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Resumo

O Staphylococcus aureus, causador de infecgBes graves e resistente a antibidticos, representa um
desafio significativo para o tratamento de feridas. A agua ativada por plasma (PAW) surge como uma
alternativa promissora para o combate a infec¢Bes devido a sua capacidade de gerar espécies reativas
altamente eficazes. O plasma € um gés ionizado que, ao entrar em contato com a 4gua, produz radicais
de oxigénio e nitrogénio que contribuem para a inibicdo de microrganismos patogénicos. Neste estudo,
a PAW demonstrou uma reducdo significativa das Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) de
Staphylococcus aureus, confirmando sua eficacia antimicrobiana. A analise das espécies reativas,
como nitrito e perdxido de hidrogénio, revelou uma forte correlagdo com a atividade antimicrobiana
observada, corroborando a potencialidade da PAW como uma ferramenta inovadora no tratamento de
infeccdes resistentes.
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Introducéo

A bactéria Staphylococcus aureus pode causar infec¢des graves em feridas abertas, tornou-se uma
preocupagcéo significativa devido a sua resisténcia crescente a antibiéticos e sua habilidade de formar
biofilmes. Essa resisténcia representa um desafio tanto para infecgbes hospitalares quanto
comunitarias (Tong et al., 2015). Diante disso, abordagens inovadoras como o uso de plasma frio tém
sido exploradas para tratar essas infec¢ces e melhorar a cicatrizacdo de feridas.

O plasma, comumente referido como o quarto estado da matéria, oferece uma abordagem inovadora
e promissora no tratamento de feridas, sendo um gés ionizado composto por uma complexa mistura de
radicais livres, elétrons, ions e particulas neutras. Esta forma de matéria, impulsionada por energia
elétrica, relne uma variedade de espécies moleculares, atdmicas, ibnicas e radicais excitados,
destacando-se em diversas aplica¢des biomédicas (Gao et al., 2022).

O plasma frio tem ganhado atenc¢éo significativa devido & sua eficicia na inativacdo de bactérias e
virus, além de suas aplicacdes em areas como tratamento de superficies, processamento de alimentos,
purificac@o de agua e agricultura (Qian-Yun Han et al., 2023). Uma de suas utilizag8es notaveis é na
geracao de agua ativada por plasma (PAW), a qual demonstra grande eficicia na reducéo e eliminacao
de microrganismos patogénicos (Qian-Yun Han et al., 2023). O plasma frio a pressao e temperatura
ambiente é produzido ao aplicar corrente elétrica a um gas em condi¢des proximas da temperatura
ambiente. A PAW, por sua vez, € obtida pela exposi¢cdo de um dispositivo de plasma a agua, induzindo
reacBes quimicas que resultam em um aumento do potencial de redugdo de oxigénio, reducdo do pH
e aumento da condutividade da agua devido a presenca das espécies reativas geradas pelo plasma
(Qian-Yun Han et al., 2023). As principais espécies reativas formadas tanto no plasma frio quanto na
PAW incluem radicais de oxigénio (ROS) e radicais de nitrogénio (RNS), os quais sdo altamente
reativos (Gao et al., 2022; Shanker et al., 2023).

A eficacia dessas tecnologias reside no efeito sinérgico das espécies reativas que, ao interagirem,
conseguem neutralizar microrganismos de forma eficaz. No contexto da PAW, essas espécies reativas
interagem no meio liquido, formando compostos secundarios, como ozénio, peroxido de hidrogénio,
fon nitrato e anion peroxinitrito, que intensificam a capacidade inibitéria do crescimento microbiano
(Shanker et al., 2023). Contudo, fatores criticos, como o tempo de tratamento, os gases utilizados, a
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distancia da pluma de plasma e a natureza dos eletrodos, desempenham um papel essencial na
eficiéncia dessa técnica (Thirumdas et al., 2018).

O plasma frio surge como uma alternativa promissora para enfrentar infeccdes persistentes,
abordando limitacBes dos tratamentos convencionais, tais como resisténcia bacteriana, cicatrizacao
lenta, e problemas associados a alergias e resisténcia a medicamentos. Neste contexto, o presente
estudo tem como objetivo explorar o potencial terapéutico da agua ativada por plasma no tratamento
de microrganismos, especialmente Staphylococcus aureus, contribuindo para uma abordagem mais
eficaz nesse campo critico da salde.

Metodologia

Cepa Bacteriana e Condi¢des de Cultura

A cepa padrao de Staphylococcus aureus foi cedida pelo Laboratorio Oswaldo Cruz de S&do José
dos Campos por meio de um convénio. A bactéria foi armazenada em caldo BHI (do inglés, Brain Heart
Infusion) com 20% de glicerol (LGC, 13-1325-10) em ultra freezer a -80°C. Para 0s ensaios, a cepa foi
reativada em caldo BHI e incubada em estufa bacterioldgica por 24h a 37°C, seguida de semeadura
por esgotamento em agar BHI e incubada novamente por 24h a 37°C.

Agua Ativada por Plasma

A ativagdo da agua foi realizada utilizando um plasma do tipo gliding arc, operando com uma
poténcia de 18,4 W e frequéncia de 60 Hz. O sistema foi configurado com um fluxo de 6 L/min de
argbnio e 4 L/min de ar comprimido. A agua deionizada, com um volume de 100 ml, foi posicionada a
uma distancia de 2 mm da saida do plasma e exposta ao tratamento por 15 minutos, como mostrado
na Figura 1.

Figura 1: Ativacdo da dgua com plasma do tipo gliding arc.

Fonte: Autores (2024).

Determinacdo da Unidade Formadora de Colbnia

O pré-indculo foi preparado de acordo com a escala 0.5 de McFarland, e diluido para o in6culo
padrdo na concentracdo de 10° células/mL. Apés a transferéncia para um tubo eppendorf, o inéculo foi
ressuspendido em uma solugdo contendo PAW, com o periodo de tratamento de 15 minutos. Um grupo
controle de crescimento também foi realizado utilizando somente com dgua de osmose reversa.

ApOs o tratamento, uma aliquota da amostra foi submetida a diluicdes seriadas, a fim de garantir
que a contagem de unidades formadoras de colbnias (UFC). Em seguida, as diluicdes foram semeadas
em placas de agar BHI utilizando uma alga de drigalski, distribuindo uniformemente a amostra na

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo e 2
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



G P racuagen

superficie do agar. As placas semeadas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apés o periodo de
incubacéo, foi realizada a contagem das UFCs para determinar a capacidade da inibitéria do
crescimento de microrganismos.

Resultados

O tratamento com agua ativada por plasma resultou em uma significativa inibicdo do crescimento
das cepas de Staphylococcus aureus, como visualizado na Figura 2. Observa-se na diluicdo de 104
uma diferenca significativa no nimero de colénias quando comparadas 0s grupos tratados somente
com agua de osmose e a agua ativada por plasma.

Figura 2: Inibicdo de crescimento S. aureus. a) Controle positivo com agua de osmose reversa; b) Grupo
tratado cepa tratada = PAW + s. aureus.

Fonte: Autores (2024).

A contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) em placas de agar BHI mostrou uma
reducdo substancial no nimero de coldnias, comparado aos controles ndo tratados (Figura 3). O
tratamento com o PAW apresentou crescimento de aproximadamente 133 UFC enquanto o controle
positivo apresentou 199 UFC. Essa reducao no crescimento bacteriano demonstra a eficacia da agua
ativada por plasma em inibir a proliferacéo de S. aureus, confirmando a capacidade do tratamento para
exercer um efeito antimicrobiano notavel. Os resultados obtidos s&o consistentes com a literatura
existente que sugere a atividade antimicrobiana de dgua ativada por plasma contra diversos patdgenos
bacterianos.
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Figura 3: Determinagdo do nimero de unidades formadoras de col6nia entre os tratamentos PAW e somente
agua.

H PAW
[ |Osmose

Unidade formadora de colénia

10°4
Fonte: Autores (2024).

Discusséao

Os resultados obtidos demonstram o potencial da agua ativada por plasma (PAW) como uma
ferramenta eficaz no combate a microrganismos patogénicos, particularmente o Staphylococcus
aureus. As imagens das placas de agar (Figura 2) mostram uma reduc¢édo significativa nas Unidades
Formadoras de Colénia (UFC) quando comparadas ao controle. Esse efeito inibitério pode ser atribuido
a acao sinérgica das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS) presentes na PAW, as
quais sdo geradas durante o tratamento do plasma tipo gliding arc, o qual pode ser quantificado na
Figura 3. Adicionalmente, a literatura descreve que a quantidade de peréxido de hidrogénio gerada
também contribui para a atividade antimicrobiana da PAW. A interacdo dessas espécies com as células
bacterianas pode levar a desestabilizacdo das membranas celulares e a inducéo de danos oxidativos,
resultando na inibicdo do crescimento bacteriano, como observado nas culturas de Staphylococcus
aureus. Esses achados reforcam as conclus@es de Ziuzina et al. (2015), que destacaram a importancia
das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio no mecanismo de agdo antimicrobiana da PAW,
especialmente na indugéo de danos as membranas celulares bacterianas.

Comparando os resultados obtidos com estudos prévios, observa-se que a PAW é uma tecnologia
promissora para aplicacbes em areas biomédicas, especialmente no tratamento de infeccdes
resistentes. A capacidade da PAW de reduzir a carga microbiana sem a necessidade de agentes
quimicos convencionais refor¢ca seu potencial como uma alternativa segura e eficiente, minimizando os
riscos associados a resisténcia antimicrobiana. De maneira similar, Nogueira et al. (2024) também
relataram uma significativa reducdo da carga bacteriana utilizando PAW, enfatizando sua aplicabilidade
em ambientes clinicos para desinfeccdo e esterilizacdo. Entretanto, € importante considerar que fatores
como a composicao do gas utilizado, o tempo de tratamento e a disténcia entre o jato de plasma e a
amostra podem influenciar significativamente a eficacia da PAW. Futuros estudos devem focar na
otimizagdo desses parametros para maximizar o efeito antimicrobiano, além de investigar a aplicagédo
da PAW em diferentes tipos de microrganismos e condi¢fes de infec¢cdo. Como observado no estudo
de Raza et al. (2023), a otimizagdo dos parametros de geragao de PAW & crucial para garantir a eficacia
e a seguranca do tratamento, destacando a necessidade de mais pesquisas para entender
completamente as variaveis envolvidas.
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Conclusao

Os resultados deste estudo demonstram que a agua ativada por plasma (PAW) possui um
significativo potencial antimicrobiano, especialmente contra Staphylococcus aureus. A reducao
significativa nas Unidades Formadoras de Colénia que foi observada nas placas de agar confirma a
eficacia da PAW como uma alternativa promissora aos métodos convencionais de combate a infec¢des
bacterianas. No entanto, é necessario aprofundar o conhecimento sobre os parametros de geracao e
aplicacédo da PAW, como a composicdo do gés, o tempo de tratamento e a distancia de aplicagdo, para
otimizar sua eficacia e ampliar suas possibilidades de uso.
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