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RESUMO 
 

O potencial de utilização da Membrana Amniótica (MA) em diferentes aplicações tem 
sido amplamente estudado, e a necessidade de garantir a esterilidade desse material 
é essencial para o seu uso. Por causa do aumento da resistência bacteriana é 
importante a pesquisa de novas técnicas de esterilização, sendo o uso de água 
ativada por plasma (PAW) uma alternativa, que consiste em uma técnica onde se 
aplica o plasma elétrico na água a fim de funcionalizá-la, eliminando assim os pontos 
negativos do uso direto do plasma, como a temperatura. O objetivo do trabalho foi 
analisar a ação antimicrobiana da água de osmose reversa (OR) ativada por plasma, 
sobre Membrana Amniótica contaminada com cepa padrão ATCC® de Escherichia 
coli (25922), Klebsiella pneumoniae (13883), e Staphylococcus aureus (6538). A MA 
foi contaminada por um inóculo a 1x106 UFC/mL em salina, que ficou em contato por 
3 min, após esse período a PAW foi colocada em contato com a MA por 90 min. Para 
a ativação da água foi utilizado o plasma, gliding arc de Argônio e ar comprimido com 
um tempo de ativação de 30 min, estudando a viabilidade celular após a exposição 
das amostras da Membrana Amniótica à ação da PAW. Os principais resultados 
obtidos foi a viabilidade celular de 11% com a PAW refrigerada e 15% com a PAW 
ambiente para a K. pneumoniae, 9% com a PAW refrigerada e 13% com a PAW 
ambiente para o S. aureus e 10% com a PAW refrigerada e 14% com a PAW ambiente 
para a E. coli, observando uma melhor ação antimicrobiana da PAW refrigerada. Foi 
observado uma maior redução das UFC quando utilizado a PAW refrigerada + MA e 
uma redução do pH de 7,04 para 3,41 da PAW refrigerada e uma redução de 7,05 
para 3,61 com a PAW ambiente. A utilização da MA + PAW apresentou um melhor 
resultado do que utilizando apenas a PAW e a MA. Assim, conclui-se que as PAWs 
possuem uma ação antimicrobiana significativa, porém não o suficiente para realizar 
a esterilização da MA. 

 
Palavras-chave: Membrana Amniótica, Ação Antimicrobiana, gliding arc, Água 
ativada por Plasma. 

 
  



 
 

ABSTRACT 
 
The potential use of the Amniotic Membrane (AM) in different applications has been 
widely studied and the need to guarantee the sterility of this material is essential for its 
use. Due to the increase in bacterial resistance, it is important to research new 
sterilization techniques, with the use of plasma-activated water being an alternative, 
which consists of a technique where electric plasma is applied to the water to 
functionalize it, thus eliminating the negative points of the direct use of plasma, such 
as temperature. The aim of this study was to analyze the antimicrobial action of 
plasma-activated reverse osmosis (RO) water on contaminated amniotic membrane 
using ATCC® standard strain of Escherichia coli (25922), Klebsiella pneumoniae 
(13883), Staphylococcus aureus (6538). The AM was contaminated by an inoculum at 
1x106 CFU/mL in saline, which was in contact for 3 min, after which the PAW was 
placed in contact with the AM for 90 min. Plasma, gliding arc of argon and compressed 
air were used to activate the water with an activation time of 30 min, studying the cell 
viability after exposing the amniotic membrane samples to the action of PAW. The 
main results obtained were a cell viability of 11% with the refrigerated PAW and 15% 
with the ambient PAW for K. pneumoniae, 9% with the refrigerated PAW and 13% with 
the ambient PAW for S. aureus and 10% with the refrigerated PAW and 14% with the 
ambient PAW for E. coli, observing a better antimicrobial action of the refrigerated 
PAW. A greater reduction in CFU was observed when using refrigerated PAW + AM, 
and a reduction in pH from 7.04 to 3.41 with the refrigerated PAW and a reduction from 
7.05 to 3.61 with the ambient PAW. The use of AM + PAW showed a better result than 
using only PAW and AM. Thus, it is concluded that PAWs have a significant 
antimicrobial action, but not enough to perform AM sterilization. 
 
Keywords: Amniotic Membrane, Antimicrobial Action, gliding arc, Plasma Activated 
Water. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A membrana amniótica (MA) é a parte interna das membranas fetais, a parte 

que fica mais próxima do feto e produz o líquido amniótico, e que é descartada após 

o parto juntamente com a placenta.  Ela é uma membrana avascular, formada por um 

epitélio cúbico simples, uma membrana basal espessa, que tem em sua constituição 

o colágeno de tipo IV, e uma matriz estromal predomínio de colágeno tipo I, elastina, 

laminina, fibronectina e proteoglicanas, entre outras moléculas (FAIRBANKS et al., 

2003; MALHOTRA; JAIN, 2014). 

A MA apresenta diversas propriedades, podendo ser aplicada em ferimentos, 

onde apresenta ação cicatrizante, anti-inflamatória (GONÇALVES; SANT’ANNA, 

2021; ROZIN; CARDOSO; GUIMARÃES, 2020). Sant’Anna et al. (2016) 

demonstraram a ação anti-fibrotica em fibrose biliar em ratos Vários estudos mostram 

que a Membrana Amniótica previne a apoptose epitelial (DUA et al., 2004; OLIVEIRA 

et al., 2008, MALHOTRA; JAIN, 2014) e que também proporciona o crescimento de 

células epiteliais e a sua diferenciação (UHLIG et al., 2015). Além dessas 

propriedades, a Membrana Amniótica possui outras propriedades, como a ação 

antimicrobiana, impedindo o crescimento e proliferação de novos microrganismos no 

local, regula a ação imunológica, tem ação anti-inflamatória, impede a criação de 

novos vasos sanguíneos e não tem a capacidade de criar tumores (SAMPAIO, 2017; 

MURRI et al., 2018). Devidos às suas propriedades benéficas a MA tem sido aplicada 

em  queimaduras, supressão de tumores, úlceras córneas, penfigóide cicatricial e na 

cicatrizações de feridas (MOURA et al., 2017, UHLIG et al., 2015, FAITA et al., 2016).  

Por possuir tantas aplicações, é necessário que a Membrana Amniótica esteja 

livre de contaminações, uma vez que a forma de coleta causa contaminação na 

membrana, com 61% das amostras coletadas em um banco de tecidos estando 

contaminadas sendo o microrganismo de maior prevalência o Staphylococcus aureus, 

onde a maior parte das contaminações foi registrada na hora da coleta, chegando a 

uma conclusão de que, os profissionais responsáveis pela coleta devem receber um 

treinamento adequado para evitar a contaminação (AGHAYAN et al., 2013). 

Sendo a MA um biomaterial que pode apresentar contaminação (JUNG et al., 

2021; KHOKHAR et al., 2001; MARSIT et al., 2019), e o aumento das bactérias 

resistentes a tratamentos convencionais, decorrentes do uso indiscriminado de 
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antibióticos e a redução no número de pesquisas para novos antibióticos (KOCH et 

al., 2021; OLIVEIRA et al., 2020), se tem a necessidade de utilizar técnicas para fazer 

a esterilização da MA. 

Para fazer a esterilização da MA pode utilizar métodos químicos e físicos como 

a uso de antibióticos, radiação gama e ácido peracético. A radiação gama é uma das 

técnicas mais utilizadas para fazer a esterilização (FARRINGTON et al., 2002; 

GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2020; MOREJÓN-ALONSO et al., 2007), mas por 

ser uma técnica que utiliza radiação, pode causar destruição e desnaturalização das 

camadas da MA (RIAU et al., 2010; VON VERSEN-HÖYNCK et al., 2004). Uma 

técnica alternativa a ser estudada para a esterilização da Membrana Amniótica é a 

água ativada por plasma.  

O plasma pode ser definido como um gás totalmente ou parcialmente ionizado 

com um número igual de partículas com cargas positivas e negativas (SHINTANI et 

al., 2010). Os plasmas são divididos em duas categorias: Plasma Térmico e Plasma 

Não Térmico. O primeiro tipo basicamente ocorre quando os níveis de energia dos 

elétrons e das espécies reativas são próximos, esse equilíbrio Termodinâmico entre 

os elétrons e as espécies reativas gera um plasma quente o que confere o nome  

térmico a esse tipo de plasma, enquanto o segundo se configura em sistemas de baixa 

pressão, onde a energia média dos elétrons é muito maior do que aquela das espécies 

reativas, essa falta de equilíbrio Termodinâmico faz com que o plasma gerado seja 

frio dando o nome não térmico a esse plasma (DE AVILLEZ; ANELA; 

BREITSCHWERDT, 2018; GUPTA; AYAN, 2019). 

Nos últimos anos, os estudos demostraram um bom efeito antimicrobiano da 

água tratada por plasma sendo a água ativada por plasma (PAW) uma de suas 

variações. Seja em bactérias, em leveduras ou outros microrganismos, devido ao fato 

de possuir um pH baixo, variando de 0 a 7, ocorrendo a produção de peróxido de 

hidrogênio, nitrato e nitrito. Sabe-se também que soluções aquosas que contém íons 

nitrito (ácido nitroso) com pH menor que 4 são soluções antimicrobianas. A PAW é 

uma água tratada com plasma com o objetivo do tratamento e dar uma nova função 

para a água, e, por consequência, possui várias aplicabilidades, sendo elas: (i) o 

tratamento de células cancerígenas (XU et al. 2018), (ii) a esterilização de superfícies 

e de líquidos, também podendo ser aplicada na (iii) área da agricultura, promovendo 

a diminuição do tempo germinativo das sementes, estimulando seu crescimento e 



14 
 

 
 

atuando como fertilizante natural (KAMGANG-YOUBI et al., 2009). Yong et al. (2018) 

verificaram que a PAW possui ação antimicrobiana e um potencial esterilizante, além 

de desfrutar de uma capacidade que preserva alimentos através da eliminação de 

bactérias, fazendo, por fim, um processo denominado curing, traduzido como “curar”. 

Considerando o panorama de aplicações biomédicas do plasma e da água 

ativada por plasma (KAUSHIK et al., 2018), a hipótese deste estudo é que esta água 

possa ser aplicada sobre membranas amnióticas promovendo sua desinfecção e/ou 

esterilização, assim como potencializar o efeito da membrana amniótica.  

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo desse trabalho é analisar a ação antimicrobiana da água ativada por 

plasma (PAW) em Membrana Amniótica (MA) contaminada com Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, a fim de possibilitar seu uso em 

diferentes aplicações. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Analisar e comparar a ação antimicrobiana da água em temperatura ambiente e 

refrigerada ativadas por plasma;  

• Avaliar a alteração de pH após a ativação da água; 

• Avaliar qual microrganismo mostrou maior susceptibilidade a ação da PAW por 

meio de uma maior redução de UFC/ml e viabilidade celular após a exposição; 

• Analisar o efeito antimicrobiano da água ativada por plasma em Membra Amniótica 

contaminada; 

• Comparar o efeito da água ativada por plasma com o efeito antimicrobiano da 

Membrana Amniótica associada a água ativada por plasma. 

 

1.3 JUSTIFICATIVA 

 

 Para usar a MA nos procedimentos clínicos, é necessário ela estar livre de 

contaminações, assim como utilizar uma técnica de esterilização que não cause danos 



15 
 

 
 

a sua integridade estrutural, o que é imprescindível para a manutenção das suas 

propriedades biológicas e mecânicas. O plasma não térmico pode ser considerado 

uma tecnologia inovadora na eliminação de microrganismos em vários tipos de 

materiais, biológicos e não biológicos, além de ser uma tecnologia considerada limpa 

(GARCIA; BITTENCOURT, 2010). Então a busca por técnicas alternativas para a 

desinfecção e/ou esterilização da MA, como a água ativada por plasma é de grande 

interesse, considerando as propriedades antimicrobianas e a possibilidade de ser 

aplicada em tecidos biológicos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Neste capítulo será apresentado o levantamento bibliográfico realizado sobre 

os principais assuntos discutidos neste trabalho: Membrana Amniótica, plasma, água 

ativada por plasma, microrganismos. 

 

2.1  MEMBRANA AMNIÓTICA 

 

A MA é a camada mais interna da placenta, que fica mais próxima ao feto, 

possuindo espessura que varia de 0,02 a 0,05mm. Ela é uma membrana que não 

possui vascularização, músculos ou nervos, sendo sua parte externa conectada ao 

cório e a parte mais interna  banhada no líquido amniótico (FERENCZY; SOUZA, 

2020). A camada epitelial é constituída por células epiteliais cuboides, que ficam em 

contato com a membrana basal, permitindo que tenha um transporte de 

macromoléculas entre o espaço luminal e a membrana basal (DUA et al., 2004; DUA; 

AZUARA-BLANCO, 1999; NEUMANN, 2014). 

A MA é obtida a partir das placentas provenientes de cesáreas ou partos 

normais, porém vários pesquisadores tem preferência por membranas provenientes 

de partos cesáreas, pois diminui o risco de contaminação na hora da colheita 

(FERENCZY; SOUZA, 2020; GANATRA; DURRANI, 1996; PAGGIARO et al., 2010). 

Para que o uso desse material seja possível, é necessário que a doadora tenha 

exames sorológicos negativos para HIV-1, Hepatite B, Hepatite C, sífilis, 

citomegalovírus e tuberculose (PENA et al., 2007). Depois da colheita, a placenta é 

levada ao laboratório, onde a MA é separada do cório e processada por meio de 

lavagens com salina estéril, antibióticos e antifúngicos (RIAU et al., 2010). 

A MA é composta por uma camada epitelial e uma membrana basal, que além 

das moléculas de colágeno I, III, IV, V e VII, também é composta de outras moléculas, 

como a elastina, que confere elasticidade para a MA, também possui a laminina e 

fibronectina que promovem a adesão celular e os proteoglicanos que é a principal 

molécula da membrana basal (DUA et al., 2004; MURRI et al., 2018; PEREIRA et al., 

2005; SANGWAN et al., 2007). Todas essas macromoléculas desempenham a função 

de regulação da proliferação celular, que promove o crescimento e remodelação 

tecidual (SAMPAIO, 2017; NASEER et al., 2018). A camada mesenquimal ou estroma 
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da membrana se divide em camada compacta, fibroblastica e esponjosa a camada 

compacta é composta por fibronectina e colágeno I, III, V e VI, onde é responsável por 

dar a forma a MA, a camada fibroblatica apresentam células mesenquimais, que são 

responsáveis pela secreção dos colágenos, e com potencial de células tronco 

pluripotentes, já a camada esponjosa fica em contato com o cório, e é constituída por 

colágeno do tipo III, proteoglicanas e glicoproteínas, dando a ela a sua característica 

esponjosa (LEAL-MARIN et al., 2021; NIKNEJAD et al., 2008; ROZIN; CARDOSO; 

GUIMARÃES, 2020).  

Por causa das suas propriedades regenerativas, anti-inflamatórias, 

antitumorais, antifibróticas, antimicrobianas (MAO et al., 2017), antiparasitárias e pela 

sua baixa imunogenicidade a MA é utilizada na medicina e engenharia tecidual 

(SAMPAIO, 2017; FÉNELON et al., 2021; MALHOTRA; JAIN, 2014), por causa da sua 

semelhança estrutural com as células tronco (NEJAD et al., 2021). A MA é utilizada 

em diversos procedimentos médicos, como em queimaduras (MOURA et al., 2017), 

supressão de tumores (JAFARI et al., 2021), úlceras córneas (UHLIG et al., 2015), 

penfigóide cicatricial e na cicatrizações de feridas (FAITA et al., 2016). Vários estudos 

mostram que a Membrana Amniótica previne a apoptose epitelial (DUA et al., 2004; 

OLIVEIRA et al., 2008; JAFARI et al., 2021; YOSHIDA et al., 2021; MALHOTRA; JAIN, 

2014) e que também proporciona o crescimento de células epiteliais e a sua 

diferenciação (RAMUTA; KREFT, 2018; WASSMER; BERISHVILI, 2020). Além 

dessas propriedades, a MA possui outras propriedades, como a ação antimicrobiana, 

impedindo o crescimento e proliferação de novos microrganismos no local aplicado, 

regula a ação imunológica, impede a criação de novos vasos sanguíneos e não tem a 

capacidade de gerar tumores (SAMPAIO, 2017). 

A ação antimicrobiana da MA se dá por meio da presença de peptídeos 

encontrados em seu epitélio, como as beta-denfensinas 1-3, a proteína SLPI e a 

elafina (HEIDARZADEH et al., 2018; MUNADZIROH et al., 2022). Os efeitos 

antimicrobianos da MA foram estudados contra diversas espécies de microrganismos 

e obtendo bons resultados em Escherichia coli, Estreptococos, Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus (HEIDARZADEH et al., 2018; RAMUTA; 

STARČIČ ERJAVEC; KREFT, 2020; ŠKET et al., 2019). 

Embora a MA seja estéril, no processo de colheita ela pode ser contaminada, 

seja pelo parto vaginal como pelo parto cesárea (LEAL-MARIN et al., 2021; MARSIT 
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et al., 2019). Os principais microrganismos que infectam a MA durante a colheita são 

os Staphylococcus coagulase negativo Staphylococcus aureus, Streptococcus 

viridans, Enterobacter sp., Neisseria sp, Escherichia coli, Streptococcus faecalis e 

Pseudomonas aeruginosa (HE et al., 2020; JUNG et al., 2021). 

Com relação à forma de preservação, para tratamentos clínicos, a MA pode ser 

utilizada tanto na forma fresca como na forma preservada, e para isso ela precisa 

estar livre de qualquer contaminação, por esse motivo ela passa por procedimentos 

para garantir a sua esterilização (GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2020). Os 

principais métodos utilizados para a esterilização da MA são a radiação Gama e o 

Ácido Peracético (FARRINGTON et al., 2002; HODDE; HILES, 2002). Quando se 

aplica a radiação gama se usa uma dose de 25kGy a 50kGy, porem alguns estudos 

demonstram que a radiação gama em altas concentrações pode causar destruição e 

degradação de todas as camadas da MA (VON VERSEN-HÖYNCK et al., 2004), por 

isso utiliza-se uma menor dose de 25kGy (SINGH et al., 2007). O Ácido Peracético 

apresenta propriedades antifúngicas, bactericida e antivirais (BALDRY, 1983). Um 

tratamento alternativo utilizado é com o uso de antibióticos e antifúngicos como a  

gentamicina, imipenem, nistatina, polimixina B e vancomicina, porem eles podem 

acabar sendo tóxicos para as células da MA (SHORTT et al., 2009). Segundo Kaushik 

et al. (2018) o Plasma tem a capacidade de ser utilizado como uma técnica alternativa 

devido as suas propriedades antimicrobianas e sua utilização em tecidos biológicos. 

 

2.2 PLASMA 

 

Na ciência física, além dos estados clássicos da matéria: sólido, líquido e 

gasoso, existe um outro estado, que tem o nome de plasma. Estima-se que mais de 

99% do universo visível se apresenta no estado de plasma (DE GEYTER; MORENT, 

2012; SHINTANI et al., 2010). De um modo geral, o plasma pode ser definido como, 

um gás total ou parcialmente ionizado, ou seja, um de elétron não está ligado a uma 

molécula, se convertendo em íons que ficam carregados positivamente (FRIDMAN; 

FRIEDMAN, 2013), possuindo um número igual de partículas carregadas positiva e 

negativamente (SHINTANI et al., 2010). Sendo assim o plasma é um gás de partículas 

livres e partículas neutras que se movem de maneira aleatória (PESSOA, 2009). 
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Os plasmas podem ser classificados de acordo com as condições de trabalho: 

quando os níveis de energia dos elétrons e das espécies reativas são próximos, o 

plasma resultante é chamado de “plasma térmico”, altamente ionizado e geralmente 

gerado à alta pressão. Em sistemas de baixa pressão, a energia média dos elétrons 

é muito maior do que das espécies reativas e o plasma resultante é chamado "plasma-

frio" ou “não-térmico”(MOREAU et al., 2005). 

 Plasmas não-térmicos são gases ionizados gerados sob baixa pressão. A baixa 

pressão permite um percurso livre de colisões entre os elétrons acelerados e as 

partículas neutras e íons que estão próximas à temperatura ambiente, o que garante 

a exposição geral a temperaturas baixas (SHINTANI et al., 2010). Por causa das suas 

vantagens técnicas e econômicas, os plasmas não-térmicos tem sido cada vez mais 

usados para a esterilização, purificação de água, medicina e agricultura (MILDAZIENE 

et al., 2022). Os plasmas não-térmicos são geralmente usados na medicina para o 

tratamento de tecidos. Além das aplicações terapêuticas, também é usado para 

modificação de superfícies e descontaminação biológica (BRANÝ et al., 2020). 

O plasma não-térmico reduz a viabilidade das bactérias pela formação de 

radiação UV, criação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e criação de 

corrente elétrica. As espécies reativas são formadas pela interação do plasma com o 

ar e pela interação do plasma com líquido. Os radicais hidroxila e óxidos nítricos são 

geralmente formados pela interação do plasma com o ar, os nitratos, nitritos e peroxido 

de hidrogênio são espécies reativas de vida longa e são formados pelas interações 

do plasma com líquidos (BRUGGEMAN et al., 2016). 

 

2.2.1 Água ativada por plasma (PAW) 

 

A PAW é uma água onde o plasma é aplicado procurando funcionalizá-la, e, por 

consequência, possui várias aplicabilidades, sendo elas: (i) o tratamento de células 

cancerígenas (XU et al., 2018), (ii) a descontaminação de superfícies e de líquidos, 

também podendo ser aplicada na (iii) área da agricultura, com o objetivo de diminuir 

do tempo de germinação das sementes e estender o tempo de prateleira de frutas e 

legumes (AL-SHARIFY et al., 2020), com a vantagem de não causar alterações na 

coloração e aspectos visuais, quando comparada com a aplicação direta do plasma 

(KAMGANG-YOUBI et al., 2009). Nos últimos anos, estudos demostraram que a PAW 
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tem um bom desempenho antimicrobiano, devido ao fato de possuir um pH baixo, 

variando de 0 a 7 e a formação de espécies reativas de oxigênio (ERO), como radical 

hidroxila (OH), oxigênio (O), ozônio (O3) e peróxido de hidrogênio (H2O2) e de 

nitrogênio (ERN), como o peroxinitrito, nitrato (NO3) e nitrito (NO2) (Figura 1), uma vez 

que soluções aquosas que contém íons nitrito (ácido nitroso) com pH menor que 4 

são sabidamente, soluções antimicrobianas (KONG et al., 2009; LAURITA et al., 

2015). 

 

Figura 1 - Mecanismo de transferência de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. 

 

Fonte: Zhou et al., (2018). 

 

As espécies reativas podem alterar os processos químicos da membrana celular 

ou a permeabilidade da célula, já que pode produzir efeitos nocivos ao interagir com 

biomoléculas, especialmente com DNA, causando quebras de fitas e possíveis danos 

que podem levar a mutação e morte celular (VLAD et al., 2019). Estudos comprovam 

que as espécies reativas geradas pelo plasma têm a capacidade de permanecer no 

líquido por um longo período de tempo se armazenados em condições adequadas e 

a duração e quantidade de espécies reativas na PAW estão diretamente relacionadas 

ao tempo de tratamento ao qual a água é submetida (TRAYLOR et al., 2011). 

As concentrações de espécies reativas na água estão relacionadas com o tipo 

de plasma utilizado na ativação da água, o tempo de ativação e na temperatura inicial 

da água, onde diferentes sistemas de plasma e gases utilizados para a geração do 

plasma vão gerar diferentes quantidades de espécies reativas (THIRUMDAS et al., 

2018; ZHOU et al., 2020), quanto maior o tempo de ativação da água maior vai ser a 
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concentração de espécies reativas geradas (OH et al., 2018; ZHAO et al., 2021b) e a 

temperatura inicial da água utilizada para a ativação influencia na quantidade de 

espécies reativas encontradas, pois de acordo com a Lei de Henry, a solubilidade de 

gases na água é inversamente proporcional a temperatura, ou seja quanto maior a 

temperatura da água menor a solubilidade dos gases (PANG et al., 2022). 

A PAW possui várias aplicações, porém uma das principais é a inativação de 

microrganismos, como Escherichia coli (XIANG et al., 2019), Salmonella. (LIN et al., 

2019), Klebsiella pneumoniae (MUHAMMAD et al., 2019), Staphylococcus aureus 

(SHEN et al., 2016; XU et al., 2018).   

 

2.3 MICRORGANISMOS 

 

Existem microrganismo de importância médica com grande prevalência nas 

contaminações de MA e que sofrem a ação da PAW, como Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae e Staphylococcus aureus. 

 

2.3.1 Escherichia coli 

 

A Escherichia coli é uma bactéria pertencente à família Enterobacteriaceae, 

com formato de bacilo e Gram-negativa, onde tem a capacidade de se reproduzir em 

um ambiente com ar e ambientes sem ar, sendo assim uma bactéria anaeróbica 

facultativa. Pode ser encontrada na microbiota intestinal de seres humanos e animais, 

no solo e na água (ERCAN et al. 2018, SOUZA et al. 2016). 

 Embora a Escherichia coli seja uma bactéria comensal, ou seja, vive em uma 

situação simbiótica e harmônica com nosso organismo, se ocorrer um desequilíbrio 

do nosso sistema imune ou se houver migração de sítio, ela pode se tornar uma 

bactéria patogênica, causando várias doenças, como: infecções urinárias, diarreias, 

colite, meningite e sepse (SOUZA et al. 2016). 

 A E. coli é uma das bactérias mais prevalentes encontradas em hospitais 

(CARNEIRO et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2009), tendo a capacidade de adquirir 

atributos de virulência e se tornando patogênicas. Essas bactérias podem ser 

divididas em: E. coli enterotoxigênica (ETEC) que produz toxinas indutoras da 

liberação dos fluidos intestinais; E. coli enteropatogênica (EPEC), causa infecção 
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frequente induzindo diarreia infantil (SOUZA et al., 2016); E. coli enteroinvasiva (EIEC) 

que invade a célula do intestino se multiplicando dentro e causam destruição das 

células do cólon intestinal (FERRASSO et al., 2014); E. coli enteroagregativa (EAEC), 

a qual forma agregados bacterianos que diminuem a absorção de nutrientes pelo 

intestino causando assim diarreia mucoide (ANDRADE; HAAPALAINEN; 

FAGUNDES-NETO, 2011) e a  E. coli enterohemorrágica (EHEC) que é a variante 

mais grave, pois ao liberar a toxina Shiga causa lesões das células epiteliais do 

intestino e rins, e ao se internalizar nas células, se conectam ao RNAr (ácido 

ribonucleico ribossômico) interrompendo a síntese proteica e destruindo as 

vilosidades intestinais, diminuindo assim a absorção de nutrientes. Também aumenta 

a perda de líquido, ao entrar em contato com o glomérulo renal, faz com que diminua 

a capacidade de filtração glomerular causando a síndrome hemolítica urêmica 

(NGUYEN; PERANDIO, 2012; ROSA; BARROS; SANTOS, 2016). 

 

2.3.2 Klebsiella pneumoniae  

 

Klebsiella pneumoniae é um bastonete Gram-negativo e anaeróbico facultativo, 

porém o seu crescimento é melhor em condições aeróbicas, possui colônias grandes 

e imóveis, o tamanho da colônia se dá pela presença da capsula mucóide 

polissacarídica, que protege contra a fagocitose e auxilia em sua aderência (UMED, 

2002; VALENZUELA-VALDERRAMA; GONZÁLEZ; PALAVECINO, 2019). 

 Os principais sintomas de infecção com Klebsiella pneumoniae são febres, 

taquicardia, problemas de respiração, hipotensão, inchaço e falência múltipla de 

órgãos. O gênero Klebsiella faz parte da família Enterobacteriaceae e pode ser 

encontrado no meio ambiente e nas mucosas de seres humanos e animais. (EFFAH 

et al., 2020; KURATOMI, 2008). 

 A Klebsiella pneumoniae é uma bactéria frequentemente encontrada em 

infecções hospitalares na ala de terapia intensiva (UTI), principalmente a Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase (KPC), que é uma bactéria que possui resistência aos 

antibióticos carbapenêmicos, além de inativar a ação de penicilinas, cefalosporinas e 

monobactâmicos (DIENSTMANN et al., 2010; HUSSEIN et al., 2022; SMITH 

MOLAND, 2003; TSIOUTIS; EICHEL; MUTTERS, 2021), e esses medicamentos são 

cerca de 95% de todos os medicamentos disponíveis (CASTRO, 2000; PLAZAK; 



23 
 

 
 

TAMMA; HEIL, 2018; SPAZIANTE et al., 2020). Um fator que complica ainda mais a 

sua infecção é que normalmente as pessoas internadas já possuem alguma doença 

base, como pneumonia e infecções por outros microrganismos, estando assim com a 

imunidade baixa (SOUSA; RAMALHO; CAMARGO, 2020; SOUSA et al., 2007). 

 

2.3.3 Staphylococcus aureus  

 

Staphylococcus aureus é um coco Gram-positivo, pertencente a microbiota 

humana, é uma bactéria oportunística que ataca o corpo humano, e anaeróbica 

facultativa que possui um melhor crescimento em situações aeróbicas do que 

anaeróbicas (SANTOS et al., 2007). É uma bactéria de um grande interesse médico 

por ser um agente etiológico de infecções nosocomiais e comunitárias (ALMEIDA et 

al., 2016). 

 Mesmo fazendo parte da nossa microbiota o Staphylococcus aureus é uma 

bactéria oportunista, causando doenças quando se tem uma migração de sítio ou 

imunidade baixa, os principais sintomas são: inchaço da pele, abscessos, bolhas, 

febre, dor muscular, náusea, dor abdominal, diarreia e vomito (POLLITT et al., 2018). 

 Uma importante variante do Staphylococcus aureus é a MRSA (Staphylococcus 

aureus resistentes a meticilina), que é resistente a todos os medicamentos Beta-

lactamicos, antibióticos muito utilizados em infecções por S. aureus. Estes antibióticos 

inibem a síntese da barreira celular, causando assim a lise da bactéria, (BARBERATO-

FILHO et al., 2020; GELATTI et al., 2009). Ela acomete principalmente  pessoas 

internadas em hospitais, porém recentemente há casos de infecções encontradas na 

comunidade, algo preocupante já que é uma bactéria de difícil identificação e que 

possui grande resistência a antibióticos (GELATTI et al., 2009). As principais 

estratégias utilizadas para a sua prevenção é identificação de pacientes 

assintomáticos, controle da utilização de antimicrobianos e a lavagem de mãos e 

superfícies em que os profissionais da saúde e pacientes entram em contato 

(ANDRADE et al., 2021; CALFEE et al., 2008).   
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3 METODOLOGIA 

 

O presente estudo foi devidamente submetido e aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Universidade do Vale do Paraíba (parecer nº 5.277.784), conforme o 

Anexo A.  

O trabalho foi realizado em duas etapas: 1) Avaliação da viabilidade celular e 

da contagem de UFC/mL da PAW ativada em temperatura ambiente (27 ºC) e da PAW 

ativada refrigerada (4,0 ºC); 2) Avaliação da viabilidade celular e da contagem de 

UFC/mL da PAW ativada em temperatura ambiente (27 ºC) associada a MA e da PAW 

ativada refrigerada (4,0 ºC) associada a MA. Todo o experimento foi realizado em 

triplicata. O procedimento realizado durante o trabalho pode ser observado de forma 

simplificada na figura 2. 
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Figura 2 - Sequência dos procedimentos da metodologia 

 
Fonte: Autor 
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3.1 ATIVAÇÃO DA ÁGUA 

 

As amostras de água de osmose reversa (OR) foram obtidas utilizando um 

sistema purificador do modelo OS 10 LXE, pertencente à marca Gehaka, onde 250 ml 

de água de osmose reversa (resistividade > 1,0 MΩ-cm) foi refrigerada a 4.0 ºC em 

geladeira do modelo Consul CRD37 e depois ativada, enquanto outra amostra de 250 

ml foi armazenada em temperatura ambiente para ser ativada. 

Para a ativação da água, foi utilizado um sistema de plasma do tipo gliding arc 

(Figura 3), com potência de 18,4 W e 60 Hz de frequência, utilizando 6 L/min de 

Argônio + 4 L/min de ar comprimido para geração da descarga. A distância utilizada 

entre a saída do plasma e a amostra (superfície da água) foi de 2 mm com um tempo 

de ativação de 30 minutos. As águas tiveram o seu pH medido antes e após a sua 

ativação utilizando o pHmetro PG1800 da Gehaka. 

 

Figura 3 - Arranjo experimental: (A) Equipamento em funcionamento e (B) Montagem experimental. 

 
Fonte: Adaptado de Doria (2019). 

 

3.2 AVALIAÇÃO DA AÇÃO ANTIMICROBIANA DA PAW SOBRE OS 

MICRORGANISMOS 

 

Um inóculo de cepa padrão de E. coli ATCC® (25922), S. aureus ATCC® 

(6538) e K. pneumoniae ATCC® (13883) de 108 UFC/mL foi preparado em caldo BHI 

(Brain Heart Infusion) da fabricante KASVI e incubado por 24h. Após esse período o 

inóculo foi centrifugado a 4000 rpm por 15 min e o pellet ressuspendido com 10 mL 

de PAW e incubado por 90 minutos (agitado em vórtex a cada 20 min). Amostras 
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controle foram incubadas em águas sem o tratamento. Após a incubação de 90 

minutos do microrganismo na PAW, foi realizado uma diluição celular 1:107 para 

semear em ágar PCA (Plate Counting Agar) da marca KASVI. 

O restante da PAW foi armazenado em frascos ambares, onde experimento foi 

repetido 24h e 48h após a ativação da água, onde as partes repetidas foram a da 

incubação do inóculo na PAW, semeadura e avaliação da viabilidade celular.   

  

3.3 COLHEITA DA PLACENTA 

 

Foram utilizadas três placentas humanas com um período gestacional de 37 

semanas ou superior, colhidas de cesarianas eletivas de pacientes com gestação 

normal, no centro cirúrgico obstétrico do Maternidade Santa Casa de São José dos 

Campos, após consentimento prévio da parturiente (Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido assinado) e após todos os exames negativos para HIV -1 e 2, hepatite B 

e C, sífilis e COVID-19.  

 

3.4 PROCEDIMENTOS COM A MEMBRANA AMNIÓTICA 

 

As Placentas foram coletadas na Maternidade da Santa Casa, e levadas para 

o Laboratório de Histologia e Terapia Regenerativa para serem processadas. O 

processo foi realizado no fluxo vertical, onde a Membrana Amniótica foi retirada do 

cório, cortando primeiro o local do cordão umbilical para facilitar a retirada (Figura 4). 

Após a separação manual da MA do cório, ela foi lavada extensivamente com solução 

fisiológica contento 100 µg/ml de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 

anfotericina B (LIFE TECH BRASIL COM IND PROD BIO LTDA) (Figura 5). Após o 

processamento da MA, foram cortados 12 fragmentos por placenta de 1,5 cm de 

diâmetro da região anatômica RA ('reflected amnion' – amnion da membrana fetal 

extraplacentária) utilizando um cortador circular (Figura 6) e posteriormente 

armazenados pelo método de criopreservação, em meio DMEM/glicerol 1:1 a -80 ºC 

por 7 dias (DEMEM da marcaSigma-Aldrich Brasil Ltda) (Figura 7). 
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Figura 4 – Separação manual da MA. Seta laranja é o cordão umbilical e a seta preta é o cório. 

 

Fonte: Autor 

 

Figura 5 – Processamento da M A após ser separada do cório e lavada com solução de antifúngico e 

antibióticos. O círculo redondo, é o espaço do cordão umbilical removido. 

 

Fonte: Autor 
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Figura 6 - Cortador circular sendo utilizado na MA para pegar os fragmentos. 

 

Fonte: Autor 

 

Figura 7 - Amostras de MA, já fragmentadas na dimensão adequada, em meio DMEN e glicerol 1:1, no freezer -

80 ºC. 

 

Fonte: Autor 

 

Após a criopreservação, os fragmentos descongelados foram divididos em 

quatro grupos para cada microrganismo estudado: Controle positivo, controle 

negativo, grupo tratado com a temperatura ambiente e grupo tratado refrigerado. Cada 

fragmento de MA foi colocado em tubos Falcon de 15 ml, e contaminados com 40 µl 

de um inóculo com 106 UFC/ml das bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus 

e Klebsiella pneumoniae e deixadas em contato com o inóculo por 3 minutos para 

garantir a aderência das células bacterianas.  

O tratamento das amostras de MA contaminadas foi realizado adicionando 2 ml 

de PAW (refrigerada ou à temperatura ambiente) imediatamente após a sua ativação 
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em frascos cônicos estéreis e incubados por 90 min. As amostras do grupo controle 

foram incubadas em água sem ativação. Todas as amostras foram semeadas em ágar 

PCA (Plate Counting Agar), após diluição seriada 1:104 imediatamente após o 

tratamento, e incubadas a 37ºC por 24h. Em seguida foi realizado a contagem das 

Unidades Formadoras de Colônia (UFCs).  

 

3.5 VIABILIDADE CELULAR 

 

Após a incubação dos microrganismos na PAW, foi preparada uma solução 1:1 

da suspensão bacteriana e azul de Tripan 2% e incubada por 15 min, após esse 

período, um volume de 10 µl foi analisado em Câmara de Neubauer® para 

quantificação da viabilidade celular fazendo a contagem nos quatro quadrantes. Por 

esta técnica, as células translucidas são consideradas viáveis e as coradas de azul 

são consideradas inviáveis. O cálculo utilizado para a determinação do percentual de 

viabilidade celular foi: 

Viabilidade celular (%) = n.o de células viáveis nos 4 quadrantes x100 

                                                 total de células nos 4 quadrantes 

 

3.6 MICROSCOPIA ELETRÔNICA POR VARREDURA (MEV) 

 

A análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foi realizada utilizando 

o equipamento modelo EVO MA 10 (Zeiss), localizado na Central Analítica 

Multiusuário do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do 

Paraíba. Para a metalização com ouro, foi colocando 70 µl da PAW contaminada em 

lamínulas de vidro, e ao secarem estas foram colocadas em um suporte ou porta 

amostra com o auxílio de fitas de carbono e inseridos na metalizadora da Emitech 

modelo K550X.  

 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para a realização da análise estatística o método ANOVA foi empregado, para 

avaliar a presença de diferenças significativas entre os grupos, quando comparado 

com o grupo controle, com a finalidade de afastar a possibilidade de que os resultados 
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sejam frutos de mera casualidade. Foi utilizado o software Origin® 2015 com um α = 

0,05. 
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4 RESULTADOS    

 

Após a realização da metodologia descrita no item 3, os resultados obtidos 

estão descritos abaixo.  

 

4.1 ANÁLISE DO PH 

 

Na Figura 8, observa-se que houve uma diminuição do pH após a ativação, e que 

ao decorrer do período estudado o pH teve um leve aumento. Dentre as PAW 

estudadas a PAW refrigerada apresentou uma maior redução do pH, baixando de 7.04 

para 3.41 imediatamente após a ativação em termos de valor médio, aumentando para 

3,60 e 3,71 após 24h e 48h respectivamente. Já a PAW em temperatura ambiente 

apresentou uma redução inicial do pH de 7.05 para 3.61, aumentando para 3.69 e 

3.89 após 24h e 48h respectivamente. 

 

Figura 8 - Análise do pH ao longo do período estudado. 

 

Fonte: Autor 

 

Além de observar a alteração de pH após a ativação da PAW, também foi 

observado a mudança de temperatura, sendo que a água em temperatura ambiente 
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estava a 27.3 ºC antes da ativação e 53.5 ºC após a ativação, já a água refrigerada 

apresentava uma temperatura de 4.1 ºC e após a ativação ficou em 27.6 ºC. 

 

4.2  VIABILIDADE CELULAR DOS GRUPOS DE MICRORGANISMOS 

SUBMETIDOS À ÁGUA ATIVADA POR PLASMA 

 

Os resultados obtidos demonstraram que a PAW refrigerada, quando 

comparada com a PAW em temperatura ambiente, possui uma melhor ação 

antimicrobiana sobre todas as cepas padrão ATCC® estudadas. 

Para ambas as águas a Klebsiella pneumoniae apresentou a menor redução 

da viabilidade celular dentre as bactérias estudadas, possuindo uma viabilidade 

celular inicial de 39% para a PAW em temperatura ambiente e aumentando para 49% 

após 24h do tratamento e 70% após 48h, já na viabilidade celular da PAW refrigerada 

houve uma maior redução da viabilidade celular, observando imediatamente após a 

ativação da água a viabilidade de 34%, aumentando para 46% após 24h e chegando 

a 66% de viabilidade celular após 48h. A Escherichia coli e o Staphylococcus aureus 

apresentaram resultados similares, sendo que a Escherichia coli em contato com a 

PAW em temperatura ambiente apresentou uma viabilidade de 35% imediatamente 

após, aumentando para 46% após 24h e 66% após 48h. O Staphylococcus aureus 

apresentou uma redução da viabilidade inicial de 34% para PAW em temperatura 

ambiente, 48% para 24h após a ativação da água e 67% no final do tempo estudado. 

Já para a PAW refrigerada foi observado uma maior redução da viabilidade celular, 

sendo que a Escherichia coli apresentou uma viabilidade de 25% após a ativação da 

água, e foi aumentando para 40% após 24h e 60% após 48h. Já a viabilidade celular 

do Staphylococcus aureus foi de 24% inicialmente, para 40% 24h após a ativação da 

água, chegando a 61% após 48h. A diferença da viabilidade celular entre as bactérias 

e entre as diferentes PAWs é observada na Figura 9. 
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Figura 9 - Comparação da Viabilidade Celular (%) entre os diferentes microrganismos, após 24h e 48h da 

ativação da água, e com as diferentes águas ativadas por plasma, PAW ambiente e PAW refrigerada 

 

Fonte: Autor 

  

 

4.3  CONTAGEM DAS UNIDADES FORMADORAS DE COLÔNIA DOS GRUPOS DE 

MICRORGANISMOS SUBMETIDOS À ÁGUA ATIVADA POR PLASMA  

 

Na Figura 10 podemos verificar que os grupos de K. pneumoniae, E. coli e S. 

aureus tiveram os números de UFC/mL reduzido ao decorrer do experimento quando 

comparado com o controle. A Figura 10 apresenta resultados da comparação entre o 

grupo controle com os grupos de microrganismos tratados com os diferentes tipos de 

água ativada por plasma, o que está representado pelo símbolo * (p <0,05). Ao 

examinar os resultados obtidos por meio da análise estatística pelo método ANOVA e 

teste de Tukey verificou-se, que ao comparar todos os valores obtidos com seus 

respectivos grupos controle todos os resultados foram significativos.  
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Figura 10 - Comparação das médias de UFC/ml entre os diferentes tipos de PAW (a, ambiente; r, refrigerada) em 

cada tipo de microrganismos, após 0h, 24h e 48h da ativação da água.  Teste ANOVA; *p<0.05 versus controle. 

 

Fonte: Autor 

 

Foi constatado por meio da análise estatística, que ao comparar os resultados 

obtidos nos grupos tratados com seus respectivos grupos controle, todos resultados 

foram estatisticamente significativos, comprovando que a PAW é eficiente na 

inativação das cepas ATCC de K. pneumoniae, E. coli e S. aureus. 

Para todas as bactérias estudadas a maior redução das UFC foi no tempo 0h. 

Após analisar os dados obtidos foi constatado que a PAW refrigerada apresentou uma 

maior redução no número de UFC/ml ao comparar com a PAW ambiente em todos os 

microrganismos estudados, mostrando que a PAW refrigerada apresenta uma melhor 

inativação das cepas estudadas. Embora os resultados da E. coli tenham sido 

similares em ambas as PAWs no tempo de 0h, é possível verificar que ao decorrer do 

tempo a PAW refrigerada apresentou uma maior redução da UFC/ml. Houve uma 

redução logarítmica de 8 logs para 4 logs em todas as bactérias estudadas e em 

ambas as PAWs, porém aquando utilizada a PAW refrigerada foi observado uma 

maior redução logarítmica quando comparada com a PAW em temperatura ambiente. 

Também foi possível constatar que a PAW refrigerada conseguiu manter uma 

melhor ação antimicrobiana durante os tempos estudados, fato possível de ser 

analisado ao observar a redução logarítmica, onde a PAW refrigerada tem uma menor 

perda da ação antimicrobiana ao longo do tempo do que a PAW ambiente. 
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4.4  VIABILIDADE CELULAR DOS GRUPOS DE MICRORGANISMOS CONTENDO 

A MEMBRANA AMNIÓTICA CONTAMINADA E SUBMETIDA À ÁGUA ATIVADA 

POR PLASMA 

 

Após verificar os resultados obtidos pelos testes utilizando apenas a PAW sem 

a membrana, conforme descrito no item 4.1, foi utilizado a PAW imediatamente após 

a sua ativação.  

A redução da Viabilidade Celular dos microrganismos avaliados associando a 

Membrana Amniótica foi maior do que a da Viabilidade Celular usando apenas a Água 

Ativada por Plasma. Ao analisar as viabilidades celulares foi possível avaliar que não 

houve uma grande diferença entre os microrganismos estudados, porém ao comparar 

as diferentes águas ativadas por plasma foi possível observar que a PAW refrigerada 

apresentou uma maior redução da Viabilidade Celular, assim como observado no 

estudo realizado apenas com a Água Ativada por Plasma. A Klebsiella pneumoniae 

apresentou uma viabilidade celular de 15% para a PAW em temperatura ambiente e 

11% para a PAW refrigerada, a Escherichia coli teve 14% para a PAW em temperatura 

ambiente e 10% para a PAW refrigerada e o Staphylococcus aureus apresentou a 

maior redução da viabilidade celular, sendo de 13% para a PAW em temperatura 

ambiente e 10% para a PAW refrigerada. Na Figura 11 é possível observar o 

comportamento da Viabilidade Celular. 
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Figura 11 – Comparação das médias da Viabilidade Celular (%) entre os diferentes microrganismos do grupo 

associada a MA, imediatamente após a ativação da água das diferentes águas ativadas por plasma, PAW 

ambiente e PAW refrigerada. 

 

Fonte: Autor 

A princípio é possível avaliar que a associação da MA com PAW, proporcionou 

um sinergismo da ação antimicrobiana, diminuindo ainda mais a viabilidade celular 

observada quando utilizando apenas a PAW, mantendo ainda uma maior ação 

antimicrobiana quando utilizada em conjunto com a PAW refrigerada. Todo o 

experimento foi realizado em triplicata. 

 

4.5  CONTAGEM DAS UNIDADES FORMADORAS DE COLÔNIA DOS GRUPOS DE 

MICRORGANISMOS CONTENDO A MEMBRANA AMNIÓTICA CONTAMINADA 

E SUBMETIDA À ÁGUA ATIVADA POR PLASMA 

 

Os resultados obtidos demonstraram que tanto a PAW refrigerada, quanto a de 

PAW em temperatura ambiente, possuem uma ação antimicrobiana significativa sobre 

cepa padrão ATCC® de E. coli, S. aureus e K. pneumoniae quando comparada com 

o grupo controle. Porém ao comparar os resultados da PAW refrigerada com a PAW 

ambiente, foi possível notar que a PAW refrigerada apresentou uma maior redução 

das UFC/mL, conforme observado na Figura 12. 
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Figura 12 - Comparação das médias de UFC/ml entre os diferentes tipos de PAW associada a MA em cada tipo 

de microrganismos, imediatamente após a ativação da água.  Teste ANOVA; * p<0.05 versus controle; #. p<0.05 

versus PAW ambiente. 

 

Fonte: Autor 
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As Figuras apresentam a comparação entre o grupo de controle e os grupos 

tratados com cada tipo de PAW e tipo de microrganismo, avaliando a contagem de 

unidades formadoras de colônias. Podemos observar que houve pouca dispersão dos 

resultados, sendo o grupo da E. coli o grupo com a menor dispersão, já os grupos da 

K. pneumoniae e S. aureus apresentaram as dispersões de seus resultados similares. 

Ao observar o número de UFC/, é possível analisar que o grupo PAW ambiente + MA, 

apresentou uma menor redução das UFC do que a PAW refrigerada + MA, e que o 

grupo da K. pneumoniae apresentou uma menor diminuição nas UFC em comparação 

com os outros dois grupos e que o grupo do S. aureus apresentou uma maior 

diminuição nas UFC.  

Para o grupo S. aureus, o grupo controle (MA + água de osmose reversa) 

apresentou 4,69 e 4,7 log, que foi uma redução de 2,83 e 2,84 log comparando com 

o inóculo, o grupo da MA + PAW refrigerada apresentou 3,82 log, que foi uma redução 

de 0,87 log em relação ao controle e 3,6 log em relação ao inóculo.  Já o grupo MA + 

PAW ambiente apresentou 4,03 log, que foi uma redução de 0,67 log em relação ao 

controle e 3,49 log em relação ao inóculo. O controle do grupo K. pneumoniae 

apresentou 4,72 e 4,77 log, que foi uma redução de 2,28 e 2,23 log comparando com 

o inóculo, o grupo da MA + PAW refrigerada apresentou 3,99 log, que foi uma redução 

de 0,73 log em relação ao controle e 3,01 log em relação ao inóculo.  Já o grupo MA 

+ PAW ambiente apresentou 4,27 log, que foi uma redução de 0,5 log em relação ao 

controle e 2,73 log em relação ao inóculo. Para o grupo E. coli, o grupo controle 

apresentou 4,99 log, que foi uma redução de 2,48 log comparando com o inóculo, o 

grupo da MA + PAW refrigerada apresentou 4,27 log, que foi uma redução de 0,72 log 

em relação ao controle e 3,2 log em relação ao inóculo. Finalmente o grupo MA + 

PAW ambiente apresentou 4,49 log, que foi uma redução de 0,5 log em relação ao 

controle e 2,98 log em relação ao inóculo. 

 

4.6 ANÁLISE DO MEV 

 

A Figura 13 mostra as imagens obtidas pela Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV), onde é possível observar a destruição celular causada nas bactérias 

pela ação da Membrana associada a PAW, onde o controle da E. coli utilizado não 

possui dano em sua parede celular, quando comparado com as bactérias que 
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passaram pela membrana associada a PAW, também é possível notar que a bactéria 

que sofreu apenas o efeito da PAW, visualmente, sofreu menos danos à sua parede 

celular. Para o S. aureus pode ser observado um grande dano na parede celular e lise 

celular nos grupos PAW e Membrana associada PAW. Já para a K. pneumoniae não 

foi possível ver nenhum dano nos grupos, devido a característica da bactéria de 

produzir muco.  

 

Figura 13 - Efeito da PAW e da PAW + MA analisado através da microscopia eletrônica por varredura: (A) 

Controle, (B) Bactéria + PAW, (C) Bactéria + PAW + Membrana. 1) K. pneumoniae, 2) S. aureus e 3) E. coli. 

Utilizando uma magnitude de 2000x com uma escala de 2µm. 

 

Fonte: Autor 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A busca de uma nova técnica para a descontaminação da MA é processo que 

necessita inovações nas pesquisas clínicas, que propõem a redução dos efeitos 

negativos apresentados nas técnicas convencionais utilizadas. A PAW é um novo 

método que vem sendo pesquisado para a realização de descontaminação de 

superfícies e materiais biológicos, apresentando um bom efeito antimicrobiano. O seu 

uso pode ser uma importante técnica na inativação de microrganismos que possam 

estar presentes na MA, contribuindo na diminuição dos efeitos indesejáveis que as 

técnicas convencionais apresentam (KAUSHIK et al., 2018).  

 Uma das principais características da PAW é a sua grande variedade de 

parâmetros que podem ser utilizados para a sua obtenção, onde o conjunto de gases, 

potência elétrica, sistema de plasma e distância do bocal para a superfície afetam o 

efeito antimicrobiana da PAW. Neste experimento foi utilizado os gases de argônio e 

ar comprimido, com o sistema de geração do plasma chamado gliding arc, a junção 

de argônio + ar comprimido faz com que se tenha uma maior geração de espécies 

reativas de vida longa. Quando a descarga do plasma é gerada apenas com Argônio 

se tem uma criação de espécies reativas de vida curta como o peróxido de hidrogênio, 

oxigênio e hidroxila, porém quando a descarga é gerada em conjunto com outro gás 

como o ar comprimido, este auxilia na criação de espécies de vida longa como o 

nitrato, nitrito e ozônio, sendo que essas espécies reativas possuem um maior grau 

de efeito antimicrobiano do que as espécies de vida curta (DORIA, 2019; KONDETI et 

al., 2018). 

 Foram escolhidas para a geração da PAW a água de osmose reversa refrigera 

a 4°C e em temperatura ambiente a 27°C, pois sabe-se que a solubilidade de gases 

na água é inversamente proporcional a sua temperatura. Pang e colaboradores em 

um estudo realizado em 2021, ativou a água em quatro temperaturas diferentes sendo 

elas 4°C, 25°C, 40°C e 70°C por 10 min e mantendo as temperaturas estáveis com 

gelos e superfícies aquecidas, e chegou a observar que quanto maior a temperatura 

da água maior a sua taxa de evaporação, algo que diminui a absorção de gases na 

água pois aumenta a distância do bocal para a superfície da água, além disto ele 

também observou que a água a 25°C apresentou um maior concentração de espécies 

reativas do que a água a 4°C, já que a água a 4°C apresenta uma ligação de 
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hidrogênio mais forte dificultando a absorção dos gases na água. No presente estudo 

a PAW refrigerada 4°C apresentou uma melhor ação antimicrobiana quando 

comparada com a PAW em temperatura ambiente 27°C, onde a PAW em temperatura 

ambiente apresentou uma maior formação de bolhas e vapor além de ter tido a sua 

temperatura aumentada. 

Com o passar do tempo a ação antimicrobiana foi reduzida, devido ao consumo 

das espécies reativas presentes na água, isso se dá naturalmente e é influenciado 

pela forma e temperatura de armazenamento, no presente estudo optou-se por 

armazená-la em temperatura ambiente para analisar o decaimento natural da ação 

antimicrobiana da PAW. Esse comportamento foi avaliado por Shen e colaboradores 

de 2016, que analisaram o tipo de armazenamento ideal para garantir a maior eficácia 

da ação antimicrobiana da PAW, concluindo que, quanto menor a temperatura de 

armazenamento, maior a duração da ação antimicrobiana, fato que auxilia no 

entendimento dos resultados obtidos no presente estudo, uma vez que esclarece o 

motivo da redução do efeito antimicrobiano da PAW ao longo de três dias, fato 

demonstrado também por Figueira (2019), onde além do fato da temperatura baixa de 

armazenamento influenciar na maior quantidade de nitrato e nitrito na PAW, 

demostrou também que as concentrações dessas espécies reativas vão diminuindo 

com o passar do tempo. 

Kutasi e colaboradores em seu artigo publicado em 2021, estudou o 

decaimento das espécies, foi demonstrado que a quantidade de NO2
- começa a decair 

imediatamente, e após 200 min desaparece completamente da PAW, a quantidade de 

H2O2 decai até a metade do seu valor inicial durante os 100 minutos e estabiliza nesse 

valor, porém a quantidade de NO3
-
 aumenta, pois ele é um dos produtos da reação 

NO2
- + H2O2 + H+. Todas essas espécies reativas são responsáveis pela ação 

antimicrobiana da PAW e com a diminuição delas se tem uma redução de sua ação, 

fato que foi possível observar por meio dos resultados de 24h e 48h após a ativação 

da PAW. 

O efeito antibacteriano da PAW está conectado sinergicamente com o seu pH 

baixo. Para se obter um pH baixo é necessário ter uma alta concentração de H+, e sua 

a principal fonte é por meio da ionização de nitrato e nitrito (MIZOI et al., 2022). O 

nitrato e nitrido são gerados a partir da dissolução do NOx, que é gerado a partir de 

espécies reativas de N2 e O2, porém a dissolução de NOx vai diminuindo de acordo 
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com o aumento da temperatura da água, possuindo uma maior taxa de dissolução em 

temperaturas mais baixas (DAUBERT, 1998; PANG et al., 2021).  

Xu e colaboradores em seu artigo publicado em 2020, estudou o efeito da PAW 

gerado por descarga de plasma Corona utilizando ar atmosférico em biofilmes de S. 

aureus, onde reduziu 2,24 log das UFC/ml atingindo um pH de 3,10 após 30 minutos 

e uma redução 4,72 log das UFC/ml e um pH de 2,56 após 60 minutos. A diferença 

de resultados do presente onde a redução das UFC/ml foi de 3,75 log e atingiu um pH 

de 3,41, se dá pelo diferente sistema de plasma e as bactérias utilizados no estudo 

de XU estavam em formato de biofilme enquanto o do presente estudo estava em 

forma planctônica. 

E. coli e S. aureus são bactérias encontradas nas contaminações de MA (HE 

et al., 2020; JUNG et al., 2021). No presente estudo o grupos das membranas 

contaminadas por E. coli e S. aureus que foram submetidos ao tratamento com a PAW 

em diferentes temperaturas obtiveram resultados similares, obtendo uma redução de 

3 log, o que está de acordo com Chiappim e colaboradores em estudo publicado em 

2021, no qual 250 mL de água de torneira foram ativados utilizandoo sistema gliding 

arc, com um fluxo de gás de 5 L/m de ar comprimido por 30 min. Chiappim e 

colaboradores (2021)  utilizando a PAW em S. aureus, E. coli e C. albicans, 

observaram uma redução de 3 log das UFC/mL para as bactérias, porém não se teve 

uma redução significativa para a C. albicans. Adicionalmente foi observado que a 

E.coli apresentou uma maior susceptibilidade para os efeitos antimicrobianos da PAW, 

quando comparado ao S. aureus, sendo este resultado diferente ao observado no 

presente estudo. Este achado pode ser explicado pelo uso de diferentes tipos de 

gases, assim como diferentes tempos de incubação dos microrganismos na PAW. 

A E. coli e o S. aureus foram as bactérias que mais apresentaram 

susceptibilidade para a ação da PAW, porém não foi o suficiente para inibir o 

crescimento bacteriano. Chen e colaboradores em seu trabalho realizado em 2018, 

utilizou uma concentração bacteriana de 2x108 UFC/mL, e observou o efeito da PAW 

em bactérias planctônicas e em biofilmes verificando que tanto as bactérias na forma 

planctônicas, quanto os biofilmes não conseguiram sobreviver após 30 min e 3h de 

incubação na PAW, respectivamente. Esta diferença dos resultados se dá pela 

diferença do sistema de plasma utilizado que foi o micro catodo oco (MHCD) utilizando 

dois tipos de gases, e tempo de ativação diferentes, onde a PAW gerada por ar 
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comprimido atingiu um pH de 2,6 após 10 min de ativação e pH de 2,1 após 30 min, e 

a PAW de oxigênio atingiu um pH de 2,8 e pH de 2,3 após 30 min. Como mencionado 

previamente o pH baixo está relacionado com a geração de espécies reativas, sendo 

possível concluir que a principal diferença dos resultados da ação microbiana entre o 

presente estudo e o estudo de Chen pode ter ocorrido pelos diferentes parâmetros 

utilizados para a geração da PAW, os quais podem ter ocasionado um menor pH do 

que o encontrado no presente estudo. 

Considerando todas as bactérias estudadas a K. pneumoniae foi a que 

apresentou uma maior resistência a ação antimicrobiana da PAW. Essa resistência foi 

observada por Bălan e colaboradores em 2018, onde ele utilizou a PAW gerada pelo 

sistema gliding arc utilizando ar comprimido, para fazer a limpeza de duodenoscópio, 

e observou que a E. coli foi mais suscetível à ação da PAW do que a K. pneumoniae, 

uma vez que esta bactéria necessitou de. um tempo maior de exposição à PAW para 

atingir uma redução de UFC significativa. Esse resultado foi similar ao presente 

estudo, sendo a E. coli a bactéria mais suscetível à ação antimicrobiana da PAW, 

quando comparado a K. pneumoniae, embora ambas sejam bactérias Gram - 

negativas. 

Muhammad e colaboradores 2019 utilizando ar comprimido em um sistema de 

plasma comercial da Tonson Hi-Tech Automation Equipment Co., Ltd., ativou 400 mL 

de água deionizada durante três tempos: 3, 7 e 10 minutos, e deixou um contato com 

a K. pneumoniae por 15 minutos, e observou que a PAW com o maior período de 

ativação apresentou um maior efeito antibacteriano e um menor pH, tendo uma 

redução de 3.7 log das UFCs de K. pneumoniae. Foi observado que o pH da PAW 

decaiu de 6.47 para 2.71, além de avaliar que a concentração de NO3
-, NO2

- e H2O2 

foi maior no tempo de 10 min de ativação. Resultados similares foi observado no 

presente estudo, porém foi necessário um maior tempo de exposição para obter os 

resultados, uma vez que o tempo de exposição utilizado e o pH obtido foram 

diferentes. 

Li e colaboradores (2017), utilizou a PAW como enxaguante bucal in vitro nas 

bactérias, Actinomyces viscosus, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans 

observando a geração de espécies reativas, as quais induziram um forte estresse 

oxidativo e dano celular fazendo com que ocorresse um vazamento das proteínas 

intracelulares e do DNA após o tratamento com PAW. No presente trabalho, a análise 
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das imagens obtidas no MEV demonstrou também dano celular causado pela PAW 

nas paredes celulares, principalmente na Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 

Ao sofrer ação da PAW, as células de S. aureus exibiram dano na parede celular, 

podendo ser observado que a parede celular da espécie S. aureus apresentou 

deformações em suas células gerando lise celular. Rathore e colaboradores 2021 

utilizou o sistema de plasma dielectric barrier discharge (DBD) e os gases oxigênio e 

nitrogênio para estudar os efeitos físico-químico e antibacteriano da PAW. Foi 

observado, que a razão da deformação da parede celular das células de S. aureus foi 

o extravasamento de proteínas e ácidos nucleicos. Além disso, o tratamento com a 

PAW danificou o sistema de transporte da membrana, fazendo com que ocorresse um 

extravasamento de potássio da célula (ZHAO et al., 2021a). 

Mesmo obtendo uma redução entre 3 - 4 Log em todas as bactérias estudadas 

não foi possível realizar uma inativação completa das células bacterianas para se 

considerar a esterilização da MA, já que para ocorrer a esterilização é necessário que 

tenha uma redução de no mínimo 6 Log ou prevenir completamente o crescimento de 

colônias bacterianas (MATSUMOTO et al., 2021). 

Estudos futuros são necessários para aumentar a eficácia antimicrobiana da 

PAW, e verificar se a PAW exerce efeitos sobre a morfologia das células da MA por 

causa do seu pH baixo e espécies reativas. Por enquanto não se tem informações 

sobre estes fatores, uma vez que não foi encontrado outro trabalho que envolva 

plasma e PAW com a MA.  
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6 CONCLUSÃO 

 

Com base nos experimentos realizados, e a partir dos resultados obtidos pode-

se concluir que: 

Todas as bactérias estudadas apresentaram redução das UFC/mL entre 3 - 4 

Log, sendo a K. pneumoniae a bactéria que apresentou a maior resistência a ação da 

PAW.  Já a E. coli e o S. aureus apresentaram susceptibilidades similares para a PAW. 

A PAW também reduziu a viabilidade celular de todas as bactérias, sendo a K. 

pneumoniae a bactéria que apresentou a maior resistência a ação da PAW. A PAW 

refrigerada apresentou um maior efeito antimicrobiano para todas as bactérias 

estudadas. 

A associação da PAW a MA apresentou uma sinergia na ação antimicrobiana, 

observada no teste de viabilidade celular. Foi possível concluir que a PAW teve uma 

boa ação antimicrobiana sobre os microrganismos estudados, sendo que a PAW 

refrigerada apresentou um melhor resultado, embora não tenha proporcionado a 

esterilização das MA contaminadas. A PAW + MA apresentou um melhor efeito 

antimicrobiano quando comparado apenas com a PAW em todos os microrganismos 

estudados, porém não foi uma grande diferença. 

Um ponto importante observado foi que a PAW fez com que as células 

bacterianas sofressem lise, mostrando o papel que as espécies reativas possuem na 

inativação dos microrganismos. Foi observado a redução do pH da água após a sua 

ativação, decaindo de 6 para 3.6 para a PAW ambiente e 3.3 para a PAW refrigerada. 
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ANEXO A – Aprovação do Projeto no Comite de Ética 
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ANEXO B: Resumo apresentado no Simpósio de Engenharia Biomédica do Vale do 

Paraíba 

 

 


