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REsumMo

O cancro é um problema importante de satide publica, pois é uma das principais causas
de morte em todo o mundo. O impacto econémico do cancro também é significativo, pois
pode levar a elevados custos de satide e perda de produtividade. Deste modo, é uma
drea importante de pesquisa e interesse na area da satide. A abordagem proposta nesta
dissertacdo é o uso de plasma atmosférico frio como um método de tratamento ou como
técnica de tratamento secundério. Este tipo de tecnologia é interessante devido a sua
seletividade, ou seja, tem a capacidade de atingir especificamente células cancerigenas,
ndo afetando as células sas. Para entender melhor o mecanismo de seletividade e validar
a seguranca da aplicacdo desta tecnologia, este estudo teve como objetivo observar o
efeito de exposigao entre o jato de plasma e as moléculas DNA e DNA encapsulado por
lipossomas.

Com o objetivo de estudar a interacdo entre o CAP (do inglés, Cold Atmospheric
Plasma) e o DNA, prepararam-se amostras de DNA em concentracdo de 50 ug/mL em
solucdo aquosa e em emulsdo aquosa com lipossomas. Foram realizados diferentes estudos

para se obter mais informagdes sobre essa interacao.

Inicialmente, foi analisado o impacto do tempo de exposi¢do ao jato de plasma e
observou-se um aumento da absorvancia em todo o espectro. Concluiu-se que esse
aumento foi resultado da introducao de espécies de RONS (do ingés, Reactive Oxygen and
Nitrogen Species) no meio. Em seguida, foram realizados estudos de longevidade do efeito
da exposicdo ao jato de plasma, onde se verificou que as espécies RONS podem manter-se
presentes em igual concentragdo apds 72 horas, nas condi¢oes de preservagdo utilizadas.
Para avaliar a capacidade dos lipossomas de proteger o DNA de possiveis danos, foram
realizadas andlises que, devido as complica¢des introduzidas pelas espécies RONS, ndo
foram conclusivas. Realizou-se um estudo de distadncia entre as solu¢ées de controlo ao
CAP, bem como a possibilidade de evaporacdo durante o periodo de exposi¢do. Concluiu-
se que, para que o CAP atue na solugdo de forma nao negligenciavel, é necessario que este
se encontre diretamente acima da solugdo, ndo tendo sido verificado qualquer impacto
do CAP nas solugdes controlo ou qualquer evaporacdo nas condi¢des utilizadas. Por fim,

foi analisado o impacto da mistura das espécies RONS com as moléculas de dgua para
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se perceber a sua relevancia na medi¢ao dos espectros de absorvancia. Concluiu-se que a
ativacdo da 4gua tem um papel determinante na alteracdo dos espectros de absorvancia
das solugdes/emulsdes medidas ao longo do estudo.

Palavras-chave: Cancro,plasma frio atmosférico, tratamento de DNA, RONS, seletividade
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ABSTRACT

Cancer is a significant public health problem as it is one of the leading causes of death
worldwide. The economic impact of cancer is also significant as it can lead to high
healthcare costs and loss of productivity. Therefore, it is an important area of research
and interest in the healthcare field. The approach proposed in this dissertation is the
use of CAP as a treatment method or as a secondary treatment technique. This type
of technology is interesting due to its selectivity, i.e., it has the ability to specifically
target cancer cells, without affecting healthy cells. To better understand the selectivity
mechanism and validate the safety of applying this technology, this study aimed to observe
the effect of exposure between the plasma jet and DNA molecules and DNA encapsulated
by liposomes.

In order to study the interaction between CAP (Cold Atmospheric Plasm) and DNA,
samples of DNA were prepared in a concentration of 50 ug/mL in aqueous solution and
in aqueous emulsion with liposomes. Different studies were carried out to obtain more

information about this interaction.

Initially, the impact of exposure time to the plasma jet was analyzed, and an increase
in absorbance was observed throughout the spectrum. It was concluded that this increase
was a result of the introduction of RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen Species) in
the medium. Next, longevity studies of the effect of exposure to the plasma jet were
carried out, where it was found that RONS species can remain present at the same
concentration after 72 hours under the preservation conditions used. To evaluate the
ability of liposomes to protect DNA from possible damage, analyses were carried out that,
due to the complications introduced by RONS species, were inconclusive. A study of
the distance between control solutions and CAP, as well as the possibility of evaporation
during the exposure period, was carried out. It was concluded that for CAP to act on the
solution in a non-negligible way, it is necessary for it to be directly above the solution, and
no impact of CAP on the control solutions or any evaporation under the conditions used
was observed. Finally, the impact of the mixture of RONS species with water molecules
was analyzed to understand their relevance in measuring absorbance spectra. It was

concluded that water activation plays a decisive role in changing the absorbance spectra

1X



of the solutions/emulsion measured throughout the experiments.

Keywords: Cancer, cold atmospheric plasma, DNA treatment, RONS, selectivity
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1

INTRODUCAO

1.1 Motivacao

O cancro é um conjunto de mais de 100 doengas que tém um fator em comum, o crescimento
descontrolado de células. Uma célula normal tem um ciclo de vida bem definido que é
composto pelo seu crescimento e consequente divisdo da mesma pelo processo de mitose.
Ja as células cancerigenas crescem e dividem-se incontrolavelmente, pois conseguem
utilizar a telomerase para adicionar telémeros aos terminais do DNA durante a sua fase
de replicagdo (fase S). Para uma célula se tornar cancerigena terd que primeiro sofrer
uma mutacdo genética, do DNA da célula. Esse processo, pode acontecer a qualquer
pessoa, de qualquer idade e por essa razdo apresenta-se também como a segunda causa de
morte a nivel mundial ficando apenas atras das doengas cardiovasculares, tendo resultado
num total de 9,6 milhdes de mortes em 2017 [2]. Existem multiplos fatores que podem
contribuir para o aparecimento de uma doenca maligna, nomeadamente: o tipo de dieta,
o tabaco, a exposicdo excessiva a radia¢do solar, predisposigdo genética, exposicao a certos
agentes quimicos, entre outros. Além disso, estes fatores podem atuar isoladamente ou
em conjunto durante varios anos até se declarar doenga. Em alguns tipos de cancro, se a
exposicdo for evitada ou limitada, é possivel que a doenga oncoldgica se manifeste. Um
exemplo é o cancro da pele que pode ser evitado limitando a exposi¢do solar e/ou usando
protetores solares.

Por ser uma doenga tdo devastadora e comum, este trabalho de dissertagdo pretende
contribuir para um estudo que visa utilizar um equipamento ndo invasivo, portatil e
econdmico baseado na tecnologia de plasma com o objetivo de verificar a possibilidade
da sua aplicagdo como complemento as técnicas existentes atualmente ou até mesmo ser
utilizado como tratamento alternativo. Pretende-se ainda validar a seguranga da aplicagao
desta tecnologia, uma vez que os estudos referenciados na literatura mostram uma grande
seletividade para as células cancerigenas, ndo afetando as células sas. Neste sentido sera
realizado o estudo da interacdo do dispositivo de jato de plasma e solu¢des de DNA e
DNA encapsulado por lipossoma de forma a avaliar eventuais danos que possam ser
causados na estrutura do DNA.
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1.2 Estrutura da Dissertacao

Esta dissertacdo encontra-se dividida em 6 capitulos que sdo brevemente apresentados a
seguir.

No capitulo 1, é descrita a motivagdo para o trabalho realizado assim como os objetivos
que se pretendem alcangar.

No capitulo 2, sdo apresentados os conceitos tedricos que sdo relevantes a dissertacao.
Aqui, sdo explicados os trés conceitos fundamentais do trabalho: 0o DNA, os lipossomas e
o plasma. E explicado cada conceito incluindo a sua importancia para a compreensao do
estudo apresentado na dissertacdo e a sua relagdo com os outros conceitos.

No capitulo 3, é apresentada a revisdo da literatura da tecnologia de plasma na
medicina. Comegando por uma contextualiza¢do histérica onde sdo abordados tépicos
como: o inicio da eletrofisiologia, a descoberta do plasma como estado fisico, concluindo
com a histéria da utilizagdo do plasma na medicina, incluindo as principais descobertas
e avangos neste campo. Apds a contextualizagdo histérica, € apresentada uma revisdo
da literatura relacionada com a utilizacdo do plasma no tratamento do cancro, assim
como € abordada a literatura relativamente a interacdo entre o plasma e o DNA, que é
especialmente relevante para a dissertacao.

No capitulo 4, é explicado o principio de funcionamento do dispositivo de jato de
plasma e a sua descrigdo. E apresentado o processo de produgdo do CAP, a caracterizagéo
da pluma de plasma, a preparacdo do DNA, dos lipossomas e das solu¢des de DNA e
lipossomas. Finalmente, é descrito o tratamento realizado para cada ensaio.

No capitulo 5, sdo apresentados os resultados obtidos para cada estudo realizado e
uma discussdo sobre os resultados e as suas implicagdes para a drea de pesquisa.

No capitulo 6, é apresentada a conclusdo geral da dissertagdo e o trabalho futuro para

obter melhores resultados, ou aprofundar o estudo realizado.
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ConNcElTos TEORICOS

Como introduzido anteriormente, este trabalho pretende contribuir para uma série de
estudos conduzidos com o intuito de melhorar o conhecimento sobre a possibilidade de
aplicar tecnologia de plasma na medicina. Mais especificamente para tentar perceber os
efeitos e possiveis consequéncias da interagdo entre o plasma e o DNA e tentar perceber
o papel da membrana celular na protecdo aquando desta interacdo, através de células
primitivas. Devido a semelhancga das estruturas, para simular uma membrana celular
é realizado o encapsulamento do DNA com lipossomas. Para perceber este processo é

importante, antes disso, perceber as estruturas e mecanismos que o envolvem.

2.1 Acido Desoxirribonucleico

O Acido desoxirribonucleico (do inglés, Deoxyribonucleic Acid (DNA)) é um composto orga-
nico, constituido por quatro bases azotadas nomeadamente: adenina (A), guanina(G), cito-
sina(C) e timina (T). A estrutura molecular de cada uma destas bases azotadas encontra-se
esquematizada na figura 2.1. O DNA contém as instrugdes genéticas para o desenvol-
vimento e funcionamento de todos os seres vivos, e por essa razdo, a sua integridade é
fundamental para o bem estar dos mesmos. Qualquer dano nao reparado no DNA pode
eventualmente causar mutagdes genéticas. Apesar de ser verdade de que o ser humano
tem a capacidade de auto-reparacdo de DNA através de uma reparagdo direta do dano ou
mais comummente, a remogao das bases danificadas seguida da re-sintese dessas regides,
porém se a replicagdo do DNA ocorrer mais rapidamente do que a reparagao, este dano,
ird propagar-se. Por essa razao é importante prevenir este tipo de danos, e é esse o foco
desta dissertacdo. Assim, de modo a avaliar a seguranga da aplicagdo da tecnologia de
plasma na medicina é importante validar se esta técnica pode provocar danos na estrutura
do DNA [3][4][5].
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Figura 2.1: [lustragao simplificada de uma molécula de DNA, e das suas respetivas bases
azotadas. Adaptado de [6].

2.2 Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas de geometria esférica compostas por uma ou mais camadas
fosfolipidicas. Este tipo de camadas é formada pelo acoplamento de uma extremidade
hidrofilica coloquialmente denominada como cabeca e outra hidrofébica, denominada de
cauda. Aproveitando estas caracteristicas e tendo em conta a sua geometria esférica, os
lipossomas tém a capacidade de encapsular e transportar compostos aquosos no seu inte-
rior, como € possivel observar na figura 2.2. Neste trabalho esta capacidade serd usada para
encapsular moléculas de DNA [7]. Como introduzido anteriormente, o encapsulamento
do DNA com lipossomas, simula a estrutura de uma célula bésica sem organelos, isto §,
apenas composta por DNA onde a membrana celular é substituida pelos lipossomas. O
papel dos lipossomas nesta dissertagdo é proteger o DNA de eventuais danos resultantes

da interacdo do mesmo com o jato de plasma.

Design of a Liposome

Phospholipid

Liposome

Hydrophilic Head — Nutrient g
q

Figura 2.2: Tlustracdo simplificada de um lipossoma, e dos seus componentes. Adaptado
de [8].
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2.3 Plasma

O plasma é um dos quatro estados fundamentais da matéria, consiste num géas ionizado
com eletrdes livres que apresenta quase neutralidade e que, ao contrario de um gés
neutro, comporta-se de forma coletiva, isto deve-se a sua capacidade de interagir com
campos eletromagnéticos. Este conceito de quase neutralidade, refere-se ao facto de que
a distancias suficientemente grandes o plasma é eletricamente neutro, mas na escala do
comprimento de Debye pode existir desequilibrio de cargas. Todos os gases ao receberem
quantidades suficientemente elevadas de energia podem ter os seus d&tomos e moléculas
ionizadas. Ou seja, ter os seus eletrdes distanciados de tal forma, que estes sentem uma
atracdo Coulombiana por parte do nticleo atémico relativamente negligenciavel, e assim
tornam-se eletrdes livres. A esta energia chamamos de energia de ionizacdo, esta depende
da atragdo entre os eletrdes do 4tomo e o ntcleo, e da repulsdo entre eletrdes (efeito de
blindagem). Por esta razao, a energia de ionizagdo varia com o elemento.

Excluindo a matéria negra, o plasma é a forma de matéria mais abundante no universo
conhecido. Quando comparando com os restantes trés estados fundamentais, o plasma é
sem diivida o mais abundante traduzindo-se em 99% do universo conhecido. O plasma é
mais comummente associado com as estrelas, auroras boreais ou até a famosa "bola" de
plasma. Neste tltimo exemplo, o plasma é gerado de forma artificial.

Existem dois possiveis métodos de gerar um plasma, sendo o primeiro, a manipulagado
da temperatura de um gés neutro, ja o segundo método, implica submeter um géds neutro
a um campo eletromagnético forte. Ambos os métodos tém o mesmo objetivo, ionizar o
gas neutro.

O primeiro método usa altas temperaturas com o objetivo de ionizar o gés e ocorre
de acordo com a seguinte sequéncia de acontecimentos. Inicialmente, injeta-se uma
quantidade especifica de energia em forma de calor (calor latente, que representa a energia
necessdria para fazer transitar o estado fisico da matéria). Esta traduz-se em colisdes entre
particulas aceleradas e as particulas do material que se pretende aquecer. Ao colidirem, os
atomos gasosos transitardo de estado fisico, neste caso o processo dé-se do estado gasoso
para o estado de plasma. Este tipo de plasma apresenta um grau elevado de ionizagao e
dé-se-lhe o nome de plasma térmico ou plasma quente.

Ja o segundo método, ocorre a temperaturas relativamente baixas (aproximadamente
a 30° C, préxima da temperatura ambiente) utiliza dois elétrodos (cdtodo e &nodo) e uma
diferenga de potencial Direct Current (DC) ou Alternating Current (AC) entre eles; o cadtodo
emite eletrdes que colidem com as moléculas do gas, ionizando-o. A este tipo de plasma
da-se o nome de plasma ndo térmico, ou plasma frio, ou como é mais conhecido plasma
atmosférico frio (do inglés, Cold Atmospheric Plasma (CAP)).

Quando comparando os dois tipos de plasma, é possivel retirar uma conclusao chave,
o grau de ionizagdo entre os dois tipos de plasma é muito diferente, isto é, o ntimero de
dtomos ionizados é muito superior no plasma térmico do que no CAP. Assim é, pois,
no CAP, o campo elétrico elevado utilizado para a ionizagdo resulta na aceleracdo dos
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eletrdes, desse modo dotando-os de energia, resultando numa grande diferenca energética
entre os eletrdes livres e os ides do gas. Por outro lado, no caso do plasma térmico, todo
0 gds é aquecido, e, como tal os ides do gas e os seus eletrdes livres encontram-se em
equilibrio térmico.

E importante também referir que, os 4tomos do plasma ao desexcitarem para o seu
estado fundamental, libertam radiacdo numa banda energética entre os 350 nm e os 1050
nm, no caso do argon [9]. O tamanho da banda de emissado, depende do elemento que

gera o plasma.
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Este capitulo foca-se na evolucao tecnolégica no que diz respeito a utilizagdo de eletricidade
na medicina, nomeadamente como comegou, o seu desenvolvimento, e a relacdo entre as
tecnologias primordiais com a tecnologia de plasma aplicado na medicina.

O capitulo estd dividido em trés sec¢des: a primeira onde é aprofundada a contextua-
lizacdo histérica, a segunda sec¢do onde é abordado o conhecimento existente relativo a
utilizagdo do CAP no tratamento do cancro, e uma terceira secgdo onde sdo apresentados
estudos sobre a interagdo do DNA com o jato de plasma.

No final do capitulo sdo dados a conhecer os trabalhos referenciados na literatura,
antecedente a este estudo, importante para a construgdo de conhecimento necessério a

realizagdo do mesmo.

3.1 Contextualizacao Histérica

Esta secgdo foca-se na evolugdo tecnolégica no que diz respeito a utilizagdo de eletricidade
na medicina, nomeadamente como comegou, o seu desenvolvimento, e a relacdo entre as
tecnologias primordiais com a tecnologia de plasma aplicado na medicina.

3.1.1 Eletrofisiologia

Devido a notoriedade que o uso da eletricidade estava a ganhar no inicio do século 18,
muitos académicos comegaram a meditar sobre a sua aplicabilidade, entre eles, Johann
Gottlob Kriiger, a primeira pessoa a considerar a utiliza¢do de eletricidade na medicina.
Em 1743 sugeriu que a existéncia de uma "aura gasosa"denominada por efflevium que
envolvia o corpo humano e que podia ser gerada e manipulada utilizando dispositivos
capazes de gerar descargas elétricas da época como, por exemplo, a garrafa de Leyden.
Era crenca da altura que esta manipulagéo teria fins terapéuticos. E relevante frisar que
ndo existe qualquer evidéncia da existéncia de efflevium [10].

Neste periodo a eletricidade estava a ser abordada como uma descoberta recente, e
por isso foram surgindo questdes. Daqui nasce a necessidade de realizar experiéncias que

respondam a estas mesmas questdes. Entre elas, as mais importantes foram realizadas
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inicialmente por Abbé Nollet, Sauveur Frangois Morand e Joseph Marie Frangois de la
Sone, onde tentaram utilizar uma garrafa de Leyden para tentar curar partes do corpo
afetadas por paralisia. Este tipo de tratamento foi concluido sem sucesso mas abriu as
portas a este tipo de utilidade [10].

Mais tarde, Jean Jallabert utiliza eletricidade para curar um paciente que tinha ficado
paralisado do seu lado direito do corpo. Apés este tratamento, o paciente conseguia coxear,
falar, e levemente mexer o brago. Jallabert também realizou uma série de experiéncias que
lhe permitiram perceber como desencadear uma reagdo muscular involuntaria através da
utilizacdo de eletricidade. Jallabert acabou por demonstrar também que a eletroterapia
tem a capacidade de restaurar propriedades como a sensibilidade térmica, e a flexibilidade
muscular. Mais tarde, em 1785, através de intimeras experiéncias de diversos cientistas,
j& é possivel observar um tratamento bastante semelhante ao contemporaneo, utilizando

equipamento rudimentar, como pode ser observado na figura 3.1 [10].

Figura 3.1: Figura que ilustra tratamento por administragdo de descarga elétrica utilizando
uma garrafa de Leyden, no século 18. Adaptado de [10].

Em 1835, Guillaume Benjamin Armand Duchenne demonstrou a capacidade de estimular
musculos individualmente, auxiliando na capacidade de diagnéstico [11].

Mais tarde entre 1890 e 1983, D’Arsonval e Nikola Tesla demonstram que utilizando
correntes a frequéncias elevadas, ndo sdo visiveis quaisquer danos ao invés de quando
sdo utilizadas correntes a frequéncias mais baixas [10].

Em 1897, utilizando um dispositivo criado por D’Arsonval, de nome D’Arsonval cage,
Paul Odin demonstrou a capacidade anestésica, assim como a capacidade de destruir
pequenos tumores superficiais. Antes de Paul Odin, em 1890, William Steavenson, chefe
do departamento elétrico no Bartholomew’s Hospital em Londres, publicou The Uses of
Electrolysis in Surgery onde recomendou procedimentos de utilizagdo de eletricidade em
cirurgias. Um destes procedimentos foi, baseado no trabalho de Robert Newman, que nas
suas publicagdes disse que teria tratado casos de cancro no ttero [10].

Em 1900, Joseph Riviére, utilizando correntes de alta frequéncia reportou conseguir
destruir ou reduzir o tamanho de tumores malignos [10].
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Devido ao desenvolvimento cientifico, entre 1890 e 1960, a eletroterapia foi perdendo
prevaléncia, porque esta area foca-se na cura de doengas, que através desta evolugado se
tornaram menos relevantes, com o desenvolvimento de vacinas, antibiéticos e vitaminas,
substituintes muito mais préticos e faceis de administrar [10].

E importante também realgar que, comparativamente com os dispositivos de plasma
do inglés, Atmospheric Pressure Plasma Jet (APP]) e Dielectric-barrier discharge (DBD), a Violet
Wand (VW) apresenta resultados muito semelhantes ao APP] mesmo em diferentes modos
de utilizacdo (pulsado e ndo pulsado) no tratamento de culturas bacterianas in vitro,
enquanto que o DBD apresenta resultados superiores. Desta forma, pode-se concluir que
a VW, apesar de ser um instrumento do século 20 apresenta resultados impressionantes
[12]. Uma fotografia deste dispositivo pode ser observada na figura 3.2

Figura 3.2: Fotografia de uma Violet Wand portatil assim como as suas diferentes pontas,
para diferentes usos. Adaptado de [12].

Na figura 3.3, é possivel observar a comparagao realizada por Napp et al., onde este
procura estudar o impacto de uma VW no tratamento de bactérias de diferentes espécies,
nomeadamente: Staphylococcus epidermidis (SE); Staphylococcus aureus (SA); Candida
albicans (CA); Escherichia coli (EC) e Pseudomonas aeruginosa (PA). Cada tratamento
foi feito com periodos de exposicdo de 0, 3, 9, 15, 30, 60 e 90 minutos. Neste estudo
também foi comparado os resultados deste dispositivo com dispositivos mais modernos,
nomeadamente DBD, e APPJ e as suas variantes, mais especificamente, dois dispositivos
DBD com elétrodos de diferentes tamanhos e trés variantes de APPJ sendo a primeira
pulsada, e as restantes duas nao pulsadas [12].

Deste estudo Napp et al., concluiu que o tratamento utilizando a VW foi o segundo
melhor, em termos de eficicia de tratamento, atrds apenas do DBD de elétrodo maior,

como ¢é possivel observar nos gréficos obtidos apresentados na figura 3.3 [12].
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Figura 3.3: Conjunto de graficos apresentados por Napp et al., ilustram o impacto dos
diferentes dispositivos de plasma no tratamento de diferentes espécies de bactérias. Cada
letra representa uma espécie diferente da seguinte forma a) CA ,b) SA, ¢) SE, d) PA, ee)
EC. Adaptado de [12].
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3.1.2 Descoberta do Plasma

Entre 1869 e 1875 o estado plasma, foi identificado pela primeira vez em laboratério por Sir
William Crookes utilizando o Tubo de Crookes. Inventado pelo mesmo, era uma ampola
de vidro comprida com um formato de pera, que continha um gas a uma pressao muito
baixa de modo a aumentar o livre percurso médio e tinha no seu interior, o &nodo e o
catodo.Em 1879, Sir William Crookes apresentou uma palestra sobre este conceito naquilo
que ele identificou como sendo matéria radiante [13].

Em 1920, esta matéria radiante ganha interesse por parte de Irving Langmuir e seus
colegas, que comecam a estudar a mesma com o objetivo de tentar explicar o fenémeno
observado. No entanto, apenas em 1928, Irving Langmuir introduz o termo plasma ao
fazer uma analogia com o plasma do sangue uma vez que, a maneira como os eletrdes sdo
transportados através de filamentos, lembrava-lhe a maneira como o plasma sanguineo
transporta os glébulos brancos e glébulos vermelhos [13].

Ao longo do tempo o estudo do plasma revelou-se muitissimo relevante devido a sua
amplitude de aplicagdes nos mais diversos ramos, nomeadamente, na indiistria automovel,
na medicina, microelectrénica, entre muitos outros [13].

O método escolhido para gerar o plasma € altamente relevante quando considerando a
sua aplicacdo. Isto €, para diferentes tipos de aplicacdes, é necessario que haja uma escolha
adequada do tipo de plasma a utilizar. Exemplificando de modo a ilustrar a escolha de
métodos, para a soldadura de metais na industria automével, o CAP nao é de todo ttil
pois a temperatura méxima deste tipo de plasma nao é capaz de fundir a solda, por outro
lado, nos tratamentos médicos, o plasma quente pode resultar em ferimentos, como por

exemplo queimaduras devido as elevadas temperaturas [13][14].

3.1.3 Aplicacao do Plasma na Medicina

No final do século 20, Mounir Laroussi propds uma maneira mais econémica e préatica
de esterilizagdo quando comparada com os processos da altura, nomeadamente radiagdo
UV, incinerac¢do ou utilizando de auto-claves [14]. Neste artigo apresentou que plasma
gerado a pressdo atmosférica ¢ um bom agente esterilizante. Devido aos resultados que
apresentou, ganhou a atengdo do Physics and Electronics Directorate of the US Air Force
Office of Scientific Research (AFOSR), que decidiu patrocinar este tipo de aplicagdo, com o
objetivo de tratar soldados feridos, assim como para desinfecdo e descontaminacgao [14].
Esta esterilizacdo foi observada em bactérias, esporos, filmes, virus e fungos [14]. Este
financiamento, resultou na descoberta e publicagdo de diferentes artigos e aplicagdes deste
modo trazendo de volta a aplicagdo da eletricidade na medicina como tratamento e mais
tarde culminando na criagdo de um novo campo da ciéncia, o plasma aplicado a medicina
[14].
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Figura 3.4: Cronograma da utiliza¢do do plasma na medicina. Adaptado de [15].

Com o enorme crescimento cientifico observado nas tltimas décadas, este campo da
ciéncia tem sido uma 4rea emergente da investigacdo médica, onde muitos estudos clinicos
estdo particularmente focados nos efeitos ndo letais/estimulantes em células e tecidos
vivos, englobando aplicagdes ja anteriormente estudadas como a esteriliza¢do, desinfegao,
descontaminacéo, tratamento de feridas, odontologia, oncologia, farmacologia, indtstria
alimentar, entre outros [16][17][18][19][20][21]. Esta multifuncionalidade apresentada, é
um dos grandes incentivos ao estudo e desenvolvimento da area. Um breve sumario deste

percurso pode ser observado na figura 3.4.

Tal como mencionado anteriormente, a utilizagdo de eletricidade na medicina j4 data
desde o século 18, pelo que ndo é uma tecnologia recente. O mesmo pode ser dito para a
utiliza¢do do plasma na medicina uma vez que, ja data de finais do século 20, ainda que
mais recente do que a eletromedicina, mesmo assim traduz-se num campo ja anteriormente
explorado. No entanto, neste tipo de aplica¢des eram principalmente utilizadas os efeitos
térmicos do plasma, como por exemplo tratamento de coagulagdes sanguineas, algo
ja estudado pela eletromedicina no século 19. Mas tal como mencionado no capitulo
anteriormente, o plasma térmico, utilizado na altura prevé alguns riscos, nomeadamente
risco de queimadura, irritagdes e no caso de bactérias, possivel aniquilagdo indiscriminada
de culturas [16][17][18][19][20][21][22]]23]. A descoberta do CAP, veio eliminar estes

riscos.

Em 1992, Koinuma et al. desenvolve aquele que é o primeiro dispositivo de jato de
plasma frio, CAP RF, resolvendo o problema térmico e ao mesmo tempo abre a possibili-
dade de conseguir aplicar tratamentos de uma maneira mais controlada e minuciosa do
que o DBD [24][25]. Mais tarde em 2001, Stoffels et al. veio apresentar uma versdo minia-
tura deste dispositivo, de nome agulha de plasma (do inglés, plasma needle), melhorando a
portabilidade e acessibilidade do dispositivo [26]. Em 2005 desenvolvido por Mounir La-
roussi et al., é desenvolvido o plasma pencil [22][23][27]. A escolha do dispositivo depende
das necessidades especificas de cada aplicagdo. Cada dispositivo apresenta vantagens e
desvantagens em rela¢do ao outro. Como ilustrado na figura 3.5, a plasma needle tem um

elétrodo com didmetro menor em comparacgdo com o plasma pencil. Essa diferenca resulta
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em jatos com maior densidade de plasma e maior precisdo. No entanto, a menor densi-
dade plasma apresentada pelo plasma pencil, resulta num jato mais difuso e, portanto, mais

seguro para o utilizador. A maior 4rea de tratamento também é um fator a ser considerado.

Gas Insertion
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— L] T T 3
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Metal Strrand Needle Exposed

Figura 3.5: Figura que compara o funcionamento de um plasma pencil com uma plasma
needle. Adaptado de [27].

A parte das invengdes supracitadas também é importante salientar o aperfeicoamento, e
criagdo de variantes de dispositivos jd anteriormente existentes como o DBD, criado pela
empresa Siemens em 1857, o qual é o dispositivo de CAP mais popular apesar de que
este dispositivo apenas tenha sido utilizado com fim medicinal no final do século 20 [28].
Uma das variantes do DBD € a descarga de barreira dielétrica de elétrodo flutuante (do
inglés, Floating electrode Dielectric-barrier discharge (FE-DBD)), desenvolvido por Fridman et
al.. Este dispositivo, apresenta apenas um elétrodo, isto porque o segundo elétrodo acaba
por ser a amostra a tratar, como por exemplo a pele [29][27]. A diferenga de configuragdo

pode ser observada na figura 3.6.

AC
AC
{*9—\ High Voltage
Electrode *@—\ fon

| ——
— = i ; - Copper Electrode
Carrier Gas —» R O “
—_— . Dielectric (Quartz)
Grounded . an
Electrode =
| ¢ 3 - Treatment Traget

Figura 3.6: Figura que compara o funcionamento de um DBD com um FE-DBD. Adaptado
de [27].

A tabela 3.1 apresenta de forma resumida a sequéncia cronoldgica da aplicacdo do plasma

na medicina desde o século 18 até ao século 21.
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Tabela 3.1: Tabela que ordena a utilizagdo do plasma na medicina desde o século 18 com
a sugestdo do uso de descargas para tratamento médico até ao século 21 com a invengdo
dos dispositivos de producado de plasma contemporaneos.

Ordem Cronolégica
Sugestdo da manipulacdo da "effluvia“"como tratamento médico,

1743 utilizando dispositivos de descarga elétrica.

1750 Primeiras experiéncias de ulizacdo de eletricidade para uso mé-
dico.

1835 Guillaume Duchenne, contribui com uma série de experiéncias

que demonstram a estimula¢do muscular utilizando eletricidade.
1857 Criagdo do dispositivo DBD.
1869-1875 | Invencdo e Desenvolvimento do tubo de Crookes.

1879 Identificagdo do plasma como matéria radiante.

1750 Estirpativa de primeiras experiéncias de eletricidade para uso
médico.

1890 Robert Newman reporta ter tratado casos de cancro no ttero
utilizando eletricidade nas cirurgias .

1897 Paul Odin mostra a capacidade de aniquilar pequenos tumores
com "effluvia".

1928 Langmuir introduz o termo plasma devido a sua semelhanga com

o plasma do sangue.
1950 Utilizagdo comum de VW.

1990 Aplicagdo do dispositivo DBD na medicina.
1992 Invengdo do primeiro jato de plasma.
2001 Invengdo da plasma needle.

2005 Invengdo da plasma pen.

3.2 Utilizacao do CAP no tratamento do Cancro

Para perceber melhor esta secgdo é preciso relembrar da seccdo 2.3 que o plasma é
composto por: particulas carregadas (eletrdes e ides, resultado da ionizagdo); particulas
neutras; radicais; espécies altamente reativas (do inglés, Reactive Oxygen and Nitrogen
Species (RONS)); ozono; radia¢do UV, entre outros, sendo estes os principais protagonistas
[30]. A interacdo destes constituintes, com micro-organismos pode originar os seguintes

efeitos:

1. Efeito quimico: o rompimento e oxidagdo da membrana celular devido a introdugao
de RONS;

2. Efeito fisico: 0 aumento do potencial a superficie dos micro-organismos, pode levar

a morte celular por disrupgdo eletrostatica;

3. Efeito neutralizador: o plasma neutraliza a parede celular, a qual originalmente esta

negativamente carregada. Esta neutralizagdo pode desencadear a morte celular;
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4. Efeito dos fotdes: radiagdo ultravioleta provoca danos na membrana celular podendo

originar necrose celular;

Este tipo de efeitos ocorre tanto em células ndo-cancerigenas como em células cancerigenas.
No entanto, existem alguns estudos que investigam estes efeitos ao pormenor. Keidar et al.,
demonstrou que o calor dissipado pelo plasma, pode causar um aumento da temperatura
nas células sas (ndo cancerigenas), mas que este aumento de temperatura (aumento de
2°C), ndo resultou em quaisquer danos observados [31].

Dos efeitos citados acima, acredita-se que aqueles que apresentam maior impacto
sdo os efeitos neutralizadores e quimicos [32]. Apesar disso, mais recentemente, Yan li
et al., demonstra que a seletividade é independente dos RONS, utilizando scavengers,
que sdo compostos que servem para inibir estas espécies e 0 mesmo comportamento
seletivo é observado. Trazendo assim duvida do acreditado anteriormente, e introduz a
possibilidade do papel do efeito dos fotdes na capacidade de sele¢do ter sido substimado.

Na figura 3.7 é possivel observar um histograma que demonstra o que foi dito anteri-
ormente, a utilizagdo dos scavengers ndo suprimiu a seletividade do plasma no tratamento
[33].

Hep3B

Relative viability (%)
EEERR
—
§
IJ*
|

Figura 3.7: Histograma que demonstra, que mesmo quando utilizando agentes inibidores
dos agentes reativos, continua a haver uma reducdo da viabilidade das espécies ap6s
interagdo com o plasma. Adaptado de [33]. Do lado esquerdo do grafico estdo represen-
tadas as células identificadas com marcadores cancerigenas, do lado direito, as mesmas
células apds tratamento com o CAP. Foram estudados trés meios celulares com diferente
concentragdes de NAC, o scavenger utilizado.

Apesar deste estudo, a possibilidade de que os RONS sao o principal contribuinte na
seletividade, continua a ser a hip6tese mais aceite. Por essa razdo é importante perceber o
mecanismo pelo qual pensa-se que esta selecdo esteja a ser feita.

A presenca de espécies RONS numa célula é algo natural, resultado da respiracao
mitocondrica e essencial a sua defesa, sendo que, comunicam as células do sistema

imunitdrio para combaterem invasdes microbianas. Estas espécies, através da catalise
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decompdem o peréxido de hidrogénio em dgua e oxigénio. No entanto, o oxigénio nesta
concentra¢do ndo apresenta perigo para a célula porque, naturalmente, compete com o
Superoéxido dismutase (SOD), que trabalha como antioxidante.

No entanto, a exposi¢do ao CAP aumenta significativamente o ntiimero das espécies
RONS, aumentando a concentracdo de oxigénio nas células e tornando a competi¢do com
0 SOD desproporcional, por outras palavras, a pressdo oxidativa celular, ultrapassou o
seu potencial antioxidante.

Este fenémeno resulta na ativacdo da cadeia apoptética e consecutiva morte progra-
mada da célula (apoptose). No entanto, é importante frisar, que as células cancerigenas
sdo mais sensiveis a acumulacdo de espécies RONS do que as células sds, e por essa razdo
ao serem emitidas espécies reativas para um sistema com ambos os tipos de células, o
ndmero de células cancerigenas a morrer serd superior; pelo que esta seletividade é o
ponto base deste tipo de tratamento [16][34][35].

Esta diferenca de vulnerabilidade entre as células cancerigenas e as células sas é
complexa e multifacetada.

Volotskova et al., publicou um artigo que revela a importancia do ciclo celular quando
comparando a sensibilidade entre células cancerigenas e células sds ao CAP. A relevancia
deste artigo pode ser entendida da seguinte forma; (40-50)% das células cancerigenas
encontram-se na fase-S de replicagdo do DNA e apenas (10-15)% das células sds encontram-
se nessa mesma fase-S de replicagdo do DNA, isto é explicado pela elevada taxa de
proliferacdo das células cancerigenas quando comparando com uma célula sa. Tendo em
conta que as células na fase-S sdo mais vulneraveis a acumulagdo de RONS e consequente
apoptose, concluiu-se que a diferenca em que as células cancerigenas e sds encontram-se
na fase-S, acaba por apresentar-se como um elemento de selegdo [34].

Outra faceta desta seletividade pode ser atribuida a diferenca de colestrol na mem-
brana lipidica. As espécies reativas de oxigénio, (do inglés, Reactive Oxygen Species (ROS))
produzidos pelo CAP oxidam os lipidos da membrana celular e induzem a formacao
de poros com um tamanho médio de 15 A. O aumento da concentragdo de ROS resulta
numa maior quantidade de poros, e a quantidade de poros resulta num aumento de
permeabilidade da membrana celular. Sendo que o colestrol tem um papel regulador na
permeabilidade e fluidez da membrana celular e como tal a concentragdo desta substancia
é imperativa para, ap6s a formacdo de poros, defender a célula de fatores externos. As
células sas tém uma maior concentracdo de colestrol do que as células cancerigenas, e por
essa razdo ficam menos vulneraveis a introducdo de RONS [34].

Também é possivel observar seletividade quando comparando a reacdo das células
procaridticas com as eucaridticas. As células eucariéticas, devido a sua complexidade
acrescida, também apresentam melhores mecanismos de defesa, e por essa razdo neces-
sitam de tempos de exposicdo ao CAP muito superiores para sofrerem o mesmo efeito
relativamente ao tempo de exposicdo das células eucaridticas. Sendo essa a razdo da
eficacia do CAP na inibicdo bacteriana [36].

E devido a esta seletividade que, atualmente existem diversos estudos realizados no
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sentido de tentar perceber a utilidade do plasma para terapia de células cancerigenas
[34][37][38][39][40].

Outra questdo que é de relevancia é o modo pelo qual se usa o CAP para interagir com
as células, existindo duas possiveis alternativas; a primeira consiste no contacto direto da
pluma de plasma com as células e uma segunda, esta indireta, em que se procura utilizar
o plasma para tratar o meio de cultura das células antes de as introduzir no mesmo, este
método chama-se no inglés Plasma Activated Liquid (PAL),Plasma Conditioned Medium
(PCM) ou de Plasma Activated Medium (PAM). De acordo com Labay et al. o método
direto é uma técnica mais ttil para tratamento de células e tumores localizados, enquanto
que o método indireto é melhor para o tratamento de maiores areas [39]. Isto foi observado
utilizando placas de pogos, de diferentes tamanhos [39]. Sendo que os para as placas de
pocos de menores dimensdes a viabilidade celular era igual nos dois métodos, mas nas
placas de maiores dimensdes o método indireto apresentou melhores resultados ao longo
do tempo[39].

E importante no entanto perceber como é que a descoberta do método indireto veio
abrir novas possibilidades no ramo do plasma aplicado a medicina. A utiliza¢do do CAP
de forma direta tem uma falha muito grande na sua aplicagdo. Para induzir a apoptose das
células cancerigenas, o seu poder de penetracdo, esta limitado aos 60 pm , por essa razdo,
caso este fosse o tinico método, tumores que estivessem localizados a profundidades
superiores a essa ndo seriam possiveis de eliminar. Com a utilizagdo do método indireto,
é possivel tratar o meio de cultura celular, obtendo-se uma solu¢do com espécies reativas
RONS, designada como solugdo ativada, que pode ser injetada e atingir zonas tumorais
que ndo sdo acessiveis pelo método direto. Deste modo, as duas técnicas complementam-
se, sendo o método direto mais ttil para tumores superficiais, e o método indireto, para
os restantes [40].

E relevante frisar que este tipo de tratamento ndo s6 é relevante em condicdes in
vitro, mas que também apresenta seletividade in vivo. Este tipo de tratamento tem-se
demonstrado eficaz na destrui¢do ou diminuigdo de tumores malignos de diferentes tipos:
melanoma; glioblastoma; pulmao; pancreas, entre outros como pode se ver na tabela 3.2
[37][31][41][42].

17



CAPITULO 3. ESTADO DA ARTE

Tabela 3.2: Apresenta um resumo dos principais trabalhos referenciados na literatura
sobre a exposigdo de células cancerigenas ao CAP

Artigo

Fonte

Método

Aplicacao

Resultado

M. Keidar et al.
(2011) [43]

APPJ

direto

in vitro e
in vivo

a) CAP elimina seletivamente as cé-
lulas cancerigenas sem danificar cé-
lulas sas; (b) reduz significamente o
tamanho do tumor in vivo.

O. Volotskova et
al. (2012) [41]

APP]

direto

n vitro

A seletividade celular do CAP esta
relacionada com a probabilidade de
uma célula se apresentar na fase-S.

R.
Guerrero-Preston
et al. (2014) [37]

APP]

direto

in vitro

Hé selegao celular por vias ndo apop-
toticas.

S. Vermeylen et
al. (2016) [44]

APPJ

direto e
método
indireto

in vitro

a) Tanto método indireto como o0 mé-
todo direto sdo eficicazes, sendo que
o método indireto é mais viavel para
cirurgias b) a maioria das células
ndo vidveis por via de tratamento
sofreram necrose ou apoptose.

S. Mohades et al.
(2016) [45]

APPJ

indireto

in vitro

a) método indireto mostra-se tao efi-
caz como o método direto a eliminar
células cancerigenas; b) A eficacia
do método indireto, é dependente
da concentragdo de RONS; c) A eficé-
cia do método indireto diminui com
o tempo, esta pode ser atribuida a
diminui¢do da quantidade de peré-
xido de hidrogénio, que ao fim de
8 horas reduz para 50% da quanti-
dade inicial.

S.J. Kim et al.
(2019) [46]

APPJ

direto

in vitro

Foi observado que as células can-
cerigenas sdo mais susceptivéis as
RONS induzidas pelo plasma do
que as células sds, expecialmente o
6xido nitrico.

Lafontaine J et al.
(2019) [47]

APPJ

direto

in vitro

a) Foi demonstrado que células sen-
siveis a radioterapia também sdo
sensiveis a CAP; b) Em algumas cé-
lulas mamarias foi observada siner-
gia quando utilizando CAP junta-
mente com Radioterapia.
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Artigo

Fonte

Método

Aplicac¢ao

Resultado

Biscop E et al.
(2019) [48]

APPJ

direto e
indireto

n vitro

Comparando método indireto com
ométodo direto revelou-se que o mé-
todo direto é menos dependente dos
pardmetros de teste (tipo de célula,
meio de cultura, tipo de cancro).

Liedtke KR et al.

(2020) [49]

APP]

indireto

in vitro e
in 0vo

E demonstrado que o CAP em con-
jugagdo com quimioterapia é me-
lhor do que qualquer um dos tra-
tamentos quando usados individu-
almente.

Park S et al.
(2020) [50]

DBD

direto

in vitro e
in vivo

Foi observada a capacidade do CAP
de quebrar a tolerdncia das células
cancerigenas a quimicos desenvolvi-
dos para o tratamento de cancro, a
sensibilidade restaurada ao quimico
testado (Paclitaxel) foi de 70%.

Akter M et al.
(2020) [36]

APPJ

direto e
indireto

in vitro e
in vivo

E demonstrada a citotixidade dos
compostos RONS na paragem de ci-
clo celular e na apoptose celular.

Vaquero ] et al.
(2020) [51]

APPJ

indireto

in vitro e
in vivo

a) O tratamento da cultura celular
com o tratamento indireto resultou
na morte de células cancerigenas. b)
A nivel molecular o CAP induziu
danos no DNA, num aumento da
fosforilagdo e ativagdo dos regula-
dores de ciclo celulares, levando a
paragem de ciclo celular e na apop-
tose celular.

Griseti E et al.
(2020) [52]

APPJ

indireto

in vitro

a) A citotoxidade do método indi-
reto estd diretamente relacionada
com a quantidade de peréxido de hi-
drogénio e nitrato b) A composicdo
quimica do meio de cultura ativado
por plasma é relevante para a rapi-
dez e profundidade do tratamento.

Chung TH et al.

(2020) [53]

APPJ

indireto

in vitro

Conjugar o uso de CAP com eletro-
quimioterapia pode ser uma boa al-
ternativa a eletroquimioterapia. Ob-
tendo resultados semelhantes com
menos efeitos secunddrios.

Os resultados descritos na literatura permitem concluir que o CAP pode ser uma possivel

abordagem no tratamento do cancro. Estudos in vitro e in vivo mostraram que o CAP é

capaz de eliminar células cancerigenas sem prejudicar as células saudaveis. Alguns artigos

também destacam a seletividade celular do CAP, o que significa que algumas células sdo

mais suscetiveis aos efeitos do plasma do que outras. Alguns estudos também destacam a

eficdcia do CAP em conjunto com quimioterapia, e sua capacidade de quebrar a tolerancia
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das células cancerigenas aos tratamentos quimicos. A nivel molecular, o CAP é capaz de
causar danos no DNA e ativar reguladores do ciclo celular, levando a paragem de ciclo
celular e apoptose celular [54].

Em geral, os resultados dos estudos apontam para a potencial eficacia do CAP no
tratamento do cancro, mas ainda sdo necessarios mais estudos para compreender melhor
0 seu mecanismo de agdo e o seu potencial como uma abordagem terapéutica vidvel. Os
possiveis danos causados no DNA sdo a razdo pela qual este estudo esta a ser realizado,
de modo a determinar este efeito, e a sua possivel importancia no tratamento de células

cancerigenas e a sua seguranga relativamente as células sas.

3.3 Estudos relacionados com a intera¢dao entre o CAP e DNA

Para perceber o potencial impacto do dano causado pelo CAP no DNA na seletividade de
tratamento é importante estudar esta interacdo de modo a perceber os mecanismos por
detrds da mesma, para isso é importante salientar alguns estudos, que sdo apresentados
na tabela 3.3:

Tabela 3.3: Apresenta um resumo dos principais trabalhos referenciados na literatura que
analisam a exposi¢do do DNA ao CAP

Artigo Resultado

Foi determinado o dano induzido no DNA pelas espécies
RONS, 4dtomos excitados, particulas carregadas, eletrdes e
Radiagdo UV. Os resultados demonstram uma pequena frag-
mentagdo do DNA (abaixo de 10%). Estimam que os danos
causados ao DNA podem ser distribuidos por: Radiacado
UV 10%; i0es positivos 8%; eletrdes e ides negativos 20%;
espécies reativas 62%.

A distancia da ponta do APPJ ao DNA é inversamente pro-
porcional a sua capacidade destrutiva. Sdo comparados os
resultados da eletroforese entre distancias de 0,1 cm e 0,5
cm, onde o primeiro caso inequivocamente apresenta resul-

S. Ptasiniska, et al.
(2010) [55]

Morales-Ramirez
P, et al. (2013)

[56] tados mais destrutivos. O namero de exposi¢des aumenta a
desfragmentagdo do DNA.
Os danos no DNA aumentam com uma diminuic¢do da dis-
Han, X,, et al.

tancia entre o APPJ e a amostra de DNA, e o aumento do
tempo de irradiagdo.

C. Yaopromsiri, | O CAP suscitou danos e quebrou as fitas de DNA, por acado
et al. (2015) [58] | das particulas carregadas e dos RONS.

(2014) [57]
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Artigo Resultado
O plasma diminui a viabilidade das células assim como
os valores de ATP intracelular através de um aumento da
populacado apoptética via ativacdo do mecanismo caspase. A
utilizagdo de scavengers de ROS atenua a atividade do plasma
Kaushik N. et al. | nas células. Radicais obtidos através de sistemas quimicos
(2015) [59] aumentam a morte das células cancerigenas, assim como de
células sas, sendo que nao é observada a seletividade celular
apresentada pelos radicais obtidos através do plasma. Foi
observado dano no DNA celular, apés a interagdo com o
CAP através da utilizacdo de marcadores H2AX.
O CAP induz quebras nas fitas de DNA tanto no modelo de
tecido como no modelo celular, sem ser observada a rutura
da membrana no tltimo caso. No caso do modelo de tecido
o tratamento de plasma demora mais tempo, e apenas foi
observado dano no DNA superficial.
A inducédo de danos no DNA foi induzida através de RONS
Kurita H. D., et al. | formados pela interagdo do CAP. Este dano é medido através
(2020) [61] da quebra das fitas de DNA ou da modificagdo quimica das
bases do DNA.
Apesar de haver muitos estudos que parecem indicar que o
CAP causa danos no DNA esta ideia ainda é debatida sendo
que ndo se sabe se o dano no DNA é causado diretamente
pela interagdo do CAP ou apenas como consequéncia da
apoptose da célula.
E apresentada uma correlacdo entre a producado de radicais
OH pelo CAP e os danos causados nas fitas de DNA. Os
resultados indicam também que o grau de dano nas fitas
de DNA aumentou quando a pluma de plasma entrou em
contacto com a solugdo de DNA. A utilizagdo de scavengers
de ROS permitiu uma diminui¢do do dano observado no
DNA.
O espetro de mutagao induzida pela utilizagdo do CAP pa-
rece ter um padrdo mais semelhante ao padrdo de amostras
irradiadas com Raios-X do que tratamentos com UV. Deste
modo a produgdo de RONS é o principal causador de danos
no DNA.

Szili, Endre J. et
al (2017) [60]

Brany D., et al.
(2021) [62]

Gaur, N,, et al
(2021) [63]

Bethany L., et al
(2021) [64]

Os estudos apresentados mostram que o plasma pode causar danos no DNA devido a
presenga de espécies reativas de ROS, particulas carregadas e radicais livres. A proximi-
dade do plasma com a amostra de DNA e o tempo de exposi¢gdo também podem afetar a
quantidade de dano no DNA. Dos estudos descritos na tabela 3.3 é possivel extrair uma
conclusdo importante para o estudo realizado nesta tese. De acordo com a literatura, parece
que os RONS induzem de facto dano nas fitas de DNA. A grande questdo é no entanto se
o dano ao DNA ¢é causado diretamente pela interagdo com CAP ou posteriormente como
consequéncia da apoptose da célula. Com esta dissertagdo pretende-se complementar o

conhecimento sobre o fenémeno.
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MATERIAIS E TECNICAS

Neste capitulo sdo descritos os materiais e as técnicas utilizados nos estudos realizados.
Este capitulo é dividido em 3 etapas: A caracterizagdo da pluma do plasma por espetros-
copia 6tica de emissdo; a preparagdo de solugdes e o estudo da interagdo do jato de plasma
com cada uma das solugdes. As amostras utilizadas foram: solugdes de DNA, emulsoes
de lipossomas e emulsdes de DNA encapsulado por lipossomas.

Neste trabalho o dispositivo utilizado é um jato de plasma frio atmosférico, acoplado
a uma fonte de alta tensdo, anteriormente desenvolvida, na sua totalidade no laboratério
da FCT, Portugal [65].

4.1 Principio de funcionamento da fonte

Tal como o jet, a fonte de tensdo utilizada também foi desenvolvida no laboratério de
plasmas e aplicagoes da FCT [65]. Esta fonte de tensdo continua DC, é varidvel dos 0 aos
20 kV, e com corrente maxima aproximada de 20 mA [65].

Citando Erica Pinto et al., esta fonte é constituida por [66]:

¢ Fonte de tensdo DC - Alimentada pela tensdo da rede e dimensionada de modo a

produzir uma tensdo continua varidvel de 20 kV;

e Circuito oscilador - Circuito condutor do transformador de linhas(também conhe-

cido como ZVS, Zero-Voltage Switching);

¢ Transformador de linhas (flyback) - Transformador inversor de razdo 1:1000 desti-

nado a elevar a tensdo até cerca e 20 kV;

¢ Retificador - Acoplado ao transformador de linhas, é responsavel pela conversao da
tensdo alternada (AC), proveniente do transformador em tensdo continua;
4.2 Descricao do Dispositivo

Como é possivel observar na figura 4.1 este dispositivo segue o principio de funcionamento

indicado na secgdo 4.3, no sentido em que uma diferenga de potencial entre os elétrodos
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suficientemente grande (de acordo com a lei de Paschen, figura 4.1), neste caso de 8 kV
permite a disrupg¢do da barreira dielétrica do argon. A diferenca de potencial, desencadeia
uma ionizagdo em avalanche, que quando complementada com um fluxo unidirecional do
gds, (neste caso drgon) resulta numa pluma de plasma. Adicionalmente é possivel verificar
elementos como a craveira digital, o extensor e o posicionador vertical que procuram
ajustar o posicionamento da sonda de forma precisa, nomeadamente a sua distancia ao
alvo [38].

Figura 4.1: Fotografias da caneta de CAP, onde: 1) Craveira digital; 2) Placa de aluminio;
3) Extensor; 4) Entrada de argon; 5) Elétrodo interno; 6) Elétrodo externo; 7) Posicionador
vertical; 8) Suporte de acrilico. Adaptado de [65].

Embora o dispositivo se encontrasse em boas condi¢des foi necessario fazer uma otimi-
zagdo a caixa que envolve o divisor de tensdo, isto porque, a caixa anterior apresentava
alguns problemas de isolamento elétrico. Quando considerando o facto de que o trabalho
experimental é realizado a altas tensdes, foi importante criar uma nova caixa, com melhor

isolamento elétrico e aberturas estrategicamente localizadas para evitar sobreaquecimento.

4.3 Principio de producao do jato de plasma CAP

Como ja introduzido na secgdo 3.1.3, existem dois diferentes tipos principais de disposi-
tivos que sdo bastante importantes no tratamento de bioestruturas através da utilizacdo
do CAP, nomeadamente o DBD e o APPJ, sendo que DBD foi o primeiro a ser utilizado
com este intuito. Porém, os APPJ apresentam no entanto, grandes vantagens quando
comparando com DBD, nomeadamente a sua alta portabilidade e direcionalidade e, por
essa razao, é também um dispositivo mais adequado para tratamentos localizados.

A caneta que produz o jato de plasma, como é possivel observar na figura 4.2, é
composta por dois elétrodos, e no seu interior flui um gas neutro, normalmente azoto,

hélio ou argon [67]. O gés utilizado neste trabalho foi o drgon.

23



CAPITULO 4. MATERIAIS E TECNICAS

l4

1

U 5
Figura 4.2: Nesta figura sdo ilustrados tanto o DBD, apresentado a direita como o APPJ, a
esquerda. A similaridade das estruturas é evidenciada pela caracterizagdo das mesmas,

da seguinte forma. 1) Fonte de alimentagdo; 2) Elétrodos; 3) Barreira dielétrica; 4) Fluxo
de gas; 5) Plasma. Adaptado de [68].

A escolha do drgon para a produgdo de plasma segue um conjunto de requerimentos,
nomeadamente: a) produz plasma facilmente, a baixos valores de tensdo de disrupgdo,
como é possivel verificar na figura 4.3; b) ao contrario do azoto, é um gas nobre e como tal
estdvel; ¢) possui elevada condutividade térmica relativamente a outros gases, permitindo
uma maior dissipagdo de calor; d) baixo custo em comparac¢do com o hélio ou o néon.

Embora o drgon ndo seja o melhor em todas as categorias anteriormente enumeradas,
juntamente com o hélio, é o gds que apresenta melhor desempenho quando todas as
categorias sao consideradas em conjunto.
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Figura 4.3: Curvas de Paschen que ilustram a lei de Paschen. Adaptado de [69].

A diferenca de potencial minima para a ionizagdo do gés chama-se tensdo de disrupgdo e
varia de acordo com a constante do gés, assim como a pressdo do gas e a distancia entre
elétrodos. Este fenémeno é descrito pela lei de Paschen que pode ser ilustrado pela curva
de Paschen na figura 4.3 de modo a melhor compreender qual a tensdo minima para a

formagdo do plasma tendo em conta as varidveis anteriormente descritas.
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DE EMISSAO

Cl.(p.d)

" G Inpd) .

A equacdo 4.1 exprime a Lei de Paschen, sendo C1 e C2, constantes do gas, p a pressdo do
gas e d a distancia entre elétrodos. Assim, ao aplicar uma tensdo igual ou superior a tensao
de disrupg¢ao, ocorre ionizagdo em avalanche dos dtomos do gés, tornando-se assim o gas
em questdo num plasma. O tamanho da pluma de plasma é resultado da manipulacado do
fluxo de gas que por ela flui. O aumento do fluxo de gas, resulta numa maior pluma de
plasma [65].

Como explicado anteriormente, o plasma contém uma grande quantidade de cargas
livres, como eletrdes e ides, que o tornam num excelente condutor e suscetivel a campos
eletromagnéticos. Para além disso, geram-se fotées desde o espectro IV (radia¢do térmica)
até ao UV, e em contacto com o ar formam-se ainda espécies reativas de oxigénio e de
azoto (ROS e Reactive Nitrogen Species (RNS) respetivamente). Estas espécies reativas em
conjunto com a radiacdo UV emitida entram em contacto com o DNA e causam danos na
sua estrutura, podendo levar a ativacdo da cadeia apoptética (e consequente apoptose das
células) [65].

4.4 Caracterizacio da Pluma do Plasma por Espetroscopia Otica

de Emissao

Neste método de monitorizacdo o objetivo é captar a luz emitida pelos &tomos neutros e/ou
ionizados, radicais ou moléculas presentes no plasma. A luz emitida tem um comprimento
de onda definido e é a sua medigdo que servird para a caracterizacdo das espécies que
o compdem. A radiacdo emitida é coletada através de uma fibra 6tica FC-UV600-2 da
Avantes, e transportada até um espectrémetro (SPEC STD, Sarspec) [65][38].

Ao analisar o espetro é possivel adquirir a informacao relevante anteriormente referida,
nomeadamente o comprimento de onda de cada espécie assim como o niimero contagens
de cada espécie. Na figura 4.4, é possivel verificar a caracterizacdo do plasma gerado pelo
dispositivo utilizado, esta caracterizacdo foi realizada por Sara Pereira et al., e demonstra
os picos medidos no plasma utilizado [65].

E importante salientar que o primeiro intervalo, dos 300 aos 400 nm pode ser dividido
em dois tipos de radiagdo, UV-A (315-400 nm) e UV-B (280-315 nm), sendo estes dois tipos
de radiacdo UV os menos energéticos, e consequentemente menos destrutivos. Os agentes
reativos do drgon por outro lado pertencem a gama da radiagédo visivel e infravermelha,
entre os 700 e os 850 nm, ndo apresentando um papel destrutivo relevante para as ligagdes
da molécula de DNA [65].
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Figura 4.4: Espectro do jato de plasma para o elétrodo de fio de cobre. Adaptado de [65].

4.5 Preparacao das Solucdoes de DNA

Para a preparagao de solu¢des de DNA primeiro foi escolhida a espécie Deoxyribonucleic
acid sodium salt from calf thymus, D1501-500 MG em fibras de tipo I da Sigma-Aldrich. De
seguida o DNA foi extraido do frasco utilizando duas espatulas anteriormente esterilizadas
de modo a conseguir separar as fibras de DNA até obter a massa de DNA pretendida
de 1,25 mg. Por dltimo o DNA foi dissolvido em 25 mL de agua ultra pura para obter
uma concentracdo de 50 pg/mL num copo de precipita¢do. Este copo foi colocado num
agitador durante 24 horas, devidamente selado utilizando parafilme e papel de aluminio

em todo o seu redor para evitar interagdes com a luz ambiente [70].

4.6 Preparacao de Emulsdes de Lipossomas

Para a preparacdo de lipossomas é importante primeiro escolher o tipo de lipidos a
utilizar. Assim, devido a sua estabilidade duas espécies foram inicialmente propostas:
O 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) e o 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phospho-(1"-rac-glycerol) (DPPG) da Avanti.

O DNA ¢ uma molécula negativamente carregada devido a presenga de grupos fosfato
na sua estrutura que possuem carga negativa. Por essa razdo é importante que os lipidos
escolhidos ndo possuam carga negativa, de modo a que as intera¢des eletrostéticas possam
ocorrer com o intuito de criar liga¢des entre o DNA e o lipossoma [71].

O DPPC é um fosfolipido zwitteriénico, ou seja, um composto quimico eletricamente
neutro, mas que tem cargas positivas e negativas na sua cabega. A carga positiva deve-se a
presenga de um grupo colina, enquanto a carga negativa deve-se a presenca de um grupo
fosfato. Esta neutralidade permite formar estruturas de bicamada estaveis e rigidas, o que
é vantajoso para a estabilidade do DNA encapsulado [72].

O DPPG tende a formar estruturas ndo lamelares, como fases hexagonais invertidas,

em vez de estruturas de bicamada, o que pode afetar a estabilidade e as propriedades dos
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lipossomas resultantes. Outro problema € o facto do DPPG, ser um lipido negativamente
carregado e por essa razdo é uma escolha pior em termos de interag¢des eletrostaticas com
o DNA [73].

Pelas razdes acima descritas, o DPPC foi a escolha para o encapsulamento de moléculas
de DNA. Para manter uma boa proporgédo (3:1), para encapsulamento do DNA, tanto para
as emulsdes de lipossomas como para as emulsdes de DNA encapsulado foi mantida uma
concentragao de 150 pg/mL.

Os lipossomas podem ser preparados de diversos métodos e cada método resulta em
lipossomas de diferentes caracteristicas. O método escolhido foi o de hidratac¢do de filmes
finos. Neste método os lipidos sdo dissolvidos num solvente organico, nesta preparagdo o
solvente é uma mistura de cloroférmio e metanol, com o cloroférmio a 80% de concentragdo.
Ap6s esta dissolugdo segue-se a evaporagdo do solvente organico, utilizando uma pistola
de azoto comprimido e de seguida deixando os filmes a secar, em tubos de ensaio no
interior de um excicador durante 24 horas. O resultado desta evaporagdo é a formacao de
filmes finos nas paredes do tubo de ensaio. No entanto para conseguir quebrar as ligagdes
dos lipidos é necessério hidratar os filmes utilizando dgua ultra pura e posteriormente
submeté-los a um dispositivo de ultrassons durante um total de 30 minutos a 50°C de
modo a estar acima da temperatura de mudanca de fase dos lipidos. A agitacdo provocada
por este dispositivo ndo s6 provoca a quebra de ligagdes dos filmes como também produz
vesiculas. A utilizacdo de um dispositivo de ultra sons ao invés de um agitador regular
deve-se a necessidade de obter vesiculas de pequenas dimensdes [70].

4.7 Preparacao de Emulsdoes de DNA Encapsulado

Para este tipo de emulsdes, as solugdes de DNA foram dissolvidas com os filmes de
lipidos no processo de hidratacdo, ou seja, antes de serem submetidos a agitacdo no
dispositivo de ultra sons. E importante realgar que para as 3 solugdes/emulsdes utilizadas,
a concentragdo dos lipossomas e do DNA foram mantidas constantes como é possivel
verificar na tabela 4.1. Isto é, 0 DNA a 50% de concentragao e os lipossomas a 25%, sendo
a restante percentagem de dgua ultra pura, esta varidvel em cada solugao.

Tabela 4.1: Na tabela sao apresentados os trés tipos de solugdes utilizadas e os respetivos
volumes de cada substancia, assim como a sua propor¢ao em percentagem em relagdo a
solugdo produzida.

T~1PO de ~ DNA (mL) Lipossomas (mL) H2O (mL)
Solu¢dao/Emulsido
DNA 2,5 (50%) 2,5 (50%)
Lipossomas 1,25 (25%) 3,75 (75%)
DNA Encapsulado | 2,5 (50%) 1,25 (25%) 1,25 (25%)

27



CAPITULO 4. MATERIAIS E TECNICAS

4.8 Descricao do tipo de tratamento realizado em cada ensaio

As solugdes foram colocadas em frascos, que foram protegidos com folha de aluminio e
parafilme para prevenir o derrame e o dano por acao luminosa e refrigeradas no frigorifico
de modo a manter as solu¢des em boas condi¢Ges.

Utilizando uma micropipeta de ponta descartavel foi pipetado um volume de 3 mL para
uma placa de 12 pogos. Este volume foi escolhido propositadamente para prevenir erros
de derrame ao pipetar as solugdes para as cuvetes que sdo utilizadas no espetrofotémetro,
uma vez que estas tém um volume total de 2mL. Este processo encontra-se esquematizado

na figura 4.5:

Pipetagdo da solugéo Exposigio da solugdo/emulsdo
/emulsdo para os pogos ao CAP por determinado tempo

Figura 4.5: Processo de tratamento das solugdes. Utilizando uma micropipeta, as solu-
¢Oes/emulsdes sdo transportadas dos fracos onde sdo conservadas, para os pogos com
igual volume de 3mL, seguidamente as solu¢des/emulsdes sdo expostas ao CAP por um
determinado periodo de tempo. Adaptado de [66]

No processo esquematizado pela figura 4.5 foi utilizada uma micropipeta mecanica
monocanal, BioPette Plus, da Labnet com capacidade de suc¢do de 1000 pl e com incerteza
de +6 pl.

O ntimero de pogos utilizados e a distribuicdo das solu¢des pelos mesmos, variou
com o propésito de cada tratamento. Os tratamentos realizados ao longo do trabalho,
juntamente com a descri¢do de cada um e o seu objetivo encontram-se ordenados na
tabela 4.2:

Tabela 4.2: Na tabela sdo apresentados e descritos, os quatro tipos de ensaio realizados,
com os respetivos objetivos.

Tratamento Descri¢ao do Tratamento Objetivo

Num total de 10 pogos, 3 fo-
Caso1: Estudoda | ram preenchidos com solu-
absorvéancia da ¢0Oes controlo, e os restantes 7
solucdo tratada com | pogos com solugdes tratadas.
diferentes tempos de | Tempos de exposicdo ao jato
exposicdo ao CAP | de plasma, em minutos: 2,4, 6,
8,10,12 e 16.

Tentar perceber se o tempo
de exposicdo ao CAP tem
impacto na integridade das
solugdes tratadas.
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Num total de 6 pogos, 3 foram
preenchidos com solugdes de
DNA controlo e 3 com solu-
¢oes de DNA tratado com o

Caso 2 : Estudo da
absorvancia da
solugdo tratada ao

Tentar perceber se o tempo
ap0s exposigdo ao CAP

lortgo de 72 }loras CAP. Cada solucio tratada, tem impacto na integri-
apos exposicaoao | . AP d dade das solugdes tratadas.
CAP oi exposta ao C urante

16 minutos.

Num total de 12 pogos, 3 fo-

ram preenchidos com solu-

¢des de DNA tratadas com o | Tentar perceber se a distan-

CAP, sendo as restantes solu- | cia ao CAP tem impacto na

¢des controlo a distancias dife- | integridade das solugdes

rentes do CAP. Cada solugdo | controlo.

tratada, foi expostaao CAP du-

rante 16 minutos.

Num total de 6 pogos, 3 foram
Caso 4 : Estudo da | preenchidos com dguando tra- | Tentar perceber o impacto

absorvancia da 4gua | tada e os restantes 3 com dgua | da ativacdo de espécies re-
ap0s exposigdo ao | tratada pelo CAP. Cada so- | ativas na d4gua nos estudos

CAP. lugdo tratada, foi exposta ao | realizados.
CAP durante 16 minutos.

Caso 3 : Estudo da
absorvéancia da
solugdo controlo

variando a distancia
ao CAP

E importante referir que a configuragio do caso 2 descrito na tabela 4.2, foi repetida
para as emulsdes de lipossomas e DNA encapsulado por lipossomas para o tempo de
exposi¢do de 2 minutos. Tendo em consideragdo que neste tratamento a solu¢do/emulsdo
teve de ser conservada durante a noite algumas medidas tiveram de ser tomadas; ap6s
a leitura da ultima cuvete, estas sdo revestidas e colocadas no frigorifico para manter a
sua integridade, e revestidas com parafilme e papel de aluminio para prevenir derrame e
irradiacdo luminosa. No dia seguinte cada cuvete é lida novamente no espetrofotémetro e
novamente preservada no frigorifico. Este processo é repetido 3 vezes de modo a perfazer
as 72 horas do estudo.

Detalhando o caso 3 referido na tabela 4.2, nesta configuracao 3 solugdes controlo
encontravam-se na placa de pocos durante o tratamento de solugdes, 3 solugdes controlo
encontravam-se numa placa exposta ao ar livre, longe do jato de plasma durante o
tratamento e as restantes 3 solucdes de controlo apenas foram retiradas do frasco aquando
o momento de leitura no espetrofotémetro.

Finalmente, é importante salientar que para todos os casos descritos na tabela 4.2, foram
mantidas as mesmas condi¢des, nomeadamente: para todos os estudos foi empregue o
método direto, a uma distancia entre a ponta do jato de plasma e a amostra de 2 cm, com
um fluxo constante de drgon de 3 standard liter per minute (slm) a uma tensdo de 8 kV
entre os elétrodos do dispositivo.

Para caracterizar o efeito de exposi¢do CAP em cada uma das solu¢des/emulsdes
anteriormente referidas foram medidos os espectros de absorvancia entre os 190 e os 900
nm utilizando o espectrofotémetro Shimadzu UV-2101PC para medir .
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4.9 Funcionamento do espetrofotometro
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Figura 4.6: Diagrama de funcionamento de um espetrofotémetro de duplo feixe. Adaptado
de [74]

Como pode ser observado na figura 4.6, o funcionamento bésico de um espectrofotémetro
de duplo feixe, consiste em irradiar uma amostra e uma referéncia, medir a intensidade
da radiacdo transmitida através de ambas e compara-las.

Ap6s ser irradiada pelas lampadas, a luz passa por uma fenda inicial para onde é
colimada, de seguida, a luz atravessa um monocromador, que seleciona comprimentos
de onda especificos e de seguida o feixe passa por uma fenda, desta vez com o propédsito
de filtrar outros comprimentos de onda. A luz monocromaética é depois direcionada para
um beam splitter que divide o feixe em dois. Um dos feixes é direcionado para a amostra a
estudar e outro para uma amostra de referéncia [74]. Ao atravessar a amostra de referéncia
sdo contados os fotdes que chegaram ao foto-detetor, similarmente, ao atravessar a cuvete
da amostra sdo coletados, por um segundo foto-detetor os fotdes que atravessaram a
amostra. Realizando a diferenca entre o niimero de fotdes incidentes na amostra de
referéncia e o namero de fotdes incidentes na amostra, é possivel obter o nimero de
fotdes absorvidos pela amostra. Tendo em consideracdo que estas medi¢des sdo feitas
por comprimento de onda, é possivel obter informagao detalhada sobre a absorvancia
por comprimento de onda da amostra, desse modo conseguindo distinguir diferentes
compostos na mesma [74].

O espectrofotémetro utilizado foi um Shimadzu UV-2101PC, que permite fazer me-
di¢bes na gama dos 200 nm aos 900 nm. A absorvancia de radiagdo é proporcional a
concentracdo da substancia absorvente na amostra. Desse modo, quanto maior a absor¢do
da substancia, maior a sua concentracdo na amostra. Neste trabalho este conceito é utili-
zado para tentar observar altera¢des na concentra¢do tanto do DNA como dos lipossomas.

A substancia é identificada pelo comprimento de onda da radiagdo absorvida.
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5

ReEsuLTADOS E DISCcussAo

Neste capitulo sdo apresentados os espectros de absorvancia obtidos, nomeadamente
os resultados correspondentes aos efeitos de exposigdo ao CAP para solucdes de DNA,
emulsdes de lipidos e emulsdes de DNA encapsulado em lipidos.

5.1 Estudo preliminar do impacto do CAP na solu¢ao de DNA

Foram utilizados 6 pogos de uma placa: 3 para as solucdes de DNA de controlo e 3 para
solugdes de DNA expostas ao CAP durante 16 minutos. Os espectros de absorvancia
observados na figura 5.1, foram medidos no espectrofotémetro e correspondem a solugao
de DNA de cada tipo de amostra, uma vez que todas as solu¢ées do mesmo grupo

apresentavam espectros de absorvancia semelhantes.

3,54

1 1 Controlo
30 N V A —— CAP

Absorvancia

0,0

T T T T 1
200 250 300
Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.1: Comparacdo de dois espectros de absorvancia de solu¢des de DNA, a preto
solucdes de DNA controlo e a vermelho solugdes de DNA exposto a pluma de plasma
durante 16 minutos.
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5.2 Estudo da absorvancia da solucao tratada com diferentes

tempos de exposicao ao CAP

Para tentar perceber o impacto do CAP na molécula de DNA, os espectros de absorvancia
das solugdes foram medidos com diferentes tempos de exposicdo ao CAP. Este estudo tem
como interesse ndo s6 perceber se a alteracdo do tempo de exposi¢do é um fator relevante,
mas também perceber como é que o tempo de exposigdo faz a absorvancia variar, ou seja

qual o tipo de fungado de dependéncia.

—— Controlo
354 —— t=2min
—— t=4min
—— t=6min
— t=8min
— t=10min
—— t=12min
—— t=14min

3,0 1
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i/~
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1,54
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1,0

0,5

0,0

T T T T T T T T T T 1
200 220 240 260 280 300
Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.2: Espectro de absorvancia das solu¢ées de DNA em fun¢do do comprimento de
onda, para diferentes tempos de exposicao.
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Figura 5.3: Espectro de absorvancia das solu¢des de DNA em func¢do do comprimento de
onda, para 2 e 16 minutos de exposicdo, incluindo o espectro de absorvancia da solugdo
controlo de DNA, para comparagéo.
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5.2. ESTUDO DA ABSORVANCIA DA SOLUCAO TRATADA COM DIFERENTES
TEMPOS DE EXPOSICAO AO CAP

Nos graficos 5.2 e 5.3, é possivel ler a influéncia do tempo de exposi¢cdo ao CAP para a
curva do espectro de absorvancia da solugdo de DNA. No gréfico 5.2, sdo incluidos todos
0s ensaios realizados para os tempos de exposicao CAP de 2,4,6,8,10,12,14 e 16 minutos.

No grafico 5.3 apenas estdo apresentados, os trés casos mais "extremos", para melhor
visualiza¢do e comparagdo, a solugdo controlo, a solugdo com menor tempo de exposic¢ao
e a solugdo com maior tempo de exposicao.

Tanto na figura 5.2 como na figura 5.3, é possivel observar, tanto um aumento de
absorvancia, como um deslocamento do pico que se encontra na banda entre os 200 e 220
nm. O aumento da absorvancia nesta zona parece indicar que, quanto maior o tempo de
exposi¢do maior o nimero de RONS produzidos e dissolvidos com a solugdo de DNA
[75]. Existe também um aumento entre os 240 nm e os 300 nm, assim como deslocamento
dos picos desta regido.

5.2.1 Analise da drea dos picos em relacdao ao tempo de exposicao ao CAP

135
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y = Intercept + BL*X\L + B2*x2 + B3X'3
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1054
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Figura 5.4: Area do pico a 200 nanémetros em relagio ao tempo de exposicdo ao CAP.

33



CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

18
-
] \
16
<
2
=
15
g
3
Equation | y= Intercept + BLL + B2%2 + BIX'S
g 14
Weight | No Weighting
© Residual Sum
o of Squares 021949
3 Adj.R-Square 098643
13 4 Value  Standard Error
intercept | 1273621 05772
81 046571 026114
- B2 014204 003275
83 000628 00012
12
T T T T T T T T T T T T 1
0 2 6 8 10 12 14 16 18

Tempo de exposigdo (minutos)
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200

190

1804

1704

y=Intercept + B1%1 + B2*x"2 + B3*x"3
Weight | No Weighting

38,89508

1504

Area da curva (UA)

Adj. R-Square 098131
Value | Standard Error
Intercept | 12859816 7,68357
Bl 192736 347624
B2 0,77396 0,43598
B3 -0,04095 0,01599

1404

130 +——F—""—f—————— 11—
o 2 4 & 8 10 12 14 16 18

Tempo de exposigdo (minutos)

Figura 5.7: Area total dos picos em relagdo ao tempo de exposigio ao CAP.

Na figuras figuras, 5.4,5.5 e 5.6 é possivel verificar a influéncia que o tempo de exposicdo
ao CAP tem na area de cada pico. Cada um dos picos foi inicialmente obtido fazendo
um fitting de trés picos no espectro da figura 5.1 com o objetivo de tentar perceber se
teria havido uma recombinagdo das moléculas de DNA, no sentido de averiguar se a
concentracdo das bases azotadas foi alterada ap6s possivel quebra de ligagdes da molécula
de DNA por parte do CAP.

No entanto, a existir de facto recombinacdo das bases azotadas do DNA, tal seria
observével através da diminui¢do da drea de um dos picos, e consequente aumento do
restante, o problema aparece com a introducdo das espécies RONS, ao interagir com o
CAP, estas misturam-se com o meio aumentando a drea dos trés picos como é possivel
observar nas figuras 5.4, 5.5 e 5.6 e 5.7. Um dado que corrobora a introdugado das espécies
RONS, é a figura 5.7 que mostra o aumento da area total dos picos.
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5.2.2 Analise do deslocamento dos picos em relacao ao tempo de exposicao ao

CAP
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Figura 5.8: Deslocagao percentual do pico aos 200 nanémetros em relagdo com o tempo

de exposigdo
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Figura 5.9: Deslocagdo percentual do pico aos 250 nanémetros em relagdo com o tempo

de exposigao
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Figura 5.10: Deslocacdo percentual do pico aos 270 nanémetros em relacdo com o tempo
de exposigdo

Pelos graficos apresentados nas figuras 5.8, 5.9 e 5.10, € possivel observar que todos os
picos sofrem um deslocamento, mas que o deslocamento mais significativo apresenta-se
no comprimento de onda dos 200 nm, este pico é obtido como explicado na secg¢do 5.5,
através da mistura das espécies RONS com a dgua presente na solugdo de DNA. Para
determinar de facto, se a deslocagdo deste pico indica a recombinag¢do molecular das
espécies resultantes da mistura, seria necessario recorrer a técnicas como por exemplo:
espectroscopia de ressondncia paramagnética electrénica, espectroscopia de massa ou

fluorescéncia, que permitem identificar as espécies.

5.3 Estudo da absorvancia da solucao ao longo de 72 horas apés
exposicao ao CAP

5.3.1 Estudo da absorvancia da solu¢ao de DNA exposta ao CAP ao longo de
72 horas

Para se perceber o impacto da exposi¢do ao CAP ao longo do tempo nas moléculas de
DNA, a solucdo de DNA foi exposta durante 16 minutos ao CAP, de modo a apresentar a
maior diferenca em relagdo aos resultados obtidos com a solucdo controlo. Neste estudo,
o espectro de absorvancia da solucdo foi medido de 24 em 24 horas, até completar as 72
horas. Os resultados podem ser observados na figuras figuras 5.11 e 5.12. E importante
mencionar que a solugdo era mantida no frigorifico selada com parafilme e tapada com
papel de aluminio, de modo a ndo ser irradiada por luz durante este periodo de tempo.
Ao retirar as solugdes do frigorifico estas eram agitadas levemente, de modo a assegurar

que as moléculas ndo permaneciam aglomeradas e aderentes as paredes das cuvetes.
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2,0 4 ——t=0h

Absorvéancia

0,0 I . I . I . I . I . .
200 220 240 260 280 300
Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.11: Espectros de absorcdo da solugao controlo de DNA ao longo de 72 horas
medidos com intervalo de 24 horas.
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Figura 5.12: Espectros de absor¢do da solucdo de DNA exposta ao CAP ao longo de 72
horas ap6s exposicdo com medidos com intervalo de 24 horas. A solugdo foi inicialmente

exposta ao CAP durante 16 minutos.

Neste estudo foi possivel observar que ao longo das 72 horas os resultados mantiveram-
se constantes, principalmente nos espectros de DNA exposto ao CAP. E possivel concluir

que o tempo ap0s tratamento ndo é uma varidvel a ter em conta, pelo menos nas condi¢oes

utilizadas.

38



5.3. ESTUDO DA ABSORVANCIA DA SOLUCAO AO LONGO DE 72 HORAS APOS
EXPOSICAO AO CAP

5.3.2 Estudo da absorvancia da emulsdo de lipossomas ao longo de 72 horas
ap6s exposicao ao CAP

Para estudar o impacto da exposigdo ao CAP a longo prazo, nas emulsdes de lipossomas,

foram medidos espectros de absorvancia com intervalo de 24 horas, até completar 72

horas. Os resultados podem ser observados nas figuras 5.13, 5.14, 5.15 e 5.16. As emulsdes
foram expostas ao CAP durante 2 minutos e armazenadas como descrito anteriormente.

——t=0h
34 —— t=24h

Absorvancia

T T T T T T T
200 400 600 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.13: Espectros de absorvancia das emulsdes de controlo de lipossomas ao longo
de 72 horas.
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Figura 5.14: Espectros de absorvancia das emulsdes de lipossomas ao longo de 72 horas
ap0s exposigdo ao CAP. A emulsao foi inicialmente exposta ao CAP durante 2 minutos
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Figura 5.15: Espectros de absorvancia das emulsdes de lipossoma de controlo e expostas
ao CAP no dia de exposicao ao CAP.
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Figura 5.16: Espectros de absorvancia das emulsdes de lipossoma de controlo e expostas
ao CAP 72 horas ap6s a exposigdo ao CAP.

Nas figuras 5.13, 5.14, 5.15 e 5.16 , é possivel verificar que no dia de tratamento a
curva apresenta menor absorvancia em todo o seu espectro. Isto pode ser justificado por
uma possivel deposigdo dos lipossomas nas paredes das cuvetes aquando da preservagao
das solugdes para os dias seguintes. De notar que mesmo ap0s ser agitada, é possivel
que alguns lipossomas tenham permanecido depositados ans paredes da cuvete, e que
como tal haja a ilusdo de um aumento de concentracdo. Um fator que talvez suporte esta
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ideia € o facto de que mantendo-se esta deposigdo, ao longo das medigdes seguintes, os
espectros sdo mais semelhantes entre si, isto é, 0s espectros 24 horas, 48 horas e 72 horas.
Este fenémeno é observado em ambos os espectros.

E também importante realcar que tal como na solugio de DNA representada nas
figuras 5.11 e 5.12, existe um aumento de absorvancia, essa sim relevante, na faixa entre os
190 nm e os 230 nm. Mais uma vez, sendo a emulsdo de lipossomas uma solucdo aquosa,
o aumento nesta faixa pode ser explicado pelo aumento de RONS [75].

Para melhor leitura dos graficos 5.13 e 5.14, sdo apresentadas as figuras 5.15 e 5.16 para
realcar a distin¢do entre o dia de exposicdo das emulsdes de lipossomas e ap6s 72 horas.

Deve-se também referir que, segundo foi o observado por Pereira et al, 0 aumento de
absorvancia dos lipossomas quando irradiados com luz ultra-violeta medindo a oxidagdo

das moléculas dos lipidos [76].

3,54
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Controlo, t=72h

—— CAP, t=0h
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Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.17: Grafico que combina as duas figuras 5.15 e 5.16.

Na figura 5.17 é possivel observar que os espetros de absorvancia expostos ao CAP
apresentam sempre uma absorvéncia superior aos espetros de controlo, tanto no dia
de exposi¢do como 72 horas depois, e que os espectros de absorvancia da emulsdo de
lipossomas exposta ao CAP conserva o seu aumento na banda entre os 200 e os 230 nm 72

horas depois do dia de exposigdo.

5.3.3 Estudo da absorvancia da emulsdao de DNA encapsulado ao longo de 72
horas apés exposicao ao CAP

Nesta seccdo € analisado o efeito apds exposi¢cdo ao CAP durante 2 minutos ao longo de
um periodo de 72 horas, em que a emulsao foi medida, de 24 em 24 horas, até completar as

72 horas, para as emulsdes de DNA encapsulado, os resultados podem ser observados nas
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tiguras 5.18 e 5.19. Mais uma vez é importante realgar que as condi¢des de armazenamento
foram mantidas. Os resultados sdo semelhantes aos obtidos nas emulsdes de lipossomas
revelando um aumento na banda dos 190 e 300 nm, devido a adigdo de DNA nas emulsées.
Mediu-se novamente que ao longo das 72 horas ndo houve uma mudanga significativa no

espectro de absorvancia das emulsdes.

Absorvancia

0 T T T T T T T
200 400 600 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.18: Espectros de absorvancia das emulsdes de controlo de DNA encapsulado por
lipossomas ao longo de 72 horas.
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Figura 5.19: Espectros de absorvancia das emulsdes de DNA encapsulado por lipossomas
ao longo de 72 horas apds exposi¢ao ao CAP.
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Figura 5.20: Espectros de absorvéancia das emulsdes controlo e expostas ao CAP de DNA
encapsulado por lipossomas no dia de exposigdo ao CAP.
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Figura 5.21: Espectros de absorvancia das emulsdes controlo e expostas ao CAP de DNA
encapsulado por lipossomas 72 horas apés a exposi¢ao ao CAP.
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Figura 5.22: Gréafico que combina os espectros de absorcao das figuras 5.20 e 5.21

5.3.4 Estudo da interacao entre o CAP e o DNA encapsulado

Neste estudo procurou-se comparar o efeito da exposicao ao CAP entre as solugdes DNA e
as emulsdes de DNA encapsulado. Tanto as solugdes como as emulsdes foram expostas ao
CAP durante 2 minutos. A figura 5.24 mostra os espectros de absorvancia das solugdes de
DNA, das emulsdes de lipossomas e das emulsdes de DNA encapsulado por lipossomas.

—— DNA Encapsulado

“ \ Lipossoma
] — DNA

Absorvancia

g T T T T
200 400 600 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.23: Espectros de absorvancia das solug¢des/emulsdes de controlo de DNA, de
lipossomas e de DNA encapsulado.
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Figura 5.24: Espectros de absorvancia das solugées/emulsdes de DNA, de lipossomas e
de DNA encapsulado expostas ao CAP durante 2 minutos.
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Figura 5.25: Gréfico que combina as duas figuras 5.23 e 5.24.

Um pormenor importante, j& anteriormente referido na sec¢do 5.3.3, que se observa
com melhor clareza na figura 5.25 , é que a introdugdo de DNA nas emulsdes de lipossoma
(emulsdo de DNA encapsulado) aumenta, como seria de esperar, a absorvancia corres-
pondente a banda da solugdo de DNA, na regido dos 190 nm aos 300 nm, notando-se um
desvio no espectro de absorcdo da emulsdao de DNA encapsulado, em comparagdo com o

espectro de absor¢do da emulsdo de lipossomas.
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5.4 Estudo da absorvancia da soluc¢ao controlo variando a
distancia ao CAP

Como j& anteriormente explicado no capitulo anterior, na secgdo 4.8, ao realizar as ex-
periéncias anteriores, as solugdes de DNA e de lipossomas controlo, foram colocadas
adjacentes as solugdes a tratar, na mesma placa de pogos. Este estudo foi realizado com o
intuito de perceber se essa proximidade, na altura de tratamento, poderia resultar numa
alteracdo dos resultados obtidos. Para determinar este impacto, a mesma solu¢do de DNA
controlo foi dividida em 3 grupos, cada um destes composto por uma quantidade igual

de solugdo, da seguinte forma:

* Grupo 1: Mantido na mesma placa durante o tratamento; para identificar a possibi-

lidade do CAP interagir com as amostras de controlo presentes na placa.

* Grupo 2: Mantido numa placa afastada do jato de plasma durante o tratamento;

para identificar a possibilidade da evaporacao das solu¢des/emulsdes.

* Grupo 3: Mantido no frasco original onde estava preservado, DNA durante o trata-

mento; para utilizar como comparador.

—— Grupo 1
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Figura 5.26: Espectros de absorcdo de cada grupo controlo de DNA. O grupo 1 foi mantido
na mesma placa durante o tratamento, o grupo 2 foi mantido numa placa afastada durante
o tratamento e o grupo 3 foi mantido no frasco original onde estava mantido o DNA

Os resultados obtidos na figura 5.26 demonstram de forma bastante esclarecedora de que
o impacto da distancia, neste tipo de grandezas ¢é irrelevante, pelo menos as condic¢oes
utilizadas. Esta conclusao foi retirada principalmente por duas razdes, a primeira é o facto

de ndo haver qualquer desvio em absorvancia para em nenhuma das solugdes, por isso
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a diferenca na intensidade de cada espectro estd provavelmente associada a incerteza da
experiéncia, mais especificamente pequenos erro ao pipetar e ndo ao impacto do plasma
na mesma. A segunda razdo é o facto de que o grupo 2 apresentou um aumento de
absorvancia em relagdo ao grupo 3, o que nao faz sentido tendo em conta que o grupo 3 é
o grupo que ficou no frasco. Ou seja, caso fosse o plasma o fator a induzir este aumento,

seria expectavel que o grupo 3 tivesse a menor absorvancia e o grupo 1 maior absorvancia,
mas tal ndo foi observado.

5.5 Estudo da absorvancia da d4gua apds o tratamento com o CAP

5.5.1 Estudo da dgua apés o tratamento com o CAP

Ao observar que o comportamento das emulsdes de lipossomas e das solu¢des DNA era
semelhante em termos do seu aumento de absorvancia com a interagdo com a pluma de
plasma, surgiu a ideia de medir o fator comum entre elas, a d4gua.

3,0 -
N
A% \
N \ ——CAP
2,54 \ Controlo
/ \
[ \
1 / \
f \
@ 201 / \‘\
5} ]l \
C | \
«© | \\
2 1,5 \
o \
@ \
Q \\
< \
1,0 \
\
0,51 \
0,0 T . ; . —_— . . . ]
200 220 240 260 280 300

Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.27: Gréfico do espectro de absorvancia da dgua tratada com CAP durante 16
minutos

A figura 5.27 mostra duas curvas, uma de dgua controlo, e outra dgua exposta ao CAP
durante 16 minutos, apenas é possivel observar uma das curvas, pois a da d4gua nado
exposta ao CAP encontra-se com absorvancia nula devido a sua transparéncia. Por outro
lado, a d4gua tratada com o plasma ja apresenta absorvancia, como é possivel ler na figura.
Outra situagdo importante a realgar é que este aumento foi justamente nos comprimentos
de onda entre os 190 e os 230 nm, aumento este que também era observado nas solugdes
tanto de DNA como nas emulsdes de lipossomas.

Este resultado é corroborado por Oh, Jun-Seok et al., que demonstra 0 aumento do pico

observado neste espectro [75][77]. Neste artigo é possivel observar também a contribuigdo
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de cada um dos RONS.

Deste modo, a ativagdo da dgua acontece similarmente a ativagdo do ar. Seguindo o
seguinte principio, uma molécula de dgua entra em contacto com a pluma de plasma,
a energia do plasma pode causar a dissociacdo da molécula de 4gua em ROS, podendo
deste modo tornar a 4gua num meio ativado com propriedades tinicas em comparagao
com a dgua ndo ativada. Por exemplo, pode ter niveis aumentados de ides de hidrogénio,

o que pode resultar numa alteragdo do pH [75][78][79].

5.5.2 Estudo da d4gua 72 horas apds o tratamento

Foi também verificado se o impacto da d4gua nas restantes curvas espectrais € verificado
ao longo das 72 horas do estudo. Como se pode observar na figura 5.28 a absorvancia

mantém-se constante entre medicoes.
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Figura 5.28: Espectro de absor¢ao da agua tratada ao longo de 72 horas ap6s a exposi¢do
ao CAPD.

O estudo realizado nesta secgdo, é relevante, pois, como € possivel observar na figura
5.28, as espécies RONS mantém-se dissolvidas na d4gua durante toda a duragdo do estudo,
nas condicOes de preservagdo a que esta foi submetida, a importancia deste facto deve-se
principalmente a que todos os estudos realizados neste trabalho foram realizados em
solugdes aquosas, a preservagao dos RONS é muito possivelmente também preservada
nos mesmos, adicionalmente, a preservagdo de RONS dissolvidos em meio aquoso pode

ser importante para a sua utilizagdo em tratamento de células cancerigenas.
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5.5.3 Estudo da influéncia da 4gua nos espectros de absorvancia da solugao de
DNA

3,54

3,0

25 j —— DNA exposto ao CAP, t=16min
! — Agua exposta ao CAP, t=16min

204

1,54

Absorvancia

1,04

0,5

0,0

T T T T — T T T T 1
200 220 240 260 280 300
Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.29: Espectros de absorcdo da solugdo de DNA e da dgua, ambos com tempo
de exposi¢ao ao CAP de 16 minutos, com o objetivo de comprovar a influéncia da dgua
ativada por exposi¢do ao CAP no espectro de absor¢ao da solugdo de DNA.
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Figura 5.30: Comparacao entre o espectro de absor¢ao da solucdo de controlo de DNA e
0 espectro resultante da subtracdo entre os dois espectros representados na figura 5.29,
identificado na legenda da figura por EDS.

Para se analisar o efeito da influéncia do CAP nas moléculas de DNA, os espetros de
DNA e de 4gua expostos ao CAP durante 16 minutos apresentados na figura 5.29 foram
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subtraidos. A figura 5.30 mostra a diferenga de espetros de absorvancia entre o espectro
EDS e o espetro de solucdo de DNA controlo.

A figura 5.30 revela que existe um aumento de absorvéancia na banda entre os 220 e os
300 nm, revelando a presenga de liga¢des azoto. O que significa que moléculas de azoto
foram misturadas na solug¢do de DNA.

E importante também mencionar que no processo de medicao foi observada saturacao
na regido dos 190 e os 220 nm, como é possivel verificar na figura 5.30. A saturagdo

observada, reduz a precisdo da medicdo e torna a andlise pouco conclusiva nesta regiao.
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6

CoNcLUSOES E TRABALHO FuTurO

Neste capitulo sdo abordadas as conclusdes finais que podem ser retiradas tendo em
conta os resultados obtidos assim como é referido o trabalho futuro que seria importante

realizar para obter os resultados pretendidos.

6.1 Conclusoes Finais

Este trabalho teve como principal objetivo estudar o efeito da exposigdo das moléculas de
DNA a um jato de plasma, para tentar complementar o conhecimento relativamente a este
tipo de tecnologia. Ao longo do trabalho foram realizados 4 estudos:

I) Foi analisado o efeito da exposi¢do da solugdo de DNA ao CAP com diferentes
tempos de exposi¢do. Foi observado um aumento da area dos trés picos obtidos
através do fitting, nos comprimentos de onda; 200, 250 e 270 nm. Foi também possivel
observar um deslocamento destes mesmos picos. Ambos estes fendmenos podem
ser explicados pela introdugéao das espécies RONS, e consequente dissolugdo destas

no meio.

II) Foi abordada a capacidade de tratamento do CAP ao longo de 72 horas. Este estudo
foi subdivido em trés partes:

(a) O estudo da evolugdo da absorvancia da solugdo de DNA tratada com CAP:
Nao foram observadas diferencgas relevantes na duragdo do mesmo, é no entanto,
importante notar que possivelmente as espécies reativas mantiveram-se estaveis

na solugdo.

(b) O estudo da evolugdo da absorvancia da emulsao de lipossomas tratada com
CAP: Verificou-se que talvez exista propensdo para os lipossomas aderirem as
paredes da cuvete e assim influenciarem os resultados, é relevante notar que o
espectro do lipossoma ap6s tratamento apenas aumenta na banda entre os 200 e
220 nm, tal como no estudo para as solugdes de DNA, devido a dissolugdo das
espécies RONS na solugéo.
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(c) O estudo da evolugdo da absorvancia da emulsdo de DNA encapsulado com
lipossomas tratado com CAP: Sendo uma jungdo dos dois anteriores, foi possivel
observar um deslocamento da curva dos lipossomas pela introdugdo do DNA
na emulsdo, porém, este estudo ndo se demonstrou conclusivo devido ao facto
de que a interagdo entre o CAP e a solugdo de DNA encontra-se ofuscada pelas
espécies RONS.

ITII) Foi averiguado o possivel problema da evaporacdo das solugdes assim como a
propensdo destas se misturarem com a espécies RONS dependendo da distancia a
que estdo do CAP. A conclusdo deste estudo foi que a solugdo nédo é especialmente
sensivel, tendo em conta que para trés grupos de controlo utilizados foram obtidos os
mesmos resultados, o mesmo pode ser dito para a evaporagdo, caso tivesse sucedido
seria de esperar uma redugao dos picos, tal ndo foi observado.

IV) Foi investigado o impacto da dissolu¢do dos RONS na dgua presente nas solugdes e
emulsdes utilizadas no trabalho. Este estudo demonstrou-se especialmente relevante
pois demonstra a necessidade de uma técnica complementar a utilizagdo do espetro-
fotémetro para a caracterizagdo das espécies presentes ap6s a interagdo com o CAP.
Nao é possivel utilizar a espetroscopia 6tica de emissdo anteriormente realizada ao
dispositivo de jato de plasma, como comparador, pois esse estudo foi apenas reali-
zado aos RONS que foram produzidos pelo CAP, ndo dando qualquer informagao
relativamente a como estes se misturaram com as moléculas de d4gua, de DNA ou
de lipossomas. Este estudo demonstra assim a dificuldade da anélise desta interacdo
em meio aquoso, sem a utilizagdo de um método de caracterizagdo secundério ou

utilizagdo de scavengers, para inibir as RONS.

6.2 Trabalho Futuro

Com o intuito de conseguir determinar com precisdo se o CAP provoca danos na estrutura
de DNA seria importante complementar a utilizagdo do espectrofotémetro com uma das
técnicas abordadas na secgdo 5.2, como por exemplo; espectroscopia de ressonancia para-
magnética electrénica, espectroscopia de massa, eletroforese com imunofluorescéncia ou
espectroscopia de infravermelhos, que permite identificar as espécies de RONS formadas
na solugdo aquosa. A relevancia da utilizagdo desta técnica deve-se a importancia de
conseguir distinguir as espécies e determinar a contribui¢do de cada uma para o espectro
obtido. Alternativamente, para tentar perceber com melhor clareza o impacto dos RONS
nos espectros obtidos, seria pertinente, estudar o efeito do CAP com as moléculas de DNA
numa camara de vdcuo, com o objetivo de reduzir a quantidade de RONS produzidos e
dissolvidos no meio.

Seria também importante realizar um estudo de comparasse a interagdo entre as
moléculas de DNA e o CAP e a interagdo entre as moléculas de DNA e uma fonte de luz

ultravioleta, de modo a perceber o papel que a radiagdo ultravioleta tem nesta interacao.
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Obtendo resultados concretos nos estudos indicados anteriormente, seria também
importante realizar um estudo de compatibilidade de encapsulamento e protecdo, onde
se poderia averiguar a protegdo que diferentes lipidos conseguem dar as moléculas de
DNA ap6s a intera¢do com o jato de plasma.
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