios clinicos.
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Introducao

A aplicacdo in vitro de eletroporacdo para a introducdo de DNA nas
células foi avaliada e testada em 1982 por Neumann et al. [1], 6 anos antes
do uso de celetroporagdo para entrega de drogas quimioterapicas
antitumorais (eletroquimioterapia) em células tumorais [2]. No entanto,
estudos in vivo seguiram lentamente e o primeiro estudo in vivo foi realizado
em 1991 por Titomirov et al. [3], avaliando a utilidade de pulsos em
declinio exponencial para entrega de genes a pele de camundongos. Mais
tarde, a transfeccdo de cérebro, figado, tumor e mtsculo usando diferentes
genes reporteres foi demonstrada com sucesso usando diferentes tipos de
pulsos elétricos [3-7]. Devido as propriedades fisico-quimicas ¢ ao tamanho
dos acidos nucleicos em comparagdo aos pequenos farmacos
quimioterapicos, o mecanismo de entrada dos acidos nucleicos ¢ diferente
daquele de pequenas moléculas. Nos tecidos, outros pardmetros
relacionados ao tecido e as células também influenciam a eficiéncia da
transfec¢cdo, como o tamanho da célula, forma e organizagdo nos tecidos,
presenca da matriz extracelular e heterogeneidade do tecido (presenca de
diferentes tipos de células em determinado tecido). Além disso, a
construcdo do plasmideo e sua administragdo também podem influenciar o
nivel de transfeccdo, bem como sua duragcdo. Portanto, uma grande
quantidade de estudos na area de eletrotransferéncia génica in vivo foi
dedicada a avaliacdo de diferentes parametros de pulsos elétricos para
diferentes tipos de tecido, bem como para diferentes aplicacdes (Figura 1).
Atualmente, o uso terapéutico da eletrotransferéncia génica esta focado
principalmente em dois campos: vacina com DNA e terapia génica do
cancer [8,9].

Eletrotransferéncia génica pré-clinica de genes repoérteres

Genes reporteres usados em  estudos  pré-clinicos  sobre
eletrotransferéncia génica codificavam principalmente luciferase ou outras
diferentes proteinas fluorescentes. Ambos permitem visualizar a
transfeccdo de tecidos (expressao génica em células de tecidos) in vivo
usando diferentes tipos de imageamento in vivo, tanto imagens de corpo
inteiro quanto em nivel celular [10,11]. A maioria dos estudos foi realizada
em musculos e pele, uma vez que esses tecidos sao facilmente acessiveis e,
portanto, representam um tecido-alvo dbvio para a vacina de DNA. Além
de facil acesso para eletrotransferéncia de genes, as células musculares tém
vida longa e podem produzir quantidades relativamente altas de proteinas
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terapéuticas que também sao liberadas na corrente sanguinea, agindo assim
de forma sist€émica. Por outro lado, a pele também representa um 6timo
tecido-alvo, ndo s6 pela facil acessibilidade, mas principalmente pelas
inumeras células imunes presentes na pele que podem provocar uma
resposta imune eficaz necessaria para a vacina com DNA [12,13 ] (Figura
2).

Parametros relacionados ao tecido:

Tamanho e forma das células
Organizagdo tecidual e heterogeneidade
Presenca de matrix extracelular

Parametros relacionados aos
acidos nucléicos:
Tamanho do construto do acido nucléico
Construgdo
Administragdo e distribuicdo

Parametros da eletrotransferéncia:

Tipo de eletrodos
Parametros dos pulsos elétricos
Distribui¢do do campo elétrico

\ '4

Eficiéncia da transfecgado

Modificagdo Ativagdo
do fluxo sanguineo do sistema imune

Resultado
terapéutico

Figura 1: Diferentes parametros podem influenciar a eficiéncia de transfecgdo e o
resultado terapéutico da eletrotransferéncia de genes.

Conforme mencionado na introdugdo, varios parametros diferentes de
pulsos elétricos foram usados, pulsos elétricos de alta voltagem (na faixa de
~1000 V) curtos (~100us) ou pulsos elétricos longos (até 100 ms) de baixa
voltagem (até ~100 V). Além disso, até mesmo uma combinagdo de pulsos
de alta e baixa voltagem foram testados e mostraram transfec¢do melhorada
na pele e musculos em comparagdo com um unico tipo de pulso usado para
transfecgdo [14-16]. Em tumores, a combinagdo de pulsos nio resultou em
transfeccdo melhorada [18]. Além disso, a influéncia da orientagdo e da
polaridade dos pulsos elétricos aplicados também foi avaliada em tumores,
demonstrando que o aumento da eficiéncia de transfecg@o é obtido apenas
pela mudanga da orientagdo do eletrodo, mas ndo da polaridade do pulso
[19].

Os principais tipos de eletrodos utilizados nos estudos foram de eletrodos
de placas ou de agulhas e, mais recentemente, arranjos de multieletrodos
ndo invasivos [15,19,20]. Outros tipos de eletrodos que foram testados para
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eletrotransferéncia génica foram eletrodos de espatula para entrega de genes
em musculo [22] e outros tipos de eletrodos ndo invasivos, como eletrodos
de contato, sem agulha e meandro para entrega em pele [21-24]. A selecdo
do eletrodo ¢ muito importante para a distribui¢do apropriada do campo
elétrico no tecido, o que € um pré-requisito para a eletrotransferéncia efetiva
do gene [24, 25].

Figura 2: A) Eletrotransferéncia génica na pele. Injecdo de DNA plasmidial por
via subcutanea. Uma bolha na pele se forma. B) Com o uso de eletrodos de placas,
estes sdo posicionados de forma que a bolha fique envolvida entre as duas placas.
C) Microscopia confocal intravital de células na pele de camundongo que
expressam a proteina fluorescente DSRED na profundidade de 30 pum.

Além dos parametros elétricos, o tipo de acido nucleico usado para
eletrotransferéncia também pode afetar a eficiéncia da transfecgdo. Foi
demonstrado que um siRNA menor pode atravessar mais facilmente a
membrana plasmatica em comparagdo com moléculas de DNA plasmidial
maiores, no entanto, a duracdo da expressdo (ou efeito) é mais curta [26-
28]. Portanto, 0 DNA em plasmideos ainda ¢ o mais utilizado em estudos
de eletrotransferéncia génica. Para melhorar a seguranca e o direcionamento
da entrega de DNA plasmidial, bem como para minimizar dano indesejado
ao tecido, plasmideos com promotores especificos de tecido, desprovidos
de gene de resisténcia a antibioticos € com minimo ou nenhum esqueleto
bacteriano foram construidos e avaliados em combinagdo com
eletroporacdo [29 —32].

Devido ao tamanho do DNA plasmidial e a presenga de nucleases no
sangue e também nos tecidos, a forma mais adequada de administragéo do
DNA plasmidial ¢ por injecdo local. A distribui¢do do DNA plasmidial em
diferentes tecidos tem diferentes intervalos de tempo, portanto também ¢
muito importante o tempo entre a inje¢do do plasmideo e a aplicagdo dos
pulsos elétricos. Para o musculo, foi demonstrado que deve ser o mais
rapido possivel, enquanto para os tumores, dependendo do tipo histologico,
pode ser até 30 minutos apds a injecdo do plasmideo [33-35]. Uma melhor
distribuicdo e, consequentemente, melhor eficiéncia de transfeccdo podem
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ser alcangadas também pelo pré-tratamento de musculos e tumores com
enzimas degradantes da matriz extracelular, como hialuronidase ¢
colagenase [36,37].

In vitro, foi demonstrado que o tamanho, a orientagdo ¢ a forma das
células influenciam a permeabilizacdo das membranas celulares e, portanto,
também a eficiéncia de transfeccdo. O mesmo também ¢é valido in vivo.
Tecidos com estrutura mais organizada, como o musculo, sdo mais faceis
de eletrotransfectar do que tecidos altamente heterogéneos, como os
tumores [16]. Além disso, em tumores de células grandes foi obtida maior
eficiéncia de transfec¢do em comparagdo com tumores de células menores
[38-41].

A importancia da sele¢do cuidadosa do DNA plasmidial e dos parametros
elétricos foi recentemente refor¢ada por experimentos que mostram que a
eletrotransferéncia génica de plasmideos desprovidos de gene terap€utico
induziram a regressdao completa de tumores, ¢ que os sensores de DNA
citosolico que ativam a resposta imune inata foram regulados positivamente
apos a eletrotransferéncia do gene [42]. A inflamagdo e a indugdo da
resposta imune foram demonstradas também para a transfec¢do de musculo
e pele [41-43].

Estudos pré-clinicos e clinicos de eletrotransferéncia de
genes terapéuticos

Estudos pré-clinicos usando genes terapéuticos foram dedicados
principalmente a avaliacdo da eletrotransferéncia de genes para vacina de
DNA ou tratamento de varias doencgas, como o cancer, onde as terapias sao
direcionadas diretamente as células tumorais ou visam aumentar a resposta
imunoloégica do organismo contra as cé¢lulas cancerosas.

Em geral, a terapia génica pode ser realizada usando duas abordagens
diferentes. A primeira ¢ a terapia génica ex vivo, em que células, incluindo
células-tronco, sdo removidas do paciente, transfectadas in vitro com o
plasmideo ou vetor viral, selecionadas, amplificadas e, em seguida,
reinjetadas de volta no paciente. A outra abordagem ¢ a terapia génica in
vivo, onde um DNA exogeno é entregue diretamente no tecido alvo do
hospedeiro, por exemplo, localmente no tumor ou peritumoralmente, e para
a liberagdo sistémica da molécula terapéutica quando aplicada no musculo
esquelético, dependendo do tipo de moléculas terapéuticas e da intengdo do
tratamento [45].

A eletrotransferéncia génica foi usada pela primeira vez para vacina de
DNA em 1996 [46]. Atualmente, numerosos estudos, usando a
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eletrotransferéncia de genes principalmente em musculos e pele para vacina
de DNA contra doengas infecciosas, artrite, esclerose multipla e inflamagdo
estdo em andamento. Além disso, varios ensaios clinicos contra doengas
infecciosas, como HIV e hepatite estdo em andamento. A
eletrotransferéncia génica de DNA plasmidial resultou na estimulag¢do de
ambos os bragos do sistema imune adaptativo: humoral e celular [8,9].

Na terapia génica do cancer, a eletrotransferéncia de genes terapéuticos
diretamente para os tumores facilita a produgdo intratumoral local de
proteinas terapéuticas, permitindo uma concentragao terapéutica suficiente
e, portanto, o resultado terapéutico. Isso € especialmente importante no caso
de citocinas, onde altas concentra¢des sistémicas estdo associadas a
toxicidade grave.

A primeira avaliagdo da terapia de eletrotransfec¢do génica intratumoral
para o tratamento do cancer foi realizada 3 anos apos o primeiro estudo de
vacina de DNA em 1999 em modelo de tumor de melanoma murino [47].
Desde entdo, uma variedade de genes terapéuticos, principalmente
codificando citocinas, mas também proteinas supressoras de tumor e
moléculas de siRNA contra varios alvos, como oncogenes, foram testados
em varios modelos de tumor animal. No geral, os resultados dos estudos
pré-clinicos indicam que a eletrotransferéncia do gene terapéutico
intratumoral permite uma expressao eficiente do transgene, com producdo
suficiente de proteinas terapéuticas, o que pode levar até mesmo a regressao
completa do tumor e, em alguns casos, a indugao de imunidade antitumoral
de longo prazo em animais tratados.

Alguns dos efeitos antitumorais mais significativos até agora na terapia
génica do cancer foram alcancados com o emprego de imunoterapia
inespecifica ativa, isto €, o uso de citocinas. A eletrogeneterapia codificando
diferentes citocinas ja mostrou resultados promissores em ensaios pré-
clinicos em diferentes modelos de tumor em animais. Os genes de citocinas
que mostraram o maior potencial para terapia do cancer sdo: interleucina
(IL)-2, IL-12, IL-18, interferon (IFN) a ¢ GM-CSF [47-52]. Atualmente a
terapia mais avancada € o uso de IL-12, que desempenha papel importante
na indug¢do da resposta imune celular por meio da estimulagdo da
diferenciacdo de linfocitos T, producdo de IFN-y e ativacdo de células
natural killer [54]. O efeito antitumoral da eletrotransferéncia do gene IL-
12 ja foi estabelecido em varios modelos de tumor, por exemplo, melanoma,
linfoma, carcinoma de células escamosas, carcinoma de bexiga,
adenocarcinoma mamario e carcinoma hepatocelular [53]. Os resultados de
estudos pré-clinicos mostram que, além da regressdo do tumor em locais
primdrios e distantes, a eletrogeneterapia com IL-12 também promove a
inducdo de memoria antitumoral de longo prazo e imunidade terapéutica,
suprime a disseminagdo metastatica e aumenta o tempo de sobrevivéncia de
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modelos experimentais tratados [53]. Em nivel pré-clinico, a
eletrotransferéncia de genes para tumores também foi empregada na terapia
com gene suicida do cancer, substituicdo de terapias com oncogenes,
introducdo de genes selvagens supressores de tumor, etc. [47,54-56]. Outra
abordagem na terapia génica do cancer, que esta sendo amplamente
investigada, ¢ baseada na inibi¢do da angiogénese de tumores. O conceito
basico da terapia génica antiangiogé€nica ¢ a transfec¢do de células com
genes que codificam inibidores da angiogénese tumoral. A
eletrotransferéncia de plasmideos que codificam fatores antiangiogénicos
(angiostatina e endostanina) demonstrou ser eficaz na inibicdo do
crescimento tumoral ¢ disseminagdo metastatica de diferentes tumores [57-
59]. Recentemente, a abordagem com DNA de interferéncia foi avaliada,
usando molécula de siRNA contra endoglina, que ¢ um correceptor do fator
de crescimento transformador f (TGF-) ¢ ¢ superproduzido em células
endoteliais ativadas e também em certas células tumorais. A
eletrotransferéncia génica de moléculas de siRNA ou shRNA contra a
endoglina resultou em efeito vascular direcionado em tumores mamarios,
bem como efeito antitumoral e antivascular em tumores de melanoma que
expressam alto nivel de endoglina [60,61].

O tecido muscular ¢ utilizado para, além da vacina¢do de DNA, também
como tecido-alvo devido a possibilidade de alta producdo e secregdo de
proteinas terapéuticas. A eletrotransferéncia do gene para o musculo foi
avaliada com o objetivo de tratar varias doengas musculares, para secrecao
local de fatores angiogénicos ou neurotroficos, ou para secregao sistémica
de diferentes proteinas terapéuticas, como eritropoietina, fatores de
coagulagdo, citocinas, anticorpos monoclonais, etc. [62-64]. Na terapia
génica do cancer, a eletrotransferéncia génica de DNA plasmidial que
codifica as citocinas IL-12, IL-24 e fatores antiangiogénicos foram
avaliadas com resultados encorajadores.

Estudos clinicos sobre a eletrotransferéncia de DNA plasmidial que
codifica a citocina IL-12 em pacientes com melanoma, bem como em
pacientes veterinarios, mostram grande promessa para o desenvolvimento
dessa terapia [65,66]. No estudo clinico com humanos, 24 pacientes com
metastases subcutineas de melanoma maligno foram tratados 3 vezes. A
resposta a terapia foi observada em nddulos tumorais tratados, bem como
em nodulos tumorais distantes ndo tratados. Em 53% dos pacientes, uma
resposta sistémica foi observada resultando em uma doenca estavel ou em
uma resposta objetiva. O principal efeito colateral adverso foi dor transitoria
ap6s a aplicagdo de pulsos elétricos. Nas bidpsias pos-tratamento, foi
observada necrose tumoral e infiltracdo de células imunes. Este primeiro
ensaio clinico em humanos com eletrogeneterapia de IL-12 de melanoma
metastatico provou que essa terapia € segura e eficaz [66]. Na oncologia
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veterinaria, 8 cdes com mastocitoma foram tratados com eletrotransferéncia
do gene IL-12. Foi obtido um bom efeito antitumoral local com redugdo
significativa do tamanho dos tumores tratados, variando de 15% a 83%
(média de 52%) do volume inicial do tumor. Além disso, uma altera¢do na
estrutura histologica dos nodulos tratados foi observada, caracterizada pela
reducdo do niimero de mastocitos malignos e infiltracdo de células
inflamatorias dos tumores tratados.

Além disso, a liberagdo sistémica de IL-12 ¢ IFN-y em cées tratados foi
detectada, sem quaisquer efeitos colaterais locais ou sistémicos perceptiveis
[67]. Novamente, os dados sugerem que a eletrogeneterapia de IL-12
intratumoral pode ser usada para controlar doengas locais e sistémicas.

Por exemplo, os resultados da eletrotransferéncia intramuscular do gene
IL-12 em pacientes caninos indicam que ¢ um procedimento seguro, que
pode resultar na liberagao sistémica de hIL-12 e possivelmente desencadear
aresposta de IFN-y em pacientes tratados, levando a um prolongamento do
periodo livre de doenca e da sobrevida dos animais tratados [68].

Perspectivas

Na oncologia, os tratamentos ablativos locais sdo muito eficazes, porém
carecem de um componente sist€émico. Portanto, muito esforgo foi dedicado
ao desenvolvimento de tratamentos que atuassem de forma sistémica ou que
agregassem um componente sist€émico ao tratamento local. Com o avango
do conhecimento na imunologia tumoral, novas terapias imunomoduladoras
foram desenvolvidas para o tratamento do cancer, ¢ atualmente sdo
combinadas com o tratamento padrdo com grande sucesso. A vacina de
DNA e as terapias de genes imunologicos com citocinas tém como objetivo
estimular a imunidade antitumoral e, portanto, sdo boas candidatas a serem
combinadas com terapias locais [68,69].

Vérios estudos combinando eletroquimioterapia ou radioterapia com
eletrotransferéncia génica foram avaliados pré-clinicamente. A terapia
imunogénica mais promissora que ja chegou aos ensaios clinicos em
oncologia veterinaria e humana ¢ a eletrotransferéncia génica de IL-12. Nos
estudos pré-clinicos, a eletrotransferéncia do gene IL-12 foi combinada com
eletroquimioterapia e radioterapia em diferentes modelos de tumor. A
eletrotransferéncia intramuscular do gene de IL-12, combinada com a
eletroquimioterapia com cisplatina, aumentou a porcentagem de regressao
completa de tumores de fibrossarcoma SA-1 para 60% em comparagdo com
os 17% de regressdao completa apés a eletroquimioterapia sozinha [71].
Quando combinado com a radioterapia, at¢ mesmo uma resposta completa



134 Maja Cemazar

de 100% dos tumores LPB foi obtida [72]. A eletrotransferéncia
intratumoral do gene IL-12 resultou em um fator modificador da dose de
radi¢do de ~2.0 [73].

Clinicamente, apenas alguns estudos foram realizados em caes de tutores
combinando eletroquimioterapia com bleomicina ou cisplatina e aplicacdo
intratumoral ou peritumoral de eletrotransferéncia do gene 1L-12 [73-76].
Os resultados desses estudos clinicos sdo muito promissores e mais estudos,
esperangosamente também na oncologia humana, estdo previstos.

A eletrotransferéncia génica possui um grande potencial de
desenvolvimento, o que pode levar a novos ensaios clinicos com vacinas de
DNA e aplicagdes de terapia génica. O desenho do plasmideo ¢ crucial para
a producdo e o efeito da proteina terapéutica apropriada, portanto, pesquisas
estdo focada na otimizagdo do cddon, o uso de varios promotores
(especificos do tecido e induziveis), a incorporagdo de varios
imunoestimuladores na sequéncia do plasmideo e¢ o uso de plasmideos
desprovidos de gene de resisténcia a antibioticos, que estd em conformidade
com as agéncias reguladoras. Além disso, o fator fisico, como a temperatura
elevada, também pode levar a uma melhor eletrotransferéncia do gene.
Também, estdo em avaliacdo novos tipos de eletrodos, como microagulhas
e arranjos ndo-invasivos de multi-eletrodos e pardmetros de pulsos elétricos
cuidadosamente  selecionados, que levardo a uma eficiente
eletrotransferéncia génica, com efeitos colaterais ¢ desconforto minimos
para os pacientes.
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Eletrotransferéncia de vacina de DNA
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Vacinas de DNA

O uso de vacinas de DNA ¢é uma estratégia atraente para induzir a
memoria imunologica. Plasmideos bacterianos sdo construidos e
otimizados para expressar in vivo uma proteina que ira induzir uma resposta
imune. Estudos pré-clinicos demonstraram que o DNA plasmidial que
codifica antigenos forneceram protecdo imunoldgica em pequenos animais,
e em menor extensdo, em grandes animais para uma ampla gama de
doengas, por exemplo, profilaxia de infec¢des virais e bacterianas, bem
como vacinas terapéuticas contra o cancer. Varias vacinas de DNA foram
licenciadas para uso veterinario ou estdo em ensaios clinicos para uso
humano.

A vacina de DNA compreende varios elementos-chave. Um promotor &
inserido acima da sequéncia do antigeno de interesse para conduzir a
expressdo em células de mamiferos e um sinal de poliadenilagdo esta
localizado na sequéncia. A producdao de DNA plasmidial requer a presenga
de uma origem de replicacdo ¢ de um marcador especifico capaz de
selecionar bactérias contendo o plasmideo apos a transformacdo e durante
o processo de amplificacdo. O uso de genes de resisténcia a antibioticos
como marcadores de selegdo para a produgdo de plasmideos levanta
questdes de seguranca que sdo frequentemente apontadas pelas autoridades
regulatorias, e uma nova geragdo de construtos de plasmideo desprovidos
de marcador de resisténcia a antibidticos emergiu.

As vacinas de DNA sdo atraentes por sua estabilidade, baixo custo, facil
produgao e capacidade de induzir uma ampla resposta imune. Ao permitir a
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expressdo in vivo do antigeno pelas células transfectadas, as vacinas de
DNA garantem uma semelhanga mais proxima com o antigeno do que as
proteinas recombinantes, que podem apresentar glicosilagdo em mamiferos
e outras modificagdes pos-tradugdo. Plasmideos sdo capazes de estimular
todos os trés bragos da imunidade adaptativa: anticorpos, células T
auxiliares (Th) e linfocitos T citotoxicos (CTL), e contribuem para a
estimulagdo da imunidade inata. O perfil de seguranga das vacinas de DNA
¢ geralmente considerado bom, ¢ ndo ha relatos de integragdo observavel
do DNA plasmidial ao genoma do hospedeiro, nem de autoimunidade em
ensaios clinicos em humanos.

Varios estudos demonstraram a robustez do DNA plasmidial que codifica
0 patdgeno e antigenos tumorais para induzir a resposta imune. Vacinas de
DNA induzem predominantemente resposta Thl, resposta CTL e
anticorpos, mas tanto a via de entrega quanto o método de administragado
mostraram influenciar o tipo ¢ a magnitude da resposta imune. Para eliciar
respostas de CTL, o antigeno precisa chegar ao citoplasma das células
apresentadoras de antigeno (APC). A proteina (contendo o antigeno) pode
ser produzida diretamente pela APC transfectada ou chegar via endocitose
da proteina produzida por outras células transfectadas (apresentagdo
cruzada). Os peptideos derivados da degradacdo da proteina ligam-se ao
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I ou classe II. A
associacdo de peptideos ao MHC de classe I estimula os CTL, enquanto a
ligagdo ao MHC de classe Il estimula as células Th. Embora as vacinas de
DNA tenham sido inicialmente desenvolvidas para introduzir antigenos na
via de processamento do MHC de classe 1 para induzir CTL, também foi
demonstrado que elas geram respostas de anticorpos protetores: uma
proteina transmembranar ou secretada pode ativar células B para a produgao
de anticorpos.

Nos ultimos anos, muitos esfor¢os tém sido feitos para melhorar sua
imunogenicidade e potencial clinico com base no uso de eletroporacao,
otimizag¢ao de codons das construcdes de plasmideo ou coadministragao de
adjuvantes.

Entrega de vacinas de DNA mediada por eletroporagao

Mesmo que as vacinas de DNA plasmidial injetadas no musculo possam
induzir uma resposta imune, estas geralmente induzem uma resposta de
magnitude relativamente baixa em grandes espécies.
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A cletroporagdo aborda duas limitagdes da baixa imunogenicidade das
vacinas de DNA. (i) ao induzir uma permeabilizagdo transitoria da
membrana e ao promover a eletroforese do DNA carregado negativamente,
facilita a absorcdo de DNA nas células hospedeiras. Desse modo, a
expressdo do antigeno ¢ fortemente aumentada, geralmente em duas ordens
de magnitude, no musculo ou na pele; (ii) ao criar um baixo nivel de
inflamacdo no local da injegao/eletroporagdo, aumenta o recrutamento de
células APC para o local da injegdo.

Consequentemente, a entrega de vacinas de DNA mediada por
eletroporacdo aumenta em até 100 vezes as respostas imunes induzidas em
comparagdo com a inje¢do simples de plasmideos. E uma estratégia util para
aumentar as respostas humoral e celular em animais pequenos ¢ de grande
porte, incluindo primatas. Uma pesquisa com estudos pré-clinicos
demonstrou que a vacinagdo de DNA mediada por eletroporagao induziu
respostas celulares robustas e duradouras caracterizadas pela indugdo de
CTL, interferon vy e interleucina-2 por células T CD4+ e CD8+. Anticorpos
geralmente sdo detectados. A combinagdo com adjuvante (por exemplo,
estimulacdo de TLR-9 por CpG ou interleucina-12) aumenta a poténcia da
vacinac¢ao de DNA.

Dois principais 6rgdos foram investigados para imunizacdo com DNA
por eletroporag@o. A pele ¢ um 6rgdo imunocompetente com muitas APCs
residentes, isto ¢, células de Langerhans cobrem aproximadamente 20% da
superficie da pele. A pele ¢ facilmente acessivel e a expressdo da proteina
de interesse ¢ limitada a algumas semanas. Em contraste, o musculo induz
uma expressdo mais forte e de longo prazo da proteina de interesse, mas
contém poucas APCs. A maioria dos estudos pré-clinicos indicam que uma
resposta humoral mais forte é observada apoés a eletrotransferéncia
intramuscular do DNA do que ap6s a eletrotransferéncia intradérmica.

Virias diferentes vacinas de DNA mediadas por eletroporacao estdo
atualmente em ensaios clinicos como vacinas terapéuticas contra cancer
(como melanoma e cancer de prostata, por exemplo) e doencas infecciosas
cronicas (como HIV e hepatite, por exemplo). Dados preliminares sugerem
que a vacinagdao mediada por eletroporagdo ¢ bem tolerada e melhora a
poténcia da vacina de DNA. Os dispositivos também foram otimizados para
aumentar a resposta imunoldgica e/ou melhorar o conforto do paciente.
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Resumo: A celetroquimioterapia consiste na administracdo de um
farmaco quimioterapico seguida da aplicacdo de pulsos elétricos no tumor,
a fim de facilitar a captacdo do farmaco pelas células. Apenas dois
quimioterapicos sao usados atualmente na eletroquimioterapia, bleomicina
e cisplatina, que tém seus transportes através da membrana plasmatica
prejudicados na auséncia da eletroporagdo dos tumores. Além desses dois
farmacos, o calcio também ¢é utilizado na chamada eletroporagéo de calcio.
Estudos pré-clinicos elaboraram pardmetros de tratamento e vias de
administracdo dos medicamentos e comprovaram sua eficacia em diversos
modelos experimentais de tumor. Com base nos mecanismos de ag@o
conhecidos, a eletroquimioterapia foi testada com sucesso em estudos
clinicos e agora ¢ considerada tratamento padrdo de tumores cutaneos e
metastases. A eletroquimioterapia, como plataforma tecnologica, esta agora
sendo transicionada também para o tratamento de tumores maiores ¢
profundos. Com novos eletrodos ¢ novos geradores de pulsos elétricos,
estdo em andamento ensaios clinicos para tratamento de tumores primarios
ou metastases hepaticas, em pancreas, Osseas e sarcomas de tecidos moles,
bem como metastases cerebrais, tumores de es6fago e reto.

Introducgao

A eletroquimioterapia consiste na administracdo do farmaco
quimioterapico seguida da aplicacao de pulsos elétricos no tumor, a fim de
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facilitar a captagdo do farmaco pelas células. Os protocolos de
eletroquimioterapia foram otimizados em estudos pré-clinicos in vitro e in
vivo, € 0s mecanismos basicos foram elucidados, como eletroporagdo de
células, aprisionamento dos farmacos no tumor (vascular lock), efeito de
ruptura vascular (vascular-disrupting effect) e envolvimento da resposta
imunologica. Com base em todos esses dados, a eletroquimioterapia com
bleomicina e cisplatina foi prontamente avaliada em ensaios clinicos. Até o
momento, a eletroquimioterapia se espalhou pela Europa em mais de 160
centros de oncologia. A linha do tempo de desenvolvimento da
eletroquimioterapia apresenta os marcos de seu desenvolvimento, com o
primeiro estudo multicéntrico — ESOPE (European Standard Operating
Procedures on Electrochemotherapy), e o primeiro SOP (Procedimentos
Operacionais Padrdo - Standard Operating Procedures), para
desenvolvimento de novos eletrodos e inclusdo em diretrizes de tratamento
de tumores em diferentes paises da Europa (Fig. 1). Vérias revisdes da
tecnologia de eletroporacdo e suas aplicagdes na biomedicina e na pratica
clinica foram publicadas [1-4].

Eletroquimioterapia Clinica
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Figura 1: Linha do tempo e desenvolvimento da eletroquimioterapia clinica.
Legenda: EP = eletroporacdo; ESOPE = Procedimentos Operacionais Padrio
Europeus da ECT; GET = eletrotransferéncia génica; Tx = tratamento; CaEP =
eletroporagdo de calcio. Com permissdo de (4).
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ESTUDOS PRE-CLINICOS

Estudos in vitro

A eletroporagdo provou ser eficaz em facilitar o transporte de diferentes
moléculas através da membrana plasmatica para diferentes estudos
bioquimicos e farmacoldgicos. Com isso, ao usar drogas quimioterapicas,
esse transporte facilitado aumenta o acimulo intracelular dos farmacos com
o objetivo de aumentar sua citotoxicidade. Uma vez que a eletroporagdo
pode facilitar o transporte de farmacos apenas de moléculas que sdo pouco
permeantes ou ndo permeantes, candidatos adequados para
eletroquimioterapia sdo limitados aquelas drogas que sdo hidrofilicas e/ou
nao possuem um sistema de transporte na membrana. Varios medicamentos
quimioterapicos foram testados in vitro para aplicagdo potencial em
combinacdo com eletroporagado de células. Entre os medicamentos testados,
apenas dois foram identificados como potenciais candidatos a
eletroquimioterapia de pacientes com cancer. O primeiro € a bleomicina,
que ¢ hidrofilica e tem transporte muito restrito através da membrana
celular, mas sua citotoxicidade pode ser potencializada em até 1000 vezes
pela eletroporacdo das células. Algumas centenas de moléculas
internalizadas de bleomicina sdo suficientes para matar a célula. A segunda
¢ a cisplatina, cujo transporte através da membrana celular também ¢é
dificultado na auséncia da eletropermeabilizacdo. Os primeiros estudos
sugeriram que a cisplatina é transportada através da membrana plasmatica
principalmente por difusdo passiva, enquanto estudos recentes
demonstraram que os transportadores que controlam a homeostase do cobre
intracelular estdo significativamente envolvidos no influxo (Ctrl) e efluxo
(ATP7A e ATP7B) da cisplatina [5]. A eletroporagdo da membrana
plasmatica permite maior fluxo e acimulo da droga nas células, o que
resulta em um aumento da citotoxicidade da cisplatina em até 80 vezes [6—
8]. Esses dados pré-clinicos promissores obtidos in vitro em uma série de
linhagens celulares diferentes abriram o caminho para o teste dessas duas
drogas em eletroquimioterapia in vivo em diferentes modelos de tumor.
Recentemente, o calcio demonstrou ser um medicamento adequado para
eletroquimioterapia. Sua citotoxicidade ¢ aumentada e o método ¢
denominado eletroporagao de célcio [9].

Estudos in vivo

A bleomicina e a cisplatina foram testadas em um protocolo de
eletroquimioterapia em modelos animais in vivo (Fig. 2). Estudos
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extensivos em diferentes modelos animais com diferentes tipos de tumores,
sejam transplantaveis ou espontaneos, também foram realizados [6—8,10].
Nestes estudos, diferentes fatores que controlam a eficacia antitumoral

foram determinados:

¢ Os medicamentos podem ser administrados por diferentes vias de
administra¢do, eles podem ser injetados por via intravenosa ou
intratumoral. O pré-requisito ¢ que, no momento da aplicagdo dos
pulsos elétricos no tumor, esteja presente no tumor uma quantidade
suficiente de farmaco. Portanto, apds a administra¢do intravenosa do
farmaco em pequenos animais de laboratdrio (por exemplo 4 mg/kg de
cisplatina ou 0,5 mg/kg de bleomicina), apenas alguns minutos de
intervalo sdo necessarios para atingir a concentragdo maxima do
farmaco nos tumores. Apos a administragdo intratumoral, esse intervalo
¢ ainda mais curto e a aplicacdo de pulsos elétricos deve seguir a
administracdo da droga o mais rapido possivel (dentro de um minuto)
[6-8].

¢ Uma boa eficacia antitumoral pode ser alcancada com uma boa
eletroporacdo do tecido. A eletroporagdo da membrana plasmatica ¢
obtida se a célula for exposta a um campo elétrico suficientemente alto.
Isso depende da distribuicdo do campo elétrico no tecido, que ¢
controlada pela geometria do eletrodo e pela composicdo do tecido. A
distribuicdo do campo elétrico no tecido na eletroporagio celular pode
ser melhorada girando o campo elétrico. Tumores superficiais podem
ser tratados com eficacia por eletrodos de placa, enquanto a distribui¢do
apropriada do campo elétrico em partes mais profundas do tumor ¢
assegurada pelo uso de eletrodos de agulha [11-13]

¢ A eficacia antitumoral depende da amplitude, numero, frequéncia e
duragdo dos pulsos elétricos aplicados. Vérios estudos nos quais foram
usados eletrodos de placas para tumores de superficie mostraram que ¢
necessaria uma relagdo entre a voltagem e a distancia dos eletrodos, e
uma voltagem acima de 1000 V/cm para a eletroporagdo do tumor, e
que acima de 1500 V/cm ocorreram alteragdes irreversiveis nos tecidos
saudaveis adjacentes ao tumor. Para outros tipos de eletrodos, a
distribuicdo do campo elétrico e, portanto, também a amplitude
necessaria dos pulsos elétricos, precisa ser determinada por calculos
numéricos. As frequéncias de repeticdo dos pulsos para
eletroquimioterapia sdo de 1 Hz ou 5 kHz, com efeito igual se a
concentracdo do farmaco presente no tumor for alta o suficiente. O
numero minimo de pulsos usados ¢ 4; a maioria dos estudos usa 8 pulsos
elétricos de 100 ps [12,14-16].
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Todos os experimentos conduzidos in vivo em animais forneceram dados
suficientes para demonstrar que a eletroquimioterapia com bleomicina ou
cisplatina ¢ eficaz no tratamento de tumores solidos, usando concentragoes
de farmaco que tém nenhum ou minimo efeito antitumoral sem a aplicacdo
de pulsos elétricos. Um tinico tratamento por eletroquimioterapia induziu a
regressdo parcial ou completa dos tumores, enquanto o tratamento com
bleomicina ou cisplatina isoladamente ou aplicacdo de pulsos elétricos
isoladamente apresentaram nenhum ou minimos efeitos antitumorais.

Gerador de pulsos elétricos
Pulsos elétricos: 8 x 0.1ms; 1300 V/cm.

Tumor —,—l

Eletrodos (placas ou agulhas)

Administragdo do farmaco por
via intravenosa ou intratumoral

Figura 2: Protocolo de eletroquimioterapia de tumores experimentais apresentado
esquematicamente. O farmaco ¢ injetado por via intravenosa ou intratumoral em
doses que geralmente ndo exercem efeito antitumoral. Ap6s um intervalo que
permite o acumulo suficiente da droga nos tumores, pulsos elétricos sdo aplicados
ao tumor através de eletrodos de placas ou agulhas. Os eletrodos sdo colocados de
forma que todo o tumor seja englobado entre eles, proporcionando uma boa
distribui¢do do campo elétrico para uma eletroporagao ideal das células do tumor.

Mecanismos de agao

O principal mecanismo da eletroquimioterapia ¢ a eletroporagdo das
células tumorais, o que aumenta a eficacia do farmaco ao permitir que este
atinja o alvo intracelular. Isso foi demonstrado em estudos que mediram o
acumulo intratumoral da droga e a quantidade de droga ligada ao DNA.
Basicamente, as quantidades de bleomicina e cisplatina nos tumores
eletroporados foram de 2 a 4 vezes maiores do que naqueles sem aplicagdo
de pulsos elétricos [6—8]. Além da eletroporagdo de membrana, que facilita
o transporte do farmaco e seu acimulo na célula, foram descritos outros
mecanismos que estdo envolvidos na eficacia antitumoral da
eletroquimioterapia. A aplicag@o de pulsos elétricos aos tecidos induz uma
redugdo transitoria e reversivel do fluxo sanguineo [17,18]. A restauragdo
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do fluxo sanguineo no tecido normal é muito mais rapida do que nos
tumores [19,20]. O bloqueio vascular no tumor induz o aprisionamento do
farmaco no tecido, proporcionando mais tempo para a agdo da droga.

O efeito citotoxico da eletroquimioterapia nao se limita apenas as células
tumorais. A eletroquimioterapia também atua nas células do estroma,
incluindo as células endoteliais no revestimento dos vasos sanguineos do
tumor, que sofrem morte celular [20]. Consequentemente, pela acdo de
ruptura vascular da eletroquimioterapia, ocorre uma cascata de morte das
células tumorais devido a hipdxia de longa duragido nos vasos afetados. Isso
representa ainda outro mecanismo envolvido na eficicia antitumoral da
eletroquimioterapia, ou seja, um efeito de ruptura vascular [21-23]. Esta
acdo de ruptura vascular da eletroquimioterapia ¢ importante em situagdes
clinicas em que nodulos tumorais hemorragicos precisam ser tratados [24].

Uma diferenca na eficacia antitumoral da eletroquimioterapia foi
observada entre modelos experimentais imunocompetentes e
imunodeficientes, indicando o envolvimento da resposta imune na eficacia
antitumoral [25]. Devido a liberagdo maciga de antigenos tumorais apos a
eletroquimioterapia, a imunidade sistémica pode ser induzida e também
suprarregulada por tratamento adicional com modificadores de resposta
bioldgica como IL-2, IL-12, GM-CSF e TNF-a [25-30].

Em suma, o protocolo de eletroquimioterapia foi otimizado em estudos
pré-clinicos in vitro e in vivo, € 0s mecanismos basicos foram elucidados.
Além da eletroporagdo de células, o bloqueio vascular que leva ao
aprisionamento de drogas em tumores, um efeito de ruptura vascular e
envolvimento da resposta imune também foram demonstrados. Com base
em todos esses dados, a eletroquimioterapia com bleomicina e cisplatina foi
prontamente avaliada em ensaios clinicos ¢ agora esta em uso rotineiro em
oncologia humana e veterinaria.
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Figura 3: Mecanismos basicos da eletroquimioterapia; efeito citotoxico direto e
indireto, desregulacdo vascular e imunomodulacdo. Com permissao de [3]
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Estudos clinicos

O primeiro estudo clinico foi publicado em 1991, com tumores de cabeca
e pescoco [31], seguido posteriormente por varios outros [2]. Esses estudos
clinicos demonstraram a efic4cia antitumoral da eletroquimioterapia usando
bleomicina ou cisplatina, administrada por via intravenosa ou intratumoral.
Além de nodulos de melanoma cutineos ou subcutineos, Unicos ou
multiplos, foi demonstrada também sua eficacia em tumores de mama e de
cabega e pescoco, bem como sarcoma de Kaposi, adenocarcinoma renal,
condrossarcoma e carcinoma basocelular. No entanto, esses estudos
clinicos foram realizados com protocolos de tratamento ligeiramente
variaveis, eletrodos diferentes e geradores de pulso elétrico diferentes.
Assim, houve a necessidade de um estudo prospectivo multi-institucional,
que foi conduzido por um consoércio de quatro centros oncologicos reunidos
no projeto ESOPE (European Standard Operating Procedures on
Electrochemotherapy) financiado pelo FEuropean Commission's 5Sth
Framework Programme. Neste estudo, foi analisada a resposta ao
tratamento apos eletroquimioterapia de acordo com o tipo de tumor,
farmaco utilizado, via de administracao e tipo de eletrodos [32].

e Uma taxa de resposta objetiva de 85% (73,7% de taxa de resposta
completa) foi alcangada para nodulos tumorais tratados com
eletroquimioterapia, independente da histologia do tumor, do
medicamento utilizado ou via de administragdo utilizada.

e Aos 150 dias apos o tratamento, a taxa de controle antitumoral local
foi de 88% com bleomicina administrada por via intravenosa, 73%
com bleomicina administrada por via intratumoral e 75% com
cisplatina administrada por via intratumoral, demonstrando que todas
as trés abordagens foram igualmente eficazes no controle do tumor
local.

e Os efeitos colaterais foram minimos ¢ bem tolerados (contragdes
musculares e sensagdo de dor).

Os resultados do estudo ESOPE confirmaram os resultados relatados
anteriormente sobre a eficacia da eletroquimioterapia e os Procedimentos
Operacionais Padrdo (POP) para eletroquimioterapia foram preparados
[33].

O estudo ESOPE preparou o terreno para a introducdo da
eletroquimioterapia na Europa. Apos os resultados encorajadores do estudo
ESOPE, varios centros de cancer comegaram a usar eletroquimioterapia e
relataram os resultados de seus estudos. Coletivamente, os resultados foram
novamente semelhantes aos relatados no estudo ESOPE. No entanto, alguns
avangos no tratamento foram relatados. Predominantemente, foi relatado
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que tumores maiores que 3 cm de didmetro podem ser tratados com sucesso
por eletroquimioterapia em sessdes sucessivas de eletroquimioterapia
[34,35]. Em geral, a eletroquimioterapia oferece um beneficio aos
pacientes, especialmente na qualidade de vida [35].

Uso clinico e procedimentos para tratamentos com
eletroquimioterapia

Com base em todos esses relatos, a eletroquimioterapia foi reconhecida
como uma op¢do de tratamento para melanoma cutdneo disseminado, e
aceita em muitas diretrizes nacionais e internacionais para o tratamento do
melanoma [36].

As vantagens do tratamento e o uso clinico da eletroquimioterapia podem
ser resumidos da seguinte forma:

» Efetividade no tratamento de tumores de diferentes histologias em
regides cutinea e subcutaneas.

» Tratamento paliativo com melhora da qualidade de vida do paciente.

» Tratamento de escolha para tumores refratarios a tratamentos
convencionais.

= Tratamento citorredutor anterior a ressecgoes cirargicas, com agdo de
preservacao de 6rgaos.

= Tratamento de metastases hemorragicas.

O tratamento ap6s uma unica sessdo de eletroquimioterapia, na maioria
dos casos, resulta na erradicagdo completa do tumor. Quando necessario, o
tratamento pode ser repetido em intervalos de 4-8 semanas com igual
eficacia antitumoral. O tratamento tem um bom efeito cosmético sem deixar
cicatrizes no tecido tratado.

Em resumo, a eletroquimioterapia foi reconhecida como uma abordagem
de tratamento valida; mais de 160 centros de oncologia comecaram a
utilizd-la e relataram resultados positivos. Até agora, a eficacia da terapia
estd em evidéncias baseadas em casos e mais estudos controlados e
randomizados sdo necessarios para a traducdo desta tecnologia em uma
pratica clinica padrdo e mais ampla. Para uma maior aceitagdo da
eletroquimioterapia na comunidade médica, o primeiro passo importante foi
dado, uma vez que a eletroquimioterapia para o tratamento de metastases
cutaneas de melanoma e para o tratamento de carcinoma basocelular
primério e carcinoma espinocelular primario foi recentemente listada nas
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diretrizes do Instituto Nacional de Exceléncia em Satde e Cuidados
(National Institute for Health and Care Excellence - NICE).

Recentemente, todos os estudos publicados até 2012 sobre
eletroquimioterapia no tratamento de nodulos superficiais foram analisados
em uma revisdo sistematica e meta-analise [37]. A analise dos dados
confirmou que a eletroquimioterapia teve uma eficacia significativamente
(p <0,001) maior (em mais de 50%) do que o uso da bleomicina ou a
cisplatina sozinhas, onde apenas 8% dos tumores estavam em remissao
completa (RC). Ap6s uma unica eletroquimioterapia, o tratamento pode ser
repetido com eficacia semelhante. A eficacia geral da eletroquimioterapia
foi de 84,1% de respostas objetivas (OR), sendo que destas 59,4% foram de
respostas completas (CR).

Com base na ampla aceitacdo da eletroquimioterapia como técnica
ablativa local eficaz, o grupo de especialistas que esteve envolvido na
preparacao do primeiro SOP preparou uma versao atualizada do SOP [38].
Sdo descritas as indicagOes, potenciais efeitos colaterais e procedimentos
para a execucgdo segura ¢ eficaz da eletroquimioterapia. A escolha da
administracdo do medicamento e da anestesia depende do tamanho e do
numero de nédulos tumorais a serem tratados (fig. 4).

Considerar
A anestesia geral
anestesia local / gerl/

Aplicacao local {\piica;io
do firmaco intravenosa do

farmaco

Considerar

Regido adequada
para anestesia local

Figura 4: Decisdo sobre a estratégia de tratamento com base no niimero e tamanho
dos tumores a serem tratados. Com permissao de [38].

Novas aplicagoes clinicas da eletroquimioterapia

Tendo como base a experiéncia clinica de que a eletroquimioterapia pode
ser efetivamente utilizada no tratamento de canceres com diferentes
histologias, quando adequadamente executada, propds-se também sua
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utilizagdo para o tratamento de tumores profundos. O pré-requisito para isso
¢ um maior desenvolvimento da tecnologia a fim de alcangar e tratar
eficazmente os tumores localizados em musculos, figado, ossos, esdfago,
reto, cérebro e demais 6rgdos internos.

Os primeiros relatos ja foram publicados no tratamento de metastases
hepaticas colorretais (Fig. 5) [39], carcinoma hepatocelular [40], tumores
pancreaticos, metastases 0sseas e tumores colorretais [4]. Essas abordagens
tém sido realizadas durante a cirurgia aberta, porém a perspectiva futura é
do uso por tratamento percutdneo. Algumas tentativas ja foram publicadas
como relatos de casos [41-43].

Uma nova indicagdo clinica importante do tratamento ¢ seu uso em
tumores de cabega ¢ pescogo. Nesta indicagdo encontra-se 0 maior numero
de tumores tratados recentemente [44,45]. A eletroquimioterapia também
estd ganhando importancia no tratamento do carcinoma basocelular, onde
respostas completas mais elevadas (> 90%) sdo obtidas [44].

O futuro da eletroquimioterapia também est4 no tratamento combinado
com a imunoterapia. A eletroquimioterapia induz a morte celular
imunogénica, que pode servir como imunizacdo in sifu para a combinacao
com inibidores de checkpoint imunoldgico. Esse conceito ja esta sendo
verificado em estudos clinicos [26,46]. Outra abordagem ¢ também
combina-la com terapias génicas, por exemplo, com eletrotransferéncia
génica de plasmideo que codifiquem IL-12 [47]. Este conceito ja foi testado
em estudos pré-clinicos, mas aguarda verificagdo também na oncologia
humana.

Figura 5: Eletroquimioterapia de metastases hepaticas. Eletrodos foram inseridos
no tumor e ao redor do tumor em tecido hepatico saudavel e conectados ao gerador



Eletroquimioterapia do Laboratorio ao Paciente: Principios, Mecanismos e
Aplicagoes 157

de pulsos elétricos. Pulsos elétricos foram administrados entre os pares de eletrodos
de acordo com o plano de tratamento.

Conclusao

A eletroquimioterapia ¢ uma das aplicacdes biomédicas da
eletroporacdo. Seu desenvolvimento alcangou aplica¢do clinica ¢ ¢ um
exemplo de medicina translacional de sucesso. No entanto, seu
desenvolvimento ainda nio foi concluido; novos desenvolvimentos técnicos
certamente permitirao usos clinicos adicionais e, eventualmente, beneficios
clinicos para os pacientes. Outra aplicag@o da eletroporacdo ainda aguarda
essa translac@o, a terapia génica baseada na eletrotransferéncia génica.

Referéncias

[1] Yarmush ML, Golberg A, SerSa G, Kotnik T, Miklav¢i¢ D. Electroporation-Based
Technologies for Medicine: Principles, Applications, and Challenges. Annu Rev
Biomed Eng. 2014;16(1):295-320.

[2] Miklavcic D, Mali B, Kos B, Heller R, Sersa G. Electrochemotherapy: from the
drawing board into medical practice. Biomed Eng Online. 2014;13(1):29.

[3] Campana LG, Miklavéi¢ D, Bertino G, Marconato R, Valpione S, Imarisio I, et al.
Electrochemotherapy of superficial tumors - Current status:: Basic principles, operating
procedures, shared indications, and emerging applications. Semin Oncol. 2019
Apr;46(2):173-91.

[4] Campana LG, Edhemovic I, Soden D, Perrone AM, Scarpa M, Campanacci L, et al.
Electrochemotherapy — Emerging applications technical advances, new indications,
combined approaches, and multi-institutional collaboration. Eur J Surg Oncol. 2019
Feb;45(2):92-102.

[5] Howell SB, Safaei R, Larson CA, Sailor MJ. Copper Transporters and the Cellular
Pharmacology of the Platinum-Containing Cancer Drugs. Mol Pharmacol. 2010
Jun;77(6):887-94.

[6] Mir LM. Therapeutic perspectives of in vivo cell electropermeabilization.
Bioelectrochemistry. 2001 Jan;53(1):1-10.

[71 Gehl J. Electroporation: Theory and methods, perspectives for drug delivery, gene
therapy and research. Acta Physiol Scand. 2003;177(4):437-47.

[8] Mir LM. Bases and rationale of the electrochemotherapy. Eur J Cancer Suppl. 2006
Nov 1;4(11):38-44.

[9] Frandsen SK, Gissel H, Hojman P, Tramm T, Eriksen J, Gehl J. Direct Therapeutic
Applications of Calcium Electroporation to Effectively Induce Tumor Necrosis. Cancer
Res. 2012 Mar 15;72(6):1336-41.

[10] Vasquez JL, Ibsen P, Lindberg H, Gehl J. In vitro and in vivo experiments on
electrochemotherapy for bladder cancer. J Urol. 2015 Mar;193(3):1009-15.




158  Gregor Sersa

[11] Miklavcic D, Beravs K, Semrov D, Cemazar M, Demsar F, Sersa G, et al. The
importance of electric field distribution for effective in vivo electroporation of tissues.
Biophys J. 1998;74(5):2152-8.

[12] Miklavcic D, Corovic S, Pucihar G, Pavselj N. Importance of tumour coverage by
sufficiently high local electric field for effective electrochemotherapy. Eur J Cancer,
Suppl. 2006;4(11):45-51.

[13] Corovic S, Al Sakere B, Haddad V, Miklavcic D, Mir LM. Importance of contact
surface between electrodes and treated tissue in electrochemotherapy. Technol Cancer
Res Treat. 2008;7(5):393—400.

[14] Sersa G, Miklavcic D, Cemazar M, Rudolf Z, Pucihar G, Snoj M. Electrochemotherapy
in treatment of tumours. Eur J Surg Oncol. 2008;34(2):232-40.

[15] Miklav¢i¢ D, Pucihar G, Pavlovec M, Ribari¢ S, Mali M, MacEk-Lebar A, et al. The
effect of high frequency electric pulses on muscle contractions and antitumor efficiency
in vivo for a potential use in clinical electrochemotherapy. Bioelectrochemistry.
2005;65(2):121-8.

[16] Sersa G, Kranjc S, Scancar J, Krzan M, Cemazar M. Electrochemotherapy of mouse
sarcoma tumors using electric pulse trains with repetition frequencies of 1 Hz and 5
kHz. J Membr Biol. 2010;236(1):155-62.

[17] Sersa G, Cemazar M, Parkins CS, Chaplin DJ. Tumour blood flow changes induced by
application of electric pulses. Eur J Cancer. 1999;35(4):672-7.

[18] Bellard E, Markelc B, Pelofy S, Le Guerroué F, Sersa G, Teissié J, et al. Intravital
microscopy at the single vessel level brings new insights of vascular modification
mechanisms induced by electropermeabilization. J Control Release. 2012 Nov
10;163(3):396-403.

[19] Gehl J, Skovsgaard T, Mir LM. Vascular reactions to in vivo electroporation:
characterization and consequences for drug and gene delivery. Biochim Biophys Acta
- Gen Subj. 2002 Jan;1569(1-3):51-8.

[20] Cemazar M, Parkins CS, Holder AL, Chaplin DJ, Tozer GM, Sersa G. Electroporation
of human microvascular endothelial cells: evidence for an anti-vascular mechanism of
electrochemotherapy. Br J Cancer. 2001 Feb 15;84(4):565-70.

[21] Jarm T, Cemazar M, Miklavcic D, Sersa G. Antivascular effects of
electrochemotherapy: implications in treatment of bleeding metastases. Expert Rev
Anticancer Ther. 2010;10(5):729-46.

[22] Sersa G, Jarm T, Kotnik T, Coer a, Podkrajsek M, Sentjurc M, et al. Vascular disrupting
action of electroporation and electrochemotherapy with bleomycin in murine sarcoma.
Br J Cancer. 2008;98(2):388-98.

[23] Markelc B, Bellard E, Sersa G, Pelofy S, Teissie J, Coer A, et al. In vivo molecular
imaging and histological analysis of changes induced by electric pulses used for
plasmid DNA electrotransfer to the skin: a study in a dorsal window chamber in mice.
J Membr Biol. 2012 Sep 27;245(9):545-54.

[24] Gehl J, Geertsen PF. Palliation of haemorrhaging and ulcerated cutaneous tumours
using electrochemotherapy. Eur J Cancer Suppl. 2006 Nov 1;4(11):35-7.

[25] Sersa G, Miklavéié D, Cemazar M, Belehradek J, Jarm T, Mir LM.
Electrochemotherapy with CDDP on LPB sarcoma: comparison of the anti-tumor
effectiveness in immunocompetent and immunodeficient mice. Bioelectrochemistry
Bioenerg. 1997;43:279-83.

[26] Calvet CY, Mir LM. The promising alliance of anti-cancer electrochemotherapy with



Eletroquimioterapia do Laboratorio ao Paciente: Principios, Mecanismos e
Aplicagoes 159

immunotherapy [Internet]. Vol. 35, Cancer metastasis reviews. Springer; 2016 [cited
2016 May 19]. p. 165-77.

[27] Sersa G, Cemazar M, Menart V, Gaberc-Porekar V, Miklav¢ic D. Antitumor
effectiveness of electrochemotherapy is increased by TNF-a on SA-1 tumors in mice.
Cancer Lett. 1997;116:85-92.

[28] Mir LM, Roth C, Orlowski S, Quintin-Colonna F, Fradelizi D, Belehradek J, et al.
Systemic antitumor effects of electrochemotherapy combined with histoincompatible
cells secreting interleukin-2. J Immunother. 1995 Jan;17(1):30-8.

[29] Heller L, Pottinger C, Jaroszeski MJ, Gilbert R, Heller R. In vivo electroporation of
plasmids encoding GM-CSF or interleukin-2 into existing B16 melanomas combined
with electrochemotherapy induces long-term antitumour immunity. Melanoma Res.
2000;10(6):577-83.

[30] Cemazar M, Todorovic V, Scancar J, Lampreht U, Stimac M, Kamensek U, et al.
Adjuvant TNF-a therapy to electrochemotherapy with intravenous cisplatin in murine
sarcoma exerts synergistic antitumor effectiveness. Radiol Oncol. 2015 Mar;49(1):32—
40.

[31] Mir LM, Belehradek M, Domenge C, Orlowski S, Poddevin B, Belehradek J, et al.
[Electrochemotherapy, a new antitumor treatment: first clinical trial]. C R Acad Sci II1.
1991;313(13):613-8.

[32] Marty M, Sersa G, Garbay JR, Gehl J, Collins CG, Snoj M, et al. Electrochemotherapy
- An easy, highly effective and safe treatment of cutaneous and subcutaneous
metastases: Results of ESOPE (European Standard Operating Procedures of
Electrochemotherapy) study. Eur J Cancer, Suppl. 2006;4(11):3-13.

[33] Mir LM, Gehl J, Sersa G, Collins CG, Garbay JR, Billard V, et al. Standard operating
procedures of the electrochemotherapy: Instructions for the use of bleomycin or
cisplatin administered either systemically or locally and electric pulses delivered by the
CliniporatorTM by means of invasive or non-invasive electrodes. Eur J Cancer, Suppl.
2006;4(11):14-25.

[34] Campana LG, Mocellin S, Basso M, Puccetti O, De Salvo GL, Chiarion-Sileni V, et al.
Bleomycin-based electrochemotherapy: clinical outcome from a single institution’s
experience with 52 patients. Ann Surg Oncol. 2009;16(1):191-9.

[35] Quaglino P, Mortera C, Osclla-Abate S, Barberis M, Illengo M, Rissone M, et al.
Electrochemotherapy with intravenous bleomycin in the local treatment of skin
melanoma metastases. Ann Surg Oncol. 2008;15(8):2215-22.

[36] Testori a., Rutkowski P, Marsden J, Bastholt L, Chiarion-Sileni V, Hauschild a., et al.
Surgery and radiotherapy in the treatment of cutaneous melanoma. Ann Oncol.
2009;20(SUPPL. 4):22-9.

[37] Mali B, Jarm T, Snoj M, Sersa G, Miklavcic D. Antitumor effectiveness of
electrochemotherapy: a systematic review and meta-analysis. Eur J Surg Oncol. 2013
Jan;39(1):4-16.

[38] Gehl J, Sersa G, Matthiessen LW, Muir T, Soden D, Occhini A, et al. Updated standard
operating procedures for electrochemotherapy of cutaneous tumours and skin
metastases. Acta Oncol (Madr). 2018 Jul 3;57(7):874-82.

[39] Edhemovic I, Brecelj E, Gasljevic G, Marolt Music M, Gorjup V, Mali B, et al.
Intraoperative electrochemotherapy of colorectal liver metastases. J Surg Oncol. 2014
Sep 1;110(3):320-7.




160  Gregor Sersa

[40] Djokic M, Cemazar M, Popovic P, Kos B, Dezman R, Bosnjak M, et al.
Electrochemotherapy as treatment option for hepatocellular carcinoma, a prospective
pilot study. Eur J Surg Oncol. 2018 May 1;44(5):651-7.

[41] Tarantino L, Busto G, Nasto A, Nasto RA, Tarantino P, Fristachi R, et al.
Electrochemotherapy of cholangiocellular carcinoma at hepatic hilum: A feasibility
study. Eur J Surg Oncol. 2018 Oct;44(10):1603-9.

[42] Cornelis FH, Korenbaum C, Ben Ammar M, Tavolaro S, Nouri-Neuville M, Lotz JP.
Multimodal image-guided electrochemotherapy of unresectable liver metastasis from
renal cell cancer. Diagn Interv Imaging. 2019 May;100(5):309-11.

[43] Cornelis FH, Ben Ammar M, Nouri-Neuville M, Matton L, Benderra MA, Gligorov J,
et al. Percutaneous Image-Guided Electrochemotherapy of Spine Metastases: Initial
Experience. Cardiovasc Intervent Radiol. 2019 Aug 22;

[44] Bertino G, Sersa G, De Terlizzi F, Occhini A, Plaschke CC, Groselj A, et al. European
Research on Electrochemotherapy in Head and Neck Cancer (EURECA) project:
Results of the treatment of skin cancer. Eur J Cancer. 2016 Aug;63:41-52.

[45] Plaschke CC, Bertino G, McCaul JA, Grau JJ, de Bree R, Sersa G, et al. European
Research on Electrochemotherapy in Head and Neck Cancer (EURECA) project:
Results from the treatment of mucosal cancers. Eur J Cancer. 2017 Dec;87:172-81.

[46] Sersa G, Teissie J, Cemazar M, Signori E, Kamensek U, Marshall G, et al.
Electrochemotherapy of tumors as in situ vaccination boosted by immunogene
electrotransfer. Cancer Immunol Immunother. 2015 Oct;64(10):1315-27.

[47] Milevoj N, Tratar UL, Nemec A, Brozi¢ A, Znidar K, Ser$a G, et al. A combination of
electrochemotherapy, gene electrotransfer of plasmid encoding canine IL-12 and
cytoreductive surgery in the treatment of canine oral malignant melanoma. Res Vet Sci.
2019 Feb;122:40-9.

Agradecimentos

Esta investigacdo foi financiada pela Agéncia de Pesquisa da Republica Eslovéna e foi
realizada no ambito do Laboratério Associado Europeu EBAM (LEA) e resultou dos
esforgos de colaboragdes da A¢ao COST TD1104 (www.electroporation.net).

Gregor SerSa, formou-se na Faculdade de Biotécnica da
Universidade de Liubliana em 1978, onde atualmente é
professor de biologia molecular. Trabalha no Instituto de
Oncologia de Liubliana como chefe do Departamento de
Oncologia Experimental. Seu campo de interesse especifico é o
efeito do campo elétrico em células tumorais e tumores como
sistema de entrega de farmaco e genes em diferentes abordagens
terapéuticas. Além do trabalho experimental, ele esta
ativamente envolvido na educagdo de alunos de graduagdo e
pos-graduacdo na Universidade de Liubliana.




Eletroquimioterapia na Pratica Clinica - Licdes de Desenvolvimento,
Implementacio e Perspectivas Futuras 161

Capitulo 10

Eletroquimioterapia na Pratica Clinica - Ligoes de
Desenvolvimento, Implementacao e Perspectivas
Futuras

Julie Gehl

Oncologia Clinica da Universidade de Copenhagen, Dinamarca.

Resumo: Em apenas duas décadas, a eletroquimioterapia evoluiu de um
tratamento experimental para uma terapia padrdo. Este capitulo descreve esse
desenvolvimento e também detalha como uma nova tecnologia pode ser
implementada para beneficiar pacientes. A eletroquimioterapia é uma tecnologia
que envolve o uso de pulsos elétricos e quimioterapia. Assim, o desenvolvimento
desta tecnologia exigiu que especialistas em biologia, engenharia ¢ medicina se
unissem para alcangar essa conquista. Este capitulo descreve o desenvolvimento de
equipamentos, bem como procedimentos operacionais padrdo, para tratamentos
com eletroquimioterapia. Este capitulo também trata do compartilhamento do
conhecimento sobre o uso da tecnologia, garantindo o acesso dessas informagdes
pelos pacientes.

Desenvolvimento da eletroquimioterapia

Os estudos iniciais sobre a organizacdo da membrana celular e sobre a
deformagao dessa membrana por forgas elétricas foram realizados ao longo
das décadas de 1960 e¢ 1970, principalmente. Em 1977, a ruptura de
eritrocitos foi descrita em um artigo da Nature [1], e outro artigo altamente
influente foi o estudo de Neumanns de 1982 [2], demonstrando a
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eletrotransferéncia de DNA, que é agora um dos métodos laboratoriais mais
frequentemente usados em biologia molecular.

Um campo muito ativo na terapia do cancer nas décadas de 1970 e 80 era
a resisténcia a terapias medicamentosas, ¢ havia grande otimismo de que a
compreensdo da resisténcia a terapia poderia levar a cura do céancer.
Diferentes sistemas importantes de resisténcia celular foram descobertos,
por exemplo, o transportador de multiplas drogas Glicoproteina-P, que
permite as células cancerosas exportar quimioterapicos de seu interior [3].
Neste cenario, a eletroporagdo era uma nova tecnologia que permitia
contornar a resisténcia baseada em membrana simplesmente abrindo um
canal através da membrana celular, permitindo que drogas ndo permeaveis
entrassem.

Uma série de estudos foram publicados sobre o aumento da
citotoxicidade do farmaco devido a eletroporagdo in vitro [4,5], e também
in vivo [6], principalmente pelo grupo de Lluis Mir no Institut Gustave-
Roussy, na Franga. Foi por este grupo também que, em um notavel curto
espago de tempo, o primeiro estudo clinico foi relatado, os resultados
preliminares em francés em 1991 e a publicagdo final em 1993 [7]. Alguns
anos depois [8], surgiram os primeiros estudos dos Estados Unidos, bem
como estudos da Eslovénia [9] e da Dinamarca [10].

Com o intuito de criar um equipamento de eletroporacdo para uso clinico,
que fosse capaz de realizar tanto a terapia génica quanto
eletroquimioterapia, que pudesse ser adaptado pelo usudrio para acomodar
desenvolvimentos, que fosse um instrumento util para o médico aplicador,
isto €, que mostrasse com precisdo registros da voltagem e corrente elétrica
do tratamento, formou-se o consoércio Cliniporator. Este consorcio europeu
desenvolveu e testou o eletroporador Cliniporator [11,12].

Posteriormente se estabeleceu o consorcio europeu denominado ESOPE
(European Standard Operating Procedures of Electrochemotherapy), que
buscou obter a aprovacao do Cliniporator para uso clinico, a fim de produzir
eletrodos para este equipamento, para testar o sistema em um protocolo
clinico, bem como para fazer procedimentos operacionais padrao.

Quatro grupos entraram no estudo clinico, dos quais trés tinham
experiéncia anterior com eletroquimioterapia. E os métodos usados
diferiram entre esses trés centros.

Na Franga, foi utilizado um eletrodo hexagonal com 7,9 mm entre os
eletrodos, € uma sequéncia de disparos permitindo que cada um dos sete
eletrodos fosse acionado aos pares 8 vezes, num total de 96 pulsos entregues
em alta frequéncia, com voltagem de 1,3 kV/cm (voltagem para relagdo da
distancia dos eletrodos). Os pacientes foram sedados, a bleomicina foi
administrada por via endovenosa e o procedimento foi realizado em uma
sala de cirurgia [7].
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Nos estudos eslovenos, os pacientes foram tratados com cisplatina por
via intratumoral, ¢ com eletrodos de placas, usando 1,3 kV/cm, anestesia
ndo descrita. Os pulsos foram administrados em duas sequéncias de quatro
pulsos cada [9].

Na Dinamarca, utilizou-se bleomicina por via intratumoral, um eletrodo
de agulhas de matriz linear de duas fileiras opostas, usando 1,2 kV/cm, 8
pulsos a 1 Hz. Foi utilizada anestesia local com lidocaina [10].

Em outras palavras, houve acordo sobre o propoésito geral, mas trés
abordagens diferentes. O estudo ESOPE [13] reuniu essas trés abordagens
e, do ponto de vista técnico, os trés diferentes eletrodos foram fabricados, e
a conclusao final sobre o uso dos diferentes métodos e eletrodos foi definida
em colaboragao.

Os procedimentos operacionais padrao (POPs) [14] sdo muito
detalhados, permitindo que um recém-chegado ao campo implemente o
procedimento imediatamente. Assim, ¢ descrito como administrar o
medicamento ¢ pulsos, como tomar decisdes de tratamento ¢ como avaliar
a resposta e realizar o acompanhamento.

Os POPs, juntamente com a disponibilidade de equipamentos
certificados, marcaram uma mudanga dramatica no uso da
eletroquimioterapia. Assim, quando os procedimentos operacionais padrao
foram publicados em 2006, apenas alguns centros europeus utilizavam a
técnica, e ap6s a publicagdo dos procedimentos o nimero de centros
aumentou rapidamente ¢ hoje € superior a 140. Estima-se que este nimero
continue a crescer, ¢ que os geradores, agora colocados em varias
instituicdes, serdo cada vez mais utilizados também para novas futuras
indicagodes.

Implementacgao

Em um mundo ideal, novos desenvolvimentos na terapia do cancer
tornam-se imediatamente disponiveis para os pacientes. Mas a experiéncia
mostra que a partir do desenvolvimento da tecnologia, e do surgimento dos
primeiros resultados, ainda ha um longo caminho a ser percorrido para que
um paciente possa ser encaminhado ao tratamento, caso este seja relevante
para o caso em questdo. Em primeiro lugar, o equipamento eletroporador
deve estar presente em cada instituigdo, juntamente com cirurgides
experientes e oncologistas treinados para realizar o tratamento. A
montagem logistica deve ser feita, e isso inclui disponibilidade de tempo
nas salas de cirurgia e suporte de enfermagem competente. Os pacientes
precisam saber que o tratamento ¢ uma opg¢ao. Como a eletroquimioterapia
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¢ uma op¢ao para pacientes que sofrem de diversos tipos de cancer, ¢
necessario um trabalho continuo para direcionar especialistas nas diferentes
areas. As informagdes disponiveis na internet podem ser um importante
recurso tanto para os pacientes quanto para os profissionais.

Varios paises tém diferentes mecanismos de aprovagdo para novos
tratamentos e o endosso pode ser uma tarefa demorada. A agéncia nacional
europeia mais renomada, o Instituto Nacional de Exceléncia em Satde e
Cuidados (National Institute for Health and Care Excellence - NICE), no
Reino Unido, tem um escrutinio rigoroso de novas tecnologias e
disponibiliza gratuitamente seus documentos centrais. O NICE tem
orientacdes para eletroquimioterapia para metastases cutaneas e canceres de
pele primarios, respectivamente [15,16]. Essas recomendagdes nacionais,
bem como a integracdo da eletroquimioterapia em diretrizes especificas
(ver, por exemplo, [17]) sdo muito importantes para melhorar a
acessibilidade ao tratamento.

Pesquisa

Um ponto muito importante ¢ que os procedimentos operacionais padrao
foram uma base de muito valor - mas devem se manter com experiéncias
mais detalhadas e desenvolvimentos adicionais. Varios grupos publicaram
estudos adicionais sobre eletroquimioterapia, ampliando a base de
conhecimento e respondendo a questdes especificas de importincia clinica
[18-26].

Além disso, a eletroquimioterapia esta sendo desenvolvida para uma
série de novas indicacdes, incluindo cancer de mucosa de cabeca e pescogo,
cancer gastrointestinal, cancer de pulmao (primario e secundario), canceres
ginecoldgicos, sarcoma, metastases 0sseas, bem como metastases cerebrais.
Para cada uma dessas indicagdes, procedimentos operacionais padrdo
precisardo ser desenvolvidos, a fim de permitir a disseminacdo do
tratamento.
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Resumo: Desde os primeiros relatos sobre eletroporagdo, surgiram inumeras
aplicagdes biotecnologicas e biomédicas tendo a técnica como base. Os geradores
de pulsos elétricos necessarios sdo caracterizados pela forma dos pulsos e suas
caracteristicas: amplitude e dura¢do do pulso. Além disso, os eletrodos sdo a
“conexa0” importante entre as células/tecido e o gerador de pulso. A geometria dos
eletrodos, juntamente com as propriedades das células/tecidos determinam a
poténcia de saida necessaria e a energia que os eletroporadores precisam fornecer.
A escolha do eletroporador depende da aplicacdo biotecnologica e biomédica, mas
também estd intrinsecamente ligado a escolha dos eletrodos.

Introducgao

Desde os primeiros relatorios sobre eletroporagdo (irreversivel e
reversivel), uma série de aplicagdes desenvolvidos e a lista de
possibilidades  baseadas em  eletroporagdo estdo  aumentando
constantemente. Os primeiros geradores de pulso eram de construcdo
simples, e forneceram pulsos com declinio exponencial de até varios
milhares de volts. Além disso, os eletrodos eram muito simples em seu
design - geralmente eletrodos de placas paralelas com alguns milimetros de
distancia entre eles eram usados e células em suspensdo eram colocadas
entre eles [1]. Mais tarde, novos geradores de pulso foram desenvolvidos,
0s quais eram/sdo capazes de fornecer quase todas as formas de pulso, e
também os eletrodos que podem ser comprados sdo extremamente diversos
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[2-6]. E importante notar que atualmente na maioria dos dispositivos que
estdo sendo usados geram pulsos retangulares.

A amplitude dos pulsos e sua duragdo dependem fortemente da aplicagao
biotecnologica/biomédica. Para a eletroquimioterapia, na maioria das
vezes, sdo necessarios pulsos de 1000 V com duragdo de 100 us. Para a
transferéncia efetiva de genes, sdo usados pulsos mais longos de 5-20 ms,
mas de amplitude inferior, ou uma combinagdo de pulsos curtos de alta e
mais longos de baixa voltagem. Para outras aplicagdes, como ablac¢do de
tecidos por meio de eletroporagdo irreversivel ou esterilizagdo de agua ou
alimentos liquidos, milhares de pulsos voltaicos s@o necessarios. Além da
amplitude e duragdo do pulso, um pardmetro importante a ser levado em
consideragdo é também a poténcia e a energia que precisam ser fornecidas
pelo gerador.

A energia que precisa ser fornecida ¢ governada pela voltagem, corrente
¢ duragdo do pulso e/ou nimero de pulsos. A corrente, se a voltagem for
ajustada, ¢ governada pela carga, e isso ¢ determinado pela geometria da
carga, e a carga ¢ determinada pela geometria da amostra de tecido/célula e
sua condutividade elétrica. A geometria do tecido a ser exposto aos pulsos
elétricos determina predominantemente a forma dos eletrodos, a distincia
entre eles, a profundidade de penetracdo/imersao do eletrodo no tecido. A
condutividade elétrica da suspensdo de células/tecido depende do tipo de
tecido ou das propriedades da amostra celular, e pode ser consideravelmente
aumentada enquanto tecido/células sdo expostos a pulsos elétricos de
amplitude suficiente.

Com base nas consideragdes acima, nenhum unico gerador de pulsos
atendera a todas as aplicacdes e necessidades de um pesquisador [7]. Pode-
se buscar um gerador de pulsos especializado que fornecera apenas os
pulsos especificamente para essa aplicagdo biotecnologica ou biomédica,
ou um gerador de pulsos de uso geral que permitira gerar “quase” tudo o
que o pesquisador achar interessante em sua pesquisa. Independentemente
da escolha, ela deve estar ligada também a escolha dos eletrodos [8—10].

Aplicaco6es terapéuticas e tecnolégicas da eletroporagao

Atualmente a eletroporagdo € amplamente utilizada em varias aplicagdes
bioldgicas, médicas e biotecnologicas [11-16]. A ablacdo de tecidos
baseada na eletroporacdo irreversivel tem menos de uma década, mas sua
eficicia € promissora, especialmente no tratamento de tecidos nao
malignos, na area de tratamento de agua (onde a eficacia do tratamento
quimico ¢ aumentada pela eletroporacdo) e na preservacdo de alimentos,
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onde a eletroporagdo foi comprovada, em alguns casos, como sendo tdo
eficaz quanto a pasteurizacdo [17]. Em contraste, as aplicagdes baseadas em
eletroporacdo reversivel estdo atualmente mais difundidas e estabelecidas
em diferentes protocolos experimentais e/ou praticos. Provavelmente, o
mais importante deles ¢ a introducdo de uma quantidade definida de
moléculas pequenas ou grandes no citoplasma através da membrana
plasmatica. Além disso, uma ligeira variacdo dos pardmetros do campo
elétrico pode resultar em uma utilizagdo onde moléculas podem ser
inseridas diretamente na propria membrana plasmatica ou as células podem
ser efetivamente fusionadas.
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Figura 1: A exposicdo de uma célula a um campo elétrico pode resultar na
permeabilizacdo da membrana celular ou em sua destrui¢do. Neste processo, os
pardmetros do campo elétrico desempenham um papel fundamental. Se esses
pardmetros estiverem dentro de certa faixa, a permeabilizagdo ¢é reversivel;
portanto, pode ser usado em aplicagdes como introdugido de moléculas pequenas ou
grandes no citoplasma, inser¢do de proteinas na membrana celular ou até mesmo
fusdo celular.

Reversivel

Eletroquimioterapia

A aplicacdo mais representativa da entrega de pequenas moléculas por
meio de membrana eletroporada ¢ a eletroquimioterapia. Foi demonstrado
em varios estudos pré-clinicos e clinicos, tanto em humanos quanto em
animais, que a eletroquimioterapia pode ser usada como tratamento de
escolha no tratamento do cancer local [18]. Na maioria das vezes, uma série
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de pulsos retangulares curtos de 100 us com amplitudes de até 1000 V sdo
aplicados. O nimero de pulsos normalmente administrados é 8. Eles podem
ser administrados na frequéncia de repeticdo de pulso de 1 Hz ou 5 kHz
[19]. Novos desenvolvimentos tecnologicos foram disponibilizados para o
tratamento de tumores profundos, onde pulsos de 3000 V, 50 A ¢ 100 us
sdo entregues [20]. Avancgos recentes no tratamento de metastases hepaticas
e Osseas e sarcoma de tecidos moles foram relatados [20-23].
Recentemente, foi demonstrado que a eletroquimioterapia in vitro ¢
possivel com pulsos de eletroporagdo bipolares de alta frequéncia que t€m
1-1-1-1 ps de comprimento (pulso positivo - pausa - pulso negativo - pausa)
e tém amplitude 2,5 vezes maior do que pulsos de 100 ps [ 23].

Ablacao tecidual por eletroporacao irreversivel nao-térmica
(IRE)

A ablagdo de tecidos indesejaveis por meio do uso de eletroporagado
irreversivel foi recentemente sugerida como um método minimamente
invasivo para remog¢ao de tumores, mas também pode ser usada na ablacdo
de tecido cardiaco em vez de ablagdo térmica do tecido por radiofrequéncia
(RF) ou outras técnicas de ablacdo de tecido [12-24,25]. Da mesma forma
que a eletroquimioterapia, pulsos de 50 ou 100 pus com amplitudes de até
3000 V sdo usados [26]. O numero de pulsos entregues ao tecido-alvo é, no
entanto, consideravelmente maior. Se na eletroquimioterapia sdo
administrados 8 pulsos, nesta técnica sdo usados 90 ou mais pulsos. A
frequéncia de repeti¢ao do pulso deve ser baixa, entorno de 1 ou 4 Hz, para
evitar aquecimento excessivo [27]. Para evitar a contragdo muscular durante
a IRE, foi sugerido o uso de pulsos de eletroporacdo de alta frequéncia H-
FIRE [28]. A duracdo dos pulsos H-FIRE ¢ de cerca de 1 ps e sdo usadas
amplitudes cerca de 2 vezes maiores do que para pulsos de 50 ou 100 ps.

Eletrotransferéncia génica

Um material genético exdgeno pode ser entregue as células usando
métodos nao virais, como a eletropermeabilizagdo, por exemplo [29]. A
eletrotransfeccdo pode ser alcangada usando: pulsos de decadéncia
exponencial; pulsos de onda quadrada com sinais de RF sobrepostos; ou
apenas pulsos de onda quadrada longa, de até 20 ms, e com amplitudes
variando de 200 a 400 V [30]. Embora nenhum consenso seja alcancado
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ainda, pode-se afirmar que pulsos mais longos sdo geralmente mais usados
na transfeccdo de genes do que na eletroquimioterapia, com poucas
excegoes [31]. Além disso, dois papéis distintos de pulsos elétricos foram
descritos. Em experimentos onde varios pulsos curtos de alta voltagem (por
exemplo, 8x100 us de 1000 V) foram seguidos por longos pulsos de baixa
voltagem (por exemplo, 1x100 ms de 80 V) [32], foi demonstrado que
pulsos curtos de alta voltagem permeabilizam a membrana, enquanto os
pulsos de baixa voltagem e mais longos t€ém um efeito eletroforético no
proprio DNA, facilitando a interagdo do plasmideo com a membrana [33].

Eletrofusao

Até agora, apresentamos aplicacdes de eletroporacdo que sdo usadas para
introduzir diferentes moléculas no citoplasma ou na membrana plasmatica
da célula. Mas a eletroporagdo da membrana plasmatica também pode
resultar na fusdo das células. Este processo foi denominado eletrofusao. Os
primeiros relatos de eletrofusdo de células in vitro datam de 1980. Nestes
relatos, foi demonstrado que a fusdo entre duas células pode ocorrer apenas
se as células estiverem em contato antes ou imediatamente apos a
eletroporacdo. O contato entre as células pode ser obtido tanto pela conexao
dieletroforética de células vizinhas, que € seguida por eletroporacdo, quanto
por centrifugacdo da suspensdo celular apds exposi¢do ao campo elétrico.
Em ambos os casos as células devem ser reversivelmente permeabilizadas,
caso contrario, perdem a viabilidade e ndo ha eletrofuséo [34]. A eletrofusdo
in vitro é possivel devido a alta possibilidade de movimento celular
enquanto as células nos tecidos sdo mais ou menos fixas; no entanto, a
eletrofusao in vivo foi observada em tumores de melanoma B16, bem como
fusdo de células a tecidos [35, 36]. A eletrofusdo de células de diferentes
tamanhos pode ser alcangada por campos elétricos pulsados em
nanossegundos [37].

Eletroextragao

A eletroporag@o pode ser usada para extrair substancias (por exemplo,
suco, agucares, pigmentos, lipidios e proteinas) de tecidos ou células
bioldgicas (por exemplo, frutas, beterraba sacarina, microalgas, vinho e
levedura). A eletroextracdo pode ser mais eficiente em termos de energia e
extragdo, ¢ mais rapida do que os métodos classicos de extracdo (pressao,
desnaturagdo térmica e fermentacao) [38-42]. Uma avaliacao econdmica da
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produgdo de bioenergia baseada em microalgas foi feita recentemente [43].
Foram elaboradas recomendagdes sobre as principais informagdes a serem
relatadas em estudos biotecnoldgicos devido a variabilidade nos resultados
obtidos em diferentes laboratérios [44].

Eletropasteurizagao e Eletroesterilizagao

A eletroporagdo irreversivel pode ser usada em aplicagdes onde a
destruicdo de microrganismos se faz necessaria, ou seja, processamento de
alimentos e tratamento de agua [45]. Ainda assim, o uso de eletroporagéo
irreversivel nessas aplicagdes significa que a substancia sob tratamento é
exposta a um campo elétrico limitado, uma vez que ¢ desejavel que nédo
ocorram mudangas na substancia tratada (por exemplo, mudanca de sabor
do alimento) e que nenhum subproduto surja devido ao campo elétrico da
exposicao (por exemplo, subprodutos causados pela eletrdlise). Esta é uma
das razdes pelas quais pulsos curtos (em comparagdo com aplicagdes
médicas) na faixa de 1-3 ps s@o usados. Especialmente os sistemas de
exposi¢cdo em lotes ou fluxo-continuo em escala industrial podem exigir
grandes geradores de energia com amplitudes de até 40 kV e correntes de
pico de até 500 A. Embora tanto processos em lotes e como de fluxo-
continuo sejam encontrados em escala industrial, o fluxo-continuo ¢
considerado superior pois permite o tratamento de grandes volumes. Tal
modo de operagdo requer funcionamento constante exigindo maior poténcia
de saida dos geradores de pulso [13], [46].

Distribuicao do campo elétrico in vivo

Na maioria das aplicagdes de permeabilizagdo de tecido, ¢ necessario
expor o volume do tecido a intensidades E entre os dois "limiares", ou seja,
escolher com antecedéncia uma configuracdo adequada de eletrodo e
parametros de pulso para uma eletroporagdo eficaz do tecido [47]. Portanto,
a distribuicdo do campo elétrico no tecido deve ser avaliada antes do
tratamento, o que pode ser obtido combinando resultados de testes rapidos
ou monitoramento in situ [48] com modelos de distribuicdo de campo
elétrico [49-53]. No entanto, a modelagem da distribui¢do do campo
elétrico no tecido ¢ dificultosa devido as propriedades heterogéneas do
tecido e, geralmente, & geometria complexa. Modelos analiticos podem ser
empregados apenas em geometrias simples. Normalmente sdo
desenvolvidos para problemas 2D e tecidos com propriedades elétricas
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homogéneas. Portanto, na maioria dos casos, as técnicas de modelagem
numérica sdo ainda mais aceitaveis, pois podem ser usadas para modelar
geometrias 3D e propriedades de tecido complexas. Para esse efeito, sdo
aplicados principalmente o método dos elementos finitos e o método das
diferengas finitas. Ambos os métodos numéricos foram aplicados e
validados com sucesso através de comparagdes da distribuicdo do campo
elétrico calculado e medido. Além disso, foram construidos modelos
numéricos avancados, que levam em consideragdo também o aumento da
condutividade do tecido devido a eletroporacdo do tecido ou da célula.
Esses modelos avangados descrevem a distribui¢do E como uma fungéo da
condutividade o (E). Desta forma, os modelos representam mudangas de
condutividade do tecido de eletroporagao de acordo com a distribuigdo de
intensidades de campo elétrico [54, 55].

Eletrodos para aplica¢6es in vitro e in vivo

A eficacia da eletroporacdo in vitro, in vivo ou em ambiente clinico
depende da distribui¢do do campo elétrico dentro da amostra tratada. A
saber, o pardmetro mais importante que rege a permeabilizacdo da
membrana celular ¢ o campo elétrico local ao qual a célula serd exposta
[47]. Para conseguir isso, temos que usar um conjunto apropriado de
eletrodos e um dispositivo de eletroporagdo, o eletroporador, que gera os
sinais de voltagem ou corrente necessarios. Embora ambas as partes do
equipamento mencionado sejam importantes € necessarias para uma
eletroporacdo eficaz, o eletroporador tem um papel substancialmente mais
importante, uma vez que deve ser capaz de entregar o sinal necessario a sua
saida carregada pela impedancia da amostra entre os eletrodos.

Hoje em dia, existem varios tipos de eletrodos que podem ser usados para
eletroporacdo em qualquer uma das aplicacdes existentes [56—60]. De
acordo com a geometria, os eletrodos podem ser classificados em varios
grupos, ou seja, eletrodos de placas paralelas, arranjos de agulhas, eletrodos
de arames, eletrodos de pinga, eletrodos coaxiais, etc. (Fig. 2). Cada grupo
compreende varios tipos de eletrodos que podem ser divididos de acordo
com as aplicac¢des, dimensdes, material do eletrodo, etc. Em qualquer caso,
a selecdo do tipo de eletrodo desempenha um papel importante na
caracterizacdo da carga que estd conectada a saida do eletroporador.
Durante o projeto de um eletroporador, a caracterizagcdo da carga representa
o ponto de partida, e representa um problema consideravel de engenharia
porque as caracteristicas elétricas da substincia entre os eletrodos (por
exemplo, suspensdo de células, tecido, etc.) variam de experimento para
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experimento € mesmo durante o curso do experimento. Em geral, a carga
entre os eletrodos tem um componente resistivo e um capacitivo. O valor
de cada componente ¢ definido pela geometria e material dos eletrodos, e
pelas propriedades elétricas e quimicas da amostra tratada. Em condi¢des
in vitro, esses parametros que influenciam a impedancia da carga podem ser
bem controlados, uma vez que o tamanho e a geometria da amostra sdo
conhecidos, especialmente se forem utilizadas cubetas. Além disso, usando
meios celulares especialmente preparados, as propriedades elétricas e
quimicas sdo definidas ou podem ser medidas. Por outro lado, em condig¢des
in vivo, o tamanho e a geometria ainda podem ser controlados até certo
ponto, mas as propriedades elétricas e quimicas s6 podem ser estimadas,
especialmente se forem usados eletrodos de agulha que penetram em
diferentes tecidos. No entanto, mesmo que consigamos definir essas
propriedades de forma confiavel durante o desenvolvimento do dispositivo,
¢ praticamente impossivel prever mudangas nas propriedades elétricas e
quimicas da amostra devido a exposi¢@o a pulsos elétricos de alta voltagem
[61-63]. Além da eletropermeabilizacdo das membranas celulares, que
aumenta a condutividade elétrica da amostra, os pulsos elétricos também
causam efeitos colaterais como aquecimento Joule e contaminagdo
eletrolitica da amostra [64], o que leva ainda mais ao aumento da
condutividade da amostra [65].

Pulsos elétricos

Para uma melhor compreens@o e leitura critica de varios relatos sobre o
fendomeno de eletroporagdo e aplicacdes baseadas em eletroporagdo, a
divulgagdo completa dos parametros dos pulsos precisa ser fornecida. Os
pulsos elétricos nunca sdo “quadrados” ou ‘“retangulares”, mas sdo
caracterizados por seu tempo de subida, duracdo/largura, tempo de queda e
frequéncia de repeticdo do pulso. O tempo de subida e o tempo de queda
sdo determinados como o tempo necessario para aumentar de 10% a 90%
da amplitude, e cair de 90% a 10% da amplitude, respectivamente. A largura
de pulso ¢ mais frequentemente definida como o tempo entre 50% da
amplitude na subida e 50% na queda. A frequéncia de repeticdo do pulso é
o inverso da soma da largura do pulso e¢ a pausa entre dois pulsos
consecutivos. Isso pode parecer trivial quando se discute pulsos de 1 ms,
mas se tornam um problema quando se discute pulsos ns ou mesmo ps [66].
O dano a membrana celular e a absor¢do de ions podem ser
significativamente reduzidos ao usar pulsos ns bipolares em vez de
monopolar [67]. Formas diferentes de “retangulares” foram investigadas
com relagdo a eficiéncia de eletroporacdo [68]. Foi sugerido que a exposicao
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das células a amplitudes de pulso acima de determinada amplitude critica e
a duracgdo desta exposi¢@o acima deste valor critico, parecem determinar o
nivel de eletroporacdo da membrana, independentemente da forma do
pulso. Pulsos em decadéncia exponencial sdo dificeis de serem
considerados como tal, mas eram predominantemente usados na década de
80 para eletrotransferéncia de genes. Sua forma era conveniente pois a
primeira parte do pulso, ou seja, o pico, atua como a parte permeabilizante
e a cauda do pulso atua como parte eletroforética, empurrando o DNA em
diregdo, e potencialmente através, da membrana celular [32].
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Figura 2: Exemplos de eletrodos comercialmente disponiveis para
eletropermeabilizagdo. Os eletrodos pertencem aos seguintes grupos: (a) eletrodos
de placas paralelas, (b): arranjos de agulhas, (c): eletrodos de dedo, (d): arranjo de
agulhas, (e): eletrodo endoluminal, e (f) grupo de eletrodos de agulha
independentes. Os eletrodos (a), (b), (c) e (d) sdo produzidos pela IGEA, Italia; o
eletrodo (e) ¢ produzido pela Mirai Medical, Irlanda; sendo usados em aplicagdes
clinicas de eletroquimioterapia e eletrotransferéncia génica [31].
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Eletroporadores — os geradores dos pulsos necessarios

O eletroporador ¢ um dispositivo eletronico que gera sinais, geralmente
ondas quadradas ou pulsos com declinio exponencial, necessarios para a
eletroporacdo [1]. Os parametros do sinal entregue aos eletrodos com a
amostra tratada variam de aplicagdo para aplicagdo. Portanto, na
investigagdo do fenomeno de eletroporagdo e no desenvolvimento de
tecnologias e tratamentos baseados em eletroporagdo, ¢ importante que o
eletroporador seja capaz de fornecer sinais com a maior variedade possivel
de parametros elétricos, se usado em pesquisas. No entanto, se usado apenas
para uma aplicacdo especifica, por ex. tratamento clinico, como
eletroquimioterapia, o gerador de pulsos deve fornecer os parametros de
pulso exatamente necessarios e de maneira confiavel. Além disso, o
eletroporador deve ser seguro e facil de operar e deve oferecer algumas
possibilidades de melhorias funcionais. Os eletroporadores clinicos usados
na eletroquimioterapia de tumores profundos ou na ablagdo nao-térmica de
tecidos também sdo equipados com algoritmos de sincronizagdo de
eletrocardiograma (ECG) que minimizam a possivel influéncia do
fornecimento dos pulsos elétricos na fungdo cardiaca [69].
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Figura 3: Areas de amplitude e duragdo de pulsos elétricos que sio usadas na
pesquisa de eletroporacdo e efeitos relacionados. (a) Cinco areas diferentes de
geracdo de pulso de eletroporacdo. (b) Para amplificar ou gerar pulsos de
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eletroporagdo de voltagem muito alta (acima de alguns kV), sdo usados
centelhadores e elementos semelhantes, para alta voltagem (alguns V a alguns kV)
transistores, e amplificadores operacionais para baixa voltagem. Pulsos de
nanossegundos (curtos) sdo gerados com técnicas diferentes de pulsos com mais de
I ps. Originalmente publicado em Técnicas de Eletroporagdo Avancadas em
Biologia e Medicina, por Rebersek e Miklav¢ic 2010 [3].

Em principio, os eletroporadores podem ser divididos em varios grupos
dependendo das aplicagdes bioldgicas, mas do ponto de vista elétrico
existem apenas dois tipos de eletroporadores: dispositivos com saida de
voltagem (a saida um ¢ sinal de voltagem U (t)) e dispositivos com saida de
corrente (a saida € um sinal de corrente I (t)). Ambos os tipos de dispositivos
tém suas vantagens ¢ desvantagens, mas um ponto definitivamente se
mostra a favor dos dispositivos com saida de voltagem. Por exemplo, se
realizarmos experimentos in vitro com eletrodos de placas paralelas com
lados da placa substancialmente maiores do que a distancia entre eles, a
intensidade do campo elétrico £ que ¢é aplicada a amostra pode ser
aproximada pela relag@o voltagem-distancia U/d, onde d ¢ a distancia entre
os eletrodos e U a amplitude do sinal aplicado obtido de um eletroporador
com saida de voltagem. Por outro lado, se um eletroporador com saida de
corrente for usado, a mesma aproximacao poderia ser usada apenas se uma
medicao adicional da diferenga de voltagem entre os eletrodos for realizada
ou se a impedancia Z da amostra for conhecida, medida ou aproximada e a
diferenga de voltagem entre os eletrodos ser estimado usando a lei de Ohm
U=1+Z. Todavia, existem varios eletroporadores disponiveis no mercado
que atendem a diferentes faixas de parametros e podem ser usados em
diferentes aplicacdes. Uma lista de eletrodos e eletroporadores disponiveis
comercialmente foi apresentada em 2004 por Puc e colegas [70], atualizada
em 2010 [3] eem 2017 [71].

Para ter certeza de que os pulsos aplicados sdo adequados, temos que
medir a voltagem e a corrente aplicadas durante a entrega do pulso.

Em aplicagdes de nanossegundos, o tempo de subida do pulso as vezes ¢
menor do que o comprimento elétrico (o tempo em que um sinal elétrico
viaja pela linha) entre a fonte e a carga. Nesse caso, a impedancia da carga
e da linha de transmissdo deve corresponder a impedancia do gerador, de
forma que ndo haja fortes reflexos de pulso e consequentemente
prolongamentos de pulso.

Com base nos estudos relatados na literatura ¢ muito dificil extrair um
conselho geral sobre como projetar experimentos ou tratamentos com
eletroporacdo. Em principio, podemos dizer que a amplitude do pulso
(relacdo voltagem-distancia) deve estar tipicamente na faixa de 200 V/cm a
2000 V/cm. A duragdo do pulso deve estar na faixa de centenas de
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microssegundos para moléculas menores e de varios milissegundos até
varias dezenas de milissegundos para macromoléculas como o DNA
plasmidial (no ultimo caso, devido a duragdo muito longa do pulso, a
amplitude ideal do pulso pode até ser inferior a 100 V/cm). Se houver
alguma possibilidade de se obter o equipamento que gera pulsos bipolares
ou se houver a possibilidade de alterar a orientagdo do campo elétrico na
amostra, esses tipos de pulsos/eletroporadores devem ser usados porque os
pulsos bipolares geram um limiar de poragdo mais baixo, maior captagio,
reduzem o desgaste do eletrolito e contaminacdo eletrolitica da amostra, e
tem uma viabilidade similar quando comparados com pulsos unipolares de
mesma amplitude e duragdo. Melhor permeabilizagdo ou eficiéncia de
transfeccdo de genes e sobrevivéncia também podem ser obtidas mudando
a orientacdo do campo na amostra usando circuitos de comutagao especiais,
que trocam os pulsos de eletroporacdo entre os eletrodos [56, 58, 71]. Pulsos
de eletroporagdo bipolares curtos de alta frequéncia HF-EP também foram
analisados, pois eles mitigam a estimulagdo nervosa/muscular, e a
distribuicdo do campo elétrico de tais pulsos ¢ mais homogénea no tecido
[72-74], mas esses pulsos podem estar proximos do "efeito de
cancelamento” [74]. No entanto, o desenvolvimento de eletroporadores de
alta frequéncia € muito mais desafiador, e eletroporadores de alta frequéncia
comerciais ndo estdo disponiveis, portanto, infelizmente, a pesquisa de HF-
EP ¢ limitada a apenas alguns grupos [75], [76].

Esta visdo geral dos parametros elétricos deve, entretanto, ser
considerada apenas como um ponto de partida para um projeto de
experimentos ou tratamentos. Os valores 6timos dos pardmetros também
dependem fortemente do tipo de célula utilizada, da molécula a ser
introduzida e de condi¢des experimentais especificas. As caracteristicas do
pulso, determinadas como oOtimas ou pelo menos eficientes, e o
tecido/amostra, irdo entdo determinar a arquitetura do gerador de pulsos,
seja ele um gerador de Marx, Blumlein ou algum outro modelo [7].

Conclusoes

A eletroporacdo foi estudada extensivamente até agora, € uma série de
aplicagdes foram desenvolvidas. A eletroquimioterapia tem sido
demonstrada como um tratamento local eficaz de tumores so6lidos e ¢ a
aplicagdo terapéutica mais madura atualmente. A eletroporacdo para
transfeccdo de genes, entretanto, tem sido usada hd muito tempo em
situacgdes in vitro. A eletroporagdo representa uma alternativa nio viral a
classica transfec¢ao viral, sendo também viavel para a transfeccao de genes
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in vivo. As aplicagdes clinicas ¢ a expansao da eletroquimioterapia e ablagdo
de tecidos tém sido prejudicadas pela falta de eletroporadores adequados e
sua certificagdo na Europa (CE Medical Device) e pela aprovacao limitada
pelo FDA nos EUA [1]. O Cliniporator (IGEA, s.r.l. Carpi, Italia) foi
certificado na UE (selo CE) como um dispositivo médico e é oferecido no
mercado junto com POPs para eletroquimioterapia de tumores cutaneos e
subcutaneos. NanoKnife (AngioDynamics, Queensbury, EUA) foi
certificado na UE e aprovado pelo FDA para ablagdo cirurgica de tecidos
moles. Alguns eletroporadores estdo agora disponiveis sob a licenca para
fins de avaliagdo clinica: Cellectra, Elgen, Medpulser, Cliniporator VITAE,
BetaTech, DermaVax, EasyVax, Ellisphere, TriGrid [4].

O desenvolvimento de novas aplicagdes garante um maior
desenvolvimento de geradores de pulso e eletrodos. Com base nas
consideragdes acima, no entanto, um nico gerador de pulso ndo atendera a
todas as aplicacdes e todas as necessidades dos pesquisadores. Pode-se
buscar um gerador de pulsos especializado que fornecera apenas os pulsos
para sua aplicagdo biotecnologica ou biomédica especifica, ou um gerador
de pulsos de uso geral que permitira gerar “quase” tudo o que o pesquisador
pode achar interessante/necessario em sua pesquisa. Independentemente da
escolha, isso deve estar relacionado também a escolha dos eletrodos e a
condutividade do tecido/amostra.
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Até agora, duas abordagens genéricas principais t€ém sido usadas para
detectar a permeabilizagdo celular apos a aplicagao de pulsos elétricos em
células ou tecidos. Eles sdo baseados na detec¢do de mudancas elétricas do
tecido/células (medi¢des de bioimpedancia ou simplesmente determinagdes
de condutancia) ou em trocas moleculares através da membrana (difusdo ou
eletrotransferéncia de marcadores, como pequenas moléculas fluorescentes,
compostos radioativos, plasmideos que codificam para genes reporter, etc.).
Esta tultima abordagem, baseada no transporte de uma dada espécie
molecular, ¢ muito dependente das caracteristicas fisico-quimicas do
marcador usado (peso molecular, carga, rendimento de fluorescéncia,
interagdes marcador-alvo (se houver), modo de transporte [1], etc.).

Os modelos construidos para descrever os fendmenos que ocorrem na
membrana celular (mesmo em membranas artificiais, sejam essas
membranas artificiais planares ou de vesiculas de diferentes tamanhos e
composi¢des) foram baseados principalmente nos principios fisicos que
poderiam explicar o transporte de moléculas através da membrana. A
informagdo proporcionada com as medidas de bioimpedancia, embora



muito Gtil em termos praticos, tem trazido uma contribuig¢do limitada para a
compreensdo desses fendmenos. Porém, nos fenémenos de transporte,
existem parametros ndo relacionados as caracteristicas estruturais da
membrana nos periodos antes, durante e apos os pulsos. Na verdade, como
ja mencionado, ha um impacto do tamanho das moléculas, sua carga, o
gradiente de concentrag@o entre o interior e o exterior, a sensibilidade de
sua detecgdo dentro das células, etc. Existem varios exemplos, qualquer que
seja a duracdo dos pulsos, pulsos de nanossegundos ou pulsos de
microssegundos, que podem ser relatados. Nesse contexto, é importante
destacar que a penetragdo de ions calcio pode ser detectada em amplitudes
de campos elétricos para os quais muitos outros marcadores de
eletropermeabilizagdo ainda ndo revelam a eletropermeabilizagdo das
células. Isso permite a manipulacdo do contetido de calcio citosdlico em
condi¢cdes em que a sobrevivéncia das células é razoavelmente bem
protegida [2,3].

Varias novas técnicas foram aplicadas recentemente para explorar as
mudangas na propria membrana, independentemente de qualquer fendmeno
de transporte. Algumas dessas técnicas vém de tecnologias que ndo eram
usadas anteriormente para analisar os efeitos dos pulsos elétricos nas
bicamadas lipidicas ou nas membranas celulares.

Por um lado, o uso de vesiculas unilamelares gigantes (compostas por
uma espécie lipidica definida e do tamanho de uma célula animal) tem
permitido analisar as alteragdes quimicas que ocorrem nas bicamadas
lipidicas durante a entrega dos pulsos [4]; a dindmica molecular comegou a
trazer explicagdes para que ocorram essas reacoes. E importante notar que
essas duas abordagens (experimental e in silico) restringem sua analise a
parte lipidica de membranas celulares complexas.

Por outro lado, usando células em cultura, métodos 6ticos ndo-lineares estio
produzindo novos elementos do quebra-cabeca. A microespectroscopia
espontanea Raman trouxe novas informagdes sobre modificagdes de proteinas
que poderiam ocorrer durante (ou, talvez, ap6s) a entrega dos pulsos elétricos
[5]. Microscopios confocais Raman trouxeram informagdes dindmicas e
espaciais sobre as mudancas nos espectros Raman que refletem essas mudangas
nas proteinas [6].

Como os objetos bioldgicos estdo imersos em meio a base de agua, os
microscopios Raman Confocal devem ser usados para eliminar a contribui¢ao
Raman ndo ressonante da agua. Microespectroscopias Coherent Raman, como
a microespectroscopia Coherent AntiStockes Raman Scattering, parece mais
atraente devido ao realce do sinal causado pela “coeréncia” fornecida pelo uso
de dois lasers devidamente ajustados. O aumento do sinal em relagdo ao sinal
Raman espontaneo pode chegar a 10® vezes. A microespectroscopia Coherent
AntiStockes Raman Scattering recentemente nos forneceu informagdes sobre



mudangas na agua interfacial (as poucas camadas de moléculas de agua
organizadas na superficie das membranas) e até mesmo na agua intersticial.
Apbs a aplicacdo dos pulsos, ¢ registrada uma perda importante do sinal
interfacial da agua, o que significa que as alteragdes da estrutura da membrana
consequentes a aplicagdo dos pulsos também afetam a agua que circunda a
membrana (trabalho a ser submetido para publicagdo). Estamos, assim,
adquirindo informagdes sobre as mudangas que ocorrem nas membranas
independentemente de qualquer fendmeno de transporte. Esta informagao tem
agora de ser introduzida nos modelos que descrevem provisoriamente os
fendmenos que ocorrem nas membranas, para continuar a melhorar o
conhecimento da eletroporagdo/eletropermeabilizagdo de células, bem como de
objetos bioldgicos ainda menores [7].

No entanto, hé outro nivel de perturbagdes que também deve ser levado em
consideragdo, para o qual as informagdes estdo se acumulando rapidamente: as
reacdes das células ao estresse causado pela liberacao de pulsos elétricos. Estas
correspondem ao conjunto dos aspectos biologicos ligados a liberagdo dos
pulsos elétricos, com cinética que pode ser ordens de magnitude maior que a
dura¢do dos pulsos elétricos e até mesmo da duragdo da recuperacdo da
impermeabilidade = das  células aos  marcadores  classicos de
eletropermeabilizacéo.

A constru¢do de qualquer novo modelo estd, portanto, se tornando
incrivelmente complexa. Isso apenas reflete a complexidade dos fendmenos
que foram apresentados nas aulas do curso Tecnologias e Tratamentos
Baseados em Eletroporagdo (Electroporation-Based Technologies and
Treatments). Os modelos viscosos, elasticos e viscoelasticos de quebra elétrica
das membranas estdo ultrapassados. Os modelos que descrevem a geragao de
poros estaveis também sdo insuficientes hoje em dia. Modelos incluindo varios
termos para explicar a evolu¢do da permeabilidade e da condutividade das
membranas celulares estdo surgindo [8]. E uma esperan¢a que eles sejam
capazes de dar pistas sobre as muitas questdes que ainda ndo foram resolvidas.
Por exemplo, considerando a "eletroporagdo irreversivel", ainda ndo se sabe o
que € o evento "irreversivel"...

Todos os aspectos desenvolvidos aqui acima serdo discutidos no marco de
um novo modelo dos fendmenos que ocorrem nas membranas das células
expostas a pulsos elétricos. Este modelo serd apresentado, e se entregara uma
terminologia para o correto uso de termos até entdo sdo utilizados
indistintamente.  Portanto, uma distingdo entre “cletroporagdo” e
“eletropermeabilizagdo” sera trazida no contexto da “eletropulsacdo” das
células, como pecas de um quebra-cabega que coletivamente queremos montar.
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