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RESUMO 

 

RANGEL, M. M. M. Interferência da eletroporação sobre a expressão de  
conexinas. [Interference of electroporation on the expression of connexins]. 
2011.120 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2011. 
 

A eletroporação é um fenômeno que promove a formação de poros na membrana 

citoplasmática quando esta é submetida à exposição de um campo elétrico 

específico. Dentre as principais aplicações da eletroporação podemos citar a 

eletroquimioterapia, uma nova terapia contra o câncer, e a terapia gênica, ainda em 

desenvolvimento. As conexinas são unidades formadoras das junções gap, canais 

transmembrana responsáveis pela comunicação intercelular e que participam de 

uma serie de eventos fisiológicos como o crescimento e diferenciação celular. A 

importância desta família de genes na oncologia está cada vez mais clara dadas às 

evidencias de seu comportamento de supressor de tumor ou como facilitador da 

disseminação e metástases de acordo com a fase de em que o câncer se apresenta. 

A eletroporação como um fenômeno que promove perturbação em membrana 

poderia interferir de alguma forma na expressão das conexinas. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar os possíveis efeitos de interferência na expressão gênica das 

células promovidos pela eletroporação em especial na família de genes das 

conexinas. Para tanto as células foram expostas a um campo semelhante a o 

utilizado para eletroquimioterapia e avaliadas em diferentes tempos após a 

exposição. Três linhagens, duas neoplásicas (melanoma B16/BL6 e E9) e uma 

linhagem não neoplásica (E10) foram utilizadas como modelo experimental para que 

pudesse ser feita uma analise comparativa e a avaliação dos possíveis diferentes 

comportamentos das mesmas frente à eletroporação. O estudo da expressão gênica 

foi realizado pelas técnicas de imunofluorescência, western blot e PCR em tempo 

real. A Cx 26 foi avaliada na linhagem B16/BL6 e a Cx 43 nas linhagens E9 e E10. 

Os resultados da imunofluorescência apontaram uma marcação no citoplasma em 

B16/BL6, predominantemente em núcleo para a linhagem E9 e em núcleo e 

citoplasma em E10. Somente a linhagem E9 apresentou diferentes marcações entre 

os grupos, com uma marcação em citoplasma no grupo t1/2 (30 minutos apos a 

eletroporacao) O western blot mostrou diminuição transiente para as Cxs apenas 

nas linhagens neoplásicas nos grupos t1/2 e t1 (1 hora apos a eletroporacao). A 



  

linhagem E10 apresentou aumento de expressão nos mesmos grupos.  O PCR em 

tempo real apresentou diferenças significativas nos tempos t1/2 e t1 para as linhagens 

B16/BL6 e E10. A linhagem B16/BL6 teve diminuição de RNAm enquanto a 

linhagem E10 apresentou aumento de transcrição de RNAm. A linhagem E9 

apresentou padrão de expressão bastante heterogêneo.  Frente aos resultados 

apresentados podemos concluir que a eletroporação interferiu de maneira transiente 

na expressão de conexinas.  

 

Palavras-chave: Eletroporação. Eletroquimioterapia. Conexinas. Neoplasias. 

Melanoma.  



  

ABSTRACT 

 

RANGEL, M. M. M. Interference of electroporation on the expression o f 
connexins  [Interferência da eletroporação na expressão de conexinas]. 2011.120 f. 
Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina e Zootecnia, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2011. 
 

 

Electroporation is a phenomenon that promotes the formation of pores in the 

cytoplasmic membrane when it is exposed to a specific electric field. The main 

applications of electroporation include the electrochemotherapy, a new cancer 

therapy, and gene therapy, still in development. Connexins are forming units of gap 

junctions, transmembrane channels responsible for intercellular communication and 

participating in a series of physiological events such as cell growth and 

differentiation. The importance of this gene family in oncology is increasing. The 

evidence of its behavior as a tumor suppressor or facilitator of dissemination and 

metastases according to the stage where the cancer presents itself. Electroporation 

as a phenomenon that promotes membrane disruption could interfere somehow in 

the expression of connexins. The aim of this study was to evaluate the possible 

effects of interference in gene expression. of cells promoted by electroporation in 

particular gene family of connexins. For this purpose cells were exposed to a electric 

field similar to that used for Electrochemotherapy and evaluated at different times 

after exposure. Three cell lines, two neoplastic (melanoma B16/BL6 and E9) and one 

line non-neoplastic (E10) were used as experimental models that could provide a 

comparative analysis between the lines and an assessment of the possible different 

behaviors due to electroporation. Its expression was assessed by 

immunofluorescence, western blot and real-time PCR. Cx 26 was evaluated in the 

melanoma cell line B16/BL6 and Cx 43 in the cell lines E9 and E10. The results 

showed a cytoplasm immunofluorescence staining pattern in the in B16/BL6, 

predominantly in the nucleus in line E9 and in the nucleus and cytoplasm for cell line 

E10. Only the cell line E9 had different immunoflurescence stainings between the 

groups, with a positivity in the cytoplasm in the group  t1/2. The western blot showed 

transient decrease of Cxs only in cell lines neoplastic in the times t1/2 and t1. The lung 

cell line E10 showed increased expression in the same time points. The real-time 

PCR showed significant differences in t1/2 and t1 for the cell lines B16/BL6 and E10. 



  

The melanoma cell line B16/BL6 had mRNA decreased while the cell line E10 

showed increased transcription of mRNA. The cell line E9 showed a very 

heterogeneous expression pattern. According to our results, we can conclude that 

electroporation interfered transiently in the expression of connexins. 

 

Keywords: Electroporation. Electrochemotherapy. Connexins. Neoplasms. 

melanoma. 
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contém a mensagem que codifica para determinada proteína. 

DNA – ácido desoxirribonucléico. 

Gap – fenda.   

Overnight  – período de tempo correspondente há uma noite. 

PCR – reação de polimerização em cadeia. 

Real Time  – PCR feito no tempo real  

RNA – ácido ribonucléico. 

mRNA – RNA mensageiro 

Turnonver – taxa de renovação 
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1 INTRODUÇÃO 
 

s efeitos da eletricidade nos organismos vivos estão cada vez mais em 

evidência na literatura científica. Com a evolução do conhecimento 

científico, modelos que descrevem a fenomenologia envolvida nos 

fenômenos elétricos, suas interações com o nosso organismo e suas possíveis 

aplicações vem sendo desenvolvidos(GATENBY; FRIEDEN, 2010).  É notória hoje, 

a presença da eletricidade como ferramenta indispensável em nosso dia-dia através 

de suas aplicações. Em virtude disso estamos constantemente expostos a campos 

eletromagnéticos. Suas interações com organismos vivos e em especial com o 

nosso organismo tem sido tema de trabalhos de pesquisa, como por exemplo, a 

relação entre o uso de aparelhos celulares, que nos expõe de maneira freqüente a 

campos eletromagnéticos, e o aumento do risco de câncer no cérebro (GROUP, 

2010; INSKIP et al., 2010). Embora existam indícios, tanto in vivo, quanto in vitro, 

dados conclusivos sobre os malefícios sobre a saúde humana de campos 

eletromagnéticos ainda estão a ser esclarecidos(LERCHL, 2009; DE VOCHT, 2010).  

No estudo do câncer, a eletricidade e seus efeitos também contribuem 

bastante na medicina, através de meios de diagnostico, tratamento e na pesquisa 

cientifica. Inúmeros são os exemplos que, se não usam-na como principio direto, 

utilizam-na indiretamente no funcionamento de seus dispositivos. Nas ultimas duas 

décadas o fenômeno elétrico da eletroporação foi utilizado como um dos princípios 

em uma nova modalidade de tratamento contra o câncer, a eletroquimioterapia (MIR, 

1994; HELLER et al., 1997). Primeiramente utilizado para realização de 

experimentos de transfecção gênica, alguns pesquisadores se valeram do principio 

da eletroporação, que promove aumento da permeabilidade da membrana 

citoplasmática quando esta é submetida a um campo elétrico específico, para 

desenvolver essa nova modalidade de tratamento(NEUMANN et al., 1999; 

MIKLAVCIC et al., 2000). A eletroquimioterapia associa os princípios de uma 

quimioterapia no seu conceito tradicional com o fenômeno de eletroporação para 

potencializar os efeitos de agentes antineoplásicos pouco permeáveis a membrana 

da célula(MIR; ORLOWSKI, 1999; KOS et al., 2010). 

O 
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Diversas triagens clínicas já foram feitas e a técnica hoje se difunde pelo 

mundo tanto em medicina humana quanto veterinária(KIS et al., 2010; KOS et al., 

2010; LANDSTRÖM et al., 2010; TESTORI et al., 2010). Com a disseminação da 

técnica mais estudos sobre seus princípios vem sendo sido desenvolvidos e o 

fenômeno da eletroporação cada vez mais estudado. Recentemente um estudo 

sobre a interferência do fenômeno de eletroporação na expressão gênica das 

células foi desenvolvido. Os resultados apontam que a eletroporação promove sim 

interferência em alguns genes que participam da síntese da proteínas e também em 

genes da família HSP (heat shock protein)(MLAKAR et al., 2009). 

O estudo das conexinas em grupos de pesquisa de oncologia vem ganhando 

proporções cada vez maiores, uma vez que os trabalhos mostram a grande 

importância dessa família de genes no processo de desenvolvimento do câncer e no 

desenvolvimento de metástases, de acordo com o estagio de progressão 

tumoral(ZHAO; DENG, 2007; CRONIER et al., 2009; NAUS; LAIRD, 2010).  Como 

unidades formadoras das junções gap, canais localizados na membrana que 

realizam comunicação intercelular e são responsáveis por processo como 

proliferação, diferenciação e homeostase celular (VINKEN et al., 2006; DAGLI; 

HERNANDEZ-BLAZQUEZ, 2007), perturbações na membrana citoplasmática 

poderiam vir a trazer algum desequilíbrio na expressão das conexinas e também na 

comunicação intercelular através das junções gap. 

A proposta desse trabalho é através de experimentos in vitro verificar se o fenômeno 

de eletroporação como um processo que promove perturbação na membrana das 

células, pode interferir de alguma forma na expressão das conexinas. Para isso, 

além da utilização das ferramentas de biologia molecular aplicadas a patologia 

experimental, foram realizados experimentos in vivo para que a observação da 

técnica de eletroquimioterapia nos auxiliasse a compreender de forma 

contextualizada a ação do fenômeno de eletroporação em organismos vivos.  
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2   REVISÃO DE LITERATURA 

 Os temas bordados nesta revisão de literatura serão abordados nos seções 

específicas abaixo. 

 

2.1      CONHECIMENTOS ATUAIS SOBRE ELETROPORAÇÃO E JUNÇÕES GAP  

 A eletroporação e as junções gap são os assuntos principais dessa tese de 

doutorado. As seções abaixo discorrem sobre os fundamentos necessários para 

uma melhor compreensão do trabalho de pesquisa. 

 

2.1.1 A eletricidade a eletroporação e a eletroquimioterapia  

 

 Há pelo menos três mil anos a eletricidade vem sendo utilizada com fins 

terapêuticos, como descreveu Gaius Plinius Secundus (23-79 DC) em sua obra 

História Natural, na utilização em dores de cabeça e gota (BASFORD, 2001). Os 

primeiros relatos do efeito antitumoral associado ao uso de corrente elétrica datam 

do final do século 18, com o uso de corrente contínua de baixa intensidade 

(NILSSON et al., 2000). Já do meio para o final do século  estudos mais elaborados 

sobre as possíveis aplicações terapêuticas e os mecanismos envolvidos foram 

realizados. Na década de 80 começa então a ser desenvolvida uma técnica de 

combate ao câncer que se apropria de um fenômeno bem conhecido dos 

laboratórios de pesquisa, a eletroporação. Desse fenômeno nasceu a 

eletroquimioterapia, uma técnica hoje em franca expansão pelo mundo tanto em 

medicina humana quanto em medicina veterinária (CEMAZAR et al., 2008; KOS et 

al., 2010). A fenomenologia envolvida nessa nova técnica é alvo de diversos temas 

de pesquisa e sua compreensão já proporciona o desenvolvimento da terapia 

gênica, vacinas dentre outras aplicações (HELLER, R. et al., 1997; MIKLAVCIC et 

al., 2000; GEHL, 2005). Diversos estudos clínicos em países como França, 

Eslovênia, Dinamarca, Irlanda, Itália, Estados Unidos da América, Japão, México, 

Áustria, Austrália já foram realizados com a eletroquimioterapia (SERSA et al., 

2008b). Os resultados deste trabalho, coordenados pelo Dr. Lluis Maria Mir do 

Instituto Gustave-Roussy, serviram de base para definir os padrões operacionais de 

procedimentos de eletroquimioterapia em humanos que foi denominado projeto 
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ESOPE (European Standard Operating Procedures of Electrochemotherapy) (MIR, 

L. M. et al., 2003; CEMAZAR et al., 2008). 

 

2.1.2 As conexinas e o câncer 

A correlação entre a expressão das conexinas e o câncer é um assunto que 

vem sendo estudado há muito tempo, já sendo descrito em 1966 que células 

cancerosas estudadas por eles não apresentavam comunicação por GJ 

(LOEWENSTEIN, 1966).  A perda ou diminuição da função das GJ, frequentemente 

associada à mudança de expressão das conexinas, participa da progressão de uma 

variedade de tumores. Os tipos de conexinas, que tiveram sua expressão alterada, 

variam de acordo com o tipo de neoplasia. (HAASS et al., 2004). Raramente são 

observadas mutações em genes que codificam as conexinas, por isso a perda das 

comunicações intercelulares por GJ parece estar envolvida em aberrantes 

localizações ou expressões destas(LI; HERLYN, 2000). Diversas pesquisas têm 

demonstrado também que a comunicação intercelular por GJ em células cancerosas 

é deficiente seja por baixa expressão das conexinas, tráfico alterado para a 

membrana celular destas ou baixa habilidade para formar junções gap funcionais 

(KING, T.; BERTRAM, 2005). Dois dos maiores mecanismos que podem estar 

envolvidos na baixa regulação das conexinas são a metilação dos genes que a 

codificam e a fosforilação pós-tradução da própria conexina (CHIPMAN et al., 2003). 

A interferência das modificações observadas nas GJ e conexinas durante a 

proliferação celular geralmente resulta em diminuição nas comunicações 

intercelulares por GJ, porém a relevância funcional destas alterações neste processo 

ainda é tema de grande debate(VINKEN et al., 2006). Alguns experimentos têm 

sugerido que as conexinas exerçam influência na proliferação celular por 

mecanismos dependentes da comunicação por GJ e também por outros 

independentes (ZHANG et al., 2003). Desta forma as conexinas teriam influência na 

proliferação celular não só por serem subunidades formadoras das GJ, que são 

canais para inúmeros moduladores da proliferação celular, mas também por sua 

própria presença ou parte de sua molécula, que atuaria diretamente no controle da 

expressão gênica e desta forma no crescimento celular. Ainda existem muitas 

questões a respeito da interferência das conexinas na proliferação celular, mas o 
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que se observa nas neoplasias, embora muitas exceções venham sendo relatadas, 

é uma redução na comunicação por GJ. Substanciais evidências sugerem que uma 

sustentada baixa regulação das comunicações intercelulares por GJ forneça um 

estímulo promotor de neoplasias (CHIPMAN et al., 2003). Outro fato observado é 

que a deficiência de conexinas aumenta a susceptibilidade tanto para carcinogênese 

espontânea quanto para induzida quimicamente, embora a inibição do crescimento 

causada por transfecção de genes que codificam conexinas, nem sempre esteja 

associada ao aumento da atividade das comunicações por GJ (VINKEN et al., 2006). 

 

2.2 A ELETROPORAÇÃO 

 

 Esta seção se destina especificamente aos conceitos e fundamentos sobre 

eletroporação essenciais a uma melhor compreensão deste trabalho de pesquisa. 

 

2.2.1 Fenômeno de quebras elétricas  

O fenômeno de “quebras elétricas” reversíveis na membrana celular, mais 

tarde definido como eletroporação ou eletropermeabilização, foi relatado já no fim da 

década de 50. Quase uma década depois foi promovida a destruição não térmica de 

microorganismos submetidos a altos pulsos elétricos. No inicio da década de 70 

experimentos determinaram um grande aumento da permeabilidade de vesículas 

submetidas a pulsos elétricos (NEUMANN; ROSENHECK, 1972). No inicio da 

década de 80 foram realizadas as primeiras transferências de genes utilizando 

pulsos elétricos e finalmente no fim da década de 80, foi observado o aumento da 

citotoxidade da bleomicina in vitro e in vivo com o uso de pulsos elétricos, o que viria 

a ser denominada posteriormente eletroquimioterapia (NEUMANN et al., 1982; 

MIKLAVCIC, D. et al., 2010).  A eletroporação é um processo conhecido há 

aproximadamente 20 anos que tem como objetivo facilitar a entrada na célula, de 

moléculas normalmente não permeáveis à membrana plasmática (GOTHELF et al., 

2003). Atualmente este processo tem sido amplamente utilizado em biologia 

molecular, biotecnologia e medicina no transporte de genes e drogas para dentro 

das células (KANDUSER et al., 2006). Dentre as aplicações mais promissoras da 

eletroporação podemos destacar a transferência de DNA, por ser esse eficiente, 

seguro e não viral, para terapia genética (MIKLAVCIC, D. et al., 2010) e a 
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eletroquimioterapia no tratamento do câncer (SATKAUSKAS et al., 2005). 

Recentemente a eletroporação foi associada com sucesso à terapia fotodinâmica, in 

vitro, com objetivo de aumentar os níveis de fotosensibilizadores nas células 

tumorais (LABANAUSKIENE et al., 2007). O procedimento de eletroporação consiste 

basicamente na exposição do tecido ou células aos pulsos elétricos por meio de 

eletrodos (MIR, L. M., 2001; COROVIC et al., 2008). 

A geometria dos eletrodos deve ser de tal maneira que proporcione uma aplicação 

homogênea e constante dos pulsos elétricos no tecido ou meio de cultura. Existe um 

grande número de eletrodos sendo utilizados no processo de eletroporação para 

eletroquimioterapia, podendo estes ser em forma de placas ou em forma de agulhas 

equidistantes. In vitro são utilizadas cubetas próprias para este tipo de 

procedimento. Os principais materiais utilizados para construção dos eletrodos são o 

alumínio e o aço, sendo este último o mais utilizado (COROVIC et al., 2008). 

 

2.2.2 Fundamentos da eletroporação 
 

 Quando uma célula é submetida a um campo elétrico, uma voltagem 

transmembrana é induzida. Se esta voltagem transmembrana induzida atingir 

valores maiores que a diferença de potencial de repouso da membrana, começa-se 

a observar um aumento de permeabilidade (GOWRISHANKAR; WEAVER, 2006). 

Este fenômeno é denominado eletroporação ou eletropermeabilização (FLISAR et 

al., 2003). Os poros serão inicialmente gerados onde o campo elétrico induzido 

superar a diferença de potencial transmembrana, descrito como sendo 

aproximadamente 200mV para células eucarióticas por Tessie e Rolls em 1993 

(GEHL, 2003). O que determinará a área de eletroporação é a intensidade do campo 

induzido e o que definirá o tamanho do poro é o tempo de duração e o número de 

pulsos (PUC et al., 2004). Observa-se também que os poros se formarão 

primeiramente no pólo positivo do eletrodo, devido potencial no interior da célula ser 

negativo, sendo então este o local onde a capacitância a membrana será excedida 

primeiro. Outra característica que tem se observado é que os maiores poros se 

formarão na face oposta a face onde se encontra o eletrodo positivo(USAJ et al., 

2010). Os maiores poros são os responsáveis pela entrada das maiores moléculas, 

como a do DNA, que podem precisar de forças de eletroforese para entrar(GEHL, 
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2003). A eletroporação está fortemente relacionada com o padrão de amplitude, 

duração, freqüência, número e forma do pulso elétrico aplicado (LEBAR et al., 2002). 

Os poros formados pelo campo elétrico aplicado poderão ser reversíveis, mantendo 

a viabilidade da célula após a aplicação(KRAMAR et al., 2007). Se os valores de 

amplitude e duração, excederem determinados padrões de pulso elétrico suportáveis 

pela membrana os poros se tornam irreversíveis desencadeando a morte da 

célula(PUC et al., 2004). Os poros formados pela eletroporação permitem que 

moléculas de peso molecular com valores acima de 30.000 Da, normalmente não 

permeáveis penetrem na célula (GOTHELF et al., 2003). Enquanto a formação dos 

poros se dá quase que imediatamente a aplicação do campo elétrico, seu 

fechamento pode demorar de alguns segundos a minutos(PLIQUETT et al., 2007). A 

exposição de tecidos, in vivo, ao campo elétrico pelo processo de eletroporação 

também promove outro fenômeno que é uma transiente diminuição do fluxo 

sanguíneo, possibilitando um maior tempo para penetração de drogas e outras 

moléculas pelos poros formados(SERSA et al., 2008a). Isso proporciona uma maior 

concentração intracelular de uma droga que esteja circulante, no tecido 

exposto(PEYCHEVA et al., 2007).  

 

2.2.3 Permeabilidade celular e eletroporação 

 

 Células submetidas a um campo elétrico externo específico tem apresentado 

aumento de sua permeabilidade, o que se denominou eletropermeabilização ou 

eletroporação(WEAVER, 1995b; GEHL, 2003). Utiliza-se este último nome, pois foi 

creditado a formação de poros na membrana, após a exposição ao campo elétrico, a 

razão do aumento de permeabilidade na membrana. Embora não existam evidencias 

físicas que poros são criados na membrana da célula(CHANG; REESE, 1990; 

CHERNYSH et al., 2009). As bases teóricas que sustentam esse modelo predizem 

que as forças elétricas suplantam as forças dielétricas das interações hidrofóbicas 

da membrana(DANDO; CHEN, 2008). Experimentos com a técnica de congelamento 

rápido e microscopia eletrônica por crio-fratura mostraram evidencias da criação de 

poros na membrana após exposição a um campo elétrico especifico, similar aos 

utilizados em protocolos de eletroporação. A figura 1 mostra fotos de microscópio 

eletrônico por criofratura dos possíveis poros formados em diferentes tempos após a 

aplicação do campo elétrico (CHANG; REESE, 1990). 



 38

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A criação de poros na membrana possibilita a troca de substancias do meio 

intracelular com o meio extracelular, o que poderia ser motivo de lesões e até 

mesmo morte das células (DANDO; CHEN, 2008). Os mecanismos de restauração 

das homeostase celular também ficam prejudicados com o desbalanço de 

concentração dos solutos do meio intracelular, porém à medida que a membrana vai 

se reestabelecendo, lentamente a célula vai se recuperando até atingir novamente 

sua condição fisiológica (TSONG, 1991). Se o processo de eletroporação for 

irreversível, como os mecanismos de regulação da homeostasia celular ficam 

prejudicados com o aumento da permeabilidade promovida pelos eletroporos, à 

célula não conseguirá se reestabelecer e morrerá. Isso ocorre principalmente pelo 

desbalanço iônico e perda de ATP, sendo este último um importante motivo, uma 

 

Figura  1 – Micrografia (microscopia eletrônica de varredura) mostrando a estrutura da 
membrana celular (face externa) de eritrócitos congelados em diferentes tempos após 
eletroporação. (A) 0,5 ms, (B) 3 ms, (C) 40 ms, (d) 5 s e (E) 10 s. 60000x. (CHANG; REESE, 
1990) 

A B 

C 

D E 
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vez que os mecanismos de manutenção de vida da célula são dependentes de seus 

estoques (TSONG, 1991; KANDUSER et al., 2006; DANDO; CHEN, 2008). 

 O reestabelecimento das membranas pode variar de acordo com a 

intensidade do campo aplicado. Esse tempo de reorganização das membranas varia 

de milissegundos a minutos (WEAVER, 1995a; VALIC et al., 2003).  

 

2.2.4 Eletroquimioterapia 
 

À combinação de quimioterapia sucedida de eletroporação denominou-se 

eletroquimioterapia, uma nova modalidade de terapia antineoplásica (CEMAZAR et 

al., 2008). O processo consiste em potencializar a ação de uma droga, antes com 

baixa ou nenhuma permeabilidade na membrana da célula, aumentando sua 

permeabilidade através do fenômeno de eletroporação (TESTORI et al., 2010). A 

bleomicina, uma droga de alto poder citotóxico intrínseco, porém impermeável à 

membrana teve seu efeito aumentado, in vitro, cerca de 8000 vezes com a 

eletroporação (MIR, L. M., 2001). Esta droga, sem eletroporação, é internalizada na 

célula por endocitose mediada por proteína carreadora. Desta forma seu transporte 

para dentro da célula depende da quantidade de exposição destas proteínas na 

membrana celular e da velocidade com que elas são endocitadas. Outra droga 

também utilizada em eletroquimioterapia é a cisplatina, que é pouco permeável a 

membrana e teve seu efeito potencializado in vitro cerca de 80 vezes com a 

eletroporação (MIR, L. M.; ORLOWSKI, 1999). A eletroquimioterapia é uma técnica 

de tratamento localizado de diversos tipos de tumores sólidos, sejam eles cutâneos 

ou subcutâneos (MIR, L. et al., 1998; MIR, L. M. et al., 2003; SERSA; MIKLAVCIC, 

2008). Pelas bases físico-quimicas descritas anteriormente pode-se notar que 

teoricamente o tratamento é eficiente em todos os tumores em que se consiga 

realizar o procedimento, embora não existam dados suficientes para se demonstrar 

esta afirmação (MIR, L. M.; ORLOWSKI, 1999). 
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2.3 AS JUNÇÕES DO TIPO GAP E CONEXINAS 

 

 Esta seção se refere exclusivamente a o tema conexinas e junções gap. Nela 

estão contidos os conhecimentos necessários para que se tenha uma melhor 

compreensão desse trabalho de pesquisa. 

 

2.3.1 A estrutura das junções do tipo GAP e as conexinas 
 

 As junções gap (GJ), descritas inicialmente na década de 60 (MESNIL, 2002), 

desempenham uma série de funções biológicas, como homeostase, morfogênese, 

diferenciação e controle do crescimento celular. Desta forma estes importantes 

canais de comunicação intercelular participam tanto da manutenção de tecidos 

normais como do desenvolvimento de neoplasias (LI; HERLYN, 2000; TORRES et 

al., 2005). As GJ são canais entre células adjacentes que transportam moléculas 

com peso molecular de até aproximadamente 1000 Da, como íons, segundos 

mensageiros e metabólitos (CHIPMAN et al., 2003). O fluxo de moléculas através 

das GJ é considerado um mecanismo chave em praticamente todos os processos do 

ciclo da vida de uma célula (VINKEN et al., 2006).  As GJ, embora não sejam 

idênticas em todos os tecidos, são formadas por seis unidades básicas chamadas 

conexinas (Cx). As conexinas formam os conéxons, que são hemi-canais 

transmembrana. A ligação face a face de dois conéxons entre células forma então 

uma GJ (TORRES et al., 2005). As GJ podem ser formadas por conéxons idênticos, 

chamados homotípicos, ou diferentes, heterotípicos. Os conéxons podem também 

ser formados por conexinas diferentes, chamados heteroméricos, ou iguais, 

denominados homoméricos (LI; HERLYN, 2000). Apesar de existirem estudos 

demonstrando a existência de conéxons formados por conexinas iguais e diferentes, 

nem todas a conexinas são compatíveis para formação de um conéxon (HAASS et 

al., 2004). As conexinas possuem uma estrutura semelhante composta de quatro 

domínios transmembrana, duas voltas em domínio extracelular, uma volta no 

citoplasma e duas extremidades citosólicas, uma N-terminal, e outra C-terminal, 

conforme mostra a figura 2 (VINKEN et al., 2006). 
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 Os tipos de conexinas que formam as GJ influenciam sua seletividade e 

desse modo controla a especificidade da comunicação intercelular das GJ (HAASS 

et al., 2004). Com relação às nomenclaturas, dois sistemas classificam as 

conexinas. Um sistema é baseado no comprimento e similaridade da seqüência do 

domínio intracitoplasmático. Neste sistema é usado o prefixo GJ, as letras α, β,γ ou 

δ de acordo com as características citadas anteriormente e ainda um sufixo 

numérico de acordo com a ordem de descoberta. Outro sistema de classificação, 

sendo o inclusive o mais usual, é baseado no peso molecular da conexina. Neste 

sistema utiliza-se um prefixo Cx seguido do número de peso molecular da conexina 

(LI; HERLYN, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - (a)Topologia transmembrana 
de uma conexina. (b) Vista superior e 
vista lateral de uma conexina. (c) Vista 
superior de um conéxon. A região três 
(em azul) da conexina é formada por 
aminoácidos hidrofóbicos e está alinhada 
para formar o interior do canal.(d) 
Conéxon homomérico e heteromérico (e) 
GJ homotípicas e heterotípicas 
respectivamente (fonte: (LI; HERLYN, 
2000). 
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2.3.2 Biossíntese das conexinas  

 

 A regulação da expressão das proteínas integrais de membrana, assim como 

das conexinas, é feita de uma maneira bem controlada e envolve uma série de 

mecanismos conforme mostrado na figura 3 (VANSLYKE; MUSIL, 2003). Podemos 

destacar que, obedecendo à especificidade dos padrões específicos dos diferentes 

tecidos, o padrão de expressão de proteínas obedece às vias regulatórias que 

controlam sua síntese, trafego intracelular, arranjo e degradação (MUSIL et al., 

2000; SEGRETAIN; FALK, 2004).  

 

 

 

  

 

 

 A biossíntese de conexinas começa quando mRNA para Cxs é inserido para 

tradução no retículo endoplasmático e depois é transportado para o complexo de 

Golgi e posteriormente transportado para a membrana plasmática (DE MAIO et al., 

2002; HERVÉ et al., 2007). A síntese propriamente dita das conexinas ao que tudo 

indica passa pelo complexo de Golgi, conforme indicado pela figura 3, porém existe 

uma via ainda a esclarecer da Cx26 que parece ter uma via independente do Golgi. 

O processo de oligomerização das conexinas para formação dos conéxons anda é 

1 = síntese de conexinas 

2 = oligomerização 

3 = passagem RE-Golgi 

4 = armazenagem intracelular 

5 = trafego através dos microtubulos 

6 = inserção na membrana plasmática 

7 = Difusão lateral na membrana plasmática 

8 = arranjo da junção gap em placa  

9 = estabilização dos microtubulos 

10 = junção gap anular 

11 = degradação final 

 

Figura  3 - Representação esquemática dos passos de síntese, arranjo e degradação das junções gap. A 
biosntese e degradação das junções gap envolvem (1) a síntese de conexinas na membrana do reticulo 
endoplasmático, (2) oligomerização em homo e heteromericos conéxons, (3) passagem através do complexo de 
Golgi, (4)armazenamento intracelular dentro da membrana trans Golgi, (5) trafego através dos microtubulos, 
(6)inserção dos conéxons na membrana plasmática, (7)Difusão lateral dos conexons na membrana plasmática, 
(8) agregação individual de canais intercelulares tipo junção gap, (9) estabilização das junções gap nos 
microtubulos, (10) internalização da placa de canais na forma de junções anulares e (11) completa degradação 
através das vias lisossomal e proteassomal  (SEGRETAIN; FALK, 2004). 
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tema de debate, onde alguns pesquisadores atribuem ao reticulo endoplasmático 

(RE) essa função, outros ao complexo de Golgi e outros a uma região especializada 

do RE, os CIREG (compartimentos intermediários entre o RE e o Golgi) (LAMPE; 

LAU, 2000; LAIRD, 2005). 

 

2.3.3 Degradação das Cxs 

 

 As principais vias de degradação das Cxs são a via lisossomal e a 

proteossomal. Após a síntese, oligomerização em conéxons, trafego para a 

membrana e formação das placas juncionais, se inicia o processo de degradação 

das conexinas (LAIRD, 2005; LEITHE; RIVEDAL, 2007). Primeiramente ocorre 

endocitose das junções gap, e dos fragmentos de membrana das duas células que 

formavam a junção gap. A essa vesícula dá-se o nome de conexossomo, ou junção 

gap anular, uma vesícula pentalaminar com dupla membrana, originada de 

fragmentos das membranas e das junções gap das duas células envolvidas. A forte 

interação entre os conéxons é responsável pela não dissociação nesse processo. O 

conexossomo pode se fundir com um lisossomo e desta forma promover a 

degradação direta das junções gap e na sequencia das conexinas que as formavam. 

Outra via de degradação ocorre com a maturação do conexossomo para dentro de 

um endossomo multivesicular. Nessa via ocorre o trafego das conexinas do 

endossomo precoce para o tardio, antes da degradação das conexinas nos 

lisossomos, conforme ilustrado na figura 4 (VANSLYKE; MUSIL, 2003; SEGRETAIN; 

FALK, 2004). A via proteassomal embora ainda não tenha sido completamente 

elucidada parece estar envolvida na via de degradação de conexinas em estado não 

fosforilado (SPRAY, 1998; HERVÉ et al., 2007; KJENSETH et al., 2010). 
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2.3.4 Turnover das conexinas 

 

 O processo de renovação de muitos canais de membrana, entre eles das 

junções gap, exibe um padrão relativamente rápido, e isso tem referencia direta com 

a síntese e degradação das proteínas que os compõe (SAFFITZ et al., 2000). Esse 

comportamento também pode estar envolvido na regulação de sua atividade. Os 

processos de síntese e degradação estão estreitamente relacionados com a 

estabilidade das proteínas (SEGRETAIN; FALK, 2004). A expressão de uma 

determinada proteína em uma célula depende de uma fina regulação entre vários 

processos tais como a transcrição gênica, processamento do mRNA, síntese e 

arranjo da proteína, modificações pós-traducionais, transporte para a superfície da 

célula, ancoragem ao citoesqueleto, regulação da endocitose e degradação 

controlada da proteína (BEARDSLEE et al., 1998; HERVÉ et al., 2007). 

 Diferentes tipos celulares podem apresentar meia-vida (t1/2) diferente para as 

mesmas proteínas. Isso pode estar envolvido com a cinética de degradação e 

 

Figura  4 - Ilustração da via de degradação das conexinas pelo endossomo precoce 
(early endosome) e endossomo tardio (late endosome) (LEITHE; RIVEDAL, 2007). 
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síntese de proteínas e também com o turnover da proteína em questão (HERVÉ et 

al., 2007). 

 Distúrbios no metabolismo celular como, por exemplo, a acidificação do 

citosol e aumento da concentração de glicose podem alterar a expectativa de vida 

das Cxs. Em relação a variações de temperatura e expectativa de vida das Cxs este 

fator não parece ser importante em homeotermos, situação que parece exercer 

influencia em pecilotermos.  

 Outro fator que está envolvido na meia vida das conexinas é a fosforilação 

(LAMPE; LAU, 2004). A fosforilação é uma ferramenta pós-traducional muito 

relevante na fisiologia celular e que é explorado pela natureza em diversas vias 

como mecanismo controlador em processos como proliferação e diferenciação 

celular, atividade enzimática, formação e degradação de complexos proteicos, 

motilidade, dentre outros, parece ser muito importante na meia vida das Cxs (SÁEZ 

et al., 1998; LAMPE; LAU, 2000; KING, T. J.; LAMPE, 2005). Os mecanismos 

envolvidos na regulação da formação junções gap através da fosforilação das 

conexinas são bem complexos e dependem da conexina e kinase específicos 

envolvidos e dependendo da conexina seu efeito pode ser tanto de aumento quanto 

de diminuição de sua meia-vida (LAMPE; LAU, 2004). 

 Em um balanço geral, uma vez que as conexinas têm meia-vida menor que a 

meia-vida da célula sua taxa de renovação é essencial para o balanço homeostático 

celular e certamente seu turnover está intimamente sincronizado com os eventos 

que regulam os níveis de junções gap presentes na superfície celular (HERVÉ et al., 

2007). 
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2.3.5 Diferentes padrões de expressão de Cxs em células neoplásicas e não 

neoplásicas 

 

 Já em 1966 se observava alterações na comunicação intercelular por junções 

gap (CIJG) em células neoplásicas(LOEWENSTEIN, 1966; LOEWENSTEIN; 

KANNO, 1966). Células que em seu genótipo normal apresentavam determinado 

nível de conexinas, em genótipos neoplásicos apresentavam diferença significativa 

tanto em quantidade de conexinas quanto em CIJG (YAMASAKI, 1991). Essas 

alterações podem ser tanto para mais quanto para menos e o que se acredita hoje, 

embora ainda sob investigação, é que as conexinas desempenhem papel de 

supressor de tumor nos estágios inicias do câncer e facilite a invasão e metástase 

nos estágios mais avançados da doença (CRONIER et al., 2009; NAUS; LAIRD, 

2010).  

 Algumas neoplasias têm mostrado menor expressão de conexinas em relação  

as suas células originais normais, como é o caso do hepatocarcinoma e os 

hepatócitos, onde a Cx 32 é menos expressa no tecido neoplásico (YANO et al., 

2001; EDWARDS et al., 2008). Glandula mamária normal, lesões hiperplásicas e 

neoplásicas benignas apresentaram um padrão especifico de expressão de Cx 26 e 

43 enquanto que lesões neoplásicas mostraram ter um padrão de Cx 26 

superexpresso, porém com localização intracitoplasmática, diferente do que se 

espera, que é uma marcação em membrana (MESNIL et al., 2005; TORRES et al., 

2005; MCLACHLAN et al., 2007). O quadro 1 mostra os padrões de expressão de 

conexinas vários tipos histológicos normais e neoplásicos. Podemos observar o 

padrão heterogêneo entre os diversos tipos e entre células alteradas e não alteradas 

em relação à expressão das conexinas (MESNIL et al., 2005). 
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Quadro 1 -  Estudo da expressão das conexinas em várias amostras de tumores Humanos (linhagem de células 
e amostras de tecidos)   (MESNIL et al., 2005) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Órgão/tecido Patologia modelo Expressão de Cx 

Tecido normal 
 

Cx 26(-) 
Cx 43 marcou células mioepiteliais 
 

Lesões benignas Cx 43 marcou células mioepiteliais 
 

Carcinoma ductal Cx 43 marcou células mioepiteliais 
 

Carcinoma Lobular Cx 26(-) e Cx 43 (-) 
 

Mama 

Carcinoma invasivo 

Tecido 

⁭ Cx 26 (marcação 
intracitoplasmática + heterogênea: 
15/27 amostras) 

Mormal Cx 32(+), Cx 26(+) e Cx 43(-) Fígado 

Carcinoma hepatocelular 

Tecido 

Cx26 ↓,/Cx32= citoplasmatica a 

Cx43 ↑ (citoplasmatica) 
 

Normal Tecido Cx26 (-), Cx32 (-), Cx43 (+) 
 

Carcinoma Linhagem de 
células 

Cx43 ↓b 

 

 

Carcinoma de células pequenas Tecido Cx26 ↑, Cx32 (-), Cx43 ↓  
 

Pulmão 

Adenocarcinomas e carcinomas 
epidermoides 

Tecido Cx43↑ , Cx32 (-) pouco diferenciado 
 

Normal Tecido Cx 43 

 

Carcinoma de células basais e 
carcinomas epidermoides 

Tecido Cx 43↓ c 

Pele 

Carcinoma de células basais Tecido Cx 43↓ e Cx 26 ↓ d 

 
a - Deficiência no padrão normal de coloração da Cx 32 e localização alterada da marcação da Cx 26 em alguns tumores 
b - comparada com células epiteliais de pulmão não transformadas 
c – pequeno numero de junções gap pequenas e localização citoplasmática da Cx 43. 
d –heterogeneidade da Imunofluorescência da Cx 26 com impressão de estar com marcação mais pronunciada na 
periferia dos tumores.  
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2.4 SITUAÇÃO DO ASSUNTO DE PESQUISA 

 

 Os estudos de carcinogênese, comportamento biológico do tumor no 

hospedeiro, alterações de vias de sinalização de crescimento e diferenciação 

celular, testes de novos agentes antineoplásicos, quimioprevenção dentre outros são 

de extrema importância para o desenvolvimento da pesquisa em oncologia. Para 

isso modelos experimentais são essenciais. Os modelos experimentais que se 

utilizam de linhagens de células vem ganhando cada vez um maior espaço na 

pesquisa com a tendência cada vez maios de se utilizar menos os modelos animais. 

 A utilização de linhagens de células neoplásicas e não neoplásicas como 

modelos experimentais vem contribuindo muito nas ultimas décadas para o avanço 

nas pesquisas em medicina e com contribuição especial para o câncer  (WARN-

CRAMER; LAU, 2004; FENTON; HORD, 2006; HEEG et al., 2006). O presente 

trabalho se utiliza de duas linhagens de células neoplásicas, a B16/BL6 e E9, e uma 

não transformada, a E10 para avaliação dos efeitos da eletroporação na fisiologia 

celular, com ênfase na expressão das Cxs. 

 A eletroporação que começou a ser utilizada como ferramenta de pesquisa 

nos anos 80, hoje começa a ser utilizada como principio em novas terapias 

(LANDSTRÖM et al., 2010; TESTORI et al., 2010). A eletroquimioterapia e a terapia 

gênica estão entre as principais técnicas que se utilizam do fenômeno (MIR, L. M., 

2009; MIKLAVCIC, D. et al., 2010), e hoje trabalhos que tem como objetivo 

desenvolver modelos que expliquem a fenomenologia envolvida além das possíveis 

implicações do processo na fisiologia celular vem crescendo (SEL et al., 2007; 

MLAKAR et al., 2009; JARM et al., 2010; MIKLAVCIC, D et al., 2010). Estes 

trabalhos tem fundamental importância tanto para que se tenha um melhor controle 

da eletroporação, quanto para que se utilize do fenômeno com maior segurança 

(PAVSELJ et al., 2007; SEL et al., 2007).    
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2.4.1 A linhagem de melanoma B16/BL6  

  A linhagem B16/BL6 é um subclone da linhagem B16, que foi desenvolvida a 

partir da de melanomas de camundongos da linhagem C57BL/6. A linhagem original, 

B16, tem como característica grande diversidade de comportamento biológico e 

potencial metastático (JOHNSON et al., 1987; ISHIGURO et al., 1996). A sequência 

para formação do subclone por nós utilizado tem origem na linhagem pouco 

metastática B16/F1. Essa linhagem foi estabelecida a partir de focos de metástases 

pulmonares em camundongos onde se administrou células da linhagem B16 por via 

intravenosa. Na sequencia se estabeleceu a linhagem altamente metastática 

B16/F10 a partir de dez sucessivas seleções de focos pulmonares de metástase a 

partir de injeção intravenosa da linhagem B16/F1. A linhagem B16/BL6, que 

apresenta maior potencial de metástase entre todas as linhagens B16, é originada a 

partir de células da linhagem B16/F10 que penetraram na parede da bexiga. As 

linhagens B16/F10 e B16/BL6 embora sejam muito semelhantes em seu genótipo 

tem uma diferença marcante. Enquanto a linhagem B16/F10 tem índice de 

desenvolvimento de metástases pulmonares semelhante a linhagem B16/BL6 

quando as células são inoculadas  via intravenosa, a linhagem B16/BL6 desenvolve 

muito mais metástases pulmonares quando as células são inoculadas por outra via, 

seja ela subcutânea ou intramuscular (ISHIGURO et al., 1996; ITO, A. et al., 2002). 

Em um experimento onde se inoculou células das duas linhagens no coxim dos 

camundongos, aqueles que receberam as células da linhagem B16/BL6 

apresentaram índice de 87% de metástases pulmonares enquanto aqueles que 

receberam injeção com células da linhagem B16/F10 obtiveram índice de 

metástases pulmonares de 33% (HART, 1979). 

 Vários trabalhos no sentido de se tentar identificar diferenças na expressão 

gênica entre as diferentes linhagens de melanoma B16 já foram desenvolvidos e 

uma diferença encontrada que é pertinente ao presente trabalho é com relação à 

expressão da Cx 26 (JOHNSON et al., 1987; NAKAYAMA et al., 1995; ITO, A. et al., 

2002). A linhagem B16/BL6 apresentou uma expressão mais elevada de Cx 26 que 

o tecido hepático, um dos que expressa mais abundantemente essa conexina (ITO, 

A. et al., 2002). Outra diferença significativa entre a linhagem B16/BL6 e as demais 

de origem B16, é que ela é capaz de formar CIJG com células endoteliais, através 

de junções gap heterólogas (ITO, A et al., 2000). 
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2.4.2 As linhagens de células de pulmão E9 e E10 

 Desde o fim da década de 70 várias dezenas de linhagens de células de 

origem pulmonar têm sido estabelecidas tanto de tecidos pulmonares normais 

quanto a partir de neoplasias de pulmão espontâneas ou induzidas por carcinógenos 

químicos, virais ou transgenes oncogênicos (MALKINSON et al., 1997). As linhagens 

foram sendo estabelecidas para que se pudesse ter modelos experimentais 

confiáveis para se estudar alterações na biologia das células do pulmão ou mesmo o 

comportamento das neoplasias pulmonares (MALKINSON et al., 1997; SUN et al., 

2003). Um dos grandes benefícios de se ter uma linhagem neoplásica e uma não 

neoplásica que em principio é de onde a transformada se originou é a possibilidade 

de se poder comparar diretamente as características de uma com as de outra e 

desta forma ter uma compreensão mais precisa do processo de carcinogênese em 

suas vária etapas (SUN et al., 2003). 

 A origem das linhagens de células E9 e E10 estão na linhagem NAL-1A. Esta 

linhagem foi estabelecida a partir de células de pulmão de camundongos BALB/c 

que foram colocadas em cultura. As células daí originadas foram classificadas como 

epiteliais por apresentarem características que indicavam essa origem, como 

marcação imunoistoquímica para citoqueratina e marcação negativa para vimentina. 

A linhagem E10 é não neoplásica e apresenta semelhança na morfologia e em 

muitas outras propriedades com a linhagem NAL-1A. O crescimento das células é 

isolado até que elas atinjam confluência. Quando elas começam a crescer em 

confluência as células tornam-se menores, embora seu tamanho dependa do 

número de passagens. Quanto menor o numero de passagens maiores são as 

células e mais lentamente elas crescem (MALKINSON et al., 1997). As figuras 5 E 6 

mostram o padrão de crescimento das células da linhagem E10. 
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Figura  5 - Padrão de crescimento isolado das células da linhagem E10 (objetiva 
40x). 

 
Figura  6 - Padrão de crescimento das células da linhagem E10 já em confluência 
(objetiva 40x). 
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 A linhagem de células E9 é uma variante neoplásica. Células da linhagem 

NAL-1A resistentes ao efeito de inibição do crescimento pela dexametasona foram 

clonadas e caracterizadas e deram origem a algumas linhagens neoplásicas entre 

elas a E9. AS células da linhagem E9 ainda são capazes de formar neoplasias em 

camundongos da linhagem BALB/c com estrutura similar a outras neoplasias 

epiteliais induzidas quimicamente. Diferentemente da linhagem E10, o padrão de 

crescimento da linhagem E9 ocorre em ilhas ou grupos celulares. Outra diferença 

entre as linhagens em relação a morfologia é que E10 apresenta um plano de 

crescimento celular, uma vez que apresenta inibição do crescimento por contato 

enquanto E9 pela perda dessa inibição pode apresentar um amontoado de células 

em seu crescimento (MALKINSON et al., 1997). A figura 7 mostra o padrão de 

crescimento das células da linhagem E9. 

 

Figura  7 - Padrão de crescimento das células da linhagem E9 já em confluência. As células já se 
apresentam em amontoados em virtude de não apresentarem inibição por contato (200x). 
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2.4.2.1 As conexinas nas linhagens de células E9 e E10. 

 As células da linhagem E10 se apresentam altamente acopladas por junções 

gap através da técnica de microinjeção com a coloração de Lucifer Yellow. A difusão 

do corante através das células se apresentou intensa, ao contrário das células da 

linhagem E9. Como as junções gap tem como unidades formadoras as conexinas, 

isso indica que ou elas não estão sendo expressas ou não estão formando as 

junções gap. Nessa ultima hipótese elas podem estar apresentando localização 

subcelular. A técnica de imunoblloting verificou a existência da Cx 43 na linhagem 

E10, mas não as Cxs 32 e 26 (MALKINSON et al., 1997). 

 Experimentos de imunofluorescência já detectaram a existência da Cx 43 na 

linhagem de células E9, e essa marcação pode estar relacionada com o potencial 

metastático da linhagem. Nesse mesmo experimento foram inoculadas no 

subcutâneo células da linhagem E9 em comundongos BALB/c, que posteriormente 

apresentaram não só o crescimento no local da aplicação como o aparecimento de 

metástases em vários órgãos o que de acordo com a literatura é coerente, uma vez 

que as conexinas podem estar relacionadas com a progressão tumoral e potencial 

metastático uma vez as células apresentando um padrão de crescimento 

independente. A figura 8 apresenta a marcação por imunofluorescência para Cx 43 

em células da linhagem E9. 

 
Figura   8 -  Imunomarcação  em   membrana  pela  técnica  de             
imunofluorescência da Cx 43 em células da linhagem E9. (objetiva 10x) 
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2.4.3 Eletroporação in vitro de células aderidas 

 

 O fenômeno de eletroporação atualmente é amplamente utilizado nos 

modelos experimentais para o desenvolvimento de terapia gênica, novas drogas, 

estudos de biologia celular, experimentos de eletroquimioterapia dentre outros 

(LEBAR et al., 2002; CUKJATI et al., 2007; PAVLIN et al., 2007). Em sua maioria as 

células a serem eletroporadas se encontram em suspensão, e isso ocorre devido à 

facilidade de se promover a eletroporação nessa condição (RAPTIS; FIRTH, 1990). 

A figura 9 mostra um eletrodo para realização de eletroporação de células em 

suspensão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

A eletroporação de células plaqueadas é um procedimento utilizado somente 

quando o estudo em questão necessita de células aderidas em placas devido a 

interferência que o descolamento das células poderá vir a promover nos estudos em 

questão (RAPTIS; FIRTH, 1990). Em um experimento de transfecção genica 

Figura  9 - Eletrodo utilizado para realização de eletroporação de células em suspensão. 
Podemos reparar que a distância entre as placas dos diferentes eletrodos são diferentes 
o que proporciona diferentes aplicações de campo elétrico. (fonte: 
http://www.eppendorf.com/script/binres.php?RID=99821) 
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realizado na década de 90 foi observado uma diferença marcante entre a eficiência 

da eletroporação entre células em suspensão e células aderidas em placa (ZHENG; 

CHANG, 1991). 

 A expressão das conexinas pode sofrer interferência por uma série de fatores, 

entre eles pelo descolamento das células em modelos experimentais in vitro. O 

descolamento das células pode promover a internalização para degradação das 

junções gap em conexossomos, e dessa maneira aumentar o turnover das 

conexinas (SEGRETAIN; FALK, 2004; HERVÉ et al., 2007). Outro fator que pode 

interferir na expressão das conexinas é o grau de confluência das células 

plaqueadas. Quanto menor a confluência, podemos ter uma menor expressão das 

conexinas, logo os experimentos são realizados com uma confluência mínima 

aproximada de 80% para que se minimize essa interferência nos experimentos. 

 Os experimentos com eletroporação realizados in vitro em células aderidas 

utilizam eletrodos específicos, que podem ser de placas paralelas perpendiculares 

ao plano das células ou com placas paralelas dispostas também paralelamente a 

linha de crescimento (ZHENG; CHANG, 1991). A figura 10 mostra o esquema de um 

eletrodo de placas paralelas dispostas paralelamente a linha das células.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  10 - Esquema de ilustração de um sistema experimental usado para realizar 
eletroporação para transfecção de células aderidas em placa. (1) monocamada de células; 
(2)Meio de cultura; (3) Superfície de aderência da placa para as células; (4) câmara de 
eletroporação; (5) Camara de isolamento externa; (6 e 8) eletrodos (ZHENG; CHANG, 
1991). 
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2.4.4 Interferência do fenômeno de eletroporação na expressão gênica  

 

 O fenômeno de eletroporação vem sendo utilizado como principio em novas 

modalidades de tratamento (LARKIN et al., 2007; HELLER, L.; HELLER, 2010; 

MIKLAVCIC, D et al., 2010) e o estudo dos seus efeitos na expressão gênica das 

células submetidas à eletroporação por si só já demonstrou potencial para promover 

parada no ciclo celular e apoptose dependente ou indepentente da via de p53 

(LEPIK et al., 2003), além de promover aumento dos genes da família HSPA, 

envolvidos no estresse celular, e diminuição da expressão de genes envolvidos na 

síntese proteica (MLAKAR et al., 2009). Especificamente no caso das conexinas, por 

se tratarem de proteínas de membrana formadoras das junções gap, o fato das 

células estarem aderidas ou não (HERVÉ et al., 2007) e possivelmente perturbações 

e alterações na membrana citoplasmática podem interferir na meia vida e, por 

conseguinte no perfil de expressão dessas proteínas (HERVÉ et al., 2007). O 

fenômeno de eletroporação promove a formação de poros na membrana após 

exposição a um campo elétrico específico (KANDUSER et al., 2006; SPUGNINI et 

al., 2007). Essa perturbação poderia então desencadear alterações no perfil de 

expressão de conexinas. 
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4   MATERIAL E MÉTODOS 

  

 Nos itens desta seção estão contidas as descrições dos matérias e 

metodologias utilizadas neste trabalho. 

 

4.1    Estudos in vivo com a eletroporação: Experimento com eletroquimioterapia   

em camundongos 

 

 Neste item estão contidos o material e metodologias utilizados nos 

experimentos in vivo. 

 

4.1.1   Desenho experimental 

 

O experimento consistiu em implantar células neoplásicas em camundongos e 

avaliar o índice de resposta à eletroquimioterapia. Quatro grupos foram 

estabelecidos: o grupo controle (CT), no qual apenas solução fisiológica era 

administrada no tumor e as placas do eletrodo eram colocadas em contato com a 

formação (sem pulsos elétricos), o grupo quimioterapia (Q), onde apenas foi 

administrado o agente antineoplásico, o grupo eletroporação (EP), onde apenas foi 

aplicado o protocolo de pulsos da eletroporação utilizado na eletroquimioterapia, e o 

grupo eletroquimioterapia (EQT), onde eram administrados o agente antineoplásico 

e imediatamente na sequencia aplicados os pulsos elétricos para promover a 

eletroporação. A avaliação da resposta levou em consideração os critérios da 

Organização Mundial de Saúde (OMS), que determina a seguinte classificação: 

resposta completa (RC), resposta parcial (RP), resposta objetiva (RO) estabilização 

da doença (ED), progressão da doença (PD). A RC ocorre quando o tumor passa a 

não ser mais palpável, RP se dá quando há uma diminuição maior que 50% nos 

produtos das maiores distâncias perpendiculares mensuráveis na lesão, RO nada 

mais é que a soma das respostas completa e parcial (RO = RC + RP), NC quando 

há uma diminuição menor que 50% e aumento de até 25% e PD para aumentos 

maiores que 25%. Um mínimo de quatro semanas foi necessário para classificar as 

respostas ao tratamento. 
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4.1.2 Camundongos da linhagem C57Bl/6 

  

 O modelo experimental escolhido foram os camundongos da linhagem 

C57/BL6. Eles foram mantidos em condições padrão no Biotério do Departamento 

de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia na Universidade de 

São Paulo (FMVZ-USP), sob um ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, em 

condições controladas de temperatura (20 ± 4°C), e de umidade relativa (55 ± 10%). 

Os camundongos tinham acesso livre a uma dieta padronizada (NUVILAB—CR1®, 

Nuvital Nutrientes LTDA) e água (pH ± 7.0). Ao todo foram utilizados 87 

camundongos, todos com 8 semanas de idade. Os camundongos foram separados 

em quatro grupos sendo o gropo EQT com 28 animais, o grupo Q com 22 animais, o 

grupo EP com 19 animais e o grupo CT com 18 animais. O projeto foi aprovado pelo 

comitê de bioética da FMVZ/USP com  o numero de protocolo 1375/2008. 

 

4.1.3   Linhagem de melanoma B16/F10 

 As células de melanoma das linhagens B16/F10 (cedidas pelo Profº Dr. José 

Alexandre Marzagão Barbuto - Laboratório de Imunologia de Tumores-

Departamento de Imunologia-ICB-USP) foram cultivadas em meio RPMI-10 1640, 

suplementado com penicilina (50UI/mL), streptomicina (50mg/mL), e l-glutamina 

(2mmol/L), com adição de 10% soro fetal bovino em placas de Petri de 100 mm sob 

condições padrão 37o C, 5% CO2, umidade atmosférica. As células permaneceram 

em cultura até atingirem confluência nas placas mínima aproximada de 80%, quando 

foram então preparadas para serem inoculadas nos animais. Foram inoculados com 

1,5x105 células de melanoma transplantável na região do flanco direito. Para a 

quantificação das células e determinação da viabilidade, o trypan blue dye exclusion 

staining (24) foi utilizado. Abaixo na figura 11 imagem da cultura de melanoma. 
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Figura 11 - Foto de cultura de melanoma B16/F10 (Objetiva 10x) 

4.1.4   Procedimento de eletroquimioterapia 

 Assim que os nódulos se tornassem palpáveis e atingissem um volume 

mínimo de 15 mm3 calculados segundo a fórmula V=abc x π/6, onde a,b e c são as 

medidas das dimensões do tumor seguindo três dimensões ortogonais o 

procedimento eletroquimioterápico era realizado.  As medidas dos tumores eram 

realizadas com paquímetro digital. Para tanto, todos os animas eram anestesiados 

com 100mg/kg de quetamina e 10mg/kg de xilazina. Assim que atingissem o plano 

anestésico os animais eram submetidos aos procedimentos descritos anteriormente 

para os grupos CT, Q, EP e EQT. O agente antineoplásico utilizado foi a bleomicina, 

na dose de 0,5U/animal e a via de administração foi a intratumoral. A dose de 

bleomicina administrada nos tumores foi de 0.3 mg, diluída em 0.1 ml de solução de 

NaCl 0.9%. O eletrodo utilizado foi de placas paralelas que foi construído no 

Laboratório de Oncologia Experimental da FMVZ/USP. Ele foi construido sobre um 

paquímetro para facilitar a medição e posterior cálculo do campo a ser aplicado no 

momento da terapia.  A figura 12 abaixo mostra o eletrodo utilizado no experimento 

de eletroquimioterapia.  
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Figura 12  - Foto do eletrodo utilizado no experimento de eletroquimioterapia. 

 O padrão de pulsos utilizados no experimento de eletroquimioterapia foi o 

mesmo estabelecido para procedimentos em humanos, com 8 pulsos de 100µs de 

duração,  1300V/cm de amplitude e 1 Hz de frequência (CEMAZAR et al., 2008). O 

dispositivo utilizado para realização das sessões de eletroquimioterapia foi um BTX 

ECM 830®. 
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4.2   Estudos in vitro com a linhagem de melanoma B16/BL6 

 

 A proposta dos estudos in vitro serem desenvolvidos após estudos in vivo era 

que a sequencia da pesquisa tivesse também o respaldo das observações do 

fenômeno de eletroporação desenvolvido diretamente nos animais e assim 

trouxesse informações macroscópicas do seu efeito em um organismos vivo. Como 

a eletroporação hoje é amplamente utilizada como ferramenta em tratamentos essas 

observações colaboraram com o desenvolvimento da pesquisa nos possibilitando 

sugerir alguns direcionamentos da pesquisa baseados nas observações in vivo. 

 

4.2.1 Cultivo de células da linhagem B16/BL6 

 

 As células de melanoma da linhagem B16/BL6 (fornecidas pelo Profº Dr. 

Hiroshi Yamasaki - School of Science, Kwansei Gakuin University, Uegahara, 

Nishinomiya, Japão) foram cultivadas em meio RPMI-10 1640, suplementado com 

penicilina (50UI/mL), streptomicina (50mg/mL), e l-glutamina (2mmol/L), com adição 

de 10% soro fetal bovino em placas de Petri de 100 mm sob condições padrão 37o 

C, 5% CO2, umidade atmosférica. As células permaneceram em cultura até 

atingirem confluência mínima aproximada de 80%, quando eram então submetidas à 

exposição dos pulsos elétricos. 

 

4.2.2 Padronização do protocolo de eletroporação 

 

 Para determinação do protocolo que apresentasse melhor índice de 

eletroporação associado com maior viabilidade de células foram realizados diversos 

procedimentos variando a intensidade do campo elétrico aplicado. Foram mantidos 

os padrões de duração, intervalo e número dos pulsos elétricos aplicados, já 

descritos em literatura para eletroporação em eletroquimioterapia.  
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4.2.2.1 Construção de eletrodo para realização do procedimento em placas de 

petri 

 

 O cultivo de células para os experimentos relacionados a extração de 

proteínas e mRNA foram realizados em placas de Petri de 100mm o que exigiu a 

construção de um eletrodo especifico para tal fim. O eletrodo foi construído em PVC 

e placas metálicas de aço inoxidável. A distancia entre as placas instituída foi de 

35mm. A figura 13 abaixo mostra o eletrodo construído no Laboratório de Oncologia 

Experimental da FMVZ/USP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Eletrodo construído para aplicação do campo elétrico em placas de Petri de 100mm de diâmetro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 64

 

4.2.2.2      Avaliação do índice de eletroporação 

 Para avaliação da intensidade ótima do campo para eletroporação no modelo 

experimental proposto foram avaliadas 8 placas de Petri, para cada valor do campo 

com objetivo de minimizar possíveis erros de avaliação. Os campos aplicados foram 

de 400V/cm, 600V/cm e 800V/cm, 1300V/cm. Para avaliação do índice de 

eletroporação foi solubilizado no meio de cultura brometo de etidio (BrEt)  

(0.048µg/ml de R10). O BrEt não entra em células com membranas íntegras, logo o 

que se esperara é sua entrada no citoplasma de células que sofreram eletroporação. 

Para cada intensidade de campo foram criados 4 grupos para avaliação da 

eletroporação. O grupo A recebeu os pulsos elétricos com o meio de cultura e BrEt 

já solubilizado, o grupo B recebeu com o BrEt já solubilizado sendo apenas colocado 

o eletrodo sem aplicação dos pulsos, o grupo C recebeu os pulsos e 30 minutos 

após foi inserido laranja de acridina (LaAc) e BrEt e grupo D recebeu os pulsos e 

posteriormente foi feita a avaliação de viabilidade pelo método de azul de trypan. 

Durante a aplicação dos pulsos. foi mantido apenas um volume mínimo de meio 

suficiente para formar uma delgada camada sobre as células. Como pode ser 

observado nas figuras 14 e 15 com o campo de 800V/cm a eletroporação se 

mostrou mais eficiente em relação ao campo de 600V/cm. Com o campo de 1300 

V/m houve índice maior de morte celular em relação ao campo de 800V/cm. O 

campo de 400 V/cm obteve resultado semelhante ao grupo controle com o campo 

zero, praticamente sem fluorescência. As figuras 16 e 17 evidenciam isso.  
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Figura 14 - Fotomicrografia de células eletroporadas com BrEt em meio R10 . O campo 

foi de 800V/cm (Objetiva 10x) 

 

Figura 15  - Fotomicrografia de células eletroporadas com BrEt em meio R10. O campo 
foi de 600V/cm (Objetiva 10x). 
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Figura 16 - F otomicrografia do grupo do campo elétrico de 400V/cm. Nota-se 
quase nenhuma fluorescência semelhante ao grupo controle negativo. (Objetiva 
10x) 

Fig.17 

Figura 17 - Fotomicrografia do grupo controle negativo (sem aplicação de campo elétrico). 
Resultado semelhante ao grupo com campo 400 V/cm. (Objetiva 10x) 
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4.2.2.3     Análise de viabilidade celular ao protocolo de eletroporação 

 

Para avaliação da viabilidade celular e excluir a possibilidade que o processo de 

eletroporação estivesse matando as células, logo a fluorescência estivesse 

acontecendo devido a isso e não pela eletroporação foram avaliados os grupos em 

que o BrEt e LaAc foram adicionados 30 minutos após a aplicação dos pulsos. A 

grande maioria dos poros se fecha após 10 minutos do processo e resolvemos 

esperar os 30 minutos para garantir uma melhor reconstituição das membranas. As 

células também foram avaliadas 1 dia após o procedimento permanecendo com a 

viabilidade inalterada. 

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

  

 

Figura 18 -  Fotomicrografia de células que foram submetidas ao protocolo de eletroporação 
com campo de 800 V/cm. Trinta minutos após foram inseridos BrEt e LaAc no meio de cultura 
para avaliação de morte celular (Objetiva 10x).  
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Figura 19 -  Fotomicrografia de células que foram submetidas ao protocolo de eletroporação 
com campo de 1300 V/cm. Trinta minutos após foram inseridos BrEt e LaAc no meio de cultura 
para avaliação de morte celular. Percebe-se que a celularidade é bem menor que a do grupo 
exposto ao campo de 800 V/cm (Objetiva 10x). 
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 Pelo método de avaliação de viabilidade com o corante azul de trypan 
obtivemos os seguintes resultados mostrados na tabela abaixo: 

 

 

 400V/cm 600V/cm 800V/cm 1300V/cm 

Viabilidade (%) 98 98 92 77 

             

            

    

4.2.2.4 Protocolo de eletroporação utilizado. 

 

 O protocolo de eletroporação adotado de acordo com a eficiência da 

eletroporação viabilidade celular foi o de 8  pulsos, com amplitude de 800V/cm, 

duração de 100µs por pulso e frequência de 1Hz. 

 

4.2.3 Imunfluorescência  

 

 Para determinar a localização da Cx 26 e técnica de imunofluorescência foi 

realizada. 2x105 células da linhagem de melanoma B16/BL6 foram plaqueadas em 

lamínulas de acrílico quadradas de 35mm de lado e cultivadas em meio RPMI-10 

1640, suplementado com penicilina (50UI/mL), streptomicina (50mg/mL), e l-

glutamina (2mmol/L) com adição de 10% de soro fetal bovino. Após exposição ao 

campo elétrico as células foram fixadas em paraformaldeído (PAF) a 2% por 10 

minutos a temperatura ambiente e permeabilizadas em Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 

0,1%, diluído em leite a 5%, por 30 minutos em temperatura ambiente.  As células 

foram lavadas três vezes em PBS após cada um dos processos (fixação e 

permeablização). Posteriormente, foram incubadas durante uma noite, a 4oC, com 

anticorpos primários contra a cx26 (anticorpo policlonal diluído em Triton X-100 0,1% 

em leite a 5% na concentração final de 1:20; Invitrogen). Três lavagens com PBS por 

5 minutos foram realizadas antes da incubação nos anticorpos secundários ligados a 

um fluorocromo. Em seguida, anticorpos secundários (Alexa 488 anti rabbit 1/100 

Invitrogen Molecular Probes©), feitos em coelho, anti-imunoglobulinas de coelho 

foram aplicados, diluídos em leite a 5% com Triton X-100 0,1%, na concentração de 

1:100. Para marcação da actina foi utilizada a toxina faloidina (Alexa 1/100 em Triton 

TABELA 1  Resultados de viabilidade celular pelo método de exclusão com a coloração azul 
de trypan.  
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diluído no leite diretamente do anticorpo secundário). As células distribuídas nas 

lâminas de vidro foram lavadas com PBS e, em seguida, foram montadas com 

lamínulas com vectashiel + DAPI (Vector) utilizado como proteção contra a 

fotodegradação, marcando os núcleos celulares em azul. O material foi 

imediatamente fotografado em microscópio Nikon E-800, equipado com sistema de 

fluorescência e fotomicrografia digital. 

 

4.2.4 Western blot para a conexina 26 da linhagem de células B16/BL6 

 

 Abaixo está descrita a técnica de western blot utilizada nos experimentos in 

vivo, para a linhagem de melanoma B16/BL6. 

 

4.2.4.1       Preparação das amostras 

 

Assim que as placas de petri apresentaram confluência aproximada de 80%, 

as células eram expostas ao campo elétrico específico para promover eletroporação 

reversível. Logo após o procedimento de eletroporação as amostras eram 

novamente acondicionadas na estufa de Co2 até o tempo pré-determinado para 

procedimento de extração das proteínas totais.   As amostras controle eram 

submetidas apenas ao peso do eletrodo e as amostras do grupo t0 eram submetidas 

ao processo de extração de proteínas imediatamente após a eletroporação sem 

serem acondicionadas novamente na estufa de CO2.   

 

4.2.4.2           Extração das proteínas 

 

Para o processo de extração de proteínas, logo após a realização dos 

procedimentos referentes a cada um dos grupos do experimento as placas foram 

lavadas 3 vezes  com solução de PBS gelado. Esse procedimento foi realizado o 

mais rápido possível para evitar degradação das proteínas. Após a lavagem, 100µl 

de Sample Buffer 2x (SDS 10%; Tris HCL 1M, PH=6,8; glicerol; H2O destilada 

autoclavada) era adicionado e as placas eram raspadas com auxilio de um cell 

scrape. O material então era transferido para um tubo de vidro e acondicionado 

gelado. Na sequencia era tratado por um sonicador 3 vezes na potencia máxima por 
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5 segundos evitando-se o aquecimento das amostras. Após este procedimento era 

adicionado à amostra 100µl de working solution (Sample Buffer 2x; DTT 1M; PMSF 

10mM; H2O destilada autoclavada) e o mesmo procedimento com o sonicador era 

realizado. O material então era transferido para um tubo de 1,5ml e centrifugado a 

15000 rpm a 4oC. O sobrenadante então foi transferido para um novo tubo de 1,5ml 

e armazenado a temperatura de -80oC até analise.  

 

4.2.4.3      Quantificação das proteínas  

 

Após extração das proteínas totais, as amostras foram diluídas em H2O 

destilada autoclavada na proporção de 1:5 e a concentração foi estimada através de 

biofotômetro com o reagente BioRad Protein Assay (Bio-Rad Labs). Assim que as 

concentrações de proteínas totais foram determinadas, uma fração das amostras em 

um volume final de 40µl foi diluída de maneira que as concentrações finais 

referentes a cada um dos grupos fiquem homogêneas. A essa solução foi acrescido 

um volume de 10µl de azul de bromofenol. 

 

4.2.4.4      Eletroforese em gel de poliacrilamida  

 

 As proteínas das amostras foram separadas de acordo com o peso 

molecular através do processo de eletroforese em gel de poliacrilamida na presença 

de SDS com auxilio de mini cubas verticais (SE 260, ABP Pharmacia), onde 15 µl de 

solução contendo 50µg de proteínas eram desprezados em cada um dos poços do 

gel.  A eletroforese ocorreu sob uma diferença de potencial de 100V por 

aproximadamente 4 horas e imersa em um tampão de corrida (Tris-base 25mM; 

glicina 192mM; SDS 0,1%; H2O destilada autoclavada).  Como marcador de peso 

molecular foi utilizado 10µl do Kaleidoscópio padrão pré-corado (Bio-Rad Labs). O 

tempo de corrida era interrompido assim que a fronte de migração visualizada 

através do azul de bromofenol chegava a porção final do gel e estava na iminência 

de cair no tampão de corrida. 
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4.2.4.5       Eletro-transferência das proteínas 

 

 Após a eletroforese o gel foi preparado para o processo de eletro-

transferência das proteínas e se deu em uma cuba especifica para tal. Nesse 

processo é preparado um “sanduiche” com as seguintes camadas em sequencia: 

blotting paper, gel, membrana de PDVF 8,0 x 5,0 cm (Tans-Blot SD cell; Bio-Rad 

Labs), blotting paper. Todas as camadas devem estar umedecidas com o tampão 

de transferência (Tris-Base 25mM; glicina 192mM; SDS 0,1%; metanol 10%; H2O 

destilada autoclavada) . A membrana de PDVF foi previamente hidratada em 

metanol por 30 minutos. A eletro-transferência ocorreu sob corrente elétrica de 

47mA por 50 minutos. 

 

4.2.4.6 Imunodetecção das proteínas de interesse 

 

Assim quem o processo de eletro-transferência terminou, iniciou-se o 

processo de imunodetecção das proteínas com 3 lavagens de 5 minutos em TTBS 

(Tris-Base 20mM; pH 7,6; NaCl 150mM; tween 20 a 0,1%). Após as lavagens a 

membrana é incubada sob agitação leve em temperatura ambiente por 2 horas em 

solução de leite desnatado (skin milk) a 5% diluído em TTBS. No próximo passo as 

membranas foram incubadas nos anticorpos primários policlonais anti Cx 26 (1:200) 

em skin milk a 5% diluídos em TTBS sob agitação leve a 4oC  overnight. Após a 

incubação com os anticorpos primários as membranas foram lavadas 3 vezes em 

TTBS a temperatura ambiente para retirada do excesso de tampão e segui-se a 

incubação nos anticorpos secundários antirabbit (1:500) conjugados com a 

peroxidase por 2 horas. A diluição dos anticorpos secundários se deu em skin milk a 

5% diluído em TTBS, da mesma forma que os anticorpos primários. Na sequencia 

da incubação dos anticorpos secundários as membranas foram lavadas 3 vezes por 

10 minutos em TTBS à temperatura ambiente. Procedeu-se então a revelação da 

membrana em uma solução contendo DAB, Tris 0,05M (pH 7,4), Níquel amônio 

Sulfato e peroxido de hidrogeno a 30%. Quando a revelação já se deu por 

terminada, evidenciando as bandas de interesse, a reação foi interrompida com H2O 

destilada. A solução de revelação foi preparada minutos antes da reação e mantida 

em frasco âmbar.  
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Após a revelação e secagem as imagens da membrana foram digitalizadas 

em seguida (Image Máster VDS-CL, Amersham pharmacia biotech) para posterior 

analise densitometrica. 

Como controle endógeno a proteína β actina foi. Dessa forma a analise 

densitometrica foi calculada através da porcentagem da proteína analisada em 

relação à β actina. O parâmetro de normalização utilizado para a analise 

densitometrica foi a banda relativa ao grupo controle. 

 

4.2.4.7 Reação da Polimerase em Cadeia registrada em tempo real (Real Time 

PCR) para Cx 26 na linhagem de melanoma B16/BL6 

A expressão da Cx26 foI verificada através dos níveis de RNAm. Após 

exposição ao campo elétrico as células foram raspadas das placas de Petri 

utilizando-se cell srape (Corning) nos respectivos tempos determinados para o 

estudo. Após a raspagem as células foram colocadas em tubos de plástico e 

centrifugadas a 1500 rpm e 4°C por 10 minutos. Depo is da centrifugação o meio de 

cultura residual foi desprezado e se iniciou a extração do RNA com o kit RNAspin 

mini (GE Healthcare). Antes do procedimento de extração toda a bancada foi limpa 

com álcool 70o preparado com H2O preparada com DEPC. Após esse procedimento 

a bancada foi limpa com solução de RNAse Away (Invitrogen Life Technologies). 

Após a extração uma alíquota foi removida para verificar a integridade do RNA em 

gel e para sua quantificação em Biofotômetro (Eppendorf). O restante da solução 

foi armazenada imediatamente a –80°C até a confecçã o do cDNA. Para a 

transcrição reversa, 3µg do RNA total foram acrescidos 1µl de dNTP (mix 10mM – 

2,5 mM de cada dNTP) e 1µl de Oligo DT e incubado a 65ºC por 5 minutos. Em 

seguida foi adicionado 4µl de buffer 5x (superscript III), 2µl DTT 1M e 1µl de RNAse 

OUT e incubado por 2 minutos a 42ºC. Acrescentou-se 1µl de superscript III, 

incubando-se por 50 minutos a 42ºC, seguido de incubação por 15 minutos a 70ºC. 

Ao término da incubação foi acrescentado 1µl de enzima RNAse H aos tubos (para 

retirada dos resíduos de RNA da amostra de cDNA) e incubados a 37°C por 20 

minutos. O cDNA foi armazenado a –20°C até o moment o da amplificação do cDNA. 

Todos os reagentes foram adquiridos da Invitrogen Life Technologies®. O PCR em 
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Tempo Real foi realizado em ABI Prism 7000 Sequence Detection Systems (Applied 

Biosystems®, Foster City, CA) utilizando TaqMan Universal Master Mix (número do 

item 4304437; Applied Biosystems). primers e as sondas TaqMan para Cx26, Cx43 

e 18 s (usado como um controle de limpeza). Os ensaios da Cx26 (Cf02690416_g1) 

foram adquiridos pela Applied Biosystems®. 

Utilizou-se o 18S, como controle de limpeza, sendo adquirido pela Applied 

Biosystems® (4319413E). O grupo controle foi utilizado com parâmetro de 

normalização. Para as sondas TaqMan utilizaram-se um corante repórter     5'-6-

carboxi-fluoresceína (FAM), um corante quencher 3'-não-fluorescente (QNQ) e uma 

ligação menor groove (MGB). Os primers e sondas foram utilizadas com eficiência 

de 100% na concentrações finais de 0,9 mM e 0,25 mM, respectivamente. As 

condições de ciclagem térmica para os ensaios de quantificação do DNA foram 

estabelecidas de acordo com a ABI Prism 700 Sequence Detection System 

parâmetros (Applied Biosystems®). A análise dos dados de expressão relativa do 

gene foi realizada de acordo com o método CT. 

A qualidade das amostras de RNA foi determinada por eletroforese em gel de 

agarose 2% com coloração para Brometo de Etídio. As bandas 18S e 28S foram 

visualizadas sob luz ultravioleta (não mostrado). O RNA total foi então tratado com 

DNase I (Invitrogen Life Technologies®), antes do processamento. O Oligo DT (1 ml) 

e dNTPs (1 ml) foram adicionados à amostra de RNA total (500 mg) e incubados a 

65°C por 5 minutos. Após este procedimento, foram a dicionados à mistura: Buffer 5 

x (sobrescrito II, 4 µl); TDT (1 ml, 2µl) e RNAse OUT (1 µl) e incubado a 42°C por 2 

minutos. Novamente o sobrescrito II (1 ml) foi adicionado, seguindo uma incubação 

à 42°C por 50 minutos e posteriormente, a incubação  foi realizada a 70°C por 15 

minutos.  

Todos os experimentos em PCR tempo real foram realizados pelo menos três 

vezes. Esta técnica permitiu quantificar a expressão de mRNA do gene da Cx 26 e 

comparar as mesmas com os níveis de proteínas mensurados pela técnica de 

western blot e observados pela técnica de Imunofluorescência.  
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4.3 Estudos in vitro com as linhagens de células de pulmão E9 e E10 

  

 As células das linhagens E9 e E10 são neoplásicas e não neoplásicas 

respectivamente e as metodologias que se seguem foram semelhantes as adotadas 

na linhagem de células B16/BL6. As particularidades foram descritas em cada item 

específico.  

 

4.3.1 Cultivo de células das linhagens E9 e E10 

 

 As células E10 (variante não transformada) e E9 (variante tumoral) foram 

gentilmente doadas pela Dra. Lucy M. Anderson sob os cuidados de sua técnica 

Janet Fields do Laboratório de Carcinogênese Comparada do Instituto Nacional do 

Câncer (Fredericks - EUA). Estas foram mantidas em nitrogênio líquido até sua 

utilização. O processo de descongelamento consistiu em manter o criotubo 

congelado em banho-maria à 37°C até que o conteúdo descongelasse parcialmente, 

sendo então rapidamente homogeneizado com dois volumes de meio de cultivo 

CMRL1066 adicionado de 10% de soro fetal e glutamina. As células foram então 

centrifugadas a 1200 RPM por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet de 

células re-suspendido em meio de cultivo. Após resuspendidas as células foram 

colocadas em garrafas de cultivo adicionando-se 10µl/ml estreptomicina e 20 µl/ml L-

glutamina. As células foram mantidas e em estufa a 37 ºC com atmosfera úmida com 

5% de CO2. Quando estas atingiram cerca de 80% de confluência estavam 

preparadas para a realização dos experimentos.  

 

4.3.2 Imunofluorescência da conexina 43 nas linhagens E9 e E10 

 

 A Imunofluorescência foi realizada com a mesma metodologia utilizada na 

linhagem de células B16/BL6, somente diferindo da forma de fixação (metanol por 

30 minutos) e dos anticorpos primários e secundários que foram utilizados. Neste 

caso utilizou-se policlonais anti-Cx43 (anticorpo policlonal diluído em Triton X-100 

0,1% em leite a 5% na concentração final de 1:00; Transduction laboratories) e 
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anticorpos secundários anti-coelho na concentração de 1:100 (Alexa 488 anti rabbit 

1/100 Invitrogen Molecular Probes©) 

 

4.3.3 Western blot para a conexina 43 nas linhagens E9 e E10 

 

A técnica de western blot  foi realizada com os mesmo parâmetros descritos para a 

linhagem B16/BL6, diferindo apenas dos anticorpos primários que no caso dessas 

linhagens foi anti Cx43. Outro procedimento realizado para essas linhagens foi o 

stripping, e este foi necessário pois o controle endógeno utilizado nesse experimento 

foi a β-actina, que tem peso molecular semelhante ao da Cx43. 

 

4.3.3.1 Stripping das membranas  

 

O processo de stripping é o nome utilizado para a técnica de remoção dos 

anticorpos primários e secundários das membranas de western blot permitindo 

assim novo procedimento em uma mesma membrana. O procedimento de stripping 

utilizado no experimento consistiu de primeiramente hidratar as membranas por 10 

minutos em álcool metílico (99,9o). Após a hidratação lavar as membranas por 5 

minutos em TTBS. Na sequencia incubar as membranas no tampão de stripping 

(Tris-HCL 62mM, pH6,8; SDS 2%. 2-β-mercaptoetanol 100mM) por 

aproximadamente 30 minutos a temperatura de 60oC. Depois da incubação bloquear 

a reação com skin milk a 5% diluído em TTBS 0,2%. A partir desse processo as 

membranas novamente estão prontas para o inicio da incubação com os anticorpos 

primários. 

 

4.3.4 Reação da Polimerase em Cadeia registrada em tempo real (Real Time PCR) 

para Cx43 nas linhagens E9 e E10 

 

O PCR em tempo real para as linhagens E9 e E10 seguiram o mesmo padrão 

desenvolvido para linhagem B16/BL6, com a única diferença para os Primers que 

para Cx43 foram concebidos a partir de exons (GenBank XM_543178), em frente 

5'CTCATCTACCTGGGCCATGTG 3' e 5' TCGCGCTCCTTCTTCTTCTC 3' primers 
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reverse e CF-RG6M2-Cx43, FAM, CCATGCGCACGATGTG. Os ensaios da Cx43 

(Cf02690400_g1) foram adquiridos pela Applied Biosystems®. 

Todos os experimentos em PCR tempo real para as linhagens E9 e E10 

foram realizados pelo menos três vezes da mesma forma que na linhagem B16/BL6, 

permitindo assim quantificar a expressão de mRNA do gene da Cx 43 e comparar as 

mesmas com os níveis de proteínas mensurados pela técnica de western  
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em no máximo 3 dias após a terapia, e necrose nos  tumores onde foi aplicada a 

eletroquimioterapia. A variação do volume apresentada pelos tumores após a terapia 

durante os 15 dias de acompanhamento demonstrou diferença significante (p<0.05) 

entre o grupo EQT e todos os demais grupos. Não houve diferença significante 

(p<0.05) entre os grupos EP, Q e CT.As figuras 20, 21, 22, 23, 24, 25 e 26abaixo 

mostram a evolução de um dos animais que obtiveram resposta completa frente a 

eletroquimioterapia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura   20  -Eletroquimioterapia  em  camundongo 
com melanoma implantado - antes do tratamento Figura  21 -Eletroquimioterapia em camundongo 

com   melanoma   implantado  –  1  dia   após   o 
tratamento. 

Figura   22  -Eletroquimioterapia  em camundongo 
com   melanoma   implantado   -   7   dias   após  o 
tratamento 2otumor cresce à esquerda do tratado. 

Figura  23 -Eletroquimioterapia em camundongo 
com melanoma implantado - 1 dia após do 
segundo tumor ser tratado. 

Figura  24 -Eletroquimioterapia em 
camundongo com melanoma 
implantado - 12 dias após 1a seção 

Figura  25 -Eletroquimioterapia em 
camundongo com melanoma 
implantado - 20 dias após 1a seção. 

Figura  26 -Eletroquimioterapia 
em camundongo com melanoma 
implantado - 27 dias após 1a 
seção. 
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 Nesse experimento foi feito acompanhamento diário da evolução da resposta 

ao tratamento eletroquimioterápico. As diferenças entre os grupos CT, EP e 

QUIMIOforam significativasem relação ao grupo EQT e estão evidenciadas na figura 

27 abaixo. 

 

 

 

 

 

5.2      Resultados dos experimentos in vitro 

 Este seção se destina a apresentação dos resultados dos experimentos in 

vitro. As seções subsequentes são específicas para cada uma técnicas e linhagens 

utilizadas nos modelos experimentais. 

 

5.2.1 Resultados dos experimentos envolvendo a linhagem de melanoma B16/BL6 

 Agora serão apresentados os resultados dos experimentos para a linhagem 

B16/BL6 de todas as técnicas empregadas no estudo. 

 

 

Figura  27 -Gráfico comparativo diário do volume tumoral entre os grupos – os tumores foram tratados no 
dia 0 e seu volume medido diariamente por quinze dias para avaliação da resposta à terapia. 
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5.2.1.1 Imunofluorescência para Cx 26 

  A titulação utilizada para esta técnica foi de 1:20 de anticorpo primário contra 

Cx 26, o que representa uma grande quantitade de anticorpo para marcação. 

Mesmo com essa alta titulação observamos apenas uma leve marcação nos 

diferentes grupos que representam os diferentes tempos após eletroporação. As 

marcações verde representam as marcações da Cx26, em vermelho representam a 

β-actina e a em azul o núcleo. Nesta técnica foram avaliadas as marcações da Cx26 

nos diferentes tempos. O que podemos observar é que a localização da Cx26 nessa 

linhagem é subcelular e não em membranas onde formariam junções GAP. As 

figuras 28 e 29mostram as marcações das Cx26 no grupo controle e tempo 3 horas 

após a eletroporação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A B 

  

Figura  28 - A figura 28 apresenta a marcação para 
Cx26  (em verde)  no grupo controle. A marcação em 
vermelho representa a marcação da β-actina e a azul 
representa o núcleo. A  imagem apresenta  marcação 
intracitoplasmática. (objetiva 40x) 

Figura   29  -  A  figura  29  apresenta a marcação para 
Cx26  (em verde)  no  grupo  t3  (tempo  3  horas  após 
eletroporação). A marcação em vermelho representa a 
marcação  da  β-actina e a azul representa o núcleo. A 
imagem                        apresenta                    marcação 
intracitoplasmática.(objetiva 40x) 
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5.2.1.2          Western blot para Cx 26 na linhagem B16/BL6 

 As seções subsequentes apresentam todos os resultados referentes à técnica 

de western blotpara Cx 26 na linhagem B16/BL6. 

 
5.2.1.2.1     Quantificação de proteínas totais 

 O desenvolvimento da técnica de western blotexige que as amostras de 

proteínas sejam quantificadas para posterior homogeneização antes da corrida.  

Para o experimento, diferentes tempos após o processo de eletroporação foram 

observados. As amostras consideradas foram a no tempo zero (imediatamente após 

o processo de eletroporação), meia hora após a eletroporação, uma hora, uma hora 

e meia, duas horas, quatro e seis horas. Uma amostra controle, onde ocorre apenas 

a colocação do eletrodo sem a aplicação dos pulsos elétricos também foi realizada. 

Seis amostras de cada tempo foram realizadas para as duas linhagens de células 

(B16/BL6 e B16/F10). Como podemos observar na figura 30 abaixo o tempo meia 

hora e uma hora apresentaram diminuição na quantidade de proteínas totais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 30 - Proteínas totais das amostras da linhagem B16/BL6 
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5.2.1.2.3  Quantificação da Cx26 através da analise densitométrica das          

membranas para linhagem B16/BL6 

 Conforme podemos observar na figura 32 o único grupo que apresenta 

diferença significativa de quantidade de proteínas após a realização da análise 

densitométrica das marcações nas membranas da técnica de western blot foi o 

grupo onde se extraiu o mRNA meia hora após a aplicação do campo elétrico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  32- Gráfico da densitometria das marcações das membranas de western blot para cx26. 
Podemos observar que o grupo onde foi extraído o mRNA meia hora após a aplicação do campo 
elétrico foi o único onde se pôde observar uma redução com diferença significativa com os demais 
grupos. 
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5.2.1.3          PCR em tempo real para Cx 26 

 As seções subsequentes apresentam os resultados referentes à técnica de 

PCR em tempo real para a Cx 26 na linhagem de células B16/BL6.  

 

5.2.1.3.1 Determinação dos níveis de transcrição de mRNA da Cx26 na 

linhagem B16/BL6 submetidas a eletroporação através da técnica de real time PCR. 
 

  A avaliação estatísticados resultados do PCR em tempo real da linhagem 

B16/BL6 mostraram que após a aplicação do campo elétrico ocorre uma diminuição 

significativa na quantidade de mRNA para Cx26. No tempo zero após a aplicação do 

campo elétrico a quantidade de mRNAse mantêm  e a partir do tempo ½ hora após a 

aplicação do campo elétrico os níveis caem drasticamente. Após este tempo os 

níveis se reestabelecem e se sustentam até 5 horas após a aplicação do campo. 

Estes resultados podem ser observados na figura 33 abaixo.  

 

Gráfico dos níveis de expressão de mRNA do gene Cx26 

em células 

 B16/BL6 cultivadas in vitro 

N
ív

e
l 

d
e

 
E

x
p

re
ss

ã
o

 
d

e
 

m
R

N
A

 

Tratamentos 

Control 0 1/2 1 3 5 

Figura  33- Níveis de expressão de RNAm para Cx26 em diferentes tempos após a eletroporação 
observados através da técnica de PCR em tempo real em células da linhagem de melanoma B16/BL6. 
Podemos observar que o grupo onde foi extraído o mRNA meia hora após a aplicação do campo elétrico 
foi o único onde se pôde observar uma redução com diferença significativa com os demais grupos. 
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5.2.1 Resultados dos experimentos envolvendo as linhagens de pulmão E9 e E10. 

 A seguir são apresentados todos os resultados referentes aos experimentosin 

vitro realizados nas linhagens de células de pulmão E9 e E10. 

 

5.2.2.1      Imunofluorescência para Cx 43 na linhagem E10 

 A técnica de Imunofluorescência para Cx 43 mostrou que a linhagem de 

células E10 apresenta imunomarcação para Cx 43 em membrana a também em 

citoplasma em todos os grupos. As figuras 34, 35, 36, 37, 38 e 39 abaixo mostram 

as imunomarcações para Cx 43 referentes aos grupos controle, T0, T1/2, T1, T3 e T5. 

 

Figura 34- Imunomarcação para Cx 43 no grupo controle na linhagem E10. 
Podemos observar tanto marcação em membrana quanto marcação em citoplasma. 
As imagens em cor vermelha representam a marcação da Cx 43 e em azul o 
núcleo. (objetiva 40x) 

. 
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Figura 35- Imunomarcação para Cx 43 no grupo t0 na linhagem E10. Podemos 
observar tanto marcação em membrana quanto marcação em citoplasma. As 
imagens em cor vermelha representam a marcação da Cx 43 e em azul o 
núcleo.(objetiva 40x) 

 

Figura 36- Imunomarcação para Cx 43 no grupo t1/2 na linhagem E10. Podemos 
observar tanto marcação em membrana quanto marcação em citoplasma. As 
imagens em cor vermelha representam a marcação da Cx 43 e em azul o núcleo. 
(objetiva 40x) 
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Figura 37- Imunomarcação para Cx 43 no grupo t1 na linhagem E10. Podemos 
observar tanto marcação em membrana quanto marcação em citoplasma. As 
imagens em cor vermelha representam a marcação da Cx 43 e em azul o núcleo. 
(objetiva 40x) 

 

Figura 38- Imunomarcação para Cx 43 no grupo t3 na linhagem E10. Podemos 
observar tanto marcação em membrana quanto marcação em citoplasma. As 
imagens em cor vermelha representam a marcação da Cx 43 e em azul o 
núcleo.(objetiva 40x) 
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FIGURA 39Imunomarcação para Cx 43 no grupo t5 na linhagem E10. Podemos 
observar tanto marcação em membrana quanto marcação em citoplasma. As 
imagens em cor vermelha representam a marcação da Cx 43 e em azul o 
núcleo.(objetiva 40x) 
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5.2.2.2           Imunofluorescência para Cx43 na linhagem E9 

 As imagens de imunofluorescência para Cx 43 na linhagem E9 mostraram 

uma marcaçãopredominantementeem membrana, embora também possamos 

observar marcação subcelular, possivelmente em citoplasma. Essas diferenças de 

marcação são visualizadas principalmente entre as imagens dos grupos ct, t0, t3, t5 e 

dos grupos t1/2 e t1. Enquanto os grupos ct, t0, t3 e t5 apresentam marcações 

predominantemente em membrana no grupo t1/2 já se evidencia uma maior 

marcação em citoplasma, além da presença de marcação em membrana também. O 

grupo t1/2 apresenta imagem com marcação predominantemente em citoplasma. 

Podemos observar nas figuras 40, 41, 42, 43, 44 e 45essas diferenças de marcação. 

 
Figura 40- Imunomarcação para Cx 43 no grupo ct na linhagem E9. Podemos observar uma 
marcação predominante em membrana.  As imagens em cor vermelha representam a 
marcação da Cx 43 e em azul o núcleo.(objetiva 40x) 
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Figura 41- Imunomarcação para Cx 43 no grupo t0 na linhagem E9. Podemos 
observar uma marcação predominante em membrana.  As imagens em cor 
vermelha representam a marcação da Cx 43 e em azul o núcleo.(objetiva 40x) 

Figura 42- Imunomarcação para Cx 43 no grupo t1/2 na linhagem E9. Podemos 
observar uma marcação predominante em membrana, porém com um aumento de 
marcação em citoplasma.  As imagens em cor vermelha representam a marcação 
da Cx 43 e em azul o núcleo. (objetiva 40x) 
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Figura 43- Imunomarcação para Cx 43 no grupo t1 na linhagem E9. Podemos 
observar marcação somente em citoplasma.  As imagens em cor vermelha 
representam a marcação da Cx 43 e em azul o núcleo. (objetiva 40x) 

Figura 44- Imunomarcação para Cx 43 no grupo t3 na linhagem E9. Podemos 
observar uma marcação predominante em membrana.  As imagens em cor 
vermelha representam a marcação da Cx 43 e em azul o núcleo. (objetiva 40x) 
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Figura 45- Imunomarcação para Cx 43 no grupo t5 na linhagem E9. Podemos 
observar uma marcação predominante em membrana.  As imagens em cor 
vermelha representam a marcação da Cx 43 e em azul o núcleo. (objetiva 40x) 
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5.2.2.3          Western blot para Cx 43 na linhagenE10 

 A seguir serão apresentados os resultados referentes à técnica de western 

blotparaCx 43 na linhagem de pulmão E10. 

 

5.2.2.3.1      Gel e Membranas para linhagem E10 

 O gel e membranas da técnica de western blot, presentes na figura 46 abaixo, 

apresentam uma marcação homogênea e as marcações para Cx 43 e β-actina 

respectivamente. Na membrana de western blot,é possível observar uma diminuição 

na imunomarcaçãoparaCx 43 nos tempos t1/2 e t1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ct                       t0                     t½                     t1       t3     t5 

 

 

Cx43 

β-actina 

 

Figura  46 - Gel de poliacrilamida e imunomarcação na membrana de western blot para 
Cx43 na linhagem E10, tendo como controle endógeno a β actina. A imunomarcação para 
Cx 43 nos tempos t1/2 e t1 foram diminuídas. 

 

Gel de 

poliacrilamida 
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5.2.2.3.2    Quantificação da Cx43 através da analise densitométrica das 

membranas para linhagem E10 
 

 Com os resultados desta técnica pôde-se observar que a avaliação 

densitométrica das membranas para aCx 43 na linhagem de células E10, uma 

linhagem não neoplásica, não apresentou diferença significativa entre os diferentes 

tempos após o processo de eletroporação, conforme nos mostra a figura 47abaixo. 

A avaliação denistométrica foi feita comparando-se o pico de intensidade da 

marcação da cx43 com o pico do controle endógeno, no caso a β-actina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data Table-1

CT 0 1/2 1 2 e 1/2 6
0.0

0.5

1.0

1.5
CT
0
1/2
1
2 e 1/2
6

Cx43 – linhagem E10 

Figura 47 - Avaliação da interferência da eletroporação na cx43 em diferentes tempos 
após a aplicação do campo elétrico. Podemos observar que não há diferença 
significativa entre os diferentes tempos (p<0,05). 

3 
5 

5 3 

Tempo (horas)  

Densitometria Cx43 
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5.2.2.4          Western blot para Cx 43 na linhagen E9 

 A seguir serão apresentados os resultados referentes a técnica de western 

blotpara Cx 43 na linhagem neoplásica de pulmão E9. 

 

5.2.2.4.1      Gel e Membranas para linhagem E9 

 O gel e membranas da técnica de western blot, presentes na figura 48 abaixo, 

apresentam uma marcação homogênea e as marcações para Cx 43 e β-actina 

respectivamente. Na membrana de western blot,é possível observar uma diminuição 

marcante na imunomarcaçãopara Cx 43 apenas no tempo  tempos t1/2. O tempo t1 

também apresenta uma diminuição sutil na marcação para Cx 43. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CT 0                 ½               1                3                5 

Cx43 

β-actina 
 

 

Gel de 

poliacrilamida 

Figura  48 -Gel de poliacrilamida e imunomarcação na membrana de western blot 
para Cx43 na linhagem E9, tendo como controle endógeno a β actina. A marcação 
para Cx 43 no tempo t1/2, foisensilvemente diminuída e no tempo t1 teve diminuição 
sutil. 

. 
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5.2.2.4.2 Quantificação da Cx43 através da analise densitométrica das membranas 

para linhagem E9 
 

 Com os resultados desta técnica pôde-se observar que a avaliação 

densitométrica das membranas para a Cx 43 na linhagem de células E9, uma 

linhagem neoplásica, apresentou diferença significativa apenas entre os tempos t1/2 e 

t1e os demais grupos após o processo de eletroporação, conforme nos mostra a 

figura 49abaixo. A avaliação denistométrica foi feita comparando-se o pico de 

intensidade da marcação da cx43 com o pico do controle endógeno, no caso a β-

actina. 

 

 

Data Table-1

CT 0 1/2 1 2,5 6
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Cx43 – linhagem E9 
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Figura 49 - Avaliação da interferência da eletroporação na cx43 em diferentes tempos 
após a aplicação do campo elétrico. Podemos observar que há diferença 
significativa somente entre os tempos t1/2 e t1 e os demais grupos (p<0,05). 
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5.2.2.5          PCR em tempo real para Cx 43na linhagen E10 

 Na sequencia são apresentados os resultados da técnica de PCR em tempo 

real para a Cx 43 na linhagem de pulmão E10. 

 

5.2.2.4.3        Extração e quantificação do mRNA total das amostras da linhagem de 

células E10 

 As amostras demonstraram quantidade de mRNA total suficiente segundo 

avaliação no biofotômetro conforme tabela3descrita abaixo.  

 

 Linhagem de células E10 

Tempo após 

EP 
Concentração total de mRNA (ng/µl) 

CT 256 255 276 244 213 226 

0 223 272 265 219 241 281 

½ 178 195 179 186 174 210 

1 273 269 265 259 278 246 

3 146 143 186 178 165 154 

5 186 175 186 182 156 191 

 

Tabela3- Tabela de concentração de mRNA total para a linhagem de células E10  .  
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5.2.2.5.2   Resultados do PCR em tempo real para Cx43 na linhagem de células 

E10. 

 Os resultados da técnica de PCR em tempo real para Cx 43 mostram que a 

partir do tempo t1/2 após a eletroporação ocorre um aumento significativo na 

transcrição de RNAm para Cx 43 que se sustenta no tempo t1. Em t3 ocorre um pico 

de transcrição.No tempo t5é observada avolta aos níveis dos tempos t1/2 e t1.A figura 

50 abaixo evidencia estes resultados. 

Expressão mRNA Cx43 E10
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 Figura 50 -Avaliação da interferência da eletroporação na transcrição de RNAm 
para cx43 em diferentes tempos após a aplicação do campo elétrico. Podemos 
observar que há um aumento da transcrição no tempo t1/2 que se sustenta em t1. No 
tempo t3 ocorre um pico de transcrição, que volta aos valores de t1/2 e t1 no tempo 
t5(p<0,05). 



 100

5.2.2.6          PCR em tempo real para Cx 43 na linhagenE9 

 Na sequencia são apresentados os resultados da técnica de PCR em tempo 

real para a Cx 43 na linhagem de pulmão E9. 

 

5.2.2.6.1  Extração e quantificação do RNAm total das amostras da linhagens de 

células E9 

As amostras demonstraram quantidade de RNAmtotal suficiente segundo avaliação 

no biofotômetro conforme tabela4descrita abaixo. 

 

 

 

 Linhagem de células E9 

Tempo após 

EP 
Concentração de RNAm (ng/dl) 

CT 258 222 206 198 265 244 

0 323 293 250 228 213 285 

½ 454 389 312 375 269 287 

1 233 244 281 232 217 245 

3 240 248 213 220 278 261 

5 169 172 215 234 210 195 

 

TABELA 4- Tabela de concentração de RNAm total para a linhagem de células E9  .  
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5.2.2.6.2     Resultados do PCR em tempo real para Cx43 na linhagem de células 

E9. 

 Os resultados da técnica de PCR em tempo real mostram que a partir do 

tempo t0após a eletroporação ocorre um pico na transcrição de mRNA para Cx 43 

que se sustenta no tempo t1/2. Em t1 ocorre uma diminuição drástica na transcrição 

de mRNA para Cx 43. No tempo t3é observada avolta aos níveis dos tempos t1/2 e t0 e 

em t5 a diminuição drástica visualizada em t1 ocorre novamente. A figura 50 abaixo 

evidencia estes resultados. 
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Figura 51 - Avaliação da interferência da eletroporação na transcrição de mRNA 
para cx43 em diferentes tempos após a aplicação do campo elétrico. Podemos 
observar que há um aumento da transcrição no tempo t0 que se sustenta em t1/2. No 
tempo t1 ocorre uma diminuição drástica nos níveis de transcrição. Em t3 os níveis 
voltam a valores semelhantes ao pico encontrado em t0. Em t5 volta a acontecer 
diminuição drástica nos níveis de transcrição de maneira semelhante a encontrada 
em t3.  
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6   DISCUSSÃO 

 

 Desde o inicio da década de 70, quando se descreveu o fenômeno de 

eletroporação, até o presente momento, muitos trabalhos de pesquisa têm sido 

feitos no sentido de se melhor compreender o fenômeno. Hoje a técnica é 

amplamente utilizada como ferramenta para realização de transfecção gênica em 

laboratórios e com boa perspectiva de futuras aplicações clínicas através da terapia 

gênica. Há aproximadamente duas décadas o fenômeno vem sendo estudado para 

utilização na eletroquimioterapia, uma nova terapia contra o câncer, sendo que há 

cerca de 4 anos a técnica foi padronizada para utilização na comunidade Européia. 

Hoje ela é desenvolvida em mais de 60 centros de tratamento contra o câncer 

(MIKLAVCIC et al., 2010). Especificamente na técnica de eletroquimioterapia, 

embora os mecanismos principais envolvidos na técnica estejam evidentes, o efeito 

predominantemente seletivo que se observa ao tecido neoplásico, quando a 

administração do agente antineoplásico ocorre por via intravenosa, ainda é motivo 

de investigação. As figuras 52, 53, 54 e 55 abaixo evidenciam a intrigante 

seletividade da eletroquimioterapia ao tecido neoplásico quando a administração do 

antineoplásico se dá por via intravenosa (MIR, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura  52 – Imagem mostra melanoma em cavidade oral 
antes da sessão de eletroquimioterapia. A linha pontilhada 
amarela representa o local de aplicação dos pulsos 
elétricos para eletroquimioterapia. A abordagem é feita 
tratando as margens do tumor com objetivo de tratar as 
possíveis infiltrações neoplásicas. 

Figura 5 3 – Imagem de 4 semanas após o 
tratamento mostra que embora tenha sido 
feita margem de segurança com 
eletroquimioterapia, macroscopicamente  a 
destrição se deu somente no local onde 
existia a formação. Isso evidencia a 
seletividade da ECT ao local da neoplasia. 
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  Uma das motivações deste trabalho foi no sentido de se observar os 

possíveis diferentes comportamentos, em relação à expressão gênica, frente ao 

desafio da eletroporação, das células neoplásicas e não neoplásicas e estabelecer 

uma possível correlação com o efeito seletivo da eletroquimioterapia observado em 

experimentos in vivo e clinicamente. Antes de realizarmos os experimentos in vitro, 

então foram realizados os experimentos com eletroquimioterapia in vivo justamente 

para vivenciarmos todas as alterações encontradas na literatura. Assim nossas 

observações e inferências não viriam somente das publicações científicas, mas 

também de nossa própria experiência. Isso trouxe muito mais concretude ao 

desenvolvimento do trabalho, além de nos proporcionar a oportunidade de 

desenvolvermos o “know how” com eletroquimioterapia. 

 Os resultados encontrados nos experimentos in vivo, foram coerentes aos 

encontrados por outros grupos de pesquisa. Os 82% de resposta objetiva 

alcançados pelo experimento são bem semelhantes aos encontrados na literatura. 

Os 25% de resposta completa obtidos foram menores do que aqueles encontrados 

em outros trabalhos, porém como em nosso experimento a via de administração do 

agente antineoplásico foi intratumoral essa diminuição era esperada, uma vez que 

 
Figura 5 4 – Imagem mostra mastocitoma em 
região de orelha de cão. A linha pontilhada 
amarela representa o local de aplicação dos 
pulsos elétricos. Foi tratada quase que a orelha 
inteira do cão. 

 
Figura 5 5 – Imagem mostra que somente no local da 
formação em regiões adjacentes bem próximas houve a 
formação de cicatriz, evidenciando desta forma a seletividade 
da eletroquimioterapia ao tecido neoplásico. 
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uma distribuição homogênea por toda neoplasia é dificultada, diminuindo a eficiência 

da terapia. O modelo experimental por nós utilizado, o melanoma da linhagem 

B16/F10 é altamente infiltrativo e isso também interferiu nos resultados, pois onde 

não havia distribuição do agente antineoplásico não havia resposta (HELLER et al., 

1997). Com o experimento pudemos observar também as características clínicas 

descritas em outros experimentos, como a formação de edema, ulcerações e crostas 

no entorno da formação, evidenciando a destruição da neoplasia (MIR, 1994; MIR et 

al., 1997). Outro efeito importante observado durante as sessões foram as 

contrações musculares descritas na literatura(MIKLAVCIC et al., 2005). Tal efeito 

não promoveu nenhuma alteração clínica durante o período em que os animais 

estiveram monitorados, que coincidiu com o fim dos experimentos. O efeito seletivo 

ao tumor também pode ser observado conforme se pode observar nas figuras 56 e 

57. Enfim nossos resultados tanto confirmaram que a realização do procedimento de 

eletroquimioterapia foi feito de maneira correta como corroboram a alta eficiência da 

técnica no tratamento de neoplasias localizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

A sequência do projeto foi o desenvolvimento dos experimentos in vivo. Neles foram 

feitas as avaliações de interferência da eletroporação na expressão de Cx 26 para a 

linhagem de melanoma B16/BL6 e da Cx 43 para as linhagens de pulmão E10 (não 

neoplásica) e E9 neoplásica. O foco no estudo das conexinas foi em virtude da 

importância que essa família de genes vem ganhando na pesquisa oncológica. Os 

  
Figura 56 – Formação do melanoma da linhagem 
B16/BL6 implantado em camundongo C57/bl6. A 
linha tracejada amarela indica onde foi aplicado o 
campo para eletroquimioterapia 

Figura 5 7 – Dois dias após a sessão de 
eletroquimioterapia podemos observar que a 
destruição se deu predominantemente no local da 
formação. 
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genes que codificam para conexinas têm sido considerados genes supressores 

tumorais, ou mesmo participantes do processo de disseminação de neoplasias, de 

acordo com a fase de progressão tumoral e podem ser chave para o 

desenvolvimento de novos marcadores prognostico e novas terapias (NOMURA et 

al., 2010) contra o câncer. As hipóteses levantadas a este respeito dizem que a 

expressão de conexinas podem ser marcadores prognósticos tanto para o 

desenvolvimento de câncer em indivíduos sem a doença, ou em processos iniciais 

(displasias e neoplasias benignas) quanto para o potencial de metástase da doença 

em indivíduos já acometidos pelo câncer. Com relação aos possíveis tratamentos se 

imaginam possibilidades de utilização de drogas ou mesmo terapia gênica para 

aumentar ou diminuir a expressão de Cxs em neoplasias com o objetivo de diminuir 

o crescimento ou mesmo o potencial metastático. A eletroporação vem ganhando 

espaço como um vetor não viral utilizado para realização de transfecção gênica 

(FAURIE et al., 2010). Tanto nas hipóteses de utilização como marcadores 

prognostico quanto na utilização como terapias devido ao comportamento 

heterogêneo de expressão de conexinas em neoplasias e suas implicações, ainda 

não se chegou a resultados mais concretos que indiquem de maneira segura suas 

aplicações. Uma aplicação mais promissora das conexinas em terapia é a 

associação com o efeito bystander no reestabelecimento de canais intercelulares 

para entrega de drogas e pró-drogas dentro das células tumorais. (KANDOUZ; 

BATIST, 2010; NAUS; LAIRD, 2010). Dada essa importância nos estudos de 

oncologia os próximos experimentos têm a importância de avaliar as possíveis 

interferências da eletroporação na expressão desses genes. 

 Primeiramente o modelo experimental utilizado foi a linhagem de melanoma 

B16/BL6, uma linhagem que segundo a literatura tem expressão abundante de Cx 

26 com níveis maiores inclusive que ao do tecido hepático. (ITO et al., 2002). Os 

resultados para essa linhagem com a técnica de imunofluorescência para a Cx 26 

apontam ausência de marcação em membrana e marcação intracitoplasmática. A 

possível localização intranuclear não pode ser excluída através desta técnica uma 

vez que avaliamos uma imagem em duas dimensões de uma situação que está em 

três dimensões. A ausência de marcação para conexinas em membrana está de 

acordo com trabalhos realizados que apontam justamente para ausência de 

formação de junções gap entre os melanócitos neoplásicos para esta mesma 
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linhagem, B16/BL6 (ITO et al., 2002). Não houve diferença de marcação entre os 

grupos. Os resultados com a técnica de western blot mostram que a interferência da 

eletroporação ocorreu de maneira transiente nos grupos t1/2 e t1. A diminuição na 

expressão de proteínas e também nos níveis de transcrição de RNAm são coerentes 

com a idéia de que quanto menos RNAm a ser traduzido menos síntese de 

proteínas ocorreria. Embora esse pensamento seja simplório, uma vez que entre a 

transcrição de conexinas e a síntese das proteínas existe um longo percurso, uma 

vez que os principais fatores envolvidos, no caso a tradução e degradação (DE 

SOUSA ABREU et al., 2009) não tenham sofrido nenhuma alteração o argumento 

poderia ser válido.  Após o grupo t1 os demais grupos apresentaram níveis 

semelhantes aos apresentados pelo grupo controle. Isso além de ser coerente com 

a característica transiente dos eletroporos formados no experimento, pode ser um 

indício que os processos de síntese e degradação ou estejam íntegros ou já se 

restituíram.  A respeito da restituição das membranas, já foi mensurado que cerca de 

50% das células da linhagem B16 tem sua membrana reconstituída em cerca de 5 

minutos após a exposição eletroporação reversível, e todas as células têm suas 

membranas reconstituídas dentro de 30 minutos (KANDUSER et al., 2006).  

 Os próximos experimentos foram feitos com o objetivo de se comparar os 

possíveis efeitos de interferência na expressão das conexinas entre uma linhagem 

de células não neoplásicas e outra neoplásica de mesma origem.  As células 

epiteliais de pulmão E10 e as transformadas E9 foram submetidas às mesmas 

condições experimentais para que fizéssemos uma analise comparativa entre elas. 

A linhagem de pulmão não transformada apresentou resultados diferenciados dos 

apresentados pela linhagem neoplásica. A técnica de imunofluorescência para Cx 43 

mostrou uma marcação bem evidente e predominante em membranas na linhagem 

neoplásica E9. Isso corrobora a idéia da participação das conexinas e junções gap 

nos processos de disseminação e metástase apresentados por alguns grupos de 

pesquisa (CARYSTINOS et al., 2001; ZHANG et al., 2001; ITO et al., 2002; HAASS 

et al., 2004; SAITO-KATSURAGI et al., 2007; HAASS et al., 2010; NAUS; LAIRD, 

2010). Uma diferença observada foi a diminuição acentuada de marcação em 

membrana e aumento da marcação em citoplasma no tempo t1/2. Nesse grupo foi 

observada uma diminuição de proteínas conforme descrito na sequencia. Essa 

alteração poderia estar evidenciando o trafego desde sua síntese em reticulo 
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endoplasmático rugoso, oligomerização em conexon no complexo de Golgi e trafego 

através dos microtúbulos até a membrana citoplasmática das novas conexinas 

sintetizadas para formação da placa juncional (SEGRETAIN; FALK, 2004). Na 

linhagem E10 as marcações da imunofluorescência para Cx 43 foram em 

membranas, porém com marcações também em citoplasma. As células da linhagem 

E10 não apresentaram diferença na imunofluorescência para conexina 43 entre os 

diferentes grupos. As figuras 58, 59 e 60 mostram as diferentes marcações para as 

conexinas nas diferentes linhagens do trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Em relação à expressão de proteínas não houve diferença significativa entre 

os diferentes grupos, embora os grupos t1/2 e t1 tenham apresentado valores 

ligeiramente maiores que os demais grupos, fato este que não aconteceu na 

linhagem E9. A linhagem E9 apresentou comportamento semelhante ao da linhagem 

de melanoma B16/BL6, com diminuição somente nos grupos t1/2 e t1. Já em relação 

aos níveis de transcrição de RNAm a linhagem não neoplásica E10, 

interessantemente, apresentou  níveis de transcrição mais altos justamente nos 

grupos t1/2 e t1, onde se encontrou níveis de proteínas ligeiramente maiores (embora 

sem diferença significativa entre os demais grupos) pela técnica de western blot. O 

que poderíamos inferir é que a eletroporação de alguma forma sinalizaria para um 

  

Figura 58 – Marcação da 
imunofluorescência para Cx 26 
(em verde) na linhagem de 
células de melanoma B16/BL6. 
Marcação intracitoplasmática. 
(objetiva 40x) 

Figura 5 9 – Marcação da 
imunofluorescência para Cx 43 
(em vermelho) na linhagem 
neoplásica de pulmão E9.. 
Marcação predominante em 
membrana. (objetiva 40x) 

Figura 60  – Marcação da 
imunofluorescência para Cx 43 
(em vermelho) na linhagem não 
neoplásica de pulmão E10. 
Marcação predominante em 
membrana, porém também há 
marcação evidente em 
citoplasma. (objetiva 40x) 
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aumento de transcrição de RNAm para a Cx 43 que não chega a interferir de 

maneira significativa nos níveis de proteínas. Essa sinalização poderia vir por meio 

da própria perturbação nas membranas promovida pela formação de poros. Já é 

sabido que a desagregação das células em experimentos em cultura de células 

promove a formação dos conexossomos, que são internalizados e desaparecem 

rapidamente, podendo aumentar as taxas de síntese e degradação das conexinas 

se comparadas com as células em condições fisiológicas (HERVÉ et al., 2007). A 

própria eletroporação promove o descolamento de algumas células que estão 

aderidas as placas de Petri o que também poderia desencadear um estímulo 

semelhante ao anterior. As placas juncionais uma vez formadas dificilmente são 

desfeitas sob condições fisiológicas (SEGRETAIN; FALK, 2004) e a perturbação na 

membrana promovida pela eletroporação seria a responsável por sua desagregação 

ou mesmo formação de conexossomos. 

 Os resultados da linhagem de células de pulmão E9 apresentaram resultados 

diferentes da linhagem E10 em relação ao nível de transcrição de RNAm para a Cx 

43. Os níveis de transcrição apresentaram comportamento bem heterogêneo, não 

permitindo nenhuma inferência a respeito dos mecanismos que poderiam estar 

envolvidos no padrão apresentado. Como as células neoplásicas podem apresentar 

padrões aberrantes de expressão gênica esse pode ser o fato aplicável no caso 

desta técnica. Uma evidência de tal fato pode ser o alto desvio padrão apresentado 

pelo grupo controle com a técnica de PCR em tempo real. O desvio padrão 

apresentado é da mesma ordem de grandeza da medida do nível de transcrição de 

RNAm para a Cx 43.  O fato observável que merece atenção nesse caso é que 

ambas as linhagens apresentaram comportamento semelhante de diminuição Cxs, 

em nível proteico, com uma diminuição transiente nos tempos t1/2 e t1. 

 Sob o ponto de vista geral, podemos afirmar que a eletroporação interferiu na 

expressão de conexinas.  Com a expansão da utilização da eletroporação e a 

tendência de sua utilização em aplicações clínicas a pesquisa dos efeitos da 

aplicação de campos elétricos em células e organismos vivos tem aumentado e 

alguns trabalhos têm sido produzidos nos últimos anos e a interferência do 

fenômeno de eletroporação na expressão de alguns genes já foi evidenciada em 

alguns trabalhos (LEPIK et al., 2003; MLAKAR et al., 2009). O objetivo destes 

trabalhos foi avaliar a possível interferência do fenômeno de eletroporação na 
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expressão genica de células de neoplasias malignas e seu possível potencial 

tumorigênico. Os resultados não apontaram nenhuma alteração na expressão de 

genes supressores de tumor ou oncogenes, porém foi evidenciada que a 

eletroporação seria um estímulo de extremo estresse celular. Isso foi evidenciado 

nestes trabalhos através do aumento da expressão de genes da família HSPA (heat 

shock protein) após exposição de células a campos elétricos semelhantes aos 

utilizados em eletroquimioterapia e na realização de transfecção gênica. Outro 

achado importante foi que genes envolvidos na síntese protéica estavam com baixa 

expressão (MLAKAR et al., 2009). Este último achado está em comum acordo com 

os resultados deste trabalho que também apresentaram nas linhagens neoplásicas 

baixa expressão de proteínas de maneira transiente. O que imaginamos é que a 

formação de poros na membrana prejudica de maneira significativa a homeostase 

celular, pois o desbalanço de íons entre os compartimentos extracelular e 

intracelular, a perda de ATP através dos poros, entre outros metabólitos essenciais 

ao equilíbrio da fisiologia celular acabem prejudicando a maquinaria de síntese de 

proteínas, além de ser um estimulo semelhante ao estresse térmico.  Os trabalhos 

anteriormente citados não fizeram uma analise de células não neoplásicas, porém 

os nossos resultados poderiam indicar que as células não transformadas 

conseguiriam enfrentar o desafio da eletroporação de maneira mais eficiente. As 

alterações encontradas dão indícios que as perturbações desencadeadas pelo 

fenômeno são eficientemente contornadas pelas células normais. 

 Os resultados dos estudos aqui apresentados tinham como objetivo uma 

avaliação inicial da interferência da eletroporação na expressão dos genes das 

conexinas e estabelecer uma comparação entre os comportamentos de genótipos 

neoplásicos e não neoplásicos in vitro. Temos ciência que o que encontramos 

remetem a muitas outras perguntas e com certeza mais trabalhos podem ser 

desenvolvidos na sequencia deste para ajudar a elucidar os motivos da interferência 

da eletroporação na expressão genica e os efeitos desencadeados de acordo com a 

família de genes que apresentem alterações. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 Diante dos resultados obtidos pelo presente trabalho de pesquisa podemos 

concluir que o fenômeno de eletroporação interfere na expressão de conexinas de 

maneira transiente . Outro apontamento é que uma linhagem neoplásica não 

apresenta as mesmas alterações após a eletroporação que uma linhagem não 

transformada. Os mecanismos envolvidos tanto no comportamento transiente das 

alterações encontradas quanto nos diferentes comportamentos entre células 

neoplásicas e não neoplásicas, embora tenham sido sugeridos em parte na 

discussão, não foram objetivos deste trabalho e ainda precisam ser elucidados.  
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