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Campos MACO. Aplicacao do plasma de baixa temperatura sob pressédo atmosférica
no controle de biofilmes e reparo inicial de feridas infectadas [tese]. S&o José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2020.

RESUMO

O manejo clinico e tratamento das feridas crénicas tém sido considerados grandes
desafios nas areas médicas. Infeccdes por biofilmes em feridas crénicas afetam
milhdes de pessoas no mundo a cada ano e muitas mortes ocorrem como
consequéncia. O plasma de baixa temperatura sob pressédo atmosférica (LTAPP) é
uma mistura gasosa contendo particulas carregadas, radicais livres e radiacdo. As
acOes biologicas das espécies reativas geradas concomitantemente, em particular
antimicrobiana, anti-inflamatéria e indutora de reparacdo tecidual, mostram-se
altamente promissoras dentro do contexto do controle das feridas cronicas. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos LTAPP frente a biofilmes monoespécie e
multiespécies de micro-organismos frequentemente isolados de feridas cronicas.
Além disso, objetivou-se avaliar estudar os efeitos citotoxicos e genotdxicos do
LTAPP nos parametros fisicos eficazes para o controle dos biofilmes A seguir, o
protocolo eficaz e seguro foi avaliado in vivo utilizando modelo murino e modelo de
Ulcera dermal em coelhos. O LTAPP foi capaz de reduzir as UFC/mL de biofilmes
monoespécie e mutiespécie a partir de 5 minutos de exposicdo. O LTAPP, nos
parametros efetivos antibiofilme, apresentou-se seguro para uso em ensaios in vivo,
pois ndo foi cito ou genotoxico. O tratamento com LTAPP levou a maior reducéo da
area da ferida quando comparado ao grupo controle, em ambos os modelos de
ferida com infeccdo polimicrobiana. Redugéo da resposta inflamatoéria foi observada
no modelo de ulcera dermal no tempo de 8 dias. Nao houve evidéncias de que o
LTAPP aumente significativamente a proliferacdo celular. Com base nos resultados
obtidos, conclui-se que o LTAPP acelera o processo de reparacdo de feridas, porém
0 mecanismo de ac¢ao ainda precisa ser elucidado.

Palavras-chave: Biofilme. Gases em plasma. Ferida.



Campos MACO. Application of low temperature plasma under atmospheric pressure
in biofilm control and wound infected repair initial [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2020.

ABSTRACT

The clinical management and treatment of chronic wounds have been considered
one of the main challenges in the medical area. Biofilm infections in chronic wounds
affect millions of people worldwide each year and many deaths occur as
consequence. LTAPP is a gas containing charged particles, free radicals and
radiation. The biological actions of the reactive species generated concomitantly,
anti-inflammatory and tissue repair inducing, are highly promising within the context
of chronic wound control. The aim of the present project is to evaluate the effects of
low temperature plasma under atmospheric pressure (LTAPP) on mono and
multispecies biofilms frequently isolated from chronic wounds. The cyto and
genotoxic effects of LTAPP in the effective parameters were also assessed. The
effective and safe protocol was tested in vivo using a murine model and a rabbit
dermal ulcer model. LTAPP was able to reduce significantly the mono and
multispecies biofilm after 5 minutes exposure. In the anti-biofilm effective parameters,
LTAPP was not cyto or genotoxic. Treatment with LTAPP reduced significantly the
wound area when compared to control in both animal models. Anti-inflammatory
effect was observed in dermal ulcer model at 8 days. No evidences of increase in cell
proliferation caused by LTAPP were noted. According to the results, it could be
concluded that LTAPP enhanced the wound repair process, however the mechanism
of action must be still elucidated.

Keywords: Biofilm. Plasma gases. Wound.



1 INTRODUCAO

O plasma € descrito como o quarto estado da matéria. O plasma pode ser
gerado por diferentes tipos de gases, como gas nobre, gas molecular ou ainda uma
mistura de gasosa. Nos sistemas geradores de plasma o0 gas passa entre eletrodos,
nos quais é aplicada uma alta tensdo, produzindo assim uma descarga elétrica
(Laroussi, 2003). Assim, é possivel gerar particulas carregadas, radicais livres e
radiacdo onde o gas ionizado € composto de ions, por espécies reativas, particulas
e moléculas neutras e elétrons, bem como atomos e moléculas excitados (Fridman
et al., 2008; Gay-Mimbrera et al., 2016), resultando em danos de lipidios, proteinas e
DNA, bem como o aumento de espécies reativas intracelulares (Laroussi et al.,
2018).

O plasma de baixa temperatura sob pressédo atmosférica (LTAPP) tem sido o
mais estudado, com a vantagem de operar a temperatura ambiente ou préxima a
esta (Laroussi, 2009), tendo implicacdes positivas em estudos bioldgicos.

O plasma ganhou muito interesse nos ultimos anos devido as aplicacées em
diversas areas. Inicialmente, foi aplicado na descontaminacdo de biomateriais e
equipamentos médicos (Kostov et al., 2010; O'Connor et al., 2014). Em seguida,
comecou a ser testado para aplicacdo direta em tecidos animais, tanto para
assepsia, como tratamento de doencas cutaneas (Isbary, et al., 2012; Ulrich et al.,
2015; Chatraie et al., 2018), neoplasias (Panngom et al., 2013; Gay-Mimbrera et al.,
2016; Yan et al., 2017), além de aplicacdes odontolégicas (Babington et al., 2015;
Kim et al., 2014), obtendo resultados altamente promissores.

O papel de cada componente gerado pelo plasma na atividade biol6gica
ainda permanece sendo alvo de estudos. Sugere-se que a atividade do plasma é
dada por uma associacdo de fatores, sendo que os principais sao o calor, radiacao
UV e espécies reativas neutras, como espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de nitrogénio (RNS), cada fator influenciando em maior ou menor
grau de acordo com os parametros utilizados (Weltmann et al., 2011).

De maneira geral, a eficacia do LTAPP dependera do design do dispositivo,
além dos parametros operacionais, como composicdo de gas, vazao, umidade,

temperatura, tensao e frequéncia utilizada. (Dobrynin et al. 2009; Winter et al. 2011).
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As diversas acfes biologicas das espécies reativas geradas pelo plasma,
concomitantemente, em particular as atividades antimicrobiana (Hoffmann et al.,
2013; Bernhardt et al.,, 2019), anti-inflamatéria e indutora de reparacao tecidual
(Chatraie et al.,, 2018), sdo extremamente promissoras no controle de diversas
condicBes patologicas.

O efeito antimicrobiano foi observado sobre bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e leveduras de interesse médico (Ermolaeva et al., 2012; Klampfl et al.,
2012; Delben et al., 2014; Kostov et al., 2015; Borges et. al 2018). Atividades
antimicrobianas sobre biofilme monoespécie de Streptococcus sanguinis (Gorynia et
al., 2013), Enterococcus faecalis (Li et al., 2013; Ureyen et al., 2014) e Escherichia
coli (Han et al., 2015) ja foram relatadas. A redugéo das colbnias de Pseudomonas
aeruginosa foi observada em tempos relativamente curtos de tratamento (Gabriel et
al., 2016). Reducéo de biofiimes de Candida albicans (Kostov et al., 2015;Borges et
al., 2018). e Staphylococcus aureus (Delben et al., (2014) foram relatados em
estudos anteriores.

Com relagdo a atividade anti-inflamatoria, Arndt et al. (2013, 2015)
observaram elevacdo nos niveis de peptideos antimicrobianos da familia das [3-
defensinas em queratindcitos e fibroblastos e aumento na inducdo de colageno do
tipo | e proteina MCP-1 ap0s tratamento com plasma frio gerado por um sistema
MicroPlaSter 3 plasma torch system operando com argonio. Outra evidéncia de que
o plasma pode possivelmente contribuir na inibicdo da cascata inflamatéria que leva
a destruicao tecidual e ainda auxiliar a reparacéo local é mostrada em estudo de
Brun et al. (2014). Esses autores demonstraram aumento da migracao e proliferacéo
de fibroblastos apds tratamento com plasma frio gerado com hélio, em resposta ao
estimulo na producdo de ROS com consequente aumento na expresséo de (PPAR)-
y, receptor nuclear modulador da resposta inflamatéria. No entanto, ndo foi
observada elevacdo nos niveis de interleucina (IL)-1B, Fator de necrose tumoral
(TNF)-a e Fator de crescimento transformador (TGF)-. Recentemente, foi relatado o
efeito do plasma de baixa temperatura com efeito positivo na microcirculagéo
cutdnea, aumentando a saturacdo de oxigénio tecidual e fluxo sanguineo radial
(Kisch et al., 2016).

O manejo clinico e tratamento das feridas cronicas tém sido considerados

grandes desafios nas areas médicas. Feridas crénicas sdo definidas como qualquer
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lesdo com solucdo de continuidade onde n&o ocorra reparacdo da integridade
anatdbmica e funcional no periodo de trés meses (Unasus, 2010). As Ulceras de pé
diabético, Ulceras de perna e Ulceras de pressao sdo as mais prevalentes (Frykberg,
Banks, 2015). Estas Ulceras tém duracdo média de 12 a 13 meses, tem recidiva em
60 a 70% dos pacientes, levam a perda de funcdo e de qualidade de vida e sdo
causa significativa de morbidade (Frykberg, Banks, 2015). Calcula-se que 2 a 3%
dos investimentos em salde nos paises desenvolvidos sejam destinados ao
tratamento dessa condicdo (Frykberg, Banks, 2015). O processo de reparagao
cutanea € altamente complexo, dependente de uma interacdo simultanea entre
varios fatores altamente regulados (Karinja, Spector, 2018).

Estima-se que 1 a 2 % da populacdo de paises desenvolvidos terdo ao
menos uma ferida crénica durante a sua vida. Este nUmero é crescente devido ao
aumento da idade da populacdo, do indice de massa corporal e da incidéncia de
doencas associadas, como o diabetes e doencas cardiovasculares (Gottrup, 2004;
Bjarnsholt, 2013; Brackman, Coenye, 2015). No Brasil, estudos apontam alta
prevaléncia e incidéncia de feridas em pessoas idosas residentes em instituicdes e
durante a internacao hospitalar (Vieira et al., 2018).

Segundo Bjarnsholt (2013) e Julak et al. (2018), infec¢des por biofilmes em
feridas cronicas afetam milhdes de pessoas ho mundo a cada ano e muitas mortes
ocorrem como consequéncia. Assim, os biofilmes tém aparecido como um tépico de
discussdo crescente no tratamento de feridas cronicas (Kim, Steinberg, 2012,
Chatraie et al., 2018). O ambiente Umido e constante suprimento de nutrientes na
regido da ferida representa um ambiente ideal para o crescimento microbiano
(Brackman, Coenye, 2015). A presenca de biofilmes afeta significativamente a
reparacdo e o sucesso do tratamento de feridas (Wolcott, 2015; Bjarnsholt, 2013).
Além disso, destaca-se a resisténcia aos antimicrobianos convencionais e a elevada
capacidade de evadir das defesas imunolégicas do hospedeiro (Bjarnsholt, 2013). O
controle do biofilme é considerado fator critico para o sucesso de alternativas
terapéuticas mais recentes no tratamento de feridas, tais como o uso de tecidos
alternativos obtidos por bioengenharia (Kim, Steinberg, 2012; Julk et al., 2018).

Os micro-organismos que infectam as feridas tém diferentes fontes
exdgenas (como o solo e a agua) e endoégenas (como pele, saliva, urina e fezes)

(Brackman, Coenye, 2015). As infec¢Oes de feridas s&o geralmente de natureza
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polimicrobiana (Gjodsbol et al.,, 2006). No entanto, os estudos sugerem que a
diversidade de espécies € relativamente baixa, sendo S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa as espécies mais prevalentes (Fazli et al., 2009; Rhoads et al., 2012;
Bjarnsholt, 2013). Outras espécies como Acinetobacter baumannii, E. faecalis
(Craven et al., 2016) e Klebsiella pneumoniae também foram isoladas de feridas
(Leung et al., 2014). A presenca de determinadas espécies parece estar relacionada
com a evolucao clinica da ferida (Gjodsbol et al., 2006).

As alternativas terapéuticas tém focado na reducéo ou erradicacdo dos
biofilmes por meio de técnicas de desbridamento, terapias topicas, terapia de
pressdo negativa e ultrassom (Wolcott et al., 2015; Han, 2016; Tort et al., 2019).
Mais recentemente, outros métodos de cobertura de feridas impregnadas com
substancias ou compostos com efeito antimicrobiano tém sido sugeridos, tais como
violeta de genciana e azul de metileno (Edwards, 2016), mel (Oryan et al., 2016),
Aloe vera (Panahi et al., 2015), polimero liberador de 6xido nitrico (Craven et al.,
2016), polihexametileno-biguanidas (Napavichayanun et al., 2016) e EDTA
(Finnegan, Percival, 2015). A associacdo entre as técnicas de desbridamento e os
antissépticos tem um importante papel no tratamento de feridas, porém a crescente
incidéncia de infeccbes por espécies multirresistentes como as causadas por
estafilococos meticilina resistente preocupam os sistemas de saude. (Haertel et al.,
2014; Edwards, 2016). Assim, estudos recentes indicam a urgéncia na busca por
alternativas terapéuticas para o controle de biofilmes formados por patégenos
comumente encontrados em feridas, visando melhor evolucdo destes quadros
clinicos (Wolcott et al., 2015; Craven et al., 2016).

O sinergismo entre os efeitos antimicrobianos e sobre os fatores reguladores
do processo de inflamacéo e reparacéo tecidual do LTAPP nos levam a hipotese de
gue o plasma possa ser aplicado com efeitos positivos no tratamento de feridas
cronicas. Esta hipétese também foi citada anteriormente em revisbes de literatura
publicadas por Haertel et al. (2014) e Von Woedtke et al. (2014). Acredita-se que 0s
efeitos antissépticos, estimulares da proliferacdo e migracdo celulares e os efeitos
pré-angiogénicos do plasma podem ser promissores e aplicaveis no tratamento de
feridas. No entanto, até 0 momento, existem poucos dados publicados sobre a acéo
do LTAPP na reparacao de feridas. Autores sugerem que definicdo de parametros
para tratamento padronizado e seguro € necessaria. A potencial aplicacdo do
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plasma para o controle de infeccdo em feridas € reforcada pelos estudos de
Ermolaeva et al. (2012) e Han (2017), que avaliaram o efeito do plasma gerado por
equipamento comercial e (MicroPlaSter device) operado com argbnio sobre
biofilmes, formados tanto in vitro quanto in vivo, de diferentes espécies comumente
envolvidas neste quadro clinico.

A toxicidade € um fator essencial a ser estudado no estabelecimento de
novas terapias. Porém, poucos estudos avaliaram o efeito do jato de plasma frio
sobre tecidos do hospedeiro. Liu et al. (2011) n&do observaram alteragbes
patolégicas na mucosa bucal, por meio de analise histopatolégica, depois de
tratamento com um dispositivo gerador de plasma. Daeschlein et al. (2012)
utilizaram um dispositivo gerador de plasma frio em presséao atmosférica para avaliar
a capacidade de assepsia de pele, observando diminuicédo significativa na microbiota
residente e contaminada experimentalmente, com boa tolerancia dos voluntarios ao
tratamento (quanto a dor e calor). Todavia, ha poucos relatos na literatura sobre o
potencial genotdxico do jato de plasma. Ma et al. (2014) avaliou as propriedades
genotdxicas do jato de plasma sobre células normais de figado; que foram expostas
ao plasma por 30 minutos e avaliadas por aproximadamente 20 geracdes, nao
apresentando nenhuma instabilidade gendmica. Em outro estudo, Wende et al.
(2016) avaliou a exposicdo do plasma de argbnio por 30 segundos sob
queratinécitos humanos (HaCat) e fibrolblastos (MRC5) concluindo que o que o
tratamento com o plasma néo apresentou potencial mutagénico. Sabe-se que lesdes
no DNA promovidas tanto por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos podem ser a
etapa inicial de varias doencas crbnico-degenerativas (Coppedée, Migliore, 2009;
Boffeta, Islami, 2013; Leandro et al.,, 2013), dessa forma avaliar o potencial
genotdxico dos protocolos de aplicacdo do LTAPP é essencial para embasar seu
potencial de uso clinico.

Assim, o novo protocolo terapéutico pode ser proposto pois a hipotese de
que o LTAPP tem importante efeito antimicrobiano sobre os biofilmes com potencial
de infectar feridas cronicas, associado a efeito anti-inflamatério e indutor de
reparacdo tecidual, sem causar danos as ceélulas normais, um novo protocolo
terapéutico pode ser proposto. O entendimento dos mecanismos de acao e possivel

toxicidade e assim como a padronizacdo e das condi¢Oes fisicas do plasma, séo
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essenciais para que estes novos e promissores achados possam ser aplicados na

clinica em futuro proximo.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro e in vivo os efeitos do plasma de baixa temperatura sob
pressao atmosférica (LTAPP) como adjuvante no controle de feridas agudas
infectadas, visando estabelecer protocolos seguros e efetivos, verificar sua acao

frente aos biofilmes microbianos e os tecidos do hospedeiro.

2.1.1 Objetivos especificos

a) estabelecer os parametros fisicos de operacdo do LTAPP gerado com
Hélio que apresentem efetividade antimicrobiana in vitro e in vivo sobre
biofilmes monoespécie e multi-espécies relacionados a infeccdo de
feridas;

b) avaliar os efeitos do LTAPP no controle do biofilme de feridas infectadas
in vivo;

c) avaliar os efeitos do LTAPP sobre os tecidos na regido da ferida e
adjacente;

d) estudar os efeitos citotoxicos e genotoxicos do LTAPP nos parametros
fisicos efetivos para o controle das feridas agudas infectadas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizacao do dispositivo do plasma

O dispositivo de LTAPP empregado neste estudo consiste num equipamento
nao comercial desenvolvido e validado pelo grupo de plasma da UNESP, Faculdade
de Engenharia de Guaratingueta (Kostov et al., 2015). Trata-se de um equipamento
dielétrico, onde uma pequena pluma de plasma é gerada no final do tudo de plastico
flexivel. No interior deste tubo, ha um tubo de cobre. Esse conjunto, tubo e fio sdo
conectados ao reator primario, no qual a alta tensdo esta localizada. O sistema é
mantido por uma Fonte de alimentacdo CA (Minipuls 4, GBS Elektronik GmbH,
Alemanha). Um diagrama esquematico do arranjo experimental é apresentado na

Figura 1.

Figura 1 — Desenho esquematico do dispositivo gerador de plasma frio de presséo

atmosférica (LTAPP) a ser utilizado
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Fonte: Kostov et al., 2015.



O dispositivo apresenta uma haste de cobre conectada a uma fonte de alta
tensdo servindo como eletrodo de alta tenséo. Esta haste metélica € envolvida por
um tubo de quartzo. O plasma € gerado na regido do eletrodo de alta tensdo sendo
direcionado para fora por meio do fluxo de gas hélio (Figura 2).

Figura 2 — Jato de plasma (LTAPP) de plasma

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os parametros fisicos do plasma (frequéncia, tensdo, modulacdo do sinal,
fluxo do gas e distancia entre o bocal de saida do plasma e a amostra) efetivos
foram determinados durante o0s experimentos de avaliagdo da efetividade
antimicrobiana e toxicidade. Assim, o jato de plasma foi operado na frequéncia de
31,0 kHz e amplitude de tenséo de 13,0 kV para todos os tratamentos. A distancia
entre 0 gas e amostra foi de 1,5 cm entre o bocal e a amostra, o fluxo de gas foi

mantido constante em 2.0 SLM.
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3.2 Avaliacédo do efeito do LTAPP sobre biofilmes relacionados a feridas

Os seguintes micro-organismos foram incluidos neste estudo:
Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (ATCC 6538), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Todos 0s micro-
organismos foram mantidos em caldo Tryptic soy acrescido de 20% de glicerol a -
80°C até o momento da utilizacao.

3.2.1 Avaliacéo do efeito do LTAPP sobre biofiimes monoespécie relacionados
as feridas (Determinacao das condicfes fisicas efetivas)

Para obtencao dos biofilmes monoespécies, culturas frescas de cada micro-
organismo foram incubadas a 37°C em agar TSB por 24 horas. Apos o periodo de
incubacdo, as células foram suspensas em solucdo salina (NaCl 0,9%) para
obtencdo de suspensdes padronizadas por espectrometria (Micronal AJX-1600). Os
valores de densidade Optica e concentracdo utilizados estdo apresentados no
quadro 1. Em seguida foram diluidas em caldo TSB, padronizando o in6culo em 108

células por mililitro.

Quadro 1 — Padronizacao e valores de leitura dos micro-organismos

Micro-organismo Células por mililitro A Densidade 6ptica
Staphylococcus aureus sensivel a 108 600 0,462
meticilina (ATCC 6538)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 108 600 0,115
27853)
Enterococcus faecalis 108 760 1,278
(ATCC 29212).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os biofilmes monoespécies foram formados em placa de 96 pocos. Assim,
200 pl (microlitros) do inéculo padronizado em 10° células por mL (mililitro) foram
transferidos para as placas. Os biofilmes foram formados em pocos intercalados,
para evitar interferéncias na fase do tratamento. As placas foram incubadas a 37°C
por 90 min (minutos) em shaker rotario a 120 rpm (rotacdo por minuto), para
realizacdo da pré-adesdo. Em seguida, o meio foi substituido e as placas incubadas
a 37°C por 48h (horas), com substituicdo do meio de cultura, apds 24 h do inicio da
incubacéo.

Apoés a incubacao, os biofilmes foram lavados e expostos ao plasma nos
tempos de 1, 3, 5 e 7 min. Foi incluido no estudo um grupo controle negativo, onde
nao foi exposto ao tratamento. ApGs o tratamento, o biofilme foi desprendido com 1
mL de NacCl, diluido e plagueado em agar BHI. As placas foram incubadas por 24
horas para verificar o crescimento e determinacdo do numero de unidades
formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL). Os experimentos foram realizados em

triplicata e repetidos 3 vezes.

3.2.2 Avaliacdo do efeito do LTAPP sobre biofilmes polimicrobianos

relacionados as feridas

A metodologia desta etapa foi baseada nas metodologias de Werthén et al.
(2010) e Hammond et al. (2011). Amostras de Staphylococcus aureus meticilina
resistente (ATCC 33591), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) foram utilizadas. As cepas foram incubadas a 37°C em meio
de cultura e tempo especificos para cada espécie. Apés o periodo de incubacéo,
foram preparadas suspensdes padronizadas com concentracdo de 108 UFC por
mililitro em solucdo fisiolégica NaCl 0,9%, por espectrofotometria, conforme
procedimento previamente descrito. Os inoculos foram misturados em tubo tipo
Falcon em igual propor¢do. Em seguida, trés amostras de membranas de coldgeno
suino (Geistlich Bio-Gide®), previamente padronizadas em 25 mm?, foram
posicionadas na superficie de placas contendo agar Tryptic Soy acrescido de
solucdo SWF (50% de soro fetal bovino + 50% de solucéo fisiolégica NaCl 0,9%) em
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proporcao 1:1. As membranas foram inoculadas com 10 ul da suspenséo microbiana
(Figura 3). Esta etapa objetiva mimetizar as condi¢cdes observadas em feridas,
utilizando um meio de cultura com constituicdo proxima ao exsudato associado a
disponibilizagédo do nutriente por difusdo em fluxo de baixo para cima. Com este
posicionamento, o0 modelo também mimetiza as condi¢des interface ar-ferida-liquido
observado in vivo. O conjunto foi incubado a temperatura de 37°C por 24 horas. O
biofilme polimicrobiano foi exposto ao LTAPP por 1, 3, 5 e 7 minutos. Foi incluido no
estudo um grupo controle negativo, onde os biofilmes ndo foram expostos ao
tratamento. Apos o tratamento, o biofilme foi disperso em 1 mL de solucgéo fisiologica
NacCl, diluido e plaqueado em agar BHI. As placas foram incubadas por 24 horas
para verificar o crescimento e determinacdo do numero de unidades formadoras de
colénia por mililitro (UFC/mL). Os experimentos foram realizados em triplicata e

repetidos em 3 experimentos diferentes.

Figura 3 — Biofilmes multiespécies formados sobre membranas de colageno suino

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3 Avaliacéo dos efeitos citotoxicos in vitro do LTAPP

Para avaliacdo dos efeitos celulares da aplicacdo do plasma sobre as
células conjuntivas in vitro, foram cultivados fibroblastos da linhagem NIH-3T3
normais de pele. As células foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s médium) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado por calor
e suplementado com penicilina/estreptomicina 1% mantidos em camara Umida a
90% com atmosfera de 5% CO2 a 37°C. Apos atingirem 80% de subconfluéncia, as
células foram tripsinizadas, verificadas quanto a viabilidade celular e semeadas
(1x10° células) em placas de 96 pocos. Esse procedimento foi realizado 24 h antes
da aplicacdo do plasma. Apds esse periodo de incubacdo, o meio de cultura foi
retirado e 30uL de HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution) foram adicionados em
cada poco semeado com as células. Em seguida, essas células foram expostas ao
LTAPP nos tempos de 1, 3, 5 e 7 min. Um grupo controle (ndo tratado) foi incluido
no ensaio. As aplicacdes foram realizadas em triplicata e reproduzidas por 2 vezes.

A viabilidade celular foi avaliada em trés grupos diferentes: imediato, 24 h
(horas) e 48 h, apdés a exposicdo ao LTAPP. As andlises foram realizadas pelo
método colorimétrico MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide). Para os grupos 24 h e 48 h, apés a aplicacdo do plasma, foram inseridos
nos pocos 200 pL de meio DMEM+SFB e esse conjunto incubado a 37 °C, 5 % CO2
durante 24 ou 48 h. Para o grupo imediato, apds a aplica¢do do plasma o grupo foi
submetido imediatamente ao ensaio de MTT.

Para o ensaio de MTT, as células foram lavadas com HBSS e tampéo
aspirados foram inseridos 100 pL de solucdo de MTT a 5mg/ml e, em seguida,
incubados por 4 horas. Apos a incubacéo, a solucdo de formazan foi substituida por
50uL de DMSO (dimetilsulféxido) com o objetivo de dissolver os cristais de
formazan. Os valores de absorbancia (570 nm) foram determinados, assim como a
porcentagem de viabilidade celular considerando a absorbancia do grupo nao
exposto ao jato de plasma como 100%.

Os percentuais de viabilidade celular foram classificados como nao citotoxico
(>90% de viabilidade celular), levemente citotoxico (60-90% de viabilidade celular)
moderadamente citotoxico (59-30% de viabilidade celular) e severamente citotoxico

25



(29-0% de viabilidade celular) sendo o controle negativo considerado como 100 %
de viabilidade celular (ISO 10993).

3.4 Avaliacédo dos efeitos genotéxicos in vitro do LTAPP

Para avaliagdo da genotoxicidade, foram analisadas a ploidia do DNA
celular. As células da linhagem NIH-3T3 foram cultivadas seguindo a metodologia de
Felisbino et al. (2011), com algumas modificacdes.

Assim, 5 x 10% células por mililitro foram semeadas em placas de 96 pocos,
por 24 horas. Apés esse periodo, as células foram tratadas com LTAPP por 1, 3,5 e
7 min, em triplicata, incluindo o controle como grupo néo tratado.

A avaliacdo da genotoxicidade do LTAPP foi realizada pela analise de ploidia
celular utilizando-se o método de citometria estatica. Para tanto, foram semeados
cerca de 4 mil fibroblastos (3T3) e por poco, em placa de 96 pocos. Para cada
tempo de tratamento, as células foram semeadas em triplicata e mantidas no meio
especifico por 24 horas, a 37°C em estufa de CO2. Transcorrido esse tempo, as
células foram lavadas com 100 ul de HBSS, e em seguida foram adicionados 50 pl
de HBSS em cada poc¢o para o tratamento com plasma. As células foram entédo
tratadas com plasma frio de He por 1, 3, 5 ou 7 minutos. Foi incluido um grupo néo
tratado. Apos o tratamento, o meio HBSS residual foi retirado e adicionados 200 ul
do meio especifico para cada célula. As placas permaneceram na estufa de CO2 por
24 h. Apos esse periodo, o meio de cultura foi retirado, os pogos foram lavados e as
células tratadas com tripsina. Em seguida, foram fixadas com formol a 4% e
transferidas para laminas de vidro. Depois de secas, as laminas foram coradas pelo
método de Feulgen. Brevemente, foi realizada a hidrolise celular através de HCI 5N,
por 5 min em temperatura ambiente, seguida por coloracdo com Reagente de Shiff,
por 90 min a 4°C, as células foram entdo desidratadas e ap0s imersédo em xilol, as
laminas foram montadas com Entellan (Merck Millipore) e laminula de vidro.

A obtencdo da 10D (densidade Optica integrada) do nucleo celular foi
realizada citometria estatica. As imagens foram digitalizadas através de camera

Olympus QColor3 em aumento de 400x. Em seguida, o sistema de analise de



imagem Carl Zeiss e o software KS300 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) foram
utilizados. As imagens foram capturadas e analisadas em branco e preto utilizando-
se filtro especifico para Feulgen que possibilita leitura da OD em comprimento de
onda de 570 nm. A obtencédo da IOD € equivalente, porém nao idéntica ao contetdo
de DNA. Foi analisado um total de 100 células.

Figura 4 — Andlise de indice de DNA em células coradas por Feulgen e analisadas
pelo programa KS 300

(A) (B)

Legenda: (A) Imagens com filtro de Feulgen evidenciando o nucleo celular. (B) Imagem analisadas no
programa KS 300.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Posteriormente, foi obtido o indice de DNA (ID) usando-se a IOD de
linfécitos humanos usados como controle dipléide. Os linfécitos foram obtidos de
sangue periférico em laminas de vidro e posteriormente analisados pelo mesmo
sistema de imagem e condi¢cbes das demais células analisadas. Para se chegar ao
ID celular dos linfocitos, foi atribuido 10D igual a 1 para a média da 10D de 20
linfécitos (célula controle) e a partir dela obtido o ID das células analisadas dividindo-
se 0 10D da célula deste pela média 10D dos linfécitos. O ID desse pico foi entao
classificado como diploide (ID= 0.9-1.1), aneuploidia leve (ID= 1.2-1.4), aneuploidia
moderada (ID=1.5-1.7) e aneuploidia severa (ID>1.8), baseados no estudo de Lima
et al (2017).
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A partir dos valores de ID x o numero de células foram obtidos histogramas

da frequéncia de distribuicdo dos valores de ID por grupo.

3.5 Avaliacédo in vivo do LTAPP em modelo de infecdo polimicrobiana de

feridas

Esta etapa foi realizada utilizando dois modelos experimentais diferentes: um
modelo murino de ferida crénica (Dalton et al., 2011) e outro modelo de Ulcera
dermal em coelhos (Gurjala et al., 2011; Leung et al., 2014). O presente estudo foi

aprovado pelo Comité de Etica Local em Pesquisa com animais (09/2017).

3.5.1 Modelo murino de ferida

Para o modelo murino de ferida crbnica (Dalton et al., 2011), 40
camundongos Mus musculus, com peso aproximado de 30 g e 60 dias de idade,
foram anestesiados com solugéo aquosa a 2% de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-
dihidro-4H-1,3tiazina (Rompum, Bayer) associada a ketamina base (Dopalen,
Agribrands do Brasil Ltda), na propor¢éo de 1:0,5 ml/100 g de peso do animal.

Os animais foram higienizados com alcool 70% e em seguida submetidos a
tricotomia. No dorso do animal, foi realizada a marcacao da area da ferida, com
auxilio de um punch de 6 mm de didmetro. A area demarcada foi excisionada com
auxilio de instrumentos cirargicos (Figuras 5a e 5b).

Os animais foram aleatoriamente classificados em quatro grupos: LTAPP 4
dias (n=10; tratados com plasma apos a inducéo da ferida em parametros de tempo
e intensidade obtidos nos experimentos anteriores); controle 4 dias (n=10, sem
tratamento); LTAPP 8 dias (n=10; tratados com plasma apés a inducao da ferida em
parametros de tempo e intensidade obtidos nos experimentos anteriores); controle 8

dias (n=10, sem tratamento) (Figura 7).
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Figura 5 — Etapas da formacao e tratamento das feridas com LTAPP

(A) (B)

Legenda: (A) Feridas em modelo murino; (B) Aplicacdo do LATPP sobre a ferida.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Previamente, biofimes multiespécie crescidos em membrana de colageno
suino foram preparados, conforme descricdo anterior. Os biofilmes foram pesados e
guantidades padronizadas foram posicionadas em cima da ferida (Figura 3) Para
estabelecer a infeccao, os biofilmes permaneceram por 24 horas sob a ferida, antes
do inicio do tratamento. Para confirmacdo da presenca das espécies microbianas
inoculadas, uma amostra do biofilme presente na ferida foi coletada com auxilio de
um swab, e em seguida semeada em meios seletivos para identificacdo de cada
micro-organismo. O periodo ap6s 24 horas da inducéo da ferida, foi considerado o
dia 0, e o processo de reparacao foi avaliado, do dia 1 ao dia 8°. As feridas foram
observadas e avaliadas diariamente a partir do dia O para verificar o processo de
reparacao
Os animais foram mantidos em gaiolas individuais em ambiente de biotério
com temperatura e ciclos de luz controlados com agua e racdo ad libitum. As feridas
foram cobertas com curativos Tegaderm sem Pad Nexcare®. Os animais foram
medicados com dipirona 200mg/kg, durante as 24 horas iniciais apos a confec¢éo da
ferida. Os animais foram examinados diariamente para verificacdo da evolugéo
clinica da ferida e manutencéo dos curativos.
No grupo tratado com plasma, as feridas foram tratadas com aplicacdo de

plasma 1 vez ao dia durante 3 dias consecutivos. O tempo de exposicdo de
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aplicacao foi selecionado de acordo com os resultados obtidos frente a atividade
antimicrobiana. A distancia entre a superficie da ferida e a saida do bocal do
dispositivo gerador de LTAPP foi de 1,5 cm.

As feridas foram fotografadas nos dias 1, 4 e 8, de acordo com cada grupo. A
area da superficie foi calculada usando o software de analise de imagem ImageJ
1.49. A taxa de fechamento da ferida foi calculada de acordo com Chatraie et al.,
2018:

area da ferida Tf
[ (freadaseridatry) o
area da ferida TO

Nos tempos 4 e 8 dias, grupos de 10 animais foram eutanasiados pela
administracdo de dose excessiva de anestésicos (Figura 7). Nos periodos citados,
foram analisados a porcentagem de fechamento da ferida. Foram realizadas

medidas imediatamente apos a formacdo da ferida e antes da eutanasia de cada

grupo.
3.5.2 Modelo de Ulcera dermal em coelhos

Dez coelhas fémeas brancas New Zealand (de 3 a 6 meses, com peso
aproximado de 3 quilos) foram mantidas em condicéo de biotérios com temperatura
e ciclo de luz controlados, com agua e alimento ad libitum. Os animais foram
anestesiados com injecao intramuscular de ketamina (22,5 mg/kg) e xilazina (3,5
mg/kg) antes da cirurgia. As orelhas foram tricotomizadas, seguindo-se anti-sepsia
com alcool 70%.

Os animais foram aleatoriamente classificados em quatro grupos.Foram
confeccionadas 2 feridas por orelha. Na orelha contra-lateral, foi submetida apenas
ao fluxo de gas He ndo ionizado (controle negativo). Foram estdo estabelecidos os
seguintes grupos: LTAPP 4 dias (n=5; tratados com plasma apos a inducéo da ferida

em parametros de tempo e intensidade obtidos nos experimentos anteriores);
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controle 4 dias (n=5, sem tratamento); LTAPP 8 dias (n=5; tratados com plasma
apos a inducdo da ferida em parametros de tempo e intensidade obtidos nos
experimentos anteriores); controle 8 dias (n=5, sem tratamento) (Figura 7), sendo
que em cada orelha foi realizado duas feridas. Feridas dermais de espessura total
com 5 mm de diametro foram criadas na area central da regido ventral da orelha até
o pericondrio.

As feridas foram inoculadas biofilmes multiespécies contendo S. aureus
meticilina resistente (ATCC 33591), P. aeruginosa (ATCC 27853) e E. faecalis
(ATCC 29212) obtidos in vitro, como descrito anteriormente. ApOs a cirurgia, as
feridas foram cobertas comTegaderm sem Pad Nexcare®.

Os animais foram mantidos por 24 horas para o0 estabelecimento dos
biofilmes antes da aplicacdo do tratamento. O periodo apos 24 horas da inducdo da
ferida, foi considerado o dia 0, e 0 processo de reparacao foi avaliado, do dia 1 ao
dia 8°. Os animais foram examinados diariamente para verificacdo da evolugéo
clinica da ferida e manutencdo dos curativos, conforme descrito anteriormente para

0 modelo murino de ferida.

Figura 6 — Formacéao de feridas em modelo de tlcera dermal em coelhos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 7 — Delineamento experimental dos ensaios in vivo (modelo murino e modelo
de Ulcera dermal) para avaliacdo do efeito de aplicacbes do plasma de baixa

temperatura sob presséo atmosférica como adjuvante no tratamento de feridas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 Avaliacdo histoldgica e imuno-histoquimica dos tecidos da regido da ferida

e tecidos adjacentes

Os tecidos da ferida e regido adjacente tratados ou ndo com LTAPP foram
removidos no momento do sacrificio e mantidos em alcool 70% apds fixagdo em
paraformaldeido a 4% por 48 horas. A seguir, foram processados e incluidos em
Paraplast e posteriormente cortadas em fatias de 5 ym colocadas em |aminas de
vidro. Trés laminas de cada animal foram coradas em HE (hematoxilina-eosina) para
avaliacdo descritiva das estruturas teciduais, presenca, tipo e intensidade de
infiltrado inflamatorio.

Para analise imunohistoquimica, cortes de 3-uym foram posicionados em 3
laminas silanizadas. Foram utilizados o anticorpo primario anti- Ki-67(Abcam) na
diluicdo de 1:100, para avaliacdo da proliferacdo celular e o anticorpo secundario o
sistema EnVision™ Flex (Dako, Dinamarca). A recuperagdo antigénica foi feita em
tampdao citrato em panela de Pascal por 30 segundos a 125°C. A area da lesdo e
subjacente foi delimitada usando a ferramenta de desenho em Axiovision 4.7
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software program (Carl Zeiss Vision Imaging Systems; Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany, Germany).

3.7 Andlise dos Resultados

Os dados obtidos nos ensaios foram analisados estatisticamente com auxilio
do programa GraphPad Prism versdo 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). Para empregar o teste mais adequado, foi realizado um teste de normalidade
da distribuicdo amostral. Em seguida os resultados foram analisados através do
teste Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunn para comparac¢des multiplas. O nivel
de significancia foi estabelecido em 5%.



4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao do efeito do LTAPP sobre biofilmes monoespécie relacionados a

feridas crénicas

Os biofilmes monoespécies de 48 horas foram tratados com o LTAPP em
diferentes tempos de aplicacdo de exposicdo. Os resultados mostraram que houve
significante diminuicdo das contagens de UFC por mL em relacdo ao controle néo
tratado.

Para o biofiime de 48 horas monoespécie de Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA), as analises mostraram que houve reducéo significativa
na contagem de células viaveis durante a exposicéo de 3 (p= 0,0140), 5 (p<0,0001)

e a 7 minutos (p<0,0001) em relac&o ao grupo controle (Figura 8).

Figura 8 — Média e desvio padrdo do numero de unidades formadoras de colbnia
(UFC) de Staphylococcus aureus meticilina resistente por biofilme, ap6s exposicao

ao plasma de baixa temperatura sob pressao atmosférica por 1, 3, 5 e 7 minutos.
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59610 °°

UFC/mL
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49810 °° -

29810 °°

Controle 1 min. 3min. 5min. 7 min.

Tempo de exposicdo ao plasma

Legenda: Diferenca significativa quando comparada ao controle (* p= 0,0140; ** p>0,0001); ns: ndo
significativo
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O mesmo efeito foi observado para o biofiime de Enterococcus faecalis,
onde nos tempos de 1, 3 5 e 7 (p=0,0187, p=0,0063, p=0,0006, p=0,0046,
respectivamente) minutos de exposi¢ao ao plasma, houve reducao significativa das
UFC/ml quando comparadas ao grupo controle (Figura 9). Para os biofiimes de
Pseudomonas aeruginosa, as analises confirmaram reducao significativa de UFC/mL
em relacdo ao controle ndo tratado no tempo de exposi¢cédo de 7 minutos (p =0,0441)
(Figura 10).

Figura 9 — Média e desvio padrdo dos valores de unidades formadoras de colbnia
(UFC) de Enterococcus faecalis / biofilme, ap6s exposicdo ao plasma de baixa
temperatura sob pressédo atmosférica por 1, 3, 5 e 7 minutos
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Legenda: Diferenca significativa quando comparada ao controle ( * p= 0,0187; ** p=0,0063; ***
p=0,0046)
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 — Média e desvio padrao dos valores de unidades formadora de colbnia
(UFC) de Pseudomonas aeruginosa / biofilme, apds exposicédo ao plasma de baixa

temperatura sob pressédo atmosférica por 1, 3, 5 e 7 minutos
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Legenda: Diferenca significativa quando comparada ao controle (* p= 0,0441); ns:ndo significativo
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Avaliagdo do efeito do LTAPP sobre biofilmes polimicrobianos

relacionados as feridas crénicas

Os biofilmes multiespécies de 24 horas foram tratados com o LTAPP em
diferentes tempos de aplicacdo de exposi¢cao. Os biofilmes multiespécies compostos
por Staphylococcus aureus meticilina resistente (ATCC 33591), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foram expostos ao
LTAPP por 1, 3, 5 e 7 minutos, levando a reducéo significativa do niumero de células
viaveis das trés espécies quando comparado ao grupo controle ndo tratado. O
tempo de 5 minutos promoveu a maior redugéo nas contagens microbianas.

Analisando individualmente as espécies microbianas que compuseram o0
biofilme multiespécies, verifica-se que para S. aureus metilicina resistente houve
reducdo significativa na contagem de unidades formadoras de colonia/mL apés
exposicdo ao LTAPP por 5 e 7 minutos (p=0,0001 e p= 0,0180) (Figura 11).

Quando P. aeruginosa foi isolada a partir do biofilme multiespécie, verificou-se

reducdo significativa na contagem de unidades formadoras de col6nia /mL apds
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exposicdo ao LTAPP por 5 minutos em relacdo ao grupo controle ndo exposto
(p=0,006) (Figura 12).
Para E. faecalis, houve reducado significativa na contagem de unidades

formadoras de colonia /mL em todos os tempos de tratamento .

Figura 11 — Média e desvio padréo dos valores de unidades formadoras de colbnia
por mililitro (UFC/mL) de S. aureus meticilina resistente, isolados a partir de biofilme
multiespécie, apos exposicdo ao plasma de baixa temperatura sob pressao

atmosférica por 1, 3, 5 e 7 minutos
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Legenda: Diferenca significativa quando comparada ao controle (* p < 0,0001, ** p= 0,00180); ns:ndo
significativo
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 — Média e desvio padrédo dos valores de unidades formadoras de colbnia
por mililitro (UFC/mL) de Pseudomonas aeruginosa, isolados a partir de biofilme
multiespécie, apds exposicdo ao plasma de baixa temperatura sob pressao
atmosférica por 1, 3, 5 e 7 minutos
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Legenda: Diferenca significativa quando comparada ao controle (* p = 0,0006); ns:n&o significativo
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13 — Média e desvio padrédo dos valores de unidades formadoras de colbnia
por mililitro (UFC/mL) de Enterococcus faecalis, isolados a partir de biofilme
multiespécie, apds exposicdo ao plasma de baixa temperatura sob presséo
atmosférica por 1, 3, 5 e 7 minutos
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Legenda: Diferenca significativa quando comparada ao controle (* p = 0,0186; ** p=0,0069, ***
p=0,0006); ns:nao significativo
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Avaliacao dos efeitos citotoxicos in vitro do LTAPP

Fibroblastos da linhagem 3T3 foram expostas ao jato de plasma durante 1,
3, 5 e 7 minutos. A viabilidade celular analisada imediatamente ap0s a exposicéo ao
plasma foi classificada como néo citotdxica, pois apresentou 100% de viabilidade
celular quando comparada ao controle ndo-exposto. Apds 24 horas da exposi¢ao ao
plasma, manteve-se a viabilidade celular classificada como n&o citotoxica durante o
tempo de aplicacdo de 1 a 5 minutos) A exposicdo por 7 minutos, manteve 80% de
viabilidade celular, sendo classificado como levemente citotoxico.

Apbs 48 horas da exposicdo ao plasma, em todos os tempos analisados, a
viabilidade celular foi classificada como levemente citotoxico (Figura 14).

Figura 14 — Andlise da citotoxicidade do LTAPP expressa pelo porcentual de
viabilidade celular dos fibroblastos da linhagem 3T3 expostas por 1, 3, 5 e 7 minutos
ao plasma de baixa temperatura sob pressédo atmosférica. A avaliacdo da viabilidade

celular foi avaliada imediatamente, apos 24 e 48 horas ap0s a exposi¢cao ao LTAPP
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Legenda: nédo citotdxico (>90% de viabilidade celular), levemente citotoxico (60-90% de viabilidade
celular) moderadamente citotéxico (59-30% de viabilidade celular) e severamente citotoxico (29-0%
de viabilidade celular)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Avaliacao dos efeitos genotoxicos in vitro do LTAPP

De acordo com os resultados obtidos, para as células 3T3, todos 0s grupos
poderiam ser classificados com aneuploidia leve (ID=1,2), no entanto, como mesmo
0 grupo nao tratado (NT) apresentou ID média de 1,27, podemos considerar que 0
tratamento com plasma né&o foi genotoxico. Pela andlise estatistica (Kruskal-Wallis)
da disperséo, apenas os grupos tratados por 3 e 5 minutos apresentaram diferenca
significante em relacdo ao controle ndo tratado (Quadro 2), tendo, porém, os valores
de mediana dentro do intervalo de aneuploidia leve.

Nas Figuras 15 e 16 vemos o histograma de distribuicdo dos ID obtidos x
namero de células e a média dos valores de ID obtidos x tempo de tratamento com

plasma, respectivamente, para as células 3T3.

Quadro 2 — Média e Desvio padrao do indice de DNA (ID) obtido por analise de
citometria estatica dos nucleos de células 3T3 (fibroblastos), tratadas com LTAPP
por 1 minuto (P1), 3 minutos (P3), 5 minutos (P5) e 7 minutos (P7)

valor de
P1 P3 P5 P7 NT
P
Mediana 1,24 1,33* 1,30* 1,27 1,24 < 0,001
Média 1,25 1,32 1,31 1,29 1,27
Desvio
padréo 0,12 0,14 0,11 0,11 0,09

Legenda:* Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle ndo tratado (NT)
Fonte: Elaborado pelo autor.




Figura 15 — Histograma de distribuicdo dos indices de DNA (ID) obtidos x nimero de

células correspondentes
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 — Grafico das médias dos valores de indice de DNA (ID) obtidos x tempo
de tratamento com plasma
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5 Avaliacao clinica in vivo do LTAPP em modelo de infecdo polimicrobiana

de feridas

A partir dos resultados obtidos nos ensaios in vitro, foi selecionado o tempo
de exposicdo ao LTAPP de 5 minutos, devido a comprovada atividade
antimicrobiana e baixa toxicidade.

As Figuras 17 e 18, ilustram essas avaliagbes. Observa-se que houve
grande variacdo nas superficies das feridas entre os grupos tratado e controle tanto
para o modelo urinho, quanto para o modelo de Ulcera dermal. A variagcdo também
ocorreu na analise do tamanho das feridas durante o periodo de reparacao.

A area da ferida e a diminuicdo percentual no tamanho da ferida foram
calculadas e relatadas nas Figuras 17 e 18. N&o foram detectadas diferencas
significativas na area das feridas entre grupos tratados com plasma e controle no dia
4. No dia 8, as éareas das feridas do grupo tratado com LTAPP foram
significativamente menores que as do grupo controle (p <0,05).

No modelo urinho, para o grupo tratado com LTAPP 4 dias, a medida da
area da ferida, apds 24 horas da sua inducao foi de 40,14+8,75 mm, observando-se
reducado para 24,81+8,38 mm. No grupo nao tratado com LTAPP, as feridas mediam
inicialmente de 28,73+18,90 mm e ao final de 4 dias 19,64+9,38 mm. O grupo
exposto ao LTAPP levou a maior reducdo da area da ferida quando comparado ao
grupo controle, sendo que a diferenca entre os dois grupos foi de 21%.

Para o grupo tratado com LTAPP 8 dias, ap0s 24 horas da inducado da ferida
a area da ferida era 37,67+15,49 mm, observando-se reducdo para 16,81+10,58
mm. No grupo ndo tratado com LTAPP, as feridas mediam inicialmente de
33,97+10,11 mm a ao final de 8 dias 26,49+7,68 mm. O grupo exposto ao LTAPP
levou a maior reducdo da area da ferida quando comparado ao grupo controle,
sendo que a diferenca entre os dois grupos foi de 58%. O grupo néo tratado ao
LTAPP apresentou um aumento do tamanho da ferida em relagdo a mensuracao
apos 24 horas de sua indugéo.

No modelo de ulcera dermal, o tamanho médio da area inicial da ferida, no

grupo 4 dias, era 28+0 mm, observando-se uma reducéo para 25+1,58 mm no grupo
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controle. Ja no grupo exposto ao LTAPP a reducéo foi em torno de 38%, onde a

ferida inicial apresenta uma area de 28+0,33 mm com reducao para 16+1,30 mm.
Para o grupo tratado com LTAPP 8 dias, foram observados reducéo da area

da ferida de 28+1,1 mm para 15+10. No grupo controle a medida inicial era de 28+1

mm reduzindo para 20+8 mm.
Assim, verifica-se que houve reducdo do tamanho do diametro da ferida em

todos os grupos, no decorrer do tempo no grupo tratado com LTAPP em relacao ao
grupo controle. As feridas tratadas com LTAPP foram significativamente menores do

gue as do grupo controle negativo (p <0,05).

Figura 17 — Imagens representativas da analise clinica (macroscépica) das feridas

em camundongos, analisadas em diferentes periodos
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18 — Imagens representativas da analise clinica (macroscopica) das feridas

em modelo de uUlcera dermal em coelhos, analisadas em diferentes periodos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 19 — Diminui¢@o percentual da &rea da superficie da ferida em diferentes dias

de periodo de reparacdo
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 20 - Diminuicdo percentual da area da superficie da ferida em diferentes dias

de periodo de reparacdo em modelo de tlcera dermal em coelhos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Avaliacao histolégica e imuno-histoquimica dos efeitos do LTAPP sobre os

tecidos daregido da ferida e tecidos adjacentes

Os cortes histolégicos dos tratados e grupo controle o dorso de
camundongo, corados com hematoxilina e eosina, mostram que a epiderme proxima
a regido de ferida sofre alteracfes inflamatdrias sendo comum observar hiperplasia
epitelial, espongiose, hiperqueratose e exocitose. Na regido de ferida ha
descontinuidade do epitélio de revestimento, que é substituido por membrana
fibrino-purulenta que se continua em direcdo ao tecido conjuntivo (derme), dando
lugar a intenso infiltrado inflamatério misto, mono e polimorfonuclear, que se difunde
pela derme profunda, inclusive camada muscular. Na regido de derme € possivel
observar edema, maior na regido subepitelial, numerosos vasos sanguineos
dilatados e areas de hemorragia.

Aos 8 dias, o tecido se mostra em reorganizagdo, sendo que o infiltrado
inflamatorio se apresenta mais profundo na derme e é possivel observar fibroblastos

ativos, principalmente na regido subepitelial. Ainda, o infiltrado inflamatorio
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apresenta maior numero de células mononucleares. A membrana fibrino-purulenta
ainda recobre a regido de ferida. O plasma frio parece ndo ter mudado a condicao
do tecido nos cortes de pele tratados com LTAPP, ndo é possivel observar
membrana fibrino-purulenta nitida como nos controles, porém acredita-se que isso
deva-se a técnica de preparacdo das amostras, uma vez que tanto epiderme como
derme se mostram em condicbes muito similares aos controles, tanto aos 4 como
aos 8 dias.

Os cortes corados com anticorpo anti-Ki-67 por técnica imuno-histoquimica
nao apresentaram marcacdo em nenhum dos grupos, o que atribuimos a técnica
durante a reacao, ja que o processo proliferativo € continuo na regido da camada
basal do epitélio.

Os cortes histolégicos das feridas em orelha de coelho mostram quadro
semelhante ao dorso de camundongos, com ferida recoberta por membrana fibrino-
purulenta que se continua na profundidade da derme com infiltrado inflamatério,
predominantemente polimorfonuclear. A inflamacdo se estende até a regido de
cartilagem de suporte da orelha. Diferentemente do dorso de camundongos, a regiéo
de epiderme que circunda a ferida, mostra sinais inflamatérios mais amenos, como
degeneracédo hidropica, acantose e exocitose. Na regido de derme pode-se observar
grandes fibroblastos ativos desde os 4 dias e o processo de remodelacdo parece
mais lento que nos camundongos, sendo que o infiltrado inflamatério ainda é intenso
aos 8 dias, desde a regido subepitelial até a profundidade do tecido. Nao se observa
edema marcante como na ferida dos camundongos, mas sim nNumMerosos vasos
sanguineos dilatados e areas de hemorragia. O LTAPP parece ndo ter mudado a
condicao do tecido aos 4 dias, porém aos 8 dias, o infiltrado inflamatério subepitelial
€ menos marcante e concentra-se principalmente circundando a regido de

cartilagem, de maneira menos intensa.

46



Figura 21 — Cortes histologicos da regido de ferida dos grupos analisados corados

em HE, fotografados em microscopio éptico com aumento de 100x

4 DIAS 8 DIAS

CONTROLE

PLASMA

Legenda: * Membrana fibrino-purulenta; seta: infiltrado inflamatério misto circundando vasos
sanguineos dilatados.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os cortes corados com anticorpo anti-Ki-67 por técnica imuno-histoquimica
mostram proliferacdo fisiolégica na camada basal do epitélio que nao foi alterada
com o uso do plasma em nenhum dos tempos estudados. O padrdo de marcacao
permanece similar nos grupos tratados e ndo tratados, como pode-se observar na
Figura 23, demostrando que o LTAPP n&o influencia no processo proliferativo

epitelial.
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Figura 22 — Cortes histoldgicos da regidao de ferida em coelhos, corados em HE,
fotografados em microscopio 6ptico com aumento de 50x
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 23 — Cortes histolégicos da regido de ferida em coelhos (reacdo imuno-
histoquimica com anticorpo anti Ki-67) fotografados em microscopio Optico com
aumento de 200x
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o LTAPP € um método de
tratamento seguro, que contribui positivamente para o processo de reparacdo de
feridas. Neste estudo, foi realizada inicialmente a padronizacéo in vitro da poténcia,
tensdo de entrada e a distancia da saida do jato a superficie a ser tratada para
obtencdo de efetiva acdo antibiofime. Apos a verificacdo da efetividade
antimicrobiana, o protocolo foi avaliado quanto a toxicidade para células eucaridticas
para permitir a aplicacdo in vivo. Por fim, esse protocolo foi aplicado em
experimentos in vivo a fim de analisar macro e microscopicamente os efeitos
teciduais do plasma no tratamento de feridas contaminadas experimentalmente.

Os diferentes dispositivos de plasma, assim como diferencas de parametros
de tratamento e metodologia, como poténcia de entrada, vazbes de gas e tempo de
aplicacdo e frequéncia, a distancia entre o alvo e dispositivo de plasma e as
densidades celulares utilizadas, podem levar a diferentes acdes biologicas (von
Woedtke, 2014), enquanto alguns tipos de células sdo particularmente mais
suscetiveis para o tratamento do que outros. Dessa forma, a padronizacdo inicial
das condicdes fisicas do plasma é essencial para qualquer estudo biolégico.

O primeiro objetivo deste estudo foi demostrar que o dispositivo gerador de
LTAPP poderia reduzir a infeccdo microbiana presentes em feridas cronicas. Para
tanto, foram selecionados trés micro-organismos (S. aureus resistente a meticilina,
P. aeruginosa e E. faecalis) para formacao de biofilme de multi-espécies. A selecéo
baseou-se na prevaléncia em infeccbes cronicas de feridas (Fazli et al., 2009;
Rhoads et al., 2012; Bjarnsholt, 2013). Nao foram detectados estudos anteriores
sobre a acdo do LTAPP em biofilmes multi-espécies associados a feridas.

Embora essas espécies sejam frequentemente detectadas associadas em
infeccdes de feridas, existem poucos estudos demonstrando essas espécies em
forma de biofilme multiespécie. A maioria dos estudos, se concentra em analisar
infeccdes relacionadas ao biofilme de uma Unica espécie microbiana. Estudos
anteriores demostram uma promissora aplicacdo do plasma frio para o tratamento
frente a biofilmes monoespécies. Alkawareek et al. (2012) utilizou plasma de gas

Heélio e oxigénio, frente a biofilme de P. aeruginosa e observou que na exposi¢cao por
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10 segundos, levou a reducdo no numero de células viaveis; Bayliss et al. (2013),
realizou pré-tratamento do S. aureus meticilina resistente (MRSA) com plasma por
30 segundos seguido de exposicdo aos antibidticos e observou reducdo da
viabilidade celular em 0,5 log. Gabriel et al. (2016) demostrou a eficacia
antimicrobiana com uma reducdo de 5 log na populacdo de P. aeruginosa apos
exposicao por 90 segundos.

Em nosso estudo, foi demonstrada reducdo das unidades formadoras de
colénias de S. aureus meticilina resistente apos exposicao ao LTAPP. A reducédo da
viabilidade do biofilme, foi estatisticamente significativa para a exposi¢cdo ao plasma
por 5 e 7 minutos. Resultados similares foram descritos por Brun et al. (2018) que
analisaram a eficacia na inativacdo bacteriana em biofilmes de S. aureus meticilina
resistente, crescidos por 5 dias, expondo ao plasma de gas Hélio associado a
antibioticos, obtendo taxas de morte mais rapida, do que os aplicados aos
antibioticos isoladamente. Em outro estudo, com plasma de pressdo atmosférica Nz,
Wang et al. (2018), demostrou reducdo das popula¢bes bacterianas apds 5 minutos
de exposicdo ao plasma frente a biofilmes de S. aureus.

P. aeruginosa é uma bactéria formadora de biofilmes complexos com
quantidades significativas de material da matriz. E conhecida por sua patogenicidade
diversa, sendo um patégeno oportunista que causa uma ampla variedade de
infeccbes agudas e persistentes em humanos. Além disso, é resistente a
tratamentos antibiéticos de amplo espectro Alkawareek et al., 2012. Em nossos
resultados, ndo foi observada reducéo significativa da viabilidade de biofilme
monoespécie de P. aeruginosa apos exposicado ao LTAPP. Esse resultado pode ser
associado a permeabilidade reduzida da parede celular desse micro-organismo, a
similaridade do que se observa para a resisténcia frente aos antimicrobianos
convencionais (Barraud et al., 2006).

No presente estudo, a viabilidade do biofiime monoespécie (48 h) de E.
faecalis foi reduzida apos exposicdo ao LTAPP a partir de 1 minuto. Esse resultado
difere de estudos anteriores que relataram efetividade do plasma em reduzir a
viabilidade de biofilme de E. faecalis (ATCC 29212) ap6s 10 minutos de exposicéo
Theinkom et al. (2019). As diferencas entre as efetividades podem estar
relacionadas a diferentes configuracdes do equipamento gerador de plasma, assim

COmMo 0 gas e a cepa utilizada.
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Os resultados mostraram que o LTAPP tem acdo antimicrobiana frente a
biofilmes multiespécies frequentemente encontrados em feridas, do que qual por ser
um método alternativo e seguro, para tratamento nessas feridas. O tempo suficiente
para fechamento completo da ferida, ainda deve ser estudado, entretanto observou-
se que apos 8 dias de observacdo apos a inducédo da ferida, o LTAPP conseguiu
reduzir a area da ferida e a quantidade de micro-organismo presente nas feridas.

Os resultados desse estudo demonstraram que o LTAPP reduziu a infecgéao
bacteriana frequentemente presente nas feridas, o que sugere potencial significativo
para aplicacdo clinica. Modic et al. (2017) em um estudo de biofilmes
polimicrobianos (S. aures meticilina resistente, P. aeruginosa e Enterococus faecalis
e Klebisiella pneumoniae) sugere que P. aeruginosa é a espécie que mais se
beneficia da cultura de espécies mistas, por ocupar um nicho mais protegido no
biofiilme ou que suas defesas oxidativas sdo ativadas mais fortemente nesses
biofilmes do que em sistemas de espécies Unicas. No entanto, os resultados obtidos
no presente estudo apontaram Enterococcus faecalis como o microrganismo mais
suscetivel dentro de biofilmes multiespécies.

O modelo de biofilme polimicrobiano obtido sobre membrana de colageno
suino forneceu fortes evidéncias de que configuracdes definidas de LTAPP podem
reduzir a infeccdo bacteriana de forma altamente eficaz em modelos complexos.
Entretanto, em estudos futuros, € importante compreender qual é a arquitetura dos
biofilmes multiespécies e a relacdo de dependéncia de cada microrganismo dentro
dele (Modic et al.,, 2017). Essa analise detalhada poderd trazer informacfes
importantes para aprimoramento do protocolo utilizado.

A acdo antimicrobiana do plasma atmosférico frio é produto de uma ampla
variedade de espécies reativas, tais como 0zbnio, espécies reativas de oxigénio e
diéxido de nitrogénio (Wang et al., 2018). Essas espécies reativas derivadas do
plasma sédo geradas de maneira livre de contato e ndo sdo diferenciadas frente as
diferentes cepas bacterianas. Assim, o amplo espectro € uma grande vantagem em
comparacao com antibioticos que visam apenas estruturas alvo especificas (Brun et
al., 2018). Nesse sentido, sugere-se que o LTAPP pode ter acdo superior aos
antibioticos e antissépticos tradicionais, 0os quais estdo se tornando ineficientes
devido aos mecanismos de resisténcia. A hipotese é de que a chance do

desenvolvimento de resisténcia ao LTAPP & menor, ja que nenhum alvo especifico
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parece estar ativo, mas sim varios alvos simultaneos (Jacofsky et al., 2014; Matthes
et al 2014). No entanto, estudos futuros devem ser realizados para esclarecer 0s
mecanismos moleculares da ac¢do do LTAPP e possiveis mecanismos de
desenvolvimento de resisténcia.

Na segunda parte deste estudo, foram avaliados a citotoxicidade e
genotoxicidade do LTAPP. Os estudos publicados sobre a seguranca biolégica do
plasma séo limitados e a auséncia de uma definicdo padrao da aplicacédo do plasma,
bem como diversidade de parametros, sdo algumas dificuldades para comparacao
dos resultados (Boehm et al., 2018). O efeito citotoxico foi estudado sobre
fibroblastos da linhagem 3T3, o LTAPP apresentou baixa citotoxicidade quanto
aplicado nos tempos de 1 a 7 minutos de exposicdo ao LTAPP, com viabilidade
celular superior a 80%. De acordo com a ISO 10993, ensaios que apresentam
viabilidade celular acima de 70% néo apresentam potencial citotoxico (Borges et al.,
2018). Em estudos anteriores, Gumbel et al. (2017) demostrou que as células
conseguem se regenerar, apos 24 h e 48 h apos a exposi¢do ao plasma. Resultados
similares foram observados nesse estudo.

Os resultados obtidos corroboram com 0s ensaios realizados por Borges et
al (2018) onde a viabilidade celular do LTAPP foi testada sob células Vero, em
apresentado viabilidade celular foi superior a 70% para as condicfes testadas.

Para analisar a genotoxicidade, o ensaio de micronucleo in vitro é
frequentemente utilizado. Kaushik et al. (2012) expés células de neoplasia maligna
do cérebro humano a plasma DBD por 30 e 240 segundos e verificou aumento
tempo-dependente na formacdo de microndcleos. Em um experimento in vivo
utilizando ovos de galinha para micronudcleos, Kluge et al. (2016) ndo encontraram
aumento na formacao de microndcleos em célula do sangue, em qualquer tempo de
tratamento com plasma por 90 a 300 segundos. Os autores utilizaram os sistemas
de plasma kINPen MED, jato de argbnio e concluiram que o seu uso nao
apresentava riscos mutagénicos. Em outro ensaio de citometria de imagem para
analisar os efeitos mutagénicos do plasma atmosférico frio em linfécitos de
camundongo, Bekeschus et al. (2018) usando o jato de plasma kINPen, nao
observou formacédo de microndcleos em qualquer tempo de exposigéo.

Analisar os resultados de toxicidade celular e genotoxicidade, é fundamental

para aplicagcbes em medicina e saude. Assim, os resultados obtidos confirmaram a
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seguranca biologica para uso deste equipamento e permitiram a realizacdo dos
ensaios in vivo. Dessa forma, os resultados apresentados de baixa citotoxicidade in
vitro associada a atividade anti-biofilme, determinaram as configuracbes do
equipamento e tempo de exposi¢ao que foram utilizadas nos experimentos in vivo.

A maioria dos modelos de feridas tem sido realizada apenas com biofilme
monoespécie. Entretanto, € importante salientar a importancia dos estudos utilizando
biofilmes multiespécies, ja que a resposta frente a infeccdo polimicrobiana difere da
resposta do biofilme monoespécie (Dalton et al. 2011). Dentro desse contexto,
infeccbes polimicrobianas demonstraram ser mais virulentas do que infeccbes
causadas por espécies unicas, tanto em humanos como em animais (Mastropaolo et
al., 2005). Assim, optamos em nosso estudo, por um modelo in vivo de infecgdes de
feridas polimicrobianas. Nesse sentido, o objetivo inicial foi estabelecer a infeccéo
polimicrobiana composta por micro-organismos Gram positivos e Gram negativos,
presentes em feridas. O desafio a seguir foi garantir que essa infeccao
polimicrobiana pudesse ser estabelecida de forma eficaz no modelo in vivo antes do
periodo de exposicédo ao LTAPP.

Nossas primeiras tentativas de estabelecer infecgcbes polimicrobianas
infectando in vitro, através de uma mistura bactérias plancténicas ndo tiveram
sucesso. Conseguimos contornar esses problemas utilizando membranas de
colageno suino como base para crescimento do biofilme multiespécie (Werthén et
al., 2010; Hammond et al., 2011) e transplantando esses biofilmes polimicrobianos
pré-formados para feridas dos camundongos e coelhos.

Nesse estudo, utilizamos dois modelos de reparo de feridas: modelo murino
e modelo de Ulcera dermal. O primeiro modelo utilizou camundongos e permitiu a
visualizacdo de varios parametros clinicos e utilizacdo de biofilme multiespécie
padronizado obtido previamente in vitro, segundo Dalton et al. (2011). Ja o modelo
de Ulcera dermal em coelhos, reconhecido pelo FDA (Food and Drug Administration)
como modelo para reparo de feridas tem como vantagens a reparagado por
epitelizagdo e granulagédo, similar as feridas humanas; prevengdo da contratura
tecidual devido a presenca do arcabouco cartilaginoso da orelha; possibilidade de
controles contra-laterais, possibilitando maior padronizacdo e possibilidade de
inoculacdo de células planctonicas, mimetizando o processo natural de

contaminagao de feridas. Assim, os dois modelos foram associados a fim de mitigar
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as limitacdes de cada um e aproveitar os potenciais de cada uma das técnicas a fim
de resultados mais fidedignos.

Nossas observagbes no desenvolvimento do estudo apontaram para
limitacdes do modelo experimental murino. Observou-se uma grande quantidade de
variaveis que atuam nesse modelo, tais como: alargamento fisiolégico do diametro
da ferida apds a sua inducdo devido a grande movimentacdo dos camundongos e
perda constante dos curativos. Verificou-se que essas variaveis interferem
sobremaneira nas medidas do tamanho da ferida. Ja o modelo de Glcera dermal em
coelhos permitiu maior precisdo na analise do percentual de fechamento da ferida,
tendo em vista a presenca do arcabouco cartilaginoso da orelha, possibilitando
menos variaveis e mais padronizacao.

A analise histologica dos tecidos da ferida em modelo murino, néo
demostrou diferencas no infiltrado inflamatério ao longo do periodo experimental. No
quarto dia apds a confeccdo da ferida, os processos inflamatérios nos animais
tratados com LTAPP e controle eram similares, sugerindo-se que o plasma pode nao
ter efeito sobre o estagio inicial da inflamag&o. Observacéo similar foi reportada por
Chatraie et al., 2018, o qual analisou o processo de reparacdo de feridas, tratadas
com plasma frio de NO2, durante periodos de 3 a 21 apos a criagdo da ferida,
observando que o plasma frio causa diminuicdo do processo inflamatoério, apenas na
fase tardia da inflamacao (apos 14 e 21 dias).

Nas feridas da derme de coelho, no entanto, observou-se reducédo da
inflamacé&o nos grupos tratados com plasma, no periodo de 8 dias, indicando acao
anti-inflamatéria. Resultados semelhantes foram relatados anteriormente por
Nasruddin et al. (2014). Entretanto, pode-se observar que o tratamento com plasma
é significativamente eficaz para a aceleracao da re-epitelizacdo. Em varios estudos,
foi relatado que a aplicacdo tépica de plasma acelerou significativamente a
reparacao de feridas, seguida por menos inflamacgéo, promovendo a re-epitelizacao
e angiogénese (Georgii et al.,, 2011). Com base nos resultados obtidos, o LTAPP
gerado a partir de Hélio pode ser sugerido como uma estratégia promissora para
mediar a inflamacgao na fase tardia e assim melhorar o tratamento de feridas.

Analisando os dados de reparo das feridas, expressos pelo porcentual de
reparacdo, O presente estudo sugere aceleracdo das fases de reparo pelo
tratamento com LTAPP. A taxa de reparagcdo foi superior no grupo exposto ao
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plasma analisando-se o periodo do dia 4 para o 8. Jacofsky et al. (2014) relataram
gue o tratamento com plasma frio de Hélio acelerou a taxa de reparacao de feridas
em um modelo de murino diabético. Além disso, foi demonstrado que o tratamento
com plasma frio teve um efeito positivo no processo de reparacdo de feridas
cronicas em ensaios clinicos (Brehmer et al., 2015). No entanto, cabe salientar que
nos estudos citados as feridas ndo eram infectadas.

Os resultados desse estudo demonstraram que além de contribuir com o
processo de reparo da ferida, o LTAPP demonstra efeito antimicrobiano associado, o
gue pode ter efeito potencializador no reparo tecidual. Considerando que a presenca
de biofilmes afeta significativamente a reparacdo e o0 sucesso do tratamento de
feridas (Wolcott, 2015; Bjarnsholt, 2013), os efeitos simultdneos observados podem
ser de grande valia para aplicacéo clinica. Ademais, esses efeitos ocorreram com
baixa cito e genotoxicidade para células eucaridticas, o que aponta para uma

potencial aplicacéo clinica futura.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o LTAPP apresentou
atividade antimicrobiana frente a biofilmes monoespécies e multiespécies
associados a infeccdo de feridas, em tempo de exposicdo de 5 minutos. Nas
condi¢Bes efetivas, ndo se mostrou citotoxico ou genotdxico. Em modelo in vivo, o

LTAPP auxiliou no processo de reparo de feridas.
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