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Resumo

O tratamento eletroquimico (EChT) é uma modalidade alternativa para o tratamento de
tumores com base na aplicagdo de uma corrente elétrica continua no tecido tumoral, por meio de
dois ou mais elétrodos colocados na zona do tumor ou nas dreas circundantes. Ha relato de
resultados promissores em ensaios clinicos realizados na China que mostram a regressdo dos
tumores, e em alguns casos a prdpria remissado total. Apesar destes resultados, tem havido muita
relutancia no mundo ocidental em aceitar este tratamento. A falta de evidéncias de natureza
cientifica acerca do funcionamento destes tratamentos é uma das causas que pode justificar a falta
de interesse pela medicina ocidental. Como resultado direto das eletrdlises galvanostaticas que
resultam da passagem de corrente elétrica nos tecidos, ha referéncia a evolu¢do de O, no anodo e
de H, no catodo, provenientes da eletrdlise da dgua. A maioria dos estudos in vitro reporta os efeitos
relacionados com a acidificagdo na regidgo do anodo e da alcaliniza¢do na regido do catodo. Apesar
de na presencga de Cl ser referida a evolugao de Cl; no anodo, a sua detegao é normalmente realizada
de uma forma qualitativa através do cheiro. A dissolug¢do do Cl, da origem a formacgdo do HOCI, que
é por sua vez um potente agente oxidante com capacidade para reagir com diferentes componentes
celulares.

Este trabalho visa contribuir para o esclarecimento do papel do HOCI na eficiéncia do EChT.
De modo a quantificar o HOCI produzido durante as eletrélises foi otimizado um método
espectrofotométrico, baseado na reagdo com a curcumina. Este método permitiu a quantificagdo de
quantidades muito reduzidas de HOCl em meio fisioldgico (PBS) tendo sido utilizado posteriormente
para quantificar esta espécie em diferentes condi¢Ges experimentais relevantes na aplicacdo do
EChT.

Os ensaios realizados mostraram que a produgdo de HOCI depende fortemente das condi¢bes
experimentais da eletrdlise. Dos efeitos estudados, o pH do meio mostrou ser o mais importante na
medida em que pode limitar a produ¢dao de HOClI mesmo em condi¢des em que a dose aplicada é
elevada (tempo longos e intensidade de corrente altas). A acidificagdo junto ao anodo, que tende a
aumentar com a dose do tratamento, reduz a extensdo de formagdo do HOCI, tornando o processo
menos eficiente. Quando existe comunicagdo entre os produtos formados no anodo e no catodo
ocorre um efeito de alcalinizacdo do meio. Este aumento de pH demonstrou ser efetivo na
solubiliza¢do do Cl, produzido no anodo contribuindo para a formacgdo de quantidades superiores de
HOCI tanto por aumento da intensidade de corrente como do tempo de eletrélise.

O efeito em células vivas do HOCI produzido nas eletrdlises foi testado utilizando culturas da
levedura S. Cerevisiae como modelo. Observou-se que baixas concentragdes de HOCI afetam
drasticamente a viabilidade celular. Esta espécie demonstrou ter efeitos citotoxicos provocando a

oxidacdo intracelular.






Abstract

The electrochemical treatment (EChT) is an alternative approach for the treatment of
tumours by applying a continuous electric current to the tumour by means of two or more
electrodes placed in the tumour area or at its surroundings. There are reports on positive results
in clinical trials conducted in China, showing the regression, and in some cases the complete
remission of tumours. Despite these results, the Western world is reluctant to accept this
treatment. The lack of scientific evidence on the mechanism of action of this treatment is one
of the causes that may justify lack of interest for this treatment by Western medicine.

As result of electric current, galvanostatic electrolysis of the extracellular medium occurs,
taking place the O, evolution at the anode and the H; evolution at the cathode. The majority of
the in vitro studies report the effect of acidification in the anode region and of alkalinization at
the cathode region. Although in the presence of CI, Cl; evolution is known to take place at the
anode its production is reported following its odour detection.

This work aims to contribute to the clarification of the role of HOCl in EChT efficiency. The
dissolution of Cl, gives rise to the formation of HOCI, which in turn is a potent oxidizing agent
capable of reacting with different cellular material. In order to quantify the HOCI produced
during electrolysis a spectrophometric method based on reaction with curcumin has been
optimized. This method allowed the quantitation of small amounts of HOCI at the physiological
medium (PBS) and was used to quantify this species formed in different experimental conditions
that are relevant for EChT.

Results show that the amount of HOCI produced depends strongly on the experimental
conditions of the electrolysis. The pH demonstrated to be the most important variable that can
limit the production of HOCI, even for a high dose (long time and high current intensity). The
medium acidification that increases during the treatment reduces the extent of HOCI formation
and makes the process less effective. When the electrolysis is carried out in conditions that
enable the mixture between the products formed at the anode and at the cathode, the medium
alkalinizing is noticed. The pH increase, which takes place with increasing current intensity and
electrolysis time, is effective for solubilisation of the Cl, produced at the anode and contributes
to formation of higher amounts of HOCI.

The effect in living cells of the HOCI produced by electrolysis was evaluated using culture of the
yeast S. cerevisiae as model. It was observed that low concentrations of HOCI dramatically affect

cell viability. This species was shown to have cytotoxic effects by causing intracellular oxidation.
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Capitulo 1 - Introdugao

1. Introdugao

No presente capitulo é realizada uma revisao bibliografica dos trabalhos desenvolvidos

mais relevantes para a compreensdo do tema.

1.1 Terapias convencionais contra o cancro

O cancro é uma doenca que afeta milhGes de pessoas em todo o mundo e, por isso, a
investigacdo nesta drea é uma constante de modo a perceber as suas origens, como progride,
assim como as formas de prevenir, detetar e de a tratar. A melhoria da qualidade de vida e
sobrevida dos pacientes durante e apds os tratamentos é também sempre considerada
paralelamente com a eficécia das terapias’.

As terapias convencionais, nomeadamente a quimioterapia e a radioterapia, sdo os planos
de tratamento mais utilizados na cultura ocidental atual. A quimioterapia é um tipo de
tratamento de cancro, que utiliza farmacos que matam as células cancerigenas e/ou limitam o
seu crescimento. Os farmacos podem ser administrados ao paciente por via oral, em forma de
comprimidos, ou através de injecGes intravenosas. No entanto, este tipo de tratamento pode
afetar do mesmo modo as células normais. Por isso mesmo, a quimioterapia tem varios efeitos
secunddrios, incluindo a perda de cabelo, infertilidade, problemas na bexiga e rins, modificacdes
na pele e unhas, fadiga e cansaco, entre outros.

Por sua vez, a radioterapia consiste no uso de radia¢des de elevada energia para matar as
células cancerigenas, impedindo a divisdo das mesmas. A radiacdo também pode afetar as
células normais que rodeiam a zona a ser tratada® e os seus efeitos colaterais dependem muito
da zona onde sdo aplicadas as radiagbes. Por exemplo, se a radiacao incidir na zona abdominal
pode provocar nduseas, vomitos e diarreia, mas se incidir na zona do pescoco e da cabega pode
provocar perda de apetite, boca seca, saliva espessa, dor ao engolir e ao mastigar®.

Devido aos efeitos adversos que a quimioterapia e a radioterapia possuem, ha interesse
no desenvolvimento de novas metodologias de tratamento menos invasivas e geralmente mais
acessiveis, denominados por terapias ndo convencionais, que podem ser complementares ou

mesmo substituir as terapias convencionais.
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1.2 Tratamentos ndo convencionais contra o cancro

Os tratamentos ndo convencionais sao cada vez mais procurados por doentes com cancro.
Estas terapias, ditas alternativas, baseiam-se em diferentes recursos/aproximacdes (Esquema
1.1). De acordo com a classificacdo apresentada, estas podem dividir-se em diferentes grupos,
nomeadamente em terapias ao corpo e a mente, tratamentos com recurso a produtos naturais,
tratamentos baseados na dieta e nutrigao, terapias baseadas em células, e em terapias baseadas
em energia.

As terapias ao corpo e a mente sdo todas as aproximagdes que se baseiam no aumento
da capacidade mental, de modo a alterar a fungao bioldgica do corpo. As terapias ao corpo e a
mente incluem aproximagdes psicoldgicas, emocionais, sociais, expressivas e espirituais. As
terapias manipulativas e baseadas no corpo consistem na manipulacdo fisica do corpo, por
exemplo, utilizando as maos ou pés.

Os tratamentos com recurso a produtos naturais faz uso de substancias que se encontram
na natureza que possuem uma atividade bioldgica ou farmacoldgica e que sdo origindrias de
varias fontes como plantas, animais, bactérias ou fungos.

Os tratamentos baseados na dieta e nutricdo, baseiam-se na ingestdo controlada de
alimentos e bebidas especificas com a intencdo de influenciar a evolugao da doenca.

As terapias baseadas em células, envolvem a administracdo de células humanas
manipuladas do préprio paciente, ou ndo, e por isso estdo divididas em duas classes: Terapia de
células autdlogas, que abrange os tratamentos em que os glébulos brancos do sangue sdo
isoladas a partir do paciente, manipuladas em laboratdrio e subsequentemente administradas
ao paciente; As terapias de células homdlogas cobrem tratamentos nos quais células humanas
que ndo sdao do proéprio paciente sdo manipuladas no laboratério e subsequentemente
administradas ao paciente.

As terapias baseadas em energia podem dividir-se de acordo com o tipo de energia que
utilizam, nomeadamente, campos eletromagnéticos, radiag¢ao (incluindo ondas de radio, micro-
ondas e raios infravermelhos) e corrente elétrica®. Por sua vez, as terapias baseadas no uso de
eletricidade, estdo subdivididas em terapias baseadas em campos elétricas pulsados,

tratamentos eletroquimicos (EChT) e eletroquimio-terapia.
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Esquema 1.1- Tipos de terapias néGo convencionais, com maior relevéncia para as terapias baseadas em energia.

1.3 Tratamentos baseados em correntes elétricas

A corrente elétrica consiste num fluxo de eletrdes, que pode ser corrente alternada (AC,
do inglés Alternating Current) ou corrente continua (DC, do inglés Direct Current). A corrente
alternada descreve o fluxo de carga que muda de direcdo periodicamente e a corrente continua
descreve o fluxo de carga elétrica que ocorre apenas numa direcdo e é constante.

A corrente alternada é usada na terapia de desfibrilhacdo, que é um dos tratamentos mais
eficazes contra a fibrilagdo ventricular® (descoordenacdo da contra¢do dos ventriculos do
coragao) e também tem sido também usada na investigacao do controlo motor em pacientes
com a doenca de Parkinson’. Este tipo de corrente também é usada no tratamento de tumores.
Os campos elétricos alternados usados nestes tratamentos sdo tipicamente na gama de 1-6
V/cm, com frequéncias entre os 100-300 kHz%°.

As correntes continuas sdo também amplamente usadas na medicina existindo estudos
extensivos sobre o seu uso na area da oncologia. Nos casos em que os elétrodos sdo inseridos
subcutaneamente, as correntes aplicadas ddo origem a reacdes eletroquimicas na regido dos
tumores e a terapia é designada de tratamento eletroquimico (EChT, do inglés Electrochemical
Treatment) ou eletroterapia (Esquema 1.1).

A eficacia do EChT é conhecida desde o século XIX no seguimento do trabalho do médico
sueco Bjorn Nordenstrém particularmente no tratamento de cancro do pulm30®. Desde ent3o,
baseados nas experiéncias de Nordenstrom, o professor Xin Yu-Ling e outros investigadores
publicaram muitos estudos interessantes, baseados numa grande quantidade de dados clinicos

com pacientes na China'%13, A terapia consiste na passagem de corrente elétrica continua
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através de dois ou mais elétrodos inseridos localmente no tecido tumoral*** ou numa
vizinhanca préxima®®, de modo a induzir a regressdo do tumor'®. A DC pode influenciar o
crescimento e a biologia celular de vérios sistemas e, por isso, tem sido usada no tratamento de
tumores!’. Na verdade, a destrui¢cdo dos tecidos foi avaliada numa ampla gama de tumores
s6lidos™.

O EChT tem um custo relativamente baixo, sendo considerado seguro e com um efeito
trauméatico minimo®. Tém sido relatados alguns efeitos colaterais desta terapia, como por
exemplo, dor local e febre!®. Mesmo assim, é uma opcdo de tratamento eficaz sendo
especialmente adequada para pacientes que nao sdo indicados para cirurgia ou pacientes cujos

tumores ndo respondem a rddio ou a quimioterapia®®.

1.4 Resultados Clinicos

Virios investigadores reportaram resultados encorajadores relativamente ao EChT,
nomeadamente efeitos anti tumorais em vdrios tipos de tumores que incluem o cancro do
pulm3o, do figado, da mama, da préstata e cancro da pele'®. A maioria dos estudos foram
realizados hd mais de 10 anos atras, muitos deles na China, onde foi relatado um grande nimero
de pacientes tratados. Um estudo piloto do EChT foi conduzido com 386 pacientes com cancro
do pulm3o’?, em que 287 destes casos eram do sexo masculino, 99 eram do sexo feminino e a
idade dos pacientes variava entre os 28 e 78 anos. Exames patoldgicos revelaram que 203 casos
eram carcinomas de células escamosas (cancro da pele), 138 casos eram adenocarcinomas
(neoplasia epitelial do tecido que tem origem glandular) e 45 eram carcinomas indiferenciados.
Os tumores variavam em tamanho conforme a Tabela 1.1.

Os elétrodos utilizados no tratamento eletroquimico eram de platina, o dnodo era
colocado no centro do tumor enquanto o catodo era colocado na periferia do mesmo. Os
parametros usados no tratamento eram de 40 — 80 miliamperes (mA) e uma carga de 100 C por
centimetro de diametro da massa tumoral. A eficacia terapéutica foi avaliada num curto prazo
(6 meses depois da aplicacdo do tratamento) e a longo prazo (1 a 5 anos depois da aplicacdo do
EChT).

De acordo com a Tabela 1.2 verificou-se que o tipo de cancro para qual o tratamento foi
mais eficaz foi o carcinoma das células escamosas, com uma eficdcia total, resposta completa
(RC) + resposta parcial (RP), de 83 %. No global dos 386 casos de tumores, apurou-se uma

eficacia total de 72 %.
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Os autores deste estudo também concluiram que a eficacia total do tratamento era maior para
tumores de menores dimensdes. Para tumores entre os 4,0 — 6,0 cm obtiveram uma eficacia
total de 87 %. Para os tumores entre 8,1 — 10,0 cm e maiores do que 10,0 cm obtinham uma

resposta de 63 e 37 % respetivamente.

Tabela 1.1 - Distribui¢do do tamanho dos tumores de pulmdo?'2.

4,0-6,0cm 6,1-8,0cm 8,1-10,0cm >10cm
Tipo de cancro N2 de casos 3 % a % a % A %
C.E. 203 47 23,2 86 42,4 47 23,2 23 11,3
A.C. 138 34 24,6 63 45,7 28 20,3 13 9,4
C.. 45 1 2,2 4 8,9 27 60,0 13 28,9
Total 386 82 21,2 153 39,6 102 26,4 49 12,7

C.E., Carcinoma de células escamosas; A.C., Adenocarcinoma; C.l., Carcinoma indiferenciado

Tabela 1.2 - Eficdcia a curto prazo do cancro do pulmdo. RC = Resposta completa; RP = Resposta parcial; SA = sem
alteragées; DP = doenga progressiva'.

Tipo de N2 de casos RC RP SA DP RC +RP
(NI n % n % n % n % n %
C.E. 203 65 32,0 104 51,2 23 11,3 11 5,4 169 83,3
A.C 138 32 23,2 56 40,6 23 16,7 27 19,6 88 63,8
C.l. 45 2 44 19 42,2 13 28,9 11 24,4 21 46,7
Total 386 99 25,6 179 46,4 59 15,3 49 12,7 278 72

C.E., Carcinoma de células escamosas; A.C., Adenocarcinoma; C.l., Carcinoma indiferenciado

As taxas de sobrevivéncia a longo prazo foram de aproximadamente 86, 60 e 30 % para 1,
3 e 5 anos respetivamente. (Figura 1.1). Estes autores compararam estes resultados com os
obtidos anteriormente para o cancro do pulmao utilizando metodologias de tratamento
diferentes. A cirurgia tem uma taxa de sobrevivéncia superior ao EChT (89,4, 61,1 e 42,5 % para
019,32 e 52 ano respetivamente). As taxas de sobrevivéncia da quimioterapia de 71,5 % para o
19 ano, 23,4 % para o 32 ano e de apenas 16,5 % para o 52 ano sdo inferiores as obtidas com o
EChT.

Xin et al., reportaram em 1998, no segundo simpdsio internacional sobre o tratamento
eletroquimico, realizado em Pequim, resultados promissores do EChT em vdrios tipos de
tumores tratados no periodo de 1987 a 1997*. De acordo com os dados recolhidos a partir de
156 hospitais, 8240 pacientes foram tratados com EChT, onde 7642 deles sofriam de tumores
malignos (em que 3802 tinham tumores malignos superficiais e 3840 tinham tumores malignos

viscerais) e os restantes 598 padeciam de tumores benignos.
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Figura 1.1 - Pacientes de cancro do pulméo: 1 — 5 anos de taxas de sobrevivéncia no geral apds o
tratamento eletroquimico'2.

Os parametros do tratamento usados foram diferentes de acordo com o tipo de tumor.
Por exemplo, aos tumores solidos malignos foi aplicada uma dosagem de 80-100 C/cm do
diametro do tumor, enquanto os tumores benignos eram tratados com uma dosagem de 30-40
C/cm do didmetro do tumor.

Relativamente a neoplasias superficiais, a eficacia total, resposta completa (RC) + resposta
parcial (RP), a curto prazo (6 meses) variou entre os 47 % e 100 % sendo que o cancro da pele,
o cancro oral (lingua e labios) e o cancro da pardtida demonstraram uma resposta eficaz ao
tratamento (Tabela 1.3). Por sua vez, o melanoma maligno foi o tipo de cancro para qual o
tratamento se mostrou menos eficiente. Num panorama geral verificou-se uma eficdcia de 80
%. A taxa de eficacia a longo prazo, nomeadamente no 52 ano (Tabela 1.4), variou entre 0 % e
80 %, sendo que os tumores que apresentaram melhor taxa de resposta ao tratamento foram o
cancro da pele, o cancro oral e o cancro da pardtida, o que estd em concordancia com os
resultados obtidos para curto prazo. Por sua vez, o melanoma maligno e o rabdomiossarcoma,
apresentaram resultados muito desanimadores, com uma taxa de sobrevivéncia de 0 %, no 52
ano. Ja para os tumores viscerais obteve-se uma eficdcia total a curto prazo de 72 %, sendo que
o carcinoma da laringe foi o tumor que melhor respondeu ao tratamento eletroquimico (Tabela
1.5). Por sua vez, a taxa de sobrevivéncia a longo prazo, nomeadamente no 52 ano, variou entre
0s 13 % e 67 %. A taxa de sobrevivéncia era pior para pacientes com cancro no eséfago e com
cancro no figado, mas os resultados ja eram mais animadores para pacientes com cancro da

laringe e da préstata (Tabela 1.6).
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Tabela 1.3- Eficdcia a curto prazo (6 meses) do EChT em tumores malignos superficiais. RC = Resposta completa; RP
= Resposta parcial; SA = sem alteragées; DP = doenga progressiva's.

. Ne de RP SA DP RC + RP
Tipo de cancro casos
% n % n % n % n %
Cancro da pele 958 611 64 347 36 0 0 0 0 958 100
Melanoma maligno 227 79 35 27 12 27 12 94 41 106 47
Tumoresdo queixo ;o) 30 5 145 40 57 16 24 7 280 78
e faciais
Cancrooral (lingua 0 o 43 75 54 11 8 6 4 121 88
ou labios)
Rabdomiossarcoma 133 27 20 49 37 38 29 19 14 76 57
Metastasesdopeito ., ;) ¢ 81 47 29 17 8 10 125 73
abdominal
Cancro da vulva 237 91 38 111 47 21 9 14 6 202 85
(pénis ou vagina)
Cancro da mama 644 180 28 296 46 64 10 104 16 476 74
Carcinoma da 250 89 36 110 44 36 14 15 6 199 80
tirdide
Carcinoma da 84 28 33 46 55 6 7 4 5 74 88
parétida
Outros tumores 598 154 26 280 47 99 17 65 11 434 73
superficiais
Total 3802 1484 39 1567 41 388 10 363 10 3051 80
Tabela 1.4 - Eficdcia a longo prazo (1 —5 anos) do EChT em tumores malignos superficiais'8.
1 Ano 2 Anos 3 Anos 4 Anos 5 Anos
. Ne de
Tipo de cancro casos
% n % n % n % n %
Cancro da pele 958 958 100 958 100 890 93 890 93 767 80
Melanoma maligno 227 194 85 157 69 91 40 19 8 0 0
Tumoresdoqueixo ;. j30 53 595 gy 258 71 184 51 139 39
e faciais
Cancrooral (lingua .0 o9 93 124 90 111 80 99 72 85 62
ou labios)
Rabdomiossarcoma 133 121 91 88 66 51 38 9 7 0 0
Metdstases do 172 140 81 130 76 115 67 102 59 74 43
peito abdominal
Cancro da vulva 237 223 94 209 88 188 79 188 79 104 44
(pénis ou vagina)
Cancrodamama 644 618 96 568 88 404 63 404 63 323 50
Carcinoma da 250 242 97 232 93 132 77 191 77 133 53
tirdide
Carcinoma da 84 78 93 76 90 67 80 59 70 45 54
paroétida
Outrostumores .50 o1 g4 428 72 338 57 327 55 245 41
superficiais
Total 3802 3540 93 3265 8 2705 71 2472 65 1915 50
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Tabela 1.5 - Eficdcia a curto prazo (6 meses) do EChT em tumores malignos viscerais. RC = Resposta completa; RP
= Resposta parcial; SA = sem alteragdes; DP = doenga progressiva's.

i Ne de RC RP SA DP RC + RP
Tipo de cancro
casos n % n % % n % n %
Cancrodo o0 50s 22 766 a8 319 20 162 10 1114 70
esofago
Cancro do 1113 412 37 445 40 155 14 101 9 857 77
pulmao
Cancro do figado 961 240 25 427 44 210 22 84 9 667 69
Cancro da 21 9 43 9 43 2 10 1 5 18 86
laringe
Cancro da 20 8 40 7 35 3 15 2 10 15 75
prostata
Outros tumores 39 30 51 39 20 15 20 15 90 69
viscerais
Total 3840 1056 28 1705 44 709 19 370 10 2761 72
Tabela 1.6 - Eficdcia a longo prazo (1 —5 anos) do EChT em tumores malignos viscerais'®.
. N2 de 1 Ano 2 Anos 3 Anos 4 Anos 5 Anos
Tipo de cancro
casos n % n % n % n % n %
Cancro do 1595 1285 81 969 61 483 30 233 15 205 13
esofago
Cancro do 1113 1063 96 933 84 746 67 600 54 432 39
pulmao
Cancro do figado 961 771 80 577 60 209 22 184 19 145 15
Cancro da laringe 21 21 100 21 100 19 90 17 81 14 67
Cancro da 20 20 100 19 9 18 90 16 8 10 50
préstata
Outros tumores ;) 124 95 99 76 99 76 71 55 31 24
viscerais
Total 3840 3284 8 2618 68 1574 41 1121 29 837 22

Para os pacientes que sofrem de tumores benignos, a eficacia total variou entre os 76 a

99 %, sendo que o cancro da tiréide e os hemangiomas foram os que melhor responderam ao

tratamento (Tabela 1.7). Por outro lado, os resultados a longo prazo (Tabela 1.8) foram

coincidentes com os de curto prazo, sendo que a taxa de sobrevivéncia ao 52 ano era elevada

(71 - 100 %).

Os resultados mostraram que a terapia eletroquimica foi mais favordvel para os tumores

benignos e superficiais em relacdo as neoplasias viscerais.

10
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Tabela 1.7 - Eficdcia a curto prazo (6 meses) do EChT em tumores benignos. RC = Resposta completa; RP =
Resposta parcial; SA = sem alteragbes; DP = doenga progressiva*s.

Tipo de Ne de RC RP SA DP RC+ RP
cancro casos n % n % n % n % n %
Hemangioma 296 202 68 90 30 4 1 0 0 292 99
Tu.m’c?r da 192 127 66 60 31 5 3 0 0 187 97
tirdide
Hipertrofia
. 110 51 46 33 30 23 21 3 3 84 76
da proéstata
Total 598 380 64 183 31 32 5 3 1 563 94

Tabela 1.8 - Eficdcia a longo prazo (1 —5 anos) do EChT em tumores benignos?e.

Tipo de Ne de 1 Ano 2 Anos 3 Anos 4 Anos 5 Anos
cancro casos n % n % n % n % n %
Hemangioma 296 296 100 296 100 296 100 296 100 296 100
T
umor da 192 192 100 192 100 192 100 190 99 190 99
tirdide
H'per,tmf'a da 10 110 100 108 98 91 83 88 80 78 71
prostata
Total 598 598 100 596 100 579 97 574 9 564 94

Entre 1996 e 2002 foram tratados 36 pacientes, 15 homens e 21 mulheres, com idades
compreendidas entre os 11 e os 40 anos, com hemangioma lingual (LHG)*. Os autores usaram
uma corrente de 100 — 120 mA e uma carga total de 100 C/cm de didmetro do tumor. O dnodo
ficava no centro do tumor enquanto o cadtodo ficava na periferia do mesmo.

A eficacia do tratamento foi classificada segundo a minimizacdo do tamanho do LHG.
Quando o hemangioma reduzia as suas dimensdes pelo menos em 76 %, em relagdo ao tamanho
do LHG antes do EChT, foi classificado como nivel I. Nivel Il foi atribuido para reducGes entre os
50 — 75 %, nivel lll para redugbes entre os 26 — 50 % e nivel V para redugdes inferiores a 25 %.

Verificou-se que a eficacia dos tratamentos de 29 dos 36 pacientes foram classificados
com nivel | e o dos 7 restantes com nivel Il, sendo que em todos os pacientes foi possivel repor
a funcdo e a forma da lingua (Figura 1.2). No entanto, houve recorréncia do tumor em 4
pacientes entre 0 12 e 0 22 ano apds o tratamento, tendo sido necessario repetir o tratamento

eletroquimico.
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w

Figura 1.2 - 1A: Crianga de 16 anos com multiplos hemangiomas na lingua, Iabios e maxilo-facial. 1B: Um més
apos o EChT. 2A: Homem de 32 anos, com hemangioma no corpo da lingua. 2B: Dez meses ap6s o EChT °,

Jarquer et al.? realizaram um estudo com 4 pacientes portadores de tumores malignos,
nomeadamente: carcinoma ductal invasivo da mama direita; carcinoma ductal invasivo da
mama esquerda; lipossarcoma de parede toracica posterior na zona escapular direita das costas
e metdstase de um carcinoma nasofaringeo indiferenciado. A gama de intensidade de corrente
usada nos tratamentos variou entre 40 e 100 mA, dependendo do tamanho e tipo de tumor. A
quantidade de carga elétrica total administrada situou-se entre 80 e 100 C/cm de didmetro do
tumor. Verificou-se uma redugdo do tumor em todos os casos, conforme apresentado na Tabela
1.9. O paciente 1 e o paciente 2 permaneceram vivos apds 21 meses da aplicacdo do EChT,

enquanto o paciente 3 e 4 faleceram 6 e 7 meses ap0ds a aplicacdo do EChT, respetivamente.

Tabela 1.9 - Tipos de tumores dos pacientes, dose aplicada a cada tumor e percentagem da redug¢do do tumor
obtida apés o EChT?,

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4

Carcinoma ductal Carcinoma ductal

. . . . . . Carcinoma
Tipo de tumor invasivo da mama invasivo da mama Lipossarcoma ,
o nasofaringeo
direita esquerda
Dose 500C 1000 C 2000 C 500C

Redugdo do tumor no 72

més de tratamento (%) 80 20 45 20

Na Alemanha, foi realizado um estudo utilizando o EChT em 44 homens com cancro na
prostata, com idades compreendidas entre os 49 e 78 anos. Os elétrodos eram colocados
conforme a localizacdo do tumor, se o tumor estivesse localizado na periferia da glandula da
prostata, o anodo era colocado no centro do tumor e o catodo na periferia, mas se o tumor
estivesse localizado no centro da préstata os elétrodos eram colocados na periferia. Os
pacientes receberam entre 80 a 150 C/cm do didmetro do tumor e os valores de corrente

variavam entre 10 e 30 mA.
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Dos 44 pacientes que se submeteram a um exame, trés meses apos a terapia, oito (18 %)
tiveram remissdo e reducdo parcial do volume do tumor de mais de 30 %, trinta e quatro
pacientes (77 %) foram classificados como tendo a doenca estavel, dois pacientes (5 %)
mostraram progressdo da doenga com um aumento no tamanho do tumor de pelo menos 30 %.
Um ano ap6s a terapia, um homem (2 %) mostrou remissdao completa do tumor, 18 homens (41
%) apresentaram remissdo parcial, 23 pacientes (52 %) mostraram doenca estdvel e dois

pacientes mostraram doenca progressiva (5 %)

1.5 Estudos em sistemas bioldgicos

1.5.1 Animais

De modo a quantificar a eficacia do EChT foram realizados diferentes estudos in vivo. Estes
estudos também permitiram compreender melhor como a eficacia dos tratamentos esta
dependente de parametros tais como a dose, em termos da carga elétrica, ou o espacamento
entre os elétrodos.

O efeito anti tumoral do EChT foi avaliado em ratinhos com tumores mamarios ou com
fibrossarcoma®. Foi realizado um estudo com 20 ratinhos C3H com crescimento do cancro
mamario, e com 20 ratinhos BALB/c com crescimento do tumor do fibrossarcoma. Ambos os
grupos foram divididos aleatoriamente em dois subgrupos: o subgrupo de controlo (sem
tratamento) e o subgrupo experimental tratado com EChT. O tratamento foi aplicado quando
os tumores atingiam 9 — 10 mm de diametro e os elétrodos utilizados eram de platina. Tanto o
anodo como o catodo eram inseridos no tumor a uma distancia de 4 mm entre si (Figura 1.3).

A diferencga de potencial aplicada foi de 6 — 7 V gerando-se uma intensidade de corrente
entre 5 —21 mA. Foi usada uma carga de 80 C para cada tumor durante o tempo de tratamento

de 1,5a 2,5 horas.

Figura 1.3 - Posig¢do dos elétrodos de platina no tumor 22,
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Observou-se que os tumores mamarios dos ratos tratados foram significativamente
inibidos em comparagdo com os ratos ndo tratados, observando-se por isso, um aumento do
tempo de sobrevivéncia maior para os ratos tratados com EChT (Figura 1.4 A). Em nenhum dos
casos foi observada regressdao completa do tumor. Efeitos semelhantes foram obtidos em
ratinhos induzidos com fibrossarcoma (Figura 1.4 B). Pode verificar-se que o tratamento foi mais

eficaz para o fibrossarcoma do que para o tumor mamadrio, o que indica que a eficacia

terapéutica depende do tipo de tumor.

120 4
A 120 &
100 G—0—0—O——tr—tr—tr—r—1, 100
EY \ —% Z o a—h
2 \ m b—q
ErR sk t—q \ £ & \ \
2 \ - N\
4 - 3 \
E 40 \ T 40 =] \
| B =
R 20 \ e 20 A
a A—t, " o
0 o & o o B :
3 7 10 14 17 20 Dias 3 7 10 4 17 20 27 30 Dias

Figura 1.4 - Taxa de sobrevivéncia antes (-0-) e depois (-A-) do tratamento do EChT em ratinhos com o tumor
induzido do cancro da mama (A) e em ratinhos com fibrossarcoma (B)%2.

Estudos macroscopicos e microscopicos dos tumores dos ratinhos tratados com EChT
mostraram areas distintas de necrose de coagulacgdo (a estrutura morfoldgica dos ntcleos das
células ainda estd intacta e as membranas celulares sdo claramente visiveis) na parte central dos
tumores, tanto no 12 como no 62 dia apds o tratamento.

Luis Cabrales et al.?® também relatam um aumento da percentagem de necrose no tumor
de Ehrlich (carcinoma mamario em ratos) apds o EChT, o que explica a diminui¢cdo do volume
dos tumores observada relativamente ao grupo controlo (Tabela 1.10). A dose de tratamento
foi de 4 mA durante 21 minutos, usando 4 elétrodos no tratamento, um anodo no centro do

tumor e trés catodos na periferia do tumor.

Tabela 1.10 - Volume dos tumores antes e apds o tratamento. GCD = Grupo controlo doente (sem tratamento);
GT= grupo tratado?®.

Volume dos tumores (mm3)
Grupos experimentais

. 24 h apds o 48 h apdés o 72 h apds o
Dia Zero
tratamento tratamento tratamento
GCD 850,4 £ 3,7 910,0+ 8,2 1038 £ 13,5 1317+17,9
GT 849,8+5,5 383,2+4,5 333,6+5,2 174,2+3,1
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Ciria et al.** utilizando ratinhos com tumores de Ehrlich e fibrossarcomas transplantados,
demonstraram que a eficacia anti tumoral do EChT aumenta quanto maior a dose de carga
elétrica aplicada para ambos os tumores (Figura 1.5). A configuracdo dos elétrodos de platina
consistia em dois anodos e dois catodos inseridos perpendicularmente ao tumor. Os ratinhos
foram divididos em trés grupos de dez, de modo a testar trés doses diferentes para cada tipo de
tumor. Para o tumor Ehrlich os ratinhos foram divididos num grupo controlo (CG1), sem
tratamento, num grupo tratado com uma carga elétrica de 36 C/cm?® (TG1-1), num grupo tratado
com uma carga elétrica de 63 C/cm? (TG1-2) e num grupo tratado com uma carga elétrica de 92
C/cm?3(TG1-3). Por sua vez, os ratinhos com o tumor fibrossarcoma formaram um grupo controlo
(CG2), sem tratamento, um grupo tratado com uma carga elétrica de 36 C/cm® (TG2-1), um
grupo tratado com uma carga elétrica de 63 C/cm3 (TG2-2); e por um grupo tratado com uma

carga elétrica de 80 C/cm3 (TG2-3).
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Figura 1.5 - Efeito do EChT na curva de crescimento dos tumores Ehrlich e Fibrossarcoma?*.

Os resultados do estudo apresentados na Figura 1.5 demonstraram que a eficacia
depende ndo sé da quantidade de carga usada no tratamento como também do tipo de tumor,
uma vez que foi possivel observar uma maior sensibilidade ao EChT para o fibrossarcoma do que
para o tumor Ehrlich, ja que para a mesma quantidade de carga (por exemplo, TG1-2 e TG2-2)
observava-se uma maior reducdo do tumor para o fibrossarcoma do que para o de Ehrilch.
Também foi observada uma extensa area de necrose nos tumores apés o EChT e o padrdo
morfoldgico da massa celular mostrou, mais uma vez, necrose coagulativa.

Ren et al.?® também demonstraram para tumores mamadrios MTF-7 em ratos que a
resposta do EChT era dependente da dose, uma vez que quanto maior era a dose, maior o tempo
de sobrevivéncia ( Tabela 1.11). Os autores verificaram também que a terapia induz a necrose,

e que a percentagem de necrose é aumentada com o aumento da dose. Além disso, os tipos de
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necrose encontrada junto aos elétrodos eram diferentes. Junto do anodo observava-se necrose
coagulativa e junto ao catodo necrose coliquativa (as membranas celulares ndo sdo detetadas e
os nucleos das células perdem a sua fung¢do bioquimica). Estas observagdes vao ao encontro das
reportadas por Henrik Euler e colaboradores?. Estes ultimos mostraram, no entanto, que

também ocorre a apoptose nos tecidos em torno do dnodo.

Tabela 1.11 - Resultados de sobrevivéncia em fungéo da dose do EChT?>,

Dose (C) N2 de ratos Tempo de sobrevivéncia (dias)
0 10 8,2+0,86
40 30 19,7+1,99
60 30 46,3+ 8,42
80 30 67,4 £9,56
100 30 70,4 £9,55

Ren e coloboradores® mostraram ainda, que o espacamento de elétrodo (3, 5 e 10 mm)
nao afetou significativamente as respostas tumorais relativamente ao EChT dentro da mesma
dose. No entanto, estudos realizados por Wemyss-Holden et al. mostraram que o volume de
necrose foi menor quando a distancia entre os elétrodos foi reduzida?’.

Chou et al.Y estudaram a posi¢do e o nimero de elétrodos, relativamente ao tumor, de
modo a averiguar qual proporciona maior eficacia em termos de sobrevivéncia, usando ratos
C3H/Hel, implantados com fibrossarcomas induzidos por radia¢do, subcutaneamente em 157
fémeas. Assim, 79 ratos foram tratados com dois elétrodos de platina perpendiculares ao tumor,
em posicdo vertical; 42 ratos foram tratados com cinco elétrodos perpendiculares ao tumor, em
gue no centro do tumor ficava o anodo ou o catodo, e os outros elétrodos em torno do tumor
tinham polaridade oposta; 6 ratos foram tratados com dois elétrodos paralelos ao eixo do corpo
— posicdo horizontal — com o catodo inserido na base do tumor e o dnodo no centro do tumor;
27 ratos foram tratados com quatro elétrodos, que consistiam em dois catodos inseridos na base
do tumor e dois anodos inseridos no centro do tumor (todos paralelos ao tumor); e por fim, 3
ratos serviram de controlo, em que ndo recebiam nenhum tratamento eletroquimico.

Trés meses apds o EChT, o maior tempo de sobrevivéncia foi obtido para a configuracao
de quatro elétrodos, posicionados horizontalmente ao tumor, obtendo-se uma taxa de

sobrevivéncia de 59 %, seguida da configuracdo de dois elétrodos posicionados também
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horizontalmente ao tumor (Tabela 1.12). Por sua vez, a configuracdo que obteve uma menor

taxa de sobrevivéncia foi a de cinco elétrodos inseridos verticalmente no tumor.

Tabela 1.12 - Taxas de sobrevivéncia obtida para ratos C3H/Hel para diferentes configuragdes de elétrodos"’.

Dimensao da Volume do Sobrevivéncia apds 3
3 Carga (C)
amostra tumor (mm?) meses (%)
Controlo 3 329,27 0,00 0,0
2 eletroqos 79 299,15 8,21 29,1
verticais
> elétrodos 42 218,00 12,57 26,2
verticais
2 elétrodos 6 390,23 11,07 333
horizontais
4 elétrodos 27 298,36 6,90 59,3

horizontais

Estes resultados obtidos, indicando que a posicdo horizontal serd mais eficiente que a
posicdo vertical foram corroborados por Mikhailovskaya et al.8, que obtiveram uma maior
percentagem de regressdao completa do tumor sarcoma M-1 em ratos, quando os elétrodos
eram inseridos horizontalmente (RC = 92 %) do que quando eram inseridos verticalmente (RC =
58 %).

Os resultados referidos usando modelos animais apontam nao sé para a eficiéncia do
EChT, em conformidade com os resultados obtidos com pacientes humanos, indicando que este
é um método com efeito local, clinicamente eficaz e seguro. Para além deste resultado, os
estudos demonstram que a forma como o tratamento é realizado condiciona os resultados

obtidos, sendo fatores determinantes a dose e a posi¢ao dos elétrodos.

1.5.2 Tecidos

Ralf Czymek et al.?® testaram o efeito do EChT usando como modelo uma perfusdo de
figado isolado de porco. Neste estudo utilizaram cargas de 50, 100, 200, 400 e 600 C, a partir da
aplica¢do de uma intensidade de corrente de 50 mA e um potencial de 25 V. A relagao dose —
resposta foi avaliada usando diferentes nimeros de elétrodos de platina, nomeadamente dois

ou quatro elétrodos, bem como a variacdo do espagamento entre os elétrodos (1, 2 e 4 cm).
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Quando foram usados apenas dois elétrodos, os autores verificaram que um maior
espagcamento entre os elétrodos estava associado a um aumento significativo no volume de

necrose induzida, e que a drea de ablagdo aumentou com a carga aplicada (Figura 1.6).
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Figura 1.6 - Volume total de necrose em fungdo da carga elétrica com diferentes espagcamentos entre os dois
elétrodos?°.

Estes autores verificaram também diferentes tipos de necrose em torno dos dois tipos de
elétrodos, reportando que na regidao do cdtodo ocorria necrose coliquativa, enquanto que junto
ao anodo o tipo de necrose era coagulativa. Por outro lado, os resultados obtidos com o
tratamento realizado com dois elétrodos mostraram que a area de ablacdo aumentou com a
carga elétrica usada.

Quando o tratamento eletroquimico era realizado com quatro elétrodos (dois anodos e
dois catodos), o espagamento dos elétrodos pareceu nao influenciar significativamente as areas
abrangidas pela necrose. Também se verificou que a necrose coliquativa ocorreu junto aos
catodos enquanto que a necrose coagulativa ocorreu junto aos anodos. Os autores deste estudo,
também referem que a drea de ablagdo criada quando se usaram quatro elétrodos era

significativamente maior do que a produzida por dois elétrodos.
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1.5.3 Células

Os estudos experimentais in vitro sdo muito importantes para avaliar o efeito direto do
EChT em linhas celulares de cultura. Nestes estudos, os elétrodos sdo imersos no meio de
cultura.

A regressdo do tumor da linha de células leucémicas de humano (HL-60, ML-1, U-937,
MOLT-4, EOL-1) foi detetada por Kurokawa et al. em 1997°°, usando corrente continua durante
periodos de tempo entre 0 — 90 min e diferentes intensidades de corrente (0,03, 0,2,0,5,2, 4 e
5 mA). O efeito do tratamento usando uma intensidade de corrente de 5 mA durante 7 minutos,
também foi avaliado usando linfécitos e células polimorfonucleares (PMN) — células de defesa
do organismo. Os autores referem apenas os resultados dos diferentes parametros para as
células HL-60, mostrando que o tempo de exposi¢dao necessario para induzir a fragmentagao do
DNA (indicador de apoptose) diminui de 90 minutos para 4 minutos quando a intensidade de
corrente usada aumenta de 0,03 mA para 5 mA. Utilizando uma intensidade de corrente de 5
mA, verificou-se a fragmentacdo do DNA das células ML-1, U-937 e MOLT-4, que era mais
acentuada quanto maior o tempo de exposicdo ao tratamento. Quando as células foram
tratadas usando uma intensidade de corrente de 5 mA, durante 7 minutos, verificou-se a
fragmentagdo do DNA das células EOL-1, mas em menor extensdao do que o das células HL-60
nas mesmas condi¢des. Em contraste, ndo foi induzida qualquer fragmentagdo de DNA nos
linfocitos e nas células polimorfonucleares.

A percentagem de células mortas também foi avaliada para as células HL-60, EOL-1,
linfécitos e células polimorfonucelares, para diferentes tempos de tratamento (0, 3, 5 e 7
minutos). Verificou-se que quanto maior o tempo de tratamento maior a percentagem de
células mortas, e que o numero relativo de células mortas atingiu um nivel maximo apés5—6 h
do tratamento. Além disso, o EChT mostrou ser mais citotdxico para as células HL-60 e EOL-1
quando comparado com as células de defesa (Figura 1.7).

Yen et al. investigaram os fatores que influenciam a eficacia do EChT em células tumorais
orofaringeais de mamifero KB®. Foram utilizados elétrodos de platina, em forma de L, fixados
sobre a tampa da placa de cultura de seis pogos (Figura 1.8). Foram aplicadas diferentes cargas

elétricas, variando a intensidade de corrente e a duragao do tratamento.
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Figura 1.7 - Efeito do EChT na produgédo de células mortas, horas apos o tratamento. HL-60, EOL-1, linfocitos e
células PMIN que foram tratadas com DC (5 mA) para 0 (e), 1 (0), 3 (0) ou 7 (A) minutos3°.
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Figura 1.8 - Circuito de alimentag¢éo da EChT no sistema de exposigdo in vitro. A fonte de alimentagdo DC fornece
uma corrente constante. O ajustador foi conectado ao dnodo na DC do fornecimento de energia, que foi ligado
a um dos elétrodos. O outro elétrodo foi ligado ao cdatodo da fonte de alimentagéo DC®,

De modo a estudar o efeito do EChT na curva de crescimento das células tumorais de
humanos KB, os autores aplicaram diferentes doses, nomeadamente 0,075, 0,15, e 0,3 C/mL
(resultantes da aplicacdo de 3 V e 400 pA, aplicados a 5 mL de suspensdo de células durante 16,
31 e 63 minutos, respetivamente). Foi observado um decréscimo na taxa de crescimento como
resultado do tratamento, sendo que este decréscimo foi muito mais acentuado relativamente
ao controlo para a dose de 0,3 C/mL. Nestas condi¢Bes, o tempo de duplicacdo na fase

exponencial aumentou de 39,26 + 3,66 horas para 90,74 + 5,87 horas. A citotoxidade induzida
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pelo EChT nas células tumorais foi avaliado para as doses de 0,15, 0,3,0,6 1,2 e 2,4 C/mL através
da percentagem de células sobreviventes apds 24 horas o EChT, tendo-se verificado que o
tratamento nas células KB mostrou um efeito citotdxico claramente dependente da dose (Figura
1.9).

De acordo com os resultados reportados na Tabela 1.13 verifica-se uma diminui¢do da
viabilidade celular em comparagdo com o controlo, quanto maior a dose aplicada,

demonstrando mais uma vez que o efeito citotdxico é dependente da dose.
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Figura 1.9 — Efeito do EChT na citotoxidade dependente da dose em células tumorais de humanos KB. As

doses de 0,15, 0,3, 0,6, 1,2 e 2,4 C/mL foram resultantes de 4,5 V, 600 uA em 5 mL para 20,8, 41,7, 83,3,
166,7 e 333,3 minutos, respetivamente?®.

Tabela 1.13 - Efeito da EChT no ensaio clonogénico de células humanas KB6,

Formagao de coldnias

Carga elétrica (C/mL) Ne de coldnias (%) % de inibi¢ao
0 184 +23 - -

0,00625 123+ 16 66,8 33,2
0,0125 105 +13 57,1 42,9

0,025 90+11 48,9 51,1

0,05 68+9 36,9 63,1

0,1 21+6 11,4 88,6

0,2 63 33 96,7

Uma vez que a carga elétrica é determinada por dois fatores, nomeadamente, o tempo e
a intensidade de corrente (C = | x t), os investigadores estudaram o efeito de cada uma destas
duas variaveis, usando diferentes intensidades de corrente e tempos, mantendo fixa a dose em

0,6 C/mL. Verificaram que intensidades de corrente mais baixas (associadas a tempos de
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tratamento mais longos) provocavam uma diminuicdo mais acentuada da viabilidade celular
(Tabela 1.14) do que intensidades de corrente mais elevadas (associadas a tempos de
tratamento mais curtos). Assim, a carga elétrica a ser usada nos tratamentos deve ter sempre
em conta a corrente a ser aplicada e o tempo de tratamento como varidveis relevantes, para

além do efeito da dose em absoluto.

Tabela 1.14 - Efeito da corrente e tempo no EChT'®,

Carga elétrica

. e o
Grupo (c/mL) Corrente (pA) Tempo (min) Viabilidade (%)
A 0,6 500 100 54+4,2
B 0,6 1000 50 67+5,1
C 0,6 2000 25 73+4,6

As reacdes celulares geradas pelo tratamento EChT foram avaliadas por Veiga et al.33?,
onde estes autores desenvolveram uma abordagem experimental de modo a avaliar o efeito da
polaridade dos elétrodos separadamente.

Neste modelo, as suspensdes celulares foram distribuidas num sistema de trés camaras
acrilicas (2 ml de suspensdo de células por camara), ligadas em série por pontes de papel de
filtro, e equipadas com elétrodos de platina nas suas extremidades (Figura 1.10).

Nestas condices, foi aplicado um campo elétrico de cerca de 1 V/cm, e as suspensdes de
células foram expostas diretamente as reacGes anddicas (CA), as reac¢des catddicas (CC), e a um
fluxo de iGes, sem contacto com os elétrodos na camara intermédia (Cl).

Pontes de papel

de filtre
Elétrodo positivo Elétrodo negativo

Y A .

CA Cl cC

Figura 1.10 — Representagdo esquemdtica das cdmaras acrilicas usadas para o tratamento eletroquimico.
Neste sistema as células sdo expostas diretamente as reagées anddicas (CA), reagoes catddicas (CC) ou a um
fluxo de i6es na camara intermédia (Cl)32.
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Utilizaram uma intensidade de corrente de 2 mA, durante 0, 2, 4, 6, 8 e 10 minutos em
células leucémicas humanas HL-60%' e em células de mastocitoma de rato3? (células P815).
Verificaram para ambos os tipos de células tumorais, que o tratamento na camara catddica
induzia predominantemente a lise da célula, ou seja, morte por necrose, a qual foi maior para
periodos de tratamento mais longos. Por sua vez, mostraram que na camara anddica ocorria a
morte das células por apoptose. Apesar de na camara anddica também se ter verificado a lise
da célula esta ocorreu em muito menor extensdo a verificada na cdmara catddica. Este dado foi
reforcado pelos resultados obtidos com as células leucémicas humanas HL-60, por eletroforese,
onde se verificou a fragmentacdo do DNA em escada apenas para a estimulacdo anddica (Figura
1.11). Por sua vez, na camara intermediaria ndo houve evidéncias de alteracdo da viabilidade
celular. Holandino et al.3® obtiveram resultados muito similares para células leucémicas
humanas K562. Estes resultados mostram que os efeitos da estimulacdo DC na viabilidade das
células tumorais esta relacionado com a polaridade dos elétrodos, como demonstrado por

outros autores34®,

a b c d
L A A il

i

Figura 1.11 - Perfil eletroforético de DNA em gel de agarose. Controlo (a); tratamento catédico (b), tratamento na IC
(c) e tratamento anddico (d)3L.

1.6 Mecanismos de a¢ao induzidos pelo EChT

A investigacdo acerca dos mecanismos de destruicdao subjacentes ao EChT foi abordada
em diferentes estudos. Varios fatores parecem estar envolvidos na destruicdo de tecidos,
nomeadamente, alteracdes no pH a volta dos elétrodos®®%; alteracdes do potencial de
membrana nas células tumorais®; producdo de substancias tdxicas provenientes das reacdes

eletroquimicas3®%%; estimulacdo do sistema imunitdrio*’; e extracdo de agua do tecido por

37,42

eletro-osmose Esta diversidade de mecanismos propostos demonstra que, apesar da

unanimidade de opinides relativamente a eficiéncia do EChT, ndo ha consenso no que diz

23



Capitulo 1 - Introdugao

respeito ao mecanismo da a¢do anti tumoral. E geralmente aceite que o EChT induz a eletrélise
do meio extracelular, podendo induzir a eletro-osmose e a eletroporacao em tecidos tumorais,
que poderdo provocar alteragGes quimicas no microambiente celular do tumor, e no seu
metabolismo.

As reagdes eletroliticas incluem, no cdtodo, a redugdo da agua com evolucdo do
hidrogénio (Equag¢ao 1) e, no anodo, ocorre a oxida¢do da dgua com consequente evolu¢do do
oxigénio (Equagdo 2). Dado que o ido cloreto também se encontra em concentracdes elevadas
no meio extracelular, a sua oxidacdo devera ter lugar dando origem a formacdo de cloro
(Equagdo 3). O cloro molecular formado nesta reacdo reage eficientemente com a agua,
ocorrendo a formacdo de acido hipocloroso, de acordo com a Equagdo 4. Por sua vez o acido

hipocloroso participa num equilibrio de dissociacdo originando o ido hipoclorito (Equagdo 5)%.

4H,0 +4e~ = 2H,+40H" (1)
2H,0 = 0,+4H "+ 4e” (2)
2Cl" = Cly+ 2e- 3)
Cl,+ H,0 = HOCl+ H* + CI~ (4)
HOCl = H* + oCl™ (5)

Por sua vez, a eficacia relativa de formacdo do HOCI muda significativamente para
diferentes niveis de pH (Figura 1.12). Quando o pH é menor que 2, o ido cloreto é a espécie
principal. Para pH > 7,5 a espécie OCI torna-se a espécie predominante®.

Tendo em conta a ocorréncia destes equilibrios associados a transferéncia eletrénica em
meios bioldgicos, o efeito das espécies produzidas na destruicdo dos tumores foi abordado por
alguns autores. Particularmente as mudancas de pH que ocorrem em torno dos elétrodos e o
acido hipocloroso foram considerados como espécies relevantes que podem estar na origem no

efeito anti tumoral do EChT.
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Figura 1.12 — Curva de distribuigdo das espécies de cloro em solugbes aquosas

1.6.1 Efeitos associados ao pH

A presenca de gradientes extremos de pH nos tecidos que rodeiam os elétrodos, durante
e apds o tratamento eletroquimico, foi confirmado em varios estudos3¥444%5, Os produtos de
eletrdlise tornam a regido em torno do dnodo muito 4cido (pH = 2), e a regido em torno do
catodo fortemente alcalina (pH = 12)%. Nestas condi¢des de pH n3o fisiolégico, as proteinas
vitais dos tecidos desnaturam e a estrutura celular colapsa, levando eventualmente a morte da
célula®™**, Também tem sido relatado, que os baixos valores de pH podem ativar mecanismos
citoliticos, através do aumento da atividade de lisossomas, resultando na destruicdo dos tecidos
tumorais. Além disso, foi também mencionado que os valores de pH acidos inibem a glicdlise e
a sintese de proteinas, das quais os tecidos malignos s3o dependentes®. Devido a estes
gradientes acentuados de pH, na zona do danodo hd uma desidratacdo do tecido enquanto na
area do catodo ha um excesso de hidratacdo (edema).
De modo a melhor compreender o efeito das mudancas de pH ocorridas durante o EChT,
Von Euler et al.?’, realizaram um estudo in vitro em células mamadrias tumorais de rato,
incubando as células em diferentes niveis de pH (3,5, 5, 7,9, 10, 11), durante 10, 20 e 30 minutos,
no meio de cultura. Os estudos de viabilidade mostraram uma diminui¢do de células viaveis,
quer para os meios com valores de pH altos quer para valores de pH baixos. A diminuicao da
viabilidade observada foi mais acentuada quanto mais acidico ou bdsico se encontrava o pH, e
guanto maior o tempo de incubacao.
De modo a verificar qual a via de morte da célula, foi medida a atividade da caspase-3
(sendo que a sua ativacdo estd associada a apoptose). Ndo foram obtidas diferencas
significativas entre o grupo controlo e o grupo tratado com pH alcalinos, no entanto, as células

tratadas com pH 4cidos revelaram uma atividade significativa da caspase-3, demonstrando que
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a morte das células ocorre por apoptose em pH acido. A dete¢do da fragmentagdo do DNA por

eletroforese corroborou estes resultados, uma vez que a exposicdo das células a pH alcalino ndo
provocou a fragmentacdo do DNA, contrariamente as células expostas a pH acido.

Estudos morfolégicos mostram que as células tratadas com pH neutro apresentam uma
morfologia normal. Por sua vez, as células tratadas com pH na zona acida tinham nucleos
picnéticos, cromatina condensada e fragmentacao nuclear. No grupo alcalino, as células
estavam inchadas, tinham perdido a cromatina, tendo-se observado a disrup¢ao da membrana
plasmatica para o valor de pH mais alto (pH 11). Assim, os autores sugerem que a morte das
células ocorre maioritariamente por apoptose a pH acido, e por necrose a pH basico.

Veiga et al.®? também estudaram a influéncia do pH na viabilidade celular. O pH da
suspensdo de células em tampdo fosfato salino (PBS) foi ajustado para os mesmos valores
obtidos apds o tratamento DC e a viabilidade celular foi determinada. Verificaram que nas
suspensdes a pH mais elevados se observava a lise da célula, enquanto pH mais baixos ndo
influenciam a viabilidade da célula.

De salientar que no EChT, o tratamento anddico resulta numa diminuicdo acentuada da
viabilidade das células, o que ndo ocorreu quando as células foram incubadas em solugdes que
apresentam valores de pH idénticos aos observados na sequéncia da exposicao ao tratamento
anddico. Esta observacao exclui a possibilidade de uma morte celular induzida exclusivamente
pelo abaixamento pH produzido pelas rea¢cdes anddicas.

O efeito deste fator na destruicdo dos tumores é deste modo controverso nao sendo,

ainda totalmente compreendido.

1.6.2 Efeitos associados ao acido hipocloroso

Alguns investigadores acreditam que a destruicdo de tecido primario, obtido na
vizinhanga proxima dos elétrodos, é causada pelas espécies toxicas produzidas nas reacgoes
eletroquimicas durante a eletrdlise.

Os produtos da reagdo eletroquimica podem também reagir com constituintes organicos
e inorganicos dos tecidos, para formar novos produtos potencialmente téxicos. O cloro, por
exemplo, reage com a dgua para formar o acido hipocloroso e ides de hidrogénio (Equagdo 4)*.
O acido hipocloroso é um potente agente de cloracdo e oxidacdo, com propriedades tdxicas
fortes*. Ele reage com uma grande variedade de biomoléculas, incluindo, proteinas, acidos
gordos, DNA, nucleétidos e outros compostos intracelulares® (Esquema 1.2).

A reacdao do HOCI com aminas presentes nas proteinas, carbohidratos, nucledtidos,

fosfolipidos e lipoproteinas, pode levar a formac3o de cloraminas> (Equagdo 6), que por sua vez

26



Capitulo 1 - Introdugao

sdo também fortes oxidantes®!, mas menos reativas que o HOCI. A rea¢do do HOCI com o
nitrogénio das amidas presentes em proteinas e em carbohidratos da origem a cloramidas.
Tanto as cloraminas como as cloramidas, na presenca de um metal de transicdo podem sofrer
clivagem homolitica na ligagdo N-Cl, levando a formac¢dao de espécies reativas de nitrogénio
(Equagdo 6), que por sua vez podem sofrer um rearranjo originando radicais centrados no
carbono®?, fator que pode amplificar a formac3o de radicais de oxigénio, na presenca do

oxigénio molecular®?,

R R . R
| + +HOCI | | -
H—C—NHS o H—C—NHOI ———> H—C—NH (6)
Cco; co; co;

Ja a reac3o do HOCI com as ligacbes duplas dos lipidos insaturados, forma cloridrinas®
(Equagao 7). Estes compostos mostraram ter efeitos toxicos nas células, pois levam a disrupgdo

da membrana® e a deplec3o dos niveis de ATP>,

HO
+HOCI
-HC=CH- - -HC-CH- (7)
Cl

O HOCI também pode reagir com o perdxido de hidrogénio (H,0,) originando o oxigénio
singleto (Equagao 8), que consegue oxidar as liga¢cOes insaturadas dos lipidos, formando
hidroperdxidos®, que por sua vez conduzem ao inicio da peroxidac3o lipidica®. Além disso, o
HOCI pode reagir com metais de transicdo, em particular com o Fe?*, formando o radical
hidroxilo (Equagdo 9), que é também bastante reativo, sendo capaz de atacar a maioria dos

componentes celulares, incluindo o DNA, fator que contribui para uma instabilidade a nivel

genético’®. Sabe-se também que o "OH é um iniciador eficaz da peroxidaco lipidica®®. Ao
mesmo tempo, o HOCl também reage com os hidroperdxidos, formando radicais peroxil, que se

transformam em radicais alcoxi, que intensificam as reacdes da peroxidacao lipidica®®.

HOCI + H,0, — 'O, + CI'+ H* + H,0 (8)

Fe?* + HOCl — Fe* + *OH + CI (9)
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Assim, verifica-se que o HOCI| é um percursor de radicais livres, provocando um stresse
oxidativo letal para a célula.
De modo a averiguar a importancia dos produtos formados nas reagdes eletroquimicas

131, realizaram o tratamento eletroquimico anddico em células

na morte das células Veiga et a
leucémicas humanas. Depois da estimulacdo anddica, as células eram cultivadas em duas
situagdes diferentes: no mesmo meio do tratamento ou em meio fresco, depois da remogao do
meio em que ocorreu a estimulagdo, por centrifugacdo. Alternativamente, células frescas, que
ndo receberam o tratamento foram adicionadas ao meio em que se deu a estimulagdo. Foi
determinada a percentagem de células ndo viaveis, nas trés situacdes.

Quando as células eram tratadas no mesmo meio em que foram estimuladas, observava-
se um baixo nivel de viabilidade. Por sua vez, quando as células estimuladas eram colocadas em
meio fresco, ocorreu um aumento da viabilidade. Em adicdo, quando células nao tratadas eram
colocadas no meio previamente estimulado, verificou-se um nimero elevado de células ndo
vidveis. Tendo em conta estes resultados, os autores sugerem que as moléculas téxicas
formadas nas reacdes anddicas, durante o EChT, nomeadamente o HOCI, s3o os agentes ativos
gue geram a morte celular.

Estudos prévios sobre o mecanismo de citotoxicidade induzida por HOCI, em células
tumorais, constataram que o principal modo de morte celular é necrético®”>8, com baixos niveis
de apoptose na resposta ao tratamento com HOCI*’. No entanto, Englert et al.>® propuseram
gue o mecanismo de morte das células depende do meio em que as células sdo cultivadas. Como
a maioria dos estudos sdo efetuados tratando as células em tampao fosfato salino e ndo no meio
de crescimento, o efeito do tratamento com HOCI foi avaliado em células tratadas nos dois tipos
de meios. Estes autores verificaram que quando as células eram tratadas em tampdo fosfato
salino, a morte celular ocorria inteiramente por necrose. Contrariamente, quando as células
eram tratadas no meio de crescimento, a morte celular ocorria maioritariamente por apoptose.
No entanto, os niveis de HOCI necessdrios para provocar a morte celular sdo mais elevados no
meio de crescimento do que em PBS. Como os meios de crescimento das células de mamifero
sdo ricos em vitaminas, glucose, sais e niveis elevados de aminoacidos, o HOCI pode reagir com
este ultimo formando as cloraminas, que sdo menos reativas. Os autores deste estudo mostram
entdo que a inducdo da morte celular por apoptose é mediada pela formagdo de cloraminas.
Estes resultados sdo corroborados por Wagner et al., que também mostraram que as cloraminas
sd0 as responsaveis pela inducdo da apoptose®.

Outros estudos mostraram que o acido hipocloroso esta envolvido na ativacdo de uma
proteina supressora de tumores, a proteina p53%%2, Na presenca de HOCI, os autores

observaram um aumento dos niveis da p53 em fibroblastos da pele humana. Por sua vez,
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qguando adicionam um scavenger do acido hipocloroso verificaram uma inibicdo no aumento dos
niveis do p53, o que indica que o HOCI pode atuar em moléculas-alvo especificas envolvidas na
regulacgdo dos niveis de p53°L,

Chiang e colaboradores reportaram que o HOCI desempenha um papel no reforco da

8364 oferecendo um outro

resposta do sistema imunitario em células de carcinoma do ovario
beneficio potencial da abordagem do EChT para a terapia do cancro.

Um estudo mais recente usando macrégafos, derivados de mondcitos humanos,
demonstrou que o HOCI faz com que estas células entrem em necrose através da ativacdo de
um aumento do fluxo dos canais de calcio na via citosdlica do calcio nas membranas do plasma
e do reticulo endoplasmatico. O calcio ativa a calpaina, que conjuntamente com os niveis
elevados de célcio, ativa a formacdo de poros de transicdo da permeabilidade mitocondrial
levando a perda do seu potencial de membrana. Sem a mitocondria funcional, ha uma perda
rapida de ATP e uma destabilizacdo lisossomal®.

Como é possivel verificar, o mecanismo pelo qual o EChT afeta o crescimento do tumor
e a sobrevivéncia pode resultar de processos multiplos e de grande complexidade sendo que o
HOCI pode estar na sua origem. Por este motivo, é necessdrio desenvolver uma maior
compreensao dos mecanismos fundamentais envolvidos e elaborar uma estratégia para a
otimizacdo dos parametros experimentais envolvidos no EChT.

Tendo em conta o estado de arte apresentado, este trabalho teve como objetivos a
investigacdo de um método de medicdo do HOCI e a otimizacdo do seu procedimento de
quantificacdo bem como o estudo do efeito das varidveis eletroquimicas sobre a eficiéncia de
producdo desta espécie produzida electroquimicamente em condi¢des fisioldgicas. Por fim
averiguou-se a atividade toxicoldgica do HOCI utilizando leveduras Saccharomyces cerevisiae

como modelo celular.
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2 Parte Experimental

Neste capitulo estdo apresentados os reagentes, as solucdes e os equipamentos utilizados

assim como os procedimentos experimentais desenvolvidos no dmbito deste trabalho.

2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico. Cloreto de Sodio (Fischer Scientific);
Cloreto de potassio (Merck); Dihidrogenofosfato de sddio (Merck); Dihidrogenofosfato de
Potdssio (Fischer Scientific); Hexacianoferrato (Ill) de potdssio (José Gomes Santos); Hidroxido
de Sédio (Eka chemicals); Acido Cloridrico (Panreac); Acido fosférico (ACROS Organic); Fosfato
de potassio monobasico (Fischer Scientific); Curcumina (Fischer Scientific); Etanol (Fischer
Scientific); Glucose (Sigma); Agar (BDH Chemicals); Extrato de levedura (BD Biosciences);

Bactopeptona (BD Biosciences).

2.2  Preparagao das solugdes
2.2.1 Solug6es tampao

As solucdes tampao que foram utilizadas nos ensaios eletroquimicos e no pré-tratamento

do elétrodo de platina foram preparadas de acordo com os procedimentos descritos abaixo.
Solugdo tampao fosfato pH 3,20

Esta solugdo, utilizada no pré tratamento e ativacdo do elétrodo de platina, foi preparada
por pesagem do sal de fosfato de potdssio monobasico, KH,PO,4, (m = 20,41 g), e por adicdo de

6 mL de uma solucdo de acido fosférico 0,10 M. O pH foi ajustado pela adicdo de uma solucdo

de NaOH 1,0 M num volume total de 1 L de solugdo.
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Solucdo de tampao fosfato pH 7,4 (PB)

Esta solucdo foi preparada por pesagem de cerca de 10,30 g de KH,POs e de 10,72 g de
Na;HPO,, em 4gua ultra-pura para um baldo volumétrico de 1 L. O acerto de pH foi realizado

usando uma solucdo de NaOH 1,0 M.

Solucdo tampao fosfato salina pH 7,4 (PBS)

A solucao PBS foi preparada por pesagem de cerca de 8,00 g de NaCl, 0,205 g de KCl, 1,15
g de Na;HPO, e 0,214 g de KH,PQO,4, com agua ultra-pura num baldo volumétrico de 1 L. O acerto

de pH foi realizado usando uma solucdo de NaOH 1,0 M.

2.2.2  Solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio

Esta solugdo foi usada para a determinacao da area do elétrodo de trabalho. Esta solucdo
(1,000 + 0,001 mM) foi preparada por pesagem de 0,0823 + 0,0001 g de hexacianoferrato(lll) de
potassio e 1,8640 + 0,0001 g de cloreto de potdssio em dgua ultra-pura num baldo volumétrico

de 250 £ 0,15 mL.

2.2.3 Preparagao de solugdes de curcumina

Foram preparadas solugdes hidro-alcodlicas (1:1) de curcumina (CUR) de diferentes
concentragdes que foram utilizadas na quantificacgdo do HOCI produzido em eletrdlises
galvanostaticas. Por pesagem do sdlido (cerca de 0,0029 g para 25 mL de solugdo) preparou-se
uma solucdo etandlica mais concentrada (0,30 + 0,01 mM) que foi posteriormente diluida.

Foram tracadas duas retas de calibracdo para a CUR, uma em etanol e outra em etanol/
agua (1:1) numa gama de concentragbes de 0,1 a 50 uM. Todas as solugdes foram preparadas
por diluigdes sucessivas a partir de uma solugdo de CUR 0,30 mM. As solugdes assim preparadas

encontram-se apresentada na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 - Volumes usados na preparagdo por diluigdes sucessivas das solugées de CUR (v = 10 + 0,025 mL).

50,0 £ 20,0 £ 10,0 £ 50 2,00 £ 1,00 £ 0,50+ 0,100 %

[Curc] (uM)
1,7 0,7 0,4 0,2 0,07 0,04 0,02 0,004

Volume (mL) 1,7 4,0 5,0 5,0 4,0 5,0 5,0 2,0

Diluicdoapartir 3\ 5ouM 20uM 10uM 50uM 2,0uM  10uM 0,5 uM
da solugao

2.3 Materiais e Métodos

Os estudos realizados basearam-se em ensaios eletroquimicos que foram efetuados
utilizando um potencidéstato Autolab PGSTAT 30 (Ecochemie) controlado por o software
“General Purpose Eletrochemical System” versdo 4.9.

Os ensaios galvanostaticos foram realizados usando intensidades de corrente de 0,45,
0,225 e 0,15 A, numa célula de um compartimento (v = 7,0 mL) e numa célula de dois
compartimentos, separados por uma membrana de Nafion, com capacidade de 3,5 mL cada. A
solucdo foi agitada mecanicamente com uma barra de agitagdo magnética (100 rpm).

O anodo e o catodo utilizados sdo constituidos por uma rede de platina (Pt). Antes de cada
experiéncia o anodo foi limpo eletroquimicamente numa solu¢do tampao fosfato 0,10 M pH 3,2,
durante 600 s, a uma corrente constante de 0,016 A.

A area do elétrodo de trabalho de Pt foi determinada utilizando uma solu¢do 1,00 mM de
KsFe(CN)s em 0,10 M KCI, numa experiéncia de cronoamperometria e obteve-se um valor de
3,61 cm?.

O pH das solucbes tampdo e das solucdes eletrolisadas foram medidas usando um
medidor de pH da CyberScan 510 pH, com um elétrodo de vidro combinado da Hanna
Instruments, que era calibrado pelo menos uma vez por semana, em solu¢do padrao pH 4,01,
seguido da solu¢do padrdo pH 6,88.

As absorvancias das solugdes foram medidas num espectrofotdmetro Genesys 20.

A dgua ultrapura (18,2 MQcm) foi obtida por purificagdo de agua desionizada num sistema

Milli-Q Simplicity 185 (Millipore).
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2.4 Procedimentos experimentais
2.4.1 Método de quantificacdo do HOCI por reacdo com a Curcumina

A CUR é um pigmento amarelo do acafrdo. Este pigmento dissolvido em etanol apresenta
um espectro de absor¢do UV-vis caracterizado por um pico maximo a 430 nm®®.

Nas ultimas décadas foram realizados estudos que indicaram que a CUR possui
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antitumorais, e antimicrobianas importantes®.

Yue et al.®® desenvolveram um método para a detec¢do do &cido hipocloroso baseado na
reacdo de descoloracdo da CUR (Figura 2.1). Os seus resultados indicaram que a CUR é uma
sonda excelente para a detecdo do acido hipocloroso, permitindo a sua detecdo, quer por UV-
vis quer por fluorescéncia. A CUR reage com o HOCI, ocorrendo perda da cor caracteristica da
CUR e consequente diminuicdo da absorvancia/fluorescéncia. Esta reacdo permite a detecdo
seletiva do HOCI, uma vez que as outras espécies reativas de oxigénio (*OH, H,0,, ROO®, *0,,
10;, 037) e de nitrogénio (NO, ONOO’) ndo induziram perda de cor na CUR. Os autores
mostraram também que os valores de absorcao de radiacao sdo linearmente relacionados com
a concentracao de HOCI e que a estequiometria da reacdo entre o dcido hipocloroso e a CUR é

de 1:1 e que a reacdo é completa.

HO

2V,

/
Vs
OH

o 4
+ HOCl —— O * CHyCl * H,0

N

o~ )

8]

Figura 2.1 — Reagdo da curcumina com o HOCI®,

o

No presente trabalho a quantificacdo do HOCI produzido por via eletroquimica foi
realizada, utilizando a CUR como sonda dtica para medicdo indireta do 4cido hipocloroso, a um
comprimento de onda de 435 nm.

As condicGes experimentais do método foram otimizadas de modo a definir o
procedimento de quantificacdo adequado as concentragdes de HOCI produzidas e aos volumes

retirados da célula de eletrdlise, que deveriam ser significativamente reduzidos face ao volume
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da célula. Os ensaios de otimizacdo foram realizados utilizando o HOCI produzido numa célula
de compartimento Unico, a uma intensidade de corrente de 0,45 A, usando como eletrdlito uma
solucdo de PBS ([CI] = 140 mM).

Uma das variaveis otimizada foi o volume de eletrolisado a retirar da célula de eletrdlise.
Para tal, fez-se uma eletrélise em PBS durante 600 segundos. Ao fim deste tempo retiraram-se
os volumes indicados na Tabela 2.2, que foram adicionados a 3 mL de uma solugdo etandlica de

CUR 10 uM, medindo-se a absorvancia das solu¢cdes em seguida.

Tabela 2.2 — Volumes de eletrolisado retirados para tempos de eletrdlises previamente definidos usando
diferentes concentragées de CUR

Tempos de eletrélise (s)

[CUR] (uM) 5,15, 30 100, 200, 400 600
6,0+£0,2 60 uL N3o efetuado N3o efetuado
10,0+0,4 Nao efetuado 6 uL 6 uL, 60 pL, 1 mL,

2mL,3mL
15,0+ 0,5 N3do efetuado 6 uL 6 pL
20,0+ 0,7 Nao efetuado 6 uL 6 uL
30,0+£1,0 Ndo efetuado 6 uL 6 uL

A concentracgdo da CUR mais adequada para a quantificacdo do acido hipocloroso também
foi testada. Para isso prepararam-se quatro solu¢gdes de CUR com diferentes concentragoes
(Tabela 2.2), adicionando um volume fixo de solu¢do de PBS eletrolisada durante 100, 200, 400
e 600 s. Ao fim de cada um dos tempos foram retirados 6 pL do eletrolisado que foram
adicionados a 3 mL da solugdo de CUR de diferentes concentragdes. Foram registados os
espetros de absor¢do. Quando eram realizados tempos de eletrélises mais curtos, para a mais
baixa concentragdo de cloreto em PBS ([CI] = 14 mM), era usada uma concentragdo de CUR de
6 UM e um volume de 60 pL, para a quantificagdao do HOCI.

De modo a minimizar os efeitos associados a evapora¢ao do etanol e a consequente
alteracdo da concentragdo das solugdes de CUR, foi testada a possibilidade de dissolver a CUR
em misturas agua : etanol. Primeiramente preparou-se uma solucdo de CUR 15 uM, por diluicdo
da solucdo de etandlica 0,3 mM de CUR usando apenas tampao fosfato e tampao fosfato salina.
Prepararam-se ainda outras solugdes usando diferentes razoes de PBS : etanol, nomeadamente

de 1:1, 1:3 e 3:1.
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2.4.2 Ensaios eletroquimicos

2.4.2.1 Produgao de HOCI

Efeito da intensidade de corrente

De forma a verificar o efeito da corrente na producdo de HOCI, realizaram-se eletrdlises
em solugbes de PBS, [CI] = 140 mM, usando trés intensidades de corrente (I = 0,45, 0,225 ou
0,15 A). O HOCI produzido foi quantificado retirando 6 uL de eletrolisado para tubos contendo

a solugcdo de CUR, medindo-se a absorvancia das misturas.

Efeito da concentragao de cloreto

De maneira a averiguar o efeito da concentragao de ido cloreto na produgdo de HOCI,
realizaram-se eletrdlises (I = 0,45 A) em solugdes de PBS contendo diferentes concentragdes de
ido cloreto (140 mM, 70 mM e 14 mM). O HOCI produzido foi quantificado retirando 6 pL de

eletrolisado para tubos contendo a solugdo de CUR, medindo-se a absorvancia das misturas.

Efeito do pH

Dado que o pH é uma varidvel muito importante no que diz respeito as diferentes reacdes
em que HOCI participa, o efeito do pH foi tido em conta nos estudos realizados. Assim, o
rendimento da producdo de HOCI em diferentes condi¢des experimentais foi comparado apds
o acerto do pH das solugdes para valores idénticos aos obtidos nessas condi¢des, antes de

proceder a sua quantificacdo através da reacdo com a CUR.

Nomeadamente no estudo do efeito da intensidade de corrente, o eletrolisado produzido
a partir de solugdes de PBS, contendo 140 mM de ido cloreto, usando 0,45 A, durante 600 s (pH
9,73) numa célula de um sé compartimento, foi analisado apds o acerto do pH para os valores
de pH 8,66 e de pH 8,15 (correspondentes ao pH do eletrolisados produzido nas mesmas
condigbes usando intensidades de corrente de 0,225 A e de 0,15 A, respetivamente).

O ensaio correspondente ao controlo foi realizado a partir da eletrdlise (I = 0,45 A) de uma
solucdo tampdo fosfato ([CI] = 0), cujo pH era de 7,4 ao fim dos 600 s. O acerto do pH das
solugdes foi realizado adicionando volumes muito pequenos de solucées de NaOH e de HCl 1 M,

de modo a evitar a dilui¢ao das solugdes.
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Efeito da configuracdo da célula de eletrélise

Os aspetos relacionados com a configuracdo da célula sdo de grande importancia,
podendo condicionar a eficiéncia com que os produtos da eletrdlise sdo produzidos. A
comunicacdo entre os produtos formados nas reagdes anddicas e catddicas entre si e com os
elétrodos com polarizacdo inversa a usada na formacdo das espécies sdo fatores muito
importantes. No caso da eletroterapia, a separacdao dos compartimentos e a auséncia de
comunicacgdo entre os produtos das reacdes anddica e catddica pretende simular a situacdo em
que os elétrodos se encontram posicionados a grandes distancia entre si, enquanto que a célula
de um sé compartimento simula as condi¢des em que o tratamento é realizado com os elétrodos

posicionados a pequenas distancias.

A configuracdo da célula de eletrélise, utilizando um ou dois compartimentos foi testada
dividindo a célula utilizada (v = 7,0 mL) com uma membrana de Nafion. A membrana utilizada,
com a referéncia Nafion® 117, espessura de 0,018 cm, foi tratada por imersdo da membrana em
solucdo de acido nitrico 10 % em ebulicdo durante 30 minutos, seguido por enxaguamento e
lavagem em agua destilada e finalmente imersao em 4gua destilada em ebulicdo durante 30

minutos®.

O efeito da separacdo dos compartimentos foi avaliado a partir de eletrdlises realizadas
em PBS, [CI'] = 140 mM, usando uma intensidade de corrente | = 0,45 A, t = 600 s usando uma
célula com um compartimentos (v = 7,0 mL). Ao fim do tempo de eletrélise, acertou-se o pH do
eletrolisado obtido na eletrdlise com a célula de um compartimento (pH 9,73) para o valor de
pH 0,80 que é idéntico ao obtido na eletrdlise de dois compartimentos usando uma solucdo de

HCI.

2.4.3 Ensaios com células

2.4.3.1 Estirpe de levedura, meio de cultura, condiges de crescimento e preparag¢ao das
amostras

Em todas as experiéncias, a estirpe selvagem de Saccharomyces cerevisiae W303-1A
(MATa, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, canl) foi usada. As culturas de reserva foram mantidas em
meio YPDA sdlido (1 % p/v de extrato de levedura, 2 % p/v, peptona, 2 % de glicose p/ve 1,5 %
p/v de agar) a 4°C. As culturas foram crescidas em meio YPD liquido (1 % p/v de extrato de

levedura, 2 % p/v de peptona e 2 % p/v de glicose), num agitador orbital a 30°C e 200 rotacdes
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por minuto (rpm). O crescimento das culturas foi monitorizado por medi¢do da densidade ética
a 640 nm (DOeao).

Os pré-indculos foram preparados a partir de 1-2 colénias em meio YPD e foram
incubados durante a noite a 30°C e 200 rpm. Os pré-inéculos foram diluidos com meio fresco
para se obter culturas com DOgso de 0,1 que foram incubadas sob as mesmas condi¢cGes até uma
DOs4o de 0,4-0,8 (fase exponencial), para assegurar o minimo de duas gera¢Ges de células no
crescimento da cultura. As células foram recolhidas por centrifugacdo a 5000 x g, a 4 °C (Sigma
4K10) durante 5 minutos e lavadas duas vezes com PBS, pH 7,4 e ressuspendidas no mesmo

tampao.

2.4.3.2 Ensaio de viabilidade

Num ensaio preliminar, 200 mL de cultura de células foi incubada até uma DOeso de 1,0,
de forma a acompanhar a curva de crescimento. As células foram centrifugadas duas vezes a
5000 x g, 5 min a 4°C, lavadas duas vezes com agua desionizada fria (4°C), ressuspendidas em
100 mL de agua desionizada e divididas em 10 tubos de polipropileno de 15 mL, centrifugadas
novamente nas mesmas condicdes para eliminacdo do sobrenadante, cujo pellet foi congelado
a-20°C.

Com estas células congeladas foram realizados ensaios preliminares do efeito do HOCI
gerado electroquimicamente a 0,45 A em tampdo PBS a pH 7,4, esterilizado, contendo 140 mM
de ido cloreto, numa célula de compartimento Unico. As células foram previamente
descongeladas a temperatura ambiente, as quais foi adicionado um volume rigoroso de PBS
eletrolisado ou PBS nao eletrolisado (controlo). Foram testados tempos de eletrdlise de 600, 60,
30, 15 e 5s. Apos a adigcdo de PBS (eletrolisado ou ndo eletrolisado), foram removidos 100 L da
suspensdo, diluido em série até 10 000 vezes, em H,0 desionizada esterilizada e da ultima
diluicdo foram retirados 100 pL da suspensdo que foram espalhados em placa com YPDA (YPD
com 1,5% p/v de agar).

Apds os estudos preliminares, nos ensaios utilizaram-se sempre células preparadas de
fresco conforme descrito no tépico 2.4.3.1. 50 uL do HOCI gerado eletroquimicamente a 0,45 A
em PBS ([CI']) =70 mM), numa célula eletroquimica de compartimento Unico, para varios tempos
de eletrdlise (30, 40, 55, 75 e 95 s), foi adicionado a 1 mL de suspensdo de células que foram
incubadas durante 5, 15 e 60 min. O HOCI gerado para um tempo de eletrdlise de 95 segundos
foi diluido em fatores de diluicao de 0,5, 0,25, 0,1, 0,02 e 0,01 e o mesmo procedimento de
adicdo e incubacdo foi realizado. Subsequentemente, um volume de 100 uL da suspensao de

células foi recolhido, diluido em série até 10 000 vezes em H,O desionizada esterilizada. Foram
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espalhados 100 pL da suspensao em placa com YPDA. As placas foram incubadas a 30 °C durante
48 horas e as coldnias contadas. As taxas de sobrevivéncia foram calculadas como percentagem

de unidades formadoras de coldnias em relagdo a situagao controlo (sem HOCI).

2.4.3.3 Citometria de fluxo

A suspensdo de células foi diluida até uma DOeso de 0,02 e 500 ulL foram retirados para a
medicdo autofluorescéncia. A suspensdo restante foi incubada com diacetato de
diclorofluoresceina (H,DCFDA) 50 uM a 30 °C, 200 rpm, durante 1 h no escuro. Aliquotas de 1
mL foram misturadas com 50 plL de PBS eletrolisado ([Cl] = 70 mM) diluido 10 vezes, obtido a
partir de uma eletrdlise de 95 s, a uma intensidade de corrente de 0,45 A, e incubadas durante
1e3 min.

Vinte mil células de cada amostra foram analisadas por citometria de fluxo num citémetro
Epics® XLTM (Beckman Coulter) equipado com um laser de ido argon que emite um feixe de 488
nm, a 15 mW. A fluorescéncia verde foi recolhida através de um filtro bloqueador a 488 nm, um
passador dicrdico longo a 550 nm e um filtro passador de banda a 225 nm. Os dados foram

analisados e os histogramas foram construidos com o Flowing Software 2.5.1.
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3 Resultados e Discussao

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados em trés sec¢des. Na primeira
estdo apresentados os resultados da otimizacdo do método espetrofotométrico para a
quantificacdo do acido hipocloroso usando CUR. Na segunda seccdo estdao apresentados os
resultados relativos ao estudo da geragdo eletroquimica de acido hipocloroso em meio
bioldgico, sendo analisado o efeito de varidveis experimentais relevantes. Na terceira secgdo é
avaliado o efeito do acido hipocloroso gerado eletroquimicamente na viabilidade de células,

usando leveduras como modelo celular.

3.1 Otimizagao do sistema de quantificagdo do HOCI pelo método da Curcumina

O método espetrofotométrico para a determinacdo de HOCI baseado na reagdo com a
CUR foi testado e otimizado de forma a ser usado na quantificacdo desta espécie produzida por
eletrdlise. Foram consideradas as varidveis experimentais tais como o volume de solucdo de
HOCI, a concentracdo da solucdo de CUR, o solvente e o tempo de reacao.

Relativamente ao volume de eletrolisado a adicionar a CUR, a otimizacao foi realizada
considerando um volume de solu¢ao de CUR de 3 mL e uma concentracao da solucdo de CUR
em etanol de 10 pM. Este valor foi selecionado atendendo a linearidade da curva de calibragdo
de absorvancia vs [CUR] neste solvente. Foi testada a adicdo de diferentes volumes de
eletrolisado a solugdo de CUR, tendo-se verificado que o volume mais adequado seria 6 L, como
se apresenta na Tabela 3.1. Este volume mostrou ser o mais adequado, pois para além de
permitir medir uma variacdo aprecidvel de absorvancia, é suficientemente baixo para que seja
possivel desprezar a diluicdo causada pela sua adicdo a solucdo de CUR (simplificando os
calculos) e simultaneamente prosseguir com a eletrdlise sem que ocorra uma variagdo
apreciavel do volume da solugdo na célula. Relativamente aos restantes volumes observava-se
uma perda de cor muito acentuada. Nestes ensaios as medi¢Ges foram realizadas para o tempo
de eletrélise mais longo (600 s) de modo a garantir que a quantidade de CUR disponivel era

suficiente para reagir com todo o HOCI produzido.
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Tabela 3.1 — Volumes de eletrolisado adicionados a 3 mL de CUR 10 uM, apds 600 segundos de eletrdlise em PBS
140 mM a | = 0,45 A.

Volume de eletrolisado a adicionar

*3 mL de CUR 10 3mL 2mL 1mL 600 pL 60 pL 6 uL

M Perda de cor acentuada 4

*solugdo etandlica

Nos primeiros estudos realizados usou-se etanol na preparagao de todas as solugdes de
CUR devido a questdes de solubilidade. Assim, quer da solugdo preparada a partir do sélido, (0,3
mM) quer as preparadas por diluicdo destas eram todas solugdes etandlicas. No entanto, a
volatilidade do etanol pode dar origem a variagdes acentuadas da concentra¢do das suas
solugdes. De modo a minimizar este problema, foi testado o uso de solu¢des aquosas (tampdo
fosfato e tampao fosfato salino) e misturas destas com etanol na preparagdo das solugGes
diluidas de CUR, a partir da 0,3 mM em etanol. Como indicado na Tabela 3.2, quando se utilizou
tampdo fosfato ocorria a perda de cor amarela caracteristica da CUR. Esta observagdo esta de
acordo com o referido por Wang et al. que referem a degradacdo da CUR em solucdo de tampao
fosfato’®. Dada esta evidéncia, j& ndo foram testadas as misturas de PB com etanol.
Surpreendentemente, quando se usa o tampado fosfato salino ndo se observa a perda de cor da
solucdo. No entanto observou-se a turvacao da solucdo e a alteracdo da cor caracteristica da
CUR que passava de amarela a cor de laranja intenso. Relativamente as misturas etanol : PBS,
esta alteracdo so se fez notar na solugdao com 25 % etanol. Relativamente as solu¢des com maior
percentagem de etanol, 50 e 75 %, estes problemas deixaram de surgir, apresentando a solugdo
a sua cor amarela caracteristica. Face a estes resultados optou-se por usar a solugdo com maior
percentagem de agua, pois a partida esta terd menos problemas relacionados com a evaporagao

do solvente. A Tabela 3.2 sumaria as condicdes testadas e as observacdes deste estudo.

Tabela 3.2 — Observagdes registadas para os diferentes solventes utilizados na preparagéo da solugdo de CUR.

Etanol (%)

0 25 50 75
Tampao fosfato
Perda de cor Ndo testado Ndo testado Ndo testado
(PB)
Tampao fosfato salino Turvagdo Turvagdo
p o ¢ \/ v
(PBS) Alteragdo da cor  Alteragao da cor

46



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

=
(6]
T

y = (41,53 £0,53)X103 x
W a R? = 0,9995

Absorvancia
=
T

o
(]
T

0 “.. 1 1 1 1 )
0 10 20 30 40 50

[CUR] (uM)

Figura 3.1 — Reta de calibragdo da absorvéncia em fung¢do da concentragdo de CUR.

Apds a sele¢do do meio mais adequado foi tragada a curva de calibragdo da CUR de forma
a estabelecer as concentragdes mais adequadas a realizacao deste estudo. Por outro lado, a
curva de calibracdo é um instrumento essencial para a posterior quantificacdo da quantidade de
CUR consumida na reag¢do com o HOCI e consequente determinacgdo deste composto. Na Figura
3.1 estd apresentada a curva de calibragdo no intervalo onde a resposta é linear para a detecdo
da CUR em solugdes etanol: PBS, a 50 %. O coeficiente de correlacdo é bastante bom (r=0,9997),
nao havendo desvios significativos dos pontos experimentais a reta, e portanto pode-se aceitar
esta reta como uma funcgao linear adequada. A partir desta reta, e utilizando a lei de Lambert-
Beer (A= c.l.€), é possivel estimar um valor para a absortividade molar para a CUR de 41530 *
530 Mt cm™. O valor de limite de detecdo (LDD) para a curcumina foi determinado obtendo-se
um valor de 0,72 uM. Ja o valor do limite de quantificacdo (LDQ) obtido foi de 2,15 uM. Estes
parametros foram estimados a partir dos parametros das retas de calibracdo do composto em
estudo utilizando as equagdes 10 e 11, respetivamente, em que Sy/x corresponde ao desvio

padrao residual da curva de calibracao, e b ao declive.

3,35
b
10S
LDQ = by/x (11)
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Utilizando uma solugdo de CUR 10 uM foi registado o espetro de absorcdo, apds a adicdo
da solucdo do eletrolisado de uma solucdo de PBS, obtido para diferentes tempos de eletrélise.
Como se observou um decréscimo muito acentuado da cor da CUR logo para o ensaio em que
se usou o eletrolisado obtido para 100 segundos de eletrélise, optou-se por testar
concentragdes mais elevadas de CUR (Figura 3.2). Assim, preparam-se solucdes 15, 20 e 30 uM
de CUR. Tal como se pode verificar pelos resultados apresentados, a solu¢do de 15 pM mostrou
ser a mais adequada para a quantificagdo do HOCI, pois permite observar uma variagdo mais
acentuada nos valores de absorvancia em fungao dos tempos de eletrélise.

De acordo com os espetros apresentados na Figura 3.2 é possivel verificar que o maximo
de absorvancia se mantém aproximadamente inalterado apds a adicdo do eletrolisado. Este
resultado é interessante no sentido em que permite que a quantificacdo seja efetuada a
comprimento de onda fixo (435 nm). O facto de o meio estar tamponado permite que as
variacOes de pH ndo sejam aprecidveis na solucdo de CUR e deste modo ndo ocorra um desvio

significativo do maximo de absorvancia.

0,9 -
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Figura 3.2 — Espetros de absorvdncia obtidos nos diferentes tempos de eletrdlise para as diferentes concentragoes
iniciais de CUR em EtOH/PBS (1:1).
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Para averiguar o efeito do tempo de espera, apds a adicao de eletrolisado, nas leituras de
absorvancia, realizou-se uma eletrélise em PBS sendo recolhidos 6 pL de eletrolisado a
diferentes tempos de eletrélise (100, 200, 400 e 600 s). Para cada tempo, o eletrolisado foi
misturado com 3 mL de CUR 15 uM e mediu-se a absorvancia imediatamente, apds 30 minutos
e apos 2 horas. Os resultados das medi¢des realizadas encontram-se apresentados na Tabela
3.3, juntamente com o desvio padrao relativo (DPR) do conjunto dos 3 resultados. Os valores
obtidos para tempos de espera de 0 e de 30 min apresentam um DPR de cerca de 7 %,
aumentando este valor para cerca de 12 a 14 % quando se inclui o tempo de espera mais longo
(120 min). Como o DPR obtido, considerando os 3 resultados (t = 30 e 120 min), é inferior a 10
% para tempos de eletrdlise iguais ou inferiores a 200 s, pode considerar-se que ndo ha
diferencas muito importantes entre estes resultados. Em oposicdo, para tempos de eletrélise de
400 e 600 s, os resultados parecem indicar que a estabilidade da solu¢do diminui e a absorvancia
da solugdo baixa ao longo do tempo. Este resultado demonstra que, especialmente quando a
absorvancia das solucGes é mais baixa, se deve ter em atencdo ao tempo de espera entre o
momento em que é feita a mistura do eletrolisado com a solucdo de CUR e a leitura de

absorvancia, mantendo sempre que possivel um tempo constante.

Tabela 3.3 — Valores de desvio padrdo relativo (DPR) obtidos considerando as medidas de absorvéncia obtidas a
diferentes tempos de leitura.

Absorvancia

eITeet':'é’l’i‘:ed(es) 0 100 200 400 600

t =0 min 0,725 0,484 0,402 0,284 0,277

t = 30 min 0,703 0,458 0,372 0,253 0,251

t = 120 min 0,688 0,418 0,338 0,214 0,216
DPR (0-30 min) 2% 4% 5% 8% 7%
DPR (0-120 min) 3% 7% 9% 14 % 12%

3.2 Geracao eletroquimica e quantificagdo do HOCI

A geracdo eletroquimica de acido hipocloroso foi realizada com recurso a eletrélises
galvanostaticas, isto é, aplicando uma intensidade de corrente constante. Foram estudadas
diferentes varidveis experimentais, de modo a averiguar como essas variaveis influenciam a
producdo de HOCI que é um dos produtos que se formam em meios fisioldgicos no decurso do

EChT.
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Uma das varidveis estudadas foi a configuracdo da célula eletroquimica. Nas condic¢des
em que o tratamento é aplicado nos seres vivos, a distdncia entre o anodo e o cadtodo determina
a possibilidade de mistura entre os fluidos eletrolisados pelos dois elétrodos. Assim, quando os
elétrodos estdo muito proximos ha possibilidade de haver mistura entre estes, enquanto que,
nos casos em que a distancia entre estes é mais elevada, os tecidos limitam a difusdo das
espécies formadas através das eletrélises dos fluidos extracelulares. Foram realizadas eletrdlises
numa célula de compartimentos separados e de compartimento Unico, de modo a averiguar
como a interagcdo entre os produtos das reagGes anddicas e catddicas podem influenciar a
eficiéncia da produgdo de HOCI.

Outra das variadveis estudadas é a concentragdo do ido cloreto presente na solugdo de
PBS. Apesar de a partida este efeito ser previsivel, o estudo serve para confirmar a importancia
desta variavel na eficiéncia dos tratamentos.

A influéncia da extensdo da eletrdlise, muitas vezes referida por dose, que pode ser
controlada quer pela intensidade de corrente quer pelo tempo, foi também estudada. De modo
a utilizar condi¢Ges proximas das descritas na bibliografia, optou-se por aplicar intensidades de
corrente suficientemente elevadas de modo a polarizar o elétrodo em potenciais
suficientemente elevados para que ocorra a evolugdo de H, no catodo (Equagao 1) e de O; no
anodo (Equagdo 2). A evolugdo destes gases é descrita pelos varios autores, que também
referem a evoluc3o do cloro no 4nodo (Equagdo 3)7*. No seguimento da passagem de corrente,
para além das reagdes eletroquimicas que ddo origem aos produtos referidos, deverdo ocorrer
as reacoes de solubilizacdo do cloro (Equagdo 4) e o equilibrio de ionizagdo do HOCI (Equagdo

5). Todos estes processos determinam a eficiéncia da produgdo do HOCI.

4H,0 +4e~ = 2H,+40H™ (6)
2H,0 & 0,+4H*"+ 4e” (7)
2CI" = Cly+ 2e- (3)
Cl,+ H,0 = HOCl+ H* + Cl~ (4)
HOCl = H*+ oCl™ (5)

A quantificagdo do HOCI formado é realizada indiretamente, a partir de medidas
espetrofotométricas usando a da fungdo de calibragdo linear definida para a CUR (Figura 3.1).
Na determinacao da [HOCI] é considerada uma estequiometria de reacdo entre o HOCl e a CUR

de 1:1%, Desta forma, a concentracdo de HOCI produzida ao fim de um tempo t de eletrdlise foi
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calculada a partir da diferenca entre as concentracdes: [CUR]o - [CUR];, sendo que as
concentragdes de CUR s3o obtidas a partir da curva de calibracdo. A quantidade de HOCI na
célula de eletrdlise foi calculada atendendo aos volumes da solucdo usados na quantificacao,
Veur (volume correspondente a solugdo de CUR), Vaiq (volume da aliquota de eletrolisado) e Ve

(volume da célula de eletrdlise), atendendo a Equagdo 12 e a Equagao 13.

Nyoctaa = 4 [CUR] x Veyg (12)
Nyoctad
NHocLe = #x Vea (13)
aliq

3.2.1 Eletrdlises em célula com compartimentos separados, tempos curtos

No EChT, o dnodo e o catodo estdo normalmente separados espacialmente, sendo
reportado que na maioria das vezes o anodo é colocado no centro do tumor e o catodo na sua
periferia, como referido no capitulo 1. Consequentemente a difusdo das espécies é limitada,
assim como a interagdo entre os produtos da eletrélise formados nas reacgdes eletroquimicas
durante o tratamento. Esta configuracdo assemelha-se a uma célula eletroquimica com dois
compartimentos. Desta forma, decidiu-se iniciar o estudo eletroquimico usando uma célula com

esta configuracao.

3.2.1.1 Efeito da concentragao de ido cloreto

O ido cloreto encontra-se em abundancia tanto no interior das células como no meio
extracelular. O tampdo fosfato salino usado na preparacdo de meios biolégicos contém uma
concentracdo de ido cloreto de 140 mM que é idéntica a fisioldgica. Para o estudo desta varidvel
foram realizadas eletrélises em solucdo PBS, com diferentes concentragdes de ido cloreto,
nomeadamente de 70 mM, 14 mM e 0 mM, para além de 140 mM. A intensidade de corrente
usada nas eletrélises foi de 0,45 A durante 200 s. Os resultados obtidos nestes ensaios
encontram-se apresentados na Figura 3.3, onde estd representado o nimero de moles de HOCI
produzido em funcdo da concentracdo de ClI" no meio. Assim, tal como era de esperar, verifica-
se que quanto maior a concentracao de Cl presente na solucdo de PBS maior é a quantidade de
HOCI produzida. E de notar que na eletrdlise realizada na auséncia de ido cloreto n3o se

observou a descoloracdo da CUR, tal como era de esperar.
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Figura 3.3 — Quantidade de HOCI produzida em eletrdlises realizadas nas eletrdlises galvanostdticas (I = 0,45 A), em
diferentes concentragdes de [Cl], em célula de dois compartimentos e para um tempo de eletrélise de 200 segundos.
Os resultados estdo apresentados sob a forma nyoc * desvio padrdo, obtido a partir de pelo menos 2 eletrdlises

A eficiéncia da reacdo relativamente a producdo de HOCI é relativamente baixa (Tabela 3.4). A
carga gerada durante a eletrdlise é de 90 C (= 200 s X 0,45 A), o que corresponde a 9,3x10™* mol
de eletrdes. Atendendo a que para a geracao de uma mole de HOCI sdo necessarios 2 mol de
eletrdes, a quantidade de HOCI produzida seria, para uma eficiéncia de 100 %, de 465 pumol. Os
valores obtidos sdo de cerca de uma a duas ordens de grandeza abaixo deste valor, mostrando
que a reacdo de evolugdo de oxigénio no anodo ocorre com uma extensdo apreciavel. O efeito
do aumento da concentracdo de ido cloreto traduz-se no aumento do rendimento desta reacao,
que passa de 0,31 %, quando [Cl'] = 14 mM, para 4,5 % quando [CI] = 140 mM (Tabela 3.4). Este
aumento do rendimento decorre do aumento da eficiéncia da reacdo que ocorre em competicao
com a evolucdo de oxigénio, sendo que ambas as reacdes ocorrem a potenciais préximos e
inferiores ao potencial a que o0 dnodo estd sujeito. Pode ainda observar-se a partir dos resultados
apresentados na Figura 3.4 que o rendimento aumenta linearmente com a concentragdo de ido

cloreto.

Tabela 3.4 - Efeito da concentragdo de ido cloreto na eficiéncia da reagdo de produgdo HOCI em eletrdlises
efetuadas em célula de dois compartimentos, | = 0,45 A, para um tempo de eletrdlise de 200 segundos. Os intervalos
de confianga correspondem aos desvios padrdo calculados a partir dos resultados de pelo menos 2 eletrdlises.

[cr NHocl,t Rendimento da reacdo
(mM) (umol) (%)

14 1,43+0,24 0,31+0,05

70 10,9+0,4 2,34+0,09

140 20,8+0,7 4,47 + 0,15
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Figura 3.4 — Rendimento da produgdo de HOCl em fungdo da concentragdo de ido cloreto presente na solugdo de
PBS.

3.2.1.2 Efeito da intensidade de corrente

Nestes ensaios, as eletrdlises foram realizadas em PBS, com uma concentracdo de ido
cloreto fixa, 140 mM, variando-se a intensidade de corrente aplicada entre o danodo e o catodo.
As intensidades de correntes testadas foram 0,45 A, 0,225 A e 0,15 A. Esta variavel é muito
importante, como ja foi referido, pois influencia diretamente a dose aplicada nos tratamentos
eletroquimicos.

Pela Figura 3.5 pode verificar-se que a quantidade de HOCI| formada é superior quando a
intensidade de corrente aplicada é maior. Como a extensdo das reagdes eletroquimicas numa
eletrdlise depende da quantidade de carga, para um intervalo de tempo fixo, esta aumenta com
a intensidade de corrente. Assim, é gerada uma maior quantidade de cloro (Equagao 3) e
consequentemente forma-se uma maior quantidade de HOCI (Equagdo 4).

A possibilidade de difusdo de HOCI através da membrana que dividia os dois
compartimentos da célula eletroquimica foi avaliada recorrendo a reagao com a CUR. Apds as
eletrdlises foi retirado do compartimento catdédico uma aliquota que foi adicionada a solugdo
de CUR. Os valores de absorvancia obtidos mantiveram-se aproximadamente iguais ao valor de
absorvancia lido para o controlo, correspondente a um tempo de eletrdlise igual a zero, o que
indica que ndo é possivel detetar HOCI neste compartimento.

A partir da analise da Tabela 3.5, pode observar-se que apesar de ocorrer um aumento
da quantidade de HOCI produzida quando aumenta a intensidade de corrente, o rendimento
da reacgdo diminui, passando de 7,5 %, quando a intensidade de corrente usada na eletrdlise é

de 0,15 A, para 4,5 % quando se usa 0,45 A.
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Figura 3.5 — Quantidade de HOCI produzida em eletrdlises realizadas numa solugéo de PBS a diferentes
intensidades de corrente, [CI'] = 140 mM, em célula de dois compartimentos e para um tempo de eletrdlise de 200

segundos. Os resultados estdo apresentados sob a forma nuoc * desvio padrdo, obtido a partir de pelo menos 2
eletrdlises.

Tabela 3.5 - Efeito da intensidade de corrente na eficiéncia da reagdo de produgcdo HOCIl em eletrdlises efetuadas
em célula de dois compartimentos, [CI] = 140 mM e um tempo de eletrdlise de 200 s. Os intervalos de confian¢a
correspondem aos desvios padrdo calculados a partir dos resultados de pelo menos 2 eletrdlises.

| Ne NHocl,t Rendimento da reagdo
(A) (umol) (umol) (%)
0,15 310 11,61 +1,36 7,5+0,9
0,225 466 14,48 + 3,31 6,2+1,4
0,45 933 20,85+ 0,75 4,5+0,2

3.2.2 Eletrdlises em célula com compartimento Unico, tempos curtos

Uma das varidveis importantes do EChT é a distancia entre os elétrodos. O aumento da
distancia pode em primeira analise afetar a eficiéncia do processo devido ao aumento da queda
6hmica associada ao transporte de carga através de um meio resistivo. Por outro lado, este
afastamento pode impedir que as espécies formadas no anodo nao sejam reduzidas no catodo,
e vice-versa, podendo ter como consequéncia o aumento da eficiéncia do processo.

Em termos do paralelismo com as condi¢des experimentais em que é aplicado o EChT, os

resultados obtidos em célula de compartimento Unico simulam a situagdao em que ha lugar a

mistura dos produtos formados no dnodo e no catodo.
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3.2.2.1 Efeito da concentragao do ido cloreto

A semelhanga do estudo realizado usando a célula de dois compartimentos, realizaram-
se eletrdlises em solucdo PBS com diferentes concentracdes de ido cloreto usando uma
intensidade de corrente de 0,45 A. De uma forma idéntica a observada na célula de 2
compartimentos, verificou-se que quanto maior a concentracdo de ido cloreto presente na

solucdo de PBS maior é a quantidade de HOCI formada (Figura 3.6).

30 1=0,45A

Nyoci (mmol)

0 14 70 140
[CI'] (mM)

Figura 3.6 - Quantidade de HOCI produzida em eletrdlises realizadas nas eletrdlises galvanostdticas (I = 0,45 A), em
diferentes concentragées de [CI'], em célula de um compartimento e para um tempo de eletrdlise de 200 segundos.
Os resultados estdo apresentados sob a forma nyoc * desvio padrdo, obtido a partir de pelo menos 2 eletrolises.

Tal como verificado para as eletrdlises realizadas em compartimentos separados, o efeito
do aumento da concentracao de ido cloreto traduz-se no aumento do rendimento desta reacao,
que passa de 0,31 %, quando [Cl'] = 14 mM, para 5,5 % quando [CI'] = 140 mM (Tabela 3.6). Pode
ainda verificar-se que o rendimento aumentou linearmente com a concentracgdo de ido cloreto,

como se encontra apresentado na Figura 3.7.

Tabela 3.6 - Efeito da concentragdo de ido cloreto na eficiéncia da reag¢éo de produgdo HOCI em eletrdlises
efetuadas em célula de compartimento tnico, a uma intensidade de corrente de 0,45 A, para um tempo de eletrdlise

de 200 segundos. Os intervalos de confiang¢a correspondem aos desvios padrdo calculados a partir dos resultados
de pelo menos 2 eletrdlises.

[cr NHoclt Rendimento da reagdo
(mM) (umol) (%)

14 1,43 +0,67 0,31+0,14

70 11,4+2,4 2,5+0,5

140 25,6 +1,5 55+0,3
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Figura 3.7 - Rendimento da produgdo de HOCI em fungdo da concentragdo de ido cloreto presente na solugdo de
PBS.

3.2.2.2 Efeito da intensidade de corrente

Relativamente aos resultados obtidos para as diferentes intensidades de corrente,
verifica-se também que quanto maior a intensidade de corrente aplicada maior é a quantidade
de HOCI produzida (Figura 3.8).

Os rendimentos das reagOes estdo apresentados na Tabela 3.7. Pode observar-se que
apesar do aumento da quantidade de HOCI produzida quando a intensidade de corrente
aumenta, o rendimento da rea¢do tem tendéncia a diminuir, passando de 6,3 % quando | =0,15
A para 5,5% quando | = 0,45 A. Comparando este resultados com os das eletrélises realizadas na
célula com compartimentos separado, ha uma ligeira diminuicdo da eficiéncia de producao do
HOCI na intensidade de corrente mais baixa e simultaneamente um pequeno aumento do

rendimento na intensidade de corrente mais elevada. As diferencas observadas sdao no entanto

muito pequenas.

o [Cl-] = 140 mM
t=200s

N poa, (pmol)
=
(%2

0,15 0,225 0,45
Intensidade de corrente (A)

Figura 3.8 - Quantidade de HOCI produzida em eletrdlises realizadas numa solugdo de PBS a diferentes intensidades de
corrente, [CI] = 140 mM, em célula de compartimento tnico e para um tempo de eletrdlise de 200 segundos. Os
resultados estdo apresentados sob a forma nyoc * desvio padrdo, obtido a partir de pelo menos 2 eletrdlises.
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Tabela 3.7 - Efeito da intensidade de corrente na eficiéncia da reagdo de produgéo HOCIl em eletrdlises efetuadas
em célula de dois compartimentos, [CI'] = 140 mM e um tempo de eletrélise de 200 s. Os intervalos de confianca
correspondem aos desvios padrdo calculados a partir dos resultados de pelo menos 2 eletrdlises.

| Ne NHoclt Rendimento da reacdo
(A) (umol) (umol) (%)
0,15 310 9,73+0,18 6,3+0,1
0,225 466 14,6 +0,8 6,3+0,3
0,45 933 25,6 +1,5 55+0,3

A semelhanca entre a eficiéncia da reagdo nas duas situacdes experimentais (célula com
um e dois compartimentos), permite-nos concluir que as perdas de energia por queda éhmica
sdo semelhantes nas duas células. Por outro lado, é também possivel concluir que o HOCI
produzido no anodo ndo é consumido no cdtodo a velocidade apreciavel. Estes resultados sdo
importantes pois permitem-nos descartar estes efeitos da origem de diferencas entre resultados

obtidos nas duas configuragdes de célula noutras condi¢des experimentais.

3.2.3 Comparacgdo da producao de HOCI nas diferentes configuragées da célula

Os dados anteriormente apresentados mostraram ndo haver uma diferenga aprecidvel
entre os resultados das células com diferente configuragdo para tempos de reacdo curtos. Esta
conclusdo permite validar o funcionamento de ambas as configura¢des das células em condi¢des
em que a extensdo da reacdo é baixa.

Para eletrdlises mais longas, as condicdes em que ocorre a formacdao de HOCI sdo
diferentes, nomeadamente devido as variagdes de pH. Enquanto que para tempos mais curtos
o efeito tampdo do PBS é suficiente para manter o pH do meio aproximadamente constante,
para tempos mais longos é previsivel que ocorram variacdes aprecidveis do pH.

Na Figura 3.9 e Figura 3.10 estdo apresentados os valores de pH medidos, apds uma
eletrdlise de 600 s, na célula de dois compartimentos (no compartimento anddico) e na de um

Unico compartimento, respetivamente.
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Figura 3.9 - A) Valores de pH obtidos para as eletrdlises realizadas em PBS com diferentes teores de cloreto, numa
célula de dois compartimentos, a uma intensidade de corrente 0,45 A, para um tempo de eletrdlise de 600 segundos.
B) Valores de pH obtidos para as eletrdlises realizadas a diferentes intensidades de corrente, a uma concentragéo
de [CI'] = 140 mM, numa célula de dois compartimentos, para um tempo de eletrélise de 600 segundos.
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Figura 3.10 - A) Valores de pH obtidos para as eletrdlises realizadas em PBS com diferentes teores de cloreto, numa
célula de compartimento unico, a uma intensidade de corrente 0,45 A, para um tempo de eletrélise de 600
segundos. B) Valores de pH obtidos para as eletrdlises realizadas a diferentes intensidades de corrente, a uma
concentragdo de [CI] = 140 mM, numa célula de compartimento unico, para um tempo de eletrélise de 600
segundos.

Na célula de dois compartimentos, a solu¢do no compartimento anddico sofre uma
acentuada acidificag¢do. Os valores de pH sdo de 1,56 + 0,36. Esta acidificacdo esta associada a
oxidagdo da dgua que ocorre com a formacao de H* (Equagdo 2). Este valor parece ndo ser muito
influenciado pelas condicGes experimentais. As variacdes observadas sdo pequenas e ndo tém
muito significado pois os valores estdo no intervalo de pH em que a membrana de vidro
responde com elevada incerteza (erro acido). O pH do compartimento catddico foi também
medido apds as eletrdlises efetuadas, obtendo-se valores muito elevados (pHcatsdico = 12,74 +
0,09). Esta alcalinizacdo é devida a reducdo da agua com consequente formagdo de anibes

hidroxilo (Equagao 1).
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Na célula de um compartimento, o pH das solucdes depende fortemente tanto da
concentragdo de ido cloreto como da intensidade de corrente. Na auséncia de ido cloreto o pH
da solucdo ndo sofre alteracdo, mantendo o valor inicial da solucdao tampao, pH 7,4. Este
resultado deve-se ao fato de que quando ndo existem iGes cloreto em solucdo, a concentracgao
de protdes formados no anodo é equivalente a concentragdo de iGes hidroxilo produzidos no
catodo. A alcalinizagdo observada na presenca de Cl, deve-se ao facto de se produzir uma menor
concentra¢do de H" no anodo do que a de OH" produzida no catodo. A extensdo de oxidagao da
dgua no anodo tende a diminuir com o aumento de [CI], o que justifica o efeito observado. Por
outro lado, o aumento do pH com a intensidade de corrente, resulta do aumento da extensdo
da formacdo de Cl,, com decréscimo da formacdo de H*.

A Figura 3.11 apresenta os resultados correspondentes a quantidade de acido hipocloroso
formado ao fim de 600 s de eletrdlise nas células eletroquimica de diferente configuracdo. Pode
observar-se que a quantidade formada na célula de compartimento Unico é sempre superior a
formada na célula de compartimentos separados, nas mesmas condi¢Ges. Este resultado pode
estar associado ao facto de na célula de dois compartimentos, o volume da solugdo no
compartimento anddico ser metade da relativa a célula de compartimento Unico. Este facto
pode resultar num decréscimo da [Cl] mais acentuado ao longo do tempo e na producao de
uma menor quantidade de Cl, (e consequentemente de HOCI).

Por outro lado, a diferenca entre a quantidade de HOCI produzida depende das condicGes
em que a eletrdlise é realizada, nomeadamente da [Cl] e da intensidade de corrente. As maiores
diferengas sao observadas para as condi¢gdes experimentais que conduzem a uma maior
extensdo da rea¢do, nomeadamente aos valores mais elevados das varidveis referidas. Estas
condigBes sdao também as que estdo na origem de variagdes mais acentuadas de pH na célula de
compartimento Unico (Figura 3.10). Dada aimportancia da configuragdo da célula na quantidade
de HOCI produzida, foram concebidas experiéncias para esclarecer a origem deste efeito. Os

resultados dessas experiéncias sao discutidos na sec¢do 3.2.4.
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Figura 3.11 — Comparag¢do entre a quantidade de HOCI produzida na célula eletroquimica de dois
compartimentos e de compartimento unico, em eletrdlises galvanostdticas, para um tempo de eletrdlise de
600 segundos, nas diferentes varidveis: A) Intensidade de corrente, [CI-] = 140 mM,; B) Concentragdo de cloreto,
1= 0,45 A. Os resultados estéo apresentados sob a forma nuoc + desvio padrdo, obtido a partir de pelo menos
2 eletrdlises.

3.2.4 Efeito do pH do meio na extensao da formag¢ao de HOCI

De forma a verificar como as variacdes de pH influenciam a formacao de HOCI, foram
realizadas eletrélises em PBS 140 mM e a uma intensidade de corrente de 0,45 A, numa célula
de compartimento Unico. A quantidade de HOCI produzida nestas condi¢des foi quantificada,
assim como o pH do meio. O pH desta solucdo foi acertado para o valor de pH obtido noutras
eletrélises. Este acerto de pH foi efetuado através da adicdo de volumes muito reduzidos de
solugGes de NaOH (1,0 M) ou de HCI (1,0 M), de modo a evitar a diluicdo das mesmas.

Na Figura 3.12 estdo apresentados os resultados onde se compara a quantidade de HOCI
produzida a diferentes intensidades de corrente. O pH do eletrolisado obtido na eletrdlise de
referéncia (0,45 A) foi acertado para pH 8,65 e para 8,14, que correspondem aos valores de pH
medidos apds eletrdlises realizadas a 0,225 A e a 0,15 A, respetivamente. No seguimento do
acerto do pH verifica-se um decréscimo do nimero de moles do HOCI. Este decréscimo pode ser
explicado pelo facto de existir um equilibrio entre o HOCI e o Cl, (Equagdo 4). Ao diminuir o pH,
a reacgao evolui no sentido de diminuir a concentracdao de HOCI, aumentando a concentragao de
Cl,. Este facto pode levar a eventual libertacdo de Cl, para a atmosfera, quando a sua
concentragdo atinge valores superiores aos da solubilidade. O decréscimo observado no nimero
de moles de HOCI apds o acerto de pH pode ter origem nas perdas de Cl; para a atmosfera.
Assim, os valores de nuyoc medidos apds o acerto sdao semelhantes aos obtidos nas eletrdlises

realizadas a intensidades de corrente mais baixas.
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Figura 3.12 - Estudo do efeito da intensidade de corrente na extensdo da reagdo, por comparagéo do nimero de
moles obtidos (umol) de HOCI nas eletrélises efetuadas a diferentes intensidades de corrente com e sem acerto de
pH. Os resultados estdo apresentados sob a forma nyoc + desvio padrdo, obtido a partir de pelo menos 2 eletrdlises.

De uma forma semelhante a apresentada para o efeito da intensidade de corrente, foram
comparados os resultados obtidos nas duas configuracdes de célula eletroquimica. Assim, a
guantidade de HOCI obtida numa eletrélise em PBS 140 mM, 0,45 A, numa célula de
compartimento Unico, foi determinada antes e apds o acerto do pH do eletrolisado. O pH foi
acertado para o obtido no compartimento anddico, apds uma eletrdlise realizada em condicdes
semelhantes, mas numa célula de dois compartimentos. Os resultados encontram-se
apresentados na Figura 3.13. Mais uma vez se verifica uma diminuicdo acentuada do niumero
de moles de HOCI, para valores préximos aos quantificados nas eletrdlises realizadas na célula
de dois compartimentos. Este resultado indicam claramente que o pH tem uma enorme
importancia na quantidade de HOCI produzida. Este efeito sobrepde-se ao efeito anteriormente

identificado, relacionado com o volume de solucdo em contacto com o anodo.

50
40 B nwocit obtido por eletrélise em célula de
- compartimento Unico ( 0,45 A, t = 600 s,
© [Cl= 140 mM), sem acerto de pH
£ 30
=2 m nocitquantificado apds acerto de pH no
S 20 eletrolisado em célula de compartimento
2 Gnico (0,45 A, t = 600 s, [CF]= 140 mM)
10 = nhocit obtido por eletrolise em célula de
dois compartimentos (0,45 A, t = 600 s,
0 [CI]= 140 mM), sem acerto de pH
9,73 0,8
pH

Figura 3.13 - Estudo do efeito da configuragdo da célula eletroquimica na extensdo da reagdo, por comparagdo
entre o numero de moles de HOCI obtidos nas eletrolises efetuadas na célula de um e de dois compartimentos com
e sem acerto de pH. Os resultados estdo apresentados sob a forma nyoc + desvio padrdo, obtido a partir de pelo
menos 2 eletrélises.
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3.2.5 Efeito do tempo de eletrdlise

A variacdo da quantidade de HOCl em funcao do tempo de eletrélise foi determinada em
eletrdlises na presencga de diferentes concentragdes de ido cloreto, diferentes intensidades de
corrente, nas células de um e de dois compartimentos.

Na Figura 3.14 A) e B) estdo apresentados os resultados obtidos na célula de dois
compartimentos. E possivel verificar que as quantidades produzidas de HOCI sdo sempre
superiores na solugdo 140 mM, diminuindo a medida que se diminui a concentragao de ido
cloreto. As maiores diferencas observadas entre estes resultados sdao obtidas parat = 200 s. Até
este tempo de eletrdlise parece existir uma proporcionalidade direta entre a quantidade de
HOCI produzida e o tempo de eletrdlise, independentemente da [CI]. A partir deste tempo, a
quantidade de HOCI mantém-se aproximadamente constante (t = 400 s), diminuindo para os
tempos mais longos (t = 600 s).

Relativamente as eletrdlises realizadas a diferentes intensidades de corrente, verifica-se
um efeito semelhante, no sentido em que nos tempos mais curtos a formacdo de HOCI é
superior quando a intensidade de corrente é mais elevada, mas esse efeito é anulado para os
tempos mais longos.

Estas observagdes parecem indicar que o efeito associado a forte acidificacdo do meio,
para tempos de eletrélise mais longos, é determinante nesta configuracdo de célula
eletroquimica. Assim, esse efeito impede que ocorra um aumento eficiente da quantidade de

HOCI formada a partir do Cl,, ainda que as condigdes experimentais suportem esse aumento.

A)
50 ®1=0,45A
50 ¢ ® 140 mM
I=0,225A
70mM 40
40 + —_ ®1=0,15A
‘%“ ®14mM °
£ L £ 30
E 30 =
g20 ° ) §20 | 2 $ p
S i 2 § T : ]
= = -'!-
10 ® 10 _ ]
°
0 & [ ] [ ] [ ] 9 0 © 1 | |
0 200 400 600 0 200 400 600
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Figura 3.14 - A) Numero de moles de HOCI produzidos ao longo dos diferentes tempos de eletrélise para as
diferentes concentragées de ido cloreto. B) Nimero de moles de HOCI produzidos ao longo dos diferentes tempos
de eletrdlise para as diferentes intensidades de correntes aplicadas. Os resultados estdo apresentados sob a
forma nyoc + desvio padrdo, obtido a partir de pelo menos 2 eletrdlises, numa célula eletroquimica de dois
compartimentos.
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Figura 3.15 - A) Numero de moles de HOCI produzidos ao longo dos diferentes tempos de eletrélise para as
diferentes concentragdes de ido cloreto. B) Numero de moles de HOCI produzidos ao longo dos diferentes tempos
de eletrdlise para as diferentes intensidades de correntes aplicadas. Os resultados estdo apresentados sob a forma

Nuoci * desvio padrdo, obtido a partir de pelo menos 2 eletrélises, numa célula eletroquimica de compartimento
unico.

Os resultados obtidos ao longo do tempo na célula eletroquimica de um Unico
compartimento estdo apresentados na Figura 3.15 A) e B). Nesta figura é possivel verificar que
ocorre um aumento da quantidade de HOCI formado com o tempo de eletrélise. Esta tendéncia
é visivel para os resultados obtidos para todas das concentra¢des de ido cloreto e intensidades
de corrente testadas. Nestas condic¢Oes, a produgao de Cl, é acompanhada do aumento do pH
do meio, o que leva a sua dissolugdo em maior extensao.

Face a estes resultados pode concluir-se que a proximidade entre o anodo e catodo é

vantajosa no sentido em que a producao de HOCI é otimizada no decurso do aumento do pH do

meio.

3.3 Ensaios com células

Para a avaliacdo do efeito do HOCI foram realizados ensaios celulares, onde foi escolhida
alevedura S. cerevisiae como modelo celular, pois as vantagens deste modelo bioldgico sdo bem
conhecidas, nomeadamente um crescimento rapido, um cultivo barato e de facil manipulacao.
Os mecanismos moleculares dos processos celulares fundamentais sdo muito semelhantes entre
os eucariotas superiores e as leveduras, relativamente a transcricao, replicacdo e reparacao de
DNA. A sequéncia completa do genoma de S. Cerevisiae encontra-se agora disponivel, e por isso,
este € um dos modelos de sistemas mais estudados no que diz respeito a biologia celular,
biologia molecular e genética. Assim, é considerado um bom modelo para a compreensado dos

processos bioldgicos que s3o relevantes para eucariotas superiores, incluindo o Homem?2,
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Foram realizados ensaios preliminares do efeito do HOCI, efetuando eletrdlises a 0,45 A,
em PBS contendo 140 mM de ido cloreto, para os tempos de eletrdlise indicados na Tabela 3.8,
onde as células de levedura previamente congeladas foram ressuspendidas no eletrolisado.
Observou-se que as concentragdes produzidas de HOCI sdo fortemente citotdxicas pois ndo
foram obtidas viabilidades para nenhum dos ensaios.

Tabela 3.8 - Concentragdo de HOCI produzido para os diferentes tempos de eletrélise e utilizado para o tratamento
com as células. Solugées PBS com [CI'] = 140 mM foram eletrolisadas na célula de compartimento unico, | = 0,45 A.

[HOCI] produzido e adicionado
Tempo de eletrdlise (s) Viabilidade (%)
as células (mM)

600 3,19 0
60 1,41 0
30 1,38 0
15 0,75 0

5 0,61 0

Foram depois realizadas eletrdlises para tempos mais curtos (30, 15 e 5 s), numa solucdo
de PBS contendo 14 mM de ido cloreto, de modo a ressuspender o pellet das células preparadas
de fresco em concentracGes mais baixas de HOCI (entre os 36-64 uM). No entanto, as
viabilidades obtidas ndo eram consistentes nem reprodutiveis para as vdrias réplicas efetuadas,
com desvios padrdes relativos muito superiores aos 20 % aceitdveis em ensaios de viabilidade.
Estes resultados podem dever-se ao fato de o contato do eletrolisado com o pellet nao ser
homogéneo de cada vez que este é ressuspendido.

Tendo em conta os resultados anteriores alterou-se a metodologia de exposicdao das
células ao HOCI gerado eletroquimicamente, sendo que este passou a ser adicionado a uma
suspensdo de células e ndo ao pellet, obtendo-se resultados mais uniformes.

Como referido na parte experimental, foram realizadas eletrdlises em PBS contendo 70
mM de ido cloreto para diferentes tempos de eletrdlise, e que foram incubadas durante 5, 15 e
60 min.

Esta experiéncia foi iniciada para um tempo de eletrélise de 95 s, e como ndo foram
obtidas viabilidades para um tempo de incubacdo de 5 min, foram testados outros tempos de
eletrélise mais curtos. Para os restantes tempos de eletrdlise, observou-se que as concentracdes
de HOCI na suspensao de células, apesar de serem mais baixas, continuavam a provocar a morte
celular total (Tabela 3.9), uma vez que, para um tempo de incubacdo de 5 min, também ja ndo

se obtinham viabilidades, o que indica que o efeito do HOCI é imediato.
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Por sua vez, para um tempo de eletrdlise de 30 s, observou-se uma diminuicdo da
viabilidade em 22 % aos 5 min de incubacgdo (Tabela 3.9), o que demonstra um efeito citotdxico

menos severo para a concentragdo correspondente.

Tabela 3.9 - Concentragéo de HOCI produzido por diferentes tempos de eletrdlise e viabilidades obtidas para a
concentragéo de HOCI utilizada no tratamento com as células, num tempo de incubagdo de 5 min. As solugées PBS
com [CI'] = 70 mM foram eletrolisadas na célula de compartimento unico, | = 0,45 A.

[HOCI] na suspensdo
Tempo de eletrélise (s) [HOCI] produzido (uM) Viabilidade (%)
de células (uM)

95 794 39,7 0
75 499 24,9 0
55 277 13,9 0
40 169 8,45 0
30 92,7 4,64 78

De modo a verificar a reprodutibilidade dos resultados foi realizada outra abordagem,
onde a solucdo de PBS, eletrolisada até um tempo de 95 segundos, foi diluida em fatores de
diluicdo de 0,5, 0,25, e 0,1 cujas concentracdes de HOCI na suspensdo de células (Tabela 3.10)
correspondem as concentracdes de HOCI na suspensao celular para os tempos de eletrdlise de
75, 55 e 30 s, respetivamente (Tabela 3.9). Observou-se que os resultados sdo reprodutiveis,
pois mais uma vez ha perda total de viabilidade para os fatores de diluicdo de 0,5 e 0,25,

conforme apresentado na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 - Viabilidades obtidas para as concentragées de HOCI utilizadas no tratamento das células, proveniente
de dilui¢ées do eletrolisado de 95 s, num tempo de incubagéo de 5 min. Solugées PBS com [Cl-] = 70 mM foram
eletrolisadas na célula de compartimento tnico, | = 0,45 A.

[HOCI] na suspensdo de células

Fator de diluicao Viabilidade (%)
(uM)
0,5 24,7 0
0,25 14,0 0
0,1 4,27 72
0,02 0,72 100
0,01 0,42 100
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Por sua vez, a adicdo de PBS eletrolisado diluido num fator de diluicio de 0,1 e
correspondente a uma concentracdo de HOCI de aproximadamente 4 uM, provoca uma perda
de viabilidade gradual até um tempo de incubacdo de 15 minutos, havendo uma estabilizacao
da sobrevivéncia a partir deste ponto (Figura 3.16), indicando uma adaptacdo das células ao
ambiente de stresse. Resultados semelhantes foram obtidos, quando o HOCI adicionado a
suspensdo de células foi proveniente de uma eletrélise de 30 segundos, mostrando mais uma
vez a reprodutibilidade dos resultados. Para as viabilidades obtidas para este tempo de eletrdlise
nao foi possivel fazer o tratamento estatistico, devido a falta de réplicas, e por isso a curva
aparenta a subida de viabilidade, quando provavelmente é constante, devido a auséncia de um
numero médio para a estabilizacdo da viabilidade. Por sua vez, e como esperado, as células que
nao foram sujeitas ao tratamento com o HOCI mostraram uma viabilidade constante durante os
60 min de incubacao.

Também foram aplicados fatores de diluicdo de 0,02 e 0,01 ao PBS eletrolisado até um
tempo de 95 segundos, de modo a obter concentracGes muito baixas de HOCI na suspensdo de
células. De acordo com a Tabela 3.10, é possivel constatar que o HOCI na suspensdo de células
nao é citotdxico para as concentracées de 0,4 UM e 0,7 uM, pois ndo ocorre perda de viabilidade

para todos os tempos de incubacao testados.

100 J
1
—3

40 r

Viabilidade (%)
3

20

O 1 1 1 1
0 15 30 45 60

Tempo de incubagdo (min)

Células tratadas com PBS eletrolisado, t=30s
—@— Células tratadas com PBS eletrolisado (t = 95 s) diluido num fator de 0,1

—@— Células sem tratamento

Figura 3.16 — Efeito do HOCI presente na solugdo de PBS eletrolisado (I = 0,45 A, [CI'] = 70 mM,
t = 95 s) diluida num fator de dilui¢do de 0,1 e do PBS eletrolisado para um tempo de eletrdlise
de 30 s, na viabilidade das células, para diferentes tempos de incubagdo. A viabilidade foi
calculada tomando como referéncia o tempo de incubagdo com PBS eletrolisado para t = 0. Os
dados representados correspondem a média * o desvio padrdo de trés experiéncias
independentes.
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Como foi possivel observar, a partir dos ensaios de viabilidade, o HOCI tem um forte efeito
citotoxico, sugerindo um choque oxidativo, ja que ele é um oxidante potente. Assim, de modo a
investigar se o acido hipocloroso influencia a oxidacdo intracelular, foram realizadas
experiéncias em que as células foram expostas a PBS eletrolisado diluido num fator de diluicdo
de 0,1 e incubadas durante 1 e 3 min, usando o diacetato de diclorofluoresceina (H,DCFDA)
como sonda. Esta substancia é lipofilica, e por isso, é capaz de se difundir livremente através da
membrana plasmatica para o interior das células, onde é desacetilada para obtencdo da
diclorofluoresceina (H,DCF), por a¢do de esterases intracelulares. A forma H,DCF é hidrofilica,
ndao podendo permear a membrana, e por isso permanece presa no interior das células. Na
presenca de oxidantes, o composto H,DCF oxida e torna-se fluorescente.

Como é possivel observar na Figura 3.17, o HOCI induz um deslocamento para valores
mais altos de fluorescéncia, indicando um aumento da oxidac¢do intracelular, em comparacdo
com as células ndo tratadas. Observa-se também que quanto maior o tempo de exposi¢cdao maior

é a oxidacao.

Controlo, tempo de exposi¢do a PBS ndo
eletrolisado = 1 min

- Controlo, tempo de exposi¢do a PBS ndo
eletrolisado = 3 min

Eventos

Ensaio, tempo de exposi¢do a PBS eletrolisado,

o 1 .
diluido em o° 1 min

Ensaio, tempo de exposi¢do a PBS eletrolisado,

o 1 .
diluido em o° 3 min

Fluorescéncia (u.a.)

Figura 3.17 - Oxidagdo intracelular de células S.Cerevisiae expostas a HOCI. Células carregadas com H,DCFDA
foram incubadas com PBS eletrolisado diluido num fator de diluicdo de 0,1 durante 1 e 3 minutos e
subsequentemente a fluorescéncia intracelular foi medida. A solugdo de PBS, [CI'] = 70 mM foi eletrolisada
durante 95 segundos numa célula de compartimento unico, a | = 0,45 A e diluida de seguida num fator de
diluicdo de 0,1. Os dados sdo representativos de trés experiéncias independentes.

Nestes ensaios foi possivel observar que o HOCI afeta as fung¢des celulares, uma vez que
diminui fortemente a sobrevivéncia das leveduras, numa ampla gama de concentragdes, ndo
tendo sido possivel obter um efeito de dose-resposta. Isto pode dever-se ao fato de o HOCI ser
uma espécie altamente reativa sendo um potente agente de oxidacdo e de clora¢do, podendo

reagir com uma variedade de componentes biolégicos, nomeadamente com proteinas,
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carbohidratos, nucledtidos, lipidos e também com compostos inorganicos* (Esquema 1.2). Isto
é corroborado pela citometria que indica que o HOCI provoca oxidacao intracelular.

Como ja foi referido na seccdo 1.6.2, a reacdo com os componentes celulares, da origem
a espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, sendo por isso um percursor de radicais livres,
provocando um stresse oxidativo letal para a célula, o que pode explicar os resultados de
extensa morte celular observados para as vdrias gamas de concentra¢des testadas. Ja para
concentragdes menos letais, a viabilidade mantém-se constante a partir do tempo de incubacgado
de 15 min, e isto pode dever-se a eliminagdo do HOCI talvez devido a sua rea¢do com os
componentes celulares, que leva a formagdo de produtos reativos, como foi mencionado, que
por sua vez sdo eliminados pelas defesas antioxidantes da levedura, ainda eficazes para a
concentragdo presente na suspensao.

Outras espécies oxidantes, particularmente o perdxido de hidrogénio, sdo conhecidas por
também afetarem a viabilidade celular e as suas fun¢Ges. No entanto, parecem existir diferencas
significativas entre os vdrios sistemas oxidantes. Quando comparados os resultados de
viabilidade do HOCI neste trabalho, com os resultados obtidos por Azevedo et al. em relagdo ao
perdxido de hidrogénio, observa-se que a quantidade de HOCI necessaria para a toxicidade é
nitidamente mais baixa do que a concentracao de H,0,, uma vez que sdo usadas concentracdes
de 5 mM e 10 mM deste oxidante para provocar a diminuicdo da viabilidade em 40 % ao fim de
20 minutos de incubacdo’®. Isto pode refletir a falta de um sistema eliminador enzimético para
o HOCI, ou, alternativamente, a sua maior capacidade de reacdo com alvos celulares especificos,
que leva a formacao de radicais livres, provocando stresse oxidativo, como ja foi discutido
anteriormente.

Por sua vez, a constante de velocidade da reacdo do Fe?* com o HOCI é trés ordens de
magnitude maior do que a reag¢do do Fe** com o H,0, (rea¢do de Fenton), o que pode também
explicar a maior citotoxidade do acido hipocloroso em rela¢do ao perdxido de hidrogénio”’®,

Outra consideracdo importante é que o HOCI parece provocar a perda irreversivel da
glutationa intracelular (GSH), com a formagdo de novos produtos, sendo que a GSH pode
presumivelmente ser substituida apenas por nova sintese. Por isso, 0s mecanismos de reparag¢do
vao ser menos eficazes quando comparados com oxidantes, tais como o H;0,, ja que a reagado
deste oxidante com a GSH é transitdria. Este efeito do HOCI traz consequéncias importantes

para a manutenc3o do estado redox da célula’.
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4 Conclusoes

O estudo da eficiéncia do tratamento eletroquimico de tumores, EChT, realizado através
da aplicacdo de uma corrente elétrica entre dois elétrodos introduzidos nos tecidos de animais
tem atraido cientistas de diferentes dreas de conhecimento.

Neste trabalho, foi usada uma metodologia baseada em eletrélises galvanostaticas para
analisar as condi¢oes de formac¢do de HOCI, em condi¢des semelhantes as usadas nos EChT. O
HOCI é uma das espécies que se forma durante as eletrélises e apresenta toxicidade elevada
para as células.

De forma a quantificar o HOCI foi testado um método espetrofotométrico baseado na
reacdo desta espécie com a curcumina. Este método foi otimizado de modo a permitir avaliar a
producdo de HOCI nas condicGes em que este estudo foi realizado.

Os efeitos da concentracdo de ido cloreto e da intensidade de corrente foram estudados
em eletrédlises efetuadas numa célula de compartimento Unico e de dois compartimentos, de
modo a avaliar o efeito da distancia entre os elétrodos. Enquanto que nas eletrélises realizadas
na célula de dois compartimentos ocorreu a acidificacdo no compartimento anddico e a
alcalinizagao no compartimento catddico, nas eletrdlises realizadas na célula de compartimento
Unico verificou-se uma alcalinizacdo. Este resultado mostrou ser determinante para a extensao
em que o HOCI é formado.

A acidificacdao no compartimento anddico que ocorre gradualmente devido a oxidacao da
agua resulta numa diminuicdo da quantidade de HOCI produzido. Assim, a realizacdo de
eletrdlises longas ou usando intensidades de corrente muito elevadas ndo se traduz numa
eficiéncia acrescida em termos da quantidade de HOCI produzido. A importancia do efeito da
acidificacdo é grande e estd na origem da menor eficiéncia dos resultados obtidos na célula de
dois compartimentos face a de um compartimento. Nesta célula, devido a alcalinizagdo
observada, que resulta na producdo de maior quantidade de OH" (no cdtodo) comparativamente
a de H* (no anodo), verifica-se um aumento continuo da quantidade de HOCI ao longo do tempo
de eletrdlise. As quantidades produzidas tendem a ser superiores quando a concentragao de CI
ou a intensidade de corrente é mais elevada.

A acdo do HOCI produzido eletroquimicamente foi testada usando leveduras como
modelos celulares. O HOCI produzido por eletrélise mostrou ter efeitos citotdxicos associados a
oxidacgdo intracelular das leveduras. Esta conclusdo resultou de estudos de viabilidade celular e

de citometria de fluxo realizados usando Saccaromyces Cerevisiae.
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Como as doses requeridas para se verificarem os efeitos sdo muito baixas, nao foi possivel
obter um efeito dose-resposta.

Este trabalho constituiu a primeira etapa de um estudo analitico que pretende comprovar
o envolvimento do HOCI no EChT, e contribuir para a otimiza¢do dos parametros experimentais
usados neste tratamento de modo a aumentar a eficiéncia do mesmo.

Na continuidade deste trabalho, seria interessante identificar quais os principais alvos
celulares de reacdao do HOCI, quais os produtos formados e a sua acdo nas células e também
envolver o estudo de outras varidveis experimentais na viabilidade das células, como por

exemplo a corrente elétrica, pH e o material de elétrodo.
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