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RESUMO

A medicina do plasma evoluiu no tratamento da cicatrizagdo de feridas, se destacando como uma excelente
possibilidade terapéutica. Por se tratar de algo relativamente novo, ainda ha a necessidade de conhecimento de
alguns dos seus mecanismos de acdo e aplicag@o. Portanto, este artigo teve como objetivo fazer um levantamento
da literatura acerca da aplicagdo do plasma atmosférico a frio no tratamento da cicatriza¢do de feridas cutaneas
como forma de nortear o médico veterinario para utilizacdo desse recurso terapéutico. O plasma é gerado por
campos eletromagnéticos e ¢ considerado o quarto estado da matéria, tendo sua acdo impulsionada por
substancias gasosas. Sua acdo se da a partir da intera¢do das espécies reativas presentes no seu jato, que produz
efeitos estimuladores sobre a angiogénese, a produgdo de colageno, os fatores de adesdo de uma célula a outra e
migracdo celular, além de fatores de crescimento e sinalizagdes importantes nesse processo. Ha varios relatos da
sua eficacia tanto de maneira direta como indireta, o que aumenta sua possibilidade de uso. De maneira geral, é
preciso uma melhor defini¢do de parametros ¢ modos de aplicagdo seguros, baseados principalmente no fluxo,
intensidade, posicionamento e tempo de jateamento na area lesionada. E importante ainda o médico veterinario
pensar sobre as particularidades da espécie tratada no momento, o que aponta a versatilidade do uso dessa
terapéutica na clinica de feridas. Mesmo diante dessas lacunas, os pardmetros descritos na literatura parecem ser
seguros e podem ser utilizados como referéncia para a consolidacdo de novos estudos em diferentes espécies e
praticas clinicas.
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ABSTRACT

Plasma medicine has evolved in wound healing treatment, being highlighted as an excelent therapeutic
possibility. As it is something relatively new, there is still a need to know some of its mechanisms of action and
application. Therefore, this article aimed to make a survey of the literature on the application of cold
atmospheric plasma in the treatment of skin wound healing as a way to guide the veterinarian to use this
therapeutic resource. Plasma is generated by electromagnetic fields and is considered the fourth state of matter,
having its action driven by gaseous substances. Its action occurs from the interaction of reactive species present
in its jet, hich produces stimulating effects on angiogenesis, collagen production, adhesion factors from one cell
to another, and cell migration, in addition to growth factors and important signals in this process. There are
numerous reports of its effectiveness, both directly and indirectly, which increases its possibility of use. In
general, a better definition of safe parameters and mode of application is needed, based mainly on the flow,
intensity, positioning, and blasting time in the injured area. It is also important for the veterinarian to think
about the particularities of the species treated at the moment, which points to the versatility of using this therapy
in the wound clinic. Even in the face of these gaps, the parameters described in the literature appear to be safe
and can be used as a reference for consolidating new studies in different species and clinical practices.
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INTRODUCAO

A ferida ¢ caracterizada como uma descontinuidade na pele, independente da
etiologia. E uma vez que se instaura, existem dois mecanismos principais de reparagdo: a
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regeneragdo, com substituicdo do tecido lesionado por um novo; e a cicatrizagdo,
caracterizada pela deposi¢do do colageno, tendo sua ocorréncia marcada por uma cascata de
eventos que envolve componentes da matriz extracelular, mediadores de natureza lipidica e
proteica, células residentes e de defesa (HUSSNI ez al., 2010; CHAVES et al. 2014).

No entanto, esses eventos estdo passiveis de interferéncias tanto internas, como
externas e isso faz com que o tratamento de feridas se apresente como um desafio,
representando um dos principais fatores de morbimortalidade na pratica clinica veterindria,
além de impactar para o aumento dos custos de internagdo e tratamento (REIS FILHO ef al.,
2014). Assim, muitos mecanismos tém sido utilizados desde os medicamentos de uso topico,
até terapias com tecnologias ndo invasivas, a exemplo do plasma atmosférico a frio gerado em
barreira dielétrica - DBD (LU et al., 2012).

Esse tratamento ¢ caracterizado por descargas entre dois eletrodos divididos por uma
barreira dielétrica isolante que energiza o ar para gerar o plasma. Dentre suas vantagens, tém-
se o baixo custo, além da possibilidade de utilizacdo de diversos gases que o tornam mais
versatil. E de facil aplicagdo e apresenta boa aceitagio por ser indolor. Seus beneficios ja sdo
pronunciados na fase aguda pelo estimulo do processo de cicatriza¢ao de tecidos, com efeitos
na proliferacdo de células endoteliais que apontam para a possibilidade de impactos positivos
na angiogénese mediada posteriormente por essas cé¢lulas (KALGHATGI et al., 2008;
ALCANTARA et al., 2013; BREHMER, 2015; ULRICH et al., 2015).

Nessa perspectiva, o uso do plasma DBD desperta o interesse das ciéncias médicas,
por ter sido considerado toleravel pelos tecidos biologicos e pela sua capacidade de inativar
microrganismos como bactérias, € promover uma mudanga no tecido sem causar inflamagao
(WOEDTKE et al., 2014). Essas propriedades o tornam uma alternativa interessante para o
tratamento de cicatrizagdo de feridas, apresentando-se como promissora para uso em
aplicacdes na clinica médica veterinaria.

Diante disso, esta pesquisa teve como objetivo fazer um levantamento da literatura
acerca da aplicagdo do plasma atmosférico a frio para tratamento de feridas cutaneas como
forma de nortear o médico veterinario para utilizagdo desse recurso terapéutico na clinica.

DESENVOLVIMENTO

Cicatrizacio da pele e fatores envolvidos

Quando submetido a uma situacdo de descontinuidade extensa mais profunda, o
corpo responde com a deposicao de colageno local, o que confere uma estruturacao diferente
do tecido primario (CAMPOS et al., 2007). Para isso, ocorre uma cascata de eventos
coordenados e sobrepostos entre si com o objetivo principal de reconstituir o tecido perdido.
Toda essa cascata se inicia com a hemostasia, caracterizada pela vasoconstricio da
musculatura da parede dos vasos, formag¢ao do coagulo, deposicdo de fibrina e, portanto,
estabilizacao da perda de sangue. Depois, ocorre a fase inflamatoria,; seguida das fases de
proliferagdo ou de granulagdo, e de remodelamento ou de maturacao (ISAAC et al., 2010;
BRASSOLATTI et al., 2016).

Na fase inflamatoéria, ha a presenca marcante dos sinais cardinais (dor, calor, rubor,
edema e perda de funcgdo) e seu tempo pode variar em 96 horas ou mais, a depender dos
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fatores intervenientes. A hemostasia e a coagulagdo sdo os mecanismos principais. Nessa fase,
ha uma migra¢do de leucdcitos e a cascata de eventos se inicia para que ocorra a reparacao
tecidual. O componente vascular ¢ essencial para a formagdo de um ambiente propicio, além
do importante papel das plaquetas que liberam mediadores quimicos, como o derivado de
plaquetas (PDGF), o crescimento transformante-o ¢ B (TGF-a, TGF - B), o fator de
crescimento de endotélio vascular (VEGF) e o crescimento epidérmico (EGF); além de
fatores que contribuem para a formagdo da matriz extracelular e o aumento da permeabilidade
dos vasos para penetragdo de grupos celulares necessarios (UZEDA-E-SILVA et al., 2016;
SORG et al., 2017).

Portanto, nas primeiras 24 horas ap6s a lesdo, ha um predominio de neutrofilos, que
realizam fagocitose, além de liberar proteases e espécies reativas de oxigénio na intencao de
eliminar os microrganismos presentes e degradar macromoléculas. E, apds as primeiras 24
horas, comega a ocorrer uma alteracao do tipo celular, com predominio dos monocitos que se
diferenciam em macréfagos e, juntamente com os residentes teciduais, irdo coordenar todo o
processo de reparo tecidual (UZEDA-E-SILVA et al., 2016).

Quando hé& uma reducdo da atividade inflamatoria, inicia-se a proliferagao tecidual,
essencial para a formacao cicatricial, e pode durar até trés semanas. Essa fase, ¢ marcada por
trés eventos, a saber: angiogénese, reepitelizagdo e a fibroplasia. A angiogénese se caracteriza
pela migracao de células endoteliais de vasos integros para a regido da borda da ferida, dando
origem a novos capilares. Nessa fase, t€ém-se a acdo primordial do VEGF (RAKOCEVIC et
al.,2017).

Na reepitelizacdo ha um restabelecimento das caracteristicas estruturais e funcionais
da epiderme que foram perdidas devido a lesdo de descontinuidade. Para isso, ha a
participagdo expressiva de queratindcitos, que migram e se diferenciam na regido (TAZIMA
et al., 2018). A fibroplasia, por sua vez, caracteriza-se pela proliferacdo e migragdo de
fibroblastos, através dos quimioatraentes EGF e PDGF, principalmente. Apods atraidos, irdo se
diferenciar em miofibroblastos por meio do PDGF e TGF-f; e, ap6s. diferenciados, possuem
capacidade de se contrair, o que faz com que essas células se movimentem por toda a area da
ferida e depositem fibronectina sobre a fibrina. Dessa forma, comeca-se a deposicao de
colageno (ISAAC et al., 2010).

Sobre o colageno, o tipo que mais predomina no tecido reparado ¢ o colageno tipo
III, onde ha ligacdo com os miofibroblastos que alinham essas fibras e promovem a contragdo
da ferida, mediados por TGF- e PDGF (GORDON, 2016). Quando h4 uma grande deposi¢do
de colageno, diminuicdo do numero de capilares e fibroblastos, inicia-se a fase de
remodelagdo (TAZIMA et al., 2018).

A fase de remodelacdo pode durar semanas ou anos e se caracteriza pela diminui¢ao
da atividade celular, degrada¢ao do colageno tipo III e aumento da produgdo de colageno tipo
I pelos fibroblastos de maneira equilibrada. A medida que ocorre essa transi¢do, da-se o
remodelamento tecidual, fator necessario para a contracao da ferida e aumento da resisténcia
mecanica do tecido. Esse evento ¢ mediado pela comunicagdo das células da matriz
extracelular, além da influéncia de substancias, como serotonina, epinefrina, angiotensina e
bradicinina (PARK et al., 2017).

Com relagdo ao comportamento de aproximacgdo da borda da ferida, a cicatrizagdo

pode ser classificada como por primeira intengdo e por segunda inten¢do. Sendo assim,
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quando a extensdo da lesdo permite que as bordas da ferida se aproximem mecanicamente,
diz-se que a cicatrizacdo foi por primeira inten¢ao. Nesses casos, a perda tecidual ¢ minima.
J4 quando a lesdo ¢ extensa a ponto de ndo permitir que esse processo ocorra, sendo
necessario que haja o mecanismo de contracao, tém-se a cicatrizacdo por segunda intengao,
que ¢ caracterizada por grande perda tecidual. Atualmente, fala-se numa outra classificacao
que ¢ a de terceira intencao, quando a ferida ¢ mantida aberta e por meio de enxertos ¢ feita
essa aproximagao das bordas (TAZIMA et al., 2018).

Plasma DBD: caracteristicas, mecanismos de acio e evolucao

O plasma ¢ gerado por campos eletromagnéticos e pode ser considerado o quarto
estado da matéria, além de ser o mais abundante na natureza, presente em varios fenomenos
naturais, bem como nas tecnologias usadas no dia a dia (ARPAGAUS et al, 2018). Sua
caracteristica predominante ¢ ser um meio condutor, composto por um conjunto de particulas,
que, apesar de estarem individualizadas no meio, a interacao entre elas ¢ essencial para que se
tenha a geracao da energia (BARDOS e BARANKOVA, 2010).

Nesse campo de estudo, ha o envolvimento de conhecimentos da fisica, das ciéncias
da satide e da medicina com o objetivo de estabelecer pardmetros aceitaveis tanto dentro do
tratamento de superficies e materiais biomédicos como diretamente de tecidos bioldgicos.
Desse modo, a medicina do plasma tem evoluido para o tratamento de afecgdes como cancer,
na acdo antibacteriana, e nas alteragcdes dermatoldgicas de maneira geral, com destaque para
cicatrizagdo de feridas (IZADJOO et al., 2018).

A acdo do plasma ¢ impulsionada a partir de substancias gasosas que podem ser gas
hélio, argdnio, oxigénio, nitrogénio, ar ambiente, entre outros gases. Além disso, o plasma
pode ser composto por particulas carregadas, como os elétrons e ions; particulas neutras;
espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species) e nitrogénio (RNS - Reactive
Nitrogen Species), que sao formadas a partir da interagdo dos elétrons presentes e disponiveis
no plasma e as particulas de oxigénio e nitrogénio desse meio (JO et al., 2015).

Desse modo, as espécies reativas tém sua agdo direta na membrana celular,
provocando desde o rompimento por estresse oxidativo ou pelo aumento da tensao
eletrostatica até a morte celular pelo seu efeito neutralizador ou por fotons ultravioletas (UV),
que causam a necrose (PINTO, 2018). Além disso, ha os efeitos de cicatrizagao pelo estimulo
e aceleragdo de componentes € mecanismos envolvidos nesse processo, como angiogénese,
producdo de colageno, fatores de adesdao de uma célula a outra e migragao celular. Esses
mecanismos podem ocorrer pela interacdo do 6xido nitrico e peroxido de hidrogénio que
atuam estimulando ou inibindo a proliferacdo celular, ao passo que estimulam fatores de
crescimento importantes no processo inflamatorio, e atuam na coagulacdo sanguinea junto
com as ROS (ALVES et al., 2019).

Com relagdo a obtencao do plasma, t€ém-se basicamente o corona, que ¢ aquele que
emite o plasma por meio de superficies assimétricas; o jato de plasma, que por sua
conformidade pode emitir o plasma para superficies irregulares; e o plasma DBD, que ¢ a
descarga por barreira dielétrica que ocorre entre o espago de dois eletrodos (NISHIME et al.,
2016).

Nessa modalidade, ¢ necessario que pelo menos uma ou as duas superficies estejam

recobertas por barreira dielétrica, que pode ter suas superficies formadas por quartzo, vidro,
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ceramica, entre outros materiais; além da distincia entre elas que deve ser minima. As
descargas operam em altos intervalos de tensdes, tendo como vantagens a limitagdo da
corrente, a preven¢ao na formagdo de arco, o impedimento do trabalho de forma continua, a
capacidade de produzir moléculas excitadas, além da flexibilidade no que diz respeito a forma
geométrica (podendo ser plana, cilindrica, coplanar ou de superficie), € ao modo de operagao,
gases utilizados e parametros gerais (poténcia de entrada, fluxo do gas, frequéncia e pressao).
Ja como desvantagens, t€ém-se a limitacdo dimensional da amostra, ja que as superficies ficam
muito proximas (LU et al., 2012).

Como forma de suprir as desvantagens desse sistema, surge a possibilidade do uso do
jato tipo DBD, que atua dentro da mesma logica explicada anteriormente, ao passo que possui
uma baixa poténcia e, consequentemente, sua temperatura ¢ proxima a ambiental, o que torna
seu uso seguro independente da distidncia estabelecida com a superficie a ser tratada. Tais
caracteristicas o tornam aplicavel na area biomédica (NISHIME et al., 2016).

Plasma DBD e cicatrizacao de feridas

A partir do século XIX, comegou-se a aplicagdo do plasma para fins biomédicos, e
desde entdo o campo de estudo para melhor aplicabilidade das propriedades fisicas dessa
terapia vem passando por evolugdo e aprofundamentos (WOEDTKE et al., 2014).

Nesse sentido, o CAP (do inglés Cold Atmospheric Plasma) tem sido amplamente
difundido para o tratamento de cicatrizag@o de feridas e isso se deve a interagao das moléculas
reativas (6xido nitrico - NO, Peroxido de Hidrogénio - H>O2, Ozbénio - O3, Dioxido de
nitrogénio - NO;, entre outras) presentes ao redor do jato do plasma que, quando
administradas de maneira segura, promovem beneficios e recuperagao para a saude em geral,
desde seus efeitos contra bactérias, regulacdo de metabolismo, comunicagdo entre os meios
celulares, sinalizacdo para fatores de crescimento, estimulo para coagulagdo sanguinea,
angiogénese, respostas imunes e inflamatorias, producdo de colageno, adesdo celular,
diminui¢do do pH, levando a acidifica¢do da pele e, assim, até o processo da coagulacdo, com
a conversao de fibrinogénio em fibrina (DAESCHLEIN et al., 2012; DEZEST et al., 2017).

Essas espécies reativas acabam se associando e diminuindo ainda mais seus efeitos
toxicos, o que potencializa os efeitos terapéuticos. No caso do NO, quando em baixas
concentracgoes, estimula os fatores de crescimento que sdo essenciais na fase inflamatoria da
cicatrizagdo, enquanto o H,O; atua diretamente no processo de proliferacao celular e indugao
da apoptose (KIM et al., 2010).

Outro componente que surge com a aplicagdo do plasma ¢ o ozdénio, em uma
concentragio de 100ug/m’, levando em consideragio uma distancia de Smm do eletrodo em
relacdo a superficie da pele (TUMMEL et al., 2007). Esse componente ja tem seu efeito
discutido com relagdo a desinfeccdo e imunomodulacdo. Além disso, ja se tem investigagdes
sobre o efeito do ozonio na cicatrizacdo de feridas em pacientes diabéticos, através da sua
acdo antioxidante e demais mecanismos envolvidos numa concentragio 60g/m* (SANCHEZ
et al., 2005).

Outra vantagem para o uso do plasma esta relacionada com a abrangéncia da
superficie disponivel em sua totalidade, a falta de contato direto com a ferida que evita o risco
de contaminacdo, sua aplicacdo segura e a associagdo com alivio da dor. Dessa maneira, a

literatura tem relatado a eficiéncia da sua a¢do no processo de cicatrizagdo. Isso pode estar
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relacionado ainda a capacidade de ativagdo da expressdo de interleucinas como a IL-8; fatores
de crescimento como TGF-B1 e TGFB2, envolvidos no processo de cura local. Além da
ativacdo de integrinas, que promovem a adesdo celular e a estimulacdo da angiogénese
(LENDECKEL et al., 2015; IZADJOO et al., 2018).

Aplicabilidade clinica do plasma: parametros para obten¢ao do plasma e efeitos

Para obtengao do jato de plasma ¢ necessario estabelecer parametros importantes, a
exemplo da tensdo, voltagem, taxa de fluxo e frequéncia. Isso pode variar entre os aparelhos
utilizados, no entanto, de maneira geral, deve ser definido com vista nos objetivos clinicos e,
portanto, ressalta a necessidade da discussdo.

Ja se sabe que o CAP surgiu como uma possibilidade terapéutica para o uso na
clinica veterinaria por ser um tratamento resolutivo de uma afec¢do que causa transtorno no
bem-estar animal e oferece riscos para sua sanidade e vida, tanto pela presenca da dor e
demais processos envolvidos, como pelo risco de contaminagdo. Sobre seu uso, os estudos
apontam parametros diversificados aplicados principalmente em animais de experimentagao,
a exemplo da pesquisa de Tipa e Kroesen (2011), em que utilizaram o jato de plasma por
meio de uma fina agulha a uma tensdo de 13,56 MHz, com gas hélio, numa taxa de fluxo de
1L/min e voltagem aplicada a ferida de 200-400 V de pico, com um consumo de 100mW de
energia; e concluiram que o CAP possui efeitos tanto na desinfec¢do das feridas, como no
processo de cicatrizagao.

Concordando com ess pensamento, Kubinova et al. (2017) utilizaram o plasma com
o ar atmosférico, com um volume de 5 x10'"m™3, temperatura do gas de 30-35 °C, com
variagdo e duracdo do tratamento de 60 e até¢ 120 segundos. Esses autores encontraram um
efeito apenas na fase proliferativa da cicatrizagdo, além da morte bacteriana, tanto de gram
negativas como de gram positivas. Nao foi encontrada diferenga significativa com relagdo ao
fechamento da ferida relacionada ao tempo, porém houve o relato que tanto com tratamento
de um minuto como com o de dois minutos, no dia sete, a ferida estava melhor fechada
esteticamente, apontando para a eficiéncia de ambos os tempos. Concordando com estudos
anteriores, nao houve registro de efeitos adversos.

Ainda com relagdo ao tempo e ao modo de aplicacdo, Daeschlein et al. (2012),
investigaram o efeito de trés fontes diferentes de plasma (jato de plasma pulsado e nao
pulsado ¢ o DBD), na ponta dos dedos de humanos utilizando o gas argénio com fluxo de
8L/min, com uma tensdo de 1-5 kV, frequéncia de 1,5 MHz e tempo que variou de trés a 240
segundos, ¢ a 12mm de distancia. Com relacao a temperatura da pele, se manteve em 37 °C, a
umidade da pele também se manteve e, com relacdo a transpiracao transepidérmica, houve
reducdo nas aplicagdes do plasma pulsado e DBD em 20%, que se normalizou apds 30
minutos. De maneira geral e a partir de avaliacdes subjetivas de dor e parestesia, os autores
concluiram que o plasma foi bem tolerado pelos individuos.

Na medicina veterindria, isso foi relatado por Lademanna et al. (2013) através da
pele intacta de orelhas de suinos. Esses autores conseguiram definir uma velocidade ideal do
fluxo para manter uma temperatura aceitavel pelo tecido (35 a 45 °C), de 8mm/s e 10mm/s, a
uma distancia de 5 a 8mm da area tratada. Foi testado ainda na mesma pele, apds uma lesao, e
os resultados encontrados foram semelhantes, ou seja, tanto na pele intacta como na pele
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lesionada, o uso do plasma se mostrou seguro com relacdo a temperatura do tecido. Portanto,
apesar das diferencas morfologicas entre os animais, isso aponta para a possibilidade
terapéutica na area.

Metelmann et al. (2012), em um estudo experimental, prospectivo, randomizado e
controlado, avaliaram o efeito de diferentes parametros do plasma na pele de cinco individuos
submetidos a uma lesdo por laser de CO», através de fotografias obtidas no dia dez. O gés
utilizado foi o argénio, num fluxo de 4 a 6slm, que foi aplicado imediatamente apos a ferida.
Os autores concluiram que tratamentos a curto prazo (dez segundos) aplicados repetidamente
por trés dias foram mais eficazes, com resultados estéticos mais precoces; seguido pela
aplicac¢do tnica e a longo prazo (30 segundos). Quando aplicado o tratamento a curto prazo
(dez segundos) e com aplicagdo Uunica, os resultados ndo foram satisfatorios, tendo
comportamento igual ao do grupo controle.

Nessa mesma perspectiva, Metelmann et al. (2013), concluiram que o plasma possui
efeitos satisfatérios no momento inicial da cicatrizagdo, ou seja, na fase inflamatoria; bem
como de maneira tardia. Os autores avaliaram as lesdes apds 12 meses e relataram que o
tratamento com plasma demonstrou uma estética superior e prevencao de doengas pos-
traumadticas a longo prazo, comprovando a boa recuperagdo da pele por essa terap€utica. Algo
de extrema importancia na clinica veterinaria ja que os animais sdo bastante suscetiveis a
lesdes devido seus habitos de vida. Assim, esses resultados apontam para uma possibilidade
ndo somente do tratamento imediato, mas da diminui¢do tanto de recidivas, como do risco da
cronicidade.

Sob outra perspectiva, Nastuta et al. (2011), em seu experimento com ratos e
utilizando o gas hélio por meio do jato de plasma com um fluxo de 3slm (velocidade do gas
2,5ms™!), poténcia de 2kHz e tensdes de 4-5kV, no tempo de 40 segundos didrios e
acompanhamento de 21 dias, compararam o efeito da aplicagcdo do plasma na ferida ao seu
controle e do plasma aplicado a um curativo de poliuretano e seu controle, concluindo que
tanto o tratamento direto como a aplicagdo dos curativos tratados com plasma apresentaram
efeitos benéficos nas feridas, com aceleracao da reepitelizagdo da epiderme. Sem divida, isso
vem a sanar possiveis dificuldades no atendimento daqueles animais com temperamento mais
dificil, onde o uso do plasma de maneira direta poderia ser inviavel.

O mesmo fato foi encontrado no estudo de Martines et al. (2020) com ovelhas,
utilizando o plasma com gas hélio, a um fluxo de 1,75L/min, de forma indireta, durante dois
minutos em cada ferida, com uma poténcia de 0,5 W. Houve um fechamento mais rapido para
aquelas feridas tratadas com plasma, além da diminui¢do da carga bacteriana.
Concomitantemente, houve um aumento de ROS e, apds seis semanas, redu¢do significativa
da inflamagdo. Ainda, observou-se uma indu¢do para angiogénese de maneira antecipada,
com forte proliferacdo celular. Um outro achado relevante foi a promogao do crescimento de
pelos ocasionada pelo plasma, algo promissor no tratamento de feridas cutaneas de animais,
associado a saude, protegao e estética.

Esses dados subsidiam o uso do plasma em diferentes situacdes, gerando
possibilidades terapéuticas. Porém, percebe-se que ainda ha uma grande variacao na forma de
uso, na defini¢do dos pardmetros e na escolha do géas. De maneira geral, mesmo com gases
diferentes, impactos positivos tém sido relatados no processo de cicatriza¢do. Porém, alguns
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autores buscam entender a acdo de cada um para melhor elucidar seu mecanismo de acdo e
escolha.

Decisao terapéutica: escolha do gas utilizado no CAP e seus efeitos no processo de
cicatrizacio

O plasma atmosférico a frio ¢ uma ferramenta bastante versatil. Para sua obtencao
podem ser utilizados diferentes gases de trabalho. Esses gases certamente possuem efeitos
clinicos diferentes, porém isso ainda estd em discussdo na literatura. O que se tem
consolidado ¢ que os dois mais utilizados sdo o argonio e o hélio, por serem gases inertes e
mais estaveis, além de ja terem seus efeitos comprovadamente embasados cientificamente.

Nesse sentido, Alcantara et al. (2013) realizaram um estudo comparativo entre o gas
hélio e o argdnio. O argdnio foi aplicado com uma dose de exposi¢io de 1,2J/cm? e um fluxo
de 0,5slm, a uma distancia de 23 a Smm, durante um minuto, sendo o processo repetido mais
duas vezes com intervalo de 20 minutos. J& o Hélio foi aplicado na segunda fase do
experimento, com uma dose de 60J/cm? e fluxo na agulha de 1,5slm, por cinco minutos. Esse
procedimento foi repetido por trés vezes, com intervalo de 60 minutos entre as aplicacdes. A
presenga das espécies reativas (ROS e RNS) foi observada apos a aplicacdo de ambos os
gases. Porém, um fato que chamou a atencdo foi que o 6xido nitrico, que desempenha um
papel bastante relevante no processo de cicatrizagdo, so foi encontrado com a aplicag¢do do gas
hélio, apontando que esse gas foi o que promoveu o fechamento total da ferida. Uma
limitacao desse estudo € o fato de ter sido utilizada a mesma ferida para tal aplicagao.

Ja Kubinova et al. (2017) defendem o uso do ar ambiente devido a auséncia de
efeitos adversos. Enquanto outros autores que utilizaram o argénio também relataram a
contribuicdo desse gas. Isso pode ser visto no estudo de Shao et al. (2016) através da
aplicacdo do microplasma com argonio, com uma poténcia variando de 5-18 W (com uma
média de 17 W) e uma taxa de fluxo de ar de 5 slm, a uma temperatura abaixo de 40 °C. Os
autores concluiram que a aplica¢do dessa modalidade contribuiu para a diminui¢ao do leito da
ferida a partir de uma avalia¢do da cinética da les@o tanto nos dias sete e 14 como no dia 21,
com comprovacao de tecido neoformado. A concentragao de NO presente no tecido aumentou
progressivamente associada aos tempos de 30, 60 e 90 segundos.

Hung et al. (2016), trataram ratos com o plasma com 99% de argonio (1,8L/min) e
1% de oxigénio (0,01L/min), durante cinco minutos didrios, com uma frequéncia entre
0,5kHz e 4kHz, e encontraram diferengas com relagao ao tempo de cicatrizagao e presenca de
exsudato na ferida com relacdo ao grupo controle que apresentou persisténcia do exsudato. Ao
final do estudo, os autores concluiram que o uso do plasma promoveu a estimulacdo da
proliferacdo, migracdo celular e adesdo celular para a area da ferida, apontando que o plasma
melhora o processo de cicatrizagdo por meio do aumento de espécies reativas, como o ROS,
além de promover o reparo histoldgico precoce.

Portanto, antes de pensar na escolha do gés, ¢ preciso compreender os mecanismos
de acdo de cada um deles para que, no momento da terap€utica, essa escolha esteja embasada
em critérios consistentes, como o tipo da lesdo, a situagdo e o tempo que o tecido esta
lesionado, as doencas sist€émicas associadas, bem como o fator espécie, que, apesar de
apresentar mecanismos fisioldgicos similares para a cicatriza¢do, possui suas especificidades,

como ¢ o caso do cdo e do gato, por exemplo (BOHLING e HENDERSON, 2006). Além
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disso, ha o caso dos cavalos, que apresentam a grande problematica da alta incidéncia de
feridas e dificuldade de cicatrizagdo (PRADO et al., 2020). Ou ainda a correlacdo entre o
ambiente que o animal vive, os habitos de vida e a predisposicdo para infeccdes e possiveis
novos traumas. Nessa perspectiva, cabe ao médico-veterinario analisar os efeitos do plasma
de acordo com as especificidades e necessidades do seu paciente.

Efeitos diretos do CAP nas etapas de cicatriza¢ao da ferida

Com relagdo a influéncia do CAP no processo de cicatrizagdo, Lopes et al. (2013)
relataram em seu estudo que, quando comparado os infiltrados presentes no momento da
inflamagdo, o grupo tratado com plasma apresentou um quantitativo maior de infiltrados,
contrapondo-se ao grupo controle. Da mesma forma com relagdo a concentragdo de coldgeno,
que se apresentou mais proxima numericamente das taxas de coldgeno da pele normal.
Contrariando isso, Kubinova et al. (2017) afirmaram que apesar de ter ocorrido aumento no
numero de colageno do grupo tratado nao foi significativo. Além do que a quantidade de
colageno diminuiu, aumentando somente no dia sete. Esses autores sugerem ainda que o
plasma apresentou um efeito positivo no processo de contragdo da ferida e reepitelizagdo na
fase posterior, a partir da diminui¢do da granulag@o no dia sete. Com relacdo ao numero de
macréfagos na regido, nao houve diferenca entre os grupos.

A respeito das avaliagdes hematologicas, Hung et al. (2016) relataram que o nlimero
de leucdcitos se manteve maior no grupo controle no segundo dia apods a lesdo, quando
comparado ao grupo experimento; comportamento esse mantido apds um meés, porém nao
apresentou diferenca significativa. Entretanto, houve menos infec¢do e processo inflamatdrio
no grupo experimento. A toxicidade dos 6rgaos pelo plasma também foi avaliada, apontando
para resultados que comprovaram a seguranga do seu uso.

Com relacdo a angiogénese, Kubinova et al. (2017) relataram que a mesma ndo
ocorreu na fase inflamatéria, ao contrario do estudo de Lopes et al. (2013), que comprovou
um aumento de vasos sanguineos no grupo tratado com plasma no segundo dia do
experimento, em contrapartida ao controle que foi somente no sétimo dia.

Essa discussdo, portanto, remete mais uma vez a escolha dos parametros ideais e,
principalmente, seguros, pois, devido grande variabilidade na aplicacao e suas definigdes,
alguns efeitos acabam nado sendo bem elucidados. Porém, ja se sabe que a letalidade para as
células ou efeitos terapéuticos estd diretamente relacionada a dose oferecida ao tecido.
Pesquisas apontam que diferentes concentragdes de gases, seja de hélio, nitrogénio, oxigénio
ou outro com acao isolada ou combinados, possuem efeitos deletérios nas células do corpo de
forma diferenciada (SHAO et al., 2016; DEZEST et al., 2017).

Entretanto, vale lembrar que, para danificar uma célula do organismo, as doses
precisam ser muito maiores do que aquelas necessdrias para eliminar uma bactéria, ja que as
espécies reativas sao utilizadas por nosso sistema imunologico para esse fim. Isso desponta
como uma fundamentacao teorica para o uso do plasma similarmente a um antibidtico topico
(WOEDTKE et al., 2014; KURAHASHI e FUIJII, 2015).

A partir desta analise da literatura, j& se pode inferir que ha uma relacao direta entre
o tempo de exposicdo e a toxicidade do plasma. No caso de células epiteliais, doses
intermediarias de 60 segundos e doses maiores de 300 segundos, foram capazes de ativar a

apoptose celular (RECEK et al., 2016). Essa apoptose estd relacionada extensivamente a
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atuacdo dos radicais livres (NO e ROS, predominantemente) no processo oxidativo da
membrana celular; além da fragmentacao do DNA da célula (LOPES et al., 2013).

No entanto, Kim et al. (2010) relataram que essas espécies reativas surgem de forma
natural durante o reparo tecidual, e o plasma surge como uma fonte auxiliar nesse processo,
potencializando as respostas e agindo diretamente no processo da cicatrizacao, que viabiliza
seu uso. Porém, Kos ef al. (2017) aplicaram um plasma com gas hélio no espago de 2cm entre
o dispositivo e a pele do rato, com um fluxo de SL/min por 0,5s, um, dois, trés e quatro
minutos. No caso do tratamento de quatro minutos, o dano a pele foi avaliado adicionalmente
usando taxas de fluxo de plasma variando de 1+5L/min. Os autores dividiram os danos em
precoces ou diretos, que se referiam as queimaduras, e indiretos ou tardios, fazendo alusdo a
presenca de edema ao redor da 4rea tratada. O tempo de aplicagdo influenciou no
aparecimento dos danos ditos precoces ou imediatos, com aqueles animais tratados por um
tempo mais prolongado, que correspondeu a quatro minutos, apresentando maiores danos com
queimaduras graves.

Porém, com relagdo aos danos indiretos, ndo houve influéncia do tempo, mas sim do
angulo de jateamento da pele, sendo que quando o jato esteve totalmente perpendicular, foi
associado ao maior aparecimento. Com relagdo ao fluxo do jato, a intensidade também foi
responsavel por causar danos. Quando no valor minimo (1L/min) ndo conseguiu alcancar a
pele e no valor maximo causou danos maiores atingindo at¢ a derme. O fluxo também
influenciou no aumento da temperatura, sendo que no menor fluxo praticamente ndo ocorreu
alteragcdo dessa variavel, nos demais fluxos foi atingido o0 maximo e mantido o padrdo, ¢ na
taxa de fluxo de 2L/min as temperaturas da pele foram ligeiramente elevadas, ja nas taxas de
3+5L/min, apresentaram as medidas mais altas. De acordo com o fluxo, houve também o
aparecimento de mais espécies reativas, que acabou causando danos na pele tardiamente
(KOS et al., 2017).

Portanto, isso desperta para a necessidade de melhor entendimento e aprofundamento
acerca dos caminhos bioquimicos da a¢do do plasma, além da escolha correta do tipo de gés,
parametros utilizados e modo de aplicacdo. De toda forma, a partir dos dados j& disponiveis
na literatura, ¢ possivel o médico veterinario despertar para a aplicabilidade dessa técnica
como uma possibilidade de sucesso terapéutico, tendo em vista a particularidade dos seus
pacientes.

CONSIDERACOES FINAIS

A padronizagdo e o aprimoramento da aplicagdo do plasma sdo, neste momento, as
necessidades mais urgentes dentro do campo da medicina do plasma. Isso sera obtido através
da melhor elucidacdo dos seus mecanismos de agdo, e, para o médico-veterinario, do
entendimento das especificidades morfologicas e fisiologicas da pele tratada no momento.

Mesmo diante dessa lacuna, os efeitos do plasma a nivel microscopio, desde a
angiogénese, a producdo de colageno, a liberacdo de espécies reativas, a sinalizacdo para
células de defesa, entre outros, embasam o seu uso para a terapéutica de cicatrizagdo de
feridas ao passo que impacta positivamente a nivel macroscopico.
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Portanto, torna-se possivel um direcionamento para a pratica clinica veterindria, a
partir da definicdo de pardmetros ja estabelecidos de maneira pontual ou dentro de intervalos
considerados seguros, sendo o tempo de aplicagdo, o fluxo e o posicionamento em relagdo a
ferida, medidas a serem consideradas nessa tomada de decisdo.
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