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Resumo

O interesse crescente no uso do plasma frio a presséo atmosférica (CAP) como terapia contra o
cancer tem ganhado destaque significativo recentemente. O CAP se apresenta como uma
alternativa terapéutica promissora para o combate a tumores, gracas a sua habilidade de induzir
a morte seletiva de células tumorais. Descobertas mais recentes apontam que o plasma afeta as
células cancerigenas ndo apenas de forma direta, mas também de maneira indireta, por meio do
tratamento com meio ativado por plasma (PAM, plasma activated medium), preparado
previamente. Diante disso, este estudo foca na utilizacao e caracterizacdo do plasma de descarga
de barreira dielétrica superficial (SDBD, surface dielectric barrier discharge) como possivel
tratamento para as células B16F10, um modelo celular amplamente utilizado para estudos de
melanoma. O experimento contempla tanto abordagens de tratamento diretas quanto indiretas.
Um plasma SDBD foi empregado em uma placa de 24 pocos, onde células cancerigenas
B16F10 foram cultivadas em meio RPMI, com densidade de 6.10* células/mL por pogo e, a
efeitos de comparacdo, células saudaveis L929 (fibroblastos) foram cultivadas em meio
DMEM, com igual densidade por poco. No tratamento direto, o plasma SDBD foi aplicado
diretamente sobre o meio de cultura que continha as células B16F10, variando os tempos de
exposicdo entre 1, 2 e 3 minutos. Diferentemente da aplicacdo direta, o tratamento indireto
consistiu na irradiacdo do meio de cultura, que, ap6s ser exposto ao plasma, foi transferido para
outra placa contendo as células. As propriedades fisico-quimicas do plasma SDBD gerado,
incluindo a composicdo das espécies reativas, foram determinadas por meio de espectroscopia
de emisséo Optica (OES) e analises elétricas. Os PAM’s, por sua vez, foram caracterizados
utilizando espectrofotometria UV-Vis e um medidor multipardmetros. A influéncia dos
tratamentos com plasma SDBD na viabilidade celular foi avaliada em ambas as abordagens,
direta e indireta, através do ensaio MTT, 24h e 48h ap0s a ativacdo. Dentre os diferentes tempos
de ativacdo testados, a exposicdo de 3 minutos mostrou ser a mais eficaz, resultando em uma
reducdo de 13% na viabilidade celular para 0 método direto e de 15% para o indireto. A variagao
nos resultados entre os métodos direto e indireto e a diferenga entre citotoxicidade para células
L929 e B16F10 pode ser atribuida a certos fatores. O primeiro, pelo fato de células cancerigenas
possuirem um nivel aumentado de espécies reativas em seu interior, além do aumento do
numero de aquaporinas. O segundo, refere-se aos métodos de tratamento, pois, no tratamento
direto, pelo menos trés fatores sdo relevantes: espécies reativas de curta duracdo (Os e OH),
espécies de longa duragdo (H202, NO2,, NOs e HNO) e fatores fisicos (radiacdo UV). Em

contrapartida, no tratamento indireto, apenas as espécies de longa duracdo séo consideradas.
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Abstract

The growing interest in the use of cold atmospheric pressure plasma (CAP) as a cancer therapy
has gained significant attention recently. CAP presents itself as a promising therapeutic
alternative for the fight against tumors, thanks to its ability to induce the selective death of
tumor cells. More recent findings indicate that plasma affects cancer cells not only directly, but
also indirectly, through treatment with previously prepared plasma activated medium (PAM).
In view of this, this study focuses on the use and characterization of surface dielectric barrier
discharge (SDBD) plasma as a possible treatment for B16F10 cells, a cell model widely used
for melanoma studies. The experiment contemplates both direct and indirect treatment
approaches. A SDBD plasma was used in a 24-well plate, where B16F10 cancer cells were
cultured in RPMI medium, with a density of 6.10* cells/mL per well and, for comparison
purposes, healthy L929 cells (fibroblasts) were cultured in DMEM medium, with the same
density per well. In the direct treatment, the SDBD plasma was applied directly to the culture
medium containing the B16F10 cells, with exposure times varying between 1, 2 and 3 minutes.
Unlike the direct application, the indirect treatment consisted of irradiating the culture medium,
which, after being exposed to the plasma, was transferred to another plate containing the cells.
The physicochemical properties of the generated SDBD plasma, including the composition of
the reactive species, were determined by optical emission spectroscopy (OES) and electrical
analyses. The PAM’s, in turn, were characterized using UV-Vis spectrophotometry and a
multiparameter meter. The influence of SDBD plasma treatments on cell viability was
evaluated in both direct and indirect approaches through the MTT assay, 24h and 48h after
activation. Among the different activation times tested, the 3-minute exposure proved to be the
most effective, resulting in a 13% reduction in cell viability for the direct method and 15% for
the indirect method. The variation in results between the direct and indirect methods and the
difference between cytotoxicity for L929 and B16F10 cells can be attributed to certain factors.
The first is because cancer cells have an increased level of reactive species in their interior, in
addition to the increased number of aquaporins. The second refers to the treatment methods,
since in direct treatment at least three factors are relevant: short-lived reactive species (O3 and
OH), long-lived species (H202, NO2, NO3z” and HNO?2) and physical factors (UV radiation). In

contrast, in indirect treatment, only long-lived species are considered.
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1 Introducao

1.1 Contextualizacéo

O céncer, uma das principais causas de mortalidade global, recebe consideraveis
investimentos em pesquisa cientifica em todo o mundo. Apesar dos avancos financeiros
significativos, as estratégias tradicionais de tratamento tém demonstrado pouca evolugdo. Essa
lacuna ressalta a urgéncia em desenvolver novas técnicas que ndo apenas melhorem a
expectativa de vida e a qualidade de vida dos pacientes, mas também a eficicia dos tratamentos.
(1.2)

Nesse contexto, o Plasma Frio Atmosférico (CAP, do inglés "Cold Atmospheric Plasma")
emerge como uma promissora abordagem terapéutica. (3,4) Caracterizado por um baixo nivel
de ionizacdo e um estado de desequilibrio térmico, o CAP assume diferentes configuracdes,
incluindo o jato de plasma, a descarga de arco deslizante e a descarga de barreira dielétrica
(DBD), de volume (VDBD) ou de superficie (SDBD). (4,5) Esta ultima tem sido
extensivamente estudada e aplicada em diversos campos cientificos e tecnoldgicos pelas
vantagens que ela possui frente as demais. A combinagdo de seguranca, eficacia, versatilidade
e economia, torna-a uma escolha superior para uma ampla gama de aplicacGes biomédicas. (6)
Esta abordagem envolve a geracdo de um plasma produzido pela descarga entre dois eletrodos,
separados por um material dielétrico, quando a voltagem supera a barreira dielétrica. A
capacidade da DBD de operar em condi¢cfes de pressdo atmosférica e baixas temperaturas a
torna particularmente atraente para uma variedade de aplicacbes, desde processos de
esterilizacdo até o tratamento de liquidos e células. (7) Além disso, a SDBD € reconhecida por
sua eficiéncia energética e natureza planar, o que assegura a uniformidade do tratamento. (6)

Dentre as caracteristicas do sistema DBD, o processo de tratamento de células
cancerigenas atrai bastante atengdo da comunidade cientifica e vem aumentando o numero de
pesquisas relacionadas ao longo dos ultimos anos com um numero ainda reduzido e rescente de
pesquisas. Isso se da devido a sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(RONS) que podem induzir a morte celular em células tumorais de maneira seletiva e eficiente.
(8-10) Estudos demonstram que o uso de plasma DBD pode promover apoptose e necrose em
diversos tipos de células cancerigenas, além de influenciar positivamente o microambiente
tumoral, tornando-o uma abordagem promissora para terapias anticancer. (11-13)

Além disso, o plasma pode afetar o microambiente tumoral, alterando fatores como a
angiogénese e a resposta imunologica, potencialmente dificultando o crescimento e a

disseminacédo do tumor. A complexidade dessas interacdes e os multiplos alvos dentro da célula
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e do microambiente tumoral fazem com que o entendimento completo dos mecanismos
envolvidos ainda seja um desafio para os pesquisadores. (3,13) Compreender se 0 mecanismo
de acdo do plasma na interacdo celular é governado pela radiacdo UV ou espécies carregadas
predominante existentes na aplicacéo direta, ou RONS, predominantes na aplicacdo indireta, é
fundamental para otimizar a abordagem terapéutica no tratamento do cancer. (14) Cada um
desses componentes do plasma pode ter diferentes efeitos sobre as células tumorais e 0
microambiente tumoral. (13,15,16) A radiacdo UV, por exemplo, pode induzir danos diretos ao
DNA, levando a apoptose ou necrose das células cancerigenas. As espécies carregadas, Como
ions e elétrons, podem causar danos &s membranas celulares e desencadear uma serie de eventos
intracelulares que resultam na morte celular. (17)

RONS sdo particularmente importantes, pois tém a capacidade de oxidar lipidios, proteinas
e acidos nucleicos, causando danos extensivos e desencadeando vias de sinalizacdo que
promovem a morte celular. Entender qual desses componentes do plasma desempenha o papel
mais critico pode ajudar a desenvolver estratégias mais eficazes e especificas para a terapia com
plasma, potencializando seus efeitos anticancerigenos enquanto minimiza os danos colaterais
aos tecidos saudaveis. (18)

Portanto, a investigacdo detalhada sobre a contribuicdo relativa da radiacdo UV, espécies
carregadas e RONS, no mecanismo de acdo do plasma € essencial para a implementacdo de
tratamentos mais seguros e eficazes. Este conhecimento pode guiar o ajuste dos parametros do
plasma, como a intensidade e a duracdo do tratamento, para maximizar a eficacia terapéutica.
(19)

Em testes in vitro, os ensaios de viabilidade celular s&o realizados em pocos de cultura
de células. Geralmente, para investigar a resposta das células a uma determinada condicdo, esse
processo € conduzido individualmente em cada po¢o. O processo simultaneo nos pocos de
cultura de células oferece diversas vantagens em comparacdo com o tratamento individual de
cada poco, incluindo eficiéncia, consisténcia, reducdo do risco de contaminacédo, padronizacéo
dos procedimentos, otimizacdo dos recursos e escalabilidade. Essas vantagens tornam essa
abordagem especialmente atraente para experimentos em larga escala, ensaios de alto
rendimento e outras aplicag0es que exigem alta produtividade e confiabilidade dos resultados.
Neste estudo, sera utilizado um sistema multipontos de descarga DBD de superficie para
aplicagdo simultanea em 24 pogos de cultura, a fim de investigar a viabilidade celular de células

cancerigenas da linhagem B16F10, em comparagdo com células saudaveis da linhagem L929.
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1.2 Objetivos Gerais e Especificos

Conforme a contextualizacdo do trabalho na Secéo 1.1, define-se o objetivo central do
presente trabalho, o qual estudar o tratamento de Células Cancerigenas B16F10 (Céancer
Murino) utilizando um DBD de superficie. Dessa forma, os objetivos especificos do trabalho
séo definidos como sendo:

e Caracterizagio Optica do Plasma DBD utilizando Espectroscopia Optica de
Emissdo (OES) e caracterizacdo Elétrica do Plasma DBD utilizando
Osciloscépio;

e Caracterizacdo do meio de cultura RPMI e DMEM a fim de analisar parametros
fisico-quimicos, como pH, ORP, TDS e Condutividade elétrica em funcdo do
tempo;

e Avaliar a inativacdo celular, utilizando diferentes tempos de exposicdo do
plasma DBD sobre a cultura celular de linhagens B16F10 e L929: 1, 2 e 3
minutos, de maneira direta e indireta;

e Verificar a viabilidade celular 24h e 48h ap6s a exposi¢do ao Plasma DBD

através do Ensaio MTT.

1.3 Estrutura da Dissertacdo

Esta dissertacdo encontra-se estruturada em 6 capitulos.

O Capitulo 2, "Revisdo Bibliografica", trata de forma detalhada sobre plasmas
atmosféricos, ativacdo de liquidos com plasma, cancer e os tratamentos atualmente existentes.
Sendo a secdo de plasmas responsavel por trazer informacGes sobre plasmas frios gerados em
pressao atmosférica, bem como introduzir suas caracteristicas e configurac@es existentes. Ja a
secao que trata de cancer, visa elucidar como a doenca funciona, quais abordagens atualmente
existentes para o tratamento da mesma e como o plasma atmosférico é uma alternativa a ser
estudada como uma forma de tratamento.

No Capitulo 3, "Materiais e Métodos", constam todas as estapas utilizadas no presente
trabalho, bem como toda a metodologia utilizada, 0s equipamentos e materiais necessarios e as
técnicas de execucdo. Além disso, no Capitulo 4, “Resultados e Discussdo”, trazem 0s
principais resultados obtidos durante o desenvolvimento do presente trabalho através da

metodologia descrita pelo Capitulo 3, de modo a demosntrar, interpretar e desenvolver
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argumentos por meio dos resultados alcangados. Assim, o Capitilo 5, “Conclusdo”, busca trazer
a tona observag@es obtidas ao longo dos resultados encontrados no Capitulo 4.

Por fim, o Capitulo 6, “Trabalhos Futuros”, traz perspectivas futuras sobre proximos
trabalhos a serem realizados a partir dos resultados desta dissertacdo, seguido, por fim, do

Capitulo 7, denominado “Referéncias Bibliograficas”
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2 Reviséo Bibliografica
2.1 Plasma Atmosférico
2.1.1 Plasma

O plasma, um estado da matéria composto por particulas eletricamente carregadas, foi
conceitualizado por Irving Langmuir, que observou semelhancas entre os liquidos idnicos,
relatados pela biologia como plasma sanguineo, e 0s gases ionizados. Assim, popularmente
conhecido como quarto estado da matéria, pelo fato de possuir caracteristicas distintas dos trés
estados classicos da matéria, o plasma é fisicamente descrito como um gas parcialmente ou
totalmente ionizado, podendo ressaltar que ndo ocorre transicdo de fase de um gas para um
plasma. Além disso, outra caracteristica importante do plasma é seu estado de quase-
neutralidade, onde a densidade de particulas carregadas positiva e negativamente é
aproximadamente igual. (4,20)

Um parametro relevante na analise de um plasma € a temperatura das particulas, com
destaque para a temperatura dos ions (T;), que é aproximadamente igual a temperatura do gas
de operacdo (Tg), ou seja, Ti = Ty, e a temperatura dos elétrons (Te). Plasmas com grau de
ionizacdo (a) << 1, normalmente entre 10 e 10, sdo considerados plasmas frios, também
conhecidos como plasmas fracamente ionizados. Plasmas com o em torno de 0,1 sdo chamados
de plasmas térmicos, enquanto plasmas com o = 1, gas completamente ionizado, sem presenca
de espécies neutras, sdo classificados como plasmas guentes ou completamente ionizados. Essa
classificacdo ¢ exclusivamente baseada em a. Em relacao as temperaturas dos ions e elétrons,
0 plasma pode estar em equilibrio térmico (Te = Ty = Ti), também chamado de equilibrio
termodinamico, ou fora desse equilibrio (Te >> Ty = Ti), podendo ser referido como plasma nédo
térmico. (4,20-24)

Outro parametro fundamental para descrever o plasma é a densidade de particulas, na
qual é utilizada para quantificar a densidade de ions, representados por n;, incluindo cétions e
anions; elétrons, representados por ne; e a densidade total do plasma: n,. No plasma, as
particulas neutras se movem aleatoriamente em todas as dire¢fes, enquanto as particulas
carregadas se movem a deriva devido a influéncia de um campo elétrico, caracterizando, assim,
um movimento Browniano. Assim, quando as densidades de todas essas particulas sdo
semelhantes (np = ni = ne), 0 plasma é caracterizado como estando em um estado de quase-
equilibrio elétrico. (21,22,24,25)

Plasmas constituem aproximadamente 99% da matéria no universo observavel, como

nebulosas, estrelas, ventos solares. Além disso, 0s plasmas também ocorrem naturalmente no



23

ambiente terreste, como em reldmpagos e auroras boreais, bem como podem ser gerados
artificialmente em ambiente laboratorial, através de descargas elétricas em gases. Diante disso,
classificar a diversidade de tipos de plasmas que existem na natureza ou que podem ser gerados
artificialmente abrange uma ampla gama de variedades. (4,20,23)

Com isso, o plasma pode ser classificado como quente ou frio, levando em consideragao
seu grau de ionizacdo; térmico ou ndo-térmico, quanto a temperatura de elétrons; e como
eletropositivamente ou eletronegativamente carregado. Ademais, quanto a seu equilibrio
térmico, podem ser descritos os plasmas frios como os de equilibrio térmico e ndo-equilibrio
térmico, onde ha baixo grau de ionizacdo e os plasmas quentes, em seu alto grau de ionizac&o.
(23,24,26)

2.1.2 Plasma Frio Atmosférico

Plasma Frio Atmosférico (CAP), também conhecido como Plasma de Pressdo
Atmosférica Ndo Térmico (NTAPP) traz uma gama de vantagens e oportunidades para o0 campo
da pesquisa. Sua versatilidade é notavel, abrangendo campos diversos como biologia, medicina,
materiais e fisica, que vao desde aplicacfes biomédicas, inativacdo de células e bactérias, até
processamento de materiais e tratamento de superficies. O CAP possibilita investigacoes
detalhadas sobre as interacdes entre o plasma e uma variedade de materiais em condicdes
ambientais, sem a necessidade de vacuo. Outrossim, o CAP apresenta uma abordagem
sustentavel para diversas aplicacdes, promovendo beneficios ambientais e para a saide humana,
além de possuir uma grande vantagem quanto seu relativo baixo custo de fabricacdo, sendo
possivel facilitar a reducdo de gastos pelo orcamento frente aos gastos de tratamentos
convencionais na area da saude. (4,5,27-29)

Uma caracteristica relevante dos plasmas sdo suas diversas formas de geracdo, em
variadas configuracdes. Mesmo que grande parte da matéria existente no universo seja plasma,
a geracdo de plasma em pressdo atmosférica pode ser dada por diferentes configuracdes e
geometrias, podendo ser aliemantada de variadas maneiras, como micro-ondas, corrente
alternada (AC) e corrente continua (DC). (27)

Dentre suas configuracdes, vale ressaltar as Descargas do tipo Corona, Descarga de
Arco Deslizante, Jatos de Plasma de Pressdo Atmosferica (APPJ), Descargas de Micro-ondas e

Descarga por Barreira Dielétrica (DBD). (5)
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2.1.2.1 Descarga Corona

Denominado de Corona devido a analogia feita pelo seu formato semelhante ao de uma
coroa, as Descargas Corona séo descargas autossustentadas, caracterizadas pela presenca de um
brilho luminoso concentrado no espaco ao redor de um eletrodo pontiagudo em um circuito
elétrico sujeito a um campo elétrico altamente n&o uniforme, podendo ser considerada de brilho
positivo, negativo ou de alta frequéncia, de forma a depender do campo elétrico, da polaridade
dos eletrodos e da distribuicdo de potencial. (30-32)

A Descarga corona possui uma baixa densidade de corrente elétrica, além de ser uma
descarga heterogénea. Dentre suas configuragdes, as mais comuns incluem arranjos de ponta-
superficie, fio-superficie ou cabo coaxial em torno de um cilindro. (32,33)

Assim como os demais tipos de plasma, a descarga corona possui vantagens e
desvantagens, podendo citar como desvantagem a perda de energia, bem como sua ndo
uniformidade para tratamentos de superficies. Por outro lado, a vantagem em sua utilizacdo esta
em sua alta densidade de elétrons, assim como o alto volume de descarga. Além disso, esse tipo
de descarga apresenta diversas aplicabilidades, como: sintese quimica, tratamento de

superficies, aplicacbes ao biodiesel e precipitacdo eletrostatica. (30-34)

2.1.2.2 Descarga de Arco Deslizante

A Descaraga de Arco Deslizante (Gliding Arc) € um sistema de Plasma Frio
Atmosférico que opera em regime transiente, também conhecido como plasma "morno" devido
a esse carater transitorio. Este sistema consiste em uma descarga elétrica formada entre dois
eletrodos metalicos divergentes, separados em uma de suas extremidades por uma curta
distdncia, comumente entre 1 e 3 mm, sendo um fluxo de gas de alta velocidade introduzido
entre os eletrodos durante a operagdo. Esses sistemas geralmente operam em pressdes
atmosfeéricas ou superiores, alcancando poténcias de até 40 kW e funcionando em altas tensdes,
tipicamente entre 0,5 e 10 kV. Ainda sim, uma variedade de gases pode ser utilizada para sua
operacdo, incluindo ar imido, argonio (Ar), oxigénio (Oz), nitrogénio (N2), hidrogénio (H>),
metano (CHa4) e outros. (35-38)

O funcionamento do Gliding Arc é caracterizado por trés etapas distintas: a ruptura do

gas, a fase de regime térmico e a fase de regime nao-térmico, como demonstrado na Figura 1.
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Ruptura do Gas: Um campo elétrico de intensidade adequada tem o poder de iniciar a
ruptura do gas, iniciando assim a formagc&o do arco elétrico entre os eletrodos. E possivel
determinar o tempo de formagdo do arco (ti) com base na equacgao de concentracdo de

elétrons.

dn, " Ne
=kne,n, = —
dt I7e™g T

Eq.1

onde, t é o tempo em s e k é a constante de ionizagao.

Regime Térmico: Apoés a formagdo do arco elétrico com uma estabilidade adequada,
ele flui por meio do movimento convectivo entre os eletrodos, com uma velocidade
préxima a velocidade de injecdo do gés. Nesse estagio, o sistema atinge um regime
térmico, caracterizado pelo equilibrio termodindmico. A medida que os arcos s&o
produzidos em distancias cada vez maiores entre os eletrodos, a tensdo do arco aumenta
proporcionalmente a separacdo entre eles. Esse regime permanece enquanto a coluna de
plasma atinge um determinado comprimento (1), até alcancar um comprimento critico
(leritico), momento em que ocorre a transi¢do para o regime ndo-térmico.

Regime ndo-térmico: o regime ndo-térmico é atingido quando a perda de energia na
coluna de plasma excede a energia fornecida pela fonte de alimentacéo, interrompendo
o equilibrio termodinamico. Nesta fase, a descarga elétrica persiste até que a distancia
entre os eletrodos seja grande o suficiente para impedir a formacgao do arco elétrico entre
eles. Assim, a descarga € interrompida e reiniciada com a ruptura do gas, resultando em

um ciclo de descarga ou em uma descarga ndo estacionaria.
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(\/ ’\—/ Extingdo da Descarga

W Regime Nio-Térmico

Regime Térmico

| \'i/ Formagao do Arco
Fluxo de Gas

Figura 1 — Regime transiente da descarga de arco deslizante em funcao da distancia de

separacao dos eletrodos.

2.1.2.3 Jatos de Plasma de Pressdo Atmosférica (APPJ)

O Jatos de Plasma de Pressdo Atmosférica (APPJ) € gerado através de dois eletrodos
conceéntricos pelos quais um gas flui. Esse gas é confinado entre os eletrodos e, quando uma
tensdo suficientemente alta é aplicada ao sistema, ocorre a ruptura do gas, resultando em uma
descarga elétrica. Esta descarga é entdo impulsionada para a atmosfera pelo fluxo gasoso,
conferindo ao jato sua forma caracteristica. Porém, é importante destacar que o jato de plasma
ndo € uma descarga elétrica por si s6, mas sim uma forma de manifestacdo de outros tipos de
descarga, como a descarga glow ou DBD. (19,33)

A tensdo da descarga é dependente de dois fatores: o gas utilizado e o intervalo da
descarga, ou seja, a distancia entre o anodo e catodo. Além disso, cabe ressaltar que a energia
térmica € um fator importante do APPJ, sendo determinada pela energia elétrica. (33)

Assim como outros tipos de plasmas, o0 APPJ possui vantagens e desvantagens. Logo,
pode-se citar que a principal desvantagem sobre os APPJs é sua pequena capacidade de tratar
ou revestir areas mais amplas, fazendo com que esse tipo de plasma seja utilizado para
tratamentos em dareas pontuais. Por outro lado, essa caracteristica, quando necessaria para
pequenas areas, pode ser considerada uma vantagem. Ademais, outra vantagem a ser citada é
sua eficicia para processamentos de materiais, bem como para materiais sensiveis a danos
térmicos. (19,33)
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Outra caracteristica na qual vale ressaltar sdo suas diversas aplicabilidades, sendo uma
de grande destaque na area biomédica, atuando na ativacdo de liquidos para esterilizagdo de
superficies e inativacdo de microorganismos; em adicdo, também se destacam a deposicéo de

revestimentos e o tratamento de modificacdo de superficies. (7,19,33)

2.1.2.4 Descarga de Barreira Dielétrica

Utilizado de forma pioneira por Werner VVon Siemens, em 1857, a Descarga por Barreira
Dielétrica (DBD) é uma configuracdo de plasma comunmente utilizada que consiste em uma
descarga autossustentada através de um arranjo de 2 eletrodos metalicos com um dielétrico
entre eles. Neste cenario, uma corrente elétrica é aplicada entre os eletrodos, enquanto o
dielétrico atua como uma espécie de barreira que impede a descarga direta entre eles. Com isso,
a origem da descarga se da por meio de microdescargas filamentares, que se dispersam de forma
aleatoria no espaco e no tempo. Nesse contexto, o dielétrico desempenha o papel de distribuir
essas microdescargas na superficie do eletrodo. Além disso, a quantidade de microdescargas é
diretamente proporcional a tensao aplicada ao sistema. (39-42)

As configuracdes e principios dos DBDs sdo definidos pela presenca de material isolante
ao longo do trajeto da descarga. Com isso, normalmente sdo utilizados materiais dielétricos
como ceramica, vidro, teflon, entre outros. Sendo que a escolha do material da barreira é
importante, levando em consideracdo os efeitos de ionizacéo, carregamento e penetracdo em
superficies. (39-41,43,44)

O DBD apresenta diversas aplicaces possiveis. Dentre estas, destacam-se: geracao de
ozbnio, tratamento de superficies, processamentos de materiais, tratamento de células
cancerigenas, aplicacdes na odontologia e o tratamento e ativacao de liquidos. (28,39,41,45)

Assim, a eficiéncia da DBD esta diretamente relacionada com as condicdes de descarga,
como tensdo aplicada, largura do intervalo, forma de onda da fonte, superficie e material do
eletrodo, parédmetros temporais, como o tempo de exposi¢cdo, bem como configuracdo
geométrica do mesmo, podendo variar de incontaveis maneiras. (40,41,46)

Comparada aos jatos de plasma, a configuragdo DBD oferece a vantagem de proporcionar
tratamentos homogéneos em areas superficiais maiores, abrangendo varios centimetros, e
volumes de liquido mais significativos. (46)

Desse modo, o sistema DBD apresenta uma série de vantagens, como seu modo de
operacdo, no qual ndo necessita de um sistema de vacuo, bem como opera em pressdo e
temperatura ambiente, além de suas inimeras configuragdes geometricas, podendo atender a

necessidades especificas de largura e comprimento. (41)
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Dentre as diversas configuragdes do DBD, as principais sdo as descargas de volume (VD),
visto na Figura 2 e descarga de superficie (SD), demonstrado na Figura 3. Sendo assim, de
modo a formar um plasma de volume bem definido e uniforme, o VD ¢ formado por uma

descarga onde o volume gasoso é confinado entre eletrodos. (40,47)

(A) (B) (©)
ps s B

@ Alta Tensdo
QO Dielétrico
. Eletrodo Metalico

@ Plasma

Figura 2 — Configuracfes do DBD de VVolume: (A) Descarga Assimétrica, (B) Descarga
Simétrica, (C) Descarga Flutuante, (D) Descarga Cilindrica.

(A) (B)

-

@ Alta Tensao

g) O Dielétrico
v

. Eletrodo Metalico

©

@ Plasma

= 1

Figura 3 — Configuracdes do DBD de Superficie: (A) Descarga Simétrica e (B) Descarga

Assimétrica.

Por fim, assim como os demais tipos de plasma citados acima, o DBD destaca-se em suas
aplicacdes diversas, sendo elas: tratamento de superficies, geracdo de ozonio, processamento

de materiais, tratamento de liquidos, deposicao por vapor quimico, dentre outros. (35,39-42,46)
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2.2 Ativacgdo de Liquidos com Plasma
2.2.1 Processo de Ativacao

A ativacdo de liquidos por plasma envolve expor o liquido desejado ao plasma
durante um determinado periodo. Porém, antes de discorrer sobre o tema, deve-se antentar para
um erro constantemente ocorrido quanto aos termos “tratamento” e “ativagdo”, uma vez que
estes sdo processos distintos. (28,29)

O tratamento da agua refere-se a utilizacdo do plasma para remover compostos
organicos e residuos poluentes, bem como a descontamina¢do da mesma. Assim, o tratamento
da agua tem por objetivo purificar, restaurando a qualidade da &gua. Por outro lado, a ativagdo
da agua visa atribuir e melhorar propriedades fisico-quimicas a fim de utilizar a agua para
interacdo com superficies, células, bactérias ou fungos. Tal diferenca é demonstrada na Figura
4. (28,29,44,48)

Agua Ativada a Plasma Agua Tratada a Plasma

Y Espécies Reativas de Oxigénio
e Nitrogénio (RONS)
Figura 4 — Diferenca entre Agua Ativada a Plasma e Agua Tratada a Plasma.

Quando as amostras entram em contato com o volume de plasma na area de descarga,
ocorre uma interacdo entre os componentes do plasma, como a radiacdo UV e as espécies
quimicas reativas, e as proprias amostras. Esse contato direto permite uma interacao eficaz entre
as denominadas Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (RONS) e o liquido em quest&o.
A efetividade dessa interagdo depende diretamente de uma série de fatores controlados, como:
distancia entre o eletrodo e a amostra, tempos de exposi¢do, material do eletrodo, tenséo e

franquéncia aplicados e inumeros outros parametros. (26,28,29,40,41,49)

2.2.2 Agua Ativada a Plasma (PAW)
A Agua Ativada por Plasma, do inglés Plasma Activated Water (PAW) tem ganhado

destaque na pesquisa devido as suas propriedades Unicas. A PAW pode ser produzida através
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da ativacdo de &gua como matriz de ativagdo (agua filtrada, &gua de torneira, &gua mineral, dgua
destilada ou &gua deionizada), resultando em uma solugdo rica em RONS. Além disso, a PAW
possui aplicacdes em diversas areas, podendo ressaltar: aplicacbes biomédicas e médicas,
odontologia, agricultura, tratamento de alimentos e desinfeccdo de superficies. (3,28,29,50)

Com isso, muitas dessas aplicacdes sdo atribuidas as caracteristicas da PAW de reagir
com o meio em que € aplicada, muitas vezes atribuindo essa fungdo as espécies de vida longa.
Porém, cabe ressaltar que espécies de vida curta também possuem elevada atividade
antimicrobiana, podendo auxiliar nestas reagdes, como 0 acido peroxinitroso e o ion
peroxinitrito. (51,52)

Quanto a quimica da PAW, este campo refere-se a sua composicdo, sendo dependente
da natureza do plasma utilizado, bem como o tempo de sua interacdo com o liquido em questdo.
Sdo levados em consideracdo a reatividade das espécies no liquido, assim como seu tempo de
vida e solubilidade. (53,54)

Ademais, a quimica da PAW é dominada pela formac&o de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, como H202, O3, NO, NO2, e ONOO". Essas espécies sdo geradas pela interagcdo
do plasma com as moléculas de adgua e os gases dissolvidos na dgua. A producdo de RONS,
incluindo perdxido de hidrogénio, ozdnio e radicais hidroxila, é fundamental para a atividade
antimicrobiana da PAW. Essas espécies podem penetrar nas membranas celulares microbianas,
causando danos oxidativos que levam a morte celular. (3,28,29)

As espécies presentes no sistema desempenham um papel fundamental, pois a quimica
do plasma e a PAW sédo responsaveis por alteracGes significativas nos parametros fisico-
quimicos, como pH, potencial de oxirredugdo (ORP), condutividade elétrica e total de particulas
dissolvidas (TDS), além de influenciar diretamente a funcionalidade da PAW. A reducdo do
pH da PAW, por exemplo, esta relacionada ao aumento dos &cidos nitrico (HNO3) e nitroso
(HNO2). ORP, condutividade e TDS dependem das espécies presentes e suas concentragdes. A
atividade reativa da PAW em processos de inativacdo microbiana deve-se a presenca de
espeécies reativas de vida curta e longa, especialmente as RONS. (3,22,55,56)

Quanto as espécies citadas, é possivel classifica-las quanto ao seu tempo de vida,
podendo ser de vida curta ou vida longa, e quanto a sua formacdo, sendo espécies originais,
primarias ou secundarias. Sendo assim, as especies de vida curta sdo espécies que possuem um
tempo de vida da ordem de fentomsegundos (1071° s) até segundos. Por outro lado, espécies de
vida longa podem apresentar tempo de vida da ordem de minutos, podendo chegar a dias.
(28,50,53,57)
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Contudo, cabe ressaltar que mesmo a &gua deionizada utilizada como matriz de ativacao
para a PAW sendo considerada um liquido com o maior nimero de estudos dedicados na
literatura, uma vez que sua composicdo é considerada simples, garantindo reprodutibilidade e
facilitando sua caracterizacdo, por limitar o nimero de reacdes quimicas, a PAW ainda
apresenta limitacGes. Essas limitacfes podem ser atribuidas ao complexo estudo da formacéo e
geragdo de espécies reativas e a dificuldade na compreensdo do mecanismo de acdo da PAW
em determinadas areas. Logo, mesmo que seja um objeto de estudo relativamente simples de
se reproduzir, quando comparado a outros liquidos como os PAM’s, a PAW ainda oferece

grandes desafios a serem superados. (3,22,58)

2.2.3 Meio Ativado a Plasma (PAM)

Com resultados que vem ganhando a atencdo cientifica, o0 meio ativado a plasma, do inglés
Plasma Activated Medium (PAM), consiste no produto da ativa¢do de um determinado meio de
cultura de células, seja ele o DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) ou outro meio de interesse, no qual é exposto durante determinado
tempo, trazendo para 0 PAM propriedades fisico-quimicas interessantes no campo da medicina,
como a presenca de RONS. (14,49,59)

De modo geral, a geracdo de PAM esta muito ligada aos estudos sobre a utilizacdo de
plasma para o tratamento de células cancerigenas, uma vez que o mesmo é exposto ao plasma
e colocado em contato com as células, a fim de ativar a cascata apoptdtica destas células,
denominado tratamento indireto. Além disso, estudos demonstram que, além do tratamento
direto do CAP em células e tecidos, a utilizacdo do tratamento indireto utilizando PAM tem
demonstrado certa eficiéncia em atividade antitumoral em diversos tipos de cancer, como de
ovario, colorretal e melanoma. (60,61)

Ainda neste cenario, relatos da inducéo apoptotica em células cancerigenas apds exposicao
ao PAM séo relatadas e demonstradas através de ensaios de analise morfoldgica e de viabilidade
celular 24h ap6s o primeiro contato. Com isso, pode-se citar que a PAM modula a progressdo
do ciclo celular e o acimulo intracelular de RONS em células cancerosas e induz autofagia de
células e, ndo somente, a PAM desmonstrou ser capaz de reduzir significativamente tumores
xenoenxertados em modelos murinos com modelos de cancer de ovario e pancreas. (61,62)

Em adicdo, o PAM também é relatado na literatura como um excelente método de
tratamento por sua seletividade as células cancerigenas, uma vez que, quando em contato com

células saudaveis, ndo se demonstrou citotdxico. (46,61,63-65)
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Contudo, mesmo que a PAM seja amplamente citada como uma 6tima e promissora op¢do
de inibicdo tumoral, a complexidade da composicdo quimica das solucbes geradas por plasma,
juntamente com sua reatividade e estabilidade, ndo apenas representa um desafio, mas também
sdo a razdo de liquidos ativados a plasma serem temas recentes na histdria, bem como

abordagens ainda pouco aprofundadas e compreendidas. (3,46,62,64,65)

2.2.4 Meio de Cultura Celular

Meios de cultura, ou meios de cultivo, sdo preparacdes compostas por um conjunto de
substancias que promovem o desenvolvimento e crescimento celular. Estes meios podem ser
liquidos, semissélidos ou solidos e contém constituintes naturais e/ou sintéticos. Cada tipo de
meio ¢ formulado para atender as necessidades especificas de diferentes microrganismos (66).

A selecao do meio de cultura ¢ baseada nas necessidades particulares de cada célula ou
microrganismo, garantindo o fornecimento dos nutrientes necessarios para seu crescimento
ideal. Além de promover a multiplicagdo de microrganismos, os meios de cultura também
podem inibir certos microrganismos, identificar ou preservar a viabilidade dos mesmos. No
presente trabalho, os meios de cultura selecionados foram o Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM, Gibco) e o Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco).

O DMEM foi originalmente sugerido como meio Eagle com uma concentragdo
quadrupla de aminodcidos e vitaminas pelos cientistas Renato Dulbecco e G. Freeman
published in 1959. Histologicamente, quando se trata de viabilidade celular e manutengdo de
meios de cultura, o DMEM pode ou ndo conter soro bovino fetal, do inglés fetal bovine serum
(FBS), o que impacta na degradacao celular e biocompatibilidade com o meio de cultura (67).

No meio de cultura DMEM, depreende-se, conforme a Tabela 1 representada, que tais
nutrientes favorecem a nutricdo e replicacdo celular de diferentes linhagens, os aminoacidos
influenciam no crescimento celular, a glicose atua como fonte primaria de energia tendo em
vista sua participacao nos diversos processos metabdlicos celulares; e o bicarbonato de sodio,
como uma solugdo-tampao, o que estabiliza o pH do meio para que ndo ocorra desnaturagao de
enzimas cataliticas necessarias para tais células (68).

O meio conhecido como Roswell Park Memorial Institute (RPMI) ou RPMI 1640
constitui uma formulagdo empregada em técnicas de cultivo celular de diversas linhagens
diferentes, tais como cancerigenas - tumores, ¢ melanomas - e crescimento de linfocitos
humanos. Este meio tem sido amplamente adotado para o desenvolvimento de diversas
linhagens celulares de mamiferos, bem como para o estimulo do crescimento de linfocitos

humanos (69).
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Como ¢ possivel observar nas Tabelas 1 e 2, os meios de cultura utilizados, RPMI e

DEMEM, possuem uma rica composi¢do. Ambos contém componentes como diversos

aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos, além de D-Glicose, Vermelho Fenol e, no caso do

RPMI, Glutationa.

Tabela 1 — Formula do meio de cultura celular DMEM

Componentes

Aminoéacidos

Glicina

L-Arginina hidrocloridrica
L-Cistina 2HCI

L-Glutamina

L-Histidina hidrocloridrica-H20
L-Isoleucina

L-Leucina

L-Lisina hidrocloridrica
L-Metionina

L-Fenilalanina

L-Serina

L-Treonina

L-Triptofano

L-Tirosina sal dissédico di-hidratado
L-Valina

Vitaminas

Cloreto de colina

D-Pantotenato de calcio

Acido félico

Niacinamida

Piridoxina hidrocloridrica
Riboflavina

Tiamina hidrocloridrica

i-Inositol

Sais Inorganicos

Cloreto de calcio (CaCl2) (anh.)
Nitrato férrico (Fe(NO3)3*9H20)
Sulfato de magnésio (MgSO4) (anh.)
Cloreto de potéssio (KCI)

Cloreto de sodio (NaCl)

Fosfato monobasico de sédio
(NaH2PO4*H20)

Peso
molecular

75.0
211.0
313.0
146.0
210.0
131.0
131.0
183.0
149.0
165.0
105.0
119.0
204.0
261.0
117.0

140.0
477.0
441.0
122.0
204.0
376.0
337.0
180.0

111.0

404.0
120.0
75.0
58.0

138.0

Concentracéao
(mg/L)

30.0
84.0
63.0
584.0
42.0
105.0
105.0
146.0
30.0
66.0
42.0
95.0
16.0
104.0
94.0

4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
0.4
4.0
7.2

200.0
0.1
97.67
400.0
6400.0

125.0

milimoles
(mM)

0.4
0.39810428
0.20127796

4.0

0.2

0.8015267

0.8015267

0.7978142
0.20134228

0.4

0.4
0.79831934

0.078431375
0.39847642
0.8034188

0.028571429
0.008385744
0.009070295
0.032786883
0.019607844

0.0010638298
0.011869436

0.04

18.018.018
0.00024752476
0.8139166
53.333.335
110.344.826

0.9057971



Outros Componentes
D-Glicose (Dextrose)
Vermelho de Fenol

180.0
376.4

4500.0
15.0

Tabela 2 — Formula do meio de cultura celular RPMI 1640

Componentes
Aminoacidos

Glicina

L-Arginina

L-Asparagina

Acido L-aspartico
L-Cistina 2HCI

Acido L-Glutamico
L-Glutamina

L-Histidina
L-Hidroxiprolina
L-Isoleucina

L-Leucina

Cloridrato de L-Lisina
L-Metionina
L-Fenilalanina

L-Prolina

L-serina

L-Treonina

L-Triptofano

Sal dissodico de L-tirosina di-Hidratado
L-Valina

Vitaminas

Biotina

Cloreto de colina
D-Pantotenato de célcio
Acido félico

Niacinamida

Acido para-aminobenzdico
Cloridrato de piridoxina
Riboflavina

Cloridrato de tiamina
Vitamina b12

I-Inositol

Sais Inorganicos

Nitrato de célcio (Ca(NO3)2 4H20)
Sulfato de magnésio (MgSO4) anid.
Cloreto de potéssio (KCI)
Cloreto de Sddio (NaCl)

Fosfato de Sédio dibasico (Na2HPO4) anidro

Peso molecular

75
174
132
133
313
147
146
155
131
131
131
183
149
165
115
105
119
204
261
117

244
140
477
441
122
137
206
376
337
1355
180

236
120
75
58
141,96

Concentracao
(mg/L)

10
200
50
20
65
20
300
15
20
50
50
40
15
5
20
30
20
5
29
20

0,2
3
0,25

0,2

0,2

0,005
35

100
48,84
400
6000
800

34

25.0

0.039851222

Milimoles
(mM)

0,13333334
1,1494253
0,37878788
0,15037593
0,2076774
0,13605443
2,0547945
0,09677419
0,15267175
0,3816794
0,3816794
0,21857923
0,10067114
0,09090909
0,17391305
0,2857143
0,16806723
0,024509804
0,1111111
0,17094018

0,000819672
0,02142857
0,000524109
0,002267573
0,008196721
0,00729927
0,004854369
0,000531915
0,002976359
3,69004E-06
0,19444445

0,42372882
0,407
5,333333
103,44827
5,63539
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Outros Componentes

D-Glicose (Dextrose) 180 2000 11,111111

Glutationa (reduzida) 307 1 0,003257329

Vermelho Fenol 376,4 5 0,013287341
2.3 Cancer

Como uma das principais causas de morte a nivel mundial, ocupando o segundo lugar, o
cancer se origina devido a mutacdes em genes que desregulam os processos celulares normais.
Isso € possivel por conta de alteracBes envolvendo dois tipos de genes: oncogenes, que
potencializam o desenvolvimento do tumor, e supressores de tumor, no qual inibem a
tumorigénese. (70)

No entando, apenas uma mutacdo ndo é o suficiente para o desenvolvimento do cancer.
Para isso, é necessario que varias mutagdes ocorram sucessivamente até que tecidos normais se
tornem lesdes. Ademais, vale ressaltar que tais mutagfes genéticas ocorrem de modo aleatério
dentro do genoma, tornando a previsdo do cancer impossivel, salvo em casos isolados. (70)

A pesquisa sobre o cancer € uma das areas da ciéncia mais fortemente financiadas em
todo o mundo e, anualmente, milhares de artigos de pesquisa originais sobre o cancer séo

publicados, demosntrando como essa area tem atraido bastante atencdo mundial. (2,71)

2.3.1 Melanoma

Nas Ultimas décadas, o cancer de pele se tornou um dos tipos de cancer mais comuns no
Brasil. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer de pele representa cerca
de 30% de todos os diagndsticos de cancer no Brasil. A deteccdo precoce é crucial, pois
possibilita um maior controle da doenca e aumenta as chances de cura. No entanto, um dos
principais desafios enfrentados nos tratamentos quimioterapicos tradicionais é a toxicidade dos
agentes quimioterapicos, que podem causar efeitos adversos significativos nas células
saudaveis dos pacientes.

O melanoma, tumor originado por um melandcito, no qual € a célula responsavel pela
pigmentacéo, é conhecido por sua natureza altamente agressiva e sua caracteristica de ser um
tumor extremamente imunogénico, uma vez que, dentre os canceres, € 0 que possui a maior
taxa de mutages. Os melanomas produzem uma ampla variedade de antigenos tumorais que
sdo reconhecidos pelo sistema imunologico, tornando-os, por este motivo, altamente
imunogénicos. Em comparacdo com outros tipos de cancer, € comum observar uma infiltracéo

linfocitica expressiva no melanoma. (72-74)
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Os melandcitos, presentes em sua maioria em células basais da epiderme, s&o 0s
responsaveis por utilizar a enzima tirosinase para sintetizar a melanina, pigmento responsavel
pela protecdo contra raios UV. Logo, a incidéncia de melanoma na raca branca, bem como em
pessoas de cabelos ruivos ou louros, com sardas e olhos claros tem uma tendéncia maior em
adiquirir este tipo de tumor, uma vez que estas caracteristicas fazem com que a pele queime em
contato com o sol, ao invés de adiquirir bronzeamento natural. (70)

Diante disso, 0 melanoma mostra-se como a principal causa de morte por cancer de pele
em todo o mundo, podendo afetar todas a idades, sendo que a idade média de diagndstico para
esta doenca fique em torno de 50 anos de idade. (70)

Esse tipo de cancer em seu estagio inicial pode ser tratado com sucesso, tendo como
principal abordagem a remocado cirdrgica, com taxas de sobrevivéncia frequantemente altas. No
entanto, quando ocorrem metastases, as taxas de sobrevivéncia diminuem significativamente.
Em caso de melanoma metastatico a taxa de sobrevida de pacientes varia entre 5 e 11 meses,
com uma media de 9 meses de sobrevida. (70,73)

Vale elucidar o comportamento de metastase de um cancer, sendo o processo pelo qual
células cancerigenas se disseminam do tumor primario para outras partes do corpo, formando
novos tumores secundarios. No contexto do melanoma metastatico, células cancerigenas
invadem tecidos adjacentes e entram na corrente sanguinea ou no sistema linfatico, migrando
para 6rgdos distantes como figado, pulmdes, cérebro e 0ssos. Essas células se estabelecem em
novos locais, iniciando o crescimento de novos tumores e dificultando o tratamento. (75,76)

Além disso, para o estadiamento e prognosticos do melanoma, utiliza-se o sistema TNM
(Tumor, Linfonodos e Metéastase), podendo tamém ser classificados em estagios, como
demonstrado pela Tabela 3.

Tabela 3 — Estadiamento para o0 Melanoma

Estagio Caracteristica

lell Melanoma primario; clinicamente localizado
1] Envolvimento regional (linfonodos ou metastase em transito)

v Melanoma metastatico; linfonodos regionais (pulméo, cérebro, figado)
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Ademais, quanto se tratando do melanoma, a correta identificacdo e classificagéo
histopatoldgica como expessura do tumor, ulceragdo e taxa mitdtica sdo essenciais para a
tomada de decisdo quanto ao tratamento a ser utilizado. (77)

Com relacdo a esses ultimos trés parametros, € valido elucidar o significado de cada um.
Assim, leva-se em considera¢do um tumor como uma massa ou crescimento anormal de células
que ocorre quando células se dividem e crescem de maneira desordenada, sendo benignos para
ndo cancerosos e malignos para cancerosos. Por sua vez, a ulceragdo é a formacéo de uma lesao
ou ferida aberta na pele ou em uma membrana mucosa que nao cicatriza adequadamente, sendo
um indicativo de agressividade do cancer. E, por fim, a taxa mit6tica é um indicador da rapidez
com que as células tumorais estdo se dividindo e proliferando. (70,78,79)

Desta forma, os conceitos de tumor, ulceracdo e taxa mitética sdo fundamentais para a
compreensdo do comportamento bioldgico dos canceres. Tumores malignos, ao se tornarem
ulcerados, indicam uma progressao da doenca que pode estar associada a um comportamento
mais invasivo. A taxa mitdtica elevada reforca essa associacdo com a agressividade,
demonstrando que o tumor esta em um estado de rapida divisdo celular, o que é um fator critico

na determinacdo do tratamento e prognostico. (78,79)

2.3.2 Tratamento do cancer

Uma vez diagnosticado com o cancer, é preciso apontar que o tratamento adequado néo
se faz presente em boa parte dos paises menos desenvolvidos. Com isso, a taxa de letalidade da
doenca nesses paises é significativamente alta. (70)

Convém ressaltar que os trés principais métodos de tratamento do céncer, cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, continuam sendo as principais op¢6es de tratamento, mesmo apos
mais de 60 anos de uso ativo. No entanto, apesar dos avancos significativos na medicina, alguns
tipos de céncer ainda apresentam resisténcia aos tratamentos disponiveis, tornando sua
erradicacdo uma tarefa desafiadora. Certamente, empecilhos para terapias alternativas séo
enfrentados, como custos exorbitantes, desenvolvimento de resisténcia dos tumores a terapia,
disponibilidade limitada e aplicabilidade restrita a um subconjunto especifico. (43,71,80,81)

A abordagem convencional da quimioterapia inclui o uso de agentes citotdxicos, cujo
mecanismo de acdo reside na capacidade de induzir danos celulares, potencialmente letais para
células sensiveis. Tais agentes podem agir tanto por meio da destruicdo direta das células quanto
interferindo no processo replicativo das células em proliferagdo. No entanto, devido & sua falta

de especificidade para células tumorais, esses agentes tém um indice terapéutico limitado,
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podendo causar toxicidade significativa em tecidos normais que também estdo em processo de
proliferagéo. (71,82)

Por sua vez, a Radioterapia representa a terapia citotoxica mais eficaz disponivel para o
tratamento de céanceres sélidos localizados. A comprovacdo do sucesso dessa abordagem €
evidente pelo fato de que pacientes com cancer continuam a receber radioterapia mesmo anos
apos sua invencdo, apesar dos avancos em muitas outras modalidades de tratamento. Este
tratamento baseia-se na utilizacdo de um procedimento terapéutico localizado e nao invasivo
que utiliza radiacdo ionizante para induzir danos ao DNA das células cancerosas. Esses danos
podem ocorrer por meio de quebras diretas e indiretas na cadeia dupla do DNA, resultando na
interrupcdo do ciclo celular e na morte das celulas tumorais. Porém, assim como a
guimioterapia, a radioterapia ¢ mais eficiente em células com alta taxa de divisdo e que sdo
bastante oxigenadas. (70,83,84)

A imunoterapia, por exemplo, exige atengédo especial a diversas ressalvas existentes.
Apesar de oferecer beneficios terapéuticos que podem ser duradouros, é importante notar que
apenas um subconjunto de pacientes responde positivamente a essa forma de tratamento. (80)

Apesar do sucesso notavel do tratamento, é importante reconhecer que, em muitos
contextos clinicos, a quimiorradiacdo frequentemente resulta em um aumento da toxicidade e
oferece apenas melhorias modestas nos resultados. Com isso, é evidente que abordagens
inovadoras para o tratamento do cancer sao urgentemente necessarias. (71,83)

2.3.3 Plasma Frio Atmosférico e sua seletividade para células cancerigenas

O plasma frio atmosférico (CAP) € amplamente utilizado no campo da terapia do cancer.
A capacidade do plasma frio de tratar varios tipos de cancer de forma eficaz, matando
seletivamente as células cancerosas sem que isso afete os tecidos saudaveis ja foi relatada na
literatura. (43,45,85)

No entanto, entender o mecanismo por tras desse efeito anticancerigeno seletivo ainda é
um desafio para a comunidade cientifica. Estudos relatam que fatores como o tipo de células e,
consequentemente, de cancer, além de condi¢Ges como a configuracdo de plasma utilizada e
sua composicao, tém forte influéncia no tratamento com CAP. (86,87)

Os principais responsaveis atribuidos pela eficacia da inativacao celular cancerigena sao
as Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (RONS), pois estas espécies sdo aptas a
desencadear respostas intracelulares especificas, uma vez que RONS possuem grandes
propriedades oxidativas, podendo causar sofrimento ou estresse oxidativo. O que define se 0

tratamento com plasma ird induzir sofrimento ou estresse oxidativo € relativo a quantidade de
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RONS que entram em contato com o alvo bioldgico, sendo esta contidade dependente do tipo
de plasma utilizado e da resposta do sistema bioldgico em questéo. (3)

Em grande parte, as células tumorais sdo mais sensiveis a estimulos oxidativos externos
do que as células saudaveis. Porém, explicar esta suposta sensibilidade aumentada ndo é um
trabalho trivial e, segundo Woedtke et al., existem alguns lados a serem considerados para esta
seletividade. (3,87,88)

O primeiro, leva em consideracdo o aumento do estado estacionario de niveis de ROS em
células cancerigenas resultantes de alteracbes metabdlicas. Com isso, a vulnerabilidade das
células cancerigenas se d& pelo fato do limiar toxico ser menor nestas células, quando
comparados a células saudaveis. (3)

O segundo, remete a sensibilidade plasmatica aumentada em células cancerigenas,
explicada por um aumento seletivo de RONS intracelulares causados pelas alteracdes
cancerigenas. Assim, é apontada a membrana celular, na qual funciona como a primeira linha
de defesa contra o plasma devido a sua natureza hidrofilica, o que dificulta a difusdo direta
RONS, tornando-a limitada. No entanto, as aquaporinas, proteinas de canal transmembranar,
facilitam a entrada das referidas espécies reativas nas células cancerigenas. Além disso,
observa-se que células cancerigenas frequentemente apresentam menor teor de colesterol em
suas membranas, tornando-as mais suscetiveis a peroxidacéo lipidica induzida pelas RONS e a
formacdo de poros adicionais. Esses mecanismos séo apontados como contribuintes para a
maior sensibilidade das células cancerigenas ao tratamento com plasma, conforme representado

pela Figura 5. (3)
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Figura 5 — Esquematizacdo sobre a seletividade do plasma para células cancerigenas.

Ainda sim, vale ressaltar que a constituicdo do plasma ndo somente resume-se a RONS.
Com isso, fatores como radiacdo, campos eletromagnéticos e geracdo de calor devem ser
considerados. Porém, quanto ao calor gerado, mesmo que haja um discreto aumento da
temperatura do meio, mostra-se ndo ser o suficiente para a inativacao celular. Logo, nota-se que
as RONS sdo o principal indicio de responsabilidade por inativacdo celular, seja por métodos
diretos ou indiretos. (85,87)

Além disso, as RONS, quando em contato com as células, estdo sujeitas a interacdo
condiversas moléculas, influenciando, assim, processos celulares. Sendo assim, é possivel
destacar o Céalcio (Ca?*), um importante mensageiro regulador de funcdes celulares, podendo
citar o metabolismo, a expressdo genética e a sobrevivéncia da célula, bem como sua morte
programada. (87,89)

Um dos meios de comunicacdo do célcio é por meio de ROS, como o peroxido de
hidrogénio (H20>), radicais hidroxila (HO) e anios superdxido (O2). Estas moléculas, quando
presentes em niveis moderados, significam significativos sinalizadores de processos
fisiologicos, como a oxidagdo de proteinas, lipidios e polinucleolipidios. (89-91)

O Calcio esta presente nas células como um segundo mensageiro, localizado no limen do

reticulo endoplasmatico. Este, por sua vez, € um componente celular composto por chaperonas
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moleculares, enzimas e altas concentracGes de ATP e calcio. Sua principal fungdo é assegurar
0 adequado enrolamento e maturacgdo das proteinas, além de atuar como o principal reservatério
de célcio dentro da célula. Disturbios nesse organelo, conhecidos como estresse do reticulo
endoplasmatico, desencadeiam uma série de reacdes para restabelecer a homeostase, embora
em excesso possam ser prejudiciais as celulas. Tais distdrbios estdo frequentemente
relacionados a reducdo dos niveis de calcio no limen do reticulo endoplasmatico, causada pelo
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzido pelo tratamento com plasma frio
atmosférico (CAP). A perda de célcio durante o estresse do reticulo endoplasmatico é mediada
por transportadores sensiveis as ROS, permitindo sua liberagdo para o citosol. Além disso, este
estresse acaba desencadeando um aumento de calcio nas mitocondrias e, assim, causando uma
despolarizacdo do potencial de membrana das mitocdndrias que, por sua vez, libera o citocromo
c, ativando a apoptose. (87,89,90,92)

Diante disso, é notdrio que a homeostase mitocondrial do Ca?* é essencial. Pois, a absorgéo
do célcio feita pelas mitocéndrias é de grande importancia, uma vez que em niveis elevados, o
calcio pode ativar vias de morte celular, como a apoptose. (87,89,92)

Ademais, todos esses mecanismos de acdo relatados sdo observados em células
cancerigenas, de forma a ndo serem citotoxicos para células saudaveis, como demonstrados em
diversos estudos. (46,61,63)

Por fim, como estudos recentes tém demonstrado, o tratamento com plasma frio
atmosférico € capaz de desencadear multiplos mecanismos de morte celular, incluindo apoptose

e necrose. (43)

2.3.4 Viabilidade e Morte Celular

A morte celular programada, ou apoptose, € um mecanismo de eliminacdo de células
indesejadas do sistema humano. Esse processo é caracterizado pela condensagdo da cromatina,
reducdo do volume celular e clivagem do DNA. Além disso, envolve a perda de assimetria na
membrana fosfolipidica, resultando na exposicdo de fosfatidilserina - um fosfolipideo com
carga negativa - na superficie da célula. Essa translocacdo da fosfatidilserina do folheto interno
para o folheto externo da membrana plasmatica é fundamental para que as células apoptoticas
possam ser reconhecidas e eliminadas pelos macrofagos. Desta forma, a célula morre de
maneira ordenada, sendo rapidamente eliminada, sem que uma resposta inflamatoria prejudicial
seja causada. (60,93)

Essa morte programada ocorre geralmente quando células sdo danificadas ou infectadas,

sendo assim, uma forma de garantir a saude do organismo. Além disso, a apoptose também
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ocorre com o intuito de manutenir e desenvolver organismos, como no caso do tamanho de
tecidos, por exemplo, no qual necessitam que células morram na mesma taxa em que S0
produzidas. (60,89)

A apoptose é um processo altamente regulado que é controlado por vias intrinseca, de
dentro da célula, e extrinseca, de fora da célula. Destas, é importante ressaltar a via intrinseca,
na qual é dependente da mitocondria. Assim, a célula, quando exposta a estresse, como o dano
ao DNA, tem como resposta a liberacdo de proteinas mitocondriais no citosol, geralmente
residentes no espaco interno das organelas e controladas por vias apoptéticas intrinsecas, ou
mitocondrias, causando, assim, a apoptose. (60,89,94)

Com isso, destaca-se o citocromo ¢, uma proteina-chave na via intrinseca e um importante
componente no qual é solivel em agua da cadeia transportadora de elétrons da mitocondria. E
0 citocromo ¢ um dos responsaveis em ativar a cascata de eventos que levam a morte celular,
uma vez que este, quando liberado para o citoplasma, interage com outras proteinas, como a
Apafl, que por sua vez, interage com a caspase-9 iniciadora, que ativam as caspases executoras
para induzir a apoptose. Ademais, outra proteina a ser citada é a Bcl2, na qual é responsavel
por garantir que a célula morra somente quando for necessario, sendo ela a encarregada de
liberar o citocromo ¢ no citosol. (89)

Além disso, a morte celular por apoptose ndo € exclusiva, podendo tamém ocorrer a
necrose. Essa, ao contrario da apoptose, € uma morte desordenada decorrente de leséo celular
e provoca um aumento no volume dos organelos celulares, seguido de ruptura da membrana e,
por fim, lise da célula, resultando no vazamento do seu conteldo intracelular para o tecido
circundante, causando danos e resposta inflamatéria. Outrossim, isso geralmente é ocasionado
devido a um dano agudo como, por exemplo, um trauma ou falta de suprimento sanguineo.
(60,89,94)



43

3 Materiais e Métodos
3.1 Sistema SDBD

O sistema de Descarga de Barreira Dielétrica de Superficie (SDBD) construido utilizou-
se de um circuito de cobre impresso no exato formato de uma placa de cultura de 24 pocos, de
ambos os lados, em uma placa de fibra de vidro para atuar como barreira dielétrica, como

demonstrado na Figura 6.

Figura 6 — Visdo bilateral do Reator SDBD, apresentando uma placa de fibra de vidro com
circuitos impressos em cobre em ambas as faces. O lado contendo circulos de menor didametro
esta conectado ao terminal de terra, enquanto o lado com circulos de maior didmetro esta

ligado a fonte de alta tens&o.

A placa de fibra utilizada para o sistema possui 13,1cm de comprimento, 9cm de largura
e 3mm de espessura. Separados por um dielétrico de 3 mm de espessura, 0s eletrodos impressos
de ambos os lados sdo de didmetros diferentes. O lado conectado a Alta Tenséo do sistema é
composto por 24 eletrodos de diametro 16,25 mm, com um circulo em seu interior de didmetro
10 mm. Ja o lado aterrado possui 24 eletrodos de diametro 10 mm, de modo que o diametro
deste eletrodo é exatamente igual ao diametro do circulo interior do outro lado do reator, de
modo a obter uma matriz de plasma de superficie.
Além disso, é importante ressaltar que os eletrodos maiores sdo exatamente do mesmo
didmetro dos pocos presentes na placa de cultura celular, bem como o reator DBD possui a
exata dimensdo da placa, para que seja possivel um posicionamento preciso do reator, de modo

a possibilitar a exposicao individual de cada pogo ao plasma gerado.
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3.2 Caracterizacéo Eletrica do Plasma DBD
O sistema DBD foi acoplado a uma Fonte de Alta Tensdo AC Inergiae — Alternis
ALTO0215, operando a 15kHz de fraquéncia e 5kV de tensdo. Assim, a caracterizacdo elétrica
do plasma foi conduzida usando um Osciloscopio Keysight — DSOX1202A, com uma ponteira
de alta tensdo Tektronix - P6015A acoplada para medir a tensdo da descarga e uma ponteira
Agilent — N2869B com fator de ampliagdo de 100x para medir a tensdo sobre o resistor de 10Q.

O aparato experimental utilizado para a caracterizacao elétrica encontra-se na Figura 7.

Osciloscopio

Ponteira de Alta Tensao

o @ Fonte de Alta

l Tensao

Conexdo de Alta Tensdo

Conexao Terra
[10a]

I

]
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Figura 7 — Aparato experimental para realizacdo da caracterizagdo elétrica.

3.3 Caracterizacdo Optica do Plasma DBD

Foram realizadas medidas de Espectroscopia Optica de Emissdo (OES) do sistema de
plasma utilizando um Espectrémetro Avantes SensLine AvaSpec-ULS-RS-TEC, em um
intervalo compreendido entre 200 e 750 nm, utilizando o tempo de integracao de 5 s. Ademais,
0 espectrometro foi posicionado aproximadamente a 1cm do plasma, de modo a obter-se uma

alta densidade dptica.

3.4 Caracterizacdo Térmica do Plasma DBD
Com um sensor de fluxo térmico marca HIOKI, modelo LR8432-20, posicionado a 5
mm de distancia do eletrodo, foi medida a temperatura. A temperatura e o fluxo térmico foram

medidos durante 4 min a partir do instante que o plasma foi ligado.
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3.5 Ensaio de Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratorio de Nanomateriais e

Nanotoxicologia do ICT UNIFEP, coordenado pela Profa. Dra. Dayane Batista Tada.

3.5.1 Reducdo do Numero de Amostragem

Para garantir a confiabilidade de todos os eletrodos do sistema DBD e reduzir o erro
humano, além de obter maior controle nos ensaios microbiolégicos realizados, foi decidido por
reduzir a amostragem de 24 pocos para 10 poc¢os por placa de cultura. Essa decisao foi baseada
no vasto numero de pocos disponiveis para tratamento celular. Com essa reducdo, € mantida
uma amostragem consideravel e, a0 mesmo tempo, é minimizado o erro humano associado ao
grande nimero de pipetagens, bem como diminui o risco de contaminacéo. Foi definido as
linhas C e D, com colunas de 1 a 5, dos pogos correspondentes aos pontos de plasma, como

pode ser visto na Figura 8.

B | B1 B2 B3 B4 BS B6 B | B1 B2 B3 B4 BS B6
cic C2){cC3 Cc4 C5) [ Cé clcC1 Cc2 ) (C3 C4 C5) | Cé
D D1 D2 | D3 D4 D5 ) | D6 D { D1 D2 | (D3 D4 DS ) | D6

Figura 8 — Esquematizacdo da placa de cultura de 24 pocos, demonstrando quais pocos foram

utilizados para seguir com o0s ensaios realizados adiante.

A partir de entdo foi realizada a caracterizacao fisico-quimica das solucGes de meios de
cultura RPMI de células tumorais (B16F10) e DMEM de celulas saudaveis (L929), antes e apds

ativacgdo por plasma.

3.5.2 Preparacéo do meio de cultura RPMI

Para cultivo das células B16F10 foi necessario, primeiramente, realizar o preparo do
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI, Gibco), marca Thermo Fisher
Scientifc. Para isso, forma utilizados fracos autoclavados com agua MilliQ, 1 L de agua MilliQ
para preparo do meio de cultura onde foi diluido 1 frasco em p6 de DMEM suplementado com
10% (100 mL) de soro fetal bovino (SFB), 2,0 g de bicarbonato de sédio, 0,1 g de
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estreptomicina e 0,025 g de amplicina. Todos esses procedimentos foram realizados em capela
com fluxo laminar, utilizando agitador magnético. Em seguida, o meio filtrado para finalizacdo

do preparo.

3.5.3 Preparacéo do meio de cultura DMEM

Para cultivo das celulas L929 foi necessario, primeiramente, realizar o preparo do meio
de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco), marca Thermo Fisher
Scientifc. Para isso, foram utilizados fracos autoclavados com &gua MilliQ, 1L de agua MilliQ
para preparo do meio de cultura onde foi diluido 1 frasco em p6 de DMEM suplementado com
10% (100 mL) de soro fetal bovino (SFB), 3,7 g de bicarbonato de sddio, 0,1 g de
estreptomicina e 0,025 g de amplicina. Todos esses procedimentos foram realizados em fluxo

laminar, com agitador magnético e filtrado o meio para finalizacdo do preparo.

3.5.4 Contagem de células B16F10

Primeiramente, as células foram retiradas da incubadora e todo o meio de cultura foi
removido da garrafa. Em seguida, a garrafa foi lavada com 5 mL de PBS e 3 mL de tripsina
foram adicionados para desprender as células aderidas ao fundo. A garrafa foi entdo colocada
na incubadora por dois minutos para facilitar o processo. Apos retirar a garrafa da incubadora,
ela foi cuidadosamente agitada e as células foram observadas ao microscopio para confirmar
que estavam soltas. Em seguida, o conteudo da garrafa foi transferido para um tubo Falcon para
centrifugacdo, removendo a tripsina do contato com as células.

Apbs a centrifugacdo a 1500 RPM por 5 minutos, as células foram ressuspendidas em 5
mL de meio de cultura. Em seguida, 1 mL deste contetdo foi transferido para um novo tubo
Falcon contendo 5 mL de meio de cultura, denominado Tubo 1. Do Tubo 1, foram retirados 90
WL para a contagem celular utilizando a cAmara de Neubauer. A cdmara de Neubauer é uma
lamina de vidro com divisbes que auxiliam na contagem celular, possuindo 9 quadrados de 1
mm?2 cada, dos quais apenas quatro quadrados externos sao utilizados para a contagem das
celulas.

Para a contagem, foram adicionados 10 pL de azul de tripan aos 90 pL de células em
meio, levando essa diluicdo em consideracdo no célculo final. Apds a diluicdo, 10 uL da
suspensdo celular foram pipetados na camara de Neubauer, cobrindo-a com a laminula de vidro.
O espaco formado entre a laminula e a cdmara é de 0,1 mm. Assim, o volume determinado por

cada quadrado ¢ de 0,1 mm?, o que corresponde a 10 mL.
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Apos o procedimento da contagem, foi preparado uma suspensdo de 65 mL com uma
concentragéo de 10° células/mL.

3.5.,5 Plagueamento

Apds a contagem de células, foi utilizada uma placa de 24 pocos para o plagueamento.
Foram preparadas sete placas de 24 pocos, sendo que, em cada placa, apenas 10 pogos foram
efetivamente plaqueados. Uma das placas foi utilizada como controle, enquanto as seis restantes
foram distribuidas da seguinte forma: trés para aplicacdo direta do plasma e trés para aplicacédo
indireta do plasma. Esse procedimento foi realizado primeiro para as células B16F10 e, na
semana seguinte, para as células L929. Dessa forma, os procedimentos ndo foram exaustivos a
ponto de causar erros humanos, garantindo um controle preciso de todos 0s passos.

O plaqueamento foi realizado utilizando o meio de cultura RPMI 1640 para as células
B16F10 e o meio de cultura DMEM para as células L929, ambos suplementados com 10% de
soro fetal bovino, gentamicina (0,025 g/L, Gibco) e estreptomicina/penicilina (0,1 g/L, Gibco).
Para obter a concentracio de 6 x 10* células/mL nos pogos, foi verificado ao microscopio se
todos os pocos estavam igualmente plaqueados. Por fim, as placas foram incubadas por 24 horas
a 37°C e 5% de COx.

3.5.6 Tratamento das células e do meio de cultura
3.5.6.1 Método Direto

Ap0s 24 horas, 0 meio de cultura de cada poco foi removido, deixando as células no
fundo. Em seguida, foi adicionado o mesmo volume de meio de cultura novo em cada poco. O
sistema SDBD foi entdo posicionado sobre a placa de cultura e permaneceu pelo tempo de
tratamento estipulado, conforme mostrado na Figura 8, que ilustra tanto o método direto quanto
o indireto. Em seguida, a placa de 24 pocos foi incubada novamente por 24 horas a 37°C e 5%
de CO..
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Figura 9 — Esquematizacdo do metodo direto e indireto visualizado de maneira

individualizada em apenas um poco de cultura celular.

Em seguida, a placa de 24 pocos foi incubada novamente por 24 horas a 37°C e 5% de
COa.

3.5.6.2 Método Indireto

Passadas as 24 horas do plagueamento, foi adicionado meio de cultura em outra placa
de 24 pocos, onde foi tratado com o plasma somente o0 meio de cultura, sem a presenca das
células. Em seguida, 0 meio de cultura de cada poco da placa de 24 pocos que continham as
células foi substituido por aquele ativado por plasma, como p6de ser visto na Figura 11. Em
seguida, a placa de 24 pocos foi incubada novamente por 24 horas a 37 °C e 5% de CO..
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3.5.7 Avaliacdo de atividade metabolica pelo ensaio MTT

Ap0s a incubacdo, foi removido todo o volume de cada pogo, com cuidado para ndo remover
as células. Em seguida, foi adicionado 1 mL de PBS em cada um dos pocos e em seguida
removidos. Com a luz do laboratdrio e da capela apagada, foi adicionado 1 mL de MTT na
concentracdo de 0,5 mg/mL em cada poco, e a placa foi incubada por 3 horas a 37 °C e 5%
COa.

Apds este periodo, foi removido o contetudo de cada pogo e adicionado 1mL de DMSO
puro. A placa foi levada para realizar a leitura da absorbancia das placas em 540nm no leitor de

placas Synergy H1 Biotek.

3.5.7.1 Leitura dos pocos da placa de cultura celular

Para a realizacdo da leitura dos pocos, é configurado no leitor de placas Biotek o tipo de
placa a ser lida, de modo que a leitura seja feita na exata ordem e configuracdo da placa. Para
isso, 0 modelo de placa de 24 pocos foi selecionado, fazendo com que o leitor organizasse 0s
pogos em grupos A, B, C e D, com numeragdes de 1 a 6 em cada grupo, sendo essas separacoes,
referentes a localizagdo de cada pogo ja padronizado de fabrica em cada placa, demonstrado,

assim, pela Figura 10.

Figura 10. Separacdo em grupos da localizacao de cada pogo de cultura celular, de modo a
facilitar a leitura e identificacdo dos pogos.

3.6 Producdo do PAM e da PAW
Os meios de cultura RPMI 1640 ou DMEM foram expostos ao sistema SDBD retratado

durante a secéo 3.1 para a producdo do PAM. Foi utilizada uma voltagem de 5 kV e frequéncia



50

de 15,1 kHz. Essa mesma condigdo foi utilizada também para a produgdo da PAW, utilizando
agua deionizada para ativacao.

Utilizando 10 pocos da placa de cultura celular de 24 pocos, sendo que cada pogo possui
2,5ml, o sistema DBD fora sobreposto a placa de modo a ativar individualmente cada poco.
Dessa forma, ap6s cada um dos tempos de exposi¢do (1 min, 2 min e 3 min) cada PAM foi

caracterizado.

3.7 Caracterizacdo do PAM e da PAW

O PAM e a PAW produzidos através do sistema DBD foram caracterizados utilizando um
Medidor Multiparametros Metrohn — 913 pH Meter, a fim de obter os parametros como pH,
TDS, ORP e o elétrica. Além disso, foram realizados ensaios experimentais para medi¢do do
teor de NOs", NO2™ e H20> utilizando Fitas Reativas de Nitrito, Nitrato e Peroxido de Hidrogénio
Quantofix (Sigma-Aldrich).

Ademais, também foram realizados ensaios matematicos utilizando um Espectrofotdmetro
UV-vis Thermo Scientific — Genesys 180 no intervalo de 190 - 270 nm, com largura de banda
de 2 nm, tempo de integracdo de 0,5 s e velocidade de medida de 120 nm/min. As curvas de
absorbancia das amostras de PAW e PAM foram obtidas usando uma cubeta de quartzo Kasvi
- K22-135-Q com caminho optico de 1 cm. Posteriormente, foi identificado nos espectros UV-
vis da PAW diferentes espécies analisadas, tendo como picos centrais: NO3z™ (203 e 220 nm),
NO>" (210 e 230 nm), HNO2 (195 nm), H20 (préximo de 190 nm) e Oz (entre 240 e 260 nm).
(95-98)

3.8 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica, utilizou-se a analise de variancia bidirecional (Two-Way
ANOVA) para avaliar as interagBes entre os fatores considerados. Apos a ANOVA, foram
realizados testes post hoc de Tukey para compara¢des multiplas, a fim de identificar diferencas
significativas entre 0s grupos. As analises foram conduzidas utilizando o software GraphPad
Prism, versdo 10. Este procedimento permitiu a avaliacdo robusta das diferencas estatisticas,
considerando tanto os efeitos principais quanto as interag0es entre os fatores analisados. A
significancia estatistica foi estabelecida com um nivel de confianca adequado, assegurando a

validade das conclusdes obtidas.



o1

4 Resultados e Discussao
4.1 Anélise do plasma DBD

4.1.1 Caracterizacao Térmica do Plasma
A fim de garantir a seguranca da utilizacdo do reator em experimentos com células in vitro,

foi realizada a caracterizagéo térmica do plasma DBD por meio do sensor de temperatura/fluxo
térmico, conforme ilustrado na Figura 10c.
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Figura 11 — (A) Variacdo da temperatura no reator de plasma DBD em func¢éo do tempo; (B)

Fluxo térmico em func¢édo do tempo; (C) Esquematizacdo do aparato experimental.

A Figura 11a mostra a variagdo da temperatura no reator de plasma DBD ao longo do
tempo. A curva revela que a temperatura do reator aumenta gradualmente durante a operagéo,
atingindo 33,6 °C apds 3 minutos de funcionamento continuo, sendo este 0 tempo Maximo
utilizado para os tratamentos durante os experimentos. Esse aumento gradual de temperatura
deve-se ao fluxo de particulas (neutras e excitadas) provenientes do plasma DBD.

A Figura 11b apresenta a variagdo do fluxo térmico em funcdo do tempo. No inicio da

operacdo, o fluxo térmico é mais intenso e apresenta valores negativos acentuados, indicando
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uma rapida transferéncia de calor do plasma, que esta a uma temperatura significativamente
mais alta, para a sonda mais fria. Esse comportamento inicial é explicado pela alta diferenca de
temperatura entre o plasma e a sonda, conforme a Lei Zero da Termodinamica.

Com o passar do tempo, o fluxo térmico diminui em magnitude, aproximando-se do
equilibrio térmico. A medida que a sonda se aquece, a diferenca de temperatura entre os dois
sistemas diminui, resultando em uma taxa de transferéncia de calor menos intensa.

Essa caracterizacdo € crucial para assegurar que a temperatura do reator ndo atinja niveis
que possam comprometer a integridade das culturas celulares. A estabilizacéo do fluxo térmico
ap0s 0s primeiros minutos de operacdo indica que o reator de plasma DBD nédo provoca um
aumento continuo e descontrolado de temperatura, mas sim um equilibrio térmico, assegurando
condicdes estaveis para as culturas celulares. A temperatura de 33,6°C ap6s 3 minutos de
operacdo estd dentro de uma faixa segura para a maioria dos ensaios bioldgicos, ja que esta
proxima da temperatura fisioldgica (37°C).

Portanto, os dados obtidos confirmam que o reator pode ser utilizado com seguranga em

experimentos in vitro sem causar danos térmicos as células.

4.1.2 Caracterizacdo Elétrica do Plasma DBD
A caracterizacdo elétrica do reator de plasma DBD gerou graficos de tensdo e corrente,
conforme mostrado na Figura 12. A Figura 13 ilustra o sinal de poténcia em funcéo do tempo.
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Figura 12 — (A) Sinal de tensdo e (B) corrente obtido através do osciloscépio.
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Figura 13 — Sinal de poténcia em variacdo com o tempo. O intervalo entre as linhas

vermelhas delimita o periodo integrado para obtencédo da poténcia média.

Com base nas medicOes obtidas pelo osciloscopio, foi realizada a integragdo de um
periodo completo. Sendo assim, a poténcia média dissipada pode ser determinada pela equacao

1, onde V(1) e I(t) sdo a voltagem e corrente instantaneas (99):

1 ot
P, = ;fo V(O)I(t)dt Eqg. 2

Com isso, considerando que a poténcia média é a area sob a curva dividida pelo tempo,
obtém-se uma poténcia média de 168,4 W. E, supondo que os diferentes pontos de plasma
possuem a mesma poténcia dissipada, a poténcia por poco é de 7,0 W.

Além disso, uma vez que ndo é possivel medir a tensdo e corrente em cada par de
eletrodo, optou-se em determinar o potencial flutuante. A curva do potencial flutuante em
funcdo do tempo para cada par de eletrodo, distribuidos numa matriz 4x6, com linhas A, B, C
e D, e colunas de 1 a 6, foi determinada. Observa-se que as curvas possuem a mesma forma e
frequéncia, com leve diferencas de fase. Demonstrando, assim, a homogeneidade do potencial

aplicado em cada um dos pocos nos experimentos, conforme mostrado na Figura 14.
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Figura 14 — Potencial flutuante obtido através da medigdo individual de cada um dos 24
eletrodos do reator DBD.

4.1.3 Caracterizacio Optica do Plasma DBD

A caracterizacdo Optica do plasma produzido pela fonte foi realizada com um
espectrdmetro marca Avantes, linha SensLine, modelo AvaSpec-ULS-RS-TEC, cobrindo o
intervalo de 200 a 750 nm. Utilizou-se uma fibra dptica posicionada a aproximadamente 1 cm
do plasma para captar o espectro emitido. As diferentes espécies detectadas estdo ilustradas na
Figura 15, podendo ser identificadas pelos seus picos ou bandas correspondentes.

Os picos identificados correspondem a diferentes espécies moleculares e atdbmicas
presentes no plasma: NO (Oxido Nitrico) com pico observado a 298,5 nm; OH (Radical
Hidroxila) com picos observados em 305 nm e 308 nm; N2 (Nitrogénio Molecular) com o
segundo sistema positivo identificado por picos em 315 nm, 336 nm e 356 nm; e N2* (fon de
Nitrogénio Molecular) com o primeiro sistema negativo apresentando picos em 380 nm, 405
nm e 426 nm (7,100-105).
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Figura 15 — Espectro OES do plasma DBD.

Essas medicBes Opticas sdo essenciais para a compreensao da composicdo e das
propriedades do plasma DBD. A identificacdo das espécies presentes e suas concentracdes
oferece uma visdo ampla dos processos quimicos que ocorrem no plasma, além de suas
potenciais aplicacBes. A presenca de OH e NO indica a formagdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (RONS), que sdo conhecidas por suas propriedades citotoxicas. Essas
espécies podem dar origem a espécies como H20: através da presenga de OH (OH — H20y);
Peroxinitrito através de NO (NO + O~ — ONOO") e Acido Nitroso (HNO>) através da reacio
OH + NO — HNO:.. Essas espécies podem induzir danos oxidativos em células cancerigenas,
levando a apoptose ou necrose celular. Assim, o plasma contendo RONS pode ser uma
ferramenta eficaz para a inativacdo de células cancerigenas, contribuindo para tratamentos
oncol6gicos menos invasivos.

Os picos em 315 nm, 336 nm e 356 nm, correspondentes ao segundo sistema positivo
de N2, sugerem uma alta concentracdo de nitrogénio molecular no plasma, o que € relevante
para a excitacdo e ionizacdo das moléculas de nitrogénio. As transigdes eletronicas no ion N-*,
observadas em 380 nm, 405 nm e 426 nm, indicam que o plasma possui energia suficiente para
ionizar essas moléculas, um fator importante para a geracdo de RONS. Pois, as transi¢des
eletrénicas no ion N2 observadas sdo indicativas de estados excitados de alta energia do
nitrogénio molecular ionizado. Esses estados excitados sdo gerados quando as moléculas de N2

sd0 expostas a uma energia suficiente para ioniza-las, o que geralmente ocorre em plasmas de
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alta energia. Esses processos podem levar a geragdo de RNS como NO e NO2, ou casar
dissociacdo das moléculas de O presentes no plasma, gerando ROS como Oz e H20>. Portanto,
conhecendo os valores dos niveis energéticos dessas espécies N2 € possivel prever os tipos de
reacOes que poderdo ocorrer no liquido.

Além disso, de forma a demonstrar a homogeneidade do reator, foram obtidos os

espectros para todos os 24 eletrodos do reator, como pode ser visto na Figura 16.
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Figura 16 — Espectros OES de todos os 24 eletrodos do plasma DBD.

A diferenca de intensidade que pode ser notada entre os espectros em cada ponto de plasma
deve-se, provavelmente, a dificuldade experimental em manter a fibra posicionada na mesma
distancia e orientacdo, uma vez que o aparato utilizado para fixagdo da medicéo dos espectros

pode variar em poucos milimetros entre o deslocamento de um eletrodo a outro.

4.2 Andlise da agua e meios de cultura
4.2.1 Caracterizacdo Fisico-quimica da PAW

O liquido ativado com o maior nimero de estudos publicados é a PAW, sendo assim, por
sua caracterizacdo bem fundamentada em diversas literaturas, uma vez que possui Composi¢do
simples, garantindo reprodutibilidade e reduzindo o nimero de reagdes quimicas ocorridas,
facilitando sua caracterizagdo. (3) Assim, buscou-se utiliza-la para justificar a caracterizagdo

fisico-quimica das RONS infundidas nos liquidos pelo sistema DBD construido.
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A caracterizagdo Fisico-quimica realizada busca descrever a composi¢do dos PAM’s
(RPMI e DMEM) utilizados, a fim de avaliar o transporte de espécies reativas contidas nestes
liquidos, na qual foram produzidas inicialmente no plasma e posteriormente carregadas atraves
da interface plasma-liquido.

Para obtencdo dos graficos que serdo apresentados a seguir, foram medidos os 10 pogos
selecionados da placa de cultura contendo PAW, onde foi assim feita a média dos valores
obtidos em todos 0s pocos, bem como o desvio padréo.

Assim, foram caracterizados primeiramente os aspectos fisico-quimicos da PAW, a fim
de reafirmar a ativagdo homogénea produzida pelo reator, onde foram analisadas as variacoes
de pH, TDS, ORP, Condutividade e Salinidade em funcdo do tempo de ativa¢do, como podem

ser vistos pelas Figuras 17 e 18 A, B, C e D.
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Figura 17 — Variacdo do pH da PAW em funcéo do tempo de ativacdo monitorados

imediatamente apds a ativacao e 24h e 48h apos a ativacéo.
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Figura 18 — (A) Variacdo de Condutividade Elétrica; (B) Variacdo de ORP; (C) Variagdo de
Salinidade e (D) Variagdo de TDS em funcdo do tempo de ativacao.

Faz-se necessario ressaltar que o pH padrdo da agua deionizada € idealmente de 7,
considerado um pH neutro. No entanto, na pratica, a agua deionizada pode apresentar variacdes
no pH devido a absorcao de didxido de carbono (CO:) do ar, que forma acido carbdnico
(H2CO:s) e pode reduzir o pH para valores pouco abaixo de 7. (3)

Ao analisar a Figura 17, € possivel observar o principal parametro fisico-quimico de
estudo da PAW, o pH. A Figura 17 ilustra a variacdo do pH em fung¢éo do tempo de ativagéo,
sendo vista uma acidificacdo da agua ativada por plasma, com a reducao do pH de 7,02 para
3,16 imediatamente apos 3 min de ativacdo, chegando a um pH de 2,8 24h apds a ativagdo, uma
vez que as reagdes continuam a ocorrer no liquidos apoés a ativagéo.

Essa diminuicdo do pH, ou seja, sua acidificacdo, esta frequentemente atribuida pela
literatura as espécies H202, HNO. e HNOs. (3,11,53) Além disso, a variacdo do pH esta
diretamente relacionada com a concentracdo de H* vinda de espécies de vida longa, na qual sdo

transportadas da regido de plasma, para a regido do liquido. (3)
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Ocorreu, também, a caracterizacdo de outros parametros do PAW, como o total de sélidos
dissolvidos (TDS), potencial de oxiredugdo (ORP), condutividade elétrica e salinidade, como
pode ser visto atraves da Figura 18 A, B, C e D.

A Condutividade elétrica é caracterizada por representar a facilidade de um determinado
material ou meio de conduzir corrente elétrica. (22) Além disso, a condutividade é fortemente
influenciada pelo pH da solugdo. (3) A &gua, por ser um meio dielétrico, possui sua
condutividade diretamente ligada a presenca de cations e anions. (22)

Dessa forma, a variacdo de condutividade elétrica visualizada demonstra um aumento,
tanto em relacdo ao aumento do tempo de ativacdo, quanto ao aumento de horas decorridas da
ativacdo. Isso se da pelo fato do transporte de espécies do plasma e do gas para a regido do
liquido, dando origem aos portadores de carga (cations e anions) através da dissocia¢do idnica,
resultando em um aumento da condutividade.

Ja 0 ORP, caracterizado por definir um carater oxidante ou redutor, quando analisado,
nota-se um valor caracterizado inicialmente como redutor de -5,1 mV, passando para um valor
oxidante de 233,38 mV 48h apds a ativacdo. (22,106,107) Além disso, o valor do ORP
influencia diretamente o pH, uma vez que a concentracdo de prétons aumenta assim como o
valor de ORP. Isso se da por parte das reacfes redox dependenrem do poder oxidante do ion
H*. (108,109)

Por sua vez, o TDS é caracterizado por expressar a concentracdo de ions inorganicos
dissolvidos na PAW. (110) Ao analisar a Figura 18 D, nota-se um comportamento semelhante
ao da Figura 18 A, isso porque o aumento da concentracdo de ions na solucdo afeta a
Condutividade Elétrica, pois ions livres na solucdo facilitam a movimentacdo de corrente
elétrica, e influencia no aumento do TDS.

Por fim, enquanto o TDS quantifica sélidos dissolvidos em geral, a salinidade concentra-
se em quantificar sais formados através do contato entre espécies do plasma com ions presentes
no liquido, processo na qual desencadeia a cristalizagé@o e a formacao de novos sais na solugéo.
(111)

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica dos meios de cultura ativados por plasma (PAM)

A compreensao fisico-quimica do meio de cultura RPMI e DMEM ativados a plasma é
essencial para avaliar os efeitos dos tratamentos com plasma em estudos sobre a terapia do
cancer. No entanto, pela vasta composic¢do dos meios de cultura, sua compreenséo acaba sendo

dificultada, significando uma grande barreira a ser superada cientificamente por diversos grupos
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de pesquisa, necessitando, assim, da existéncia de pesquisas relacionadas ao comportamento do
PAM, como apontado por Tanaka et. al. (3,112)

Além da caracterizacdo realizada paraa PAW, a mesma caracterizacdo ocorreu para ambos
0s meios de cultura utilizados nos ensaios microbiolégicos, como pode ser visto nas figuras a
seguir, na qual representam a variacdo de pH, ORP, TDS e Condutividade Elétrica em funcéo
do tempo, ao decorrer de Oh, 24h e 48h ap0s a ativacdo, do meio de cultura DMEM, para cultivo
de células L929 e RPMI, para cultivo de células B16F10.

Para os PAM’s, ocorre uma cinética diferente da apresentada na PAW. Isso se deve pelo
fato de Meios de Cultura ativados a plasma serem consideravelmente mais complexos quanto
suas composi¢des. Abaixo serdo apresentados os dados intercalados entre ambos os PAM’s
produzidos a partir do meio de cultura DMEM e RPMI, sendo apresentados os dados relativos
ao DMEM e ao RPMI lado a lado.

Enquanto para a PAW tem-se que o pH vai acidificando com o decorrer do tempo, para o
PAM (DMEM) o resultado inicialmente ndo € alterado. Porém, quando monitorado durante 24h
e 48h, o pH que antes estava proximo da neutralidade, agora passa a ser alcalino, como pode

ser visto na Figura 19.
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Figura 19 — Variacdo do pH em funcéo do tempo de ativacdo do PAM (DMEM).
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A Figura 19 revela um comportamento distinto em relacdo a resisténcia a variagdo de
pH. Inicialmente, o pH do DMEM ¢ de aproximadamente 7,9, aumentando significativamente
para 9,2 ap0s 48 horas de tratamento. Esse comportamento de constancia do pH logo apés a
ativacdo e retratado em outros estudos, como de Canal et. al, onde o PAM produzido em seu
trabalho através do meio McCoy’s também se manteve constante logo apos a ativagdo, mesmo
apo6s um tempo de ativacdo de 30 minutos. (113)

O comportamento inicial de manter-se a neutralidade do pH logo ap06s a ativacéo pode
ser influenciado pela presenca de compostos tampdo no DMEM, que resistem a mudancas
drésticas de pH. Assim, a adigcdo de espécies reativas geradas pelo plasma ao DMEM altera o
equilibrio entre o acido tampdo e sua base conjugada, onde concentra-se 0 maior nimero de
estudo dedicados a liquidos complexos, como cita Woedtke et al. (3)

Embora o tampao resista inicialmente a mudancas, a exposicao prolongada ao plasma e
a consequente producdo de espécies reativas induzem um aumento no pH. Isso se da devido a
limitacdo da capacidade tampdo em neutralizar as novas espécies reativas introduzidas,
resultando em um ambiente mais alcalino ap6s 48 horas. Uma hipotese para essa alcalinizacao
pode ser levantada referente a interacdo do CO: presente na atmosfera que pode reagir com o
plasma, podendo dissolver-se na solucdo aquosa formando &cido carbdnico. A dissociacdo do
acido carbdnico em bicarbonato e carbonato resulta em uma solugéo mais alcalina, podendo ser

representada pela reacao:

CO2+H20=2H,CO3=2H*+HCO3 =22H*+C03>"

Ja para o PAM (RPMI) o pH que inicialmente era de 7,41 chega a 8,25 ap0s 48h de
ativagdo, como pode ser visto na Figura 20. Esse comportamento é similar ao ocorrido com o
PAM (DMEM), porém, o aumento de pH é relativamente menor, quando comparados.
Enquanto para o primeiro o pH pouco variou logo apés a ativacdo, para este ocorre, mesmo que
pequena, um aumento do pH logo de inicio. A hipdtese levantada quanto a isso esta presente na
analise da composicao dos diferentes meios de cultura. Durante a preparacao descrita nas se¢des
3.5.1 e 3.5.2, nota-se uma diferenca entre as concentracdes de bicarbonato de sddio utilizado.
Enquanto para a preparacdo do DMEM sdo utilizados 3,7 g de NaHCOs3, para 0 RPMI séo
utilizados 2,0 g, um valor proximo da metade do anterior. Isso pode indicar o comportamento

de estabilidade inicial sendo maior para 0 DMEM, que pouco variou apds as ativacdes iniciais.
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Figura 20 — Variacdo do pH em funcdo do tempo de ativacdo do PAM (RPMI).

Um dos padrbes mais facilmente identificados na diferenca entre esses liquidos é 0 ORP,
responsavel por definir o carater redutor ou oxidante de uma determinada solucdo. (22) A
Figura 21 A ilustra a evolucdo do ORP em funcdo do tempo de ativacdo, onde é possivel
observar a diminuicdo do ORP inicial de -62,5 mV para -133,05 mV passadas 48h de sua
ativacdo. No entando, vale ressaltar que logo ap6s a ativagdo do meio, 0 ORP pouco variou em
qualquer tempo de ativacdo utilizado. Ja na Figura 21 B, nota-se um comportamento

semelhante, porém, com uma varia¢do muito menor a apresentada pelo meio DMEM.
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Figura 21 — Variacdo do ORP em funcéo do tempo de ativacdo para o PAM (a) DMEM e (b)

RPMLI.
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Um ORP mais negativo pode sugerir a predominancia de espécies redutoras no meio.
Durante a ativacdo pelo plasma, espécies reativas como os radicais livres podem reagir com
compostos antioxidantes presentes no DMEM, resultando na neutralizacdo de espécies
oxidativas e a formacdo de um ambiente redutor. Este comportamento também pode ser
influenciado pela composicao especifica do DMEM, que pode conter antioxidantes naturais ou

aditivos que reagem com os produtos do plasma.
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Figura 22 — Variacdo da Condutividade Elétrica em funcdo do tempo de ativacdo para o PAM
(a) DMEM e (b) RPMI.

A condutividade elétrica de um meio reflete sua capacidade de conduzir corrente elétrica,
a qual é determinada pela presenca de ions ou portadores de carga. A diminuicdo da
condutividade elétrica pode ser atribuida a reducdo da concentracdo de ions livres no meio,
resultante da precipitacdo de sais e formacdo de complexos insollveis, 0 que corrobora com 0s
resultados obtidos para a Salinidade do meio, na qual diminuiu com o decorrer do tempo.
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DMEM e (b) RPMI.

Ja o Total de Sélidos Dissolvidos (TDS), é referente ao nimero total de particulas

dissolvidas em um sistema. A diminuicdo do TDS pode ser explicada pela precipitacdo de ions

e formacéo de compostos insoluveis apos a ativacdo pelo plasma. As espécies reativas geradas

podem interagir com os componentes do meio, formando precipitados que se sedimentam ao

longo do tempo, reduzindo a concentracdo de solidos dissolvidos.
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A reducdo da salinidade pode estar relacionada a formacdo de compostos insollveis que

precipitam, removendo ions do meio liquido. A interacdo do plasma com o meio DMEM pode

gerar produtos que se complexam e precipitam, reduzindo assim a concentracdo de ions soliveis

e, consequentemente, a salinidade.
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4.3 Analise da composic¢ao quimica da PAW e dos PAMs
4.3.1 Estudo da uniformidade do plasma e da contaminacéo dos eletrodos nos diferentes
pocos tratados contendo agua deionizada

O teste de uniformidade na ativacdo quimica dos multipontos de plasma foi realizado
comparando as curvas de absor¢do UV-Vis, obtidas entre 190 e 280 nm, de agua deionizada
ativada em cada poco de cultura. Para pequena variacdo da concentracdo de uma das espécies
produzidas pela ativacdo de plasma, hd modificacdo da curva nessa faixa. Comparando o
conjunto de curvas da Figura 25, pode-se perceber que as curvas sao mais uniformes do que as
dos gréficos da Figura 26. A principal diferenca entre esses dois conjuntos de curvas é a
limpeza dos eletrodos ap0s o uso. Sabe-se, pela literatura, que superficies de cobre tratadas por
plasma sofrem efeito de envelhecimento devido a contaminantes organicos, o que pode alterar

suas propriedades elétricas, alterando, consequentemente, a eficiéncia do reator. (114)
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Figura 25 — Curva de absorbancia para o tempo de 2 min de ativacdo de 4gua deionizada com
eletrodos livres de oxidacéo.
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Figura 26 - Curva de absorbancia para o tempo de 2 min de ativacdo de dgua deionizada com

eletrodos oxidados.

Para a Figura 26, é possivel observar o efeito que a contaminacdo do eletrodo causa em
sua eficiéncia, afetando ndo somente a homogeneidade de sua utilizacdo, como também sua
capacidade de infundir espécies reativas no liquido, uma vez que a absorbancia obtida para 0s
liquidos ativados por eletrodos oxidados foi nitidamente menor, além de desigual, & absorbancia
obtida em eletrodos livres de oxidagé&o.

4.3.2 ldentificacdo dos espectros UV-Vis da PAW

Os espectros obtidos a partir dos eletrodos livres de contaminagdo mostram curva obtida
pela ativacdo da PAW em funcdo do tempo. As contribui¢fes de cada uma das espécies podem
ser obtidas através da identificagdo dos picos descritos na se¢do 3.7. Como pode ser visto na
Figura 27, a identificacdo foi realizada para a PAW em tempos de 1, 2 e 3 minutos de ativacao,
onde é possivel observar diversos picos referentes as suas respectivas espécies em um dado

comprimento de onda.
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Figura 27 — Identificagéo do espectro UV-Vis da PAW de 1, 2 e 3 minutos de ativagéo.

Os espectros UV-Vis auxiliam na andlise qualitativa da presenca de Espécies Reativas de
Oxigénio e Nitrogénio (RONS) na PAW. Embora esses espectros ndo fornecam uma analise
quantitativa exata das concentragdes das espécies reativas, eles permitem a deteccdo e a
confirmacdo da presenca dessas espécies na amostra. A partir da analise dos picos de
absorbancia, pode-se inferir a presenca de varias RONS, tais como perdxido de hidrogénio
(H202), acido nitroso (HNOy), nitrito (NO2), nitrato (NOs’) e Ozbnio (O3). Essas espécies sao
fundamentais para o mecanismo de acdo do plasma, influenciando diretamente as interagdes
bioquimicas e os efeitos biologicos observados nas células tratadas. A partir da identificacdo
dos espectros obtidos, tém-se um aumento linear na concentracdo de RONS em relagdo ao
tempo de ativacdo da PAW, que é esperado, uma vez que a curva de absorbancia vai
aumentando conforme o tempo de ativagdo aumenta.

A identificacdo dos espectros obtidos revela um aumento linear na concentracdo de RONS
em relacdo ao tempo de ativagdo da PAW, conforme esperado. Esse comportamento é
evidenciado pelo aumento gradual das curvas de absorbancia com o tempo de ativacdo,

indicando uma produgéo continua e acumulativa de RONS na solugéo. Este aumento linear é
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consistente com a teoria de que a exposicao prolongada ao plasma leva a geracdo de maiores

quantidades de espécies reativas.

4.3.3 Efeitos do tempo de envelhecimento sobre a quimica da PAW

Por outro lado, como pode ser visto pela Figura 28, quando feito o monitoramento da
PAW, sendo armazenada e monitorada durante 3 dias consecutivos, € visto uma diminui¢ao na
curva de absorbancia dos espectros obtidos. Isso pode ser explicado devido a diminuicao da
concentracdo de espécies de vida longa que, com o passar dos dias, vao diminuindo suas

concentragcdes na amostra.
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Figura 28 — Evolucdo das espécies em PAW para diferentes tempos de envelhecimento.

E possivel notar que o tempo de ativacdo em que menos ocorreu diminuicdo da
absorbancia foi o de 3 minutos de ativacdo, sendo sua absorbancia ao decorrer dos 3 dias,
praticamente a mesma.

A avalia¢do da quimica da PAW ajuda a compreender 0s possiveis mecanismos de acao
do plasma em liquidos. Com isso, identificar a diminuic¢do de espécies com o decorrer do tempo
auxilia no entendimento de sua cinética. Espécies de vida longa desempenham papéis cruciais

na quimica da PAW e estéo presentes de forma significativa nos espectros e analises realizadas.
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4.3.4 Andlise dos espectros UV-Vis do meio DMEM tratado por plasma

Além disso, foram obtidos também os espectros UV-Vis dos PAM’s, realizando o
acompanhamento durante 3 dias consecutivos, a fim de observar qualquer possivel alteragéo.
Porém, para o0 PAM obtido através da ativacdo de DMEM, como é visto na Figura 29a, quando
observado de maneira ampla, praticamente ndo séo observadas alteracbes, e mesmo quando
observados os 3 diferentes minutos de ativacdo separadamente, na Figura 29b, pouco so

observa em relacdo a qualquer alteracdo em seus espectros.
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Figura 29 — (a) Espectros UV-Vis do PAM (DMEM) para 1, 2 e 3 minutos de ativa¢do, com 3
tempos consecutivos de envelhecimento, (b) detalhe da variagéo da absorgéo em torno de 560

nm.

O espectro UV-Vis do DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) ativado por plasma
de DBD de superficie pode demonstrar diversas mudancas quimicas que ocorrem devido ao
tratamento com plasma. A ativacao por plasma geralmente gera espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (RONS), como peroxido de hidrogénio (H202), nitrato (NOs"), nitrito (NO2") e
ozonio (0sz). Essas espécies podem ser detectadas indiretamente por suas interagcfes com 0s
componentes do meio, causando mudancas no espectro de absorbancia, especialmente na faixa
UV (abaixo de 400 nm).

O pico em torno de 280 nm esta tipicamente associado a aminoacidos aromaticos, como
triptofano, tirosina e fenilalanina. Modificag6es induzidas pelo plasma, como a oxidagéo,
podem alterar as caracteristicas de absorbancia desses aminoacidos. Mudancas na intensidade
do pico em torno de 280 nm podem indicar oxidagdo ou degradacdo desses aminoacidos
aromaticos. Além disso, mudangas na absorbancia na faixa visivel (400-700 nm),

particularmente em torno de 560 nm, podem sugerir a formacdo de nitrocompostos ou outros
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cromoforos resultantes de interagdes com RONS. O 6xido nitrico (NO) e espécies relacionadas
podem reagir com compostos aromaticos para formar nitrocompostos aromaticos, que possuem
caracteristicas de absorbancia distintas.

Proteinas no DMEM podem sofrer oxidagdo, levando a mudancas nos perfis de
absorbancia UV-Vis. A oxidacdo pode resultar na formacdo de novos cromoéforos ou na
degradacéo dos existentes. A diminuicdo da absorbancia em torno de 560 nm com o0 aumento
do tempo de ativacdo do plasma pode indicar oxidacao ou desnaturacéo de proteinas. O efeito
do tempo de ativacdo é claramente visivel na diminuicdo progressiva da absorbancia nessa
regido (Figura 29b). Quanto maior o tempo de ativacdo (de 1 para 3 minutos), maior é a
diminuicdo da absorbancia em torno de 560 nm, sugerindo um aumento na quantidade de RONS
e, consequentemente, um maior grau de modificacdo quimica no DMEM. Este efeito indica que
a interacdo do plasma com o meio é dependente do tempo, com maior exposicao resultando em

mudangas mais significativas na composic¢do quimica do DMEM.

4.3.5 Analise dos espectros UV-Vis do meio RPMI tratado por plasma

Por outro lado, os espectros UV-Vis do meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
ativado por plasma de DBD de superficie traz consigo informaces valiosas sobre as mudangas
quimicas ocorridas devido ao tratamento com plasma (Figura 30). A ativacdo por plasma de
DBD no meio RPMI gera espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS), incluindo
peroxido de hidrogénio (H20:), nitrato (NOs"), nitrito (NO2") e 0zonio (Os). Essas espécies
podem ser inferidas indiretamente pelas mudancas nos espectros de absorbancia, especialmente
na faixa UV (abaixo de 400 nm). No espectro, observa-se um pico proeminente em torno de
280 nm, que pode ser atribuido a aminoacidos arométicos como triptofano, tirosina e
fenilalanina. A diminui¢do ou modificacdo na intensidade desse pico pode indicar a oxidacdo
ou degradacgéo desses compostos devido ao tratamento com plasma. Mudangas na intensidade
desse pico ao longo dos dias de envelhecimento e diferentes tempos de ativacdo sugerem que
as modificacdes quimicas induzidas pelo plasma sdo persistentes e dependem do tempo de

ativacao.
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Figura 30 — (a) Espectros UV-Vis do PAM (RPMI) para 1, 2 e 3 minutos de ativagdo, com 3
tempos consecutivos de envelhecimento, (b) detalhe da variagéo da absorgéo em torno de 560

nm.

Além disso, mudangas na absorbancia na faixa visivel (480-620 nm), especialmente em
torno de 560 nm, podem indicar a formacdo de nitrocompostos ou outros croméforos como
resultado das interacbes com RONS. A absorcao em torno de 560 nm é reduzida com o aumento
do tempo de ativacédo, indicando uma maior formacao de nitrocompostos ou a degradagéo de
moléculas coloridas presentes no meio. Proteinas presentes no meio RPMI podem sofrer
oxidacdo, resultando em mudancas no perfil de absorbancia UV-Vis. A oxidacdo de proteinas
pode levar a formacdo de novos cromoforos ou a degradacdo dos existentes. A diminuicao
progressiva da absorbancia em torno de 560 nm com o aumento do tempo de ativagédo sugere
que as proteinas no meio estdo sendo modificadas ou degradadas devido a interacdo com 0s
RONS.

Jé& para os espectros obtidos para o PAM decorrente de meio RPMI, nota-se que ha uma
diferenca consideravel nessa faixa de comprimento de onda, como visto na Figura 30. A
diferenca entre os PAM’s produzidos de meios de cultura diferentes ¢ nitida neste momento,
demonstrando comportamentos distintos em um mesmo comprimento de onda. O meio de
cultura RPMI mostra-se mais suscetivel a alteracbes em um mesmo periodo de ativagdo em
relacdo ao DMEM. Esses dois meios de cultura possuem em sua formulacao o fenol vermelho,
cuja absorbéancia é sensivel ao pH. Quando o valor do pH diminui, o vermelho de fenol torna-
se amarelo e apresenta maior absorvancia a 415 nm. Quando o valor do pH aumenta, o vermelho
de fenol fica roxo e a absorbancia a 560 nm aumenta.

O efeito do tempo de ativagéo é claramente visivel na diminuig&o da absorbancia na regiéo

de 560 nm (115). Quanto maior o tempo de ativacdo (de 1 a 3 minutos), maior € a diminuicao
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da absorbéancia, indicando um aumento na quantidade de RONS gerados e, consequentemente,
um maior grau de modificagdo quimica no RPMI. A andlise ao longo dos dias de
envelhecimento mostra que essas mudancas séo estaveis ao longo do tempo, sugerindo que 0s
efeitos do plasma néo sdo temporarios, mas sim persistentes. O tratamento com plasma pode
levar a formacgdo de metabolitos secundarios, que exibem picos de absorbancia distintos. Estes
metabdlitos resultam de interacbes complexas entre RONS e moléculas orgénicas presentes no
meio RPMI. A presenca desses metabdlitos pode ser inferida pelas mudancas no espectro de

absorbancia ao longo dos diferentes tempos de ativacéo e dias de envelhecimento.

4.3.6 Andlise das RONS na PAW e nos PAMs

Com o intuito de confirmar a presenca de Nitrito, Nitrato e Peroxido de Hidrogénio
depositados na PAW pelo plasma, foram medidas as concentracdes dessas espécies reativas por
meio de fitas reagentes de Nitrito, Nitrato e Peroxido de Hidrogénio, como pode ser visto pela
Tabela 4. Desta forma, é possivel observar o aumento de espécies reativas conforme o aumento
de tempo de ativacdo. Porém, essas mesmas amostras foram monitoradas durante 24h e 48h
apos a ativacdo, a fim de confirmar a diminuicdo de RONS com o decorrer do tempo, como foi
mostrado através das anélises UV-Vis. Essa analise esta presente juntamente com o primeiro
momento medido apds a ativacdo das amostras, na Tabela 4.
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Tabela 4 — Concentracdo de Nitrito, Nitrato e Perdxido de Hidrogénio na PAW ap6s tempo de

ativacdo (1 min, 2 min e 3 min) e do tempo de monitoramento apés a ativagdo (Oh, 24h e 48h)

Plasma Tempo de Tempo de ativacao
Activated .
Water. |Montoramentol | .
PAW apos ativacao 1 min 2 min 3min
Oh 1 mg/L 1~5mg/L 5mg/L
Nitrito 24h 0 mg/L 1 mg/L 1~5 mg/L
48h 0 mg/L 0 mg/L 0 mg/L
Oh 10 mg/L 25 mg/L 100 mg/L
Nitrato 24h 0~10mg/L | 10~25mg/L 50 mg/L
48h 0~10 mg/L 10 mg/L 25~50 mg/L
Perdxido Oh 10 mg/L 10~25 mg/L 25 mg/L
de 24h 5~10 mg/L 10 mg/L 10~25 mg/L
Hidrogénio 48h 5 mg/L 5~10 mg/L 10 mg/L

Tendéncia semelhante aconteceu também no DMEM e no RPMI ativados pelo plasma,
ativados em 1, 2 e 3 min, como pode ser visto pela Tabela 4, respectivamente. Desta forma, foi
também possivel observar o aumento de espécies reativas conforme o aumento de tempo de
ativacdo e, ao contrario da PAW, houve maior conservacdo das espécies nos liquidos ao
decorrer do tempo.

Assim como as concentracBes de Nitrito, Nitrato e Peroxido de Hidrogénio encontrados
para PAW, neste caso para 0 DMEM foram encontradas concentracdes de Nitrato e Peroxido
de Hidrogénio similares. Porém, é possivel observar que para Nitrito, os valores sdo
relativamente mais altos. Além disso, quando observados os acompanhamentos de 24h e 48h,
é vista uma menor reducdo nas concentracdes de NO2", NO3z™ e H2O2, ocorrendo um decaimento
menor para todas as medicOes realizadas. Alem do mais, cabe ressaltar que para ambos 0s meios
de cultura, os valores iniciais para NO2", NO3z™ e H202 sem ativacdo foram considerados como
0, uma vez que ndo demonstram reacdo com as fitas colorimétricas quando em contato com 0s

meios sem ativacao.
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Quando comparada a Tabela 4 com a Tabela 5, nota-se também uma concentragcdo maior

de NO2" nas duas altimas figuras. Isso ocorre pois 0 plasma, ao reagir com 0s aminoacidos

presentes nos meios de cultura utilizados, pode gerar NO>". (116)

Tabela 5 — Concentracao de Nitrito, Nitrato e Peroxido de Hidrogénio nos PAM’s apds tempo

de ativacdo (1 min, 2 min e 3 min) e do tempo de monitoramento apos a ativagdo (Oh, 24h e

48h)
Tempo de ativacao
PAM - moLeigfaor::nto i i
DMEM e . . .
apos ativacao 1 min 2 min 3min
Oh 10 mg/L 20 mg/L 40 mg/L
Nitrito 24h 5mg/L 10 mg/L 20 mg/L
48h 1 mg/L 5 mg/L 10~20 mg/L
Oh 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
Nitrato 24h 10 mg/L 25~50 mg/L | 50~100 mg/L
48h 0~10 mg/L 25 mg/L 50 mg/L
Perdxido Oh 10 mg/L 10~25 mg/L 25 mg/L
de 24h 5~10mg/L | 10~25mg/L | 10~25mg/L
Hidrogénio 48h 5 mg/L 10 mg/L 10~25 mg/L
oAM. Tgmpo de Tempo de ativacao
rpM] | Tonitoramento | | |
apos ativacao 1 min 2 min 3min
Oh 10 mg/L 10~20 mg/L 20 mg/L
Nitrito 24h 5~10 mg/L 10~20 mg/L | 10~20 mg/L
48h 5mg/L 10 mg/L 10~20 mg/L
Oh 100~250 mg/L | 100~250 mg/L | 250~500 mg/L
Nitrato 24h 100~250 mg/L | 100~250 mg/L | 250~500 mg/L
48h 100 mg/L | 100~250 mg/L | 100~250 mg/L
Peréxido Oh 10 mg/L 20 mg/L 25 mg/L
de 24h 8 mg/L 10 mg/L 20 mg/L
Hidrogénio 48h 5mg/L 8 mg/L 15 mg/L
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Diferente do PAM produzido utilizando o meio DMEM, o uso do meio RPMI resultou em
um comportamento significativamente distinto, com niveis de nitrato consideravelmente mais
altos, enquanto a producao de nitrito foi menor em comparagdo com a concentracdo obtida com
0 DMEM (Figura 32). Isso corrobora com a complexidade de estudo do PAM relatado pela
revisdo de Woedtke et al., que cita a diferenca notada na facilidade de reprodutibilidade de
estudos relacionados a PAW, enquanto para o0 PAM, seu estudo ainda é um desafio devido a
sua complexa composicdo. Essa diferenca entre 0s meios pode também ser notada na secao
4.2.2, onde os parametros fisico-quimicos demonstram essa varia¢do entre 0s meios. (3)

A Figura 32 ilustra as concentragdes de nitrito, nitrato e peroxido de hidrogénio no PAM
produzido a partir dos meios DMEM e RPMI, medidas em diferentes tempos de ativacao (1, 2
e 3 minutos) e apds 0, 24 e 48 horas. No DMEM, a concentracdo de nitrito aumenta
significativamente com o tempo de ativacao, atingindo 1,84 mg/L apds 3 minutos, mas diminui
ao longo do tempo de envelhecimento, sugerindo degradacéo ou reagdes subsequentes. Em
contraste, 0 RPMI apresenta concentracdes de nitrito menores, com um méaximo de 0,92 mg/L
apos 3 minutos de ativacao, também decrescendo com o tempo. Para os nitratos, 0 DMEM
mostra uma concentracdo inicial alta, alcancando 12,4 mg/L apds 3 minutos de ativacao, que
diminui para cerca de 6,2 mg/L ap6s 24 e 48 horas. O RPMI, por outro lado, registra
concentragOes de nitrato significativamente mais altas, atingindo 24,8 mg/L ap6s 3 minutos e
diminuindo para 12,4 mg/L ao longo do tempo, indicando uma maior formacéo de nitratos no
RPMI durante a ativacdo por plasma.

As concentracdes de perdxido de hidrogénio aumentam com o tempo de ativagdo em
ambos os meios. No DMEM, a concentracdo atinge 0,85 mg/L ap6s 3 minutos, decrescendo
ligeiramente para 0,68 mg/L ap0s 48 horas. O RPMI apresenta um comportamento semelhante,
com 0,68 mg/L logo ap0s a ativacdo e uma reducdo para 0,51 mg/L apds 48 horas. Em resumo,
0 RPMI tende a produzir concentra¢es mais altas de nitrato, enquanto o DMEM gera mais
nitrito. As concentracOes de perdxido de hidrogénio sdo similares entre os meios, com o DMEM
mantendo niveis ligeiramente mais altos apos 48 horas. Essas diferencas refletem a influéncia
das distintas composi¢des quimicas dos meios de cultura na formacdo e estabilidade das

espeécies reativas geradas pela ativagao por plasma.

4.4 Ensaio de Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade sdo técnicas in vitro cruciais para avaliar a seguranca e

eficdcia de novos compostos e tratamentos. Esses ensaios sdo amplamente utilizados para
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validar e classificar o nivel de toxicidade de substancias em diferentes tipos de células. Os
resultados a seguir remetem aos ensaios de citotoxicidade realizados com as células B16F10-

Nex2 (melanoma metastatico) e L929 (fibroblastos) utilizando o reator SDBD.

4.4.1 Ensaio Direto

Nos ensaios diretos, as células sdo expostas diretamente ao plasma, permitindo uma
interacdo imediata com as espécies reativas geradas pelo tratamento. Para as células B16F10, a
viabilidade celular foi medida apos 24h e 48h de tratamento utilizando o ensaio MTT, com
tempos de exposicao ao plasma de 1, 2 e 3 minutos.

Para as células B16F10, a viabilidade celular diminuiu significativamente apds a
aplicacdo direta do CAP. Ap6s 1 minuto de exposicdo, a reducdo na viabilidade nao foi
suficiente para ser considerada citotdxica (<70%), conforme a norma ISO 10993-5. No entanto,
com 2 minutos de tratamento, a viabilidade caiu para niveis citotdxicos, atingindo cerca de 50%
no tratamento direto. O tratamento direto de 3 minutos resultou em uma viabilidade de
aproximadamente 30% ap0s 24h e 13% apos 48h, indicando uma alta citotoxicidade e eficacia
do tratamento ao longo do tempo, como pode ser visto na Figura 31. Tal fato corrobora com
os dados obtidos por Jo et. al, onde seus dados, quando comparadas as viabilidades celulares
entre 24h e 48h, mostram que em 48h a viabilidade foi reduzida significantemente, obtendo
uma reducdo aproximada da metade do valor de viabilidade de 24h. (116)

Para os fibroblastos L929, a viabilidade celular ndo atingiu niveis citotdxicos em
nenhum dos tempos de tratamento direto. Porém, para 3 minutos de exposic¢do direta, a
viabilidade celular se aproximou do limiar téxico, sugerindo uma maior sensibilidade das
células L929 a tempos mais prolongados de tratamento direto e, se levado em consideracéo o

desvio padrdo, este parametro pode ser considerado ja citotdxico.
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Figura 31 — Viabilidade celular em funcdo do tempo de ativacdo de 1 min, 2 min e 3 min ap6s
24h e 48h da ativacdo para o método direto em células B16F10 e L929. Os resultados foram
fornecidos através da média £ SD (n = 10) Two-way ANOVA com nivel de confianca de 95%
(** p=0,0081, *** p = 0,0003 **** p = < 0,0001)

4.4.2 Ensaio Indireto

Nos ensaios indiretos, 0 meio de cultura é previamente ativado pelo plasma em uma
outra placa de cultura celular de 24 pocos antes de ser aplicado as células, permitindo que
apenas espécies reativas de vida longa interajam com as células.

Para as células B16F10, a viabilidade celular também diminuiu significativamente com
o0 tratamento indireto. Apds 2 minutos de tratamento indireto, a viabilidade celular reduziu para
niveis citotoxicos, com uma maior reducdo observada apos 48h. O tratamento indireto de 3
minutos resultou em viabilidades de 51,6% ap0ds 24h e niveis semelhantes ao tratamento direto
apos 48h, indicando que espécies reativas de vida longa tém um papel crucial na citotoxicidade

do plasma.
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Para as células L929, o tratamento indireto resultou em uma redugdo muito menor na
viabilidade celular. Mesmo ap6s 3 minutos de exposicdo indireta, a viabilidade permaneceu
alta, com minima de 79% apds 24h e 77% ap06s 48h, indicando que células saudaveis sdo menos

afetadas pelo tratamento indireto, como demonstra a Figura 32.
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Figura 32 — Viabilidade celular em funcdo do tempo de ativacdo de 1min, 2min e 30min apds
24h e 48h da ativagdo para o metodo indireto em celulas B16F10 e L929. Os resultados foram
fornecidos através da média £ SD (n = 10) Two-way ANOVA com nivel de confianca de 95%
(ns = ndo ha significancia, *** p = 0,0002 **** p = < 0,0001)

4.4.3 Comparacao entre os ensaios diretos e indiretos

A comparacéo entre os métodos diretos e indiretos de aplicacdo do CAP, presentes nas
Figuras 31 e 32, revela diferencas significativas na eficacia e seletividade do tratamento entre
as células saudaveis e cancerigenas, assim como relatado em (3,87,88).

Em termos de eficacia, o método direto mostrou maior eficicia na reducdo da
viabilidade das células B16F10, especialmente apos 48h. Isso pode ser atribuido a maior

concentracdo de espécies reativas de curta vida e fatores fisicos, como a radiacdo UV,
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diretamente impactando as células. O método indireto, embora menos eficaz inicialmente, ainda
mostrou uma reducéo significativa na viabilidade celular das B16F10, especialmente ap6s 48h,
sugerindo que as espécies de longa vida, como NO., NO3z™ e H.O> encontrados durante as
analises colorimétricas do PAM, possuem alta relevancia para o efeito antitumoral do PAM.
Isso se da pelo fato de células cancerigenas possuirem uma expressdo aumentada de
aquaporinas, além de estarem sob estresse oxidativo e possuir um nivel basal relativamente alto
de RONS, sendo assim, uma mesma concentracdo de RONS para ambas as células pode ser
significativamente letal para células cancerigenas. (3,117)

Além disso, assim como relatado em outros estudos, as RONS podem
significativamente afetar células cancerigenas. Como relatado no estudo de Sato et al, onde
células HeLa foram afetadas pelo PAM (118),0u como observado em Tanaka et al, onde o PAM
causou morte seletiva em células de glioblastoma, condizentes com apoptose. (63)

Na busca pela compreensdo dos mecanismos seletivos antitumoral do PAM, em um
estudo Kurake et. al (2016) sugere que H>O. apresenta um efeito de eliminagdo de células
cancerigenas, sendo potencializado sinergicamente pelo NO.. Além de poderem gerar
peroxinitrito (ONOQ") ou outras espeécies reativas desconhecidas durante a ativacdo do meio,
no caso do estudo em questdo, 0 DMEM, devido a sua rica compisicdo. (119) Além disso,
também é apontado que o H2>O> atua como um dos principais fatores anticancerigenos no PAM,
quando utilizado meio de cultura sem um eliminador de H20>, o piruvato de sodio, como foi 0
caso. (120)

Além disso, quando levadas em consideracdo as analises colorimétricas dos PAMSs, a
susceptibilidade do meio de cultura RPMI (meio celular utilizado nas células cancerigenas) para
absorcdo de maior quantidade de Nitrato também pode contribuir para uma maior inativacdo
das celulas B16F10.

No que diz respeito a seletividade, ambos os métodos demonstraram alta seletividade,
afetando significativamente as células cancerigenas B16F10 enquanto mantinham as células
saudaveis L929 relativamente viaveis. A menor eficacia observada no método indireto para as
células saudéveis destaca seu potencial aplicagdo em terapias que necessitam de maior
seletividade e menor toxicidade para células ndo cancerigenas.

A anélise dos resultados de citotoxicidade indica que o CAP pode ser uma abordagem
promissora para o0 tratamento do cancer, oferecendo uma alta taxa de seletividade e
minimizando os efeitos colaterais em tecidos normais. Ademais, a menor eficacia observada na
aplicacdo indireta pode ser explicada pela menor quantidade ou auséncia de espécies de vida

curta presentes no liquido. No entanto, mesmo a aplicacdo indireta mostra uma reducéo
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significativa da viabilidade celular com tempos de exposi¢cdo mais longos, o que pode ser
vantajoso para aplicages clinicas onde o contato direto do tumor com o plasma pode ser dificil.

4.5 Mecanismos de acdo dos tratamentos direto e indireto
4.5.1 Mecanismo de Ac¢édo do Tratamento Direto

No tratamento direto, as células sdo expostas diretamente ao plasma, o que implica a
interacdo imediata com as RONS de vida curta e longa, bem como com outros fatores fisicos,
como a radiagio UV e a emissdo de elétrons energizados (veja Figura 5).
(8,10,17,117,121,122) Esse contato direto resulta em uma série de reacfes quimicas e fisicas
que danificam as células cancerigenas.

1. RONS de Vida Curta e Impacto Imediato: A exposicdo direta ao plasma permite que
espécies altamente reativas como os radicais OH, O, e espécies excitadas de N>" e NO
causem danos imediatos as membranas celulares, proteinas e acidos nucleicos das
células cancerigenas. Essas espécies de vida curta sdo particularmente eficazes na
inducdo de peroxidacdo lipidica e danos ao DNA, levando a apoptose ou necrose celular.
(121)

2. Radiacdo UV e Efeito Fisico: A radiacdo UV gerada pelo plasma também contribui
para o dano celular, causando rompimento de cadeias de DNA e gerando espécies
reativas secundarias, amplificando o estresse oxidativo nas células. Esse efeito é
particularmente acentuado em células cancerigenas, que ja estdo sob estresse oxidativo,
tornando-as mais suscetiveis aos danos induzidos pelo plasma. (10)

3. Potencializacdo do Efeito Citotdxico em Células B16F10: As células cancerigenas
B16F10, devido a sua alta expressao de aquaporinas e ao ambiente oxidativo intrinseco,
sao mais vulneraveis a acdo das RONS. A rapida entrada de H2O: e outras espécies
atraveés das aquaporinas pode aumentar o estresse oxidativo, resultando em apoptose
seletiva das células cancerigenas. (121,122)

4. Impacto Menor nas Células L929: Embora as células saudaveis L929 também estejam
expostas ao plasma, sua menor suscetibilidade ao estresse oxidativo e a menor
permeabilidade celular para RONS limitam o impacto citotoxico, mantendo a

viabilidade celular mais alta em comparacdo com as células cancerigenas. (3)
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4.5.2 Mecanismo de Acédo do Tratamento Indireto

No tratamento indireto, 0 meio de cultura é previamente ativado pelo plasma, e apenas
as espécies reativas de vida longa, como H202, NO:~, NOs~, sdo transferidas para as células,
resultando em um efeito citotoxico mais controlado e especifico (Figura 33) (121).

1. Acumulo e Liberacdo de RONS de Vida Longa: As RONS geradas no meio ativado,
especialmente H.O2, NO2~ e NOs™, sdo estaveis o suficiente para interagir com as células
ao longo do tempo. Essas espécies podem penetrar nas células cancerigenas e, devido
ao seu alto estresse oxidativo, induzir danos seletivos ao DNA e mitocondrias,
promovendo apoptose. (121)

2. Efeito Sinérgico do H.0: e NO:: O H:0: pode ser convertido em espécies mais
reativas como o radical hidroxila (OH-) dentro das células, enquanto o NO:™ pode reagir
com outras espécies para formar peroxinitrito (ONOO~), uma potente molécula
citotoxica. A combinacgdo dessas espécies amplifica o efeito antitumoral do tratamento
indireto. (51)

3. Diferenca entre DMEM e RPMI: O meio RPMI, devido a sua composi¢do, mostrou
maior absor¢do de NOs~, o que pode ter contribuido para uma maior eficicia na
inativacao das células B16F10. JA o DMEM, com menor capacidade de absorver NOs",
pode ter um efeito citotoxico menos pronunciado, mas ainda significativo devido ao
H20:2 e NO>".

4. Preservacao das Células L929: As células saudaveis L929, ao serem expostas ao meio
ativado, demonstram maior resisténcia as RONS de vida longa. A presenca de
antioxidantes e a menor permeabilidade para H202 € NOz~ em células ndo cancerigenas
podem explicar a menor citotoxicidade observada, destacando a seletividade do

tratamento.



82

Morte Celular Célula se mantém viva

Aquaporinas

Célula
Cancerigena

Plasma

e — b d ! ‘
] ) (oo
U0 » R, 7 A8 e

Ativagdo do
Meio RPMI

Plasma

Ativagao do
Meio DMEM

Figura 33 — Diferenca do efeito do método indireto em células B16F10 e L929 e acdo das

espécies reativas de vida longa nas respectivas células.



83

5 Conclusao

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que o plasma DBD de superficie
possui um grande potencial terapéutico para o tratamento de células cancerigenas,
especialmente as células B16F10. A caracterizacdo térmica do plasma DBD garantiu a
seguranga para 0 uso em experimentos in vitro, mantendo a temperatura dentro de uma faixa
segura para as culturas celulares, sem causar danos térmicos. As analises elétricas e Optica do
plasma confirmaram a homogeneidade da aplicacdo do potencial e a presenca de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS), como NO, OH, e N:*, que sdo cruciais para o efeito
citotdxico observado.

A caracterizacdo fisico-quimica da agua ativada por plasma (PAW) e dos meios de cultura
ativados por plasma (PAMSs) revelou comportamentos distintos entre os diferentes liquidos
tratados. A PAW, com uma composicdo mais simples, apresentou uma diminuicdo significativa
no pH e um aumento na condutividade elétrica e no ORP com o tempo de ativagcdo. Em
contrapartida, os meios de cultura, especialmente o RPMI, mostraram uma maior
suscetibilidade a formacdo de nitratos, o que pode ter contribuido para os efeitos citotoxicos
observados. As diferencas na composi¢do dos PAMs, particularmente entre DMEM e RPMI,
refletiram nas variacdes dos parametros fisico-quimicos como pH, ORP, condutividade e TDS,
sugerindo uma maior complexidade na interacdo do plasma com liquidos complexos.

Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que o tratamento direto com plasma DBD foi
mais eficaz na reducdo da viabilidade das células B16F10. Esse efeito pode ser atribuido a alta
concentracdo de RONS de vida curta e a presenca de fatores fisicos, como a radiacdo UV, que
sdo determinantes para o efeito antitumoral. O tratamento indireto, embora menos eficaz no
curto prazo, também mostrou uma reducdo significativa da viabilidade das células B16F10 ao
longo do tempo, destacando a importancia das RONS de vida longa, como NO2z", NOs™ ¢ H20»,
na citotoxicidade do plasma.

A comparacdo entre os métodos de tratamento direto e indireto evidenciou a alta
seletividade do plasma DBD, que afetou significativamente as células cancerigenas,
preservando a viabilidade das células saudaveis L929. Esta seletividade é um fator critico para
a aplicacdo clinica do plasma em terapias contra o cancer, minimizando os efeitos colaterais em
tecidos normais.

Embora o tratamento direto tenha se revelado mais potente em comparacéo ao tratamento
indireto, cabe ressaltar o tratamento indireto como método mais seguro para células saudaveis,

levando em consideracdo este trabalho, uma vez que o mesmo foi capaz de causar dano
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consideravel a células cancerigenas sem se aproximar significativamente do limiar toxico para
celulas saudaveis.

Concluindo, o estudo demonstra que o plasma DBD de superficie, tanto em abordagens
diretas quanto indiretas, possui um efeito antitumoral promissor. Sua capacidade de gerar e
sustentar espécies reativas que sdo seletivamente citotoxicas para células cancerigenas sugere
que o plasma DBD pode ser desenvolvido como uma terapia inovadora e menos invasiva para
o tratamento de cancer. As diferencas na eficacia dos tratamentos direto e indireto,
influenciadas pelas caracteristicas dos meios de cultura, indicam a necessidade de otimizar as
condigdes de tratamento e aprofundar a compreensdo dos mecanismos seletivos de agéo do
plasma. No final, propusemos mecanismos de acdo especificos para os métodos direto e
indireto, considerando as caracteristicas das duas linhas celulares estudadas, o que reforca o
potencial do plasma DBD como uma ferramenta terapéutica eficaz e segura, aplicavel em uma

variedade de contextos clinicos.
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6 Trabalhos Futuros

Com base nos resultados obtidos e nas observagdes realizadas no presente trabalho, a

sugestdo para trabalhos futuros é de:

Estender os periodos de observacédo além de 48 horas, com o intuito de identificar efeitos
tardios do tratamento com plasma em células cancerigenas e saudaveis.

Realizar analises detalhadas de expressdo génica e proteébmica para identificar as vias
de sinalizacdo celular afetadas pelo tratamento com plasma.

Realizar ensaios de Citometria de Fluxo para analise dos ensaios microbioldgicos, a fim
de obter parametros fisico-quimicos com maior precisdo para os efeitos do plasma nas
celulas.

Aumentar o tempo de exposi¢do de tratamento para verificar uma possivel inibicao de
100% de células B16F10, sem causar dano considerdvel em células L929.

Conduzir ensaios FTIR e RAMAN para distintos tempos de ativacdo nos meios RPMI
e DMEM, a fim de observar possiveis alteracGes relevantes e levantar hipdteses que se
sustentem para gerar novos estudos sobre a compreensao do PAM.

Realizar um estudo comparativo entre diversos meios de cultura para construcao de um
estudo detalhado, algo que falta na literatura, segundo relatado também por Tanaka et
al. (112)

Testar o efeito do plasma em uma variedade maior de linhagens celulares cancerigenas,
incluindo diferentes tipos de cancer e diferentes estados de malignidade.

Realizar estudos em modelos animais para avaliar a eficécia e seguranca do tratamento

com plasma em um contexto mais complexo e proximo da realidade clinica.
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