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RESUMO

Na literatura recente, é de particular importancia o estudo de alteragcdes bioquimicas provocadas pela
exposi¢do de células in vitro sobre a acdo de campos elétricos e magnéticos oscilantes em baixas frequéncias abaixo
de MHz. Em particular, autores tém ressalvado a possibilidade da técnica PEFT (“Plasma Emission Field
Treatment”) como adjuvante para terapias antineopldsica pelo possivel efeito antiproliferativo no mecanismo de
divisdo celular. O objetivo, entdo € desenvolver um sistema de irradiacdo de células in vitro com intensidades
controldveis de radiacdo em 27 MHz produzida por uma coluna de plasma de argdnio com modulacdo em amplitude
varidvel na faixa de 100-700 kHz. Neste trabalho apresenta-se e discute-se um experimento proposto para esse fim,
com andlise de toxicidade (DNA Picogreen®) e viabilidade (MTT) celular induzida pela radiacdo em células de
linhagem HT-29 (adenocarcinoma de c6lon). Os dados permitem observar que efeitos de toxicidade celular podem
ocorrer com exposi¢do a campos produzidos por plasma de argbnio com intensidades na ordem de pelo menos 3,2
W/cm? e tempos de exposigdo acima de 3,5 horas em modo continuo. Uma andlise das populagdes celulares para
testes de toxicidade celular empregando o teste-t de Student ndo mostram alteracdes significativas (p<0,05) na
quantidade de DNA liberado pela acdo da radiofrequéncia, embora se verificou que a viabilidade celular (MTT) ndo
seja significativamente alterada por longas exposicdes a radiacdo de plasma induzida por sinais de radiofrequéncia
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em 27 MHz (p>0,34). Efeitos citotoxicos devido a destrui¢do de parede celular pelo aquecimento das amostras ndo
foram detectados em nenhum dos ensaios realizados.

Palavras-chave: alteracdes bioquimicas, células neoplésicas e radiagdo.

1. INTRODUCAO

Os efeitos deletérios de radiagGes ionizantes na proliferacdo de células neopldsicas por meio da
producdo de radicais livres ou destrui¢ao direta de DNA [1] s@o bem conhecidos na literatura
médica, sendo consolidada a disciplina de Radioterapia Médica como técnica de combate a
doencas neoplésicas [2,3]. Entretanto, historicamente hd evidéncias de retardo na progressao de
certos tipos de doengas como o cancer de ovario pela aplicacdo de altas intensidades de radiagoes
ndo ionizantes [4] em comprimentos de onda decamétricos (12-30 MHz) na forma de diatermia
de ondas curtas. Desde o século passado, tem-se atribuido a diatermia por ondas curtas os efeitos
de retardo na proliferacdo celular como na aceleracdo do metabolismo de células normais [5]
comprovando o efeito celular pela aplicacio de ondas eletromagnéticas na faixa de

radiofrequéncia (20-900 MHz).

Na literatura recente [6,7], € de particular importancia o estudo de identificacdo de alteragcdes
bioquimicas provocadas pela exposi¢ao de células in vitro sobre a agdo de campos elétricos e
magnéticos oscilantes em baixas frequéncias abaixo de 100 MHz. Como exemplo importante,
temos resultados experimentais sobre a possibilidade da técnica PEFT (“Plasma Emission Field
Treatment”) como adjuvante para terapias antineopldsicas com drogas-alvo pelo possivel efeito
antiproliferativo no mecanismo de divisao celular [8]. De fato, diversos autores tém argumentado
sobre a ocorréncia da génese neoplésica devido a exposicao prolongada de tecidos humanos a
fontes de microondas de baixa poténcia e o assunto sobre estabelecimento de limites
dosimétricos de risco e beneficio de radiagdes nado-ionizantes para o ser humano ainda

permanece controverso.
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Considerando essa motivagdo, é apresentado nesse trabalho um sistema de irradiacdo de células
in vitro com intensidades controldveis de radiacdo em 27 MHz produzida por uma coluna de
plasma de argdnio com modulagdo em amplitude varidvel na faixa de 100-700 kHz e uma

camara que consiste em uma coluna de plasma de argoénio para exposi¢ao de amostras celulares.

Relata-se e discute-se, portanto, resultados preliminares sobre os efeitos de exposi¢cdo variada de
radiagdo ndo-ionizante para amostras de leucdcitos e células de linhagem HT-29 de
adenocarcinoma de célon [9] a fim de fomentar discussdes sobre os limites dosimétricos de

seguranca dessa categoria de radiacdo.

2.  MATERIAIS E METODOS

A metodologia do presente trabalho consiste na descricao de um sistema alimentador de plasma
de argdnio e de testes de exposi¢do de uma amostra de células leucocitirias humanas de células
HT-29 (adenocarcinoma de c6lon) com uso de testes de funcdo celular padrao em estudos de

bioquimica celular.

2.1. O Sistema Gerador de Plasma

Como sistema gerador de plasma, utilizou-se um oscilador de modulacido varidvel capaz de
produzir onda continua ou pulsos em banda lateral singela (SSB) de frequéncia varidvel entre
100 e 300 kHz. Os sinais de modulacao SSB sao produzidos por um gerador de fun¢des digital
para testar possiveis efeitos de compressdo mecanica pela modulagdo do sinal na excitacdo de
estruturas internas celulares como microtibulos ou paredes de compartimentos intracelulares, o
que acredita-se ser devido a indu¢@o de ondas acusticas e sOnicas nas organelas induzidas pelos

pulsos de radiofrequéncia.

Como frequéncia portadora, foram implementados osciladores internos nas frequéncias de 13,56

MHz e 27,12 MHz por serem frequéncias reservadas para experimentos de excitacdo de colunas
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de plasma de diferentes gases em laboratdrios de fisica de plasmas. Osciladores a cristal tipo
Clapp modificado empregando valvulas triodo ECC83 fornecem cerca de 6 W de poténcia de

radiofrequéncia que alimenta duas valvulas tipo pé€ntodo de poténcia tipo 6146B ou QE05/40

Tanque saida

conforme mostra a Fig. 1.

Oscilador ' Col y d
- oluna de
27,12 MHz Amplificador plasma
T 61468
Gerador
digital

Figura 1. Diagrama ilustrativo dos blocos de circuito do gerador de radiofrequéncia
modulado para excitacao da coluna de plasma de argonio que produz a radiacio nao-

ionizante de polarizacio aleatéria.

O sinal modulado ou de onda continua (C.W.) € injetado na grade de controle dos péntodos e na
saida temos uma rede de casamento de impedancias. Para casamento de impedancias entre as
placas das vélvulas e a coluna de plasma, empregou-se um circuito tanque de acoplamento tipo T
compreendido por um indutor-série de alta corrente com 112 nH de indutincia e dois capacitores

variaveis de alta voltagem para fazer a sintonia do casamento de impedancias. Uma fonte de
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alimentacdo de baixo “ripple” com 450 V, 2A alimenta o circuito € uma derivagdo de corrente

alternada de 6,3 V, 6 A alimenta o filamento das valvulas.

Como antena de radiofrequéncia, foi confeccionada uma coluna de plasma de argdnio de paredes
de vidro com 12 cm de comprimento por 2 cm de espessura, conectada na saida do
gerador/excitador por meio de um resistor limitador de corrente tipo “ballast” com 4,7 kQ e 25
W. O interior da coluna consiste em argdnio a uma pressdo interna do gis de cerca de 0,1
mmHg. Em plena excitacdo, estima-se uma densidade de fons de argdnio na ordem de 10'! cm™.
A amplitude do sinal bobina censora de quatro espiras a 20 cm da coluna é monitorada para
controle de sintonia e nivel de poténcia. Os sinais sdo transportados pelo gerador a coluna de

plasma através de um cabo RG-213 de 50 Q de impedancia.

Para o experimento em modo C.W. o circuito tanque foi ajustado para a maxima poténcia e um
medidor de onda estaciondria entre o gerador e a linha de transmissao que alimenta a coluna de
plasma possibilita medir cerca de 108 W e razdo de onda estaciondria (R.O.E.) menor que 2%
para a alimentacdo em 27,12 MHz, correspondendo a uma intensidade tedrica a 5 cm da coluna,

2

ajustdveis no intervalo de 0,5- 6,4 W/cm~ e tempos de exposi¢do varidveis onde se assume

producdo com polarizacdo randdmica pela coluna de plasma.

O uso de tubos a vicuo foi a melhor escolha, pois possibilita a obtencdo de boa estabilidade de
poténcia e frequéncia por longas horas de ensaios, além de robustez necessaria para os trabalhos

de irradiacgao.

Uma camara tipo gaiola de Faraday de aluminio, ventilada, foi empregada para evitar
interferéncia em equipamentos proximos € a temperatura na vizinhanca das amostras se manteve
estavel entre 22-32,8 °C durante os ensaios, evitando dano térmico as amostras de cultivo

celulares.
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2.2. Procedimento experimental

O procedimento experimental metodologico consistiu em expor amostras de leucécitos de
células HT-29 de adenocarcinoma de célon a uma distancia de 5 cm da coluna de plasma, dentro
da gaiola de Faraday a temperatura ambiente. Foram empregados dois intervalos de tempo de 1
hora a 7 horas de exposicdo a radiacio C.W. em 27,12 MHz nas condi¢es dosimétricas

experimentais descritas na secao precedente.

Os testes bioquimicos realizados fora a andlise de toxicidade celular pelo meio da identificagdo
de DNA dupla-fita extracelular (DNA Picogreen®) [10], a ocorréncia de espécies reativas de
oxigénio e peroxidonitritos pela técnica da diclorofluoresceina (DFH_DA) [11] e o teste de
viabilidade celular ensaio colorimétrico com 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de

tetrazolina (MTT) [12].

A determinagdo quantitativa da redu¢do de MTT por enzimas mitocondriais celulares constitui
um método colorimétrico simples para avaliar a viabilidade da respirag¢do celular, uma vez que a
espectrofotometria permite identificar a magnitude da reducdo MTT pelas desidrogenasses
mitocondriais e, portanto, serve como ferramenta avaliadora qualitativa da producdo de radicais

oxidativos pela acdo da radia¢do ndo-ionizante.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 2 ilustra os resultados da andlise dessas provas celulares apés um dos ensaios que

compreendeu um tempo de exposi¢ao de 5 horas.
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Figura 2. Resultados das analises bioquimicas para um tempo de exposicao de 5 horas
para uma amostra de células de linhagem HT-2. Em que N é o nimero de células, HT29-

EX sao as células expostas e HT29-C, as células controle.

A Figura 2 também informa as probabilidades de obtencdo de diferencas entre grupos de

amostras irradiadas e ndo irradiadas, usando o teste t de Student. A andlise das populacdes
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celulares para testes de toxicidade celular, portanto, indicam alteragdes na fun¢do mitocondrial,
mas ndo se detectam extravasamento de DNA de dupla fita para o meio extracelular com os

niveis de campos eletromagnéticos empregados.

Entretanto, percebeu-se que periodos de exposicdo inferiores a trés horas na dosagem de
radiacdo estimada para o equipamento ndo produzem alteracdes celulares nos testes efetuados,
sendo necessdrios pelo menos 4 horas de exposi¢cao para deteccao de diferencas estatisticamente

significativas nos ensaios seguindo a nossa metodologia.

Para células leucocitérias obtidas de individuos saudaveis, ndo foi detectado quaisquer forma de

dano celular com os testes empregados.

4. CONCLUSOES

Nesse trabalho, € apresentado os resultados sobre o desenvolvido um sistema de geracdo de
radiacdo de plasma de argdnio de poténcia intermedidria para estudos de radiacdes nao-

ionizantes sobre amostras de culturas celulares para células de adenocarcinoma de célon.

Os resultados de medi¢des relatadas nesse experimento possibilitam determinar as condicdes
minimas de dosimetria de radiagdes ionizantes que podem provocar alteracdes celulares

detectaveis pelos exames bioquimicos padrio para andlise de células in vitro.

Os dados coletados permitiram observar que efeitos de toxicidade celular podem ocorrer com
exposicao a campos produzidos por plasma de argbénio com intensidades na ordem de pelo
menos 3,2 W/cm® e tempos de exposi¢io acima de 5 horas em modo continuo (C.W.),

requerendo tempos de exposi¢do maiores para modo pulsado.
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Efeitos citotoxicos devido a destruicdo de parede celular pelo aquecimento das amostras nao
foram detectados em nenhum dos ensaios realizados, independente da qualidade da modulagdo
de sinal empregado, o que sugere que os valores dosimétricos apontados nesse artigo estao no

limite de seguranca para radiacdes eletromagnéticas de comprimentos de ondas curtas.
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