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RESUMO

GOMES, Marina das Neves. Atividade antitumoral de correntes elétricas continuas:
avaliacdo do potencial mutagénico e genotéxico. Rio de Janeiro. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Rio de Janeiro, 2010.

O cancer é um grande desafio para a ciéncia, visto que a cura de muitos tipos
de tumores ainda nédo foi descoberta. Além disso, os tratamentos atuais apresentam
muitos efeitos colaterais e ndo apresentam seletividade ou especificidade para as
células tumorais. Isto motiva a busca por novas terapias antitumorais, como a
eletroterapia tumoral (ETT), a qual utiliza uma corrente elétrica continua de baixa
intensidade (CE) para a destruicdo de tumores. Na ETT uma fonte de CE é utilizada
e eletrodos sédo inseridos no tumor, causando uma série de danos que parecem ser
decorrentes principalmente dos produtos de eletrélise gerados. Muitos resultados
promissores com ETT tém sido publicados na literatura a partir de estudos in vivo e
in vitro. Entretanto, ndo existem estudos que avaliem o potencial mutagénico ou
genotdxico da estimulacéo elétrica. No presente trabalho este potencial foi avaliado
através de ensaios convencionais de mutagenicidade e genotoxicidade. Para tanto,
células procariodticas e eucarioticas foram submetidas a um sistema experimental
que permite avaliar os efeitos celulares da estimulacdo anddica, catodica e do fluxo
eletroidnico gerados por 2mA de CE. A sobrevivéncia celular apds a estimulagéo
elétrica das seguintes cepas de E. coli K12 foi avaliada: cepa selvagem (AB1157),
cepa deficiente no reparo por excisdo (AB1886/uvrA6) e cepa deficiente no reparo
recombinacional (AB2463/recA13). Os resultados experimentais indicaram que todas

as cepas bacterianas apresentaram respostas semelhantes ao estimulo elétrico
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indicando que tais estimulos ndo induziram lesdes reparaveis pelos sistemas uvrA
ou recA. A sensibilidade de células eucariéticas (Saccharomyces cerevisiae,
FF18733) ao estimulo elétrico também foi avaliada e os resultados indicaram que tal
estimulo ndo induz alteracées no material genético destas leveduras. Para avaliar a
capacidade mutagénica da CE, o teste de resisténcia a rifampicina, com a cepa
AB1157 foi realizado. A auséncia de mutacdo no gene bacteriano que confere
resisténcia a rifampicina (rpoB) indicou a preservacao do DNA bacteriano. Os testes
genotoxicos realizados com bacteriéfagos A eletroestimulados e utilizados para
infectar as bactérias selvagens e mutantes (AB1157, AB1886 e AB2463) indicaram
auséncia de alteragcbes no DNA viral ou geracdo de lesdes diferentes das que
podem ser reparadas por excisdo e/ou recombinacdo. Da mesma forma, mas
utilizando o protocolo onde a cepa WP2s(L) foi eletroestimulada, novamente foi
possivel verificar a auséncia de danos genotéxicos induzidos por CE. Os resultados
obtidos no presente trabalho nos permitiram concluir que o estimulo elétrico com 2
mA de corrente continua ndo € capaz de induzir lesdes mutagénicas e/ou

genotoxicas nos modelos celulares estudados.
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ABSTRACT

GOMES, Marina das Neves. Antitumor activity of direct electric current: an evaluation of
mutagenic and genotoxic potentials. Rio de Janeiro. Master's Thesis in Pharmaceutical
Sciences. Pharmacy Faculty, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2010.

Cancer is a major challenge to science, since the cure of many types of
tumors has not yet been found. Moreover, the current treatments present many side
effects and no selectivity or specificity for tumor cells. This lack of suitable treatments
calls for new antitumor therapies, such as Electrotherapy (ETT) which employs a low
direct electric current (DC) for tumor destruction. In the ETT a DC source is use and
electrodes are inserted into the tumor, causing damage which appears to result from
the generation of electrolysis products. Many promising results using ETT have been
published in the literature from in vivo and in vitro studies. However, no studies to
date have evaluated the mutagenic and genotoxic potentials of electric stimulation.
The present work aims to assess these potentials through traditional mutagenesis
and genotoxicity protocols. For this purpose, prokaryotic and eukaryotic cells were
submitted to an experimental approach that allows the evaluation of the cellular
effects of anodic, cathodic and electro-ionic stimuli generated by 2mA of DC. Cell
survival of three different strains of E. coli K12 was evaluated after DC stimulation:
wild type strain (AB1157), strain deficient in excision repair (AB1886/uvrA6) and
strain deficient in recombinational repair (AB2463/ecAl13). The experimental results
show that all bacterial strains had similar response to DC, suggesting that this
stimulation did not induce reparable damage by uvrA or recA systems. The sensibility
of eukaryotic cells (Saccharomyces cerevisiae, FF 18733) to DC was also evaluated,

showing that no alterations occurred in the genetic material of these yeasts. The



mutagenic potential of DC was investigated in AB1157 cells through rifampin
resistance test. This assay indicated that DC stimulation did not induce any damage
to the bacterial gene which confers resistance to rifampin (gene rpoB). The genotoxic
tests carried out with DC-treated bacteriophages used to infect wild (AB1157) and
mutant bacteria (AB1886, AB2463) showed no alteration in viral DNA or generation
of lesions that cannot be reparable by excision and/or recombination. Similarly, the
use of another protocol in which strain WP2s(1) was stimulated confirms the absence
of DC genotoxicity. The results obtained from the present work allow us to conclude
that 2 mA of DC is not able to induce mutagenic and/or genotoxic lesions in the

cellular models studied.
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1 INTRODUCAO

A descoberta da eletricidade ocorreu em etapas, comecando com a
producdo de cargas estaticas sobre bulbos de vidro no inicio do século XVIII,
passando pelos diferentes meios de producdo de corrente elétrica — como a
pilha voltaica — até os meios cada vez mais sofisticados de variar e reverter tais
correntes.

Uma forma de uso da eletricidade, datada de 2.750 a. C., era o alivio da
dor, por meio da aplicacdo de peixes elétricos, com o intuito de causar
dorméncia. J& em meados do século XVIII, com estudos de Benjamin Franklin,
foram criadas maquinas eletrostaticas, usadas na medicina no lugar de
organismos vivos. No final do século XVIII Galvani realizando estudos em
coxas de ra, descobriu que musculos e células nervosas eram capazes de
produzir eletricidade originaria de reagfes quimicas. Esta eletricidade ficou
conhecida como galvanica. Na mesma época, Alessandro Volta construiu a
primeira bateria elétrica, conhecida como pilha voltaica. No inicio do século XIX
a contribuicao veio de Faraday com a compreenséo da eletrélise. Desde entéo,
correntes elétricas continuas (CE) véem sendo amplamente utilizadas
terapeuticamente (JOHN & REED, 2001).

A literatura evidencia que, os efeitos da interacdo de correntes elétricas
com o0 material biolégico sdo inumeros, tais como: i) efeito bactericida e
fungicida, atribuido a eventos eletroquimicos (RANALLI et al., 2002; VALLE et
al.,, 2007; BIRBIR et al., 2008, 2009; TIEHM et al., 2009); ii) efeito
antiinflamatorio e de regeneracdo de tecido ulcerado (HUCKFELDT et al.,
2007; TALEBI et al., 2007); iii) controle da atividade de fibroblastos no processo
de cicatrizacdo (JENNINGS et al., 2008), tendo aplicacées na ortopedia, por
acelerar a cicatrizagdo de fraturas 0sseas (CIOMBOR & AARON, 2005); iv)
atividade antitumoral que originou a eletroterapia tumoral (ETT).

Na ETT os eletrodos sdo colocados de forma invasiva, na regiao a ser

tratada, com geracdo de produtos de eletrdlise e espécies oxidantes que
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resultam na destruicdo das células (NORDENSTROM, 1983, 1984; TELLO et
al., 2004).

Associacbes a CE podem ser feitas, como a introducdo de
quimioterapicos com o0 objetivo de melhorar a resposta dos tumores tratados
(TELLO et al., 2007; SPUGNINI et al., 2009).

Entretanto, o mecanismo de acao envolvido com esta atividade
antitumoral ainda nao é totalmente compreendido e apesar dos promissores
resultados clinicos da CE e da ETT ndo existe, até o presente momento,
nenhum estudo que comprove ou descarte 0 potencial mutagénico e/ou
genotdxico desta terapia. Nesse sentido, e com vista a ampliar os resultados
existentes sobre os efeitos induzidos por CE em organismos vivos, neste

trabalho o potencial mutagénico e genotéxico da CE foi avaliado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O corpo é composto de muitos tipos de células. Estas células crescem e
se dividem de forma controlada, para produzir mais células que sao
necessarias para manter o corpo saudavel. Quando as células se tornam
velhas ou danificadas, elas morrem e sdo substituidas por novas células.
Porém, as vezes, este processo ndao ocorre de forma normal. O material
genético (DNA) de uma célula pode ser danificado ou alterado, produzindo
mutacOes que afetam o crescimento e sua divisdo. Quando isso acontece, as
células ndo morrem, no momento que deveriam, e formam novas células,
guando o organismo nao precisa delas. Estas novas células podem formar uma
massa de tecido chamada de tumor (NCI, 2009).

Estas células tumorais passam a se comportar de forma anormal:
multiplicam-se de maneira descontrolada, mais rapidamente do que as células
normais do tecido a sua volta, invadindo-o; levam ao desenvolvimento de
microvasos, a partir de células endoteliais pertencentes a capilares situados
proximos as células neoplasicas (angiogénese). Alguns tipos adquirem a
capacidade de se desprender do tumor e de migrar, por vasos sanguineos ou
linfaticos, formando as metastases. Neste caso, sdo chamadas células
cancerosas, as quais geralmente sdo menos especializadas nas suas funcoes
do que as suas correspondentes normais e, conforme substituem as normais,
os tecidos invadidos vao perdendo suas funcfes (INCA, 2009).

Estas células alteradas podem formar o cancer e diferenciam-se de
células tumorais benignas, pois, estas formam uma massa localizada de
células que se multiplica vagarosamente e se assemelha ao seu tecido original,

raramente constituindo um risco de morte (INCA, 2009), (Figura 1).
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Células Tumorais Benignas Células Malignas

- N&o s&o cancerosas; tém - Constituem um cancer;

carater localizado:

- Invadem tecidos vizinhos

- Ndo podem se espalhar - (metastase).
por metastase

TEMPO [ >

Figura 1 - Esquema ilustrativo de tumor benigno e maligno. Adaptado de:
http://www.cancer.gov/cancertopics/understandingcancer/cancer/Slide9.

O céancer é o resultado da interacdo entre fator genético, envelhecimento
e agentes externos. Dentre 0s agentes externos estdo: os agentes fisicos
(radiac@o ultravioleta e ionizante), os agentes quimicos (amianto, componentes
do fumo do tabaco, aflatoxinas) e os agentes biolégicos (infeccbes virais,
bacterianas e parasitarias). O virus da hepatite B esta relacionado ao cancer de
figado, o papiloma virus humano (HPV) esta relacionado ao cancer cervical e
as bactérias Helicobacter pylori ao céancer gastrico. Parasitas, como
Schistosoma haematobium podem gerar cancer de bexiga (WHO, 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou dados estatisticos
acerca da incidéncia de cancer no mundo e como resultado obteve que esta é
uma das principais causas de morte, tendo sido responsavel por 7,4 milhdes
(cerca de 13 % de todas as mortes) em 2004. Segundo a OMS, estas mortes
continuardo crescendo, sendo estimado um numero de 12 milhdes de Obitos
para o0 ano de 2030. Ja o Instituto Nacional do Cancer (INCA) apresentou como
estimativa, para o Brasil a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer, no
ano de 2010.
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Os canceres mais incidentes serdo o cancer de pele do tipo né&o
melanoma, os canceres de préstata e de pulmdo, no sexo masculino, e os
canceres de mama e do colo do utero, no sexo feminino (INCA, 2009).

Os diferentes tipos de cancer irdo corresponder aos varios tipos de
células do corpo, sendo os principais os seguintes (NCI, 2009):

e Carcinoma - se inicia na pele ou nos tecidos que cobrem 6érgaos
internos;

e Sarcoma - cancer que comeca ho 0sso, cartilagem, gordura, musculo,
vasos sanguineos ou tecido conjuntivo;

e Leucemia - cancer que comeca no tecido de formacao do sangue, como

a medula 0ssea;

e Cancer do sistema nervoso central — origem nos tecidos do cérebro e da
medula espinhal.

O tratamento do cancer pode ser feito através de cirurgia, radioterapia,
guimioterapia ou transplante de medula 6ssea, sendo que em alguns casos €&
necessario combinar mais de uma modalidade. A radioterapia € um tratamento
no qual se utilizam radiacdes x e y para destruir ou impedir que as células
tumorais aumentem. A quimioterapia utiliza medicamentos quimioterapicos
antineoplasicos e o transplante de medula 6ssea é utilizado para algumas
doencas que afetam as células sanguineas, consistindo na substituicdo de uma
medula éssea doente por células normais desta, com o objetivo de reconstituir
uma nova medula (INCA, 2009).

Outros tratamentos que podem ser usados no combate ao cancer sao:
os inibidores de angiogénese, onde se elimina o fornecimento de sangue aos
tumores; as terapias bioldgicas, que atuam no sistema imunolégico; a terapia
genética; a hipertermia (tratamento de tumores com o calor); os lasers, onde se
faz uso de luz de alta intensidade; a terapia fotodindmica, onde a interagédo de
luz de comprimento de onda adequado com um composto nhao-toxico
(fotosensibizador) e oxigénio resultam em espécies reativas capazes de induzir
a morte tumoral (NCI, 2009).

Além desses, tem-se tratamentos complementares e alternativos que

sdo um grupo diversificado de produtos e praticas médicas e de saude que,
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geralmente, ndo sdo considerados parte da medicina convencional, sendo o
tratamento complementar usado junto com a medicina convencional e o
alternativo utilizado no lugar da medicina convencional. O uso de terapias
complementares e alternativas € particularmente elevado entre os pacientes
com doencas graves como cancer. Um estudo do ano de 2000, do National
Center for Complementary and Alternative Medicine demonstrou que 69 % de
453 pacientes com cancer tinham utilizado, pelo menos, uma destas duas
terapias (RICHARDSON et al., 2000). Entre as terapias complementares
podemos citar a acupuntura e a eletroacupuntura, o uso de suplementos
nutricionais, probidticos, além de terapias bioeletromagnéticas que envolvem o

uso convencional de campos eletromagnéticos (NCCAM, 2010).

2.2 ELETROTERAPIA TUMORAL

A eletroterapia tumoral consiste na passagem de corrente elétrica
continua de baixa intensidade por dois ou mais eletrodos inseridos no local,

diretamente ou proximo do tecido tumoral, com o objetivo de destrui-lo.

2.2.1 Historico da Eletroterapia Tumoral

Os estudos da eletroterapia tumoral tiveram inicio com um médico
sueco, radiologista, Bjorn E. W. Nordenstrom. Na década de 70, Nordenstrom
iniciou o tratamento de cancer de pulmé&o aplicando corrente entre dois
eletrodos de platina inseridos no tumor. Em 1983, Nordenstrém publicou um
livro com resultados do tratamento de 26 tumores pulmonares em 20 pacientes,
gue por alguma razdo ndo estavam mais aptos a receberem tratamentos
cirdrgicos ou radioterapia e quimioterapia. Como resultado, obteve uma
regressdo em 12 dos tumores, sem sinal de reaparecimento dos mesmos apos
um periodo de 2 a 5 anos (NORDENSTROM, 1983).

Nordenstrom, em 1987 levou sua experiéncia para a China, onde,
apoiado pelo governo chinés iniciou um projeto de aplicacdo desta terapia. Em

dois anos este projeto acumulou bons dados clinicos e experimentais e em
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1989 a eletroterapia tumoral foi aprovada pelo Ministério de Saude Publica da
China como forma de tratamento a ser usada em qualquer parte do pais (XIN,
1994, 1998).

A eletroterapia tumoral (ETT) é divulgada no mundo através de
conferéncias, encontros, congressos e por grupos de pesquisas de diversos
paises. O primeiro encontro foi realizado em 1993 em Estocolmo, Suécia, e foi
denominado The First Conference of the International Association for
Biologically Closed Electric Circuits in Medicine and Biology (IABC). Um
segundo simposio internacional foi realizado em 1998 em Bejing na China,
onde se relatou que neste pais 1260 hospitais estabeleceram o uso da ETT
(XIN, 1998). Em 2008 ocorreu o décimo congresso internacional sobre a ETT,
nos Estados Unidos, Florida (IABC, 2010).

2.2.2 Aplicacao da Eletroterapia Tumoral

2.2.2.1 Eletrodos

O eletrodo usado na eletroterapia tumoral deve ser inerte, ndo pode ser
degradado durante a aplicacéo da corrente. Desta forma, devem ser escolhidos
eletrodos de um material com a menor tendéncia a oxidacdo, como, por
exemplo, o ouro, a platina e o cobre.

Um estudo feito por Kim e colaboradores comparou eletrodos de platina
revestidos de titanio, tungsténio, bronze e aco inoxidavel, cada um, em dois
aspectos: a) a resisténcia a corrosdo e b) a eficacia clinica. Para isso, tratou
camundongos BALB/c transplantados com uma linhagem celular de cancer
broncoalveolar (linhagem H358). Este estudo mostrou que todos o0s quatro
tipos de eletrodos foram capazes de destruir as células cancerosas, porém o
eletrodo de platina com titanio foi o que apresentou a maior resisténcia a
corrosao (KIM et al., 2007).
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2.2.2.2 Localizacéo dos eletrodos

A localizacédo ideal dos eletrodos para a eficacia da ETT ainda € de
pouco conhecimento e precisa de muitos estudos. Na clinica, algumas davidas
existem sobre a disposicéo dos eletrodos (quantidade; localizagdo dos anodos
e catodos; direcdo dos eletrodos - perpendicular ao tumor ou paralelo; distancia
entre eletrodos, etc). Nordenstrom, em suas primeiras experiéncias tratando
cancer de pulmé&o com eletroterapia, colocou o anodo centralmente no tumor e
o catodo distante, aproximadamente, duas vezes o diametro do tumor, longe do
anodo. Nordenstrom, estudando mais aplicagGes da ETT, verificou um excesso
de cargas negativas na superficie da maioria dos tecidos tumorais e, por isso,
concluiu que apenas o anodo deveria ser inserido no tumor, de modo a evitar a
disseminacdo de micrometastases durante o tratamento (NORDENSTROM,
1983, 1984). Contudo, em um trabalho posterior, Nordenstrom obteve
resultados positivos quando inseriu o catodo no tumor (NORDENSTROM,
1989).

Em 1994, Xin e colaboradores comecaram a inserir 0s anodos no centro
e 0 mesmo numero de catodos na periferia do tumor (XIN et al., 1994). Turler e
colaboradores verificaram que n&o havia diferenga significativa quando se
aplicava o anodo no centro do tumor e quatro catodos na periferia e vice-versa,
utilizando-se a mesma carga para os dois casos (TURLER et al., 2000).

Ren e colaboradores testaram a resposta de um tratamento de cancer
de mama, com diametro de aproximadamente 2,5 cm, em ratos, utilizando a
eletroterapia tumoral, visando verificar se a distancia entre os eletrodos era
significante. Como respostas obtiveram que o espagcamento entre os eletrodos
nao é um fator importante dentro de um determinado intervalo. Utilizando 5, 10
e 15 milimetros de espagamento, verificaram que a indugdo de necrose nao
apresentou diferenca significativa entre espacamentos de 5 e 10 mm; porém,
esta taxa de tecido necrosado foi menor no grupo com espagamento de 15
mm, concluindo que nestas condicbes, 0 espacamento maximo deve estar
entre 5 e 10 mm (REN et al., 2001).
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Visando minimizar este problema de padronizacdo do uso de eletrodos
Tellé e colaboradores desenvolveram um esquema de disposi¢céo dos eletrodos
chamado de cerclagem monopolar (Figura 2). Na cerclagem, o eletrodo positivo
(ou negativo), formado por um fio de aco, rodeia todo o volume do tumor e &
conectado a uma fonte de corrente continua, enquanto o outro eletrodo
(negativo ou positivo) € conectado a uma placa metélica do lado externo a
regido do tumor (TELLO et al., 2007).

Figura 2 - Representacdo esquematica da cerclagem monopolar. A: fio de ago que ir4
circundar o tumor; B: representagdo de uma disposi¢do normal dos eletrodos; C: cerclagem do
tumor, com estimulagéo pelo pdlo negativo. Retirado de Tell6 et al., 2007.

2.2.2.3 Dose

A dose na eletroterapia tumoral é dada pela intensidade de corrente
(ampere) vezes o tempo de aplicacéo (segundos), sendo a unidade de medida
0 Coulomb (C).

Em 1994, Griffin e colaboradores ao usarem a eletroterapia em ratos
perceberam uma correlagédo direta entre a carga aplicada e a regressao do
volume tumoral. Estes autores relataram um efeito toxico relacionado a dose,
onde uma carga anoédica superior a 10,6 C ou uma carga catodica superior a

21,6 C resultava em 100 % de mortalidade dentro de 24 - 72 h, sendo esta
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mortalidade relacionada com o desequilibrio eletrolitico sérico provavelmente
resultante da degradacédo metabdlica do tumor (GRIFFIN et al., 1994).

Em células humanas tumorais também se observa uma reducédo do
crescimento celular proporcional a intensidade e ao tempo de estimulacéo
elétrica (YEN et al., 1999).

Em trabalho publicado no ano de 2000 a efetividade da ETT e a
influéncia da dose aplicada, foram analisadas usando-se ratos com metastase
de cancer de célon no figado. Aplicando cinco eletrodos de platina, com duas
diferentes combinacdes, o a&nodo no centro e quatro catodos na periferia e vice-
versa. Com dose de 60 e de 80 C. Em ambos os casos nao houve diferenca
em relacdo a localizacdo dos eletrodos. Porém, quase o dobro dos animais
teve uma resposta completa quando se aumentou a dose de 60 para 80 C
(TURLER et al., 2000).

Outros trabalhos de comparagao de dose foram realizados, como o de
Ren e colaboradores. Neste foram utilizadas doses de 40 a 100 C para tratar
cancer de mama em ratos. No ensaio de sobrevivéncia, obtiveram como
resposta valores menores que 40% ao se usar corrente de 40 C e 60 C. A
sobrevivéncia dos animais tratados aumentou para 70% quando a dose de CE
foi aumentada para 80 até 100 C, ndo havendo recorréncia do tumor. O estudo
patolégico apresentou um efeito significativo na inducédo de necrose no tumor,
com o aumento da dose. Isto leva a conclusdo de que a sobrevivéncia e o
percentual de necrose dependem da dose, sendo o ideal, doses acima de 80 C
(REN et al., 2001).

Cabrales e colaboradores, através de modelos matematicos, reafirmam
gue a eficacia do tratamento com corrente elétrica depende da dose, do tempo
e da susceptibilidade do tumor a ETT (CABRALES et al., 2008).
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2.2.2.4 Mecanismo

Produtos de eletrélise, variacdes de pH e eletroosmose

O mecanismo de acdo da eletroterapia tumoral ainda ndo é
completamente conhecido, o que impede a sua utilizacdo mais ampla na
oncologia clinica. Nordenstrém chegou a estudar os eventuais mecanismos de
destruicdo da eletroterapia, tendo como respostas alteracfes no valor do pH,
transporte eletroosmotico de agua e efeitos no transporte i6nico
transmembranar (NORDENSTROM, 1983, 1984, 1989).

No tratamento eletroquimico as principais rea¢cdes no anodo envolvem a
formacéo de oxigénio, a acidificacdo devido aos ions de hidrogénio liberados, e
a formacéao de cloro (equacéo 1 e 2). No céatodo, o hidrogénio é formado e ions
hidroxila sdo liberados (equagéo 3), levando assim, a alcalinizacédo do pH. Esta
variacdo de pH e os produtos de eletrdlise formados sdo responsaveis pela

destruicdo das células apos aplicacdo da corrente elétrica de baixa intensidade.

2H,05 O, +4H +4¢e

Equacéo 1 — Equacéo de decomposi¢céo da agua em oxigénio e ions H+. Rea¢éo anddica.

2CI = Cl,+2e

Equacédo 2 — Equacao de oxidacdo do cloreto. Reagdo que ocorre no anodo.

2H,0+2e = Hy+2 OH

Equacédo 3 - Equacdo de decomposicao da agua em hidrogénio e ions hidroxila. Reacédo que
ocorre no catodo.

Em um estudo, Von Euler e colaboradores verificaram a importancia do
valor do pH, mimetizando os valores que ocorrem com O uso da corrente
elétrica na linhagem celular R3230AC. Como resultado estes valores de pH e o
tempo de exposicao forneceram efeitos citotoxicos. As células em pH entre 3,5
— 5,0 tiveram sua morfologia alterada, ficaram menores, arredondadas e com a
cromatina condensada, ja as células em contato com faixas de pH entre 9,0 e

10,0 se apresentaram inchadas e com expansao nuclear. A partir do pH 11,0
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ocorre citdlise intensa. Além disso, foi observado neste mesmo trabalho que no
pH acidificado ocorre um aumento na atividade de caspases-3, 0 que leva a
apoptose, fato que ndo ocorre no pH alcalino. Tanto o aumento quanto a
diminuicdo do pH inibem a taxa de proliferacdo celular, porém, a elevacao do
pH gera apenas a necrose, enquanto, que com a acidificacdo ocorre também a
apoptose (von EULER et al., 2002).

T o,

E OH" Cl,
| H

: cr

|

' pH alcalino pH écido
1

: Edema

L

Desidratacédo

Figura 3 - Esquema da colocagéo de eletrodos no tumor, formac&o de produtos de eletrélise e
eletroosmose. Adaptado de Weinberg, 1996.

Porém, Veiga e colaboradores verificaram que o efeito citotoxico da ETT
ndo pode ser atribuido exclusivamente a variacdo de pH (VEIGA et al., 2000).
Neste trabalho, os autores mimetizaram os valores de pH induzidos pela CE,
acidificando e alcalinizando o meio eletroliico com HCI e NaOH,
respectivamente. No catodo, com valores mais altos de pH foi verificado um
aumento do numero de células nao viaveis, porém, com a aplicacdo da CE e
consequente variagdo de pH, a perda de viabilidade foi maior. Para o anodo a
resposta € ainda mais visivel e a variagcdo do pH por si s6 ndo conseguiu
induzir as mesmas taxas de morte nas células tumorais da linhagem P815
(VEIGA et al., 2000).
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Vijh em 2004 corroborou para as afirmagcdes acima, verificando que, a
estimulacdo catddica e anddica, induzem uma destruicdo celular por necrose.
Vijh também afirma que o movimento eletroosmoético da agua, que vai do
anodo para o catodo, causando desidratacdo na area anddica e edema na
catddica, contribuem para a necrose (VIJH, 2004).

Durante a eletrolise espécies produzidas no anodo e no catodo sao
transportadas para o tecido circundante por difusdo, devido a diferenca de
concentracdo. Ocorre migracdo de espécies carregadas as quais podem reagir
com constituintes dos tecidos, formando produtos potencialmente téxicos. O
cloro, por exemplo, reage com a agua para formar &cido hipocloroso, este pode
reagir com aminodcidos dando origem as cloraminas (VEIGA et al., 2000,
2005). A cloramina é capaz de inibir o ciclo celular, de maneira tempo-dose
dependente, induzindo a morte celular, com degradacdo do DNA tipica de
apoptose (NAITO et al., 1997).

Veiga e colaboradores descreveram os efeitos inibitérios de compostos
clorados, gerados pela corrente elétrica, na proliferacdo de células leucémicas
humanas (linhagem HL60). O estimulo anddico foi capaz de induzir apoptose e
necrose celular em células leucémicas humanas HL60, enquanto que o
estimulo catddico originou lise celular e necrose, mas nao a apoptose (VEIGA
et al., 2005).

A presenca de cloreto € essencial para a atividade letal da corrente
elétrica, pois, quando células bacterianas séo eletroestimuladas em meio sem
cloreto, ndo se observa a perda de viabilidade (VEIGA et al., 2000). Além disso,
o(s) composto(s) responsavel(is) pela morte celular tem efeito residual, ja que,
adicionando meio tratado em bactérias ndo tratadas, ainda ocorre, em menor
porcentagem, morte celular (PAREILLEUX & SICARD, 1970).

Temperatura
A temperatura dos tecidos tumorais expostos a CE néo se altera durante

a aplicacdo da CE, sendo este um fator que néo atua na destruicdo do tumor
(DAVID et al., 1985; TELLO et al., 2004).
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Alteracdes morfoldgicas e bioquimicas

Outro possivel mecanismo de acdo da ETT envolve as alteracdes
celulares morfolégicas que incluem: alteracdo de carboidratos presentes na
superficie celular; aparecimento de blebs; rupturas na membrana plasmatica;
alteracdes nas mitocondrias; inchaco celular; rarefacdo da matriz extracelular;
formacdo de debris e condensacdo da cromatina (HOLANDINO et al., 2000,
2001; VEIGA et al.,, 2000). Estes danos celulares foram detectados em
diferentes linhagens celulares, inclusive em uma linhagem leucémica resistente
a multiplas drogas (K562 — Lucena 1). Neste ultimo tipo celular, Holandino e
colaboradores avaliaram a atividade e a expressdo da glicoproteina P e
verificaram que a estimulacdo elétrica ndo modifica esta glicoproteina de
membrana (HOLANDINO et al., 2001).

Danos vasculares

A aplicacdo de CE também promove danos vasculares na regido
tumoral, diminuindo a perfusdo sanguinea e a oxigenacdo e,

consequentemente, a nutricdo do tumor (JARM et al., 2003).

2.2.2.5 Aplicagao em animais e em humanos

Véarios tém sido os trabalhos publicados mostrando os resultados
positivos da ETT para o tratamento de tumores, tanto humanos quanto animais
(TAYLOR et al., 1994; WEMYSS-HOLDEN et al., 2000; FOSH et al., 2003; von
EULER et al., 2003; MORRISON et al., 2004; TELLO et al., 2007). Como dito
anteriormente, a eletroterapia ganhou espaco na China, onde muitos pacientes
foram tratados por este método (XIN et al., 1998).

Em 2001, em um artigo de von Euler e colaboradores, foram
comparados os efeitos de cargas diferentes de CE (5 a 10 C) em tecidos
normais de ratos (von EULER et al.,, 2001). Os resultados obtidos com os
tecidos mamarios e hepaticos indicaram que a estimulagéo elétrica induziu um
padrao semelhante de alteragbes, independente do tipo de tecido e da

intensidade aplicada. Estes resultados indicam que o padrdo destrutivo
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causado pelo tratamento parece ser o mesmo observado em tumores tratados
com CE (von EULER et al., 2001).

Animais de médio porte também sao utilizados em trabalhos com ETT,
como observado no trabalho de von Euler e colaboradores. Nesse estudo
foram aplicadas doses de 5, 10 ou 90 C em tumores de caes e ratos. Os
autores relatam uma destruicdo tecidual do tumor dose-dependente (von
EULER et al., 2003).

O alvo principal da eletroterapia sdo os tumores solidos externos, porque
estes permitem a insercdo direta dos eletrodos garantindo uma aplicacao
localizada. Porém, Wemyss-Holden e colaboradores verificaram a possibilidade
de usar a eletroterapia em tecidos internos ao corpo, usando como modelo,
ratos e tendo auxilio de um equipamento de ultrasonografia para guiar a
colocacdo do eletrodo no tumor no figado dos animais. Neste trabalho, os
autores demonstraram a seguranca deste método e relataram apenas uma
oclusdo vascular, a qual ndo causou morbidade ou mortalidade nos animais
(WEMYSS-HOLDEN et al., 2000).

Em Cuba, pacientes foram tratados com eletroterapia tumoral. Quatro
pacientes foram tratados, sendo trés do sexo feminino, duas com carcinoma
ductal invasor e uma com liposarcoma, além de um paciente do sexo
masculino com metastase ganglionar. Todos eram pacientes em estado
avancado da progressao do cancer, impossibilitados de serem operados, nem
tdo pouco poderiam receber quimioterapia ou radioterapia. O tratamento foi
realizado com eletrodos de platina, com carga entre 80 e 100 C. O numero de
eletrodos foi calculado caso a caso, sendo a distancia entre eles de 2 cm.

Como resultado, os quatro pacientes toleraram bem as sessdes de
tratamento. Apos a eletroterapia, no local de aplicacéo apareceram células com
aspecto amorfo e granular, tipico padrao de necrose, além da presenca de
liquido purulento. Em uma das pacientes com carcinoma ductal obteve-se 80 %
de reducgdo do volume do tumor apos sete meses da aplicacdo e para a outra
paciente, pelo mesmo tempo, a reducdo foi de 90 %. O paciente com
metastase ganglionar no sétimo més apos a ETT teve um decréscimo de 90 %

do volume do tumor, porém outra metastase apareceu e o0 paciente nao resistiu
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e faleceu. A quarta paciente com liposarcoma faleceu 6 meses apos a
aplicacao por complicacbes da doenca (JARQUE et al., 2007).

2.2.2.6 Efeitos colaterais

Nordenstrom, em seu livro publicado em 1983, relata que a terapia com
corrente elétrica ndo induziu mortes e, que, como efeitos colaterais observou
em seus pacientes, apenas febre passageira e dor local, durante o tratamento
(NORDENSTROM, 1983).

Em experimentos realizados com ratos, foi observado que nenhum
animal morreu em consequéncia da eletrélise e, além disso, todos os animais
ganharam peso no pos-operatério. Entretanto, as enzimas hepaticas se
apresentaram elevadas apo0s o tratamento, com retorno aos niveis normais,
apos uma semana. Dois dias apos a eletrolise, a area de aplicacdo dos
eletrodos apresentou uma necrose coagulativa que, em seis meses, levou a
uma pequena cicatriz fiborosa (WEMYSS-HOLDEN et al., 2000).

Jarque e colaboradores ao tratar os pacientes com ETT obtiveram como
efeitos colaterais, eritema e edema na area tratada; secrecao fétida em um dos
pacientes tratados; moderada dor de cabeca ao tratar 0 tumor no pescogo e
dor moderada na parede posterior do térax, ao tratar a regido escapular
(JARQUE et al., 2007).

2.2.2.7 Limitacdes

A auséncia de conhecimentos acerca de seus mecanismos de acéo

impede sua ampla utilizagdo na clinica médica.
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2.2.2.8 Vantagens

Clinicamente a ETT tem demonstrado ser uma terapia segura, efetiva,
de baixo custo quando comparada a tratamentos usuais, com possibilidade de
uso em pacientes que nao respondem a tratamentos convencionais e facilidade

no manuseio do equipamento (TELLO et al., 2004).

2.2.2.9 Eletroquimioterapia

A eletroterapia também pode ser associada a farmacos quimioterapicos
antineoplasicos, técnica que recebe o nome de eletroguimioterapia (EQT).
Porém, neste procedimento a corrente utilizada € em forma de pulsos que
aumentam a permeabilidade do tumor a droga. Os antineoplésicos cisplatina e
bleomicina, farmacos hidrofilicos, sdo os mais utilizados na EQT, por via
intravenosa ou intratumoral (PARISE et al., 2008). O principal mecanismo da
eletroquimioterapia é a eletroporacdo das células tumorais (Figura 4). O pulso
elétrico intenso, aplicado localmente, torna a membrana celular mais permeavel
a moléculas, que de outra forma, ndo entrariam com facilidade na célula por
nao terem mecanismos de transporte apropriado. Este processo aumenta a
eficacia da droga; além disso, o farmaco pode ser concentrado na regido
tumoral, visando minimizar os efeitos colaterais sistémicos (SERSA et al.,
2009).
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Pulso elétrico Eletroporacao permite a captacdo celular

Farmaco em volta Poros nas células, Células retém
das células tumorais o farmaco entra o farmaco

Figura 4 - Esquema da eletroporagdo em células. Aplicacdo da eletroporacdo por pulsos
elétricos, induzindo a abertura dos poros da membrana celular, aumentando a absorcdo de
bleomicina. Adaptado de http://www.inovio.com/technology/howelectroporationworks.htm.

Um estudo multi-institucional foi realizado por quatro centros de
pesquisa para o0 cancer, reunidos no projeto ESOPE (European Standard
Operating Procedures of Electrochemotherapy) e os resultados confirmaram
gue a eletroquimioterapia € eficaz no tratamento de ndédulos tumorais cutaneos
e subcutaneos em taxa de 85 % de resposta, independente da histologia do
tumor, das drogas utilizadas (bleomicina, cisplatina) ou da via de administracao
empregada. A eletroquimioterapia esta sendo usada em cerca de 40 centros de
cancer na Europa e nos Estados Unidos (MARTY et al., 2006).

Sersa e seu grupo verificaram, a partir de um apanhado de estudos
clinicos e pré-clinicos com ETT, que a resposta ao tratamento para varios
tumores, predominando melanoma, foi de 75% com resposta completa e 10%
com resposta parcial, quando os tumores foram tratados. Além disso, concluiu
que a eletroquimioterapia € um novo método para o tratamento de tumores
cutaneos e subcutaneos, tendo como vantagens: a eficacia em tumores com
diferentes histologias; a facilidade de aplicacdo e minimos efeitos colaterais
(SERSA et al., 2008).

A EQT em cées e gatos tem sido aplicada também em trabalhos na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a coordenagcédo do Prof.

Marcos Telld. Nestes estudos se obteve como principais respostas: inflamacao
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e necrose local; abundante quantidade de macréfagos no local estimulado;
aumento do volume dos nodulos devido ao edema, com subsequente
aparecimento de focos de necrose. A destruicdo das células neoplasicas foi
confirmada por exames citopatologicos, onde cerca de 70 % dos animais
tiveram resposta completa ao tratamento (TELLO et al., 2007).

Na sequéncia, dos estudos com animais, iniciou-se um ensaio clinico de
Fase |, no Hospital Sirio Libanés, Brasil. Os quatro pacientes incluidos
possuiam recidiva de tumores malignos ap0s tratamento padrdo, ou seja, apoés
uso de cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia. O farmaco utilizado junto com
a EQT foi a bleomicina. Como resultados, trés pacientes apresentaram
resposta parcial e um paciente resposta completa (TELLO et al., 2007).

O processo e 0 equipamento para aplicacdo de

corrente elétrica continua monopolar de baixa intensidade associada ou nao a
quimioterapia para o tratamento de tumores ja possui patente registrada
(nimero P10601668-5).

Como efeito colateral da eletroquimioterapia, pode-se citar uma
contracdo muscular involuntaria no instante do pulso elétrico, geralmente
indolor, porém desconfortavel (GOTHELF et al., 2003).

2.3 A PRESERVACAO DA INFORMACAO GENETICA

O papel biolégico desempenhado pelas moléculas de DNA exige que
elas possuam duas propriedades fundamentais: a auto-replicacdo e a
preservacao da informacdo genética. Para que o conteudo informacional do
DNA seja preservado e corretamente transmitido, de geragdo em geracéo, é
essencial que haja fidelidade na replicacdo semiconservativa e que existam
mecanismos capazes de reparar modificagcbes estruturais produzidas no
material genético por agentes fisicos ou quimicos (LEITAO et al., 2005). Com
estes reparos, mutacdes ou alteragbes na estrutura do material genético da

célula sdo evitadas.
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Mutacdo € uma alteracdo subita e herdavel na estrutura do material
genético, que pode ser espontanea ou induzida. As mutacbes podem ser
génicas quando alteram a estrutura do DNA, ou seja, alteram uma ou mais
bases, afetando a leitura durante a replicacdo ou durante a transcricdo, ou
cromossdmicas, quando alteram a estrutura ou o ndmero de cromossomos,
(LEITAO et al., 2005).

Um composto é dito mutagénico quando é capaz de aumentar a taxa de
mutacdo em um organismo, além da espontanea; além disso, muitos
compostos potencialmente mutagénicos podem ser carcinogénicos, ou seja,
podem induzir o céncer. Nas Ultimas décadas, inUmeros argumentos
experimentais foram obtidos indicando o papel desempenhado por lesdes
produzidas no DNA por agentes causais de mutacdes, no desenvolvimento de
diversos tipos de cancer, no aparecimento de mas-formacfes congénitas e de
outros processos patologicos (LEITAO et al., 2005). A determinacédo do efeito
carcinogénico potencial de produtos e tratamentos em animais é lenta e
dispendiosa; assim, como a maioria dos agentes causadores de tumores €
mutagénica, o0 efeito carcinogénico potencial de produtos pode ser
convenientemente avaliado pela sua capacidade em causar mutacdes
(WATSON et al., 2006).

A genotoxicidade descreve uma acao deletéria sobre o material genético
de uma célula que afeta a sua integridade. Um composto é dito genotdxico
quando é capaz de causar modificacdes no genoma de um ser vivo (LEITAO et
al., 2005).

2.4 AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO E GENOTOXICO

Devido a universalidade do codigo genético, se um agente pode causar
danos ao DNA, este agente tem potencial para danificar o DNA em qualquer
tipo de célula (animal, vegetal ou microbiana). Porém, organismos diferentes
possuem metabolismos e mecanismos de reparacdo e detoxificagcdo que
variam, tornando também, diferentes suas respostas aos agentes genotdxicos

e mutagénicos. As estratégias de avaliacdo levam a extrapolacdo de dados
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entre diferentes organismos, o que torna dificil a avaliagdo de risco.

Assim, varios métodos foram desenvolvidos com o objetivo de detectar o
potencial genotoxico e mutagénico de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos.
Pode-se realizar estes testes em bactérias, leveduras, em fagos, plasmideos,
em cultura de linfécitos de sangue periférico humano, em células de medula
0ssea de camundongos e em células humanas (MACGREGOR, CASCIANO &
MULLER, 2000).

As bactérias sdo fundamentais para a realizacdo dos testes in vitro.
Apesar de existir controvérsia sobre os valores exatos previsiveis para as
alteracdes que podem ocorrer na estrutura genética, os dados obtidos, deixam
claro que existe uma correlacdo entre a genotoxicidade/mutagenicidade em
procariotos e eucariotos. Ames e McCann (1981), em uma discussdo sobre
esses dados, estimaram que esta correlacdo seja de aproximadamente 83%,
guando usado o teste de Ames. Os mesmos autores relatam a vantagem de se
utilizar testes in vitro que podem ser facilmente adaptados e melhorados, a
medida que se aprende mais sobre 0 metabolismo e os danos ao DNA (AMES
& MCCANN, 1981).

Estes testes levam a confirmacdo ou ndo do potencial mutagénico e/ou
genotdxico de um agente fisico ou quimico, pela verificacdo de erros que este
agente pode acarretar no material genético da célula. Em contato com o
material celular, estes agentes podem levar a modificacdes no DNA, que
podem ser processadas de diferentes formas (Figura 5):

e Reparacdo correta, com garantia de preservacao da informacao;

e Reparagdo incompleta ou ausente, com perda da atividade biol6gica

do DNA;

e Reparacao errada, que gera uma mutacao.
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DNA
Tratamento com agentes
fisicos ou quimicos

DNA LESADO
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Reparacéo Ausente
ou Ineficaz
D'\(ﬁ\eﬁs;?;r;do Perda da atividade DNA mutado
informacao) biologica (evolucdo)

Figura 5 — Fluxograma de possibilidades de reparo do DNA quando submetido a tratamentos
com agentes fisicos ou quimicos. Adaptado de Leitédo et al., 2005.

Reparacéo Reparacéo
Correta Incorreta

Erros na replicacdo podem ocorrer espontaneamente, mas, ao final, sdo
bastante raros dada a existéncia de mecanismos capazes de impedi-los ou
corrigi-los. Além das diferencas de afinidade das bases nitrogenadas [formacédo
preferencial de pares entre adenina e timina (A: T) ou entre citosina e guanina
(C: G)], vistas na Figura 6, a atuacao seletiva da DNA polimerase (Pol) e sua
capacidade exonucleolitica que elimina nucleotideos incorretamente inseridos,
evita grande parte dos erros de emparelhamento.

Em Escherichia coli, a DNA polimerase 1l (Pol Ill), responsavel pela
replicacdo semiconservativa; € uma enzima constituida de 10 proteinas cuja

atividade de exonuclease se encontra na subunidade épsilon (g), codificada
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pelo gene dnaQ (mutD). Em células humanas, o complexo de replicacdo €&
composto pelas DNA polimerases alfa (Pola), delta (Pold) e épsilon (Polg),
sendo que a atividade de exonuclease encontra-se nas duas Uultimas
(ALBERTS et al., 1997).

NH, o . NH;
” S " He CH; NZ H
/ N /fk” N)i( |
H H
{/N ‘ N/LH 4</N ‘ N)\NHz O)\N ‘ H OA\N H
|
(A) (G) (M (C)

Figura 6 — Nucleotideos que compdem o DNA. Bases purinicas: (A) adenina, (G) guanina;
bases pirimidinicas: (T) timina e (C) citosina.

2.5 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS MECANISMOS DE REPARO DO
DNA

Em uma célula normal existem diversos mecanismos de reparo do DNA
com a funcdo de eliminar os mais diferentes tipos de lesdes que ocorrem
espontaneamente ou como consequéncia da exposicdo da célula a agentes
fisicos ou quimicos. A célula deve vasculhar o genoma para detectar erros de
sintese e lesBes no DNA e depois tentar corrigi-los, de tal forma, que sempre
que possivel, a sequéncia do DNA original deve ser restaurada.

Estes erros de pareamentos sédo detectados e corrigidos através de um
sistema de reparo. Na replicacao celular este sistema deve primeiro verificar o
genoma atras de pareamentos errados e depois corrigi-los de forma precisa.
Na bactéria Escherichia coli os mal pareamentos sdo detectados por um
dimero da proteina de reparo, chamado MutS, que vasculha o DNA
reconhecendo os pareamentos incorretos a partir de distorcdes que estes
provocam. Este complexo de MutS com o DNA recruta a MutL, uma segunda
proteina que compde o sistema de reparo. A MutL, por sua vez, ativa a MutH,

uma enzima que promove quebra em uma das fitas, préximo ao sitio de mal
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pareamento. O efeito geral € a remocdo do pareamento errado e a substituicdo
pelo nucleotideo que forma corretamente o par de bases. As células
eucarioticas apresentam proteinas homologas a MutS (chamadas MSH) e MutL
(MLH e PMS) para corrigir estes erros (WATSON et al., 2006).

As mutacbes incluem alteracbes mais simples, como alteracdo na
sequéncia do DNA ou mais drasticas, como insercdes, dele¢des ou rearranjos
na estrutura do cromossomo. As mais simples sdo a substituicdo de uma base
por outra, podendo ser uma purina por outra ou uma pirimidina por outra,
podendo também haver troca de uma purina por uma pirimidina e vice-versa. O
DNA também é vulneravel a danos por alquilacdo, oxidacdo e radiacdo, por
analogos de base (compostos que substituem as bases normais) e agentes
intercalantes (compostos que se inserem entre as bases) (ALBERTS et al.,
1997).

Para se proteger destas alteracdes, as células desenvolveram
mecanismos elaborados para identificar e corrigir as lesGes, antes que estas
provoguem o bloqueio da replicacdo ou uma mutacdo. Sem tais mecanismos
as células ndo sobreviveriam por muito tempo.

Os mecanismos de reparo podem ocorrer de forma direta, onde, uma
enzima de reparo reverte a lesdo por excisdo e o nucleotideo danificado nédo é
corrigido e sim removido do DNA, podendo ocorrer a remocdo apenas do
nucleotideo ou de um pequeno segmento de DNA de fita simples que contém a
leséo.

O reparo de forma direta pode ocorrer de uma forma mais sofisticada,
pelo reparo recombinacional, que ocorre quando ambas as fitas estdo
danificadas e uma fita ndo pode servir de molde para outra sendo a informacéo
da sequéncia extraida de uma segunda copia do cromossomo (ALBERTS et
al., 1997).

Também podem ocorrer lesbes que ndo sao corrigidas e impedem a
progressdo da DNA polimerase. O mecanismo que desvia a maquinaria de
replicacdo desses sitios de lesdo € conhecido como sintese translesdo
(ALBERTS et al., 1997).

Os mecanismos de reparo do DNA sdo, em geral, dependentes dos
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produtos de diversos genes e se caracterizam por possuirem Varias etapas,
possibilitando vias alternativas, muitas vezes coexistentes e competitivas. A

seguir seguem as consideracdes gerais dos principais tipos de reparo.

2.5.1 Reparos pela simples reversao da lesao

Estas reversdes simples podem ser do tipo fotorreativacdo, que reverte
dimeros de pirimidina (fusdo fotoquimica de duas timinas em posicfes
adjacentes na mesma cadeia polinucleotidicas), resultantes da irradiacdo
ultravioleta. A enzima DNA-fotoliase captura a energia luminosa e a utiliza para
quebrar as ligacdes covalentes que ligam as pirimidinas adjacentes (Figura 7).
Outro exemplo de reversdo direta é a remocdo do grupo metil da base O°-
metilguanina (o oxigénio do atomo de carbono 6 da guanina é sitio vulneravel
para acdo de agentes alquilantes, formando a O°-metilguanina que realiza
pareamento errbneo com a timina), através de uma metil-transferase.

Mais um exemplo de simples reversdo da lesdo é o sistema conhecido
por sistema GO, presente em Escherichia coli, o qual previne a mutagénese
causada por 8-0xoG. A 8-oxoguanina (8-oxoG) é uma das lesBes oxidativas
gue ocorrem por ataque de espécies reativas de oxigénio, levando a oxidacdo
do carbono 8 do anel imidazol da guanina, e assim, esta pode parear tanto com
adenina, quanto com citosina, tendo, portanto potencial mutagénico. Trés
proteinas estdo envolvidas na prevencao dos efeitos mutagénicos de tal lesao,
a proteina MutT, a MutM e a proteina codificada pelo gene mutY (WATSON et
al., 2006).
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Figura 7. Formacdo de dimeros de pirimidina. Esquema mostrando duas bases timinas
sofrendo irradiagdo com luz ultravioleta e posterior formacgéo do dimero de pirimidina. Adaptado
de Russell, 2005.

2.5.2 Mecanismo de reparo por excisdo de base

As bases danificadas do DNA podem ser removidas pelo mecanismo de
excisdo de base, onde a enzima glicosilase reconhece e remove a base
danificada através de hidrolise da ligacdo glicosidica. Em seguida, a fita é
restaurada pela DNA polimerase e DNA ligase ou pela excisdo de
nucleotideos, onde as enzimas nado reconhecem a lesdo, mas sim, distorcées
na dupla hélice. Este reconhecimento desencadeia uma série de eventos que
levam a remocdo do pequeno segmento de fita simples que depois é
preenchida pela DNA polimerase (ALBERTS et al., 1997).

2.5.3 Mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos

O reparo por excisdo de nucleotideos em Escherichia coli é realizado
basicamente por quatro proteinas: UvrA, UvrB, UvrC e UvrD. O complexo
UvrA-UvrB verifica o DNA, sendo a UvrA responsavel pela deteccdo de
distor¢cbes na hélice. Encontrando a distorcdo, a UvrA sai do complexo e a
UvrB separa o0 DNA, criando uma bolha de fita simples ao redor da lesdo. A
seguir, UvrB recruta UvrC e esta promove cortes produzindo um DNA de fita
simples, com cerca de 13 nucleotideos, que se torna acessivel pela acdo da
UvrD. Finalmente, a DNA polimerase e a DNA ligase preenchem a lacuna

resultante (Figura 8).
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O principio de reparo por excisédo de nucleotideos em células superiores

€ muito parecido com o da Escherichia coli, mas, a maquinaria para deteccao,

excisdo e reparo da lesdo é mais complicada, envolvendo 25 ou mais

polipeptideos.
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Figura 8. Reparo por excisdo de nucleotideos de dimero de pirimidina. (1) Complexo UvrA-
UvrB verifica 0 DNA, UvrB separa o DNA, (2) UvrC promove cortes produzindo um DNA de fita
simples que se torna acessivel pela agdo da UvrD, (3) DNA polimerase e DNA ligase
preenchem a lacuna resultante. Adaptado de Russell, 2005.
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2.5.4 Mecanismo de reparo recombinacional

O mecanismo de reparo de recombinacéo lida com quebras de fita dupla
(DSB — Double Strand Break) do DNA. Este mecanismo de corre¢éo é dividido
em dois tipos: a) Recombinacdo Homologa (HR) e b) Recombinacdo nao-
Homodloga (NHEJ -Non-Homologous End-Joining ou ligacdo de extremidades
nao coesivas), processo utilizado com maior freqiéncia em mamiferos. Nessa
via de reparo, as extremidades do cromossomo que sofreu quebra dupla sé&o
justapostas e religadas, com a possivel perda de um ou dois nucleotideos no
local da ligacdo. Em outros organismos, quebras duplas sdo normalmente
reparadas por meio de recombinacdo homologa, utilizando a informacédo
contida no cromossomo homoélogo néo danificado. O NHEJ € uma forma rapida
de reparo, porém tem maior tendéncia a erro, ao contrario da recombinacgéo
homéloga (LEITAO et al., 2005).

2.5.5 Reparo por transleséo

Outro mecanismo conhecido é o de sintese de translesdo, que é
catalisado por uma classe de DNA polimerases que sintetizam o DNA
diretamente sobre o sitio de dano. A sintese translesdo em Escherichia coli €
realizada por um complexo das proteinas UmuC (familia de DNA polimerases)
e UmuD. Estas polimerases, embora dependam de um molde, podem
incorporar nucleotideos independentemente do pareamento de bases. Esta
sintese é altamente sujeita a erros, sendo considerada um sistema de ultimo
recurso. Em Escherichia coli a polimerase transleséo néo esta presente em
circunstancias normais. Assim, 0s genes que codificam a polimerase translesao
Sa0 expressos como parte de um sistema conhecido como resposta SOS, onde
0 repressor LexA controla a expressao de genes que codificam UmuC e UmuD
(LEITAO et al., 2005).
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2.5.6 Sistema SOS

O sistema SOS também € um mecanismo de reparo constituido por mais
de 20 genes, distribuidos por todo o cromossomo de Escherichia coli. A
expressdo destes ocorre em resposta ao surgimento de danos no DNA,
ativando varios mecanismos de reparo e de tolerancia a lesdes.

A expressao dos genes SOS é bloqueada em condicdes fisioldgicas pela
acao do repressor lexA. Uma vez que o sinal indutor (regides de DNA em fita
simples gerada pela tentativa de replicacdo de moldes danificados ou pela
interrupcdo da replicacdo normal) est4 presente na célula, este interage com a
proteina RecA, fazendo com que a mesma passe a um estado ativado (RecA*).
Neste estado, tal proteina possui atividade co-proteolitica, capaz de induzir a
autoclivagem do repressor LexA. Desta maneira, 0os genes reprimidos por LexA
passam a ser transcritos. Dentre estes estdo os proprios genes recA e lexA.
Quando o sinal indutor cessa, a proteina LexA ndo € mais clivada, e se liga a
seus sitios de DNA, reprimindo novamente a expressao dos genes SOS
(Figura 9).

Gene regulado pro LexA

Wli /" LexA
: ~

>

RecA

Figura 9. Ativagcdo do sistema de reparo SOS. Uma exposicdo a algum agente que danifique o
DNA pode levar a indugdo do sistema SOS. A proteina RecA é ativada na presenca de
nucleotideos livres, estimulando a autoclivagem do repressor LexA. Com a clivagem do
repressor sdo produzidas enzimas de reparo, inibidores da divisdo celular (para evitar a
transmissao do DNA para as células filhas), entre outros. Depois, de completo o reparo do DNA
LexA é restaurado voltando a atuar como repressor. Adaptado de Justice, et al., 2008.
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A proteina RecA é uma enzima multifuncional que desempenha diversas
fungBes celulares, principalmente quando ocorrem lesdes. A rapida elevagéo
da expressdo do gene recA, em resposta a danos no DNA, pode ser utilizada
como um teste para verificar se 0 composto é ou n&o genotoxico (FLEGROVA
et al., 2008).

Neste trabalho escolhemos o mutante uvrA, pela sua sensibilidade a
lesbes que provocam distorgbes na molécula de DNA e o mutante recA pela
sua sensibilidade a pequenas lesdes de, praticamente, qualquer natureza. A
diferenca de sensibilidade destas mutantes, comparada a cepa selvagem, pode
ser um indicativo de um efeito genotoxico da CE.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial mutagénico e genotoxico da corrente elétrica

continua de baixa intensidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Verificar a citotoxicidade da CE em cepas selvagens e deficientes em

mecanismos de reparo;

v Avaliar o potencial mutagénico da CE pelo ensaio de resisténcia a

rifampicina em cepa selvagem de Escherichia coli;

v’ Verificar a citotoxicidade em eucariotos através da aplicacdo de CE em

cepas de Saccharomyces cerevisiae;

v" Avaliar o potencial genotoxico a partir do reparo das lesbes, causadas

pela CE, em bacteriéfagos A e pelo ensaio de inducgéo lisogénica;

v’ Estudar a morfologia de Escherichia coli estimulada com CE por

microscopia eletronica de transmisséo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Agitador mecéanico

Balanca analitica

Espectrofotdmetro

Fonte de corrente elétrica continua
Homogeneizador Vortex

Microscopio eletronico de transmissao
Multimetro digital

Potenciometro

Radiémetro UV (Fotocélula)

Ultracentrifuga refrigerada
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Corning PC-351 Hot Plate Stirrer
Denver Instrument Company — AA-160
Bausch & Lomb Spectronic 70
Instruterm — FA-3050

Clay Adams Cyclo-Mixer

Morgani 26z8 da FEI 80 kV

Icel — MD-6500

Mettler Toledo MPC227

VLX-3W, Vilber Lourmat

DuPont Sorvall Rc-5B Refrigerated

4.2 PREPARO DE SOLUCOES E MEIOS

4.2.1 Preparo do Meio Lysogeny-Broth (LB) Liquido

NacCl - 10,0g9 (Merck)

Bacto triptona - 10,0g (Difco Laboratories)
Extrato de levedura - 5,0g (Difco Laboratories)
Agua destilada gsp. - 1000 mL

Autoclavar por 30 min a 120 °C e armazenar em frasco de vidro estéril a

temperatura ambiente.
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4.2.2 Preparo do Meio Lysogeny-Broth (LB) Sélido

Foi acrescentado ao meio LB liquido, agar na concentracédo de 1,5 %
(Difco Laboratories). Em alguns casos foi acrescentado agar na concentracéo
de 0,75 %. O meio foi autoclavado por 30 min a 120 °C e armazenado em

frasco de vidro estéril a temperatura ambiente.

4.2.3 Preparo do Top-agar

NacCl - 80g¢g (Merck)
Agar Difco - 70¢g (Difco Laboratories)
Agua destilada gsp - 1000 mL
Autoclavar por 30 min a 120 °C e armazenar em frasco estéril de vidro a

temperatura ambiente.

4.2.4 Preparo do Tampao M9

Na;HPO,4.7H,0 - 6,09 (QEEL-Quimica)

KH,PO, - 3,09 (Reagen-Quimibras)
NacCl - 05¢g (Reagen-Quimibras)
NH,4CI - 10g (Reagen-Quimibras)

1000 mL
Autoclavar por 30 min a 120 °C. Apés autoclavagem do tampdo M9,
adicionar 100 uL de MgSO,4 7.H,O (Merck) ImM e 100 uL CaCl, (Merck)

0,1mM a cada 100 mL de tamp&o. Armazenar em frascos estéreis de vidro a

Agua destilada gsp

temperatura ambiente.
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4.2.5 Preparo do Tampao PBS (Tampéao salina fosfato)

NaHPO, - 149 (QEEL-Quimica)

KH,PO4 - 0,2¢ (Reagen-Quimibras)
NacCl - 8,0g (Reagen-Quimibras)
KCI - 0,2¢g (Reagen-Quimibras)

1000 mL

O pH da solucdo deve ser ajustado, quando necessario, para 7,4 com

Agua destilada gsp

NaOH 0,1 N. Distribuir a solugcdo em recipientes de vidro fechados e autoclavar
durante 30 min, a 120 °C. Apos o resfriamento os frascos devem ser mantidos
a4°C.

4.2.6 Solucdo de Sulfato de Magnésio 102 M

MgSO,. 7H,0O - 249 (Merck)
Agua destilada gsp - 1000 mL
ApGs completa dissolucao, distribuir em frascos de vidros e autoclava-los
por 30 min, a 120 °C. Apds autoclavagem os frascos devem ser mantidos a

temperatura ambiente.

4.2.7 Preparo do Meio YPG (Yeast Peptone Glucose Media liquido)

Glicose - 20,09 (Merck)
Bacto peptona - 100g (Difco Laboratories)
Extrato de levedura - 10,09 (Difco Laboratories)

Agua destilada gsp - 1000 mL
Preparar e autoclavar a solucdo de glicose 20 %, separadamente, em
um volume final de 100 mL. Apds autoclavagem por 30 min, a 120 °C,
acrescentar a glicose ao meio e armazenar em frascos de vidro estéreis a

temperatura ambiente.
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4.2.8 Preparo do Meio YPG sdlido

Acrescentar ao meio YPG liquido, agar, na concentracao de 2,0 % (Difco
Laboratories). Autoclavar por 30 min, a 120 °C e armazenar em frasco de vidro

estéril a temperatura ambiente.

4.3 BACTERIAS, LEVEDURAS, BACTERIOFAGOS

4.3.1 Cepas bacterianas

Foram utilizadas, nos experimentos, cepas bacterianas derivadas de
Escherichia coli K12 e Escherichia coli B. No quadro 1 encontram-se

relacionadas todas as cepas.

Quadro 1 - Cepas de E. coli utilizadas neste trabalho

Designacado | Carater genético Apresenta

relevante
AB1157 Selvagem
AB1886 uvrA6 Deficiéncia no reparo por excisao
AB2463 recAl3 Deficiéncia no reparo recombinacional
RJF013 ampR Gene que confere resisténcia a ampicilina
WP2s()\) uvrA Deficiéncia no reparo por excisao; fago A

Os antibiéticos foram acrescentados aos meios de cultivo, das cepas

bacterianas resistentes (Quadro 2).

Quadro 2 - Antibidticos utilizados neste trabalho. Fornecedor Sigma-Aldrich.

Antibiodtico Cepa Concentracao final

Estreptomicina | AB1157, AB1886, AB2463 100 ng / mL

Ampicilina RJFO13 20 pg/mL
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4.3.2 Bacteriéfagos

A obtencado dos bacteriofagos, agentes virais que infectam bactérias, foi
realizada a partir de seu crescimento na linhagem bacteriana indicadora,

AB1157 (selvagem), conforme descrito no item 4.9.1.

4.3.3 Cepa de levedura

Foi utilizada, nos experimentos, a cepa de levedura Saccharomyces

cerevisiae FF18733 (tipo selvagem).

4.4 MANUTENCAO DAS CEPAS

4.4.1 Cepas bacterianas

As cepas utilizadas neste estudo foram mantidas em estoques tipo
slantes, que consistem de meio LB suplementado com timina 50 ug/mL e
solidificado com agar 0,75 %, a temperatura ambiente. Para utilizacdo
frequente das cepas, as culturas foram transferidas dos slantes com auxilio da
alca de platina, para Erlenmeyers contendo meio LB liquido com o antibiético
apropriado, mantidas a 37 °C, sob agitacdo por 24 horas e entdo transferida,
para criovials com glicerol 85 % (Merck), na proporcdo de 1:1. As cepas
bacterianas foram mantidas nestas condi¢cdes em estoque, sob refrigeracdo de
-70 °C.

4.4.2 Cepa de levedura

A cepa utilizada neste estudo foi mantida em estoque tipo slantes, que
consiste de meio YPG solidificado com agar 0,75 %, a temperatura ambiente.
Para uso frequente a cepa foi crescida a 30 °C sob agitacdo, até a fase
estacionaria e entdo transferida para criovails contendo glicerol 85 % (Merck) e
assim sob refrigeragdo, a temperatura de -70 °C.
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4.4.3. Bacteriofagos A

Os bacteriofagos produzidos e titulados foram mantidos em criovails
numa faixa de temperatura entre 2 a 8 °C, em solucéo de sulfato de magnésio
10 M.

4.5 OBTENCAO DAS CULTURAS PARA EXPERIMENTOS

4.5.1 Cepas bacterianas

Para obter as culturas de bactérias utilizadas nos experimentos foram
transferidas aliquotas, com auxilio de pipeta de microvolume, dos estoques a -
70 °C, para Erlenmeyers contendo 10 mL de LB liquido, com antibiético. Estas
culturas foram incubadas, a 37 °C, com agitacado (160 rpm) durante a noite,
para que alcancassem a fase estaciondria de crescimento (aproximadamente
10° cél/mL). Os antibi6ticos foram acrescentados, quando necessario, nas
concentracdes descritas no quadro 2. Inéculos, na proporcao 1:40, foram feitos
em meio liquido a partir dessas culturas em fase estacionéria e cultivados até a
fase exponencial de crescimento (1-2 x 10° cél/mL), por aproximadamente duas
horas, a 37 °C, com agitacdo. Em seguida, a suspensdo bacteriana foi

centrifugada a 8.000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C e ressuspensa em PBS.

4.5.2 Cepa de levedura

Para os experimentos com levedura foi feita uma cultura a partir do
estoque, em 10 mL de meio YPG, com incubacédo a 30 °C e agitagdo, por 24
horas. Apos este periodo (a obtengdo da fase exponencial de crescimento) a
suspensao de leveduras foi centrifugada a 8.000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C e

ressuspensa em PBS.
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4.6 SISTEMA EXPERIMENTAL

O sistema experimental de eletroestimulacdo é constituido por uma
placa de 24 pocos, com volume interno de 3 cm® cada poco, sendo cada poco
preenchido com 2 mL da suspensdo a ser estudada. Trés pocos sao
interligados por pontes de papel de filtro que permitem a passagem do fluxo de
elétrons. A esta placa é adaptada uma tampa removivel contendo eletrodos de
platina-rédio cuja extensdo de 6 mm por 10 mm fica imersa na solugéo a ser
tratada, conforme observado na Figura 10. Esse sistema experimental
possibilita a avaliagdo dos eventos associados a polaridade da corrente
aplicada: o poco conectado ao pélo positivo é chamado de Fluxo Anddico (FA);
0 poc¢o conectado ao poélo negativo € chamado de Fluxo Catédico (FC) e o
poco que tem contato apenas com o fluxo de elétrons gerado pela corrente é
chamado de Fluxo Eletro-I6nico (FEI). Esta placa foi adaptada a uma fonte de
corrente elétrica continua (CE) que gera uma diferenca de potencial (ddp), cuja

intensidade é monitorada por um multimetro digital (VEIGA et al., 2005).

Eletrodos de Platina

-+ -

%] Tampa da placa adaptada \ﬁ7

Parte de pape de fmro ,

[

I

I'l_
— N

S . Mulimetro

Fonte de CC

Figura 10 - Sistema experimental para estimulo elétrico. A esquerda desenho esquematico da
placa de 24 pocos interconectada com ponte de papel de filtro, que sdo umedecidos com
tampao eletrolitico (PBS). Os eletrodos de platina, com polaridade positiva e negativa estao
instalados na tampa da placa e inseridos no contetdo dos pocos, fechando o circuito. Este
modelo experimental permite avaliar trés situacbes experimentais, FA, FEI e FC. A direita, o
sistema experimental com a placa adaptada aos eletrodos (A), conectada a fonte de corrente
elétrica continua (B), com monitoramento do multimetro (C).
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A corrente elétrica continua utilizada em todos os ensaios foi de 2 mA.
Esta intensidade de CE vem sendo utilizada em varios trabalhos cientificos
realizados com CE (HOLANDINO et al., 1998, 2000, 2001, VEIGA et al., 2000,
2005, CAMPOS, 2008, BRITO, 2009).

4.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE CELULAR BACTERIANA APOS
ESTIMULO ELETRICO

Para determinarmos a sensibilidade das cepas a corrente elétrica, as
suspensdes bacterianas de E. coli AB1157, AB2463 e AB1886, em tampdao
PBS, na concentracdo de 1,0 x 10® cél/mL, foram estimuladas, com 2 mA de
corrente elétrica continua. Primeiramente, os valores de estimulacéo
escolhidos foram baseados em trabalhos produzidos pelo grupo de pesquisa
de Holandino e colaboradores (HOLANDINO et al., 1998, 2000, 2001; VEIGA et
al., 200, 2005). Os tempos usados foram de 5, 10 e 15 minutos. Entretanto,
como 10 minutos de estimulacdo gerava cerca de 90 % de morte celular
(Figura 11), foram escolhidos tempos menores de estimulagdo, em uma faixa
de 3, 6 e 9 minutos, com intervalo de cerca de 5 minutos entre as estimulacdes,
para a devida homogeneizacdo da suspensdo bacteriana e retirada de

amostra, conforme Figura 11.
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Figura 11 - Ensaio de citotoxicidade da cepa AB1157 de E. coli apds estimulo com 2 mA nos
tempos de 5, 10 e 15 minutos. (L) Fluxo Anddico - FA, (O) Fluxo Eletro-16nico - FEI e (A) Fluxo
Catddico - FC. Resultados expressos como média £ DP de cinco experimentos independentes
(n=10).

A cada intervalo de dose, aliquotas de 20 uL eram retiradas de cada
situacdo experimental (FA, FEI e FC), nas quais eram feitas diluicbes seriadas,
em tampdo M9, plagueadas em meio LB sélido, com espalhamento por pérola
de vidro e incubadas por 24 horas, a 37 °C. Ao final, as células estimuladas
eram incubadas em meio LB so6lido por 24 horas a 37° C e, em seguida, o
namero de unidades formadoras de colénia (UFC) era quantificado.

Acompanhou-se o pH da suspenséo eletrolitica de duas formas. Uma,
em paralelo aos experimentos, utilizando-se fita indicadora de pH (Merck) e
outro com wuso do potencibmetro. Neste dltimo, as células foram
eletroestimuladas, conforme o sistema experimental descrito, e em cada tempo
o eletrodo do potenciometro foi inserido nos pogos com a suspensao

bacteriana.
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Figura 12 - Esquema de aplicacdo de corrente elétrica continua de 2 mA. No primeiro bloco
representacdo da estimulacéo de corrente elétrica por trés minutos consecutivos, seguida por
interrupcdo, homogeneizacdo da suspensdo, para um novo ciclo de estimulagdo. O
procedimento é repetido para cada situacao experimental especifica (FA, FEI e FC). O mesmo
procedimento, com excecdo da estimulagéo elétrica foi realizado para a situacéo controle.

4.8 MUTAGENESE PARA RESISTENCIA A RIFAMPICINA RIFS & RIFR

Apbs estimulacdo elétrica, aliquotas de 100 pL da cepa AB1157 foram
retiradas de cada situacdo experimental e incubadas em tubo inclinado,
contendo LB liquido, com crescimento pernoite, a 37 °C sob agitacdo, até
densidade celular de 10° cél/mL. Ap6s crescimento foi feita uma diluicdo em
tampdo M9 e um plaqueamento em meio LB sélido, para quantificacdo da
viabilidade celular. Simultaneamente, aliquotas de 100 uL foram plagueadas
em meio LB contendo rifampicina (100 ug/mL). As placas foram incubadas a 37
°C, por 48 h e, em seguida, o nimero de colbnias vidveis e 0 niumero de
colbnias mutantes foi quantificado e comparado ao grupo controle.

Para este experimento foram realizados dois grupos controle, AB1157
sem estimulacéo elétrica e AB1157 irradiada com luz ultravioleta C (UV-C), no

comprimento de onda de 254 nm (40 J/m?).



57

4.9 REATIVACAO DE BACTERIOFAGOS PELA CELULA HOSPEDEIRA -
COMPARACAO ENTRE CEPAS SELVAGEM E DEFICIENTES EM
MECANISMO DE REPARO

4.9.1 Obtencao do bacteriéfago A em meio salido

Para o crescimento do bacteriofago € necessario a escolha de uma
linhagem bacteriana indicadora. Em nossos experimentos utilizamos a cepa
selvagem AB1157. A 0,3 mL desta suspensao bacteriana crescida na
concentracdo de 10° cél/mL, foram adicionados 0,1 mL de uma solucdo de
bacteriéfagos A. Para a adsor¢cdo, a suspensdo de fagos foi incubada com a
bactéria por 20 min em banho-maria, a 37 °C. Passado o tempo para adsorcao,
5 mL de top-agar foram adicionados e esta mistura (fago + bactérias) e vertida
em placa de Petri contendo meio LB. ApGs crescimento overnight foi observada
a lise nas bactérias indicadoras (Unidades Formadoras de Plaques).

O top-agar com colbnias de bactérias e fagos incorporados foi raspado,
com auxilio da alca de Drigaslky, solubilizado em PBS e centrifugado a 10.000
rpom por 10 minutos, com adicdo de cloroformio. Apds centrifugacdo, o
sobrenadante obtido foi titulado.

4.9.2 Titulac&o do bacteriofago A

A solucédo de fago obtida foi diluida em diferentes concentracdes finais.
Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram adicionadas a 0,3 mL de cada
bactéria indicadora, (AB1157, AB1886 e AB2463). Com adicdo de 3 mL de top-
agar, estas suspensdes bacterianas foram vertidas em placas de Petri
contendo meio LB. Apds crescimento overnight a temperatura de 37 °C, o

namero de fagos (Unidades Formadoras de Plaques) foi quantificado.
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Figura 13 — Foto demonstrativa das Unidades Formadoras de Plaques. Em placa de
Petri foi solidificado meio LB e vertido, sobre este, bactérias AB1157 infectadas com o
bacteriéfago A diluido e top-agar. A placa foi mantida a 37 °C por 24 horas e apds este
tempo contou-se a quantidade de Unidades Formadoras de Plagues (nimero de fagos
na preparacao apos diluigdo) vista na foto como pontos transparentes.

4.9.3 Reativacéao de bacteriéfagos pela célula hospedeira

A suspensdo contendo 10’ fagos/mL foi estimulada com 2 mA de CE por
3, 6 e 9 min, no sistema experimental descrito anteriormente (item 4.6). A cada
intervalo de dose, aliquotas da suspensao estimulada e ndo estimulada foram
diluidas em Mg,SO,4 0,1 M. Ap6s diluicdo, 0,1 mL de fago foram retirados e
adicionados a 0,3 mL de cada bactéria indicadora (AB1157, AB2463 e AB1886)
na concentracdo de 10° cél/mL. A adsorcéo foi feita por 20 min, a 37 °C,

seguida por plagueamento em meio LB contendo top-agar.
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Fagos estimulados com 2 mA
por 3, 6 e 9 minutos Bactéria indicadora
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Figura 14 — Esquema representativo da metodologia de ensaio de reparo das lesGes causadas

pela CE em bacteri6fagos A, comparando cepas selvagem (AB1157) e deficientes em
mecanismos de reparo (AB2463 e AB1886). Fagos ndo estimulados foram usados como
controle.

No controle, fagos A foram submetidos ao mesmo protocolo, excluindo a
estimulacao elétrica. Como controle positivo, de formacgéo de plaques, os fagos
foram irradiados com luz ultravioleta C (UV-C), no comprimento de onda de 254
nm. A dose utilizada variou de acordo com a cepa hospedeira: para as cepas
AB1157 e AB2463 a dose utilizada foi de 50 J/m? e para AB1886 a dose foi de
10 J/m?. Uma dose cinco vezes menor para fagos da cepa AB1886 foi
necessaria por se tratar de uma cepa deficiente no mecanismo de reparo uvrA,
caracteristica que a torna muito susceptivel aos danos causados pela radiacéo
UV-C.
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4.10 INDUCAO LISOGENICA

Para este ensaio foram utilizadas as cepas WP2s(L) na fase logaritmica
(10% cél/mL) e RJFO13 como cepa indicadora, na fase estacionaria (10°
cél/mL), esta em maior quantidade para formar um camada indicadora no meio
LB solido. A cepa WP2s(A) que ja contém inserido em seu DNA o bacteriéfago
A, foi eletroestimulada com 2 mA por 3, 6 € 9 min. ApGs tratamento, a
suspensao foi diluida e foram realizados dois plagueamentos. Um
plaqueamento foi feito, em meio LB solido, para verificar a citotoxicidade
celular, de 0,1 mL da cepa WP2s()) tratada e diluida com 3 mL de top-agar. No
outro plagueamento, 0,1 mL da cepa WP2s() tratada, foram diluidas com 0,3
mL da cepa RJF013 (cepa indicadora), acrescentados 3 mL de top-agar e
vertidos em placa de meio LB contendo 20 ug/mL de ampicilina (MOREAU et
al., 1976), (Figura 15). O controle positivo foi feito com UV-C em comprimento
de onda de 254 nm (2 J/m?).
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Figura 15 — Esquema representativo do ensaio de inducéo lisogénica. Representacdo da
bactéria tratada sendo adicionada a uma cepa indicadora e plagueamento em meio LB
contendo ampicilina, antibiético ao qual a cepa WP2s()) ndo € resistente. Apds incubagdo
overnight a 37 °C as Unidades Formadoras de Plaques sdo contadas e comparados aos
respectivos controles (fagos nédo estimulados e fagos irradiados com UV-C). A representacéo
grafica também demonstra o ensaio de citotoxicidade no plagueamento em meio LB.

4.11 ANALISE DA MORFOLOGIA E PERMEABILIDADE POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A cepa AB1157 foi estimulada por 2 mA por 3, 6 e 9 minutos, com intervalo
de 5 minutos entre cada tempo. Apés o tratamento, uma aliquota de 10 pL foi
colocada em grade de 400 mesh. Em seguida a fixacdo do material foi feita a
partir da adicdo de 10 pL de &cido fosfotungstico (PTA) a 2 %, por 60
segundos, a temperatura ambiente. O material foi seco com papel de filtro e
mantido em dessecador até a observacdo em microscopio eletrdnico de
transmissao (Morgani 268 FEI, 80 kV).
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4.12 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE CELULAR DE S. CEREVISIAE

Para determinacao da sensibilidade de organismos eucariotos a corrente
elétrica, uma suspensdo de leveduras de S. cerevisiae em PBS, na
concentracédo de 1,0 x 107 cél/mL, foi estimulada com 2 mA de corrente elétrica
continua por 3, 6, 9, 12 e 15 minutos, de acordo com o protocolo descrito (item
4.6).

A cada intervalo de dose, aliquotas de 20 ulL, de cada situacéo
experimental, foram retiradas, diluidas em tampédo PBS, plagueadas em meio
YPG solido, com espalhamento por pérola de vidro e incubadas por 96 horas, a
28 °C. Em paralelo, acompanhou-se o pH da suspensao celular utilizando-se
fita indicadora de pH (Merck) e posteriormente com uso de potencibmetro. Ao

final da incubacdo o niumero de colbnias foi quantificado.

4.13 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Tukey-Kramer,
usando o programa de estatistica InStat versao 3.01 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Estas analises compararam os resultados obtidos nos
tratamentos em diferentes situagdes experimentais com o controle, tendo sido
adotado um nivel de significancia de 5%. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE CELULAR APOS ESTIMULO
ELETRICO

Neste ensaio foram construidas curvas curso-temporal das cepas
bacterianas AB1157, AB1886 e AB2463, com o0 proposito de verificar a
sensibilidade destas ao Fluxo Anddico (FA), Fluxo Eletro-l6nico (FEI) e Fluxo
Catodico (FC) gerados por 2 mA de corrente elétrica em diferentes tempos.
Além da citotoxicidade foi verificado o potencial da CE em induzir lesées no
DNA e a capacidade destas cepas bacterianas em reparar tais lesdes
utilizando os mecanismos de reparo uvrA ou recA.

Os tempos de estimulo foram de 3, 6 e 9 minutos, com intervalo entre
cada tempo para a devida homogeneizacdo da suspensao celular.
Paralelamente, os valores de pH foram avaliados, em cada tempo especifico de
estimulacéo.

As curvas de citotoxicidade foram construidas a partir da razéo calculada
como o numero de células viaveis, apos tratamento (N) e o numero inicial de
células antes do tratamento (Np), cuja razéo é expressa como N/Ng No eixo das
ordenadas, em escala logaritmica essa razdo € expressa em funcdo do tempo
de estimulacdo elétrica, eixo das abscissas. As curvas de citotoxicidade das
cepas AB1157, AB2463 e AB1886 (Figuras 16, 17 e 18), indicam que em até 9
minutos, com 2 mA de corrente elétrica ndo ocorre morte celular significativa
em nenhuma situagdo experimental. Além disso, verificamos que a corrente
elétrica ndo produz lesdes no DNA reparaveis pelo sistema de excisdo ou
recombinacdo genética, ja que as curvas de citotoxicidade das cepas mutantes
AB1886 e AB2463 ndo apresentam diferenca de resposta em relacdo a curva

obtida com a cepa selvagem, AB1157.



64

1,0E+02
1,0E+01
o
S LoE00 ﬁ% 5
1,0E-01 ¥\%
1,0E-02
0 3 6 9

Tempo (min)

—|+FA —O—FEl —&—FC

Figura 16 - Ensaio de citotoxicidade da cepa AB1157 de E. coli apds estimulo com 2 mA nos
tempos de 3, 6 € 9 minutos. ([J) Fluxo Andédico - FA, (O) Fluxo Eletro-16nico - FEI e (A) Fluxo
Catddico - FC. Nao houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos pontos da
curva (p > 0,05). Resultados expressos como média * DP de cinco experimentos

independentes (n = 10).
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Figura 17 - Ensaio de citotoxicidade da cepa AB2463 de E. coli apds estimulo com 2 mA nos
tempos de 3, 6 e 9 minutos. (I1) Fluxo Andédico - FA, (O) Fluxo Eletro-16nico - FEI e (A) Fluxo
Catodico - FC. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos pontos da
curva (p > 0,05). Resultados expressos como média + DP de trés experimentos independentes

(n=6).
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Figura 18 - Ensaio de citotoxicidade da cepa AB1886 de E. coli apds estimulo com 2 mA nos
tempos de 3, 6 € 9 minutos. ([J) Fluxo Andédico - FA, (O) Fluxo Eletro-16nico - FEI e (A) Fluxo
Catddico - FC. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos pontos da
curva (p > 0,05). Resultados expressos como média + DP de trés experimentos independentes
(n=6).

Durante o tratamento, foram medidos os valores de pH, nos diferentes
tempos de aplicacdo de corrente (Quadro 3).

Observa-se que no controle (t = 0) o pH apresentou valor neutro. Apds a
aplicacdo de corrente por 3 minutos pode-se perceber um acréscimo no valor
de pH no fluxo catddico, explicado pela ja esperada decomposi¢cdo da dgua em
hidrogénio e ions hidroxila, 0 mesmo ocorrendo para o tempo de 6 e 9 minutos.
Por outro lado, uma acidificacdo no FA devido a decomposicdo da agua em
oxigénio e ions H" foi detectada. O FEI ndo apresentou varia¢do ao longo do
tratamento. Este perfil de pH foi obtido para as trés cepas estudadas (AB1157,
AB1886 e AB2463). O quadro 3 apresenta a média obtida da variagdo do pH,
durante a estimulacao elétrica da cepa AB1157, pelo uso de fita indicadora de
pH, paralelamente e os valores obtidos em outro experimento com auxilio do

potencidometro.
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Quadro 3 — Média dos valores de pH obtidos apds eletroestimulacdo da cepa AB1157,
utilizando-se a fita indicadora (Fita) e o potencidmetro (Poten.). Resultados expressos como
média de seis experimentos com fita indicadora e trés com potencidmetro.

Tempo FA FEI FC

Fita Poten. | Fita Poten. | Fita Poten.
70 727 |70 728 |70 7,30
68 6,78 |70 722 |75 751
63 660 |70 720 |80 984
6,2 6,20 |70 7,19 |90 10,2

O] O Wl O

5.2 ENSAIO DE MUTAGENESE PARA RESISTENCIA A RIFAMPICINA
RifS > RifR

Usando os tempos 3, 6 e 9 minutos e aplicacdo de 2 mA de corrente
continua, foi testada a mutagénese para resisténcia a rifampicina em bactérias
tratadas com CE e crescidas em meio LB acrescido do antibiético. Apés
crescimento, as Unidades Formadoras de Colbnias das placas de viabilidade e
de mutagénese foram quantificadas. A Figura 19 relaciona a viabilidade com a
mutagénese, onde os resultados sdo dados em incremento. Um incremento 2
vezes maior € considerado mutagénico.

Na figura 19, pode-se observar que em todos os tempos ndo houve
aumento de mais de duas vezes, além do valor do controle, ou seja, o
espontaneo. Além disso, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os valores obtidos, indicando que a estimulagdo com 2 mA de CE né&o
apresenta potencial mutagénico. O controle positivo feito com irradiacdo de UV-
C, apresentou um incremento de aproximadamente 42 vezes mais, indicando

que o método € eficiente para avaliacdo do potencial mutagénico.
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Figura 19 - Resposta da cepa AB1157 de E. coli para o ensaio de mutagénese para resisténcia
a rifampicina, com tratamento de corrente elétrica continua de 2 mA por 3, 6 e 9 minutos. Como
controle positivo foi feita a irradiagdo com luz ultravioleta C (UV-C), com comprimento de onda
de 254 nm e dose de 40 J/m?, a qual produziu um incremento de cerca de 42 vezes na taxa de
mutagénese. A estimulagéo elétrica ndo foi capaz de aumentar em mais de duas vezes o valor
obtido no controle (espontéaneo) indicando que nestas condi¢cdes a CE ndo € mutagénica. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos pontos da curva (p > 0,05).
Resultados expressos como média + DP de dois experimentos independentes (n = 4).

5.3 REATIVACAO DE BACTERIOFAGOS PELA CELULA HOSPEDEIRA -
COMPARACAO ENTRE CEPAS SELVAGEM E DEFICIENTES EM
MECANISMO DE REPARO

O bacteriofago A foi obtido por crescimento em meio sélido na cepa
indicadora E. coli AB1157 com posterior titulacdo, de onde se obteve
aproximadamente 10° fagos/mL. Os fagos foram tratados com CE e crescidos
em diferentes bactérias indicadoras: AB1157 (selvagem), AB2463 (recA) e
AB1886 (uvrA). Com isso obtivemos as curvas de citotoxicidade do
bacteriéfago A, nas diferentes cepas, apos passagem da CE (Figuras 20, 21 e
22).
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Este bacteriofago ndo possui em seu genoma as informacbes
necessérias para a codificagdo das enzimas que promovem o reparo de danos.
Porém, o sistema de enzimas presente nas células que os fagos infectam é
capaz de reparar tais lesfes. Assim, a cepa selvagem conseguiria reparar
danos causados pela CE no fago, porém as cepas mutantes podem reparar ou
nao estas lesdes. Quando o reparo da lesdo envolve o mecanismo dependente

dos genes uvrA ou recA, o mesmo fica deficiente.
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Figura 20 — Numero de plaques induzidos pela CE no bacteriéfago A, tendo como célula
hospedeira a cepa AB1157 de E. coli, apds tratamento com CE de 2 mA em tempos de 3,6 e 9
minutos. (L) Fluxo Anédico (FA), (O) Fluxo Eletro-16nico (FEI) e (A) Fluxo Catddico (FC). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos pontos da curva (p > 0,05).
Resultados expressos como média + DP de sete experimentos independentes (n =14).
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Figura 21 - Namero de plaques induzidos pela CE no bacteriéfago A, tendo como célula
hospedeira a cepa AB2463 de E. coli, apds tratamento com CE de 2 mA em tempos de 3,6 e 9
minutos. (L) Fluxo Anddico (FA), (O) Fluxo Eletro-1énico (FEI) e (A) Fluxo Catddico (FC). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos pontos da curva (p > 0,05).
Resultados expressos como média + DP de dois experimentos independentes (n =4).
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Figura 22 - Numero de plaques induzidos pela CE no bacteriéfago A, tendo como célula
hospedeira a cepa AB1886 de E. coli, apds tratamento com CE de 2 mA em tempos de 3,6 e 9
minutos. (1) Fluxo Andédico (FA), (O) Fluxo Eletro-I6nico (FEI) e (A) Fluxo Catédico (FC). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos pontos da curva (p > 0,05).
Resultados expressos como média + DP de dois experimentos independentes (n =4).
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Os gréficos apresentados para este ensaio (Figuras 21, 22 e 23) tém no
eixo y a razdo entre o numero de células infectadas apds tratamento (N) e o
namero de células infectadas obtidas no tempo zero (Np), em escala
logaritmica. Na abscissa esta expresso o tempo em minutos de estimulacao
elétrica. Nos trés graficos ndo ha uma reducgdo estatisticamente significativa no
namero de centros infecciosos, portanto, ndo ha diferenca na restauracéo pela
cepa bacteriana selvagem ou mutante. Com estes experimentos concluimos
qgue a CE néao induz lesdes reparaveis pelos sistemas estudados.

O controle positivo foi feito com luz ultravioleta C (UV-C) no comprimento
de onda de 254 nm. Para as cepas AB1157 e AB2463 os fagos foram
irradiados com uma dose de 50 J/m?, resultando um valor médio de 0,26 e 0,06
respectivamente. Para os fagos cuja cepa hospedeira foi AB1886 a dose de

UV-C aplicada foi de 10 J/m?, com valor de N/Ng igual a 0,54.

5.4 INDUCAO LISOGENICA

Neste ensaio a cepa WP2s()), ja contendo o bacteriéfago foi tratada com
CE, conforme o sistema experimental descrito anteriormente. Neste
experimento se obteve a curva de citotoxicidade desta cepa, apresentada na
Figura 23 e a resposta do plagueamento da cepa WP2s()) tratada com CE e foi

adicionada a cepa indicadora, RJF013 (Figura 24).
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Figura 23 - Ensaio de citotoxicidade da cepa WP2s()) apds estimulo com 2 mA nos tempos de
3, 6 e 9 minutos. () Fluxo Anddico - FA, (O) Fluxo Eletro-Iénico - FEI e (A) Fluxo Catddico -
FC. Néo houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos pontos da curva (p >
0,05). Resultados expressos como média + DP de trés experimentos independentes (n = 6).

A Figura 24 representa o grafico de Unidades Formadoras de Plaques
(UFP) pelo tempo. Os centros infecciosos séo a infeccéo da bactéria pelo virus.
A consequente morte da bactéria leva a formacdo da plaque, quantificadas
como Unidades Formadoras de Plaques. Neste caso as plaques foram
originadas das bactérias lisogénicas nas quais o fago lambda foi induzido, isto
€ passou para o ciclo litico. Pela andlise, para o trés fluxos estudados, ndo ha
aumento do nimero de centros infecciosos. Portanto, a CE néo foi capaz de
induzir mudancgas genotéxicas nestas condi¢des. O controle positivo, feito com
irradiacéo de 2 J/m?, (in set) indicou um aumento do numero de CI de 1,0 x 10*
para 3,58 x 10’, demonstrando que o método foi eficiente para avaliar a

genotoxicidade.
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Figura 24 — (a) Numero de centros infecciosos induzidos pela estimulagdo elétrica com 2 mA.
O grafico apresenta o numero de centros infecciosos observados apés estimulacdo da bactéria
WP2s(L) e posterior plaqueamento com a bactéria indicadora, RJF013. Para os tempos de
tratamento com o (0O) Fluxo Anddico (FA), (O) Fluxo Eletro-16nico (FEI) e (0) Fluxo Catédico
(FC), nao se observou aumento do nimero de centros infecciosos, demonstrando que a CE
ndo é genotoxica nestas condigfes. (b) O controle positivo, feito com radiagdo ultravioleta C,
apresentou 3,58 x 10’ centros infecciosos. Resultados expressos como média = DP de trés
experimentos independentes (n = 6).
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5.5 ANALISE DA MORFOLOGIA E PERMEABILIDADE POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A analise por microscopia eletrbnica de transmissdo nao indicou
alteracdes na morfologia e nem em estruturas de adeséo das bactérias AB1157
apos estimulagéo elétrica com 2 mA nos tempos de 3, 6 e 9 minutos. Porém,
no fluxo anddico e catddico, nos tempos estudados, as bactérias apresentaram
0 contrastante PTA em seu interior, com aumento da quantidade de PTA no
interior da célula conforme o tempo de passagem de corrente.

A Figura 25, 26, 27 e 28 apresentam a MET das bactérias nas situacdes
estudadas.

Controle

—1|m_'

Figura 25 — Microscopia eletrénica de transmissdo de bactérias E. coli AB1157. A bactéria
apresenta estrutura de bastonetes Gram-negativos de 1 a 1,5 mm de largura e 2 a 6 mm de
comprimento. Fimbrias (estruturas de adesao) sdo numerosas.
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Figura 26 — Microscopia eletrbnica de transmissdo de bactérias E. coli AB1157 estimuladas
com 2 mA por 3, 6 e 9 minutos, no fluxo anddico.



Figura 27 — Microscopia eletrfnica de transmisséo
com 2 mA por 3, 6 e 9 minutos, no fluxo eletroidnico.
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Figura 28 — Microscopia eletronica de transmisséo de bactérias E. coli AB1157 estimuladas
com 2 mA por 3, 6 e 9 minutos, no fluxo catodico.
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5.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE CELULAR DE S. CEREVISIAE

Neste ensaio foi construida uma curva curso-temporal da cepa de S.
cerevisiae FF18733 estimulada com 2 mA de CE, para verificar a sensibilidade
desta ao Fluxo Anddico (FA), Fluxo Eletro-16nico (FEI) e Fluxo Catédico (FC)
(Figura 29). Os tempos escolhidos foram de 3, 6, 9, 12 e 15 minutos. Os

valores de pH na suspenséao foram acompanhados.
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Figura 29 - Ensaio de citotoxicidade da cepa FF18733 de S. cerevisiae apo6s estimulo com 2
mA nos tempos de 3, 6, 9, 12 e 15 minutos. (L) Fluxo Anédico - FA, (O) Fluxo Eletro-16nico -
FEI e (A) Fluxo Catédico - FC. Nao houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum
dos pontos da curva (p > 0,05). Resultados expressos como média + DP de quatro
experimentos independentes (n = 8).

Os valores de pH obtidos também corresponderam ao apresentado pela
literatura e estdo resumidos no quadro 4. As leituras foram feitas em todos os
tempos e fluxos, com fita indicadora de pH durante o experimento e com

potencidmetro em experimento separado.
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Quadro 4 — Média dos valores de pH obtidos apds eletroestimulacdo da cepa S. cerevisiae,
utilizando-se a fita indicadora (Fita) e o potencidmetro (Poten.). Resultados expressos como
média de trés medidas para ambos os métodos.

Tempo FA FEI FC
Fita Poten. | Fita Poten. | Fita Poten.
0 70 7,20 |70 7,22 70 7,24
3 68 691 |70 7,20 7,4 7,34
6 65 649 |70 7,24 |84 861
9 64 632 |70 7,18 9,6 9,47
12 60 589 |70 7,20 |10,0 10,2
15 42 438 |70 7,18 |10,0 10,8
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6. DISCUSSAO

O tratamento eletroquimico de tumores pelo uso de uma corrente
elétrica continua de baixa intensidade, denominada de eletroterapia tumoral
(ETT), possui em sua metodologia o uso de eletrodos inseridos no local do
tumor, objetivando destruir o tecido tumoral. Esta terapia antitumoral teve sua
origem nos estudos clinicos realizados por Nordenstrom (NORDENSTROM,
1983, 1989) e, desde entdo, tem sido amplamente aplicada em pacientes com
tumores sdlidos, principalmente na China (XIN, 1994, 1998). No Brasil, os
mecanismos de acdo envolvidos com a atividade antitumoral da ETT vém
sendo elucidados por estudos in vitro (HOLANDINO et al., 1998, 2000, 2001;
VEIGA et al., 2000, 2005, CAMPOS, 2008; BRITO, 2009; GOMES et al., 2009)
e in vivo (PARISE et al., 2008, TELLO et al., 2004, 2007).

Os efeitos antitumorais da ETT séo atribuidos a diferentes mecanismos;
porém, ndo existem trabalhos na literatura que evidenciem os efeitos
mutagénicos ou genotéxicos da corrente elétrica continua. Estes testes
toxicolégicos permitem a avaliacdo do potencial carcinogénico de substancias
ao qual o homem pode ser exposto, isto é, de novos medicamentos, pesticidas,
aditivos alimentares, cosméticos e tratamentos. Esta investigacdo prévia leva a
seguranca durante o desenvolvimento e aplicacdo de inovacBes na area
farmacéutica. Em certas situacgdes, o risco identificado em estudos pré-clinicos
pode ser de tal natureza que leve as agéncias reguladoras a emitir um parecer
negativo e a ndo recomendacéao do tratamento (CARNEIRO et al., 1997).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos
da CE no material genético, buscando verificar o potencial genotoxico e
mutagénico deste tratamento.

A mutacdo é toda a alteracdo permanente do material genético de uma
célula, que nado resulta de recombinacdo ou da segregacdo normal dos
cromossomos. Quando néo é letal para a propria célula, ela pode propagar-se

pelo corpo em crescimento (mutacdo somatica) ou transmitir-se as geracdes
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seguintes (mutacdo germinativa). A taxa de mutacdo espontanea de uma
determinada populacao refere-se a uma frequiéncia basal, que pode alterar-se
ao longo da historia evolutiva, podendo sofrer um aumento induzido por
agentes fisicos, quimicos e/ou biolégicos. A taxa geral na qual as novas
mutagbes surgem de forma espontdnea em um determinado sitio do
cromossomo varia de 10° a 10™, por ciclo de replicacdo do DNA (WATSON et
al., 2006). A genotoxicidade descreve uma acdo deletéria diretamente no
material genético, modificando o genoma de um ser vivo.

Para estudar o possivel efeito mutagénico e genotoxico da corrente
elétrica foi utilizado um sistema experimental anteriormente validado por Veiga
e colaboradores, em 2005. A grande importancia deste sistema é a
possibilidade de diferenciar os efeitos de diferentes polaridades de corrente.
Portanto, as diferentes reagfes decorrentes da estimulagdo anddica (FA) e
catddica (FC) podem ser facilmente avaliadas. Além disso, este aparato
experimental permite avaliar as alteracdes celulares decorrentes da interacéo
do fluxo de elétrons com a suspensdo celular (FEI). Esta situacdo se
assemelha ao que ocorre na estimulacao elétrica de humanos e em animais.

O valor de corrente escolhido foi baseado em trabalhos anteriores do
mesmo grupo (HOLANDINO et al., 1998, 2000, 2001; VEIGA et al., 2000), no
valor de 2 mA. Para a escolha dos tempos primeiramente foram testados os
tempos de 5, 10 e 15 minutos, porém, uma morte celular de cerca de 90 % da
populacao bacteriana ocorreu com aproximadamente 10 minutos de passagem
de corrente elétrica no fluxo catédico. Esta morte teve como provavel causa a
alteracdo de pH do meio e a perda da permeabilidade celular, encontrada apos
passagem de corrente. Tempos menores de passagem de corrente elétrica (3,
6 e 9 minutos) foram escolhidos para o tratamento. Entre a aplicacdo de cada
tempo, deu-se um intervalo, necessario para realizar a devida homogeneizacéo
da suspenséo celular com os eletrdlitos, para retirada das aliquotas e medigéo
do pH. A aplicacéo de 2 mA por 3 minutos gera uma aplicacéo de 0,36 C.

O tampao escolhido para estudo de mutagenicidade e genotoxicidade da
CE foi o PBS (tampao salina fosfato). Os motivos para a escolha deste tampé&o

foram: (a) presenca de cloreto, indispensavel no tratamento eletroquimico; (b)
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tonicidade semelhante aos meios fisioldgicos; (c) validacdo prévia do uso deste
tampdo em diferentes linhagens celulares; (d) boa condutividade elétrica; (e)
faixa de pH tamponado semelhante aos meios fisiologicos.

Veiga e colaboradores testaram a viabilidade celular de células de
mastocitomas de camundongo (linhagem P815) tratados com corrente elétrica
em diferentes tamp0oes, entre estes: PBS, tamp&o M9, tampao fosfato e tampéo
Hepes. Com excecédo do PBS, a variacao no pH e a formacédo de produtos de
eletrdlise ndo foram suficientes para levar a variacdo na viabilidade das células
atribuida a geracao de espécies cloreto (anodo) e hidroxila (catodo) (VEIGA et
al., 2000).

O presente trabalho teve como primeiros experimentos 0s ensaios de
citotoxicidade bacteriana em tampéo eletrolitico PBS a uma corrente de 2 mA.
Para tanto, foram utilizados trés diferentes cepas de E. coli K12: cepa
selvagem (AB1157); cepa deficiente no reparo por excisdo (AB1886/uvrA6) e
cepa deficiente no reparo recombinacional (AB2463/recA13). Uma resposta
diferenciada entre as cepas mutantes e a selvagem, ap0s passagem da CE,
permite  um estudo comparativo acerca dos possiveis alvos no DNA
(FRIDBERG et al., 2006). As cepas deficientes em mecanismos especificos de
reparacdo nao seriam capazes de reparar tais danos. Como resultado, foi
obtida uma resposta semelhante para as trés cepas, ou seja, apds estimulo
elétrico de 2 mA em tempos de 3, 6 e 9 minutos o comportamento das cepas
nao foi diferenciado, demonstrando que a CE ndo causa leséo reparavel pelo
sistema deficiente de uvrA ou recA (Figuras 16, 17 e 18).

As solucdes oriundas de bactérias tratadas também tiveram seu pH
monitorado durante a aplicacdo da corrente elétrica, para verificar se a
resposta apresentada possuia coeréncia com a literatura. As medi¢des foram
realizadas com dois meéetodos, um paralelamente ao experimento com fita
indicadora de pH e depois, com um método mais preciso para confirmar os
valores obtidos. Pela necessidade de se manter as bactérias em ambiente
estéril ndo seria possivel medir com o potencidmetro durante os experimentos.

A resposta obtida foi um acréscimo no valor de pH no fluxo catddico,

devido & decomposicdo da agua em hidrogénio e ions hidroxila e uma
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acidificacdo no fluxo anddico devido a decomposicdo da 4gua em oxigénio e
fons H*. O fluxo eletro-ibnico ndo apresentou variagdo ao longo do tratamento
gquando medido com fita indicadora e apresentou um leve decréscimo de pH
quando medido por potencidbmetro. Este por ser mais sensivel demonstra uma
acidificacdo, porém com uma variagdo pouco significativa (0,09 entre o pH do
controle e o pH do tempo de 9 minutos). Esta resposta est4 de acordo com a
literatura (NILSSON et al., 2000; VEIGA et al., 2000).

Para estudar a capacidade mutagénica da CE utilizamos o teste de
resisténcia a rifampicina, com a cepa AB1157. A rifampicina é bactericida para
a cepa AB1157 e havendo potencial mutagénico associado a CE, esta poderia
induzir alteracdes no sitio de ligacdo do antibidtico, tornando-a resistente a
rifampicina (MILLER et al., 1994). Esta resisténcia resulta de mutacdes
ocorridas na subunidade  da RNA polimerase (rpoB) e permite o crescimento
da bactéria em meio de cultivo acrescido do antibiético (CAMPBELL et al.,
2001).
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Figura 30 - Representacdo esquemadtica da ligagdo do antibiético rifampicina. No quadro a
esquerda a ligac&o da rifampicina a subunidade p da RNA polimerase impede a transcrigéo. A
direita, ap6s mutacédo, a regido B € modificada e a rifampicina ndo consegue mais se ligar, o
que a faz perder 0 efeito bactericida. Adaptado de
<www.pnas.org_cgi_doi_10.1073_pnas.0406410101>.

Assim, apés tratamento com CE, as bactérias foram mantidas a 37 °C,
por 24 horas para crescimento das novas geracdes. ApOs crescimento, a
viabilidade em meio LB e o efeito mutagénico por plaqueamento em meio LB
contendo rifampicina (100 pg/mL) foram verificados. O controle positivo foi

realizado com luz ultravioleta C (UV-C) no comprimento de onda de 254 nm (40
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J/m?), um tratamento altamente mutagénico (FRIEDBERG et al., 2006). Na
Figura 19 ndo se observa valor algum duas vezes maior que a taxa de mutacao
espontanea, ou seja, nao houve perda do efeito bactericida da rifampicina,
indicando que nao houve mutagcdo no gene rpoB. O controle com UV-C teve
um resultado de cerca de 42 vezes superior ao Vvalor espontaneo
demonstrando que o teste foi funcional.

Os testes genotoxicos prosseguiram com a passagem de corrente
elétrica direta em bacteriofagos A com posterior incubacdo destes com
bactérias selvagens e mutantes. Estes bacteriéfagos, se danificados, né&o
conseguem se autoreparar, pois, nao possuem sistemas de reparo e precisam
de um sistema enzimatico presente no seu hospedeiro. As células bacterianas
com todos os mecanismos de reparo (selvagem) sédo capazes de reparar o
fago quando este é danificado; ja as bactérias mutantes, sdo capazes de
reparar apenas através dos mecanismos que lhes restam.

Apés o tratamento com CE, o fago foi incubado junto a bactéria. A
infeccdo pelo fago lambda comeca quando o virus adere a um receptor na
parede da célula bacteriana e injeta seu DNA. O revestimento de proteina do
fago permanece fora da célula enquanto o seu DNA entra rapidamente.
Posteriormente, o fago se utiliza do maquinario bacteriano para sua
reproducao, seguindo o ciclo litico ou lisogénico. No ciclo litico o virus se
reproduz e mata a célula hospedeira. Visualmente, no local de infeccdo deste
virus, temos a formacdo de uma plaque (unidade de bactéria infectada por
virus).

Com este pensamento aplicamos a CE em bacteridfagos e plagueamos
estes com bactéria selvagem (AB1157) e duas com deficiéncia em mecanismo
de reparo, AB1886 (uvrA6) deficiente no reparo por excisao e AB2463 (recAl3)
deficiente no reparo recombinacional. Pelos resultados obtidos (Figura 20, 21 e
22) observamos que nao houve diferenca no niumero de plaques com os trés
tipos de bactérias, indicando que a CE ndo gera alteracbes no DNA viral ou
que esta alteracdo ndo é passivel de reparo (AB1886) por excisdo e nem
recombinacgéo (AB2463).

O controle positivo foi realizado com UV-C. As proteinas Uvr do
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mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos da E. coli sdo necessarias
para corrigir lesdes provocadas pela luz ultravioleta. Os mutantes dos genes
uvr sdo sensiveis a luz UV e ndo sao capazes de remover adutos timina-timina,
timina-citosina. A cepa AB1886 é deficiente em uvrA, ou seja, ela néo
consegue reparar as lesdes causadas pela luz ultravioleta; desta forma, ao
aplicarmos a dose de UV-C nos fagos que seriam inseridos nesta cepa,
precisamos usar uma dose 5 vezes menor do que a usada para as cepas que
apresentam uvrA. Mutantes do tipo uvrA, uvrB ou uvrC ndo séo capazes de
remover dimeros de pirimidinas do seu DNA. Este sistema UvrABC também
atua na reparacdo de lesdes produzidas no DNA de fagos que infectam a
célula bacteriana. Assim, a capacidade infecciosa de fagos como A, se
previamente lesados pela radiacdo UV, é bem maior em células que possuem
reparacdo por excisdo do que nos mutantes nela deficientes, fenbmeno que
constitui a reativacdo pela célula hospedeira (host cell reactivation - hcr). Este
tipo de reparac&o ndo ocorre em mutantes uvrA, B ou C (LEITAO et al., 2005).

A inducdo lisogénica foi outro teste utilizado para verificar o efeito
genotdxico da CE. Quando culturas de E. coli sdo expostas a determinados
agentes fisicos ou quimicos ocorre a inducdo de funcdes celulares
denominadas de funcdes SOS, controladas pelos genes lexA e recA.

Em condicdes normais a proteina LexA reprime uma série de
operadores, entre eles, os de recA e o préprio lexA, permitindo somente a
expressao de seus produtos em niveis basais. Quando o DNA é lesado ou sua
replicacdo € inibida, ha formacdo de sinais moleculares que ativam a funcéo
co-proteolitica da proteina RecA. Sob esta forma ela pode entdo induzir a
autoclivagem da proteina LexA provocando sua inducdo. Com a clivagem do
repressor lexA comeca a transcricdo de varios genes bacterianos e seus
produtos tornam-se responsaveis direta ou indiretamente por fendbmenos, tais
como a amplificacdo da capacidade de reparo de lesdes, inducdo de profagos
em células lisogénicas, etc (LEITAO et al., 2005).

Os genes dos cromossomas bacterianos nédo sao os Unicos a sofrerem o
controle do sistema SOS. Este sistema também esta envolvido no controle dos

genes encontrados em plasmideos e virus bacterianos. As fungdes SOS
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também podem ser, portanto, visualizadas utilizando-se bacteri6éfagos, atraves
da avaliacdo da inducdo de profagos em células lisogénicas, o que constitui o
fenbmeno da inducédo lisogénica. Existe uma semelhanca estrutural entre o
repressor cl do profago A e o represssor lexA, que possibilita, a clivagem
proteolitica do repressor do fago pela interacdo com a proteina RecA ativada.
ApoOs esta clivagem, o estado de lisogenia € rompido ocorrendo a inducdo do
profago e a sintese do ciclo litico (ALBERTS et al., 1997).

A clivagem do repressor do profago pode ser desencadeada por
diversos tratamentos fisicos, como as radiacdes, ou agentes quimicos, como
compostos mutagénicos e ou carcinogénicos, 0s quais, por causarem lesdes
no DNA, possibilitam a ativacdo da proteina RecA. Sendo assim, a inducdo
lisogénica € um teste bastante simples, utilizado na deteccdo de compostos
genotoxicos, baseados na propriedade destes em induzir o profago através da
clivagem do seu repressor (MOREAU et al., 1976).

A cepa WP2s(A) além de conter o fago A, apresenta uma mutagdo no
gene uvrA (FONSECA et al., 1994), cujo produto esta envolvido no reparo por
excisdo de nucleotideos, o que torna esta estirpe bacteriana altamente sensivel
a agentes capazes de causar lesbes de DNA. Foi necessaria a presenca da
cepa indicadora para que os bacteri6fagos liberados da cepa WP2s(A)
adsorvessem na cepa indicadora e apresentassem, visualmente, 0s centros
infecciosos.

Neste processo, a cepa WP2s(A) ao receber acdo de um agente
mutagénico, tera a enzima RecA do sistema de reparo SOS ativada e esta
clivard o repressor LexA que ndo podera mais inibir o mecanismo de reparo
SOS, comecgando a producdo de enzimas para fazer o reparo no DNA
lesionado. Porém, o repressor LexA tem uma estrutura muito parecida com o
repressor cl do bacteriéfago; assim a enzima RecA ao clivar LexA também cliva
0 repressor cl. Esta proteina repressora, cl, impede a transcricdo de genes
essenciais para o ciclo litico dos fagos. Sem a repressao, os fagos comecam a
sintetizar proteinas envolvidas com o ciclo litico o que ira culminar em lise
bacteriana da WP2s()) e liberacdo de novas particulas virais, que infectardo a

cepa indicadora, RJF013, sendo visualizado como centros infecciosos numa
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placa de cultura (LEITAO et al., 2005).

Em nossos experimentos de estimulacdo elétrica ndo foi obtido aumento
no numero de centros infecciosos demonstrando que o mecanismo de reparo
da cepa tratada nado foi ativado. Ocorre uma pequena queda no numero de
Unidades Formadoras de Plagues no anodo, no tempo de 9 minutos. Esta
queda pode estar ocorrendo por uma morte das bactérias, originaria do tempo
de aplicacdo de corrente, pode ser um erro experimental o que podera ser
elucidado com o aumento do numero de ensaios ou pode estar ocorrendo uma
diminuicdo na inducdo lisogénica, um resultado que devera ser mais
detalhadamente estudado. Este ensaio nos permite concluir que, nas
condicBes experimentais utilizadas a CE ndo apresenta efeito genotéxico.

A fim de verificar a morfologia das bactérias AB1157 apés o tratamento
com CE, por 3, 6 e 9 min, amostras de cada tempo e fluxo foram analisadas a
partir de contrastacdo negativa em microscopio eletrénico de transmisséo. Os
resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 25, 26, 27 e 28. As células
bacterianas no fluxo anddico e catddico tem sua permeabilidade alterada, e, a
medida que se aumenta o tempo de eletroestimulagcédo, mais esta alteracdo é
visivel, sugerindo que a permeabilidade é mais alterada com o tempo de
eletroestimulacdo (Figura 26 e 28). No FEI n&o se observou alteragdo de
permeabilidade (Figura 27). Em nenhum dos fluxos a morfologia foi alterada.
No FA e no FC com o tempo de aplicacdo de corrente as fimbrias ficam menos
visiveis devido a um artefato da técnica, ndo sendo possivel focaliza-las na
fotografia, porém elas estavam presentes.

Na continuagcdo dos testes de citotoxicidade, utilizamos a levedura S.
cerevisiae, um organismo eucarioto amplamente estudado e notavelmente
semelhante as células de mamiferos quanto a presenca de macromoléculas,
organelas e proteinas. Por isto, esta levedura € uma ferramenta importante nas
pesquisas sobre mutagénese e reparo do DNA para modelos eucariéticos
(COSTA & FERREIRA, 2001).

A levedura foi tratada pelo mesmo sistema experimental, com tempos
entre 3 e 15 minutos e sua curva de crescimento foi construida. Este ensaio de

cinética é util e necesséario para definir a citotoxicidade basal, permitindo a
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observacdo da capacidade intrinseca de um composto em causar a morte
celular, como consequéncia de danos as funcdes celulares (EINSENBRAND et
al., 2002). O ensaio com leveduras é um complemento aos ensaios com
bactérias (POLI et al., 1999; TERZIYSKA et al., 2000). A cinética obtida com a
passagem de corrente nao teve diferenca significativa entre os tempos e 0s
fluxos, indicando uma provavel preservacdo do material genético destas
leveduras. O modelo eucaridtico utilizado neste trabalho, Saccharomyces
cerevisiae, ndo apresentou, apos passagem da CE, inibicdo da proliferacéo
celular (ver Figura 29), ou seja, a corrente ndo foi citotoxica para este
eucarioto.

A resposta dos valores de pH para levedura foram os mesmos
encontrados para bactérias E. coli AB1157 e que estdo de acordo com a

literatura.
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7 CONCLUSAO

M A estimulagdo elétrica com 2 mA de corrente continua ndo apresentou
citotoxicidade para as cepas de E. coli (mutante e selvagens) e de S.

cerevisae.

M A estimulagdo elétrica com 2 mA de corrente continua alterou a
permeabilidade da membrana celular ao PTA nos tempos de 3,6 e 9

minutos no fluxo anddico e catddico.

M A estimulagdo elétrica com 2 mA de corrente continua nado induziu

mutagenicidade em bactérias (E. coli, AB1157).

M A estimulagéo elétrica com 2 mA de corrente continua ndo apresentou

carater genotoxico.
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8. PERSPECTIVAS

Através deste estudo podemos afirmar que a estimulacéo elétrica com 2
mMA de corrente continua ndo apresenta carater genotoxico ou mutagénico.
Novos estudos serédo realizados variando as condi¢des experimentais a fim de
corroborar o presente estudo.

Dentre as perspectivas mais imediatas citamos: verificar morfologia de
organismos eucariotos (leveduras S. cerevisae) por contrastacdo negativa com
contrastante PTA e visualizacdo por microscopia eletrénica de transmissao,
aplicacao de intensidade e tipos diferentes de estimulagcéo elétrica; intervalos
diferentes de estimulagéo elétrica; uso de outras solucdes eletroliticas; outros
testes de genotoxicidade e mutagenicidade, como por exemplo, teste do
cometa, feito em células de animais tratados com corrente elétrica continua, a

fim de visualizar possiveis danos em seu DNA, dentre outros testes.
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