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Nogueira SMR. Efeitos dos liquidos ativados com plasma atmosférico sobre
Candida albicans [Tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2024.

RESUMO

O incremento no numero de casos refratarios aos tratamentos convencionais e a
limitacdo de opgdes terapéuticas sdo alguns dos desafios encontrados no
tratamento da candidose bucal, apontando para a necessidade de terapias
alternativas. A utilizacdo da tecnologia de plasma de forma indireta, pela
exposicdo prévia de liquidos ex situ, tem mostrado resultados promissores,
trazendo inumeras vantagens para a aplicacdo clinica. Até o0 momento, pouco se
conhece sobre a atividade antifangica do liquido ativado com plasma (LAP) e ndo
foram detectados relatos sobre sua aplicabilidade no tratamento da candidose
bucal. Com base neste cenario, o objetivo deste projeto foi avaliar a atividade do
liquido ativado com plasma sobre Candida albicans, principal agente etioldgico
da candidose bucal. Para tanto, foram determinadas as condi¢fes de obtencéo do
LAP com maior efeito antifungico frente a C.albicans. O LAP foi gerado em um
reator de plasma tipo arco deslizante (gliding arc). Os gases empregados
incluiram argbnio, ar comprimido seco e suas misturas em diversas
concentracdes, ajustando-se o fluxo de gas e a poténcia conforme necessario.
Avaliou-se a eficicia antifungica de diferentes liquidos ativados contra C.
albicans, tanto em estado planctonico quanto em biofilmes, visando identificar o
mais efetivo. As espécies reativas dos LAP foram caracterizadas utilizando
técnicas espectrofotométricas, juntamente com a avaliacdo dos parametros fisico-
quimicos. Os resultados dos ensaios foram submetidos a andlise estatistica,
estabelecendo-se um nivel de significancia de 5% para a interpretacdo dos dados.
Observou-se que a solucgéo salina 0,9% ativada com plasma de argbnio (S1), agua
destilada ativada com plasma de argbnio (D1) e agua destilada ativado com a
mistura dos gases argonio e ar comprimido (S2) apresentaram a maior atividade
antifingica sobre células planctonicas de C. albicans quando expostas por 30
minutos ao LAP. O grupo D1 apresentou maior ac¢ao frente aos biofilmes de 24 e
48 horas e o S1 frente a biofilmes de 48 horas apenas quando exposto por 30
minutos ao LAP. Ambos os LAPs apresentaram acdo antifingica apds terem sido
congelados e armazenados por 1 dia apos a ativacdo. Os grupos D1 e S1 néo
apresentaram perfil citotoxico nos ensaios realizados. Pode-se concluir que 0s
LAPs apresentaram acdo inibitoria sobre células planctonicas e sobre biofilmes
de C. albicans, sem citotoxicidade para células de mamiferos, sugerindo seu
potencial como adjuvante as terapias para o controle da candidose.



Palavras-chave: Liquido ativado com plasma. Gliding arc. Candida albicans.
Gases em plasma.



Nogueira SMR. Application of plasma activated liquids on Candida albicans
[doctorate thesis]. S&o José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2024.

ABSTRACT

The increase in the number of cases refractory to conventional treatments and the
limitation of therapeutic options is due to some two challenges encountered in the
treatment of oral candidiasis, pointing to the need for alternative therapies. The
use of plasma technology indirectly, for the exposition of liquids ex situ, has
shown promising results, providing numerous advantages for clinical application.
Currently, little is known about the antifungal activity of plasma-activated liquid
(LAP) and there are no reports on its applicability in oral candidiasis treatment.
Based on this scenario, the objective of this project is to validate the application
of plasma-activated liquid as an adjuvant in the treatment of oral candidiasis.
Therefore, certain conditions for obtaining LAP have greater antifungal effect
against Candida albicans. The LAP was generated in a gliding arc type plasma
reactor. The gases used include argon, dry compressed and their mixtures in
various concentrations, adjusting the gas flow and power as necessary. The
antifungal efficacy of different liquids activated against C. albicans is evaluated,
both in the planktonic state and in biofilms, aiming to identify the most effective.
The relative species of LAP were characterized using spectrophotometric
techniques, together with the evaluation of two physical-chemical parameters.
The results of two tests were submitted to statistical analysis, establishing a
significance level of 5% for the interpretation of the data. It was observed that the
groups that presented the greatest antifungal activity in planktonic cells of C.
albicans were the groups of 0.9% saline solution activated with argonium plasma
(S1), or of distilled water activated with argonium plasma (D1). e or distilled
water activated with a mixture of two argon gases and compressed air (52). The
D1 group presented against biofilms of 24 and 48 hours and the S1 against
biofilms of only 48 hours. Both LAPs are presented with antifungal coating and
have been frozen and stored for 1 day after activation. The groups D1 and S1 do
not present a cytotoxic profile in the tests carried out. It can be concluded that the
LAPs have antifungal activity on planktonic cells and on biofilms and do not
present a toxicity profile for human cells, being potent adjuvants in therapies for
or controlling infections caused by C. albicans.

Keywords: Plasma activated liquid. Gliding arc. Candida albicans. Plasma.




1 INTRODUCAO

A tecnologia plasma tem sido estudada e utilizada extensamente na
esterilizagdo de equipamentos médicos, industria alimenticia, tratamento de
superficies, esterilizagdo de grdos, esterilizagdo interna de embalagens
previamente seladas, na industria téxtil e automotiva, assim como no tratamento
de aguas (Belgacem et al., 2017; Hadinoto et al., 2023; Han et al., 2023; Hoffmann
et al., 2013; Konchekov et al., 2023; Laroussi et al., 2003; Narasimhan et al.,
2023; Neyts,Brault, 2017; Reema et al., 2022; Xu et al., 2023).

Diferentes areas do conhecimento vem desenvolvendo inimeros estudos
com aplicagdes em areas como a energética, a fotonica, a comunicagdo, a
exploragdo espacial, a fisica/quimica de materiais e com um papel em destaque as
arecas médicas (Belgacem et al., 2017; Laroussi, 2018; Mohades et al., 2017;
Neyts,Brault, 2017; Reiazi et al., 2017; (Bai et al., 2023; Hoppanova,Krystofova,
2022; Ma et al., 2023). Grupos multidisciplinares sob esfor¢os conjuntos da
engenharia, fisica, quimica, biologia, odontologia e medicina, entre outros, t€m
produzido evidéncias in vitro e in vivo da eficdcia e da aplicabilidade desta
tecnologia, no tratamento ndo invasivo e indolor, de infeccdes persistentes a
diversos tipos de cancer (Dobrynin et al., 2009; Hoffmann et al., 2013; Laroussi,
2018; Lee et al., 2016; Mohades et al., 2017; Chiappim et al., 2021b, 2021a;
Faramarzi et al., 2021; Malyavko et al., 2020; Milhan et al., 2022; Pang et al.,
2022; Sampaio et al., 2022; Bauer, 2019; Kim,Kim, 2021)

O plasma ¢ conceituado como um gas parcialmente ionizado que ¢
composto por elétrons, ions, espécies excitadas, radicais livres e fotons, cuja
producao ocorre devido a acao de campos eletromagnéticos gerados por fontes de

micro-ondas, radio frequéncia, corrente continua ou alternada em gases nobres
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(argomio ou hélio) ou moleculares (oxigénio, nitrogénio, etc.) (Bourke et al., 2017;
Gates, 2018; Kong et al., 2009; Neyts,Brault, 2017). Laroussi, 1996 foi o primeiro
a relatar o efeito bactericida do plasma frio, liderando desde entdo um expressivo
numero de artigos que abordam sobre seu potencial antimicrobiano ( (Borges et
al., 2019; Chiappim et al., 2021a; Joshi et al., 2010; Mai-Prochnow et al., 2016;
Mohd Nasir et al., 2016; Rothwell et al., 2022; Vlad et al., 2019a; Wiegand et al.,
2017; Yang et al., 2021)) e investigando os mecanismos fisicos € quimicos
envolvidos no processo terapéutico da técnica (Aparecida Delben et al., 2016a;
Bourke et al., 2017; Coughlan et al., 2016; Koban et al., 2010; Kong et al., 2009;
Lunov et al., 2017; Neyts,Brault, 2017; Wertheimer,Coulombe, 2012; Zhao et al.,
2020; Rovetta-Nogueira et al., 2023). Mais recentemente, a utilizacdo da
tecnologia do plasma de forma indireta, pela exposi¢ao de liquidos ao plasma tem
sido explorada com resultados promissores (Hadinoto et al., 2023b; Hu et al.,
2022; Tampieri et al., 2023). O efeito antimicrobiano da dgua ativada com plasma
(plasma activated water, LAPS) frente a Escherichia coli foi associado a geracao
de condicoes oxidantes (Shaw et al., 2018). De um modo geral, o plasma ao
interagir com liquidos ou solug¢des permite a geragao de peroxido de hidrogénio,
nitritos, nitratos e outros, que tem capacidade de induzir a producao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON) cé¢lulas (Matéjka et al., 2023; Shaji et
al., 2023; Takeda et al., 2017; Tampieri et al., 2023; Wong et al., 2023). Esta
tecnologia tem sido recentemente avaliada para aplicagdes médicas com
resultados muito promissores. Neste caso, ndo existe aplicaciao direta do LTAPP
no sitio clinico, mas somente do liquido tratado, o que traz inimeras vantagens na
aplicagdo clinica e abre novas possibilidades para o uso do plasma. Bhatt et al.,
2018 reportaram o sucesso da utilizagdo de soluc¢do ativada com plasma sobre
biofilmes de MRSA, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans, sugerindo a sua aplicacdo em terapia lock, em casos de

infeccoes de catéteres.
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Outra propriedade marcante do plasma e determinante para o tratamento
de infecgdes ¢ a capacidade em causar dano a célula procariotica mantendo a
integridade de células eucaridticas (Dobrynin et al., 2009; Faramarzi et al., 2021;
Lunov et al., 2017; Mai-Prochnow et al., 2016, 2015; Weltmann,Von Woedtke,
2017). Essa propriedade ¢ baseada no metabolismo celular para espécies reativas
de oxigénio (ERO) que ndo ¢ igual para ambas uma vez que eucariotos possuem
protegdo para espécies como O2 , por exemplo, enquanto células procaridticas
ndo possuem protecdo ou tem baixa resisténcia (Dobrynin et al., 2009; Faramarzi
et al., 2021; Gorbanev et al., 2016; Malyavko et al., 2020; Xu et al., 2015). A
diferenga de tamanho entre as células também oferece seletividade visto que
c¢lulas bacterianas oferecem maior superficie em relacdo ao volume para a¢do do
plasma, estando na ordem de 0,2 a 10 pm, enquanto a cé€lula eucariotica apresenta
tamanho variavel de 10 a 100 um (Dobrynin et al., 2009; Gorbanev et al., 2016;
Kong et al., 2009; Xu et al., 2015).

A incidéncia de infecgdes flingicas tem aumentado significativamente nas
ultimas décadas (Mount et al., 2018). Em particular, as infec¢des por leveduras
do género Candida sao consideradas um problema relevante nas areas médicas
(Dadar et al., 2018). Essas infeccoes podem ser superficiais e sist€émicas
(Williams et al., 2013). As infecc¢oes sistémicas ocorrem quando o fungo supera
a barreira epitelial e atinge a circulagdo sanguinea, causando a candidemia (Gow
et al., 2012), a qual apresenta taxas de mortalidade de 30% (Keighley et al., 2023)
até 50% (Omrani et al., 2014).

As candidoses bucais apresentam grande relevancia pois ocorrem em altas
prevaléncias dentre pacientes imunocomprometidos (Low et al., 2016; Ouchi et
al., 2024) e sdo consideradas como porta de entrada para infec¢des sist€émicas
(Williams et al., 2013). Casos refratarios aos tratamentos convencionais tém sido

relatados na literatura com prevaléncia crescente (Shah et al., 2017; Wang et al.,
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2016).

A ocorréncia crescente de resisténcia antifiingica, a toxicidade e interacao
com outras drogas, além do pequeno espectro de acdo dos fArmacos antifingicos
existentes, limita o nimero de alternativas terapé€uticas para a candidose (Feng et
al., 2023; Iyer et al., n.d.; Jabeen et al., 2023; Lewis,Graybill, 2008; Lin et al.,
2023; Zhang et al., 2024). Neste contexto, a tecnologia do plasma ¢ promissora
no tratamento de infecgdes fungicas devido as limitagdes clinicas associadas aos
antifingicos, como toxicidade elevada e resisténcia das cepas aos antiflingicos

(Feng et al., 2023; Wu et al., 2023).

Além disso, a maior resisténcia da forma de biofilme em relagao as células
planctonicas tem sido alvo de estudos (Fan et al., 2022; Zhang et al., 2024).
Relata-se que os biofilmes podem ser at¢ 1.000 vezes mais resistentes do que no
estado planctonico (Mai-Prochnow et al., 2015). Desta forma, a busca por novas
formas de tratamento ¢ urgentemente necessaria (Feng et al., 2023; Keighley et

al., 2023; Wu et al., 2023)

O efeito inibitorio do jato de plasma sobre Candida albicans foi relatado
em estudos anteriores (Aparecida Delben et al., 2016b; Kostov et al., 2015;
Nishime et al., 2017; Doria et al., 2015; Rovetta-Nogueira et al., 2023; Chiodi
Borges et al., 2017; He et al., 2020; Schnabel et al., 2020; Wanachantararak et al.,
2019).. Borges et al., 2017 relataram efeito do jato de plasma de hélio sobre
biofilmes de C. albicans em aplicacdes a partir de 5 min. Efeitos promissores
sobre a aderéncia e capacidade de filamentagdo também foram observados. A
utilizacdo do jato de plasma em modelo de candidose oral murino, mostrou efeito
positivo devido as a¢des anti-inflamatérias e antiflingicas, com baixa toxicidade

aos tecidos (Borges et al., 2018).

Segundo Liu et al., 2020 e Ma et al., 2020, uma das maiores vantagens dos

LAPs em relacdo a aplicagdo direta do plasma sobre tecidos biologicos, por
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exemplo, ¢ a seguranga, uma vez que, os perigos do campo elétrico, particulas
altamente carregadas e danos térmicos aos tecidos podem ser evitados, apenas
utilizando a acdo das espécies reativas produzidas (Ercan et al., 2013; Liu et al.,
2020b; Zhou et al., 2018).

Apesar das vantagens atribuidas a aplicacdo dos liquidos ativados com
plasma, até o presente momento poucos estudos foram realizados com Candida
albicans (Ercan et al., 2013; Laurita et al., 2015; Miranda et al., 2023a; Sampaio
et al., 2022), e dentre os trabalhos diversos autores tiveram dificuldades em
encontrar parametros antifiingicos efetivos, apenas Laurita et al., 2015 encontrou
parametros que foram efetivos frente C. albicans, utilizando uma fonte de plasma
denominada DBD (descarga por barreira dielétrica), o que demonstra que ainda
existe um caminho a ser percorrido na padronizacdo de pardmetros fisico-

quimicos uma vez que existem diferente tipos de fontes de plasma.

Assim, o objetivo deste trabalho ¢ estudar os efeitos dessa nova forma de
entrega do plasma sobre C. albicans como futuro adjuvante no controle de

infecgdes fungicas.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral foi avaliar os efeitos de liquidos ativados com plasma

sobre Candida albicans.

2.2 Objetivos especificos

a) Gerar e caracterizar diferentes liquidos ativados com plasma (LAPS);

b) Determinar as condicdes fisicas ideais dos LAPs para a atividade
antifangica sobre C. albicans;

c) Determinar as espécies reativadas formadas nos LAPS;

d) Awvaliar os possiveis efeitos toxicos para células de mamiferos dos

LAPs nos parametros efetivos frente a C. albicans.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e caracterizacéo dos liquidos ativados com plasma (LAP)

O conjunto experimental para o jato de plasma de arco deslizante (GAPJ)
consistiu em um reator de plasma, uma fonte de alimentacdo de alta tensdo, um
osciloscopio, uma fonte de gas e um suporte para o substrato, conforme ilustrado
na Figura 1. O plasma foi gerado dentro de um reator de fluxo de vortice direto
(FVFR). A distancia entre o reator e o substrato, que consistia em diferentes
liquidos, foi mantida em 0,5 cm. Em cada experimento, tratou-se uma quantidade
de liquido de 40 mL. O equipamento experimental de jato de plasma do arco
deslizante (GAPJ) foi composto por reator de plasma, uma fonte de alimentagéo
de alta tensdo, um osciloscopio, fonte de gas, e de um suporte para o substrato
(Figura 1).

O jato de plasma foi gerado em um reator de fluxo de vortice direto (FVFR).
A distancia do reator e do substrato (diferentes liquidos) foi de 0,5 cm. A
quantidade de liquido tratado em cada ensaio foi de 40 ml. O tempo de ativacdo

dos liguidos foi de 30 minutos.
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Figura 1 - Equipamento de plasma gerador do liquido ativado com plasma (a)
representacdo esquematica e (b) foto do equipamento experimental de jato de
plasma gliding arc.
(a) boer sunly (b)
() |
ainless steel J\f I
Steleitrodz ! v ||
\ . Oscilloscope

J
- L___|CH1

Insulator = I
; [ |cH2

s ||

Compressed air

““““ i
d I Reactor
Gliding arc

Petri dish with 40 mL DI water plasma jet

Fonte: Pessoa et al., 2023.

Neste estudo, foram empregadas duas fontes de gas: Argbnio (99,5%) e ar
comprimido, sendo este ultimo fornecido por um compressor de ar Schulz CSD
9/50 (Joinville, SC, Brasil). Inicialmente, ambos os gases foram utilizados em
uma vazao de 1,5 L/min, individualmente e em mistura, mantendo-se a proporc¢éao
de 1,5 L/min para cada gas. Apos a analise dos resultados microbiologicos obtidos
com essa configuracao, procedeu-se a testes adicionais aumentando a vazéo para
3,0 L/min para o Argdnio, o ar comprimido e a mistura dos dois, padronizando
essa vazdo para toda a fase experimental. A energia para o sistema foi fornecida
por uma fonte de alta tensdo (modelo Arternis 0215, Inergiae, Florianopolis, SC,
Brasil), operando a uma frequéncia de 20 kHz. As medicdes de tensdo e corrente
da descarga do jato de plasma foram realizadas utilizando uma sonda de alta
tensdo (Tektronix P6015A, Tektronix, Beaverton, OR, EUA) e uma sonda de
corrente ajustdvel (Agilent N2869B, Agilent, Santa Clara, CA, EUA),
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respectivamente. Os sinais elétricos captados foram registrados em um
osciloscopio digital (Keysight DSOX1202A, Keysight, Santa Rosa, CA, EUA),
com o sinal de corrente sendo inferido diretamente do eletrodo aterrado. As

figuras apresentadas (Figura 2) ilustram as formadas de onda da tensao e corrente.

Figura 2 — Formas de onda (a) da tensdo aplicada no GAPJ; b) da corrente; e c)
da poténcia da descarga para as trés quimicas de plasma investigadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir da Figura 2, onde V(t) € a tensao, I(t) é a corrente elétrica e (T,-

T1) € o intervalo de tempo, foi possivel determinar a poténcia média do jato de
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plasma, que para o caso do Argonio foi de 25,4 W, Ar comprimido foi 60,6 W, e

para Argonio+ar comprimido foi 33,4 W.

Figura 3 — Figura da equacéo de calculo da poténcia dissipada pelo plasma

T
f V()I(t)dt

Ty

Pdissip w) = T, — T,

Fonte: Elaborado pela autora.

Os liquidos utilizados para a ativagdo com plasma foram solucéo salina
0,9% (preparada em laboratorio) e 4gua destilada, obtida atraves do equipamento
Purelab Option-Q, (Elga labwater), antes da ativacdo por plasma, os LAPs eram

esterilizados.

3.2 Quantificacdo de espécies reativas nos liquidos ativados com plasma

3.2.1 Quantificacao por espectrofotometria

Para a deteccédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) nos
liquidos ativados com plasma (LAPS), utilizou-se um espectrofotdmetro UV-Vis
(Evolution 201, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). As medicdes de
absorbancia foram realizadas na faixa espectral de 190 a 900 nm.

O aparelho foi ajustado para uma resolugdo espectral de 0,2 nm e uma
velocidade de varredura de 120 nm/min. As amostras foram distribuidas em
cubetas de quartzo de 3,5 mL (K22-135Q, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, SP,

Brasil), com caminho Optico de 10 mm e duas faces polidas. Para obter o espectro
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de fundo, utilizou-se inicialmente uma cubeta vazia, estabelecendo assim o
espectro UV-Vis de referéncia.

Em seguida, empregou-se uma cubeta contendo 3,5 ml de agua
deionizada para definir a linha de base, assegurando que as intensidades
observadas nos espectros UV-Vis dos LAPs se devessem exclusivamente as
RONS. Apds estabelecer a linha de base com o espectro de dgua deionizada, as
cubetas foram limpas e preenchidas com aliquotas dos LAPs para a obtencdo dos
espectros de absorgao UV relativos, conforme metodologia descrita por Dascalu
etal., 2019. Este procedimento de calibracdo da linha de base também foi aplicado

na quantificacdo dos LAPs provenientes de solucéo salina de NaCl 0,9%.

3.2.2 Quantificacdo por tiras reativas

Ap0s a ativacdo dos liquidos por plasma com diferentes tipos de gases, foi
realizada a analise de quantificacdo das especies. Foi utilizado o kit de tiras
reativas da marca Quantofix® para a quantificacdo de peréxido de hidrogénio,
nitrito e nitrato, sendo que para este Ultimo, uma Gnica fita possui indicadores para
quantificar ambos os componentes. As fitas foram imersas dentro dos diferentes
liquidos por um periodo de apenas 15 segundos, que é tempo o suficiente para
haver reacdo do liquido com o substrato, de acordo com o fabricante. As fitas de
perdxido de hidrogénio podem quantificar valores em uma faixa que varia de 0,5
a 25 mg/L, as fitas de nitrito entre 1 e 80 mg/L e as nitrato avaliam concentracgdes
entre10 a 500 mg/L.

A leitura foi realizada a partir de um gabarito colorimétrico, onde foi
comparada visualmente a concentracdo da LAPS com a do gabarito, e assim a

concentragéo é determinada como mostra a Figura 4.
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Figura 4: Leitura de fitas reativas (a) de peroxido de hidrogénio e (b) de nitrito e
nitrato

Fonte: Elaborado pela autora.

A quantificacdo do ozonio foi realizada utilizando um fotdmetro de
multiparametros da marca Exact Micro 20 (Industrial Test System, EUA) ap0s o

periodo de 5 minutos de leitura um valor preciso foi gerado pelo equipamento.

3.3 Anadlise fisico-quimica dos liquidos ativados com plasma e controles

Os parametros fisico-quimicos dos liquidos foram mensurados antes e
apos a ativacdo dos LAPs, foram avaliados os parametros de pH, potencial de
oxirreducdo (ORP), condutividade elétrica e total de sélidos dissolvidos (TDS)

utilizando o equipamento pHmetro de bancada Metrohm 913.



3.4 LAPs: transporte, armazenamento e estabilidade

Os liquidos ativados com plasma a base de &gua destilada e solugéo
salina, foram transportados do Instituto de Tecnoldgico de Aeronautica (ITA) até
o laboratorio Genoma (Unesp) em isopor com gelo.

O periodo do LAP armazenado em gelo até chegada ao laboratorio foi de
aproximadamente 3 horas, periodo entre a obtencdo dos LAP, ensaios fisico-
quimicos, espectrofotométricos e de traslado até a chegada ao laboratdrio
microbioldgico.

Os LAP foram armazenados em freezer comercial em temperatura de
+ -18°C), para realizacdo dos experimentos no dia posterior a sua obtencao.

Os LAPs foram congelados em temperaturas de = -18°C, em tubos
criogénicos de 3 ml. Para descongelar os LAPs contidos nos tubos, estes eram
colocados dentro do fluxo laminar e ap6s 15 minutos ja estavam descongelados,
prontos para 0 uso, com temperatura ambiente em torno de 16-19 °C.

Os LAPs foram divididos em grupos a partir do substrato liquido e do tipo

de gas utilizado na sua ativa¢do, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Diferentes liquidos ativados com plasma de argonio, ar comprimido e

mistura de ambos os gases a partir de agua destilada ou solucéao salina NaCl 0,9%

Grupos Agua destilada Grupos Salina

CD Né&o ativado (controle CS Né&o ativado (controle
negativo) negativo)

D1 Argonio S1 Argonio
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D2 Arg0nio e ar comprimido S2 Argonio e ar comprimido

D3 ar comprimido S3 ar comprimido

Legenda: CD: &gua destilada controle, ndo ativada; D1: 4gua destilada ativada com Argbnio; D2: agua
destilada ativada com Argdnio e ar comprimido; D3: agua destilada ativada com ar comprimido; CS:
salina controle, ndo ativada; S1: salina ativada com Argbnio; S2: salina ativada com Argoénio e ar
comprimido; S3: salina ativada com ar comprimido.

Fonte: Elaborado pela autora.

Foram avaliados 20 grupos experimentais, sendo 4 grupos iniciais com 0s
diferentes gases na vazao de 1,5 I/min, incluindo o grupo controle. A seguir, foram
avaliados 16 grupos experimentais com os diferentes gases na vazdo de 3,0 I/min

e seus respectivos controles, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Grupos experimentais de liquidos ativados por plasma derivados de
agua destilada e solucdo salina 0,9% expostos ao plasma de argdnio ou gas
comprimido (vazdes 1,5 ou 3,0 L/min) em exposi¢des de 10 e 30 minutos. Os

liquidos foram avaliados no Dia 1 (dia seguinte a sua ativacéo)

Dial

vazao gas vazao gas

1,5 L/min 3,0 L/min
CD CD CS
EXPOSICAO D1 D1 S1
30 MIN D2 D2 S2
D3 D3 S3
- CD CS
EXPOSICAO - D1 S1
10 MIN - D2 S2
- D3 S3
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Legenda: CD: agua destilada controle, ndo ativada; D1: 4gua destilada ativada com Argdnio; D2: 4gua
destilada ativada com Argdnio e ar comprimido; D3: agua destilada ativada com ar comprimido; CS:
salina controle, ndo ativada; S1: salina ativada com Argénio; S2: salina ativada com Argbnio e ar
comprimido; S3: salina ativada com ar comprimido.

Fonte: Elaborado pela autora.

3.5 Cepas e Condicdes de Crescimento

Neste estudo, foi utilizada a cepa de referéncia de Candida albicans
ATCC 18804, a qual estava armazenada em caldo Sabouraud, com 20% de
glicerol, a - 80 °C.

Os indculos utilizados para avaliar os efeitos dos LAPs sobre células
planctdnicas e biofilmes foram obtidos a partir de culturas, cultivadas em agar
Sabouraud dextrose (SD), a 37°C por 24 horas, em aerobiose. Essas células foram
suspensas em solucéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%). Cada técnica, devido as
caracteristicas, experimentais, necessitou de uma concentracdo celular diferente,
como mostra a Tabela 3.

Os indculos foram padronizados com o auxilio de um espectrofotémetro
(A: 550 nm), com diferentes densidades dpticas (DO) (Tabela 3).

Tabela 3 — Concentragbes celulares utilizadas para avaliacdo do efeito dos

liquidos ativados sobre células planctonicas e biofilmes (A: 550 nm)



Técnicas Concentracéao Densidade Optica
celular (DO)
Viabilidade células 10° células/ml 0,380

planctonicas
Viabilidade biofilmes 107 células/ml 0,830

Fonte: Elaborado pela autora.

3.6 Efeito dos LAPs sobre células planctonicas de C. albicans

Aliquotas de 1 ml da suspensdo contendo 107 UFC/ml foi transferida para
tubos conicos, e submetidos a centrifugacdo a 1500 rpm por 15 minutos.

Retirou-se 0 sobrenadante e o pellet formado no fundo dos tubos foi
colocado em contato com 1 ml do LAP a ser avaliado. Os LAPs forram avaliados
individualmente, conforme descrito na (Tabela 1), incluindo os controles com
agua destilada e salina estéereis ndo ativados.

Apols adicdo dos LAPs, utilizou-se o vortex para homogeneizar as
suspensdes. As celulas de C. albicans foram expostas aos diferentes LAPs por 10
minutos ou 30 minutos.

Decorrido o tempo de exposicao, a suspensdo foi novamente agitada em
vortex, e 100 ul foi transferido para um tubo conico contendo 900 ul solucdo
salina 0,9% para inicio da diluicdo seriada.

Realizou-se diluicdo em série (10 até 10°%), e as trés Gltimas dilui¢des nas
concentracdes de 10 a 10° foram plaqueadas pela técnica de Miles e Misra
(1931) em &gar Saboraud. Apés incubacdo por 24 horas, realizou-se a contagem
de unidades formadoras de colbnia apds incubacdo por 24 horas. Foram

calculados os valores de UFC ml.
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3.7 Efeito dos LAPs sobre biofilmes de C. albicans

3.7.1 Efeito dos liquidos ativados com plasma sobre biofilmes de 24 horas

Foram realizados ensaios de biofilme com os grupos D1 e S1, que foram
0s LAPs que apresentaram os melhores valores de reducdo de UFC/mI nos ensaios
com células plancténicas. Além disso, foram incluidos controles com agua
destilada e salina 0,9% estereis ndo ativados. Foram realizados trés ensaios em
dias diferentes, com um total de quatro amostras.

A cada um dos pocos foi adicionado 250 ul do inoculo fungico, a placa
foi incubada no agitador-incubadora (C24) por 90 minutos, pra pré-adesdo do
biofilme a 75 rpm por 37°C, decorrido o periodo o sobrenadante foi desprezado e
0s pogos lavados com solucéo salina 0,9% para remocéo de células ndo aderidas.
A solucdo salina utilizada na lavagem foi removida e desprezada, e entdo,
acrescentou 250 pl do meio de cultura liquido, caldo RPMI.

Apo0s as 24 horas, o sobrenadante foi removido dos pocos e 0s mesmos
foram lavados, apos a lavagem acrescentou-se solucdes teste aos pogos. O tempo
de contato foi de 30 minutos.

Decorrido esse periodo, os fundos dos pocos foram raspados com a ponta
de ponteira de micropipeta estéril, para a remocéo do biofilme aderido. A seguir,
foi realizada a homogeneizacéo da suspensdo com o auxilio da pipeta automatica,
em movimento de up and down por 5 vezes. Desta suspensdo, 100 ul foi
transferido para um tubo cénico contendo 900 ul solucdo salina 0,9% para inicio

da diluicéo seriada. Realizou-se diluicdo em série (10! até 10), e as trés Gltimas
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dilui¢des nas concentragdes de 102 a 10° foram plaqueadas pela técnica de Miles
e Misra (1931), em &gar Saboraud. Apo6s 24 horas, 0 nimero de col6nias foi
contado e o valor de unidades formadoras de col6nia foi obtido. A seguir, foi

calculado o valor de UFC ml,

3.7. Efeito dos liquidos ativados com plasma sobre biofilmes de 48 horas

Foram realizados ensaios de biofilme com os grupos D1 e S1, que foram
0s LAPs que apresentaram os melhores valores de reducdo de UFC/ml nos ensaios
com células plancténicas. Além disso, foram incluidos controles com agua
destilada e salina 0,9% estereis ndo ativados. Foram realizados trés ensaios em
dias diferentes, com um total de quatro amostras.

A cada um dos pogos foi adicionado 250 pl do indculo fdngico, a
microplaca foi incubada no agitador-incubadora (C24) por 90 minutos, para a pré-
adesdo do biofilme a 75 rpm por 37°C, decorrido o periodo o sobrenadante foi
desprezado e os pocos lavados com solucgéo salina 0,9% para remocéo de células
ndo aderidas. A solucéo salina utilizada na lavagem foi removida e desprezada, e
entdo, acrescentou-se 250 pl do meio de cultura liquido, caldo RPMI (pH 7,0).

Apbs as 24 horas, o sobrenadante foi removido dos pogos e 0s mesmos
foram lavados, apds a lavagem com solucéo salina 0,9% acrescentou novamente
250 pl de caldo RPMI, e a placa foi novamente incubada por mais 24 horas, no
agitador-incubadora, sob os mesmos parametros ja descritos.

Apos as 48 horas, o sobrenadante foi removido dos pocos e 0s mesmos
foram lavados, apds a lavagem com solucéo salina 0,9% estéril, acrescentou-se
solugdes teste aos pocos. O tempo de contato foi de 30 minutos. Decorrido esse

periodo, os fundos dos pogos foram raspados com a ponta de ponteira de



micropipeta estéril, para a remocéao do biofilme aderido. A seguir, foi realizada a
homogeneizacao da suspensdo com o auxilio da pipeta automatica, em movimento
de up and down por 5 vezes. Desta suspensdo, 100 ul foi transferido para um tubo
cbnico contendo 900 ul solucdo salina 0,9% para inicio da diluicdo seriada.
Realizou-se diluicdo em série (10! até 10°), e as trés Ultimas diluicdes nas
concentracOes de 10 a 10° foram plaqueadas pela técnica de Miles e Misra
(1931), em &gar Saboraud. Apos 24 horas, 0 numero de coldnias foi contado e o
valor de unidades formadoras de colbnia foi obtido. A seguir, foi calculado o valor
de UFC mi?,

3.8 Ensaio de citotoxicidade dos liquidos ativados

A avaliagdo da citotoxicidade dos liquidos ativados foi realizada de acordo
com a ISO 10993-5:2009 e a metodologia descrita por Sampaio et al 2022.
Utilizou-se células derivadas de rim de macaco Cercopithecus aethiops (células
Vero), as quais foram cultivadas em meio modificado de Dulbecco (DMEM),
suplementado com 1% de penicilina (1L00U/mL)/estreptomicina (100 mg/mL) e
10% de soro fetal bovino (FBS). As células foram cultivadas a 37°C em 5% de
CO,. A densidade de 8x102 células/poco foi semeada em placas de 96 pogos. As
placas de 96 pocos foram incubadas por 24 horas para promover a adeséo celular.
Os liquidos foram expostos as células na proporcdo de 1:1 (liquido/meio de
cultura), sendo 200 pL de solucéo total em cada pogo. Os grupos analisados foram
agua destilada e solucdo salina 0,9% estéreis ndo ativadas (grupo controle
negativo) e agua destilada e solucédo salina 0,9% ativadas por plasma de argénio
por 30 minutos com fluxo de gas de 3,0 I/min, estéreis. Controle de crescimento

cultivado apenas com o meio de cultura também foi incluido. Ap6s 30 min de
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contato, as solugdes-teste foram removidas. O tempo de contato entre os liquidos
e as células foi definido como o maior tempo analisado durante os testes
microbiologicos. As células foram lavadas com solucdo salina balanceada de
Hanks (HBSS) e reincubadas por 24 h com meio de cultura fresco.

A viabilidade celular foi avaliada com o teste de citotoxicidade MTT.
Decorridas 24 horas, 0 meio de cultura foi removido e 100 pL de brometo de 3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) foram adicionados a cada
poco. As placas foram incubadas por 2h. Em seguida, adicionou-se
dimetilsulfoxido (DMSO) a cada poco e colocou-se num agitador durante 15
minutos para dissolver os cristais de formazan. A densidade Optica resultante da
solucdo foi medida a 570 nm num espectrofotometro. Os dados de absorbancia
foram normalizados para o grupo de controle de crescimento (=100%). Seis
repeticdes foram realizadas em dois experimentos independentes (n = 12). A
viabilidade celular abaixo de 70% foi considerada citotdxica, de acordo com a
ISO 10993-5:20009.

3.9 Analise dos Dados

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o software
Origin Lab 8.5. Realizaram-se os testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e Analise
de Variancia — ANOVA One Way (post hoc Tukey’s Test), com nivel de
significancia de 5% (p <0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo fisico-quimica dos liquidos ativados por plasma

A avaliacdo dos parametros fisico-quimicos mostrou que, os pHs de todos
0s grupos experimentais sofreram reducéo apos a ativacdo por plasma (Tabela 4).

Nos grupos S3 e D3, ativados com plasma de ar comprimido, a reducéo
foi mais expressiva, enquanto que nos grupos ativados apenas com o plasma de
Argonio a reducédo do pH ocorreu, mas foi menor do que nos grupos S3 e D3. Os
grupos D2 e S2, ativados por plasma de Argbnio e ar comprimido também tiveram
0s pH com valores reduzidos, provavelmente influenciados pela presenca do ar
comprimido. O valor de total de sdlidos dissolvidos (TDS), assim como a
condutividade elétrica e o potencial de oxirreducdo (ORP) aumentaram em todos
0S grupos apoés a ativacao, e observou-se gque estes parametros apresentaram um
perfil inverso ao do pH que reduz apds ativacdo, enquanto estes aumentaram, iSso
em todas as LAPs tanto de &gua destilada quanto de solucdo salina 0,9%,

ilustrados pela Figura 5.

Tabela 4 — Parametros fisico-quimicos dos liquidos antes e ap0s ativagdo por

plasma gerados a partir de diferentes gases e vazoes.

Grupos | pH TDS ORP o

DC (6,86 | 25,95mg/L | 37,2mV | 52 puS/cm

D1 6,19 | 43,90 mg/L | 76,8 mV | 125,9 uS/cm
D2 |6,20 | 44,56 mg/L | 125,8 mV | 155,8 uS/cm
D3 | 5,77 | 57,89 mg/L | 157,2 mV | 215,15 pS/cm

Vazao 1,5 I/min
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SC 4,73 | 42553 mg/L | 123,21 mV | 107,2 mS/cm
E S1 |4,24 | 44401 mg/L | 153,7 mV | 111,1 mS/cm
% S2 |2,56 | 52827 mg/L | 251,9 mV | 130,1 mS/cm
E S3 |2,47 | 53027 mg/L | 257,2 mV | 126,7 mS/cm
- |DC| 58| 26,76 mg/L | 51mV 58 uS/cm
E D1 | 4,05 | 137,50 mg/L | 149,4 mV | 275,5 uS/cm
% D2 |2,96 | 166,8 mg/L |229,7 mV | 405,5 uS/cm
E D3 2,82 | 159,9 mg/L |237,7mV | 384,5uS/cm

Legenda: TDS: Total de s6lidos dissolvidos; ORP: Potencial de oxirredugio; ¢: condutividade elétrica;
pH: potencial hidrogenidnico.

DC: controle destilada ndo ativada; D1: Agua destilada ativada por plasma de argdnio; D2: Agua
destilada ativada por plasma de argonio e ar comprimido; D3: Agua destilada ativada por plasma de ar
comprimido; SC: controle solugéo salina 0,9% ndo ativada; S1: solugéo salina 0,9% ativada por plasma
de argbnio; S2: solucéo salina 0,9% ativada por plasma de argonio e ar comprimido; S3: solucéo salina
0,9% ativada por plasma de ar comprimido.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 5: Valores de pH, ORP, TDS e Condutividade dos liquidos ativados com
plasma.
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Legenda: Graficos com os valores dos parametros fisicos mensurados de a) 4gua destilada ativada com
diferentes gases na vazdo de 1,5 I/min; b) 4gua destilada ativada com diferentes gases na vazao de 3,0
I/min e c) solugdo salina 0,9% ativada com diferentes gases na vazdo de 3,0 I/min; D1: 4gua destilada
ativada com Argonio; D2: 4gua destilada ativada com Argénio e ar comprimido; D3: agua destilada
ativada com ar comprimido; CS: salina controle, ndo ativada; S1: salina ativada com Argonio; S2: salina
ativada com Argonio e ar comprimido; S3: salina ativada com ar comprimido; ORP: Potencial de
oxirreducdo; TDS: Total de sélidos dissolvidos; pH: potencial hidrogeniénico.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 Avaliacao das especies reativas formadas durante a ativacéo dos liquidos
por plasma

4.2.1 Andlise por espectroscopia

Apos realizar a deconvolucdo das bandas dos espectros de absorbancias
dos LAP, verificou-se através da Figura 6 (a-c) que cada banda representadas
pelos circulos pretos, nas diferentes figuras (a, b e ¢) apesar de serem similares,
apresentaram individualidade em suas formas, e isso € influenciado pelas bandas
de espécies reativas integradas (bandas coloridas) sob essas curvas principais.

Observou-se que a presenga de peroxido de hidrogénio (H20,), acido
nitroso (NHO,), nitrito (NO3), nitrato (NO3), e 0zonio (O3), na agua destilada
(Figura 6 a, b e c) e a solucgéo salina Figura 7 (a, b e c) ativadas por plasma de
diferentes gases . A anélise de deconvolucédo é semiquantitativa, porém fornece
informacdes valiosas, sobre as espécies que foram formadas. Na Figura 6 (d) e
Figura 7 (d) os graficos demonstraram as areas sob a curva das espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio que foram observadas nos espectros de absorbancia da
agua (Figura 6 (a, b e c) e da solucéo salina 0,9% (Figura 7 (a, b e ).

Tabela 5 e 6 mostram as areas sob a curva referente a cada RONS formada
durante o processo de ativacdo dos LAPS, assim como a propor¢ao de cada uma
das espécies dentro de cada um dos grupos.

Observou-se que para quase todos 0s todos 0s grupos, com excegao apenas
do S3, o nitrato(NO3) foi a espécie que foi formada em maior proporgdo e relacdo
as demais espeécies de cada grupo. Apenas no grupo S3 o nitrito (NO3) foi formado
em maior quantidade. Para quase todos os grupos, como exce¢do do grupo S3, a
espécies que foi formada em menor proporcdo foi o 0zénio (O3). Para 0 S3 a

espéecie formada em menor proporc¢éo foi o acido nitroso (HNO,).



Os Unicos grupos gque seguiram as mesmas proporgdes entre as especies
formadas foram o D2 e 0 D3, onde as propor¢des da menor para a maior foram:
nitrato (NO3) > &cido nitroso (HNO;) > Nitrito (NO3) > Peroxido de Hidrogénio
(H202)> Ozbnio (O3). Para os demais grupos as proporcdes entre cada espécie
formadas divergiram.

De acordo com a literatura, as espécies reativas que mais sdo descritas
como responsaveis pelas acbes bioldgicas sdo o peroxido de hidrogénio. Os
grupos que apresentaram a maior proporc¢do de peroxido de hidrogénio foram D1
e S1, precedida da formacdo de &cido nitroso (HNO). Para os grupos D1, D2 e
D3 esse foi 0 segundo RONS formado em maior propor¢do (19,2 %, 18,2% e
20,3%), respectivamente, perdendo apenas para o nitrato. Dos grupos de LAP
ativado a partir de solucéo salina, o que apresentou a maior concentracao de acido
nitroso foi o S1 (8,7%) quando comparado ao S2 e S3 (3,3% e 3,5%
respectivamente).

A equacéo quimica abaixo mostra como as espécies reativas mensuradas
nesse trabalho, podem influenciar na formacdo de subprodutos com agao

bioldgica como o peroxinitrito.

Equacdo 1 — Producdo de especies reativas a partir de plasma de Argénio em meio
aquoso
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1. Ativacao por Plasma de Argdnio:
Ar" + H,O — ArOH" + H”
ArOH" — «OH + Ar
Ar™" 4+ Ny — ArN™ +N
ArNT +H,O — ArNO™ + H'
ArNO" — NO + Ar

2. Formacdo de Radicais Hidroxila (*() H) a partir de Perdxido de Hidrogénio (Ho()»):
H,0; — 2OH

3. Reagdo de Oxido Nitrico (/N()) com Radicais Hidroxila (*O H):
NO ++*OH — HNQO,

4. Formagéo de Nitrato (N O; ) a partir de Acido Nitrico (H N O3):
HNO; —+ H" + NO;

5. Formagdo de Nitrito (/N O, ) a partir de Oxido Nitrico (H N O,):
HNQOy + HyOy — NO, + H3;07

6. Reagdo de Nitrito (/N (), ) com Ozénio (O3):
NO, + 03 = NO; + Oy

7. Reagdo de Nitrato (/V (), ) com Radicais Hidroxila (*O H):
NO; ++OH — NO,; + O,

8. Reagéo de Nitrito (/N (), ) com Ozénio (O3):
NO, + 03 = NO,; + 0,

9. Formacéo de Peréxinitrito (O NOO H) a partir de Acido Nitrico (H N O3):
NO, + HyOy — ONOOH + H»,0O

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 5 — Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) formadas a partir
de dgua destilada ativada com os diferentes gases, com as areas sob e a curva e as
proporcdes de cada espécies reativa formada para cada grupo.

D1 D2 D3
Espécies Area = %  Area = %  Area + %

H20: 11,3 0,7 188% 111 13 97/% 104 31 94%
HNO:> 115 08 192% 216 5,7 188% 223 199 20,3%
NO3 332 0,8 552% 54,7 29,8 478% 52,9 142,717 48,3%
NO> 29 03 48% 198 6,7 173% 168 243 153%
Os 12 01 20% 74 03 65% 73 41 6,6%



Total 60,1 2,8 100,0% 114,5 43,9 100,0% 109,7 194,1 100,0%

Legenda: D1: Agua destilada ativada por plasma de argonio; D2: Agua destilada ativada por plasma de
argbnio e ar comprimido; D3: Agua destilada ativada por plasma de ar comprimido; H.O,: perdxido de
hidrogénio; HNOs: acido nitrico; NO: nitrato; NO~: nitrito e Os: 0z6nio.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 6 — Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) formadas a partir
de agua destilada ativada com os diferentes gases, com as areas sob e a curva e as
proporcdes de cada espécies reativa formada para cada grupo.

S1 S2 S3
Espécies Area = % Area +* %  Area + %

H.O> 0,4 0,2 2,5%

HNO: 1,3 0,8 84% 25 13 3% 30 11 35%

NO3 106 08 673% 41,7 184 54% 30,1 17,0 35%

NO> 32 03 205% 330 14,7 43% 494 24,7 58%

O3 02 01 14% 02 01 02% 3,2 04 3,7%
Total 158 2,3 100,0% 77,4 346 100% 85,7 43,3 100%

Legenda: S1: solucéo salina 0,9% ativada por plasma de arg6nio; S2: solucéo salina 0,9% ativada por
plasma de argdénio e ar comprimido; S3: solugdo salina 0,9% ativada por plasma de ar comprimido;
H20,: perdxido de hidrogénio; HNOs: acido nitrico; NO3: nitrato; NO: nitrito e Os: ozdnio.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 6 — Espectros de absorbancia dos liquidos ativados por plasma (LAP), com
as bandas de espécies reativas para a) espécies reativas de LAP do grupo D1; b)
especies reativas de LAP do grupo D2; c) espécies reativas de LAP do grupo D3
e d) grafico com as areas sob a curva de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio.
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Legenda: D1: Agua destilada ativada por plasma de argonio; D2: Agua destilada ativada por plasma de
argbnio e ar comprimido; D3: Agua destilada ativada por plasma de ar comprimido; H,O,: perdxido de
hidrogénio; HNO-: &cido nitroso; NO3: nitrato; NO~: nitrito e Os: 0zénio.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 7 — Espectros de absorbancia dos liquidos ativados por plasma (LAP), com
as bandas de espécies reativas para a) espécies reativas de LAP do grupo S1; b)
espécies reativas de LAP do grupo S2; c) espécies reativas de LAP do grupo S3 e
d) grafico com as areas sob a curva de especies reativas de nitrogénio e oxigénio.
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Legenda: S1: solucéo salina 0,9% ativada por plasma de argbnio; S2: solucéo salina 0,9% ativada por
plasma de argénio e ar comprimido; S3: solugdo salina 0,9% ativada por plasma de ar comprimido;
H.0;: perdxido de hidrogénio; HNO:: &cido nitroso; NO3: nitrato; NO: nitrito e Os: 0z6énio.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.2 Analise por fitas reativas

Os dados obtidos das concentragcbes das diferentes espécies reativas
geradas pelo plasma de diferentes gases estdo apresentados na Tabela 7.
Observou-se gque as espécies de perdxido de hidrogénio (H,0;) estavam

em uma concentragdo superior nos grupos ativados apenas com plasma de



Argdnio, como é o caso dos grupos D1 onde a concentragéo foi de 2 mg/L e S1
que foi entre 2 e 5 mg/L. Contudo, estes grupos apresentaram as menores
concentracOes de nitrito e nitrato quando comparadas aos demais grupos. O
inverso foi observado nos grupos de solucdo salina ativado com plasma de argonio
e ar comprimido (S2), salina ativado com plasma de ar comprimido (S3), agua
destilada ativada com plasma de argdnio e ar comprimido (D2) e 4gua destilada
ativada com plasma de ar comprimido (D3), onde as concentracdes de peroxido
de hidrogénio (H,0O,) foram menores na faixa de 0,5 mg/L, em contrapartida a
geracao de nitrito foi entre 250-500 mg/L para os grupos S2 e S3 e de nitrato foi
de 80 mg/L. O grupo D2 e D3 apresentaram concentrac¢des na faixa de 250 mg/L
de nitrito, e para o nitrato o grupo D2 resultou em uma concentragao de 40 mg/L
enquanto D3 entre 40-80 mg/L de nitrato. Os LAPs ativados com plasma de ar
comprimido apresentaram um maior potencial de geracéo de espécies reativas de

nitrito e nitrato, quando comparadas aos plasmas gerados apenas de argonio.

Tabela 7 — ConcentracBes (mg/L) das espécies reativas peroxido de hidrogénio,

nitrito, nitrato e 0zonio nos liquidos ativados avaliados.

Grupos | Ozobnio H20: Nitrato Nitrito
D1 0,03mg/L | 2mg/L 25-50 mg/L | 1-5mg/L
D2 0,86 mg/L | 0,5 mg/L 250 mg/L 40 mg/L
D3 1,22 mg/L | 0,5 mg/L 250 mg/L | 40-80 mg/L
S1 0,02mg/L |2—-5mg/L| 10-25mg/L | 1-5mg/L
S2 0,76 mg/L | 0,5mg/L |250-500 mg/L | 80 mg/L
S3 1,76 mg/L | 0,5mg/L |250-500 mg/L | 80 mg/L

Legenda: H,0,: peroxido de hidrogénio; D1: Agua destilada ativada por plasma de argonio; D2: Agua
destilada ativada por plasma de argdnio e ar comprimido; D3: Agua destilada ativada por plasma de ar
comprimido; S1: solucdo salina 0,9% ativada por plasma de argdnio; S2: solucéo salina 0,9% ativada
por plasma de argonio e ar comprimido; S3: solugdo salina 0,9% ativada por plasma de ar comprimido.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 Determinacéo da acdo inibitoria de 4gua destilada ativada por plasma

frente células planctdnicas de C. albicans

4.3.1 Determinacdo da acdo inibitoria de agua destilada ativada com plasma

com diferentes gases na vazao de 1,5 I/min frente a C. albicans

Todos os grupos de LAPs ativados com gases na vazdo de 1,5 I/min
reduziram as contagens de UFC/mL em relacédo ao controle, apos 30 minutos de
contato, como pode ser observado na Figura 8.

O grupo tratado com agua destilada ativada com plasma de ar comprimido
(D3) apresentou uma reducéo de 46,66%, e foi o Unico que apresentou reducao
significante em relacdo ao grupo controle (p<0,05). O segundo grupo com a maior
reducéo, foi o grupo de agua destilada ativada com plasma de argénio (D1), e
apesar de ter demonstrado uma reducdo de 33,12%, essa reducdo nédo teve
significancia estatistica. Por Gltimo, o grupo de agua ativada com plasma da
mistura de argonio e ar comprimido (D2) demonstrou um resultado de reducéo
bem menos expressivo de 16,19%, e sem significancia estatistica.

Contudo, apesar do grupo de agua destilada ativada com plasma de ar
comprimido (D3) ser estatisticamente diferente do controle, a analise de variancia
one way (ANOVA) (p<0,05), revelou que estatisticamente o grupo D3 € igual aos
grupos de agua destilada ativada com plasma de argonio (D1) e de agua ativada
com plasma da mistura de argbnio e ar comprimido (D2), como mostra a Figura
8.



Figura 8 — Valores de unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/ml) de
Candida albicans ap0s exposicao, por 30 minutos, a agua destilada ativada com

plasma formado a partir de diferentes fontes de gases a uma vazao de 1,5 I/min
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Legenda: Graficos com comparacao entre grupo controle e plasma, as diferentes letras indicam diferenca
estatistica significante entre os grupos (p<0,05); D1: Agua destilada ativada por plasma de argdnio; D2:
Agua destilada ativada por plasma de argdnio e ar comprimido e D3: Agua destilada ativada por plasma
de ar comprimido.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.2 Determinacdo da acdo inibitéria da agua destilada apos 1 dia de
ativacdo com plasma com diferentes gases na vazao de 3,0 I/min frente a C.

albicans com 10 minutos de exposicéao.

Apds contato por 10 minutos com &gua destilada ativada com plasma de
argbnio (D1), de &gua destilada ativada pelo plasma da mistura dos gases argonio
e ar comprimido (D2) e do grupo de agua destilada ativada com plasma de ar
comprimido (D3), ndo foi observada reducéo significativa de UFC/mL apds 10

minutos de exposicao (p<0,05) nos grupos de LAPs em relacdo ao grupo controle,
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como pode-se observar na Figura 9.

Figura 9 - Valores de unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL) de
Candida albicans apds exposicao por 10 minutos em agua destilada ativada com

plasma formado a partir diferentes fontes de gases a uma vazao de 3,0 L/min.
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Legenda: Graficos com comparacdo entre grupo controle e plasma, as letras iguais indicam que nao
houve diferenca estatistica significante entre os grupos (p<0,05); D1: Agua destilada ativada por plasma
de argonio; D2: Agua destilada ativada por plasma de argénio e ar comprimido e D3: Agua destilada
ativada por plasma de ar comprimido.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.3 Determinacdo da acéo inibitoria da agua destilada apo6s 1 dia de
ativacdo com plasma com diferentes gases na vazao de 3,0 I/min frente a C.

albicans com 30 minutos de exposic¢éo

Apos a acdo dos LAPs ativados por plasmas de gases na vazéo de 3,0l/min,
observou-se que apenas dois grupos reduziram em relagdo ao grupo controle

quando colocados em contato com células plancténicas de C. albicans por 30



minutos. Esses grupos foram o de dgua destilada ativada com plasma de argénio
(D1), com uma reducéo de na contagem de coldnias de 53%, e o de 4gua destilada
ativada pelo plasma da mistura dos gases argonio e ar comprimido (D2), que teve
uma reduc@o menos expressiva que o grupo D1, de 46%, todavia estatisticamente
D1 e D2 séo iguais (p<0,05). Os grupos D1 e D2 apresentaram significancia
estatistica em relagdo ao grupo controle, e em relacdo ao grupo de agua destilada
ativada com plasma de ar comprimido (D3), como foi possivel visualizar na
Figura 10.

N&o houve reducdo significativa para o grupo de agua destilada ativada

com plasma de ar comprimido (D3) em relacdo ao grupo controle.

Figura 10 - Valores de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml) de
Candida albicans apds exposi¢cdo por 30 minutos a agua destilada ativada com

plasma produzidos a partir de diferentes gases a uma vazao de 3,0 I/min.
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Legenda: Graficos com comparacao entre grupo controle e plasma, as diferentes letras indicam diferenca
estatistica significante entre os grupos (p<0,05); D1: Agua destilada ativada por plasma de argénio; D2:
Agua destilada ativada por plasma de argdnio e ar comprimido e D3: Agua destilada ativada por plasma
de ar comprimido.

Fonte: Elaborado pela autora.
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A Figura 11 demonstra a relacdo entre atividade antifingica em relacéo as

espécies reativas formadas. Pode-se observar que para o grupo de agua destilada

ativada com plasma de argdnio que apresentou a maior reducdo na contagem de

colbnias, o perdxido de hidrogénio (H,0,) é formado em uma maior proporcao

em relacdo aos demais grupos, e 0 0z6nio (O3), no grupo D1 é formado em menor

concentragdo quando comparado aos demais grupos.

Figura 11: Grafico representativo da reducdo antifingica de células planctonicas
de C. albicans em comparacédo as especies reativas formadas em cada um dos

diferentes grupos
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Legenda: Graficos com comparacdo entre grupo controle e de liquidos ativados com plasma e as
respectivas espécies reativas formadas em cada grupo; D1: Agua destilada ativada por plasma de
argdnio; D2: Agua destilada ativada por plasma de argdnio e ar comprimido e D3: Agua destilada
ativada por plasma de ar comprimido; H2O,: per6xido de hidrogénio; HNO;: acido nitroso; NO: nitrato;

NO~: nitrito e Os: 0zonio.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.4 Determinacdo da acdo inibitéria de solucdo salina 0,9% ativada por

plasma frente células planctdnicas de C. albicans

4.4.1 Determinacédo da acdo inibitdria da solucéo salina 0,9% apo6s 1 dia de
ativacdo com plasma formado a partir de diferentes gases na vazao de 3,0

I/min frente a C. albicans com 10 minutos de exposicao

Observou-se que houve reducédo na contagem de colonias dos grupos de
solucgéo salina ativada com plasma de argbnio (S1) de 37,45% e para 0 grupo de
solucéo salina ativada com plasma da mistura de argonio e ar comprimido (S2) de
38,6%.

As reducOes observadas nos grupos S1 e S2 foram significativas em
relacdo ao grupo controle (p<0,05), como pode-se observar na Figura 12, porém,
estatisticamente os grupos S1 e S2 foram iguais.

O grupo de solucéo salina 0,9% ativado com plasma de ar comprimido
(S3) reduziu apenas 9,95 %, e esta reducdo ndo foi significativa em relacdo ao
grupo controle. As contagens de UFC/ml de S3 foram significativamente mais

elevadas em relacdo a S1 e S2.

Figura 12 - Valores de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml) de
Candida albicans ap0s exposi¢do por 10 minutos a solucdo salina 0,9% ativada

com plasma gerado a partir de diferentes fontes de gases a uma vazdo de 3,0 I/min.
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Legenda: Graficos com comparagéo entre grupo controle e plasma, as diferentes letras indicam diferenca
estatistica significante entre os grupos (p<0,05); S1: solug&o salina 0,9% ativada por plasma de argonio;
S2: solugdo salina 0,9% ativada por plasma de argénio e ar comprimido e S3: solucdo salina 0,9%
ativada por plasma de ar comprimido.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.2 Determinacdo da acdo inibitdria da solucéo salina 0,9%o apos 1 dia de
ativacdo com plasma com diferentes gases na vazao de 3,0 I/min frente a C.

albicans com 30 minutos de exposic¢ao

Ap0s a exposicao das celulas platdnicas de C. albicans aos LAPs por 30
minutos, pode-se observar que houve reducdo na contagem de colbnias para os
grupos de solucdo salina ativada com plasma de argonio (S1) de 52% e para o
grupo de solucdo salina ativada com plasma de mistura de argonio e ar
comprimido (S2) de 46%. Todavia, apenas o grupo S1 teve significancia em
relacdo ao grupo controle (p<0,05), como demonstrado na Figura 13.

O grupo exposto a solucdo salina ativada com plasma de ar comprimido
(S3) néo apresentou reducdo significativa na contagem de colonias em relagéo ao

grupo controle. Ndo foi observada diferenca significante entre os grupos de
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solucéo salina ativada com plasma de mistura de argbnio e ar comprimido (S2),

solucdo salina ativada com ar comprimido (S3) e o grupo controle.

Figura 13- Valores de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml) de
Candida albicans apds exposi¢do por 30 minutos a solucdo salina 0,9% ativada

com plasma gerado a partir de diferentes fontes de gases a uma vazao de 3,0 I/min.
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Legenda: Graficos com comparagéo entre grupo controle e plasma, as diferentes letras indicam diferencga
estatistica significante entre os grupos (p<0,05); S1: solug&o salina 0,9% ativada por plasma de argonio;
S2: solucéo salina 0,9% ativada por plasma de argénio e ar comprimido e S3: solucdo salina 0,9%
ativada por plasma de ar comprimido.

Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 14 ilustra a atividade antifangica exercida pelos LAPs produzidos
a partir de solucdo salina NaCl 0,9% e ativados por plasmas de diferentes gases e
as espécies reativas formadas em cada um dos grupos.

Observou-se que o Unico grupo onde foi detectado a formacao de peroxido
de hidrogénio (H,O) foi no grupo de solucédo salina ativada pelo plasma de

argonio, e este foi o grupo com a melhor reducéo antifangica. O grupo de solucéo
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salina ativada por ar comprimido (S3), por outro lado, foi 0 grupo que apresentou
a maior concentracdo de 0zonio em relacdo aos demais grupos. Para 0s grupos
ativados por plasma de argonio (S1) e ativado pelo plasma da mistura de argdnio
e ar comprimido, o componente em maior percentual foi o nitrato, precedido pelo
nitrito. Porém, apenas para 0 grupo que nao mostrou atividade antifungica, que
foi o ativado com plasma de ar comprimido (S3) observou-se uma inversao na
proporcao do nitrito que foi a espécie em maior proporcdo precedida pelo nitrato,

resultado inverso dos grupos (S1 e S2).

Figura 14: Grafico representativo da reducdo antifungica de celulas plancténicas
de C. albicans em comparacédo as especies reativas formadas em cada um dos
diferentes grupos de liquidos ativados.
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Legenda: Graficos com comparacdo entre grupo controle e de liquidos ativados com plasma e as
Orespectivas espécies reativas formadas em cada grupo; S1: Solucéo salina 0,9% ativada por plasma de
argonio; S2: Solucdo salina 0,9%ativada por plasma de arg6nio e ar comprimido e S3: Solugdo salina
0,9%ativada por plasma de ar comprimido; H2O>: perdxido de hidrogénio; HNO,: &cido nitroso; NO':
nitrato; NO,: nitrito e Os; 0zOnio.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 Determinacéo da acao inibitoria dos liquidos ativados por plasma frente

biofilmes de C. albicans com 30 minutos de tratamento

4.5.1 Determinacao acao sobre biofilmes de 24 e 48 da 4gua destilada ativada

com plasma de argonio

Observou-se uma reducao significativa na viabilidade de biofilmes de 24
horas expostos a agua destilada ativada com argonio de 32,86% em relagdo ao
grupo controle. Resultado semelhante foi observado para os biofilmes de 48 horas,

onde houve reducéo significativa de 32,37% em relagédo ao controle.

Figura 15 - Grafico de comparacéo da acdo antibiofilme da agua destilada ativada
com plasma Argdnio em uma vazao de 3,0 I/min sobre biofilmes de Candida

albicans de 24 horas e 48 horas.
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Legenda: Graficos com comparagéo entre grupo controle e plasma, as diferentes letras indicam diferenca

estatistica significante entre os grupos.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.5.1 Determinacéo acao sobre biofilmes de 24 e 48 da solucéo salina 0,9%

ativada com plasma de argonio

Para os biofilmes de 24 e 48 horas tratados com solucéo salina ativada por

plasma de argbnio, observou-se que o biofilme de 24 horas, apesar de haver uma

reducdo de 45,10% no numero de células viaveis, a reducao néo foi significativa

em relacdo ao controle (p>0,05). Todavia, para o biofilme de 48 horas observou-

se uma reducdo significativa em relacdo ao controle (032,45%).

Figura 16 - Comparacdo da acédo antibiofilme da solucdo salina 0,9% ativada com

Arg0onio em uma vazéo de 3,0 I/min em biofilmes de 24 horas e 48 horas.
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Legenda: Graficos com comparagao entre grupo controle e plasma, as diferentes letras indicam diferenca
estatistica significante entre os grupos.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.6 Avaliacéo de citotoxicidade imediata e citotoxicidade apés 24 horas dos

liquidos ativados com plasma

Observou-se que todos os liquidos ativados com plasma, tanto derivados
da solucdo salina quanto da agua destilada promoveram viabilidade celular
superior a 70% apos contato com células Vero por 30 minutos. A baixa toxicidade
foi observada tanto para o contato imediato quanto apds 24 horas, como mostra a
Figura 17.

Figura 17 — Viabilidade celular em relagdo ao controle de crescimento observada
apos exposicao de células Vero aos liquidos ativados, imediatamente e apos 24

horas.
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Legenda: Graficos com comparagdo entre grupo controle (meio de cultura), &gua destilada e solucéo
salina 0,9% sem tratamentos (controles negativos) e dos liquidos ativados com plasma D1: liquido
ativado com plasma de argonio e S1: Solugdo salina 0,9% ativada por plasma de argonio, a linha
tracejada representa o minimo de viabilidade celular permitido pela 1ISO 10993-5:2009, abaixo de 70%
é considerado citotoxico.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5 DISCUSSAO

Diversos estudos demonstraram que diferentes variaveis afetam a
composicao dos liquidos ativados com plasma, como o tempo de ativagao dos
liquidos, a vazao de gas assim como a composi¢ao do gas.

A partir da avaliagdo dos parametros fisico-quimicos mensurados,
observou-se que ao utilizar uma vazao menor de gases (1,5 1/min), os parametros
fisico-quimicos apos a ativagdo dos liquidos se modificaram, porém nao em niveis
tdo expressivos quando comparados a ativacdo com os gases na vazao de 3,0
I/min. A alteragdo dos parametros fisico-quimicos ¢ um indicativo de que espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) foram formadas.

A andlise da condutividade elétrica ¢ um parametro utilizado para verificar
a concentracdo de ions reativos na agua (Guo et al., 2021; Hu et al., 2023;
Thirumdas et al., 2018; Xia et al., 2023). Em nossos achados, observou-se que
apds a ativagdo da agua destilada pelos plasmas de diferentes gases, ocorreu o
aumento da condutividade.

Ao aumentar a vazao de todos os gases para 3,0 I/min, o aumento da
condutividade foi ainda mais expressivo, € também foram confirmadas as
presencas de RONS de vida longa como peroxido de hidrogénio (H,0,), nitrato
(NO3), nitrito (NO3), e ozdnio (Os). Esses dados corroboram os estudos de
Lamichhane et al., 2022; Xia et al., 2023, que ap6s a ativacao da dgua por plasma
de argdnio, relataram um aumento significativo na condutividade elétrica, que ¢
proporcional ao aumento de espécies. De fato, observou-se que os grupos D2, D3,
S2 e S3 que apresentaram as maiores condutividades quando comparados aos
grupos D1 e S1 tiveram as maiores concentragdes de espécies reativas de nitrato,
nitrito € 0zonio.

Outro parametro mensurado e que esta relacionado com a formacao de

espécies reativas ¢ o potencial de oxirredu¢ao (ORP), que indica a capacidade da

57



solugdo em oxidar ou reduzir outra substincia. Também ¢ considerada uma
avaliagdo rapida sobre o potencial de desinfec¢ao de uma solug¢ao (Thirumdas et
al., 2018). O aumento observado de ORP tanto nos grupos com vazao de 1,5 1/min
quanto nos demais grupos de LAP gerados com diferentes gases na vazao de 3,0
I/min, foi semelhante aos trabalhos de Xia et al., 2023; Y. Xu et al., 2016. que
apos a ativacao dos liquidos, observaram aumentos significativos nos valores de
ORP. Thirumdas et al., 2018 e Ma et al., ano afirmaram que quanto maior os
valores de ORP, mais forte sera a capacidade oxidante, aumentando o potencial
antimicrobiano.

Alguns autores (Bai et al., 2020; Chiappim et al., 2021; Ma et al., 2016;
Sampaio et al., 2022) relacionaram que quanto maior os valores de ORP e
menores os valores de pH, maiores serdo as concentragdes espécies reativas nos
LAPs. O ambiente acido favorece a formacao e manutencdo de algumas espécies
(Girard et al., 2016; Laurita et al., 2015; Liu et al., 2020a; Tsoukou et al., 2020;
Zhou et al., 2018). Estas observagdes foram detectadas nos grupos D2, D3, S2 e
S3, onde os valores de pH diminuiram em 49,0%, 51,3%, 45,8% ¢ 47,8%,
respectivamente. Esses mesmos grupos apresentaram os maiores valores de ORP,
com um aumento de 70,4% para D2, 76,6% para D3, 51,1% para S2 e de 52,1%
para S3.

Outro parametro que, apos a ativagdo dos LAPs, aumentou em todos os
grupos foi o TDS, comprovando que novas espécies quimicas foram geradas, uma
vez que a concentragdo de solidos dissolvidos na agua aumentou. Os estudos de
Miranda et al., 2023a; Sampaio et al., 2022 observaram um comportamento
semelhante apos a ativagao de liquidos, com um aumento do TDS. O TDS foi
mais um parametro mensurado, que comprovou a presenga € maior concentracao
de RONS. Assim como para ORP e condutividade, os grupos D2, D3, S2 e S3
mostraram os valores mais elevados de TDS em relacdo aos grupos controle (CD

e CS), S1eDl.
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Os parametros fisico-quimicos sdao ferramentas importantes em um
screening inicial como indicativos da formag¢do de RONS, uma vez que se
observou que quanto maior os valores de condutividade, TDS, ¢ ORP
inversamente proporcional ao ORP for o pH, maiores serdo as concentragdes de
RONS formadas. E o contrario também pode ser observado nos grupos D1 e Sl
que apresentaram valores de condutividade elétrica, TDS e ORP inferiores e pH
maior, em relagdo aos grupos D2, D3, S2 e S3, sendo os grupos que apresentaram
as menores concentracoes de RONS.

Além da literatura sobre acao de LAPs sobre C. albicans ser escassa, 0s
poucos trabalhos que investigaram as ac¢des dos LAPs sobre C. albicans nao
obtiveram respostas significativas na inativacdo fungica (Chiappim et al., 2021;
Miranda et al., 2023b). A menor efetividade dos LAPs sobre os fungos em relagao
as bactérias pode estar relacionado com a composi¢ao celular mais complexa,
contendo uma parede celular de natureza polissacaridica, responsavel por regular
o estresse osmoético (Fan et al.,, 2022; Hasim, Coleman, 2019), além de
mecanismos de regulacdo ao estresse envolvendo enzimas especificas, como por
exemplo, a superdxido dismutase (SOD) que regula o estresse oxidativo nas
células de C. albicans (Fan et al., 2022; Serrano-Fujarte et al., 2016). Essas
enzimas tambeém estdo presentes em células de mamiferos regulando o processo
de homeostase. Outra enzima importante no controle das RONS ¢ a catalase, que
neutraliza a agdo do perdxido e hidrogénio (Serrano-Fujarte et al., 2016). A
auséncia de reposta antiflingica também pode estar relacionada com as espécies
reativas (RONS) formadas, assim como do tipo de micro-organismo e do fendtipo
(Tsoukou et al., 2021).

Os unicos estudos relatados até o presente momento que apresentaram
atividade antifingica frente a C. albicans, foram relatados por Ercan et al., 2013;
e Laurita et al., 2015. Entretanto, o modelo experimental proposto por esses

autores, foi partir de suspensoes fungicas diluidas em liquidos que posteriormente
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foram ativados em contato direto com a fonte de plasma, diferindo do modelo
utilizado neste estudo. Com o protocolo utilizado por estes autores, pode haver
maior presenca de espécies altamente reativas de vida curta, que t€ém um papel
inicial fundamental na redug¢do da carga microbiana, garantindo a acgao
antifingica. No entanto, a translacdo dos resultados para a pratica clinica ¢
dificultada.

O presente estudo observou um importante € promissor resultado no campo
de terapias adjuvantes no combate ao patogeno C. albicans, uma vez que foi
possivel encontrar parametros antifungicos efetivos de liquidos ativados com
plasma apds a sua ativacdo. No entanto, os tempos de exposi¢cdao de 10 e 30
minutos ainda sdo limitantes para a utilizag¢do clinica direta. Estudos futuros para
a reducao do periodo de exposi¢do sdo necessarios, sejam por adaptagdes nos
protocolos de ativagdo dos liquidos, sejam por sistemas de entrega de liberagao
lenta que possibilitem o contato prolongado dos liquidos com os biofilmes
fangicos.

Observou-se que ao utilizar uma vazao menor de gases (1,5 I/min) a
redugdo de C. albicans foi significativa apenas para o grupo de adgua destilada
ativada com plasma de ar comprimido (D3), em relagdo ao grupo controle nao
ativado (CD) apenas. Esse resultado ¢ ainda um tanto contraditorio, uma vez que
este grupo estatisticamente foi igual aos grupos de agua destilada ativada com
plasma de argdnio (D1) e ao de agua destilada ativada com plasma de argonio +
ar comprimido (D2), que foram iguais ao controle (CD). Todavia, apesar dos
grupos de gases ativados (D1 e D2) ndo ter apresentado uma agdo biologica
antifingica efetiva frente a C. albicans, sabe-se que espécies reativas foram
formadas, a partir da analise da dos parametros fisico-quimicos e isso corrobora,
com os resultados obtidos em estudos anteriores (Guo et al., 2021; Hu et al., 2023;
Thirumdas et al., 2018; Xia et al., 2023). que observaram a formag¢ao de RONS

apos aumento de condutividade.
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Ao mudar a vazao dos gases de 1,5 I/min para a vazao de 3,0 I/min houve
uma influéncia significativa na a¢do antifungica dos LAPs sobre as c¢lulas de C.
albicans. Na vazao menor provavelmente ndo houve uma boa concentragao e/ou
distribuicdo de RONS para gerar resposta antifingica efetiva, uma vez que ao
aumentar a vazao para 3,0 /min observou-se redugdo fingica significante para os
mesmos gases. Observou-se que além da vazao o tipo do gas teve influéncia sobre
o tipo de espécies formadas e isso influenciou diretamente na acao bioldgica.

Os grupos de LAPs gerados a partir do plasma de Argdnio seja ele isolado
(ST e D1 em contato por 30 minutos) (S1 e S2 em contato por 10 minutos), ou
misturado com ar comprimido (D2 contato por 30 minutos) mostraram os
melhores resultados antimicrobianos, isso provavelmente esta associado ao fato
da maior formacgao de espécies de perdxido de hidrogénio nesses grupos.

Vlad et al., 2019 demonstrou em seus estudos um resultado semelhante,
onde ao ativar LAPs com plasma de Argonio por 30 minutos, observou-se
concentragao maior de peréxido de hidrogénio quando comparado aos grupos de
LAP ativados com os plasmas de Hélio e ar comprimido. Todavia, os grupos D1
e D2 em contato com C. albicans por 10 minutos, ndo apresentaram acao
antifungica, o que pode estar relacionado a concentragao insuficiente das espécies
que iniciam o processo de danos as células. Ao prolongar o tempo de agao, ainda
que algumas espécies estejam em menor concentracao, as colisdes moleculares e
a sinergia entre as especies possibilitam que as reagdes ocorram.

Xia et al.,, 2023 também evidenciou que os niveis de perdxido de
hidrogénio (H,0O,) eram muito superiores quando os liquidos eram ativados com
plasma Argbénio quando comparados a ativagdo apenas por plasma de ar
comprimido, como pode ser mensurado tanto pelas fitas reativas, quanto
observado na andlise espectrofotométrica, onde ndo se quer observou-se a
presenga das bandas de peroxido de hidrogénio, nos grupos de solucdo salina

tratada com plasma de argonio e ar comprimido (S2), assim como no grupo de
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solucdo salina tratada com plasma de ar comprimido (S3). Apesar da técnica
espectrofotométrica ter um carater qualitativo, pode ser utilizada como técnica
semiquantitativa, sendo uma ferramenta valiosa num screening inicial, uma vez
que possibilitou identificar as espécies formadas e a propor¢dao em que cada uma
foi formada.

Diferentes estudos mostraram que o peroxido de hidrogénio ¢ um dos
componentes principais na acdo antimicrobiana do plasma (Liu et al., 2020b;
Traylor et al., 2011; Tsoukou et al., 2021; Vlad et al., 2019), principalmente
porque a partir da reagdo de peroxido de hidrogénio com nitrito, tem-se como
produto nitrato e peroxinitrito (Laurita et al., 2015; Tsoukou et al., 2021; Vlad et
al., 2019). Adicionalmente, a partir da reacao de peroxido de hidrogénio e acido
nitrico, também se origina o peroxinitrito (Laurita et al., 2015; Liu et al., 2020b).
O peroxinitrito vem sendo descrito como um dos principais subprodutos gerados
pelo LAPs com ac¢do antimicrobiana (Laurita et al., 2015; Traylor et al., 2011;
Vlad et al., 2019; Zhou et al., 2018), inclusive em pequenas concentragdes (Zhou
et al., 2018). A sua atividade antimicrobiana esta associada a capacidade de
oxidar, nitrar e hidroxilar biomoléculas em condi¢des fisiologicas, tornando-o
citotoxico (Szabd et al., 2007; Zhou et al., 2018). Além disso, ¢ capaz de
atravessar facilmente as barreiras biologicas, uma vez que o coeficiente de
permeabilidade do peroxinitrito ¢ semelhante ao do peroxido de hidrogénio, isso
o torna um oxidante extremamente eficaz em causar danos as células. A
capacidade de cruzar rapidamente a bicamada lipidica da membrana celular e
iniciaria entdo a peroxidacao e a nitragao lipidica e proteica, diretamente ou por
sua decomposi¢do em oxidantes de um elétron como *OH e NO,. As reagdes
dessas particulas (*OH e NO;) e da membrana celular contribuem para o aumento
da permeabilidade através da formacdo de poros transitorios na membrana em
favor de mais RONS penetrando na célula. O peroxinitrito pode ainda, acumular-

se no interior resultando em um aumento de RONS intracelular (Szabo et al.,
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2007; Zhou et al., 2018).

Os estudos de (Bauer, 2019; Liu et al.,, 2020a; Zhou et al., 2018)
demonstram que quanto maiores as concentracdes de perdxido de hidrogénio
maiores serdo as concentragdes de peroxinitrito, o radical hidroxila (¢*OH) gerado
da decomposicao do perdxido de hidrogénio influenciard em uma maior formacgao
de peroxinitrito. Por tanto, acredita-se que a acdo do perdxido de hidrogénio
associada a formagdo de peroxinitrito tenham conferido aos grupos S1 e D1 os
melhores resultados microbiologicos.

Xia et al., 2023 observou maiores concentracoes de nitrito e nitrato na
agua ativada com plasma de ar comprimido. Resultados similares foram
detectados nesse estudo para os grupos de dgua destilada ativada com plasma de
argonio e ar comprimido (D2), de solugdo salina 0,9% ativada com plasma de
argonio e ar comprimido (S2), de 4gua destilada ativada com plasma de ar
comprimido (D3) e de salina 0,9% ativada com plasma de ar comprimido (S3)
devido a presenca de nitrogénio e oxigénio presente na composi¢do do ar
comprimido.

Observou-se que o os LAPs gerados a partir apenas do plasma de ar
comprimido, como o S3 e D3 ndo apresentaram efeito inibitério para C. albicans,
ainda que tenha sido observado as alteracdes fisico-quimicas e maior
concentragdo tanto de nitrito quanto de nitrato em relagdo aos demais grupos.

Outra espécie reativa formada em maior concentragdo que pode ser
observada foi o Ozobnio (Os3) para os grupos D3 e S3. Esses resultados
correspondem aos achados de Laurita et al., 2015, que descreveu que quanto
maiores os niveis de nitrato (NO3), menores serdo os niveis de nitrito (NO3) e
perdxido de hidrogénio (H,0,) Onitrito (NO3) também reage com o 0zonio (O3)
dissolvido e perdxido de hidrogénio (H»O,) levando a formagao de nitrato (NO3).
Por 1sso o nitrato (NO3) € mais estavel do que o nitrito ( NO3), pois o nitrito se

decompde em nitrato (Xia et al., 2023). O nitrito e nitrato de acordo com Girard
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et al., 2016 sdo espécies reativas pobres, porém eles geram intermediario em
solugdes como € o caso do peroxinitrito, que tem sua formagdo favorecida em
meio &cido a parir das reagdes entre peroxido de hidrogénio e nitrito (Ma et al.,
2020).

Os resultados gerados nesse trabalho mostraram como a quimica dos
LAPs ¢ complexa. O fato de alguns componentes estarem em maior concentragao,
ndo garantem a a¢do antifingica como foi o caso dos grupos D2, S2 e S3 (em
contato por 30 minutos) e D3 e S3 (em contato por 10 minutos). Os componentes
produzidos podem reagir entre si gerando subprodutos que ndo irdo promover a
acdo antimicrobiana, como mostrou M. Ma et al., 2020. Em seu estudo, nitrito,
nitrato e peroxido de hidrogénio em meio acido ndo possuiram acdo bactericida
eficiente sob Escherichia coli. A agdo antibacteriana ocorreu da sinergia do pH
baixo com as espécies geradas pelo plasma, associados ao peroxido de nitrogénio
€ nitrito.

Ainda que alguns grupos de LAPs ndo tenham demonstrado acgao efetiva
sobre C. albicans, um estudo interessante de se destacar, foi desenvolvido por
(Liu et al., 2021), que ao utilizar o LAP em leveduras de Saccharomyces
cerevisiae nao observaram inibicdo fungica. Adicionalmente, ndo obtiveram
reducao fungica utilizando o lauril sulfato de sédio. Apos tratar as células fingicas
com LAP ¢ em seguida adicionarem lauril sulfato de sédio, observaram uma
reducao de 4 logs, o que indicou que o LAP aumentou a permeabilidade celular
para a que a outra substancia, que anteriormente era indcua, pudesse atuar como
um agente antifingico. Portanto, um fator a ser estudado futuramente também
pode ser a contribui¢do dos LAPs no aumento da permeabilidade celular atuando
sinergicamente com agentes antifingicos convencionais, com isso a concentragao
dos farmacos pode ser reduzida e isso auxiliar na redugdo da toxicidade.

Observou-se que as propriedades antifingicas dos LAPs foram

preservadas apds o congelamento por 1 dia apds o preparo dos LAPs, isso
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corrobora com os trabalhos de (Figueira et al., 2018; Traylor et al., 2011; Vlad et
al., 2019) que observaram ag¢do antibacteriana de até 7 dias apds o
armazenamento, e¢ segundo Thirumdas et al., 2018; Tsoukou et al., 2020a agao
antibacteriana foi observada apds 30 dias de armazenamento do LAPs
armazenados em -80°C.

Figueira et al., 2018. observou que em temperaturas mais baixas em torno
de 3°C preservaram melhor parametros fisico-quimicos como pH e
condutividade, ¢ estes estdo intimamente relacionados a estabilidade e
concentragdo das espécies reativas, como observado neste estudo.

Uma vez que se observou acao dos LAPs sob células planctonicas de C.
albicans investigou-se a a¢do sobre os biofilmes fingicos. apresentaram o melhor
potencial de reducao fungica, como o D1, D2 e S1, optou-se por seguir com 0s
testes para biofilmes apenas com os LAPs originados a partir de plasma de
argonio.

Os LAPs obtidos a partir de 4gua destilada ativada com plasma de argonio
se mostraram efetivos tanto na reducao da viabilidade do biofilme de 24 horas,
quanto de um biofilme maduro de 48 horas. J4 o LAP obtido a partir de solucao
salina 0,9% ativada com plasma de argonio foi eficaz apenas na reducao do
biofilme maduro de 48 horas, ndo sendo efetivo para biofilme de 24 horas.
Hipoteses?

Prospectando aplicagdes in vivo futuras, realizou-se os ensaios de
citotoxicidade utilizando as células Vero e os resultados tanto da toxicidade
imediata quanto da citotoxicidade apds 24 horas de contato mostraram que os
LAPs gerados a partir de plasma de argébnio mantiveram a viabilidade celular
acima dos 70%, o que comprovou o perfil ndo téxico dos LAPs.

Os resultados microbiolégicos C. albicans em forma planctonica e de
biofilme em contato com LAPs por 10 minuto e 30 minutos foram importantes,

pois sao um dos primeiros resultados na literatura com agao sobre biofilme destas
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espécies, contudo esses tempos de tratamento precisem no futuro de ajustes
pensando em aplicacdes clinicas futuras, principalmente na area de odontologia,
tempos de exposicdo muito prolongados poderiam inviabilizar o tratamento.
Contudo, pode-se estudar no futuro a otimizacao dos parametros para reducao do
tempo, ou entdo em sistemas de liberagao controlado, ou até mesmo em utilizar o
LAP como um veiculo para dispersar um principio ativo.

Por fim a unido dos resultados microbioldgicos com os de toxicidade
revelaram um perfil promissor dos LAPs como uma terapia adjuvante no futuro

em combate as infeccoes causadas por C. albicans.
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6 CONCLUSAO

A agua destilada ativada com plasma de argbnio, e com a mistura de
argdnio e ar comprimido apresentaram os melhores efeitos antifungicos frente
celulas planctonicas de C. albicans apos 30 min de exposi¢do. Para a solucdo
salina, apenas a ativacdo por plasma de argbnio apresentou resultados
antifangicos frente células plancténicas, apds 30 min de exposicao.

Em relagdo aos biofilmes de C. albicans, ambos os liquidos ativados com
plasma de argbnio apresentaram efeito antibiofilme apos 30 min de exposicao. Os
melhores resultados de acéo antifungica foram observados nos grupos de LAPS
que produziram maior concentracdo de peroxido de hidrogénio.

A composicdo de espécies reativas que apresentou os melhores efeitos
antifingicos para dgua destilada tratada com plasma de argénio, foi o nitrato em
maior concentracao, precedido do perdxido de hidrogénio, acido nitrico, nitrito e
0z0nio, ja para a solucdo salina tratada com plasma de argénio a composi¢éo com
maior efetividade foi nitrato em maior concentracdo, seguido de nitrito, acido
nitrico, peréxido de hidrogénio e ozbnio, ressaltando que nos grupos de salina
tratado com plasma de ar comprimido e com a mistura dos gases argbnio e ar
comprimido, ndo foi detectada a presenca de peroxido de hidrogénio.

Foi possivel determinar condicdes ideais de producao, indicadores fisico-
quimicos de producdo de espécies reativas como pH na faixa de 4 a 4,5, melhor
fluxo de gas a uma vazéo de 3,0 I/min e a melhor fonte de gas que foi o argonio.

Para a solucdo salina e dgua destilada 0 ORP ideal para inicio de producéo
de espécies reativas foi na faixa de 150 mV e condutividade para solugéo salina
na faixa de 110 uS/cm, enquanto que para a &gua destilada os valores de
condutividade foram na faixa de 275 uS/cm.

Esses resultados associados a baixa toxicidade dos liquidos ativados com

67



plasma de Argbnio abrem um promissor e vasto campo na linha de terapias

adjuvantes no combate a infec¢fes causadas por este patégeno.

Figura 18: Graph abstract
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Legenda: D1: agua destilada ativada com Argénio; D2: agua destilada ativada com Arg6nio e ar
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comprimido; D3: 4gua destilada ativada com ar comprimido; CS: salina controle, ndo ativada; S1: salina
ativada com Argonio; S2: salina ativada com Argdnio e ar comprimido; S3: salina ativada com ar
comprimido.

Fonte: A autora.
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