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INTRODUCAO

O Pasma em Pressao Atmosférica (PPA) vem sendo muito estudado em diversas areas, que vdo desde
aplicagGes a materiais até tratamentos de doengas como o cancer. O Plasma ¢ a combinacdo de um
componente fisico, a corrente elétrica e um componente quimico que € um gas (ar comprimido, hélio,
argOnio entre outros). A corrente elétrica em contato com o gas estimula seus elétrons que passa para
um estado parcialmente ionizado e altamente reativo. O gés ionizado em contato com o ar gera espécies
reativas do oxigénio (ROS) e espécies reativas do nitrogénio (RNS), entre outros produtos (XIANG et
al., 2018). Essas espécies sdo radicais livres que incluem algumas formas de oxigénio como, 0zénio
(03), anion superoxido (Oy), radical hidroxila (OH), peroxido de hidrogénio (H,0), radical de didxido
de nitrogénio (NO), 6xido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOO"), radicais organicos, elétrons, ions
energéticos e particulas carregadas (GUMBEL et al., 2017). Espécies reativas, possuem atividade sobre
células e tecidos causando danos irreversiveis na membrana plasmatica e mudangas nos processos de
regulacgdo intracelular. O PPA tem apresentado resultados promissores quando aplicado diretamente no
tumor, ou indiretamente através da aplicagao de liquidos expostos ao PPA.

O melanoma cutaneo ¢ uma das formas mais agressivas de cancer de pele ¢ uma das principais causas
de mortalidade por cancer devido ao seu poder metastatico. O melanoma ¢ um dos tipos de cancer
considerado mais comum no mundo inteiro, com uma das maiores incidéncia sendo no Brasil. O
melanoma surge através da transformagao dos melandcitos, que sdo células produtoras da melanina, que
sd0 responsaveis pela pigmentagdo ¢ foto protecdo da pele, olhos, epitélios da mucosa ¢ meninges
(BOTTI et al., 2013). Em estagios mais avangados do cancer, alguns tratamentos como a quimioterapia
mostram uma eficacia limitada, além do desenvolvimento de resisténcia a diferentes tipos de drogas
antitumorais. Neste trabalho, em parceria com o Prof. Nilson Cristino da Cruz do Laboratorio de plasma
da UNESP Sorocaba (Laptec) estamos investigando os efeitos de liquidos tratados a plasma sobre
células tumorais in vitro utilizando o cultivo bidimensional 2D e cultivo tridimensional 3D.

OBJETIVO
Avaliar os efeitos de liquidos tratados com plasma em pressao atmosférica em células do cancer de pele.

METODOLOGIA

Linhagens celulares: melanoma murino (B16F10) e fibroblasto murino (L929) foram mantidas em
garrafas de cultura de 25 € 75 cm? com meio de cultivo RPMI (SIGMA — Aldrish) acrescido com 10%
de soro fetal bovino (SFB), 2% de Glutamina e 1% de antibidtico (meio completo), onde as garrafas
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permanecem em incubadora com temperatura de 37 °C e 5% de CO,, até atingirem a confluéncia
necessaria.

Cultivo celular: 24h antes de iniciar o tratamento, as células aderidas em garrafas de cultura foram
tripsinizadas (Tripsina EDTA — Vitrocell Brasil) e transferida para tubos graduados estéreis. Os tubos
foram centrifugados 4 1200 rpm por 10 minutos, posteriormente as células foram distribuidas em placas
de 96 pogos na concentragdo 1x10* célula/ml. As placas foram mantidas em incubadora de CO2 até o
inicio dos experimentos

Tratamento a plasma e cultivo celular: O aparelho usado para tratamento das solugdes foi o Jet
KINPen Med (Neoplas Tools, Greifswald Germany) do Laptec (UNESP Sorocaba). As solugdes usadas
foram o Soro Fisiologico 4 0,9% e Ringer Lactato, que foram tratados por diferentes tempos. A
exposicao dos liquidos ao plasma foi feita com 5 Litros de gas por minuto com tempos de 30, 45 e 60
min e posteriormente foram esterilizados usando filtro de 0,22 um. Finalizado os tratamentos, as células
B16F10 ¢ L929 foram expostas as trés solu¢des por 30, 60 ¢ 120 minutos. Posteriormente o NaCl e
Ringer foram retirados, o meio de cultura completo foi adicionado a cada pogo, estas placas foram
devolvidas a incubadora de CO2 por 24h. Para avaliar a capacidade dos liquidos interferir no
crescimento celular foi utilizado o teste do MTT. As solugdes foram congeladas por 10 semanas e o
mesmo teste foi realizado, para que pudesse verificar se o congelamento poderia manter o tratamento
com o PPA.

Viabilidade celular por MTT: O teste de MTT consiste em um ensaio que avalia a atividade de enzimas
mitocondriais que possuem a capacidade de converter o MTT (sal de tetrazolio) de cor amarelada em
formazan (cristais insoluveis de cor roxa) indicando a viabilidade celular (MAGALHAES, THA e
LEME, 2018). O MTT foi preparado na concentragdo de Smg/mL de PBS estéril. Uma solugdo contendo
20 uL de MTT 5mg/mL foi preparada com 150 pL de meio completo, onde foi efetuado um calculo para
determinar a quantidade aproximada para todos os pogos de ambas as placas de modo que cada pogo
recebesse 170 uL (Meio + MTT). Posteriormente ao periodo de incubacdo das células com o tratamento,
o meio de cultivo que continha as solucdes foi retirado de cada pogo e foi acrescentada 170 pL/poco do
meio com MTT. A placa foi levada & estufa e permaneceu durante 1 hora para atividade do sal de
tetrazolio, em seguida este meio foi retirado e acrescentamos 100 uL de DMSO, incluindo as células
controle e um pogo escolhido para conter s6 o0 DMSO (branco), para a analise em leitor de Elisa em
comprimento de onda de 540 nm, O valor do branco foi subtraido de todos os outros para indicagdo em
densidade otica de células vivas. Quanto maior a absorbancia medida pelo aparelho, maior sera o numero
de células viaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os graficos nas Figura 2 e Figura 3, podemos constatar que ambas das solugdes tratadas
tiveram efeitos satisfatdrios sobre o melanoma, tivemos uma redugdo na quantidade de células viaveis
em relacdo as células que ndo foram submetidas a nenhum tratamento e também temos como comprovar
que somente as solugdes puras ndo fazem tanto efeito nas células tumorais, como pardmetro de
comparagdo usamos células saudaveis para avaliacdo das solugdes, e tivemos o resultado de que as
solugdes tratadas afetam minimamente as células saudaveis, levando em consideracdo que o nosso
organismo produz e degrada as espécies reativas do oxigé€nio, onde por exemplo, o perdxido de
hidrogénio, uma das espécies que possui maior tempo de vida ¢ degradado em nosso organismo
naturalmente e ¢é transformado em agua (H20) e di oxigénio (0O2), ja na célula tumoral ndo ocorre isso,
ela ndo possui esse fatores naturais de degradag@o, onde esses 0xidos se ligam a4 outros componentes
como o ferro (Fe), que sdo toxicos para a célula, como a célula tumoral ndo possui esse mecanismo de
degradacdo ¢ interessante o estudo dessa ligacdo e sinalizagdo, outro ponto que chegamos, os
tratamentos ndo sdo tdo prejudicais as células saudaveis, as solugdes congeladas como mostram
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Figura 2. Viabilidade celular do melanoma murino (B16F10) (2A e 2C) e Fibroblasto murino (L929) (2B e 2D),
por tempo de tratamento e periodos de exposicdo, cada barra indica o tempo de exposic¢ao, no eixo horizontal da
esquerda para direta, as solugdes de Nacl 0,9% e Ringer Lactato foram tratadas no mesmo dia da exposicao.

os graficos tiveram seu feito melhorado conforme o tempo de congelamento, notamos também que,
quanto menor o tempo de tratamento e maior o periodo de exposicdo, o tratamento foi mais efeito, onde
quanto maior os tempos de tratamento, os efeitos ndo se alteravam muito. Esse € um passo importante
que demos, onde podemos definir um melhor tempo de tratamento e exposicdo.
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Figura 3. Viabilidade celular do melanoma murino (B16F10) (3A ¢ 3C) e Fibroblasto murino (L929) (3B ¢ 3D),
por tempo de tratamento e periodos de exposi¢do, cada barra indica o tempo de exposi¢do, no eixo horizontal da
esquerda para direta, as solugdes de Nacl 0,9% e Ringer Lactato foram tratadas e congeladas por 75 dias.

CONCLUSAO

Podemos concluir que as Células de Melanoma Murino (B16F10), sdo mais suscetiveis ao tratamento
dessas duas solu¢do NaCl 0,9% e Ringer Lactato tratadas com o Plasma em Pressdo Atmosférica,
reduzindo a quantidade de células vivas e ndo tendo um impacto tdo agressivo as células saudaveis de
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Fibroblasto Murino (L929), com destaque para a solugdo de Ringer Lactato congelada que teve um
efetividade maior sobre as tumorais de Melanoma Murino em especial no tratamento de 30 minutos com
exposi¢do de 60 minutos.
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