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RESUMO

O plasma atmosférico frio (CAP - do inglés Cold Atmospheric Plasma) esta emergindo como
uma abordagem inovadora para o tratamento do cancer devido a sua seletividade para células
malignas e a auséncia de efeitos adversos significativos. Enquanto as terapias oncoldgicas
modernas enfrentam desafios como heterogeneidade tumoral e resisténcia ao tratamento, o
CAP se apresenta como uma alternativa de baixo custo e ecologicamente sustentavel. Seus
mecanismos de acdo resultam da geragdo e bombardeamento de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERONSs), radiacdo UV e campos eletromagnéticos, que induzem a morte celular.
Estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram a eficicia do CAP na oncologia, com
dispositivos como descarga de barreira dielétrica (DBD) e jato de plasma desenvolvidos para
minimizar danos as células saudaveis. Alguns dispositivos de CAP ja foram aprovados para
uso clinico, demonstrando seguranca. No entanto, a padronizagdo dos tratamentos continua
sendo um desafio devido a variedade de dispositivos e parametros utilizados. Embora o CAP
tenha demonstrado efeitos citotoxicos promissores in vitro e em modelos animais,
especialmente em diferentes linhagens de células cancerosas, mais pesquisas, particularmente
in vivo € na medicina veterindria, sdo necessarias para otimizar seu uso clinico € maximizar

sua eficacia no combate ao cancer.

Palavras-chave: oncologia comparativa; medicina do plasma; medicina veterindria; tumores;

terapias alternativas



ABSTRACT

Cold Atmospheric Plasma (CAP) is emerging as an innovative approach to cancer treatment
due to its selectivity for malignant cells and the absence of significant adverse effects. While
modern oncological therapies face challenges such as tumor heterogeneity and treatment
resistance, CAP presents itself as a cost-effective and environmentally sustainable alternative.
Its mechanisms of action stem from the generation and bombardment of reactive oxygen and
nitrogen species (RONS), UV radiation, and electromagnetic fields, which induce cell death.

Preclinical and clinical studies have demonstrated the efficacy of CAP in oncology, with
devices such as dielectric barrier discharge (DBD) and plasma jets designed to minimize
damage to healthy cells. Some CAP devices have already been approved for clinical use,
demonstrating their safety. However, standardizing treatments remains a challenge due to the
variety of devices and parameters employed. Although CAP has shown promising cytotoxic
effects in vitro and in animal models, particularly against various cancer cell lines, further
research—especially in vivo and in veterinary medicine—is necessary to optimize its clinical

application and maximize its effectiveness in combating cancer

Keywords: comparative oncology; plasma medicine; veterinary medicine; tumors; alternative
therapies
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1 Introducao

O tratamento do cancer avangou significativamente nas ultimas décadas, com o
desenvolvimento de terapias alvo-direcionadas, edicdo genética, nanomedicina e abordagens
multimodais (Ankit Verma et al., 2024). No entanto, alguns desafios na implementacao dessas
terapias persistem, como a heterogeneidade tumoral, mecanismos de resisténcia, custo,
dificuldade de aplicacdo e efeitos adversos para o paciente (Rai et al., 2024; Shifana et al.,
2024). Assim, novas abordagens terap€uticas que possam superar esses desafios estdo sendo
continuamente investigados.

A versatilidade dos tratamentos a base do jato de plasma atmosférico frio (cold
atmospheric plasma - CAP) tem sido amplamente estudada e comprovada para as mais
diversas aplicacdes biologicas, especialmente em ensaios in vitro (Gjika et al., 2018). Uma
area bastante explorada para as aplicagdes do CAP ¢é a dermatologia. Tém-se demonstrado
seus efeitos aplicados para a cicatrizagdo de feridas, distirbios inflamatdrios, condigdes
infecciosas, infestagdes parasitarias, malignidades cutineas e alopecia (Tan et al., 2022).
Também foi demonstrado seu efeito sinérgico a terapia medicamentosa para o controle de
lesdes cutaneas associadas a dor neuropatica em felino doméstico, com acelerado controle do
prurido subjacente (de Moura et al., 2024). Do ponto de vista do controle de contaminagao, a
geragdo de espécies reativas de oferece uma vantagem Unica, pois essa abordagem reduz a
necessidade de terapias medicamentosas prolongadas. Também permite o controle de
microrganismos multirresistentes (Bourke et al., 2017). Por fim, a tecnologia do plasma
atmosférico frio tem sido aplicada para a modulacao da superficie de implantes metalicos para
melhorar a biocompatibilidade e reduzir a possibilidade de contaminagdo por microrganismos
oportunistas (Morais et al., 2025).

Conhecendo esses efeitos, o CAP também ganhou destaque como uma estratégia
promissora na luta contra o cancer, apresentando potencial tanto na medicina humana quanto
na veterinaria (Kugler et al., 2022). Ele ¢ gerado em dispositivos portateis de facil manuseio
(Keidar et al.,, 2018) e baixo custo (Domonkos et al., 2021), sendo considerado
"ecologicamente correto" (Kaushik et al., 2023). O CAP ¢ formado pela passagem de um gas
inerte por um campo eletromagnético, acelerando elétrons, atomos e moléculas que levam a
um efeito cascata de processos de ionizagdo, excitagdo e dissociagdo, criando um ambiente de
cargas positivas e negativas, radiacdo UV, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERONSs) e moléculas neutras, responsaveis pelos seus efeitos bioldgicos (Gjika et al., 2018).

No entanto, os dados disponiveis sobre o tratamento com CAP ainda sdo escassos, sem
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padronizagdo de dispositivos, pardmetros de aplicacdo ou alvos terapéuticos. Além disso,
embora diversos mecanismos de a¢do contribuam para os efeitos antineoplasicos, geralmente
s0 sao enfatizados aqueles de origem quimica mediados por espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERONSs). Outro desafio ¢ apresentar essa terapia como universalmente eficaz,
dado que diversos fatores influenciam as caracteristicas do plasma (Keidar e Beilis, 2018;
Sklias, Sousa e Girard, 2021). Esses fatores incluem tensdo aplicada, tempo de exposicdo,
modo de aplica¢do (direta ou indireta com solugdes ativadas por plasma), tipo de gas de
trabalho e taxa de fluxo no caso de jatos de plasma (Keidar e Beilis, 2018). Desse modo, a
falta de padronizacao desses parametros frequentemente limita a relevancia dos achados para
condi¢cdes experimentais especificas.

Portanto, esta revisao busca apresentar conceitos relacionados a terapia com plasma na
oncologia, particularmente na area veterindria, examinando dispositivos geradores de CAP,
seus mecanismos de a¢do, principais resultados de estudos pré-clinicos e clinicos, principais

limitagdes da pratica clinica e perspectivas futuras.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Apresentar a tecnologia do plasma atmosférico frio aplicado a oncologia veterinaria,

enfatizando mecanismos de acao, aplicagdes, limitagdes e perspectivas futuras

2.2. Objetivos Especificos
e Descrever a tecnologia do plasma atmosférico frio
e Explicar os principais mecanismos de a¢do da terapia
e Discutir suas principais aplicagdes na oncologia
e Localizar suas principais limitagdes

e Identificar suas perspectivas terapéuticas futuras

3 Materiais e Métodos

Esta revisao narrativa da literatura foi realizada com base em uma pesquisa extensiva
realizada entre outubro de 2024 e Janeiro de 2025 nas bases de dados PubMed, Google

Scholar e ScienceDirect. Os termos de pesquisa incluiram "cold atmospheric plasma",

"’ n "non "nn

“nonthermal plasma”, "cancer", "tumour",

animal", "human", "in vitro" ¢ "in vivo". Somente
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artigos publicados em periddicos revisados por pares e em inglés foram incluidos. Estudos
sem disponibilidade de texto completo ou que nido abordavam diretamente a aplicagdo do

plasma atmosférico frio na pesquisa sobre cancer também foram excluidos.

4 Mecanismos de Aciao do CAP

Embora ainda nao totalmente compreendido, o principal fator envolvido no
mecanismo de agdo bioldgica de sua aplicagdo ¢ a produgdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERONSs), atomos neutros, ions, radiagdo ultravioleta (UV) e térmica. Nao
obstante, também ha a formagdo de um campo eletromagnético (EM) resultante da ionizagao
do géas de trabalho em contato com a atmosfera (Keidar et al., 2018; Liu et al., 2020; Yang et
al., 2023).

No entanto, o tipo e a propor¢ao das espécies geradas sdo diretamente influenciados
pela fonte de plasma, fazendo com que seus efeitos quimicos variem de acordo com os
parametros de geracdo, tornando a padronizagdo dos tratamentos um desafio para a aplicacdao
clinica. Entretanto, a agdo fisica do campo eletromagnético sobre as células também ¢
relevante para o resultado da terapia. Contudo, os efeitos fisicos ocorrem apenas quando o
plasma ¢ aplicado diretamente (Liu et al., 2020; Sklias, Sousa e Girard, 2021; Yan et al.,
2020).

Como resultado da interag@o de elétrons com o gés transportador, sdo geradas espécies
reativas primarias, como moléculas de Oz e N»; 4&tomos de N, O e H em estados fundamentais
e excitados; além de radicais. Quando em contato com as moléculas presentes na atmosfera,
elas formam espécies reativas secundarias conhecidas como espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, como oxigénio singleto delta, OH", NO, NO;, HNO,, HNO3, H,0, e O3, que
atuam como mensageiros intra ou extracelulares ou causam mudangas diretas na estrutura
celular (Jha et al., 2017; Liu et al., 2020). Assim, os efeitos sinérgicos das espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, associados ou ndo aos efeitos fisicos do tratamento direto, sdo
responsaveis por induzir a morte seletiva em células cancerosas tanto in vitro quanto in vivo
(Sklias, Sousa e Girard, 2021).

Um fator importante ¢ a meia-vida dessas espécies reativas. Como podem ou nao ser
facilmente degradadas, elas podem ser classificadas em dois grupos: curta duragdo e longa
duragdo. As principais espécies de curta duragdo, como OH’, anion superoxido (O:7) e
oxigénio singleto delta ('O2), reagem rapidamente com outros componentes atmosféricos ou

presentes em meios e tecidos, tornando-as altamente relevantes para aplicagdes diretas de
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CAP. Espécies de longa duragdo, como peroxido de hidrogénio (H20.), nitrito (NO>") e nitrato
(NO3"), sdo relativamente estaveis e persistem no ambiente ap6s a geragdo (Laroussi, 2020),
permitindo sua aplicagdo ao tecido/célula-alvo horas ou dias apds sua formagdo, o que ¢
relevante para aplicacdes tanto diretas quanto indiretas (Sklias, Sousa e Girard, 2021).

De maneira geral, as espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs)
desempenham fun¢des importantes no organismo, com efeitos que podem ser benéficos ou
prejudiciais, dependendo de sua concentracdo e do contexto biologico. Elas possuem agdo
anti-inflamatodria, pro-cicatricial e antipruriginosa (Figura 1), estimulando a circulagdo
sanguinea, a angiogénese e a resposta imunolédgica, favorecendo a reparacao tecidual. Além
disso, apresentam efeito antimicrobiano (Figura 2), pois auxiliam na destrui¢do de patdégenos
por meio do estresse oxidativo, sendo utilizadas no combate e prevencdo a infecgoes.
Algumas dessas espécies também possuem potencial antineopldsico, induzindo apoptose e
necrose em células cancerosas devido ao acimulo de danos oxidativos (Figura 3). No entanto,
o equilibrio entre essas moléculas e os sistemas antioxidantes celulares ¢ essencial para evitar
efeitos adversos, como estresse oxidativo excessivo, que pode levar a danos celulares
irreversiveis. Assim, as EROs e ERNs desempenham um papel duplo, sendo fundamentais

para a homeostase celular e para diversas aplicagdes terapéuticas.

4.1 Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

O oxigénio atdmico (O) desempenha um papel importante na interagdo intracelular
com outras espécies, pois € capaz de alterar a permeabilidade da membrana celular, criando
poros e permitindo a passagem de outras espécies reativas (Liu et al., 2020). Ele também ¢
capaz de reduzir a resisténcia vascular periférica, melhorando a circulagdo sanguinea e a
oxigenac¢do de tecidos isquémicos (Cernei et al., 2023). Outro tipo de oxigénio atdmico, o
oxigénio singleto delta, ¢ uma espécie reativa de oxigénio de longa duragdo que ¢ responsavel
pelo efeito seletivo do CAP sobre as células cancerosas devido ao estresse oxidativo,

resultando em danos ao material genético celular (Liu et al., 2020).
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Figura 1: Evoluﬁo da cicatrizagdo da lesdo cutanea do pééiente em resposta a terapia
analgésica combinada com a aplicacio de CAP: (A) Macroscopia da maior lesdo
imediatamente apds o tratamento; (B) e (C) ilustram o rdpido aparecimento de crosta e a
reducdo gradual da lesdo 4 dias ap6s a aplicagdo. Aparéncia da lesdo aos 7 (D), 10 (E) e 17
(F) dias apds o tratamento, demonstrando a progressdo do processo de reepitelizagdo, o
crescimento dos pelos e a redugao total da crosta. Fonte: de Moura et al., 2024

O o0zdnio (O3) € particularmente promissor para o tratamento de isquemias cronicas e
diversas infecgdes cutaneas. Ele estimula a carboxilagdo oxidativa do piruvato dentro das
células, levando a um aumento na produc¢do de ATP. Esse processo, associado a acdo do
oxigénio atdomico, ajuda a reduzir a resisténcia vascular periférica e a otimizar a circulagdo
sanguinea. Além disso, o 0zonio induz uma leve ativagdo do sistema imunoldgico nas células,
desencadeando a ativacdo de neutréfilos e estimulando a sintese de citocinas como IL-2,
TNF-a, IL-6 e IFN-y (Cernei et al., 2023; Liu et al., 2020).

Hidroxilas, amplamente utilizadas por células de defesa para combater
microorganismos invasores, sdo altamente reativas e podem causar danos ao material
genético, rompendo estruturas de fosfato de aglicar e bases nitrogenadas, resultando em
processos mutagénicos ou induzindo a morte celular. Elas também sdo capazes de induzir a
oxidacdo de proteinas, alterando sua estrutura e impedindo sua fun¢do, culminando na
disfungdo celular. Hidroxilas promovem a peroxidagdo lipidica das membranas celulares,
alterando sua permeabilidade e permitindo a entrada de moléculas previamente impedidas,
induzindo a morte celular programada. Como uma potente espécie reativa, pode esgotar os
aparatos antioxidantes como a glutationa, sinalizando a morte celular por apoptose ou

induzindo necrose (Liu et al., 2020; Moszczynska, Roszek e Wisniewski, 2023).
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Figura 2: Efeito antimicrobiano observado em cepas de Candida albicans cultivadas sobre
superficies da liga titanio-aluminio-vanadio tratadas com CAP. (A) contagem de pseudohifas
e (B) unidades formadoras de colonias formadas sobre as superficies tratadas e ndo tratadas
Fonte: Morais et al., 2025

Assim como os radicais hidroxila, o peroxido de hidrogénio (H202) ¢ uma espécie
reativa potente que induz grande parte das alteragdes celulares causadas pelos ions OH-. No
entanto, suas acdes sdo dose-dependentes. Em niveis baixos, ele desempenha um papel
sinalizador na promocgdo do crescimento celular, reparagdo tecidual, apoptose e angiogénese.
Contudo, em niveis elevados e desregulados, o peroxido de hidrogénio pode levar a morte
celular. Uma caracteristica importante € sua facilidade de difusdo celular, especialmente em
células cancerosas, devido ao aumento da expressdo de aquaporinas, que sdo proteinas
integrais de membrana que permitem sua entrada nas células (Liu et al., 2020; Moszczynska,
Roszek e Wisniewski, 2023; Sklias, Sousa e Girard, 2021; Tian et al., 2021).

Os radicais superoxido sdo espécies reativas primarias geradas por enzimas NADPH
oxidase e sdo capazes de iniciar a producdo de outras espécies reativas, afetando as
membranas bioldgicas e o balango redox celular. No entanto, podem causar altera¢des diretas,
como a supressao da acdo de enzimas antioxidantes; disfuncdo mitocondrial; danos ao DNA
por oxidacdo de bases nitrogenadas, levando a mutagdes e instabilidade genética; ativagcao de
células imunologicas; liberagdo de mediadores inflamatdrios; e danos diretos a componentes
celulares, como lipidios e proteinas (Liu et al., 2020; Moszczynska, Roszek e Wisniewski,

2023).
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Figura 3: Aspéét do paciente acometio por carcinoma d células escamosas imediatamente
antes da primeira sessdo de CAP (A) e 21 dias ap6s o fim do segundo ciclo de terapia (B).
Fonte: Holanda et al., 2024

Juntas, as espécies reativas de oxigénio podem causar danos a proteinas (Attri et al.,
2021), induzir a peroxidagao lipidica e alterar a permeabilidade celular, resultando em morte
induzida por altos niveis de estresse oxidativo (Tian et al., 2021). Em resposta, as células
aumentam a sintese de enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase, glutationa
peroxidase, heme oxigenase-1 e catalase, para neutralizar o excesso de EROs e prevenir danos
oxidativos (Jha et al., 2017; Moszczynska, Roszek ¢ Wisniewski, 2023; Yang et al., 2023).
No entanto, as espécies reativas de oxigénio também podem ativar vias de sinalizacdo
envolvidas na interrup¢do do ciclo celular, apoptose e necrose. Essas mudangas afetam
particularmente as células cancerosas, pois seu aparato antioxidante estd sobrecarregado
devido a sua atividade metabdlica desregulada e proliferagao constante (Graves, 2014; Tian et
al., 2021).

Apesar de sua capacidade prejudicial, as EROs também atuam como moléculas
essenciais de sinalizagdo na manuten¢do da homeostase celular e na regulacdo de processos
fisiologicos. O equilibrio intricado entre a geracao de espécies reativas de oxigénio € os
mecanismos de defesa antioxidante € crucial para a funcdo celular e a adaptagdo aos desafios
do estresse oxidativo. Além disso, elas desempenham papéis duplos nas respostas
imunologicas, atuando como moléculas sinalizadoras e contribuindo para a eliminacdo de
patdgenos (Kaushik et al., 2016, 2019). Por fim, sdo produzidas endogenamente por
macrofagos e neutréfilos para eliminar microrganismos invasores por meio de mecanismos de

explosdo oxidativa (Kaushik et al., 2016; Miller, Lin e Fridman, 2016).



22

4.2 Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs)

O oxido nitrico (NO) pode induzir apoptose ou necrose, ou ainda proteger as células
da morte, dependendo do tipo celular, da concentracdo do radical, da duracdo e das areas
especificas de exposi¢do. Ele ¢ um importante vasodilatador e promotor da angiogénese,
essencial para a manutengdo da pressao sanguinea e cicatrizagdo de feridas, ao estimular a
sintese da matriz extracelular. Atua como sinalizador para células de defesa, mediando a
resposta inflamatoria e estimulando a resposta imune contra patdégenos. Além disso, ¢ um
neurotransmissor essencial, modulando a formacdo de sinapses e a neuroplasticidade.
Também possui agdo direta contra patogenos, interferindo no metabolismo de algumas
bactérias, virus e parasitas (Graves, 2014; Jha et al., 2017; Liu et al., 2020; Moszczynska,
Roszek e Wisniewski, 2023).

As espécies NOx, incluindo NO e NO2, podem aderir as superficies lipidicas e
interagir com os tecidos da pele, afetando o pH apds o tratamento com plasma. O didxido de
nitrogénio (NO2) ¢ um radical livre que pode reagir com outras moléculas nos sistemas
bioldgicos, gerando novas espécies reativas e levando a danos oxidativos (Jha et al., 2017).
Juntos, NO e NO2 podem induzir eletroporagdo e modificagdes na superficie da membrana do
biofilme, auxiliando na remog¢ao de comunidades bacterianas persistentes em feridas cronicas.
A interagdo de NO, OH e radicais superdxido com células microbianas pode causar danos
oxidativos a proteinas celulares e ao DNA, afetando a viabilidade dos microrganismos em
aplicagdes dermatologicas (Liu et al., 2020). No entanto, seus efeitos diretos no controle de
neoplasias ainda ndo estdo claros na literatura.

O peroxinitrito (ONOOQO") estd implicado em processos inflamatérios, danos ao DNA e
doencas neurodegenerativas devido a sua capacidade de causar estresse nitrosativo,
demonstrando seu potencial como agente anticancerigeno ao atingir células cancerosas e
interromper seus mecanismos de proliferacdo e sobrevivéncia (Moszczynska, Roszek e
Wisniewski, 2023; Sklias, Sousa e Girard, 2021).

O 4cido nitrico (HNOs) pode ser gerado a partir de nitratos formados na dgua por meio
do tratamento com plasma, contribuindo para a acidificacdo de superficies lipidicas e da pele
e impactando tratamentos dermatologicos ao influenciar o pH das superficies cutaneas e dos
filmes lipidicos, afetando o processo de recuperagdo pds-tratamento com plasma (Jha et al.,

2017; Liu et al., 2020).
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O nitroxilo ¢ uma espécie reativa de nitrogénio menos estudada que o 6xido nitrico,
mas demonstrou efeitos terapéuticos potenciais em doengas cardiovasculares e em lesdes por
isquemia e reperfusdo, pois apresenta efeitos vasodilatadores e atua como sinalizador celular
(Jha et al., 2017). Além disso, nitroxilo, S-nitrosotiois e complexos de ferro dinitrosil também
podem ser encontrados nos tratamentos com CAP. Eles participam de vias de sinaliza¢ao
celular, influenciando o equilibrio redox e modulando fungdes proteicas (Liu et al., 2020). No

entanto, seus efeitos sobre células cancerosas ainda nao foram investigados isoladamente.

4.3. Efeitos Fisicos

Ao revisar estudos sobre os efeitos do CAP nas células, torna-se evidente que a
maioria das abordagens enfatiza o papel das ERONs como o principal fator por tras dos
resultados bioldgicos observados. Esse foco parece ter relegado a agao fisica do plasma a uma
considera¢do secundaria, possivelmente devido a falta de evidéncias diretas disponiveis. No
entanto, recentemente, tem havido um aumento no interesse em explorar o impacto potencial
de fatores fisicos, como radiag@o ultravioleta, radiacdo térmica e ondas eletromagnéticas, na

interagdo com alvos celulares.

4.3.1. Ondas Eletromagnéticas (EMs)

Dispositivos geradores de plasma podem produzir ondas eletromagnéticas na faixa de
10 a 100 GHz (Adamovich et al., 2017; Keidar et al., 2018). Devido a natureza polarizada das
membranas celulares, esses pulsos eletromagnéticos podem interagir com essas estruturas,

formando poros e alterando sua permeabilidade (Metelmann, Woedtke, Von ¢ Weltmann,

2019).
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Com base nessas informacgdes, Yan et al. (Yan et al., 2020) avaliaram os efeitos das
ondas eletromagnéticas produzidas por um dispositivo gerador de plasma frio em uma
linhagem de melanoma resistente a espécies reativas (B16F10). O tratamento foi realizado
direcionando o jato de plasma para o fundo de uma placa de 96 pogos contendo as células e o
meio de cultura, de forma que as ERONs ndo as alcangassem. Com esse método, foi
observada pela primeira vez um novo tipo de morte celular associada ao CAP, caracterizada
pelo rapido extravasamento de agua através da membrana citoplasmatica. O resultado ¢
visivel pelo surgimento de bolhas na superficie devido a (1) agregagao do citoplasma, que cria
pressdo intracelular e pode desencadear a liberacdo de agua através da membrana celular; e
(2) danos fisicos a célula, resultando na formacao de poros nas membranas celulares, por onde
a agua ou solugdo citosolica pode ser liberada para formar bolhas (Figura 4). Além disso, os
pesquisadores relataram que as células, mesmo apds dias de tratamento, permaneceram
“fixadas”, sem duplicacdo ou movimento. Por fim, argumenta-se que a inducdo da necrose
ocorre mais rapidamente do que o efeito quimico do CAP, pois ndo depende de cascatas de

sinalizacdo para induzir a morte celular programada.

Figura 4: Imagem de fluorescéncia mostrando a alteracdo celular 20 minutos apds o

tratamento com os efeitos fisicos do CAP. (C) Imagem ampliada do controle. (D) Exemplo de
formac¢do de bolhas em uma tnica célula, com o crescimento das pequenas bolhas. (E) Outro
exemplo de formag¢do de bolhas em uma unica célula. Os microtubulos e 0 DNA (nucleo) sdo
exibidos em verde e azul, respectivamente. As barras de escala sao de 20 um. Fonte: adaptado

de Yan et al., 2020

4.3.2. Radiac¢ao Ultravioleta (UV)
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A radiacdo UV pode fotoreagir com proteinas, aminodcidos e acidos nucleicos,
resultando na dimerizagdo ou oxidacdo de nucleotideos. Em excesso, isso pode levar a
senescéncia de fibroblastos, eritema, envelhecimento precoce e, em ultima instancia,
carcinogénese, induzindo ceratose actinica, carcinoma espinocelular e/ou melanoma
(Metelmann, Woedtke, Von e Weltmann, 2019). No entanto, o CAP ndo ¢ capaz de gerar
radiagdo UV nos comprimentos de onda necessarios para levar a essas mudancas, pois suas
emissoes estdo na faixa de 220 a 310 nm (radiacdo UVC e UVB, respectivamente) (Gay-
Mimbrera et al., 2016; Kletschkus et al., 2020). Essa faixa de comprimento de onda ¢ pouco
ou ndo absorvida pela pele sauddvel, mas torna-se relevante na indugdo carcinogénica quando
a prote¢ao epidérmica ¢ perdida (Metelmann, Woedtke, Von e Weltmann, 2019).

Apesar de seu potencial carcinogénico, a radiagdo UV ¢ usada como principio
terapéutico na terapia fotodindmica (TFD) para o tratamento de vitiligo (Bouceiro Mendes,
Alpalhao e Filipe, 2022), psoriase (Li et al., 2022) e até cancer (Lucena et al., 2015), mas seu
potencial em conjunto com jatos de plasma atmosférico frio ainda precisa ser demonstrado.

A literatura disponivel é escassa quanto a seguranga da radiacdo UV produzida
isoladamente pelo CAP. A maioria dos estudos avaliou o efeito sinérgico da a¢do quimica e
fisica no tecido/célula-alvo, dificultando a relacdo direta entre os possiveis efeitos deletérios e
a radiacdo ultravioleta gerada. At¢ o momento, a seguranga desse tratamento tem sido
amplamente defendida para terapias de curta duracdo (aproximadamente 3 minutos continuos)

(Gay-Mimbrera et al., 2016; Holanda et al., 2023; Kletschkus et al., 2020; Kos et al., 2017).

4.3.3. Radiaciao Térmica

A seguranca do tratamento com plasma facilitou a expansdo dos estudos in vivo.
Saadati et al. (2018) avaliaram a temperatura da pele de camundongos por meio de
termografia apds 6 minutos de exposicao ao CAP e relataram um aumento de apenas 1 + 0,3
°C, o que foi insuficiente para causar danos térmicos. De forma semelhante, relatamos um
leve aumento na temperatura da pele de 35 para 35,7 °C apos o tratamento com CAP (Figura
5) (Holanda et al., 2023). Além disso, de acordo com a literatura disponivel, a radiagdo
térmica produzida durante a geragdo do CAP ndo parece impactar significativamente os
efeitos antitumorais. Para dispositivos projetados para aplicagdes biomédicas, as temperaturas
geralmente permanecem abaixo de 40 °C (Laroussi, 2020), como também demonstrado em

nosso estudo anterior (Holanda et al., 2023). Por fim, a temperatura de terapias como a
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fototérmica ficam acima dos 48 °C, visando a destruicdo direta das células cancerigenas

(Silva, 2020).

Figura 5: Termograma do tumor tratado com CAP antes (A) e apds o tratamento (B),

mostrando um leve aumento na temperatura. Fonte: Holanda et al., 2023

No entanto, o tratamento com CAP tem o potencial de aumentar a sensibilidade das
células neoplésicas a tratamentos baseados em radia¢do térmica, como a terapia fototérmica
(TFT). Por exemplo, Qin et al. (2022) demonstraram que o CAP, quando combinado com
nanoparticulas de ouro em formato de estrelas como agentes fototérmicos, aumentou
seletivamente a suscetibilidade das células cancerosas a TFT. Em comparagdo com a TFT
isolada, essa combinagdo permitiu uma supressdo tumoral eficaz com efeitos colaterais
reduzidos. Entretanto, ainda ndo estd claro se a radiagdo térmica produzida pelo CAP

isoladamente exerce um efeito antineoplasico significativo.

5 Aparelhos geradores de CAP para uso experimental e clinico

Os dispositivos de CAP utilizados na pratica clinica sdo projetados para gerar uma pluma
de plasma capaz de evitar danos as células saudaveis e ndo estdo associados a efeitos
colaterais significativos (Isbary et al., 2013). Trés abordagens principais tém sido utilizadas
para gerar CAPs:

1. Descarga de barreira dielétrica (DBD) — produz descargas de plasma diretas.

2. Jatos de plasma — geram descargas indiretas.

3. Dispositivos hibridos — integram ambos os métodos (Almeida-Ferreira et al., 2025).

As caracteristicas, aplicagdes e limitagdes dessas abordagens estdo resumidas na Tabela 1.
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Nos dispositivos DBD, onde a descarga ¢ direta, o plasma ¢ gerado no espaco entre
um eletrodo de alta voltagem isolado (dielétrico) e o tecido ou células vivas, que podem atuar
como contraeletrodo, participando ativamente do processo de descarga sem a necessidade de
gases transportadores (Yan, Sherman e Keidar, 2017). Eles fornecem uma descarga de plasma
mais intensa, adaptavel e controlada, cobrindo grandes areas sem exigir equipamentos
adicionais de fornecimento de gas e utilizando o ar atmosférico como gas de trabalho, embora
uma atmosfera artificial também possa ser empregada. A principal limitagdo desses métodos €
a necessidade de uma distancia constante, o que exige uma superficie lisa e plana (Brany et
al., 2020; Weltmann e Woedtke, von, 2017).

O jato de plasma ¢ classificado como indireto, pois os eletrodos responsaveis pela
geracdo do plasma estdo localizados dentro do proprio dispositivo, e as espécies ativas de
plasma sdo transportadas até o alvo (células, tecidos ou tumores) por um fluxo de gas, como
hélio, argonio ou oxigénio (Yan, Sherman e Keidar, 2017). Durante o transporte até o alvo,
ocorre uma reducdo/extingdo das particulas carregadas, da radiagdo UV e das espécies de
curta duracdo. Nesse dispositivo, o plasma ¢ geralmente liberado em uma estrutura em forma
de anel, com o gas fluindo pelo canal central. Esse fluxo gera o "jato" que d4 nome ao
dispositivo (Chen et al., 2022). A principal vantagem do jato de plasma ¢ a facilidade de
manuseio e a adequagdo para tratar diferentes superficies. A principal limitagdo ¢ a perda de
uma porcao significativa do plasma através do bocal ou dos orificios, resultando em uma
geracdo menos eficiente em comparac¢ao com os dispositivos DBD (Murillo et al., 2023).

Os dispositivos hibridos combinam os beneficios das fontes diretas e indiretas, mas
atualmente sdo aplicados apenas em nivel experimental (Brany et al., 2020; Isbary et al.,
2013). Esses dispositivos integram microdescargas em um eletrodo de malha aterrado. A
descarga produzida ¢ uniforme, sem efeito sobre o objeto entre os dois eletrodos, e o
dispositivo ¢ relativamente facil de controlar. No entanto, os dispositivos hibridos tém uma
leve maior suscetibilidade ao desgaste dos componentes e a deterioracao subsequente. Esse
fendmeno ¢ especialmente perceptivel em ambientes imidos e apos o contato direto com
células e tecidos tratados (Brany et al., 2020).

Atualmente, ha dispositivos geradores de plasma aprovados e comercializados para uso
clinico, como:
e KINPen MED — jato de plasma (INP Greifswald/neoplas tools GmbH, Greifswald,

Alemanha) (Reuter, Woedtke, von e Weltmann, 2018).

e PlasmaDerm VU-2010 — DBD (CINOGY Technologies GmbH, Duderstadt,

Alemanha) (Brehmer et al., 2015).



28

o SteriPlas — jato de plasma (Adtec Ltd., Londres, Reino Unido) (Bennett et al., 2021).

Experimentalmente, dispositivos t€ém sido desenvolvidos e adaptados. Eles sdo seguros,

faceis de operar, apresentam baixo custo de fabricacdo e demonstram resultados clinicos

satisfatorios (Holanda et al., 2023; Izadjoo et al., 2018; Reza Lotfi et al., 2024).

Tabela 1: Modo de geragdo de plasma atmosférico frio e caracteristicas com base no tipo de

dispositivo.
Tipo de Mecanismo de | Caracteristicas | Aplicag¢oes Clinicas Limitacoes
Dispositivo | Geragao Principais Comuns
- Gera descarga | - Nao requer - Tratamento de - Limitado a
de plasma direta | equipamentos feridas superficiais aplicagoes
entre dois adicionais de agudas ou cronicas, superficiais
eletrodos fornecimento de | desinfec¢do da pelee | devido a baixa
Descarga de | separados por gas (Weltmann e | regeneragdo tecidual | penetragdo das
Barreira | yma barreira Woedtke, von, (Abu Rached et al., ERON:ES.
Dielétrica | dielétrica 2017). 2023; Brehmer et al.,
(DBD) | (Almeida- 2015) - Menos eficaz
Ferreira et al., em superficies
2025). irregulares
(Brany et al.,
2020)
- Gera descarga | - Produz plasma | - Tratamento de - Requer
de plasma a uma distancia | feridas superficiais controle
indireta, do eletrodo agudas ou cronicas, preciso para
expelindo gas gerador (Yan, desinfec¢do da pele e | evitar danos
ionizado em um | Sherman e regeneracao tecidual colaterais
jato direcionado | Keidar, 2017) (Daeschlein et al., (Holanda et al.,
(Chen et al., ] 2015; Mirpour et al., | 2023)
2022) - Maior 2020)
adaptabilidade - Perda de uma
Jato de para tratamento | - Adequado para porcao
Plasma de superficies terapias de tecidos significativa de

irregulares
(Holanda et al.,
2023; Murillo et
al., 2023)

- Permite
aplicacdes em
distancias
maiores
(Holanda et al.,

delicados, como
membranas mucosas e
cavidades internas
(Kusakci-Seker e
Demirayak-Akdemir,
2020)

plasma através
do bico ou
outras
aberturas
(Murillo et al.,
2023)
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2023).
Combina - Integra as - Usado para - Maior custo e
microdescargas | vantagens do tratamentos complexidade
em um eletrodo | DBD e dos jatos | complexos ou (Isbary et al.,
de malha de plasma multifacetados (por 2013).
aterrada (Isbary | (Isbary et al., exemplo, condi¢des
etal., 2013) 2013). cronicas - Pode
) mucocutaneas) (Brany necc?ss1tar de
- Proporciona et al., 2020). equipamentos
maior especializados
versatilidade - Atualmente aplicado | e treinamento
para diferentes apenas a nivel (Isbary et al.,
tipos de experimental (Brany 2013).
Dispositivos su;la.erﬁciies e et al., 2020) - Maior
Hibridos ap, 1?agoes , suscetibilidade
clinicas (Brany
et al., 2020). ao desgaste dos
componentes €
- Produz uma subsequente
descarga deterioragdo
uniforme (Brany (Brany et al.,
et al., 2020). 2020).
- O dispositivo ¢
relativamente
facil de controlar
(Brany et al.,
2020)
6 Aplicabilidade do CAP

O conhecimento sobre a aplicabilidade do plasma atmosférico frio (CAP) na terapia do

cancer ¢ limitado a estudos in vitro, modelos animais e alguns estudos clinicos (Holanda et

al., 2023; Min et al., 2022). Com base nisso, diversas vantagens t€m sido propostas para o seu

uso, incluindo (1) a capacidade de destruir seletivamente células malignas enquanto preserva

as cé€lulas normais no corpo, minimizando a toxicidade local do tratamento (Fofana et al.,

2020; Poramapijitwat et al., 2023); (2) a auséncia de efeitos adversos sist€émicos (Holanda et

al., 2023; Kos et al., 2017); (3) efeitos antineoplasicos dependentes da dose (Jung et al.,

2023); e (4) acdo sinérgica com outras modalidades terapéuticas (por exemplo, cirurgia,
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radioterapia, eletroquimioterapia) (Chen et al., 2022; Daeschlein et al., 2013; Kenari et al.,
2021).

O CAP pode ser aplicado nos tecidos afetados por exposicao direta (Troitskaya et al.,
2020) ou exposi¢ao indireta (Fang et al., 2023). A exposicao direta, apesar da vantagem de
expor o alvo ao maior numero de espécies produzidas pelo plasma, apresenta a desvantagem,
quando utilizada no tratamento do cancer, de induzir desconforto no paciente devido ao
acumulo de cargas elétricas, além da dificuldade de adaptagdo a area alvo (Dubuc et al., 2018;
Harley, Suchowerska e McKenzie, 2020).

Por outro lado, a exposi¢do indireta por meio de solugdes ativadas por plasma (PASs),
obtidas pelo tratamento de uma solugao estéril (por exemplo, salina ou lactato de Ringer) com
plasma, ou meio ativado por plasma (PAM), derivado da exposi¢ao de um meio de cultura ao
plasma e subsequente inje¢do in vivo, pode ajudar a mitigar o desconforto e melhorar a
acessibilidade a tumores de dificil alcance (Yoshikawa, Nakamura e Kajiyama, 2023).
Hipoteticamente, a injecdo de PAS ou PAM pode tornar possivel abordar tumores mais
proliferativos, subcutaneos ou intraperitoneais (Takeda et al., 2017; Yan et al., 2021). A
administracao de plasma indireto em tumores subcutaneos € relativamente facil, uma vez que
geralmente ha uma Unica massa tumoral visivel, permitindo inje¢des precisas e eficazes. No
entanto, em tumores internos disseminados pela cavidade peritoneal, a visibilidade e o alcance
podem ser prejudicados (Solé-Marti et al., 2021).

Quanto ao mecanismo de acdo, ainda ndo estd claro se os efeitos anticancer dos
tratamentos diretos e indiretos sdo equivalentes. No tratamento direto, o tecido tratado ¢
exposto tanto aos componentes fisicos (por exemplo, campos elétricos elevados, radiagdo
ultravioleta e radiacdo térmica) quanto aos componentes quimicos (por exemplo, radicais
livres e moléculas neutras) do CAP. Em contraste, o tratamento indireto elimina todos os
aspectos fisicos do CAP, retendo principalmente os ERONS de longa duragdo (por exemplo,
H>02, NO27, NO3™ e ONOO") (Moszczynska, Roszek e Wisniewski, 2023; Sklias, Sousa e
Girard, 2021).

7 Ensaios pré-clinicos

7.1 Estudos in vitro

A primeira série de estudos para avaliar os efeitos do plasma atmosférico frio (CAP)

em células cancerigenas remonta a 2010, quando Kim et al., Zirnheld et al. e Georgescu &
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Lupu apresentaram resultados indicativos da seletividade do plasma para células
cancerigenas.

Em 2011, Keidar et al. publicaram o primeiro artigo com resultados mais robustos e
mecanismos mais bem explicados sobre a aplicagdo do CAP em neoplasias in vitro € in vivo,
demonstrando novamente seu efeito seletivo, agora nas linhas celulares SW900 (cancer de
pulmdo humano) e B16-F10 (melanoma murino). Foi demonstrado que o plasma frio induz
apoptose e reduz a migragdo celular, destacando sua aplicacdo no tratamento do cancer ao
localizar o dano tecidual e limitar a metastase. Além disso, a acdo seletiva do plasma frio
sobre diferentes tipos de células sugere sua capacidade de erradicar células cancerigenas
enquanto preserva células saudaveis. A principal razao para essa seletividade ¢ o aumento dos
niveis basais de ROS nas células cancerigenas devido a sua robusta atividade metabolica.
Como resultado, quando o estresse adicional de ROS ¢ induzido pelo tratamento com CAP, o
estresse oxidativo induz a apoptose com mais facilidade ao prejudicar componentes da
membrana, proteinas, lipidios e material genético nas células cancerigenas do que nas células
normais (Yan et al., 2021). Além disso, as células cancerigenas tendem a expressar mais
aquaporinas em suas membranas citoplasmaticas, o que pode facilitar a absor¢ao mais rapida
de H202 nas células cancerigenas do que nas células normais. Além disso, o CAP
demonstrou um efeito antineoplasico dependente da dose (Bakhtiyari-Ramezani et al., 2024;
Ermakov et al., 2021; Welz et al., 2015) e seletividade para células malignas (Ermakov et al.,
2021; Holanda et al., 2023; Kim e Chung, 2016) (Figura 6). Os efeitos principais sobre as
células mutadas incluem apoptose, inibicdo do crescimento, desintegragdo do citoesqueleto,
bloqueio do ciclo celular, danos genéticos, lipoperoxidacao e morte celular imunogénica, que
sao impulsionados principalmente pela acumulacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (Keidar et al., 2018; Yan et al., 2021). Dois efeitos gerais relacionados a
vulnerabilidade das células cancerigenas ao tratamento com CAP foram observados. Primeiro,
células cancerigenas que expressam a mutagdao do gene p53 sdo mais resistentes ao tratamento
com CAP do que células que ndo expressam essa mutacao (Ma et al., 2014); segundo, células
cancerigenas com taxas de proliferagdo mais altas sdo mais sensiveis ao tratamento com CAP
do que células com taxas de proliferacdo mais baixas (Naciri, Dowling e Al-Rubeai, 2014).
Mecanicamente, o tratamento com CAP causa a apoptose das células cancerigenas por meio
de um aumento seletivo de ROS intracelulares e das vias de morte baseadas em ROS
correspondentes. A apoptose das células cancerigenas tratadas com CAP pode ser devido a
danos graves no DNA, danos mitocondriais, danos na membrana citoplasmatica ou a um

sistema antioxidante intracelular enfraquecido (Keidar et al., 2018). Consequentemente, o
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tratamento com CAP elimina mais eficazmente as células cancerigenas enquanto poupa as

células normais (Yan et al., 2015).
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Figura 6: Viabilidade celular das células SCC-25 pelo teste do MTT em diferentes tempos de

tratamento. Demonstra-se redug¢do da viabilidade dose-dependente. Fonte: Holanda et al.,
2023

Ateé 2018, 94,7% das pesquisas envolvendo CAP e cancer foram realizadas in vitro,
com efeitos adversos minimos relatados e sem sinais de mecanismos de resisténcia ao
tratamento (Dubuc et al., 2018). Outros estudos subsequentes demonstraram os efeitos
antineoplasicos do CAP contra varias linhas celulares, incluindo carcinoma espinocelular
cutaneo (Pasqual-Melo et al., 2020), cancer de pulmao (Karki et al., 2020), osteossarcoma
(Tornin et al., 2019), colangiocarcinoma (Vaquero et al., 2020), cancer pancreatico
(Loenhout, Van et al., 2019), cancer colorretal (Jung et al., 2023), cancer de prostata (Fofana
et al., 2020), linfoma (Cheng et al., 2019), carcinoma de cabeca e pescoco (Holanda et al.,
2023), cancer de mama (Almeida-Ferreira et al., 2025), glioblastoma (Bakhtiyari-Ramezani et
al., 2024) e cancer de ovario (Bisag et al., 2020). Até onde sabemos, o unico estudo realizado
com uma linha celular de animal doméstico foi o osteossarcoma canino, que mostrou efeitos
antineoplasicos promissores para a medicina veterindria, incluindo indugdo de apoptose e
redugdo da migracao e atividades de invasdo celular (Lee et al., 2020).

As conclusdes obtidas de estudos in vitro ndo podem ser usadas diretamente para

prever o desempenho de estudos in vivo. A barreira relativamente seca da pele entre o plasma
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e os tecidos ou células cancerigenas sob a pele ¢ diferente das condigdes experimentais
produzidas in vitro. O ambiente in vitro apresenta uma camada de meio que facilita a
transi¢do de algumas espécies reativas de vida curta da fase gasosa para espécies reativas de
vida longa na fase liquida. Além disso, tanto as espécies reativas de vida longa quanto de vida
curta sofrem reagdes complexas nessa interface gés/liquido. Portanto, os estudos in vivo
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento da medicina do plasma

(Limanowski et al., 2022).

7.1 Estudos in vivo

Os efeitos antineoplasicos do plasma foram verificados em modelos animais de
diversas neoplasias, incluindo melanoma cutaneo (Alimohammadi et al., 2020; Jung et al.,
2023), carcinoma espinocelular cutineo (Holanda et al., 2023), glioblastoma (Bakhtiyari-
Ramezani et al., 2024; Soni et al., 2021), colangiocarcinoma (Vaquero et al., 2020), linfoma
(Cheng et al., 2019), cancer de mama (Dezhpour et al., 2023; Mahdikia et al., 2021), cancer
pancreatico (Liedtke et al., 2017; Partecke et al., 2012), cancer de ovario (Nakamura et al.,
2021; Utsumi et al., 2013), cancer colorretal (Freund et al., 2019; Jinno et al., 2022; Jung et
al., 2023; Lin, A. G. et al., 2018), carcinoma oral (Qi et al., 2022), cancer de cabega e pescoco
(Wang et al., 2024), cancer gastrico (Takeda et al., 2017) e cancer de pulmao (Q1 et al., 2022;
Song et al., 2021). Em todos os efeitos adversos reportados sdo minimos ou ausentes (figura
3).

Estudos pré-clinicos in vivo com CAP demonstraram varios efeitos positivos no
tratamento do cancer, seja por exposicao direta ou indireta, incluindo efeitos antineoplésicos
dependentes da dose (Jung et al., 2023), reducao do volume tumoral (Freund et al., 2019; Jung
et al., 2023), reducao do crescimento tumoral (Alimohammadi et al., 2020; Jinno et al., 2022;
Mahdikia et al., 2021; Utsumi et al., 2013), aumento da sobrevida (Liedtke et al., 2017;
Mahdikia et al., 2021; Nakamura et al., 2021; Saadati et al., 2018), aumento da expressao de
marcadores de apoptose (Jung et al., 2023; Mahdikia et al., 2021; Partecke et al., 2012),
reducdo da expressdo de marcadores de proliferacdo celular (Partecke et al., 2012; Qi et al.,
2022; Wang et al., 2024), reducdo da ocorréncia de metéastases intraperitoneais (Takeda et al.,
2017), auséncia de efeitos adversos sistémicos (Kos et al., 2017; Liedtke et al., 2017; Qi et al.,
2022; Takeda et al., 2017), potencializacao de drogas quimioterapicas (Alimohammadi et al.,
2020; Soni et al., 2021), indu¢do de morte celular imunogénica (Lin, A. G. et al., 2018;
Mahdikia et al., 2021; Nakamura et al., 2021) e ocorréncia do efeito abscopal (Jinno et al.,
2022; Mahdikia et al., 2021).
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O uso de PAM administrado intraperitonealmente mostrou resultados promissores em
modelos de tumores intra-abdominais. Takeda et al. (2017) utilizaram um modelo de
camundongo estabelecido pela injecdo intraperitoneal de células de cancer gastrico (células
GCIY-EGFP) para avaliar a eficicia do meio ativado por plasma na inibi¢ao da formagao de
metastases peritoneais. Os resultados indicaram que o nimero médio de nédulos metastaticos
peritoneais maiores que 1 mm foi 10 (faixa de 7 a 15) no grupo controle e 0 (faixa de 0 a 6)
no grupo PAM. A porcentagem de formagdo de metéastase peritoneal foi de 100% (5/5) no
grupo controle e 40% (2/5) no grupo PAM, sem eventos adversos observados.

Nakamura et al. (2021) investigaram a lavagem intraperitoneal com solugdo de Ringer
lactato ativado por plasma em células de cancer de ovario murino (ES2). Os autores
observaram o recrutamento de macrofagos do tipo M1 para o tumor, indicando que o PAS
poderia desencadear uma resposta imunologica antitumoral. Além disso, a administracdo
intraperitoneal de PAS inibiu significativamente a progressdo do cancer de ovario no
abddmen, aumentando a taxa de sobrevida geral.

O plasma demonstrou efeito sinérgico com outras modalidades de tratamento. Um
estudo aplicou CAP a tumores residuais (tumor mamadrio 4T1/melanoma B16F10)
imediatamente apos a ressecagdo cirurgica. Comparados com os camundongos ndo tratados
(grupo apenas com cirurgia), os camundongos tratados com CAP apresentaram controle
significativamente melhor do crescimento tumoral e prolongamento da sobrevida. Além disso,
foi observado um aumento nos niveis de calreticulina nos tecidos tumorais residuais apos o
tratamento com CAP, sugerindo o surgimento de uma resposta imunologica anticancer (Chen
etal., 2021).

Outro estudo avaliou a combinagdo de CAP com radioterapia no tratamento de
hepatoblastoma (células HepG2) em camundongos. O tratamento resultou numa redugdo do
volume tumoral de 19,7% para o grupo tratado com CAP, 35,4% para o grupo de radioterapia
e 53,7% para o grupo que recebeu ambos os tratamentos. A analise estatistica demonstrou
uma diferenga significativa entre os trés grupos, refor¢cando o potencial dessa nova estratégia
terapéutica no controle de tumores malignos (Lin, L. et al., 2018).

O aprimoramento dos efeitos antitumorais da eletroquimioterapia em um modelo de
melanoma (células B16-F10) também foi relatado. Os resultados revelaram que os
camundongos ndo tratados sobreviveram em média 28,5 dias. A eletroquimioterapia (ECT)
combinada com um jato de plasma mostrou-se a mais eficaz, aumentando a sobrevida em
mais 24 dias em comparagdo com os controles, seguida por ECT isolada, que resultou em um

aumento significativo de 19 dias adicionais. A ECT combinada com plasma de descarga de
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barreira dielétrica levou a um aumento ndo significativo de 7,6 dias adicionais. Nem DBD
nem o jato de plasma isoladamente impactaram significativamente a sobrevida, com o jato de
plasma aumentando a sobrevida apenas em 3,6 dias (Daeschlein et al., 2013). O plasma
também demonstrou potencial para aumentar o efeito antineoplasico de quimioterapicos. Um
estudo investigando a combina¢do de CAP e doxorrubicina no tratamento do cancer de mama
(células 4T1) em camundongos demonstrou superior inibicdo tumoral em comparagdo com a
doxorrubicina isolada, além de reduzir danos hepaticos e nefrotoxicidade associados a
quimioterapia (Dezhpour et al., 2023). Um resumo dos estudos pré-clinicos in vivo realizados
em camundongos ¢ apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Lista de estudos pré-clinicos in vivo com CAP contra modelos de tumor em

camundongos, detalhando o dispositivo utilizado, os parametros experimentais do tratamento

e os principais resultados alcancados.

(PAM) por 10 min

Modelo de Tumor Dispositivo de Exposicao Resultados
Plasma (Modo/Tempo)

Melanoma (Células | Jato de plasma Exposi¢do Sinergismo com
B16F10) kINPen 09® (gés direta/exposi¢ao quimioterapia e
(Daeschlein et al., argonio, fluxo ~ 8 por 2 x 3 min com | eletroquimioterapia,
2013) L/min) e plasma DBD (pausa de 30 | levando a maior

DBD, voltagem (14 s ap0s cada sobrevivéncia

kV), taxa de repeticdo | tratamento de 3

de pulso (100-400 min) € 5 min com

Hz), poténcia elétrica | Jato de plasma

dissipada na descarga

do gés (167-237 mW)
Cancer Jato de plasma Exposicao Redugao do
pancreatico kINPen MED®/gés indireta/injecao crescimento tumoral;
(Células 6606PDA) | argdnio intraperitoneal/1 aumento da sobrevida
(Liedtke et al., mL de meio média e apoptose;
2017) ativado por plasma | diminui¢ao da

proliferagdao tumoral;
tratamento
considerado seguro

Cancer gastrico
(Células GCIY-
EGFP) (Takeda et
al., 2017)

Jato de plasma/gas
argbénio/10 kV,
alimentado por fonte
de energia comercial
de 60 Hz

Exposicao indireta
— inje¢do
intraperitoneal/6
mL de meio
ativado por plasma

Reducao do
crescimento tumoral;
aumento da sobrevida
média e apoptose;
diminuigdo da
proliferacdo tumoral;
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(PAM) por 5 min

tratamento
considerado seguro

Hepatoblastoma Jato de plasma/gas Exposi¢ao direta Regressao do volume
(Células HepG2) argonio e por 20 s tumoral e aumento da
(Lin, L. et al., oxigénio/voltagem de apoptose,

2018) saida (3 kV), corrente especialmente em
(40 mA), poténcia combinagdo com
média 12 W radioterapia;

tratamento
considerado seguro

Carcinoma Jato de plasma Exposicao direta Reducao da

espinocelular kINPen®/gés argonio | por 3 min progressao de lesoes

cutaneo (Cancer de
pele induzido por
UV) (Pasqual-Melo
et al., 2020)

semelhantes a SCC
induzidas por UVB;
diminuicao da

proliferagdo celular

Colangiocarcinoma
(Células EGI-1)
(Vaquero et al.,
2020)

Jato de plasma/gas
hélio (fluxo 1 L/min),
amplitude (9 kV),
ciclo de trabalho
(14%), frequéncia de
repeticao (30 kHz)

Exposicao direta
por 1 min

Reducao do tamanho
do tumor e
diminuicao da taxa de
crescimento; indugao
de dano no DNA e
apoptose das células
tumorais

Cancer ovariano
(Células ES2)
(Nakamura et al.,
2021)

Jato de plasma/gas
argonio e oxigénio
(fluxo 2 L/min), 10
kV, alimentado por
fonte de energia
comercial de 60 mA
60 Hz

Exposicao indireta
— inje¢do
intraperitoneal/10
mL de solugao
Ringer ativada por
5 min

Inibigdo da
progressao tumoral;
aumento na sobrevida
geral; ativagdo da
resposta imune

Cancer de mama
(Células 4T1)
(Mahdikia et al.,
2021)

Jato de plasma/gas
hélio/frequéncia (20
kHz), poténcia total
de entrada (1 W)

Exposi¢do direta
por 300 s

Reducio do
crescimento tumoral e
do peso; efeito
abscopal; aumento da
sobrevivéncia e
apoptose; inducao da
morte celular
imunogeénica
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Melanoma (Células
B16F10) e Cancer
de mama (Células
4T1) (Chen et al.,
2021)

CAP portatil
alimentado por ar
ambiente
(aCAP)/voltagem (6
V) e fluxo 16,8 L/min

Exposicao direta
por 1, 2,3 ¢4 min

Sinergismo com
cirurgia, levando a
inibigdo do
crescimento tumoral,
sobrevivéncia
prolongada e inducgado
de morte celular
imunogénica

Melanoma (Células
A375), carcinoma
espinocelular oral
(Tca-8113) e
Cancer de pulmio

Plasma
DBD/voltagem
aplicada aos eletrodos
foi senoidal a 15 kHz
com uma voltagem

Exposi¢do indireta
— injecdo
intratumoral/5 mL
de solugdo salina
ativada por 10 min

Inibicao do
crescimento tumoral e
da proliferagao
celular; tratamento
considerado seguro

(A549) (Qi et al., de pico a pico de 6
2022) kV; a poténcia total

foi de 40 W
Carcinoma Plasma DBD/Pulsos | Exposicao direta Limitac¢ado do
colorretal (Células | de alta voltagem (25 | por 10 min crescimento tumoral;
CT26) (Jinno et al., | kV) com largura de efeito abscopal
2022) pulso de 20, 60 ou 90

ns em uma taxa de

repeti¢do de 100

pulsos/s
Cancer de mama Jato de plasma/gas Exposicao Inibigao do
(Células 4T1) argonio (fluxo 2 indireta/injecao crescimento tumoral,
(Dezhpour et al., L/min) ou hélio intratumoral/5 mL | particularmente em
2023) (fluxo 4 L/min) e de meio ativado por | combinagdo com

oxigénio (fluxo 0,2
L/min), voltagem (20
kV), frequéncia (18
kHz)

3 min

quimioterapia
(doxorrubicina);
reducao da toxicidade
hepatica e renal
induzida por
doxorrubicina

Melanoma (Células
B16F10) e Cancer
colorretal (Células
MC38) (Jung et al.,
2023)

Sistema de tocha
MediPL®/gas
argonio (fluxo 2
L/min)

Exposicao
direta/exposi¢ao
por 2, 5 ou 15 min

Reducao do volume e
peso tumoral;
diminuicao da
proliferacdo tumoral;
apoptose dependente
da dose.
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Cancer de cabeca e | Piezobrush® Exposicao direta Reducao do

pescoco (Células PZ2/tecnologia de por 1 min crescimento tumoral e

Fadu e SCC7) descarga direta do peso; sobrevida

(Wang et al., 2024) | piezoelétrica prolongada; efeito
sinérgico com
bloqueio de ponto de
verificag¢ao
imunolégico (PD-L1)
€ quimioterapia
(cisplatina).

Glioblastoma Jato de plasma/gas Exposicdo direta e | Reducdo do tamanho

(Células U-87 MG) | hélio ou argdnio indireta/tempo de tumoral; aumento da

(Bakhtiyari- (fluxo 2 exposi¢do varidvel, | taxa de sobrevivéncia;

Ramezani et al., L/min)/frequéncia com base nos melhoria da fungao

2024) (20 kHz), voltagem valores IC50 motora geral.

(4,5 kV) obtidos a partir dos
resultados in vitro

8 Ensaios clinicos

A terapia com plasma tem mostrado bons resultados em pacientes humanos com
queratose actinica, uma lesdo pré-neoplasica que pode preceder o carcinoma espinocelular
cutaneo (Arisi et al., 2021; Daeschlein et al., 2013; Friedman et al., 2017; Wirtz et al., 2018).
No estudo de Daeschlein et al. (2013), o CAP foi eficaz no tratamento de uma lesdo no couro
cabeludo resistente ao tratamento com terapia fotodinamica, lasers ablativos e criocirurgia.
Por outro lado, Friedman et al. (2017) relataram resolu¢do completa em 53% (9/17) das lesoes
apds um Unico tratamento de 1 a 2 minutos. Paralelamente, Wirtz et al. (2018) observaram
uma resposta clinica em 55% das lesdes avaliadas e resolucdo completa em 23% apds
administracao de CAP duas vezes por semana por 2 minutos durante um més.

Ensaios clinicos também foram realizados para avaliar o tratamento com plasma em
humanos com carcinoma espinocelular de cabega e pescog¢o localmente avangado em
tratamento paliativo. Os beneficios observados incluem reducdo da contaminagdo bacteriana,
controle da dor e melhora na qualidade de vida dos pacientes (Metelmann et al., 2018, 2015;
Schuster et al., 2016). Um estudo relatou resposta clinica em cerca de um terco (4/12) dos
pacientes (Metelmann et al., 2018, 2015). Da mesma forma, outro estudo mostrou uma
resposta parcial em 33% (2/6) dos individuos, com uma redu¢do de 80% na area tumoral em

um dos pacientes (Metelmann et al., 2015). O tratamento ¢ considerado seguro, com efeitos
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adversos leves e locais, como dor, sangramento, edema, sialorreia e necrose (Schuster et al.,
2016).

Um estudo clinico de fase I foi conduzido com 20 pacientes humanos com tumores em
estagio IV ou recorrentes de varias origens histologicas. O tratamento consistiu em uma
combinagdo de cirurgia e administragdo de CAP no leito cirurgico. A terapia demonstrou
seguranga e potencial para prevenir a recorréncia do cancer, mesmo em pacientes com
margens comprometidas (Canady et al., 2023).

Até onde se sabe, o Unico caso clinico veterinario foi realizado em um felino com trés
carcinomas espinocelulares cutaneos em regido da cabecga. A terapia demonstrou beneficio
clinico, com uma lesdo em remissdo completa, um em remissdo parcial e estabilidade para
outra lesdo. A remissdo completa foi confirmada histologicamente. As duas lesdes restantes
apresentaram aumento na expressdo de caspase-3 e TNF-alfa, sugerindo a indugdo da
apoptose celular tumoral. Os efeitos adversos foram limitados a eritema e crostas nas areas
tratadas (Holanda et al., 2023).

Os protocolos utilizados no tratamento de tumores em humanos (Metelmann et al.,
2018, 2015; Schuster et al., 2016) ¢ em medicina veterindria sao semelhantes, consistindo em
ciclos de tratamento. Cada ciclo consistia em 3 administragdes semanais de plasma, seguidas
de uma semana sem exposi¢do. A area tumoral era continuamente escaneada por 1 min/cm? a
uma distancia de 8 mm. O disparo de voltagem variava de 2 kV a 3 kV com frequéncia de 1
MHz e era modulado a 2,5 kHz com um ciclo de trabalho do plasma de 1:1. O gés utilizado

pode ser argdnio ou hélio, com uma taxa de fluxo de 2 L/min a 6 L/min.

9 Limitac¢oes

Embora a aplicagdo clinica do plasma na oncologia seja promissora, existem algumas
limitagdes a serem consideradas. A exposicdo direta ao plasma tem uma profundidade
limitada de penetragdo para as ERONS, restringindo sua aplicacdo a tumores superficiais na
pele (Dubuc et al., 2018). Combinar o tratamento com plasma com a cirurgia pode permitir o
acesso a tecidos mais profundos ou de dificil acesso, mas aumenta a invasividade do
procedimento (Canady et al., 2023). Como alternativa, o tratamento indireto via injecdo de
meio ativado por plasma pode permitir o acesso a tecidos subcutaneos ou cavidades corporais
(Takeda et al., 2017; Yan et al.,, 2021). No entanto, ainda ¢ uma questdo aberta se os
mecanismos de agdo dos tratamentos diretos e indiretos sdo os mesmos em termos de seus

efeitos anticancerigenos. No tratamento direto, o tecido alvo € exposto tanto aos componentes
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fisicos (por exemplo, campos elétricos fortes, radiacdo ultravioleta) quanto aos componentes
quimicos (por exemplo, radicais livres, moléculas neutras) do CAP. Em contraste, o
tratamento indireto elimina todos os aspectos fisicos do CAP, deixando principalmente
ERONS de longa duragdo (por exemplo, H>O>, NO>, NO3;~ ¢ ONOO") (Moszczynska,
Roszek e Wisniewski, 2023; Sklias, Sousa e Girard, 2021). Além disso, embora o CAP seja
considerado seguro e bem tolerado, os efeitos adversos potenciais incluem crostas, eritema,
edema, dor, sangramento, queimacdo e necrose (Holanda et al., 2023; Kos et al., 2017;
Schuster et al., 2016). Outro grande desafio na integracdo do plasma frio na pratica clinica ¢ a
falta de padronizacdo nos arranjos experimentais. Variagdes em dispositivos geradores de
plasma, protocolos de tratamento e parametros de exposi¢do dificultam a reprodutibilidade e
tornam as comparagdes entre estudos dificeis (Biscop et al., 2019; Sklias, Sousa ¢ Girard,
2021).

Por fim, apesar de a terapia com o plasma ser bem tolerada por pacientes humanos
(Metelmann et al., 2018, os pacientes veterinarios tendem a necessitar de anestesia prévia a
terapia com o CAP, o que torna a frequéncia terapéutica um desafio ainda a ser superado

(Holanda et al., 2023).

10 Perspectivas

O CAP tem potencial para uso clinico em medicina humana e veterinaria como uma
terapia oncologica isolada ou em combinagdao com outras modalidades terapéuticas, incluindo
cirurgia, quimioterapia, terapia fotodindmica e eletroquimioterapia. O CAP pode ser
associado a cirurgia durante o periodo intraoperatério, ajudando a controlar margens
comprometidas e prevenindo a recorréncia do tumor. A excisdo cirdrgica prévia pode reduzir
o desafio da penetracdo do plasma. Além disso, sua seletividade por células malignas torna o
tratamento seguro (Canady et al., 2023). O CAP pode exercer um efeito sinérgico com a
quimioterapia, potencializando os efeitos citotoxicos dos medicamentos, promovendo o
processo de morte celular via apoptose e mitigando o fendmeno de resisténcia a
medicamentos ao desregular genes de resisténcia (Mateu-Sanz et al., 2022; Pefani-Antimisiari
et al., 2021). Além disso, o CAP pode aumentar significativamente os efeitos antineoplasicos
da radioterapia (Kenari et al., 2021; Momeni et al., 2023), da terapia fotodindmica (Momeni et
al., 2023) e da eletroquimioterapia (Daeschlein et al., 2013), sugerindo o potencial de
sensibilizar as células cancerigenas para o tratamento. O uso de CAP também pode induzir

um fendomeno conhecido como plasmaporagdo, que envolve o campo elétrico do plasma e a
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geracdo de poros na membrana plasmatica, facilitando o influxo de agentes quimioterapicos e
potencializando a eletroporagdo (Vijayarangan et al., 2020; Wu et al., 2023). Outra
perspectiva para o uso clinico de CAP ¢ o controle da infec¢do local e o alivio da dor, o que
pode ser util para pacientes com tumores ulcerados, infectados e dolorosos em cuidados
paliativos (Metelmann et al., 2015). Por fim, protocolos terapéuticos clinicos devem ser mais
objetivamente estabelecidos, pois aumentar os parametros de intensidade e o tempo de
exposicao celular ao CAP pode influenciar diretamente seus efeitos antineopldsicos; no

entanto, também pode aumentar a probabilidade de efeitos adversos (Boeckmann et al., 2020).

11 Consideracoes Finais

O CAP ¢ uma terapia promissora, com versatilidade na producdo de diferentes
entidades, incluindo campos eletromagnéticos, radiagdo UV, particulas carregadas e espécies
de vida curta e longa, que podem inibir a proliferagdo e reduzir a viabilidade de células
cancerigenas de varias origens. Seu potencial para uso clinico em oncologia humana e
veterinaria pode ser explorado devido aos seus efeitos antineoplasicos, seletividade por
c¢lulas malignas e auséncia de efeitos adversos sistémicos ou locais graves. Ainda permite
sua combinacao com outras terapias estabelecidas, como cirurgia, quimioterapia, radioterapia,
terapia fotodinamica e eletroquimioterapia. Por fim, seu facil manuseio e portabilidade
permite tratamentos ambulatoriais e/ou cirurgicos além de laboratoriais. Entretanto, estudos
futuros sdo necessarios para entender o papel do CAP no tratamento de paciente veterinarios
com cancer, uma vez que o numero de ensaios ¢ limitado, tanto in vitro quanto in vivo, além

de possuir gargalos metodoldgicos criticos.
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