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RESUMO 

 

O plasma atmosférico a frio (CAP) surgiu recentemente e se difundiu como possibilidade 

terapêutica por ser bem tolerado pelos tecidos vivos. Dentre suas aplicações, destacam-se as 

relacionadas a afecções cutâneas e seu potencial no estímulo a regeneração e/ou cicatrização 

da pele. Diante disto o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do plasma 

atmosférico frio obtido em DBD no reparo de feridas cutâneas em porquinhos da índia, 

durante o processo de reparo tecidual. Para isto foram realizados dois experimentos: um 

estudo in vivo  com 24 porquinhos da índia e por meio do tratamento de feridas agudas limpas 

e outro in vitro com fibroblastos da linhagem 3T3. Ambos os estudos apontam para resultados 

positivos sobre o uso do CAP no processo de cicatrização de feridas, com direcionamentos 

importantes na definição de alguns parâmetros, a saber: modo de aplicação, tempo escolhido e 

frequência. Assim, encontrou-se que o modo contínuo mostrou resultados superiores com 

relação a organização tecidual e produção de colágeno. Já com relação as células a aplicação 

feita de modo direto e por 10 segundos se apresentou como aquela mais favorável para os 

fibroblastos. Diante disto, conclui-se que o quando há uma definição criteriosa dos parâmetros 

apontados, o CAP se apresenta como tecnologia promissora para o processo de cicatrização 

de feridas.  

Palavras-chaves: Medicina do plasma; plasma não térmico; cicatrização de feridas; 

fibroblastos. 

 

ABSTRACT 

 

Cold atmospheric plasma (CAP) recently emerged and became widespread as a therapeutic 

possibility because it is well tolerated by living tissues. Among its applications, those related 

to skin disorders and their potential to stimulate skin regeneration and/or healing stand out. In 

view of this, the present work aimed to evaluate the effect of cold atmospheric plasma 

obtained in DBD on the repair of skin wounds in guinea pigs, during the tissue repair process. 

For this, two designs were carried out: an in vivo study with 24 guinea pigs and through the 

treatment of clean acute wounds and another in vitro with 3T3 fibroblasts. Both studies point 

to positive results on the use of CAP in the wound healing process, with important directions 

in defining some parameters, namely: mode of application, chosen time and frequency. Thus, 

it was found that the continuous mode showed superior results in relation to tissue 



organization and collagen production. Regarding cells, the application made directly and for 

10 seconds was the most favorable for fibroblasts. In view of this, it is concluded that when 

there is a careful definition of the parameters mentioned, CAP presents itself as a promising 

technology for the wound healing process. 

 

Keywords: Plasma medicine; non-thermal plasma; wound healing; fibroblasts. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A pele é o maior órgão do corpo, estando em contato direto com o meio externo e, 

portanto, propensa a lesões. Toda descontinuidade desse tecido, independente da etiologia, 

pode ser considerada uma ferida. E uma vez que se instaura, existem dois mecanismos 

principais de reparação: a regeneração, com substituição do tecido lesionado por um novo; e a 

cicatrização, caracterizada pela deposição do colágeno (MARCHESINI; RIBEIRO; 2020; 

FREITAS et al. 2021).  

 No que diz respeito a cicatrização sabe-se que é um processo que envolve 

componentes da matriz extracelular, mediadores de natureza lipídica e proteica, células 

residentes e de defesa, podendo ser dividido em três fases: inflamatória, que dura de 48 a 72 

horas e se caracteriza pelo aparecimento dos sinais flogísticos. Em seguida, vem a fase 

fibroblástica com deposição da matriz extracelular que dura um média de 12 a 14 dias com 

intensa migração celular, angiogênese e produção de colágeno. E a última fase é a de 

remodelamento do tecido onde ocorre remodelação do colágeno que confere maior força 

tênsil a cicatriz e pode durar de meses a anos (MARTELI; ANDRADE; SANTOS, 2018). 

 Dentre essas fases, muitos mediadores promovem migração celular, além de ocorrer a  

proliferação dos fibroblastos, síntese e maturação de colágeno, estímulo do fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF), angiogênese, e granulação do tecido da ferida. 

Entretanto, mesmo tendo todo o seu ciclo definido, o tratamento de feridas ainda se apresenta 

como um desafio, desde sua epidemiologia até mesmo seu tratamento, devido aos muitos 

fatores intervenientes, tanto intrínsecos, relacionados ao indivíduo como extrínsecos, ligados 

ao meio externo  (SÁ et al., 2020). 

 Nesse contexto, os esforços na busca de tratamentos eficazes vem se desenvolvendo 

ao longo dos anos e dentre estes, têm-se o uso do plasma atmosférico a frio gerado em 

barreira dielétrica (DBD). Esse tratamento é caracterizado por descargas entre dois eletrodos 

divididos por uma barreira dielétrica isolante que energiza o ar para gerar o plasma. Dentre 

suas vantagens, têm-se o baixo custo, além da possibilidade de utilização de diversos gases 

que o torna mais versátil, sendo os mais utilizados o argônio e hélio (CHUPRADI et al., 

2023). 

Portanto, na terapêutica da cicatrização de feridas cutâneas, o uso desse dispositivo 

vem sendo avaliado, dentre os procedimentos não invasivos, indolor e com benefícios na fase 
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aguda por promover estímulo dentro do processo de regeneração e cicatrização de tecidos, 

com efeitos na proliferação de células endoteliais que apontam para a possibilidade de 

impactos positivos na angiogênese mediada por essas células. Além disso, alguns estudos 

relatam para a fácil aplicação desta terapêutica e a boa aceitação por parte dos pacientes 

(BOLGEO et al., 2023).  

 Nessa perspectiva, o uso do plasma DBD desperta o interesse das ciências médicas, 

apresentando-se promissor para uso em aplicações clínicas. No entanto, estudos adicionais 

ainda são necessários para delimitar de maneira mais exata o seu mecanismo de ação, além da 

necessidade de comprovação da sua segurança e eficácia, determinação de parâmetros e sua 

ação no tecido, no sentido de trazer mais confiança para seu uso clínico (WELZEN et al., 

2021; TAN et al., 2022).  
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL  

Avaliar o efeito do plasma atmosférico frio obtido em DBD no reparo de feridas cutâneas em 

porquinhos da índia. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Comparar dois modos de aplicação do plasma atmosférico a frio no processo de cicatrização 

de feridas;  

- Analisar a viabilidade, morfologia e expressão de óxido nítrico em fibroblastos tratados pelo 

jato de plasma na forma direta e indireta; 

-Observar o comportamento de fibroblastos submetidos a diferentes tempos de aplicação do 

plasma atmosférico a frio; 

- Mensurar a taxa de retração da ferida macroscopicamente tratadas pelo jato de plasma com 

gás hélio; 

- Identificar a densidade de volume do tecido de granulação no tratamento com plasma 

atmosférico frio; 

- Analisar a orientação, organização e quantidade das fibras de colágeno no tecido tratado 

com plasma atmosférico frio; 

- Avaliar o processo inflamatório dos tecidos  
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3 ARTIGOS 

 

PERSPECTIVAS DA APLICAÇÃO DO PLASMA ATMOSFÉRICO 

A FRIO NA CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS CUTÂNEAS 

(Perspectives of cold atmospheric plasma application in cutaneous wound healing)  

Situação do artigo:  

Recebido: abr./2022.  

Publicado: dez./2022. 

Revista: Ciência Animal, v.32, n.4, p.106-120, out./dez., 2022.  

 

RESUMO 

A medicina do plasma evoluiu no tratamento da cicatrização de feridas, se destacando como uma 

excelente possibilidade terapêutica. Por se tratar de algo relativamente novo, ainda há a necessidade 

de conhecimento de alguns dos seus mecanismos de ação e aplicação. Portanto, este artigo teve 

como objetivo fazer um levantamento da literatura acerca da aplicação do plasma atmosférico a frio 

no tratamento da cicatrização de feridas cutâneas como forma de nortear o médico veterinário para 

utilização desse recurso terapêutico. O plasma é gerado por campos eletromagnéticos e é 

considerado o quarto estado da matéria, tendo sua ação impulsionada por substâncias gasosas. Sua 

ação se dá a partir da interação das espécies reativas presentes no seu jato, que produz efeitos 

estimuladores sobre a angiogênese, a produção de colágeno, os fatores de adesão de uma célula a 

outra e migração celular, além de fatores de crescimento e sinalizações importantes nesse processo. 

Há vários relatos da sua eficácia tanto de maneira direta como indireta, o que aumenta sua 

possibilidade de uso. De maneira geral, é preciso uma melhor definição de parâmetros e modos de 

aplicação seguros, baseados principalmente no fluxo, intensidade, posicionamento e tempo de 

jateamento na área lesionada. É importante ainda o médico veterinário pensar sobre as 

particularidades da espécie tratada no momento, o que aponta a versatilidade do uso dessa 

terapêutica na clínica de feridas. Mesmo diante dessas lacunas, os parâmetros descritos na literatura 

parecem ser seguros e podem ser utilizados como referência para a consolidação de novos estudos 

em diferentes espécies e práticas clínicas.  

Palavras-Chave: Medicina do plasma, CAP, regeneração, ferimento, tratamento. 

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 
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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. 

 Keywords: Plasma medicine, CAP, regeneration, wounds, treatment. 

INTRODUÇÃO 

A ferida é caracterizada como uma descontinuidade na pele, independente da etiologia. E 

uma vez que se instaura, existem dois mecanismos principais de reparação: a regeneração, com 

substituição do tecido lesionado por um novo; e a cicatrização, caracterizada pela deposição do 

colágeno, tendo sua ocorrência marcada por uma cascata de eventos que envolve componentes da 

matriz extracelular, mediadores de natureza lipídica e proteica, células residentes e de defesa 

(HUSSNI et al., 2010; CHAVES et al. 2014). 

 No entanto, esses eventos estão passíveis de interferências 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 prática clínica veterinária, além de impactar para o 

aumento dos custos de internação e tratamento (REIS FILHO et al., 2014). Assim, muitos 

mecanismos têm sido utilizados desde os medicamentos de uso tópico, até terapias com tecnologias 

não invasivas, a exemplo do plasma atmosférico a frio gerado em barreira dielétrica - DBD (LU et 

al., 2012). 

 Esse tratamento é caracterizado por descargas entre dois eletrodos divididos por uma 

barreira dielétrica isolante que energiza o ar para gerar o plasma. Dentre suas vantagens, têm se o 

baixo custo, além da possibilidade de utilização de diversos gases que o tornam mais versátil. É de 

fácil aplicação e apresenta boa aceitação por ser indolor. Seus benefícios já são pronunciados na 

fase aguda pelo estímulo do processo de cicatrização de tecidos, com efeitos na proliferação de 

células endoteliais que apontam para a possibilidade de impactos positivos na angiogênese mediada 

posteriormente por essas células (KALGHATGI et al., 2008; ALCÂNTARA et al., 2013; 

BREHMER, 2015; ULRICH et al., 2015).  

Nessa perspectiva, o uso do plasma DBD desperta o interesse das ciências médicas, por ter 

sido considerado tolerável pelos tecidos biológicos e pela sua capacidade de inativar 

microrganismos como bactérias, e promover uma mudança no tecido sem causar inflamação 

(WOEDTKE et al., 2014). Essas propriedades o tornam uma alternativa interessante para o 
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tratamento de cicatrização de feridas, apresentando-se como promissora para uso em aplicações na 

clínica médica veterinária.  

Diante disso, esta pesquisa teve como objetivo fazer um levantamento da literatura acerca da 

aplicação do plasma atmosférico a frio para tratamento de feridas cutâneas como forma de nortear o 

médico veterinário para utilização desse recurso terapêutico na clínica. 

 DESENVOLVIMENTO 

 Cicatrização da pele e fatores envolvidos  

Quando submetido à uma situação de descontinuidade extensa mais profunda, o corpo 

responde com a deposição de colágeno local, o que confere uma estruturação diferente do tecido 

primário (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 vasoconstrição da musculatura da parede dos vasos, 

formação do coágulo, deposição de fibrina e, portanto, estabilização da perda de sangue. Depois, 

ocorre a fase inflamatória, seguida das fases de proliferação ou de granulação, e de remodelamento 

ou de maturação (ISAAC et al., 2010; BRASSOLATTI et al., 2016).  

Na fase inflamatória, há a presença marcante dos sinais cardinais (dor, calor, rubor, edema e 

perda de função) e seu tempo pode variar em 96 horas ou mais, a depender dos fatores 

intervenientes. A hemostasia e a coagulação são os mecanismos principais. Nessa fase, há uma 

migração de leucócitos e a cascata de eventos se inicia para que ocorra a reparação tecidual. O 

componente vascular é essencial para a formação de um ambiente propício, além do importante 

papel das plaquetas que liberam mediadores químicos, como o derivado de plaquetas (PDGF), o 

crescimento transformante-α e β (TGF-α, TGF - β), o fator de crescimento de endotélio vascular 

(VEGF) e o crescimento epidérmico (EGF); além de fatores que contribuem para a formação da 

matriz extracelular e o aumento da permeabilidade dos vasos para penetração de grupos celulares 

necessários (UZÊDA-E-SILVA et al., 2016; SORG et al., 2017).  

Portanto, nas primeiras 24 horas após a lesão, há um predomínio de neutrófilos, que 

realizam fagocitose, além de liberar proteases e espécies reativas de oxigênio na intenção de 

eliminar os microrganismos presentes e degradar macromoléculas. E, após as primeiras 24 horas, 

começa a ocorrer uma alteração do tipo celular, com predomínio dos monócitos que se diferenciam 

em macrófagos e, juntamente com os residentes teciduais, irão coordenar todo o processo de reparo 

tecidual (UZÊDA-E-SILVA et al., 2016).  
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Quando há uma redução da atividade inflamatória, inicia-se a proliferação tecidual, essencial 

para a formação cicatricial, e pode durar até três semanas. Essa fase, é marcada por três eventos, a 

saber: angiogênese, reepitelização e a fibroplasia. A angiogênese se caracteriza pela migração de 

células endoteliais de vasos íntegros para a região da borda da ferida, dando origem a novos 

capilares. Nessa fase, têm-se a ação primordial do VEGF (RAKOCEVIC et al., 2017).  

Na reepitelização há um restabelecimento das características estruturais e funcionais da 

epiderme que foram perdidas devido à lesão de descontinuidade. Para isso, há a participação 

expressiva de queratinócitos, que migram e se diferenciam na região (TAZIMA et al., 2018). A 

fibroplasia, por sua vez, caracteriza-se pela proliferação e migração de fibroblastos, através dos 

quimioatraentes EGF e PDGF, principalmente. Após atraídos, irão se diferenciar em 

miofibroblastos por meio do PDGF e TGF-β; e, após. diferenciados, possuem capacidade de se 

contrair, o que faz com que essas células se movimentem por toda a área da ferida e depositem 

fibronectina sobre a fibrina. Dessa forma, começa-se a deposição de colágeno (ISAAC et al., 2010).  

Sobre o colágeno, o tipo que mais predomina no tecido reparado é o colágeno tipo III, onde 

há ligação com os miofibroblastos que alinham essas fibras e promovem a contração da ferida, 

mediados por TGF-β e PDGF (GORDON, 2016). Quando há uma grande deposição de colágeno, 

diminuição do número de capilares e fibroblastos, inicia-se a fase de remodelação (TAZIMA et al., 

2018).  

A fase de remodelação pode durar semanas ou anos e se caracteriza pela diminuição da 

atividade celular, degradação do colágeno tipo III e aumento da produção de colágeno tipo I pelos 

fibroblastos de maneira equilibrada. À medida que ocorre essa transição, dá-se o remodelamento 

tecidual, fator necessário para a contração da ferida e aumento da resistência mecânica do tecido. 

Esse evento é mediado pela comunicação das células da matriz extracelular, além da influência de 

substâncias, como serotonina, epinefrina, angiotensina e bradicinina (PARK et al., 2017).  

Com relação ao comportamento de aproximação da borda da ferida, a cicatrização pode ser 

classificada como por primeira intenção e por segunda intenção. Sendo assim, quando a extensão da 

lesão permite que as bordas da ferida se aproximem mecanicamente, diz-se que a cicatrização foi 

por primeira intenção. Nesses casos, a perda tecidual é mínima. Já quando a lesão é extensa a ponto 

de não permitir que esse processo ocorra, sendo necessário que haja o mecanismo de contração, 

têm-se a cicatrização por segunda intenção, que é caracterizada por grande perda tecidual. 

Atualmente, fala-se numa outra classificação que é a de terceira intenção, quando a ferida é mantida 

aberta e por meio de enxertos é feita essa aproximação das bordas (TAZIMA et al., 2018).  
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Plasma DBD: características, mecanismos de ação e evolução  

O plasma é gerado por campos eletromagnéticos e pode ser considerado o quarto estado da 

matéria, além de ser o mais abundante na natureza, presente em vários fenômenos naturais, bem 

como nas tecnologias usadas no dia a dia (ARPAGAUS et al., 2018). Sua característica 

predominante é ser um meio condutor, composto por um conjunto de partículas, que, apesar de 

estarem individualizadas no meio, a interação entre elas é essencial para que se tenha a geração da 

energia (BARDOS e BARANKOVA, 2010).  

Nesse campo de estudo, há o envolvimento de conhecimentos da física, das ciências da 

saúde e da medicina com o objetivo de estabelecer parâmetros aceitáveis tanto dentro do tratamento 

de superfícies e materiais biomédicos como diretamente de tecidos biológicos. Desse modo, a 

medicina do plasma tem evoluído para o tratamento de afecções como câncer, na ação 

antibacteriana, e nas alterações dermatológicas de maneira geral, com destaque para cicatrização de 

feridas (IZADJOO et al., 2018).  

A ação do plasma é impulsionada a partir de substâncias gasosas que podem ser gás hélio, 

argônio, oxigênio, nitrogênio, ar ambiente, entre outros gases. Além disso, o plasma pode ser 

composto por partículas carregadas, como os elétrons e íons; partículas neutras; espécies reativas de 

oxigênio (ROS - Reactive Oxygen Species) e nitrogênio (RNS - Reactive Nitrogen Species), que 

são formadas a partir da interação dos elétrons presentes e disponíveis no plasma e as partículas de 

oxigênio e nitrogênio desse meio (JO et al., 2015).  

Desse modo, as espécies reativas têm sua ação direta na membrana celular, provocando 

desde o rompimento por estresse oxidativo ou pelo aumento da tensão eletrostática até a morte 

celular pelo seu efeito neutralizador ou por fótons ultravioletas (UV), que causam a necrose 

(PINTO, 2018). Além disso, há os efeitos de cicatrização pelo estímulo e aceleração de 

componentes e mecanismos envolvidos nesse processo, como angiogênese, produção de colágeno, 

fatores de adesão de uma célula a outra e migração celular. Esses mecanismos podem ocorrer pela 

interação do óxido nítrico e peróxido de hidrogênio que atuam estimulando ou inibindo a 

proliferação celular, ao passo que estimulam fatores de crescimento importantes no processo 

inflamatório, e atuam na coagulação sanguínea junto com as ROS (ALVES et al., 2019).  

Com relação a obtenção do plasma, têm-se basicamente o corona, que é aquele que emite o 

plasma por meio de superfícies assimétricas; o jato de plasma, que por sua conformidade pode 
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emitir o plasma para superfícies irregulares; e o plasma DBD, que é a descarga por barreira 

dielétrica que ocorre entre o espaço de dois eletrodos (NISHIME et al., 2016).  

Nessa modalidade, é necessário que pelo menos uma ou as duas superfícies estejam 

recobertas por barreira dielétrica, que pode ter suas superfícies formadas por quartzo, vidro, 

cerâmica, entre outros materiais; além da distância entre elas que deve ser mínima. As descargas 

operam em altos intervalos de tensões, tendo como vantagens a limitação da corrente, a prevenção 

na formação de arco, o impedimento do trabalho de forma contínua, a capacidade de produzir 

moléculas excitadas, além da flexibilidade no que diz respeito à forma geométrica (podendo ser 

plana, cilíndrica, coplanar ou de superfície), e ao modo de operação, gases utilizados e parâmetros 

gerais (potência de entrada, fluxo do gás, frequência e pressão). Já como desvantagens, têm-se a 

limitação dimensional da amostra, já que as superfícies ficam muito próximas (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 lógica explicada anteriormente, ao passo que possui uma 

baixa potência e, consequentemente, sua temperatura é próxima à ambiental, o que torna seu uso 

seguro independente da distância estabelecida com a superfície a ser tratada. Tais características o 

tornam aplicável na área biomédica (NISHIME et al., 2016).  

Plasma DBD e cicatrização de feridas  

A partir do século XIX, começou-se a aplicação do plasma para fins biomédicos, e desde 

então o campo de estudo para melhor aplicabilidade das propriedades físicas dessa terapia vem 

passando por evolução e aprofundamentos (WOEDTKE et al., 2014).  

Nesse sentido, o CAP (do inglês Cold Atmospheric Plasma) tem sido amplamente difundido 

para o tratamento de cicatrização de feridas e isso se deve à interação das moléculas reativas (óxido 

nítrico - NO, Peróxido de Hidrogênio - H2O2, Ozônio - O3, Dióxido de nitrogênio - NO2, entre 

outras) presentes ao redor do jato do plasma que, quando administradas de maneira segura, 

promovem benefícios e recuperação para a saúde em geral, desde seus efeitos contra bactérias, 

regulação de metabolismo, comunicação entre os meios celulares, sinalização para fatores de 

crescimento, estímulo para coagulação sanguínea, angiogênese, respostas imunes e inflamatórias, 

produção de colágeno, adesão celular, diminuição do pH, levando à acidificação da pele e, assim, 

até o processo da coagulação, com a conversão de fibrinogênio em fibrina (DAESCHLEIN et al., 

2012; DEZEST et al., 2017). 
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Essas espécies reativas acabam se associando e diminuindo ainda mais seus efeitos tóxicos, 

o que potencializa os efeitos terapêuticos. No caso do NO, quando em baixas concentrações, 

estimula os fatores de crescimento que são essenciais na fase inflamatória da cicatrização, enquanto 

o H2O2 atua diretamente no processo de proliferação celular e indução da apoptose (KIM et al., 

2010).  

Outro componente que surge com a aplicação do plasma é o ozônio, em uma concentração 

de 100μg/m3 , levando em consideração uma distância de 5mm do eletrodo em relação à superfície 

da pele (TUMMEL et al., 2007). Esse componente já tem seu efeito discutido com relação à 

desinfecção e imunomodulação. Além disso, já se tem investigações sobre o efeito do ozônio na 

cicatrização de feridas em pacientes diabéticos, através da sua ação antioxidante e demais 

mecanismos envolvidos numa concentração 60g/m3 (SÁNCHEZ et al., 2005).  

Outra vantagem para o uso do plasma está relacionada com a abrangência da superfície 

disponível em sua totalidade, a falta de contato direto com a ferida que evita o risco de 

contaminação, sua aplicação segura e a associação com alívio da dor. Dessa maneira, a literatura 

tem relatado a eficiência da sua ação no processo de cicatrização. Isso pode estar relacionado ainda 

à capacidade de ativação da expressão de interleucinas como a IL-8; fatores  

de crescimento como TGF-ß1 e TGFß2, envolvidos no processo de cura local. Além da 

ativação de integrinas, que promovem a adesão celular e a estimulação da angiogênese 

(LENDECKEL et al., 2015; IZADJOO et al., 2018).  

Aplicabilidade clínica do plasma: parâmetros para obtenção do plasma e efeitos 

 Para obtenção do jato de plasma é necessário estabelecer parâmetros importantes, a 

exemplo da tensão, voltagem, taxa de fluxo e frequência. Isso pode variar entre os aparelhos 

utilizados, no entanto, de maneira geral, deve ser definido com vista nos objetivos clínicos e, 

portanto, ressalta a necessidade da discussão.  

Já se sabe que o CAP surgiu como uma possibilidade terapêutica para o uso na clínica 

veterinária por ser um tratamento resolutivo de uma afecção que causa transtorno no bem-estar 

animal e oferece riscos para sua sanidade e vida, tanto pela presença da dor e demais processos 

envolvidos, como pelo risco de contaminação. Sobre seu uso, os estudos apontam parâmetros 

diversificados aplicados principalmente em animais de experimentação, a exemplo da pesquisa de 

Tipa e Kroesen (2011), em que utilizaram o jato de plasma por meio de uma fina agulha a uma 

tensão de 13,56 MHz, com gás hélio, numa taxa de fluxo de 1L/min e voltagem aplicada à ferida de 
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200-400 V de pico, com um consumo de 100mW de energia; e concluíram que o CAP possui 

efeitos tanto na desinfecção das feridas, como no processo de cicatrização.  

Concordando com esse pensamento, Kubinova et al. (2017) utilizaram o plasma com o ar 

atmosférico, com um volume de 5 x1017m −3, temperatura do gás de 30–35 °C, com variação e 

duração do tratamento de 60 e até 120 segundos. Esses autores encontraram um efeito apenas na 

fase proliferativa da cicatrização, além da morte bacteriana, tanto de gram negativas como de gram 

positivas. Não foi encontrada diferença significativa com relação 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 

eficiência de ambos os tempos. Concordando com estudos anteriores, não houve registro de efeitos 

adversos.  

Ainda com relação ao tempo e ao modo de aplicação, Daeschlein et al. (2012), investigaram 

o efeito de três fontes diferentes de plasma (jato de plasma pulsado e não pulsado e o DBD), na 

ponta dos dedos de humanos utilizando o gás argônio com fluxo de 8L/min, com uma tensão de 1-5 

kV, frequência de 1,5 MHz e tempo que variou de três a 240 segundos, e a 12mm de distância. Com 

relação a temperatura da pele, se manteve em 37 °C, a umidade da pele também se manteve e, com 

relação a transpiração transepidérmica, houve redução nas aplicações do plasma pulsado e DBD em 

20%, que se normalizou após 30 minutos. De maneira geral e a partir de avaliações subjetivas de 

dor e parestesia, os autores concluíram que o plasma foi bem tolerado pelos indivíduos.  

Na medicina veterinária, isso foi relatado por Lademanna et al. (2013) através da pele intacta 

de orelhas de suínos. Esses autores conseguiram definir uma velocidade ideal do fluxo para manter 

uma temperatura aceitável pelo tecido (35 a 45 ºC), de 8mm/s e 10mm/s, a uma distância de 5 a 

8mm da área tratada. Foi testado ainda na mesma pele, após uma lesão, e os resultados encontrados 

foram semelhantes, ou seja, tanto na pele intacta como na pele lesionada, o uso do plasma se 

mostrou seguro com relação à temperatura do tecido. Portanto, apesar das diferenças morfológicas 

entre os animais, isso aponta para a possibilidade terapêutica na área. 

 Metelmann et al. (2012), em um estudo experimental, prospectivo, randomizado e 

controlado, avaliaram o efeito de diferentes parâmetros do plasma na pele de cinco indivíduos 

submetidos à uma lesão por laser de CO2, através de fotografias obtidas no dia dez. O gás utilizado 

foi o argônio, num fluxo de 4 a 6 slm, que foi aplicado imediatamente após a ferida. Os autores 

concluíram que tratamentos a curto prazo (dez segundos) aplicados repetidamente por três dias 

foram mais eficazes, com resultados estéticos mais precoces; seguido pela aplicação única e a longo 
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prazo (30 segundos). Quando aplicado o tratamento a curto prazo (dez segundos) e com aplicação 

única, os resultados não foram satisfatórios, tendo comportamento igual ao do grupo controle.  

Nessa mesma perspectiva, Metelmann et al. (2013), concluíram que o plasma possui efeitos 

satisfatórios no momento inicial da cicatrização, ou seja, na fase inflamatória; bem como de 

maneira tardia. Os autores avaliaram as lesões após 12 meses e relataram que o tratamento com 

plasma demonstrou uma estética superior e prevenção de doenças pós-traumáticas a longo prazo, 

comprovando a boa recuperação da pele por essa terapêutica. Algo de extrema importância na 

clínica veterinária já que os animais são bastante suscetíveis a lesões devido seus hábitos de vida. 

Assim, esses resultados apontam para uma possibilidade não somente do tratamento imediato, mas 

da diminuição tanto de recidivas, como do risco da cronicidade.  

Sob outra perspectiva, Nastuta et al. (2011), em seu experimento com ratos e utilizando o 

gás hélio por meio do jato de plasma com um fluxo de 3slm (velocidade do gás 2,5ms–1), potência 

de 2kHz e tensões de 4-5kV, no tempo de 40 segundos diários e acompanhamento de 21 dias, 

compararam o efeito da aplicação 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 aplicação 

dos curativos tratados com plasma apresentaram efeitos benéficos nas feridas, com aceleração da 

reepitelização da epiderme. Sem dúvida, isso vem a sanar possíveis dificuldades no atendimento 

daqueles animais com temperamento mais difícil, onde o uso do plasma de maneira direta poderia 

ser inviável.  

O mesmo fato foi encontrado no estudo de Martines et al. (2020) com ovelhas, utilizando o 

plasma com gás hélio, a um fluxo de 1,75L/min, de forma indireta, durante dois minutos em cada 

ferida, com uma potência de 0,5 W. Houve um fechamento mais rápido para aquelas feridas tratadas 

com plasma, além da diminuição da carga bacteriana. Concomitantemente, houve um aumento de 

ROS e, após seis semanas, redução significativa da inflamação. Ainda, observou-se uma indução 

para angiogênese de maneira antecipada, com forte proliferação celular. Um outro achado relevante 

foi a promoção do crescimento de pelos ocasionada pelo plasma, algo promissor no tratamento de 

feridas cutâneas de animais, associado à saúde, proteção e estética. 

 Esses dados subsidiam o uso do plasma em diferentes situações, gerando possibilidades 

terapêuticas. Porém, percebe-se que ainda há uma grande variação na forma de uso, na definição 

dos parâmetros e na escolha do gás. De maneira geral, mesmo com gases diferentes, impactos 

positivos têm sido relatados no processo de cicatrização. Porém, alguns autores buscam entender a 
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ação de cada um para melhor elucidar seu mecanismo de ação e escolha.  

 

Decisão terapêutica: escolha do gás utilizado no CAP e seus efeitos no processo de cicatrização  

O plasma atmosférico a frio é uma ferramenta bastante versátil. Para sua obtenção podem 

ser utilizados diferentes gases de trabalho. Esses gases certamente possuem efeitos clínicos 

diferentes, porém isso ainda está em discussão na literatura. O que se tem consolidado é que 

os dois mais utilizados são o argônio e o hélio, por serem gases inertes e mais estáveis, além 

de já terem seus efeitos comprovadamente embasados cientificamente.  

Nesse sentido, Alcântara et al. (2013) realizaram um estudo comparativo entre o gás hélio e 

o argônio. O argônio foi aplicado com uma dose de exposição de 1,2J/cm2 e um fluxo de 

0,5slm, a uma distância de 23 a 5mm, durante um minuto, sendo o processo repetido mais 

duas vezes com intervalo de 20 minutos. Já o Hélio foi aplicado na segunda fase do 

experimento, com uma dose de 60J/cm2 e fluxo na agulha de 1,5slm, por cinco minutos. 

Esse procedimento foi repetido por três vezes, com intervalo de 60 minutos entre as 

aplicações. A presença das espécies reativas (ROS e RNS) foi observada após a aplicação de 

ambos os gases. Porém, um fato que chamou a atenção foi que o óxido nítrico, que 

desempenha um papel bastante relevante no processo de cicatrização, só foi encontrado com 

a aplicação do gás hélio, apontando que esse gás foi o que promoveu o fechamento total da 

ferida. Uma limitação desse estudo é o fato de ter sido utilizada a mesma ferida para tal 

aplicação.  

Já Kubinova et al. (2017) defendem o uso do ar ambiente devido à ausência de 

efeitos adversos. Enquanto outros autores que utilizaram o argônio também relataram a 

contribuição desse gás. Isso pode ser visto no estudo de Shao et al. (2016) através da 

aplicação do microplasma com argônio, com uma potência 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 concluíram que a aplicação dessa modalidade contribuiu para a diminuição do leito 

da ferida a partir de uma avaliação da cinética da lesão tanto nos dias sete e 14 como no dia 

21, com comprovação de tecido neoformado. A concentração 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 argônio (1,8L/min) e 

1% de oxigênio (0,01L/min), durante cinco minutos diários, com uma frequência entre 
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0,5kHz e 4kHz, e encontraram diferenças com relação ao tempo de cicatrização e presença 

de exsudato na ferida com relação ao grupo controle que apresentou persistência do 

exsudato. Ao final do estudo, os autores concluíram que o uso do plasma promoveu a 

estimulação da proliferação, migração celular e adesão celular para a área da ferida, 

apontando que o plasma melhora o processo de cicatrização por meio do aumento de 

espécies reativas, como o ROS, além de promover o reparo histológico precoce.  

Portanto, antes de pensar na escolha do gás, é preciso compreender os mecanismos 

de ação de cada um deles para que, no momento da terapêutica, essa escolha esteja 

embasada em critérios consistentes, como o tipo da lesão, a situação e o tempo que o tecido 

está lesionado, as doenças sistêmicas associadas, bem como o fator espécie, que, apesar de 

apresentar mecanismos fisiológicos similares para a cicatrização, possui suas 

especificidades, como é o caso do cão e do gato, por exemplo (BOHLING e HENDERSON, 

2006). Além disso, há o caso dos cavalos, que apresentam a grande problemática da alta 

incidência de feridas e dificuldade de cicatrização (PRADO et al., 2020). Ou ainda a 

correlação entre o ambiente que o animal vive, os hábitos de vida e a predisposição para 

infecções e possíveis novos traumas. Nessa perspectiva, cabe ao médico-veterinário analisar 

os efeitos do plasma de acordo com as especificidades e necessidades do seu paciente. 

Efeitos diretos do CAP nas etapas de cicatrização da ferida  

Com relação à influência do CAP no processo de cicatrização, Lopes et al. (2013) 

relataram em seu estudo que, quando comparado os infiltrados presentes no momento da 

inflamação, o grupo tratado com plasma apresentou um quantitativo maior de infiltrados, 

contrapondo-se ao grupo controle. Da mesma forma com relação à concentração de 

colágeno, que se apresentou mais próxima numericamente das taxas de colágeno da pele 

normal. Contrariando isso, Kubinova et al. (2017) afirmaram que apesar de ter ocorrido 

aumento no número de colágeno do grupo tratado não foi significativo. Além do que a 

quantidade de colágeno diminuiu, aumentando somente no dia sete. Esses autores sugerem 

ainda que o plasma apresentou um efeito positivo no processo de contração da ferida e 

reepitelização na fase posterior, a partir da diminuição da granulação no dia sete. Com 

relação ao número de macrófagos na região, não houve diferença entre os grupos.  

A respeito das avaliações hematológicas, Hung et al. (2016) relataram que o número 

de leucócitos se manteve maior no grupo controle no segundo dia após a lesão, quando 

comparado ao grupo experimento; comportamento esse mantido após um mês, porém não 
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apresentou diferença significativa. Entretanto, houve menos infecção e processo 

inflamatório no grupo experimento. A toxicidade dos órgãos pelo plasma também foi 

avaliada, apontando para resultados que comprovaram a segurança do seu uso.  

Com relação à angiogênese, Kubinova et al. (2017) relataram que a mesma não 

ocorreu na fase inflamatória, ao contrário do estudo de Lopes et al. (2013), que comprovou 

um aumento de vasos sanguíneos no grupo tratado com plasma no segundo dia do 

experimento, em contrapartida ao controle que foi somente no sétimo dia.  

Essa discussão, portanto, remete mais uma vez à escolha dos parâmetros ideais e, 

principalmente, seguros, pois, devido grande variabilidade na aplicação e suas definições, 

alguns efeitos acabam não sendo bem elucidados. Porém, já se sabe que a letalidade para as 

células ou efeitos terapêuticos está diretamente relacionada à dose oferecida ao tecido. 

Pesquisas apontam que diferentes concentrações de gases, seja de hélio, nitrogênio, oxigênio 

ou outro com ação 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 necessárias para eliminar uma bactéria, já que as 

espécies reativas são utilizadas por nosso sistema imunológico para esse fim. Isso desponta 

como uma fundamentação teórica para o uso do plasma similarmente a um antibiótico tópico 

(WOEDTKE et al., 2014; KURAHASHI e FUJII, 2015). 

 A partir desta análise da literatura, já se pode inferir que há uma relação direta entre 

o tempo de exposição e a toxicidade do plasma. No caso de células epiteliais, doses 

intermediárias de 60 segundos e doses maiores de 300 segundos, foram capazes de ativar a 

apoptose celular (RECEK et al., 2016). Essa apoptose está relacionada extensivamente à 

atuação dos radicais livres (NO e ROS, predominantemente) no processo oxidativo da 

membrana celular; além da fragmentação 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 cicatrização, que viabiliza 

seu uso. Porém, Kos et al. (2017) aplicaram um plasma com gás hélio no espaço de 2cm 

entre o dispositivo e a pele do rato, com um fluxo de 5L/min por 0,5s, um, dois, três e quatro 

minutos. No caso do tratamento de quatro minutos, o dano à pele foi avaliado 
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adicionalmente usando taxas de fluxo de plasma variando de 1±5L/min. Os autores 

dividiram os danos em precoces ou diretos, que se referiam às queimaduras, e indiretos ou 

tardios, fazendo alusão à presença de edema ao redor da área tratada. O tempo de aplicação 

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 relação aos danos indiretos, não houve influência do tempo, mas sim do 

ângulo de jateamento da pele, sendo que quando o jato esteve totalmente perpendicular, foi 

associado ao maior aparecimento. Com relação ao fluxo do jato, a intensidade também foi 

responsável por causar danos. Quando no valor mínimo (1L/min) não conseguiu alcançar a 

pele e no valor máximo causou danos maiores atingindo até a derme. O fluxo também 

influenciou no aumento da temperatura, sendo que no menor fluxo praticamente não ocorreu 

alteração dessa variável, nos demais fluxos foi atingido o máximo e mantido o padrão, e na 

taxa de fluxo de 2L/min as temperaturas da pele foram ligeiramente elevadas, já 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 bioquímicos da ação do plasma, além da escolha correta do tipo de gás, 

parâmetros utilizados e modo de aplicação. De toda forma, a partir dos dados já disponíveis 

na literatura, é possível o médico veterinário despertar para a aplicabilidade dessa técnica 

como uma possibilidade de sucesso terapêutico, tendo em vista a particularidade dos seus 

pacientes. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A padronização e o aprimoramento da aplicação do plasma são, neste momento, as 

necessidades mais urgentes dentro do campo da medicina do plasma. Isso será obtido através 

da melhor elucidação dos seus mecanismos de ação, e, para o médico-veterinário, do 

entendimento das especificidades morfológicas e fisiológicas da pele tratada no momento.  

Mesmo diante dessa lacuna, os efeitos do plasma a nível microscópio, desde a 

angiogênese, a produção de colágeno, a liberação de espécies reativas, a sinalização para 
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células de defesa, entre outros, embasam o seu uso para a terapêutica de cicatrização de 

feridas ao passo que impacta positivamente a nível macroscópico. 

Portanto, torna-se possível um direcionamento para a prática clínica veterinária, a 

partir da definição de parâmetros já estabelecidos de maneira pontual ou dentro de intervalos 

considerados seguros, sendo o tempo de aplicação, o fluxo e o posicionamento em relação à 

ferida, medidas a serem consideradas nessa tomada de decisão. 
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ABSTRACT 

Cold Atmospheric Plasma (CAP) has emerged as a promising technology for the wound healing 

process. Therefore, this study aimed to make a systematic review of CAP effects on the healing of 

skin wounds, focusing on the protocols used and decision-making for applications. For your 

development blindly, two researchers conducted a search in five electronic databases (PubMed; 

Web of Science; Scielo; Scopus and EMBASE) using a series of keyword combinations. The first 

selection was by the title, the second by the abstract, and the third by the full reading of the article. 

To compose this study, 28 articles were selected. The greatest difficulty was the non-uniformity of 

the keywords related to CAP and intervention protocols not described systematically and clearly. 

There is an agreement among the authors that CAP contributes positively through reactive species, 

nitric oxide, proinflammatory, and cellular signaling, both quantitatively and qualitatively to the 

healing process, acting in the re-epithelialization, angiogenesis, increased oxygenation, coagulation, 

collagen synthesis, among others. The phase it operates and the ideal application time are still 

controversial. Its application can occur directly and indirectly, with most studies still being 

conducted in the laboratory in acute and clean wounds. The most commonly used gases are Helium 

and Argon. It is concluded that the positive effect of CAP on the healing process is already a 

consensus in the literature. However, there is still a need to clarify the mechanisms involved. 

 

Keywords: Plasma gases. Skin. Wound Healing 

 

RESUMO 

O Plasma Atmosférico Frio (CAP) surgiu como uma tecnologia promissora para o processo de 

cicatrização de feridas. Diante disto, este estudo teve como objetivo fazer uma revisão sistemática 

dos efeitos do CAP na cicatrização de feridas cutâneas, com foco nos protocolos utilizados e na 

tomada de decisão para aplicações. Para seu desenvolvimento, dois pesquisadores realizaram uma 

busca cega em cinco bases de dados eletrônicas (PubMed; Web of Science; Scielo; Scopus e 

EMBASE) usando uma série de combinações de palavras-chave. A primeira seleção foi pelo título, 

a segunda pelo resumo e a terceira pela leitura completa do artigo. Para compor este estudo, foram 

selecionados 28 artigos. A maior dificuldade foi a não uniformidade das palavras-chave 

relacionadas ao CAP e os protocolos de intervenção não descritos de forma sistemática e clara. Há 

concordância entre os autores de que o CAP contribui positivamente por meio de espécies reativas, 

óxido nítrico, pró-inflamatório e sinalização celular, tanto quantitativa quanto qualitativamente para 

o processo cicatricial, atuando na reepitelização, angiogênese, aumento da oxigenação, coagulação, 

síntese de colágeno, entre outros. A fase em que atua e o tempo ideal de aplicação ainda são 

controversos. Sua aplicação pode ocorrer de forma direta e indireta, sendo a maioria dos estudos 

ainda realizados em laboratório em feridas agudas e limpas. Os gases mais usados são o hélio e o 
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argônio. Conclui-se que o efeito positivo do CAP no processo cicatricial já é consenso na literatura. 

No entanto, ainda há a necessidade de esclarecer os mecanismos envolvidos. 
 

PALAVRAS-CHAVE: Gases plasmpaticos. Pele. Cicatrização de feridas. 

 

 

INTRODUCTION 

Even with the natural cycle, wound treatment is a challenge, especially in ensuring the 

uniformity and effectiveness of the repair process. Many mechanisms have been used in this 

context, such as topical drugs and even therapies with non-invasive technologies. Among these 

technologies is the use of cold atmospheric plasma (CAP) generated by discharges between two 

electrodes separated by an insulating dielectric barrier (DBD) that energizes air1.  

In the treatment of skin wound healing, the use of this device has been evaluated among the 

non-invasive procedures with benefits in the acute phase since it has an antiseptic effect to restore 

the physiological potential of healing by decreasing bacterial load; and stimulating the tissue 

regeneration and healing process, with effects on the proliferation of endothelial cells that point to 

the possibility of positive impacts on angiogenesis mediated by these cells. Besides the easy 

application and good acceptance by patients,2,- 4 low cost, the possibility of using various gases 

makes it more versatile, the most used being argon and helium, which still arouses discussion as to 

the choice5. 

   In this perspective, the use of CAP arouses the interest of the medical sciences, as it has 

been considered tolerable by biological tissues and its ability to inactivate microorganisms and 

promote a change in tissue without causing inflammation. These properties make it an interesting 

alternative for wound healing treatment and are promising for use in clinical applications. 

Nevertheless, despite the knowledge about its benefits and effects on the wound healing process, 

there is still a need to understand the mechanisms of how CAP works, as well as well-founded 

justifications for choosing the gas, definition, and consolidation of the parameters to be used and 

protocols to be followed6.  

Therefore, this study aimed to conduct a systematic review of the effects of cold 

atmospheric plasma on the healing of skin wounds, focusing on the protocols used and decision-

making for applications.  

METHODOS 
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Research Strategy  

 Blindly, two researchers conducted an electronic search in the following databases: PubMed; 

Web of Science; Scielo; Scopus and EMBASE using the following keyword combinations: Cold 

plasma Atmospheric; Skin; wounds healing and Non- thermal Atmospheric Pressure plasma; Skin; 

wounds healing and CAP; Wounds; Healing and whenever necessary some combination of these 

words were applied in an attempt to find as many articles as possible. The same keywords were 

used in English and Portuguese depending on the researched database. Preference was given to the 

use of those registered in the health descriptors (DECS) and in the Medical Subject Headings 

(MESH). However, other words based on the articles found were used whenever it was impossible 

to use only registered descriptors. 

 The guiding question for this study was: What is the effect of cold atmospheric plasma on 

skin wound healing? 

 

Study selection 

For the inclusion criteria, the language was considered, and searches were conducted in 

Portuguese and English with the respective descriptors. The temporal space established was from 

the last 12 years, a period when studies with plasma medicine emerged; the file being available in 

full, being published in an indexed journal, being an original article with experimental studies in 

vivo; dealing with the process of tissue repair in skin wounds was also considered. The exclusion 

criteria were applied to those articles that dealt with the use of cold atmospheric plasma for other 

purposes, such as: exclusively to decrease the bacterial load or treatment of wounds associated with 

diabetes, oncology area, dental treatments, surface treatment, grafts or flaps, those who worked with 

humans with comorbidities, among others; in addition to those studies that used another type of 

plasma to treat skin wounds or performed overlapping plasma with adjuvant treatment. We also 

excluded letters to reviewers, review studies, as well as academic final works, dissertations, and 

theses. Studies that worked exclusively with in vitro and ex vivo assays were also excluded. 

 The researchers were careful to ensure that all articles met the inclusion criteria. In cases of 

discrepancies between articles, all criteria were reviewed and discussed among researchers. 

After this first search, the articles were selected according to the criteria mentioned above. The 

first selection was made by the title, the second by the abstract, and the third by the full reading of 

the article. Thus, after applying the inclusion and exclusion criteria, the article was selected, and the 

necessary information was extracted, which is presented in the results.  
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RESULTS 

The search results according to the keywords used, their combinations, and databases are 

summarized in Table 1. Scopus and Pubmed generated the most results. Most of the articles 

selected for the present study were initially found in the latter, and from it, the repetitions were 

excluded. When the research was conducted in Portuguese, no study was found. Therefore, all 

articles selected for the present study were in English. There was the exclusion of articles by 

repetition between the databases and keyword combinations. The articles were also excluded, based 

on the inclusion and exclusion criteria by title, abstract, and full text reading. Finally, of the 627 

articles found, 29 were selected to compose the study base of this review. 

TABLE 1:  DETAILED SEARCH RESULTS IN EACH DATABASE ACCORDING TO 

THE KEYWORDS USED. 
  

Database Search 1 2 3 4 5 6 Totalb 

Scoppus Total number 101 35 81  217 

Selected number 5 5 7  17 

Repeated number 0 0 2  2 

EMBASE Total number 

Selected number 

Repeated number 

  45   45 

 5   5 

 8   8 

Web Of 

Science 

Total number  74 78  152 

Selected number  4 13  17 

Repeated number  4 14  18 

PubMed Total number  83  81 49 213 

Selected number  25  4 0 29 

Repeated number  0  23 10 33 

Number of papers selectedc 29 

a1- CAP, Skin, Wound; 2- Non-Thermal Atmospheric Pressure Plasma, Skin, Wound; 3- Cold Atmospheric Plasma, Skin, Wound 

Healing; 4- CAP, Wound, Healing; 5- Cold Atmospheric Plasma, Skin, Wound; 6- CAP, Skin, Wound healing. bTotal number of 

found articles may be greater than the number of papers used due the fact that the same paper appears multiple times in the same 

database with different keywords. cFinal number of papers selected. 

 Table 2 shows the general information of the articles from the delimitation of the last 12 

years of publication. There has been a publication trend over the years, and in 2014 there was no 

publication on the use of CAP for wound healing with the original article. And in 2023 there are 

still no publications within the criteria established by this research. According to the criteria, only 
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one literature review was found on the topic, which was excluded. Germany stands out as the 

country with the most publications, followed by China, with a predominance of study groups that 

are constantly being found and cited in the articles.  

 One factor that attracted attention was the diversity of keywords related to cold atmospheric 

plasma used among the articles, even within the same study group or within the same journal. This 

lack of standardization, in a way, hinders research within the area and the technology consolidation 

in the scientific world, as it ends up not establishing an identity in the scientific community. 

Therefore, it is always necessary to perform various combinations to locate articles on the subject, 

making it difficult to locate them.  

 Of these keywords, the most used in the studies, as can be seen in Table II, was "Cold 

Atmospheric Plasma (CAP)", however, even though there is a trend in the area for its use, the only 

ones that presented some relationship when the consultation was performed in Decs and Mesh were: 

"Cold plasma"; "Non thermal plasma"; "Non-thermal atmospheric pressure plasma". All of them 

presented the related term "Plasma gases".  

 Still on the publication characteristics, there is an interest of the scientific community in 

relation to publications in the area. Almost all the articles found are in journals with high impact 

factors.  

TABLE 2: GENERAL INFORMATION ON ARTICLES AND JOURNAL 

References N° of 

authors 

     País Journal IF Year  Keyword 

Arndt S. et al.  11 Germany PLOS ONE 2.74 2013 Cold atmospheric 

plasma (CAP) 

Isbary G. et al. 14 Germany Clinical Plasma 

Medicine 

5.80 2013 Plasma Cold 

atmospheric plasma 

(CAP) 

Garcia-

Alcantara et al. 

12 Mexico Archives of 

Medical 

Research 

N/C 2013 

 

Cold plasma, Plasma 

treatment 

Wu et al. 21 Phladelphia Journal of 

surgical 

research 

2.771 2013 FE-DBD plasma; 

Non thermal plasma 

Arndt et al. 10 Germany PLOS ONE 2.74 2015 Cold atmospheric 

plasma (CAP) 

Xu et al. 8 China  Wound Repair 

Regeneration 

2.84 2015 Cold plasma 

Lee et al. 9 Republic of 

Korea 

Journal of tissue 

engineering and 

regenerative 

3.180 2016 non-thermal; 

microplasma 
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medicine 

Akimoto et al. 9 Japan  Archives of 

Biochemistry 

and Biophysics 

3.391 2016 Low-temperature 

plasma 

Kang et al. 10 Korea Experimental 

Dermatology 

3.368 2016 Non-thermal 

atmospheric pressure 

plasma 

Schmidt  et al 5 Germany Experimental 

Dermatology 

3.368 2017 Plasma medicine 

Rad; Davani 2 Iran Review of 

scientific 

instruments 

1.74 2017 Dielectric Barrier 

Discharge (DBD); 

Plasma 

Choi et al. 6 Korea Scientific 

reports 

3.998 2017 Non-thermal plasma 

(NTP) 

Kubinova et al. 7 Prague Scientific 

reports 

3.998 2017 Non-thermal plasma 

(NTP) 

Lin et al. 9 China Plasma 

Medicine 

5.74 2017 Atmospheric-

pressure plasma jet 

(APPJ) 

Arndt s. et al. 5 Germany Journal of 

Dermatological  

Science 

4.01 2018 Cold atmospheric 

plasma 

Chatrai et al. 5 Iran Scientific 

reports 

3.998 2018 Non-thermal 

atmospheric plasma 

Duchesne et al. 5 France Plasma 

Medicine 

5.74 2018 Cold atmospheric 

plasma; plasma-

activated media 

Rad; Davani; 

Etaati 

3 Iran Australasian 

Physical & 

Engineering 

Sciences in 

Medicine 

1.10 2018 Helium plasma jet · 

Atmospheric 

pressure plasma 

Shi et al. 9 China Currente 

medical science 

1.273 2018 Low Temparature 

plasma (LTP) 

Zhang et al. 9 China Contributions to 

Plasma Physics 

1.226 2019 Cold atmospheric 

plasma 

Schmidt et al. 5 Germany Theranostics 8.579 2019 Plasma medicine 

Shekhter et al. 9 Russia European 

Journal of 

Pharmaceutical  

Sciences 

3.616 2019 Plasma-chemical 

NO generation NO-

containing gas flow 

Cui et al. 6 Korea International Jo

urnal of Molecu

lar Sciences 

4.210 2020 Low-temperature 

plasma (LTP) 
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Xu D. et al. 9 China Microorganisms N/C 2020 plasma-activated 

water 

Hamed; 

Mashhadani; 

Jassim 

3 Iraq International 

Journal of 

Research in 

Pharmaceutical 

Sciences 

0.60 2020 Non-thermal 

atmospheric pressure 

plasmajet(NAPPJ), 

argon plasma jet, 

Lou et al. 8 Taiwan Frontiers 

in Bioengineerin

g and Biotechno

logy 

5.48 2020 cold atmospheric 

plasma jet 

Moelleken et al. 6 Germany journal of the 

german society 

of dermatology 

0.79 2020 Cold atmospheric 

plasma (CAP) 

Schmid et al. 

 

 

 

 

 

 

Landscheidt et 

al. 

4 

 

 

 

 

 

 

5 

Germany IEEE 

transactions on 

radiation and 

plasma medical 

sciences 

 

Advaces in 

skin& Wound 

Care 

1.309 

 

 

 

 

 

 

1.13 

2021 

 

 

 

 

 

 

2022 

Plasma medicine  

 

 

 

 

 

Active wound 

dressing, chronic 

wound, cold 

atmospheric plasma, 

plasma medicine, 

wound healing, 

wound infection 

       

       

+N/I – Not Included . IF - Impact factor 

From the data above, Table 3 describes the methodologies used in the articles, from the 

guinea pig used, which focused on mice and rats; to the technique for wound formation and the type 

of wound, in addition to some descriptions of the device and application characteristics, following 

the sequence of articles of table 2. In general, the articles point to a predominance of experimental 

studies in laboratories with few reports of clinical applications for treating wounds, such as those 

applied in humans. 

 Due to the device's versatility for applying cold atmospheric plasma, there is still a tendency 

to build it by the study group, with the use of commercial devices only in articles from Germany, 

with technology devices manufactured in this country. In a way, this tends to variability in the form 

of description and choice of parameters to be used.   
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TABLE 3: DESCRIPTION OF PROTOCOLS AND METHODOLOGIES USED IN THE ARTICLE. 

Article Model Wound 

Formation 

Type of 

wound  

Aplication Equipmet Mode Used gas Application phase 

01 Wild mice Punch 6mm Acute and 

clean 

Direct MicroPlaSter ßH Pulsed Argon  Not reported 

02 Humans Spontaneous Chronic and 

infect 

Direct  MicroPlaSter alpha device Pulsed Argon Not reported 

03 Mice Not reported Acute and 

clean 

Direct Created by the group Pulsed Argon e Helium Immediately after the wound 

04 Yorkshire pigs Electric 

dermatome 

Acute and 

clean 

Direct Not reported Pulsed Not reported Immediately after the wound 

05 Mice Not reported Acute and 

clean 

Not 

reported 

Micro PlaSter ß Pulsed Argon Not reported 

06 Mice BALB Punch hole Acute and 

clean a 

Direct Created by the group Pulsed Argon Immediately after the wound 

07 Sprague-Dawley 

Rats 

Burn Acute and 

clean 

Direct Created by the group 

Microplasma jet 

Pulsed Helium Not reported 

08 Mice Scalpel and 

Scissors  

Acute and 

clean 

Direct Created by the group Pulsed Helium Not reported 

09 Sprague-Dawley 

Rats 

Punch 8mm Acute and 

clean 

Direct Created by the group Continuous Helium Not reported 

10 Mice Punch 6mm Acute and 

clean 

Direct Created by the group Pulsed Não relatado 24 hours after the wound 

11 Mice Punch 6mm Acute and 

clean 

Direct MicroPlaSter ß Pulsed Argon Not reported 



44 
 

12 Mouse Punch 6mm Acute and 

clean 

Direct Created by the group Pulsed Argon Immediately after the wound 

13 Mouse Wistar Punch 8mm Acute and 

clean 

Direct Created by the group Continuous  Ambient air Immediately after the wound 

14 Mouse Punch 8mm e 

tesoura  

Acute and 

clean 

Direct Created by the group Pulsed G3: Argon 

G4: Argon + Ambient 

air 

Immediately after the wound 

15 Immunocompetent 

mice 

Microscissor Acute and 

clean 

Direct kINPen 11 Pulsed Argon Immediately after the wound 

16 Mouse Pressure with 

magnets 

Chronic and 

clean  

Direct Created by the group Pulsed Helium 48 hours after the wound 

17 Mice Biopsy Punch 

6mm 

Acute and 

clean 

Direct and 

indirect 

Created by the group Pulsed Helium Not reported 

18 Mouse Dermatological 

punch 

Acute and 

clean  

Direct Created by the group Pulsed Helium Not reported 

19 Mice Punch Acute and 

clean 

Direct Created by the group Pulsed Argon Immediately after the wound 

20 Sprague-Dawley 

Rats 

Blade 1,3 cm x 

1,3 cm 

Acute and 

clean 

Direct Created by the group Pulsed Helium Not reported 

21 Immunocompetent 

mice 

Microscissor Acute and 

clean 

Direct kINPen 11 Pulsed Argon Immediately after the wound 

22 Wistar rats Surgical 

incision 8 a 10 

mm 

Acute and 

clean 

Direct Created by the group Continuous G1: Ambient air 

G2: NO 

24 hours after the wound 

23 Mice Punch 12mm Acute and 

clean 

Direct Not reported Pulsed Helium + ambient air Not reported 
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24 Mice Surgical scissors 

2 cm 

Acute and 

infect 

Indirect Created by the group Pulsed Not reported Immediately after the wound 

25 Mice Not reported Acute and 

clean 

Direct Not reported Continuous Argon Immediately after the wound 

26 Mouse Not reported Acute and 

clean 

Direct Not reported Pulsed G1: Helium 

G2: Helium + Argon 

Not reported 

27 Human Spontaneous Chronic and 

infect 

Direct  SteriPlas® Continuous Argon Only in chronic wounds 

28 

 

29 

Mice 

 

Humans 

Surgical wound 

Chronic Wound 

Acute and 

clean 

Chronic and 

infect 

Direct 

 

Indirect 

kINPen MED 

 

Not Reported 

Continuous 

 

Not reported 

Argon 

 

Not reported 

Immediately after the wound 

Not reported 

 

 

The application in most articles was direct and in acute and clean wounds. Thus, the study of chronic wounds is still incipient and 

deserves attention from researchers in the area. None of the articles described the pulsed or continuous mode in this way. However, for 

classification purposes, in this article, the pulsed mode was considered for those who reported the frequency within the parameters, and for those 

who did not bring this data, the continuous mode.  
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 The application phase was not reported in many articles, and for those who reported, 

the application immediately after the wound predominated and directly. Only three articles 

reported indirect application, one of which used plasma-activated water to treat wounds that 

used a plasma-activated medium. About the time of application, the information in the articles 

was very scarce. None of the selected articles brought the angle between the pen and the skin 

used at the time of application. On the distance from the skin, some did not report, others  

brought an average distance, and only article 09 reported using a spacer to ensure exact 

distance from the skin. 

Because the information between the articles is very diffuse and the gaps left by the 

detailing of information, the attempt to perform statistical analysis with the data was 

unsuccessful. Therefore, it was decided to maintain only the systematic review. This points 

out as a problem in the area because it hinders the understanding and reproducibility of 

research to strengthen the application of CAP. 

DISCUSSION  

The effect of cold atmospheric plasma (CAP) treatment in promoting faster and better-

quality healing, either alone or in association with other therapies such as stem cells, has 

been widely discussed. However, the mechanism of action, parameters, and modes of 

application of CAP are not yet elucidated and consolidated1,5,9. 

Plasma medicine emerged from the possibility of cooling low-pressure plasma and 

thus making it safe for use in biological studies. There are reports that skin temperature during 

treatment ranged between 33 and 41°C 5, 10, 11, 12, 13, with variations at the time of application 

between 41°C in the treatment with argon and 33°C with helium gas in the first 8 to 10 

seconds5, and an average of 37°C after 4 minutes of application and slightly above 40°C after 

10 minutes10. Thus, the literature indicates that CAP does not cause any skin damage or any 

other side effect, with good tolerance for application in human volunteer patients11-13.  

However, in a study on pig skins, the authors drew attention to caution regarding 

power, reporting that there was burn in the case of higher power (0.31 W / cm²), in contrast to 

the lower power (0.15 W / cm²). Thus, the authors concluded that exposure to high power 

CAP for more than one minute is likely to cause damage to the wound skin. Nevertheless, 

only the application was made directly, without specifying the form of application or the 

device used14. 
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Of all the studies analyzed, only one stated that neither direct nor indirect treatment 

with CAP effectively accelerated wound closure when histologically analyzed on day 7. 

These authors used a time of 10 and 30 seconds in a single or repeated treatment three times 

with helium gas, with a device created by the group8. However, there is already a consensus in 

the literature that CAP promotes an improvement. This may be related to reactive oxygen and 

nitrogen species that, in correct doses, are fundamental in this process. This can be proven in 

studies that evaluated the expression of a key regulatory antioxidant defense protein, Nrf2; 

and stated that the toxicity resulting from exposure to reactive plasma-derived species is 

negligible. Furthermore, the authors also demonstrated qualitatively and quantitatively that 

there were no increased levels or increased phosphorylation of histone A2X, a marker of 

DNA damage and repair15-18. 

Some report that this effect on healing is secondary to the antibacterial effect of CAP, 

preventing contamination, which would delay the process. However, studies have shown a 

higher rate of retraction and re-epithelialization of clean wounds treated with CAP19, 20,21. 

SCHMIDT18 also quantitatively evaluated this effect on healing through five parameters: 

collagen pattern (distribution, fiber orientation, early and mature collagen, amount of 

collagen), inflammation (inflammatory infiltrate), granulation (tissue granulation, cell 

accumulation, cell migration), angiogenesis (blood vessel formation, vascularization), and 

apoptosis (blistering, shrinkage, condensation).  

Another association found was in relation to the effect and duration of healing as dose-

dependent. The longer the treatment time, the faster healing is, and the increase in gas 

velocity also increased the amount of reactive species and accelerated healing22. However, 

LOU20, when comparing the effect of the application for 1, 3, and 5 minutes, concluded that 1 

minute was the most efficient in wound closure. In agreement with this, reports in the 

literature state that treatment for short periods (10 – 40 seconds) promotes wound healing, 

while long treatment times (50 seconds) suppress healing23. When comparing 10 and 30 

seconds of treatment, the 30s group showed improvement in healing through the migration of 

endothelial cells and collagen production24. In agreement with this, in another study that 

compared wounds treated for 30, 40, and 50 s, they also observed a significant difference 

between the 30 s group and the control group, which contributed to the conclusion in this 

study that the time of 30s was considered the appropriate treatment time12. Time is still one of 

the most controversial parameters in plasma treatment, and more systematic studies are 

needed to define ideal parameters23.  
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Regarding the application interval, the effect of CAP in the treatment of chronic 

wounds was observed in 37 human patients. Therapy resulted in a reduction in wound area of 

63.0% for Group 1 (treated once a week) and 46.8% for Group 2 (treated 3 times a week). In 

contrast, the wound area of the placebo group increased by 17.5%. At baseline, the mean 

wound depth was 2.4 mm in Group 1; 2.8 mm in Group 2, and 2.6 mm in the placebo group. 

Throughout treatment, wound depth was reduced by 53.5% in Group 1, 16.6% in Group 2, 

and 34.2% in the placebo group. Another important finding reported by the volunteers in this 

study was that pain relief after seven and twelve weeks was statistically significant, which 

was not observed in the placebo group25. 

In addition to time, there is a controversial discussion regarding the moment that CAP 

effectively contributes to the healing process. There were reports of these effects well 

pronounced from the early stages of healing to the end24, with the presence of edema in the 

wounds of the control groups, in contrast to those treated with only a small amount of exudate 

and fibrin26; and significantly accelerated closure of the treated wound since day 3, with 

almost complete re-epithelialization (92-98%) on day 12 and without scar formation18. 

Agreeing with this, in another study, there was the formation of crusts already on day 3 for the 

treated groups while the control wounds were still inflamed12. And another found significant 

improvements on days 3 and 5. After day 15, both treated and control group wounds closed 

equally. Still, there was an increase in the number of macrophages in those treated, 

fundamental to promoting cleaning of the wound while secreting important growth factors for 

healing. It was also possible to observe that on day 5, there was an induction of 30% of 

neutrophils compared to the placebo group, which was not observed on day 15 and leads to 

the belief that CAP induces this migration at the acute moment of the healing process15. 

Still, in this perspective, there are reports that CAP has potential for wound healing in 

the remodeling phase11; and that macroscopically the treated wounds close almost completely 

on day 10, in contrast to the controls that close only on day 14, with no effect in the early 

stages1. 

In this regard, another study27 observed significant wound reduction in treated animals 

from day 7 onwards. It is worth mentioning that this reduction in the wound area is related to 

histological improvements that are directly related to a better re-epithelialization and 

vascularization, which involves neovascularization and regeneration of vessels; tissue 

oxygenation, stimulation of proinflammatory signaling, and greater production and 

orientation and type of collagen (I and III), with no disagreement between the authors on 

these aspects7,12,15,18,26,28,33.  
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Regarding the microscopic characterization of wounds treated by CAP, there is an 

almost complete recovery of the epidermis, with stratum corneum, hair follicles, and 

sebaceous glands in those treated and a higher density of collagen and regenerated muscle 

tissue. In contrast, the control wounds remain with a thin epidermis, low collagen density, and 

damaged muscle layer. Thus, the treatment-induced repeatability increases the proliferation of 

keratinocytes and accelerates collagen fibers' regeneration through effects on fibroblasts27,30. 

Another important factor is that CAP does not activate apoptotic mechanisms in 

keratinocytes28,29, while potentially activating the NF-kB signaling pathway in fibroblasts, 

modulating cell cycle progression, promoting cell proliferation, and eventually facilitating 

wound healing31.  

The time of treatment of wounds seems to influence the production of collagen 

because when comparing wounds treated for 30s and 50s, and evaluated by 

immunofluorescence for vimentin (fibroblast marker, which indicates the proliferation of 

these) and type I collagen (indicates the ability of fibroblasts to synthesize collagen) there was 

a significantly higher expression in wounds for 30s. Type I collagen was significantly higher 

in the 30s group and significantly lower in the 50s group when compared to the control 

group31. However, disagreeing with this, a study11 found no significant difference between the 

groups regarding the arrangement of collagen bundles. And some authors reported that in both 

groups, control and treated, collagen was disordered, and no difference could be found in the 

diameter of the bundles in the wound tissues, which indicated that CAP did not affect 

collagen deposition21.  

An interesting factor that arouses a relevant discussion about the use of several devices 

in the practice of cold atmospheric plasma was raised in the studies. Some authors compared 

the effect of different devices in relation to collagen fibers and found differences in the type 

and deposition depending on the device used26. 

Some authors have reported specific factors such as proteins influencing healing; such 

as the presence and action of galectins, important proteins in cell adhesion, differentiation, 

transcription, and consequently in healing, with an accelerating role in this process; and 

compared the use of CAP with an electrocoagulator, being possible to find an increase of 

galectins-1, -2, and, -3 in wounds treated with plasma in contrast to a decrease in 

electrocoagulation, which indicates that treatment with CAP is more recommended in wound 

healing32. 

It is noteworthy that most studies demonstrate results from experiments performed 

with acute and clean wounds. However, Isbary13 reported that CAP, when applied to chronic 
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wounds of different etiologies and with the treatment of 3 to 7 minutes, had a beneficial effect 

on healing these wounds, especially for chronic venous ulcers. With improvement in some 

aspects, either length or width, which generally did not affect the area as a whole  

Still, there is a relevant discussion regarding the type of wound since most studies, 

because they work in the laboratory, follow the tendency of small wounds, made with a 

punch. Nevertheless, when comparing the healing of smaller and larger wounds, they have 

different behavior. The tendency of wound healing is especially pronounced in the latter, 

which showed better results when compared with smaller ones. However, the authors clarify 

the need for more investment in studies on this perspective10.  

Regarding the choice of gas, there is a comparison in the literature of the action of 

argon and helium in the wound with a better result for the latter that demonstrated more 

efficiency in the healing process with the promotion of angiogenesis and repair of existing 

blood vessels, in addition to the activation of platelet factors for the coagulation process in the 

wound. This is attributed to nitric oxide production in its jet and which was not found in 

argon5. However, the mixture of argon with 0.4% oxygen addition contributed to the faster 

wound healing10. Likewise, some results point to a more significant improvement in healing 

with the mixture of helium and Argon gases compared to treatment with helium gas alone. In 

this case, a decrease in the infiltration of inflammatory cells around the wounds was found, 

and the presence of markedly increased granulation16 and epithelialization tissue after day 720.  

 Regarding the forms of application, direct or indirect, some reports did not find 

significant results for both methods8. Disagreeing with this, a study by indirect treatment of 

plasma-activated water reported significant improvement of the treated wound, in addition to 

which, on day 17, they were fully healed, unlike the control. Thus, the authors concluded that 

the healing time for those wounds treated indirectly was significantly shorter when compared 

to the control group. In histology, the number of inflammatory cells was also significantly 

lower in the treated group, causing less severe inflammatory damage to the tissue and 

consequently accelerating healing7.  

FINAL CONSIDERATIONS  

The cold atmospheric plasma promotes healing with qualitative and quantitative 

superiority in relation to the number of cells, proinflammatory signals, collagen fibers, re-

epithelialization, and vascularization, which impacts the reduction of healing time compared 

to its control group. There are reports that time and speed directly influence these results, with 

reactive oxygen species and nitric oxide being key points in this process and some proteins 

and fibroblast signaling, keratinocytes involved.  



49 
 

 Nonetheless, despite this consensus, the authors always point to a need for a better 

understanding of the mechanisms involved in these results, in addition to which there is still a 

lack of standardization regarding the parameters and forms of use, and the literature points to 

a need for better systematization and exposure of the methodology so that it is reproducible 

and thus can contribute to the advancement of research within plasma medicine.  

 In addition, there is still a need for more clinical applications, extrapolating the 

laboratory environment, with different types of wounds and forms of application, concerning 

the direct and indirect mode, so that there is better clarification on how CAP acts in different 

contexts. Therefore, this systematic review arouses the need for standardization and diversity 

of applications in order to contribute to the consolidation of this technology in the wound 

healing process.  
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RESUMO  

O plasma atmosférico a frio (CAP) tem despontado como tratamento para 

cicatrização de feridas. Tem-se como objetivo: comparar os efeitos do CAP obtido 

em barreira dielétrica (DBD) aplicado de modo contínuo e pulsado no processo de 

cicatrização de feridas agudas limpas em porquinhos da índia. Trata-se de estudo do 

tipo experimental com 24 porquinhos da índia. Foram realizadas três incisões na 

pele do dorso sendo uma para controle, outra tratada com CAP de modo contínuo 

(1200 mW de potência) e a terceira de modo pulsado (1200mW e 10 Hz de 

frequência) com fluxo de 2L/min de gás hélio durante 1 minuto. As radiações foram 

feitas após a cirurgia e a cada 24 horas por três dias consecutivos. Foram feitas 

análises macroscópicas e histológica como o índice de retração da ferida, avaliação 

do processo de cicatrização, proliferação de colágeno e imuno-histoquímica. A taxa 

de retração das feridas dos grupos tratados foi significativamente maior quando 

comparado ao controle nos dias 3 e 7. Histologicamente houve uma melhor 

cicatrização nos grupos tratados nos dias 7 e 14. Dentre os tratamentos, verificou-se 

diferenças de organização tecidual com o grupo contínuo apresentando uma 

epiderme e derme reticular mais bem organizadas. Com relação ao colágeno, houve 

uma maior quantidade das fibras tipo III quando comparado os dias 7 e 14 para o 

controle (p=0,036) e o CAP de modo contínuo (p=0,008). O CAP estimulou ainda a 

produção da IL-10 que é fundamental no processo de regeneração tecidual. Conclui-
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se que as feridas tratadas com CAP apresentaram melhor estruturação histológica, 

organização, distribuição e diferenciação do colágeno, além de indução da fase 

inflamatória por meio da expressão da IL-10.  

Palavras-chave: Cicatrização. Feridas. Pele. Plasma Não térmico.  

1. Introdução  

As feridas se configuram como um problema de saúde pública e que podem 

comprometer o indivíduo em qualquer fase da vida (Cruz et al., 2023). 

Biologicamente, seu processo de cura é dividido em fases bem estabelecidas, 

porém enquanto está sendo instaurado há um impacto negativo na qualidade de 

vida do indivíduo, e pela complexidade dos eventos celulares e bioquímicos 

envolvidos; além da influência dos fatores intrínsecos e extrínsecos; algumas 

complicações são comuns devido às doenças e/ou distúrbios metabólicos que 

interferem diretamente na resposta natural do organismo e consequentemente 

podem levar a cronicidade desta ferida (Colares et al., 2019). 

Deste modo, estratégias para melhorar e acelerar esse processo de 

cicatrização vem sendo estudadas ao longo dos anos, como forma de diminuir o 

impacto negativo e anular as possíveis complicações que possam surgir. Dentre 

estas possibilidades, surge o plasma atmosférico a frio (CAP) obtido em barreira 

dielétrica (DBD) que se caracteriza como sendo uma tecnologia com alta 

aplicabilidade médica devido sua capacidade de atuar diretamente no processo de 

cicatrização de feridas por meio de vários componentes ativos que se relacionam de 

maneira sinérgica. Estes abrangem desde corrente elétrica, radiação UV, espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio, além de partículas carregadas (Stratmann et al., 

2020). 
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Devido a esses efeitos e interação dos componentes ao redor do jato do 

plasma, essa tecnologia tem sido amplamente difundida na última década para o 

tratamento de cicatrização de feridas. Vale salientar que sua aplicação é fácil, 

segura, indolor e tolerável pelos tecidos (Bernhardt et al., 2019). Desse modo, a 

literatura já apontou ser bem aceita pelos pacientes (Lou et al., 2020; Stratmann et 

al., 2020; Bolgeo et al., 2023). 

Diante disto, seu uso vem despertando o interesse das ciências médicas com 

foco na recuperação geral da saúde, e por agir diretamente nos mecanismos de 

cicatrização, desde seus efeitos antimicrobiano, regulação de metabolismo, 

comunicação entre os meios celulares, sinalização para fatores de crescimento, 

estímulo para coagulação sanguínea, angiogênese, respostas imunes e 

inflamatórias, produção de colágeno, adesão celular, diminuição do pH, dentre 

outros efeitos (Boeckmann et al., 2020).  

No entanto, devido a grande diversidade de aparelhos disponíveis para sua 

aplicação, ainda há uma dificuldade em padronizar parâmetros precisos, seguros e 

com efeitos definidos. Sendo assim, mesmo após décadas de estudos e o 

entendimento dos seus efeitos a nível biológico, ainda há a necessidade de buscar 

esta padronização para uma aplicação mais universal e eficaz, bem como delimitar 

os seus efeitos com foco no objetivo clínico e melhora do quadro (Izadjoo et al., 

2018).  

Para isto, este estudo utilizou como cobaia o porquinho da índia. Essa 

escolha se deu devido à similaridade entre a pele destes animais com a pele 

humana; fato relacionado a incapacidade de sintetização do ácido ascórbico, que 

desempenha um papel relevante na síntese de colágeno, fundamental no processo 

de cicatrização (Hoboken and John, 2020).  
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Diante do exposto, o presente artigo teve como objetivo comparar os efeitos 

do CAP obtido em DBD aplicado de modo contínuo e pulsado no processo de 

cicatrização de feridas agudas limpas em porquinhos da índia.  

2. Materiais e métodos  

Esse trabalho se caracterizou como sendo do tipo experimental, de caráter 

longitudinal, prospectivo e controlado tendo como amostra 24 porquinhos da índia, 

saudáveis, 3 meses de idade e pesando 500 a 650g. Esses animais foram 

provenientes do Centro de Multiplicação de Animais Silvestres (CEMAS) da 

Universidade Federal do Semiárido (UFERSA), onde também foram mantidos em 

Gaiola individuais de 80x60x40 cm durante experimentos, com água e ração de 

coelho ad libitum. Para início dos experimentos foi obtida a aprovação junto a 

Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA) da UFERSA segundo parecer 33/2020. 

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=6) para cada dia de 

avaliação 3, 7, 14 e 21 dias. Inicialmente, foram submetidos à avaliação clínica e 

coleta de amostras de sangue para hemograma, com o objetivo de atestar o grau de 

sanidade que o qualifica a ser submetido a um procedimento anestésico. Antes da 

realização das feridas, os animais foram pesados e pré-medicados com tramadol (3 

mg.kg-1) por via subcutânea (SC), e lidocaína (2mg/kg) na região da ferida para 

garantir analgesia (Macedo et al., 2015). Após 15 minutos, os animais foram 

anestesiados com injeção intraperitoneal de cloridrato de cetamina e cloridrato de 

xilazina na dose respectiva de 30 mg. kg-1 e 2,5 mg. kg-1 de peso corporal do animal 

(Dang et al., 2008; Schmitz et al., 2016). 

 Foram realizadas três incisões circulares na pele do dorso, após tricotomia e 

subsequente antissepsia com álcool iodado a 2%. A incisão foi feita com um punch 

de 4mm de diâmetro. Após o procedimento cirúrgico os animais receberam 
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carprofeno (4mg. kg-1) por via SC a cada 24 horas durante 3 dias. Após a incisão, 

os animais foram divididos em quatro grupos, de acordo com os dias da análise 3, 7, 

14 e 21, sendo que todas as feridas foram fotografadas a partir do dia 0 (dia da 

cirurgia). Cada animal fez parte do grupo experimento e controle 

concomitantemente. Sendo assim, a primeira ferida foi denominada como controle, 

ou seja, não recebeu nenhum tratamento, apenas assepsia e limpeza diárias com 

solução salina 0,9% estéril; a segunda ferida recebeu tratamento com o plasma 

atmosférico a frio de modo contínuo a uma potência de 1200 mW e a terceira ferida 

recebeu tratamento com o plasma atmosférico a frio de modo pulsado na mesma 

potência, porém com uma frequência de 10 Hz.  

Ainda com relação aos parâmetros do CAP foi realizado um jateamento de 

gás hélio em um fluxo de 2L/ min, durante um minuto e uma distância de 3mm entre 

a ponta do DBD e a superfície a ser tratada. As radiações foram feitas 

imediatamente após a cirurgia e a cada 24 horas por três dias consecutivos (Hussni 

et al., 2010; Metelmann et al., 2013). 

Para avaliação macroscópica da ferida foi realizada a análise das imagens 

obtidas por meio das fotografias transferidas para um software Image J (v 1.45) para 

mensuração da área da ferida. Em seguida foi obtido o coeficiente de retração por 

meio da fórmula:  (Zang et al., 2015). 

Com base nisto, foram realizadas as comparações entre as lesões estudadas.  

Com relação a avaliação histológica foi realizada a partir de amostras das 

feridas obtidas nos dias 3, 7, 14 e 21, conforme explicação anterior. No momento da 

coleta os animais foram submetidos novamente ao protocolo anestésico com 

xilazina e cetamina e em seguida foram eutanasiados com cloreto de potássio 

19,1%, ampola de 10 ml, levando em consideração o peso do animal. 
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Imediatamente após este procedimento, cada ferida foi removida em fragmento por 

um Punch de 8mm e fixada em paraformaldeído a 4% por 24h para posterior 

processamento histológico.  

Após processamento, parte das secções foram coradas com hematoxilina e 

eosina para análise do tecido das feridas, processo de repitelização e organização 

tecidual. Para avaliação do colágeno, foram coradas com picrossírus red e 

analisadas segundo orientação e distribuição de acordo com o padrão de 

biorrefrigerância por meio do software Image J (Ram et al., 2016). 

Os cortes histológicos foram observados em microscópio óptico sob luz 

polarizada. Esse método permitiu observar a diferenciação dos colágenos tipo I 

(birrefringência laranja-amarelada a laranja e vermelha) e tipo III (birrefringência 

verde ou verde-amarelada). Para a captura das imagens, foi utilizada uma câmera 

de alta resolução (AxioCam MRc, Zeiss), acoplada ao microscópio Axio Scope.A1 

Zeiss e a um computador com o sistema operacional Microsoft Windows, contendo o 

programa AxioVision 4.2 (Zeiss). De cada lâmina, foram selecionados e 

fotomicrografados todos os campos da derme em aumento de 100x. As imagens 

obtidas foram analisadas com o auxílio do software Image J, com o plugin Threshold 

Colour, obtendo-se a porcentagem de colágeno, por meio da análise de partículas 

automatizadas pela seleção e medida das áreas com base na cor. O método 

utilizado neste trabalho para a quantificação da área de colágeno, por meio do 

Threshold Colour, deu-se nos seguintes valores: matiz 0-40 para a cor vermelha 

(colágeno tipo I) e 45-120 para a cor verde (colágeno tipo III), saturação 0-255 e 

brilho 5-225 para ambos os tipos de colágeno. Após a análise de todos os campos, 

realizou-se a média deles, obtendo-se a média de cada amostra dentro dos grupos 

(Lima et al., 2020) 
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Para análise da imuno-histoquímica para interleucina-10, foi feita a 

preparação e processamento dos cortes histológicos em lâminas silanizadas. A 

recuperação antigênica foi realizada por meio da imersão das lâminas em solução 

de citrato de sódio (pH 6,0) aquecidas em três sessões de 5 minutos em micro-

ondas convencional em potência máxima (750W), evitando a fervura do material 

imerso. Após o resfriamento das amostras, o material foi lavado em solução tampão 

de tris (hidroximetil) aminometano (TBS) pH 7,6 a qual foi acrescida de 3 gotas de 

Triton-X- 100 duas vezes e sob agitação, por 5 minutos cada lavagem.  

Em seguida, foi realizado o bloqueio das reações inespecíficas com 300 μL de 

solução de bloqueio (UltraCruz© Blocking reagente – SC 516214), diluído em 2,7 ml 

de TBS, gotejando sobre os cortes presentes na lâmina até cobri-los. As lâminas 

contendo os cortes foram armazenadas em câmara úmida por 120 minutos em 

temperatura ambiente. Seguindo-se com uma lavagem em solução TBS+triton X sob 

agitação, em duas séries de 5 minutos e secas com papel toalha. 

Para a marcação com anticorpos, foi instilado, em cada secção, 50µL da 

solução do anticorpo Anticorpo contra interleucina-10 de cabra (I0115, santacruz 

Biotechnology diluído em TBS na proporção de 1:250. Logo em seguida, as lâminas 

permaneceram incubadas em câmara úmida por 12 horas sob refrigeração 

(overnight). No dia seguinte, as lâminas foram lavadas com TBS e imersas em 

solução de peróxido de hidrogênio a 0,3% por 15 minutos e em ambiente escuro, 

para o bloqueio da peroxidase endógena.  

Posteriormente, todos os cortes foram incubados com solução contendo o 

anticorpo secundário universal do kit VECTASTAIN® Universal Quick HRP 

Peroxidase, R.T.U. (PK-7800) na concentração de 1:500 (Vector, 2023), em câmara 

úmida por 60 minutos em temperatura ambiente e, novamente, lavadas em TBS. Em 
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ambiente escuro, foi instilada uma gota do agente cromógeno diaminobenzidina 

(DAB) em cada secção, sendo imersas em água destilada após 60 segundos. As 

lâminas foram contra coradas em hematoxilina de Harris por 5 segundos e 

mergulhadas em álcool absoluto e xilol e, conseguinte, montadas com Permount® 

(Fisher Chemical). As reações positivas foram reconhecidas pela coloração 

vermelho amarronzadas, enquanto as negativas, coloração branca azulado. 

O controle negativo envolveu a omissão da incubação com o anticorpo 

primário do procedimento. Não foram visualizadas imunorreatividades nas 

preparações controle. As lâminas foram selecionadas e suas secções foram 

fotomicrografadas com a utilização de microscópio de luz convencional com câmera 

acoplada (LEICA DM500) para captura de imagens da reação, obtendo-se imagens 

do complexo gônada-mesonefro tanto das sessões positivas quanto das negativas, 

através do programa Leica LAS EZ. 

 Os dados foram avaliados através dos programas estatísticos SPSS 21.0 

(Statistical Package for the Social Sciences) e expressos em valores de média e 

desvio padrão. Para análise da taxa de retração da ferida, após averiguação dos 

pressupostos paramétricos, diferenças estatísticas entre os grupos experimentais, 

nas diferentes variáveis estudadas, foram obtidas por Análise de variância (one-Way 

ANOVA) seguido por Tukey considerando como efeitos o Grupo (G1 – experimento 

e Go- Controle). Com relação ao colágeno diferenças entre grupos dentro e entre 

tempos experimentais (7d e 14d) foram obtidas também por ANOVA, seguida por 

Tukey e teste t independente respectivamente. O nível de significância estabelecido 

foi de 5%. 
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3. Resultados 

 

As feridas foram analisadas entre os dias 3, 7, 14 e 21. De maneira geral, não 

foram observadas diferenças com relação a presença de exsudato e demais sinais 

inflamatórios quando comparadas entre os grupos. Portanto, verificou-se que todas 

as feridas já estavam cicatrizadas aos 21 dias (Figura 1).  

 

 

(A)                                                         (B) 

  

 

Fig. 1. Evolução da cicatrização das feridas cutâneas em porquinhos da índia. A- Visão 
macroscópica das feridas após tratamento com CAP. Cronologia do dia 0 (D0) até o dia 21 
(D21). B - Taxa de retração da ferida em função do tempo e tratamentos. Control – controle; 
CAPcont – Plasma Atmosférico a frio no modo contínuo; CAP pulso – Plasma atmosférico a 

frio no modo pulsado. CTRL- controle, C- modo contínuo e P – modo pulsado. *Indica 
diferença estatística em ANOVA seguido de teste de Tukey. ** p< 0,01, *** p<0,001 e 

p<0,0001. 
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Quando avaliadas de acordo com a área, foi possível observar que a taxa de 

retração das feridas dos grupos tratados foi significativamente maior quando 

comparado ao controle nos dias 3 e 7, porém não houve diferença estatística entre 

os modos de aplicação, conforme se observa na figura 1B, nem nos demais dias. 

Apesar disto, histologicamente, foi possível observar de maneira qualitativa 

uma melhor cicatrização das feridas quando comparados ambos os grupos 

tratamento com o controle, principalmente nos dias 7 e 14, conforme pode ser 

visualizado na figura 2.  Observa-se, portanto, uma epiderme mais espessa e 

organizada ao longo dos dias analisados, além de uma diminuição do tecido de 

granulação nos grupos tratados, quando comparado ao controle; e melhor 

organização da derme reticular.
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Fig. 2. Fotomicrografia das feridas cutâneas de porquinhos da índia tratados com plasma 
atmosférico a frio (CAP). Observa-se uma epiderme mais espessa e organizada ao longo 

dos dias analisados, além de uma diminuição do tecido de granulação nos grupos tratados, 
quando comparado ao controle; e melhor organização da derme reticular.. Coloração 

hematoxilina e eosina. * Epiderme; + tecido de granulação; X - Derme reticular . Control – 
controle; CAPcont – Plasma Atmosférico a frio no modo contínuo; CAP pulso – Plasma 

atmosférico a frio no modo pulsado. 
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Dentre os tratamentos, nota-se diferenças de organização tecidual levando 

em consideração que o grupo contínuo apresenta uma epiderme mais bem 

organizada ao longo dos dias, bem como a derme reticular (Figura 2). Com relação 

ao tecido de granulação, nota-se que as feridas tratadas com CAP no modo pulsado 

apresentam uma maior quantidade e distribuição deste tecido ao longo dos dias, 

quando comparado ao modo contínuo (Figura 2).  

Diante destes resultados, os cortes do dia 7 e 14 foram analisados com 

relação a quantificação e diferenciação de colágeno, bem como na imuno-

histoquímica contra uma citocina inflamatória a interleucina-10 (IL-10). No que se 

refere ao colágeno na figura 3 é possível observar um comparativo dos dias 

mencionados entre os grupos controle e tratados.  
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Fig. 3. Fotomicrografias das feridas cutâneas em porquinhos da índia tratada com plasma 
atmosférico a frio. As marcações indicam a região com maior concentração de fibras 

colágenas. Control – controle; CAPcont – Plasma Atmosférico a frio no modo contínuo; CAP 
pulso – Plasma atmosférico a frio no modo pulsado. Coloração tricômio de masson 

 

Qualitativamente, nota-se que a síntese do colágeno se deu em todos os 

grupos, no entanto houve uma maior regeneração da derme reticular nas feridas 

tratadas com CAP pulsado, nas demais observa-se ainda uma boa quantidade de 

tecido de granulação, corado mais fracamente, pois se encontra ainda frouxamente 

organizado, ou seja, o tecido não possui ainda uma boa trama de fibras colágenas 

grossas.   

Partindo desta informação, para diferenciação do tipo de fibras de colágeno, 

foi feita a análise em microscopia de luz polarizada. Na figura 4, pode-se perceber 

que há um aumento do colágeno tipo III em todos os grupos. No dia 7, para o grupo 

contínuo, a partir da análise da imagem, nota-se uma maior diferenciação para o 

colágeno do tipo I em relação aos demais grupos, porém no dia 14 já há uma maior 

predominância do colágeno tipo III neste grupo (Figura 4).  
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Fig. 4. Fotomicrografias das feridas cutâneas em porquinhos da índia tratada com plasma 
atmosférico a frio obtidas em microscópio de luz polarizada. .A cor vermelho/alaranjado 

representa o colágeno tipo I. A cor verde/amarelado representa o colágeno tipo III. Control – 
controle; CAPcont – Plasma Atmosférico a frio no modo contínuo; CAP pulso – Plasma 

atmosférico a frio no modo pulsado. 

 

A partir da análise quantitativa dos tipos de fibra por meio do software Image J 

foi realizada a análise estatística. Na tabela 1 observa-se que houve uma diferença 

estatística na quantidade de colágeno tipo III, quando comparado os dias 7 e 14 

para o controle (p=0,036), bem como para aquele grupo que recebeu o CAP de 

modo contínuo (p=0,008). No entanto, apesar de ambos terem sido representativos, 

nota-se, a partir da observação das médias, um maior aumento para aquele grupo 

tratado pelo CAP contínuo. Vale ainda ressaltar que apenas no grupo controle houve 

um aumento do colágeno tipo I.  
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Tabela 1  

Valores de média ± desvio padrão relacionados ao tipo de colágeno nos diferentes grupos 

 

Variáveis Grupos 07 14 p-valor 

Colágeno TIPO I 

Controle 24,65 ±8,55 25,54 ± 14,45 0,879 

Contínuo 40,48 ± 12,95 30,70 ± 8,08 0,382 

Pulso 19,73 ± 1,75 8,85 ± 2,71 0,013* 

     

Colágeno TIPO III 

Controle 15,24 ± 4,10 23,84 ± 0,73 0,036* 

Contínuo 6,08 ± 4,05 30,18 ± 3,79 0,008* 

Pulso 19,77 ± 9,00 29,51 ± 9,34 0,241 

 
 * . ANOVA, seguida por Tukey e teste t independente entre grupos dentro e entre tempos experimentais (7d e 

14d), respectivamente 

 

Desta forma, esses resultados indicam que o plasma foi capaz de alterar a 

produção de colágeno e houve diferença entre os grupos tratados quanto ao tipo de 

colágeno, bem como em relação à síntese ou diminuição. Já no caso do modo 

pulsado essa diferença se deu para o colágeno tipo I. Este modo de tratamento 

induziu uma diminuição deste tipo de colágeno de maneira significativa (p= 0,013), 

enquanto para o tipo III houve um aumento, ao observar as médias, apesar de não 

ter sido significativo. Isto aponta para o potencial do CAP na melhora da qualidade 

da cicatrização, observada de maneira significativa nos cortes histológicos.  

Outro aspecto avaliado foi a resposta inflamatória destes tecidos à aplicação 

do plasma. Observando a figura 5, de maneira qualitativa, nota-se que para o 

tratamento, tanto contínuo como pulsado, houve uma maior resposta inflamatória 

evidenciada pela imunomarcação para interleucina 10 (IL-10).  
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Fig. 6. Imunomarcação de interleucina 10 (IL-10) em feridas cutâneas em porquinhos da 
índia tratada com plasma atmosférico a frio.   Control – controle; CAPcont – Plasma 

Atmosférico a frio no modo contínuo; CAP pulso – Plasma atmosférico a frio no modo 
pulsado. 

A partir das análises da imagem infere-se que no dia 7, o plasma estimulou 

um processo inflamatório significativo, que é essencial para reconstituição do tecido 

lesado. Já no dia 14, nota-se que esse processo foi controlado, afirmando que este 

tratamento é benéfico na fase inflamatória inicial e controle para as demais etapas 

da cicatrização de feridas.  

4. Discussões  

Quando se refere ao tratamento de feridas agudas ou crônicas o objetivo 

principal é seu fechamento e completa cicatrização; além de evitar recidivas e 

complicações durante o processo. No entanto, nem sempre isto é possível e por 

esse motivo têm-se buscado tecnologias inovadoras, de fácil acesso e manejo no 

sentido de contornar essa problemática (Boeckmann et al., 2020). 
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Neste sentido, este estudo aponta para aplicação de uma tecnologia versátil e 

que apresenta possibilidades de melhorias no processo de cicatrização tecidual. Isto 

ficou evidenciado no aumento da taxa de retração da ferida, na maior organização 

da epiderme e derme durante a cicatrização, além de um aumento na expressão de 

IL-10 e da síntese de colágeno durante a cicatrização.  

No presente trabalho foi possível observar um efeito pró-inflamatória do CAP 

no tratamento de feridas cutâneas em porquinhos da índia. A decisão da aplicação 

nos três primeiros dias baseou-se em achados da literatura que apontam para uma 

ação anti inflamatória, com diminuição dos parâmetros da inflamação (Tipa and 

Kroesen, 2011; Nastuta et al., 2011; Metelmann at al., 2013; Kubinova et al., 2017). 

Porém, discordando destes achados, foi possível encontrar uma maior expressão 

para a IL-10 que possui um importante papel na regulação da remodelação tecidual. 

 Isto pode estar relacionado a um quantitativo maior de infiltrados no momento 

da inflamação, encontrado em alguns estudos quando comparado ao grupo controle; 

além da capacidade de ativação da expressão de interleucinas; e fatores de 

crescimento como TGF-ß1 e TGFß2, envolvidos no processo de cura local, de 

integrinas, que promove a adesão celular e a estimulação da angiogênese 

(Lendeckel et al., 2015; Izadjoo et al., 2018). No entanto, é consenso na literatura 

que a aplicação direta do plasma promove aumento das espécies reativas dentro do 

tecido vivo, além de proporcionar uma melhor repitelização por meio do aumento 

das respostas de fibrócitos e queratinócitos (Nastuta et al., 2011; Kubinova et al., 

2017), o que corrobora com os achados deste estudo.  

Assim, o plasma contribui positivamente no processo de cicatrização (Tipa 

and Kroesen, 2011), além de ser seguro e não apresentar efeitos colaterais 

(Rajasekaran et al., 2011). Isto pode ser comprovado quando observada a taxa de 
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retração para os dias iniciais (3 e 7) entre o grupo tratado e não tratado dentro dos 

parâmetros pré-estabelecidos onde foi possível encontrar uma diferença estatística 

entre os grupos, apontando para uma possível relação no que se refere a aplicação 

nos primeiros dias o que acabou por gerar uma intensificação da ação do CAP. 

Estes achados podem estar relacionados à proliferação, migração e adesão celular 

para a área da ferida; apontando que o plasma melhora o processo de cicatrização 

por meio do aumento de espécies reativas de oxigênio, além de promover o reparo 

histológico precoce (Hung et al., 2016).  

A nível de tecido, quando se fala de cicatrização de feridas, aponta-se, dentre 

muitos parâmetros para a produção do colágeno, principal componente da matriz 

extracelular e indispensável neste processo de cicatrização. A pele saudável possui 

aproximadamente 80% de colágeno tipo I, considerado um colágeno mais maduro e 

20 % de colágeno III, considerado um colágeno mais inicial. Assim, a resistência 

tênsil da ferida está diretamente relacionada a essa deposição e é essencial para 

que haja neoformação tecidual (Campos et al., 2007).  

Nesta perspectiva, foi possível observar que o CAP no modo contínuo foi 

capaz de estimular a proliferação do colágeno tipo III de maneira significativa nos 

dias 7 e 14. Além do que o modo pulsado diminui significativamente o colágeno tipo 

I.  Concordando com isto, um estudo (Boeckmann et al., 2020) apresentou uma 

disposição de fibras de colágeno irregulares, além de uma menor expressão do 

colágeno tipo I. Isto apresenta-se de maneira promissora, pois o colágeno tipo III 

que deve ser mais abundante durante a proliferação, quando substituído pelo tipo I, 

faz com que haja aumento da resistência à tração da ferida (Hall et al., 2018) com 

consequente formação de cicatrizes.  Porém, discordando disso, um estudo apontou 

que (Kubinova et al., 2017) apesar de ter ocorrido aumento no número de colágeno 



52 
 

do grupo tratado, não foi significativo.  Além do que a quantidade de colágeno 

diminuiu no grupo tratado com o plasma, aumentando somente no dia 7.  

Além do colágeno, outros achados histológicos merecem atenção. Estudos 

apontam que a aplicação do CAP aumenta as respostas de fibrócitos e 

queratinócitos e melhora a repitelização. Tanto o tratamento direto, como aquele 

feito com aplicação dos curativos tratados com plasma apresentaram efeitos 

benéficos nas feridas dos ratos com aceleração da repitelização da epiderme 

(Nastuta et al., 2011). Além disso, pode-se afirmar que a longo prazo o tratamento 

com plasma demonstrou uma estética superior e prevenção de doenças pós-

traumáticas (Metelmann et al., 2013).  

Este estudo apresenta-se como pioneiro na comparação da modulação do 

plasma, dentro dos modos pulsado e contínuo e apresenta uma diferenciação entre 

os tratamentos no que diz respeito à resposta do tecido no processo cicatricial. 

Algumas diferenças macroscópicas, puderam ser observadas durante o fechamento 

das feridas, além das microscópicas onde o modo pulsado apresentou a 

possibilidade de inibição da produção de colágeno tipo I e maior marcação da IL-10, 

enquanto o modo contínuo apresentou maior síntese de colágeno tipo III. 

5. Conclusões  

Este estudo aponta que o CAP foi capaz de promover uma melhora na 

qualidade da cicatrização das feridas tratadas, pois esta terapia se mostrou superior 

ao grupo controle com melhor estruturação histológica, organização, distribuição e 

diferenciação do colágeno, além de indução da fase inflamatória por meio da 

expressão da IL-10.  

Portanto, os achados desta pesquisa apontam para um potencial efeito do 

CAP em diversos mecanismos regulatórios no processo de cicatrização, sendo uma 
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tecnologia viável para aplicação dentro do processo de cura e recuperação de 

feridas. 
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RESUMO 

Objetivo: Comparar diferentes tempos e métodos de aplicação do plasma 

atmosférico a frio na atividade e comportamento de fibroblastos. Métodos: Foi 

realizado um estudo in vitro com fibroblastos da linhagem 3T3 tratadas com CAP. As 

células foram divididas em grupos: controle (GC) e de acordo com o modo de 

aplicação direto e indireto e o tempo: 10 e 30 segundos (GD10s, GD 30s, GI10s, 

GI30s). Após 24 horas de tratamento as células foram analisadas quanto a 

proliferação, viabilidade e morfologia celular pelo ensaio da anexina V e MEV, 

respectivamente. Resultados: A partir destas análises pode-se encontrar que os 

fibroblastos responderam de maneira positiva ao tratamento no modo direto e por 10 

segundos sendo a definição destas duas variáveis fundamentais para condução 

clínica. Além disso, aquelas células tratadas dentro dessas condições apresentaram 

uma morfologia semelhante àquelas do controle. Em contrapartida, o tratamento 

com CAPI 30s foi o menos favorável para as células com maior apoptose e necrose. 

Conclusões: Conclui-se que a interação entre os parâmetros, deve ser levado em 

consideração na decisão clínica quando o CAP for utilizado para cicatrização de 

feridas. 

.  

Descritores: Palavras chaves: Medicina do plasma; cicatrização; feridas; Fibroblastos 

3T3. 
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INTRODUÇÃO 

O processo de cicatrização é composto por uma sequência de eventos 

simultâneos que envolve diversos tipos celulares. Têm-se a fase inflamatória com a 

presença de células de defesa como neutrófilos, monócitos e macrófagos; a fase 

proliferativa que envolve células endoteliais, queratinócitos e fibroblastos; e a fase 

de remodelação com a reorganização da matriz extracelular¹.  

 Dentre estas células, os fibroblastos se caracterizam por serem as mais 

prevalentes em todo organismo e responsáveis por uma importante fase no 

processo de cicatrização, com capacidade de alterar seu perfil para contribuir com o 

processo de cicatrização cutânea, sendo responsáveis por secretar a matriz de 

colágeno, responsável pela estruturação do tecido lesionado. No entanto, apesar de 

bem definido, o processo pelo qual isso ocorre, ainda não é totalmente 

compreendido²,³.  

 Portanto, diante da complexidade dessas interações, a cicatrização cutânea 

ainda se configura como um desafio terapêutico, principalmente a nível molecular e 

têm-se buscados diversas intervenções no sentido de não somente acelerar este 

processo, como também de melhor a qualidade dos eventos e consequentemente o 

resultado. Nesta perspectiva, surge o plasma atmosférico a frio (CAP) que tem 

ganhado espaço e se tornado um campo importante na ciência médica para diversas 

intervenções em saúde, dentre elas, a cicatrização de feridas4,5. 

 Neste sentido, apesar de, ao longo dos anos de estudos, alguns dos seus 

efeitos já terem sido comprovados como o antimicrobiano, antineoplásicos e a 

cicatrização cutânea; alguns mecanismos ainda não se encontram bem elucidados. 

A exemplo do efeito e nível de segurança da sua aplicabilidade a nível celular6.  

Diante disto, o presente estudo teve como objetivo comparar diferentes 

tempos e métodos de aplicação do plasma atmosférico a frio na atividade e 

comportamento celular de fibroblastos. 

MÉTODOS 

 

Cultura de células       
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 A cultura dos fibroblastos da linhagem 3T3 (CRL - 1658, ATCC) foi realizado 

em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium - Gibco™ DMEM, high 

glucose) e 10% de soro fetal bovivo (Corning™ Regular Fetal Bovine Serum), 100 

ul/ML de penicilina e 100 μg de estreptomicina (Gibco™ Penicillin-Streptomycin) e 

posteriormente incubadas a 37º C em câmara de CO2 a 5%, com troca de meio de 

cultura a cada 48 horas. 

Tratamento do plasma atmosférico a frio  sobre as células  

No presente estudo, os tratamentos de CAP foram realizados utilizando 

equipamento comercial Hygiaplasma modelo EHF 1714 (KLD, Amparo, SP, Brasil) 

adaptado para produzir jato de plasma a partir da descarga dielétrica (DBD). Na 

adaptação foi utilizado um bocal de Teflon com diâmetro de 10 mm para passagem 

do gás hélio na descarga DBD gerada pelo equipamento e, consequente produção 

do jato de plasma. Este bocal possuía entrada de gás, com vazão controlada por 

meio de válvula e fluxômetro. O jato de plasma à pressão atmosférica fria tinha hélio 

de alta pureza (99,99%) como gás de trabalho a uma vazão de 2 L/min7 

Para avaliar o efeito do tratamento de plasma sobre as células em cultivo, as 

células foram transferidas para placas de 24 poços e divididas em dois grupos: 

Grupo I (GI) para aquelas células tratadas pelo método indireto e Grupo D (GD) para 

as células tratadas pelo método direto. Dentro de cada um destes grupos ainda foi 

feita a subdivisão para analisar o efeito do tempo de aplicação, assim, o Grupo I foi 

composto pelo controle de crescimento (GC), ou seja, células sem tratamento; pelo 

grupo 10s (GI 10s) para aquelas células tratadas com CAP por 10 s e o grupo 30 s 

(GI 30s) para aquelas células tratadas com CPA por 30 s. A mesma configuração se 

deu no GD onde obteve-se os grupos GC, GD 10s E GD 30s.  Dessa forma, as 

células foram expostas ao plasma pelo tempo determinado para seu grupo em cinco 

pontos designados por placa a uma potência      de 1350 mW no modo contínuo e a 

uma distância entre o bico do dispositivo do plasma DBD e da superfície da célula foi 

de 15 mm.  

No caso do GD, antes do tratamento com plasma, os meios de cada poço 

foram completamente removidos, e uma pequena quantidade de DMEM sem soro 

(cerca de 200 microlitros) foi adicionada para manter as células úmidas durante o 
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tratamento. As células foram expostas diretamente ao jato de plasma, pelo tempo 

determinado para cada grupo. Para tratamento indireto foi feita a aplicação do 

mesmo jato de plasma, seguindo os mesmos parâmetros no meio de cultivo e logo 

após transferidos para as células.  

Após 24h dos tratamentos, foram realizadas os ensaios in vitro conforme 

descritos a seguir.            

Avaliação da proliferação celular            

 

 A proliferação celular foi avaliada nos intervalos de 24, 48 e 72 horas após o 

tratamento com CAP, através de ensaio do Alamar Blue (Invitrogen, USA), que 

consiste em um método colorimétrico que permite a detecção da atividade 

metabólica das células a partir da redução da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-

ona 10-óxido), um corante azul fracamente fluorescente, em resorufina, um corante 

rosa com altíssima fluorescência em vermelho. As células foram cultivadas em 

placas de 96 poços, na densidade de 5x103 células por poço. Cada tratamento foi 

avaliado em quintuplicata. Em cada intervalo do experimento o meio foi removido e 

as células foram cultivadas com 10 μL de Alamar Blue (Invitrogen, USA) e 90 μL de 

meio DMEM sob condições normais de cultivo. Após quatro horas, 200μL dessa 

solução foi removido de cada poço e a absorbância das soluções foram medidas em 

leitor de microplaca (Epoch, USA) a 570 nm (forma reduzida) e 600 nm (forma 

oxidada) e a redução do Alamar Blue foi então calculada a partir da equação 

fornecida pelo fabricante.  

Ensaio de apoptose 

Um kit de apoptose de células mortas FITC / Anexina V com anexina FITC e 

PI (Invitrogen, EUA) foi utilizado para detecção de apoptose. O 3T3 (2 × 103 

células/disco) foi cultivado nas duas superfícies diferentes. Após 24 h, as células 

aderentes foram liberadas por viokase, lavadas duas vezes em PBS gelado e depois 

incubadas com 5 μL de anexina V-FITC e 1 μL de iodeto de propídio (PI) a 100 

μg/mL de PBS em temperatura ambiente por 20 min, protegido da luz. A 

porcentagem de apoptose foi determinada a cada 10.000 eventos utilizando um 

citômetro de fluxo (BD Facscanto II), comprimentos de onda de emissão e 
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fluorescência de 530 nm e 570 nm. Os dados obtidos foram analisados utilizando o 

software FlowJo Analysis versão 9.3.2 (Tree Star Incorporation, OR, EUA). 

Avaliar o efeito produção de óxido nítrico (NO)       

 

O óxido nítrico é uma importante espécie reativa produzida pelo CAP que 

possui efeitos biológicos (XIA et al., 2019) . Para esta análise, foi utilizado o kit 

colorimétrico Griess NO (ab65328, Abcam). Esse processo se deu em duas etapas: 

inicialmente, a nitrato redutase foi utilizado para conversão de nitrato em nitrito. Logo 

em seguida, o reagente Griess foi utilizado para converter nitrito em um composto 

com coloração roxo profundo. A partir disto, a intensidade do cromóforo refletiu com 

precisão os níveis de óxido nítrico. A densidade óptica foi medida em 540 nm 

usando o leitor de microplacas8 . 

 

Microscopia eletrônica de varredura 

Para análise da morfologia celular, 5x104 células foram cultivadas sobre 

lamínulas de vidro por 24h, em seguida submetidas a tratamento por CAP     descrito 

anteriormente     . Após tratamento, as células foram fixadas as lamínulas com 

glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato 0,1M pH 7,2 (PBS), pós-fixados com 

tetróxido de ósmio a 1% por 2h. Após a pós-fixação, foram desidratadas em série 

crescente de      etanol, e metalizadas com ouro. As imagens foram capturadas pelo 

microscópio eletrônico de varredura (MEV) (SEM-SSX 550 Superscan, Shimadzu 

Corporation, Tokyo, Japan). 

Análise estatística  

Os dados foram expressos em valores de média ± desvio padrão através dos 

programas estatísticos SPSS (Armonk, NY: IBM Corp.) versão 23.0. Após análise 

dos pressupostos paramétricos, diferenças estatísticas entre e dentro dos grupos 

experimentais (CAP D e CAP I) para os momentos (10s e 30s) nas diferentes 

variáveis estudadas foram obtidas por teste t independente. Já diferenças 

estatísticas entre os grupos estudados com seus respectivos momentos frente ao 

grupo controle foi verificado por Análise de Variância (ANOVA) seguida por Dunnett. 

Para esse último, o grupo controle foi utilizado como variável base de comparação. 

A Análise de Covariância (ANCOVA) foi utilizada para verificar diferenças 
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estatísticas entre CAP D e CAP I quando considerado os momentos em conjunto 

(10s + 30s). Dados percentuais sofreram transformação arco seno √x. Quando 

rompido distribuição gaussiana, os dados foram analisados por Mann-Whitney. O 

nível de significância estabelecido foi de 5%. 

 

RESULTADOS 

     O presente estudo propôs-se a analisar o comportamento de fibroblastos por 

meio da aplicação direta e indireta do CAP levando em consideração dois 

intervalos de tempo, a saber: 10 segundos e 30 segundos. Ao analisar a 

proliferação celular por meio do alamar blue nota-se que o tratamento com CAP 

não interferiu na proliferação celular, exceto aquele aplicado no modo direto 

durante 30 segundo que demonstrou uma diminuição celular em todos os 

intervalos analisados, além dos tratamentos indireto em 10 e 30 segundos no 

intervalos de 72 horas  (Tabela 1).  

Tabela 1– Valores de média ± desvio padrão  do percentual de redução de resazurina pelas células 3T3 viavéis no 

ensaio de Azul de Alamar após tratamento com plasma atmosférico a frio direto (10 ou 30s) ou indireto (10 ou 30s).       

Grupos experimentais 24h¥ 48h 72h 

Controle¥ 53,9 ± 2,06bA 73,81 ± 3,17aA 99,92 ± 3,51aA 

CAP D 10s 54,17 ± 2,19bA* 72,28 ± 4,67aA* 97,03 ± 10,02aA* 

CAP D 30s 46,63 ± 2,67bB 64,28 ± 5,1aB 78,61 ± 7,5aB 

CAP I 10s 60,25 ± 6,0bA 77,97 ± 2,61aA** 73,31 ± 4,33aB 

CAP I 30s 59,13 ± 2,97bA 73,32 ± 3,57aA 73,52 ± 6,15aB 

A,B Médias seguidas de letras maiúsculas diferentes na coluna e a,b,c minúsculas na linha significa diferença estatística tendo como ¥ 

referências,  grupo controle e tempo 24h (p<0,05 – Dunnett); * Significa diferença estatística entre CAP D 10s e CAP D 30s na coluna 

(p<0,05 – Mann-Whitney); ** Significa diferença estatística entre CAP I 10s e CAP I 30s na coluna (p<0,05 – Mann-Whitney). 

CAPD10S e 30S = aplicação do CAP de maneira direta por 10 e 30 segundos, respectivamente. CAPI10S E 30 S= aplicação do CAP de 

maneira indireta por 10 e 30 segundos, respectivamente. 

 

Comparando-se entre os grupos, levando em consideração o tempo de 

aplicação, têm-se que para o tratamento direto (CAP D), houve diferença 

estatística entre os grupos em 24, 48 e 72 horas sendo que o tempo de 10 

segundos apresentou maiores médias, ou seja, apresentou-se mais favorável 
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para proliferação celular ao longo do tempo, conforme pode ser observado na 

tabela 1.  

A apoptose celular foi quantificada por citometria de fluxo. As células viáveis 

foram apresentadas no quadrante 4 (Q4). Células que apresentaram apoptose 

recente no quadrante 3 (Q3), células que apresentaram apoptose tardias no 

quadrante 2 (Q2) e células necróticas no quadrante 1 (Q1) (Figura 1). 

CONTROLE 

 

             CAPD 10s                                                           CAPD 30s 

           

 

CAPI 10s                                                CAPI 30s 
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Figura 1: Análise de apoptose utilizando kit anexina V/ iodeto de propídeo por citometria de 

fluxo.  A – Controle, B – tratamento direto de plasma atmosférico a frio (CAP) por 10s 

(CAPD10s), C- tratamento direto de plasma atmosférico a frio (CAP) por 30s (CAPD30s), D- 

tratamento indireto de plasma atmosférico a frio (CAP) por 10s (CAPI10s), D- tratamento 

indireto de plasma atmosférico a frio (CAP) por 30s (CAPI 30s) 

A partir desses valores, foi feita uma comparação dos grupos tratamentos 

com o controle e os achados apontam que o CAP quando aplicado de maneira 

direta por 10 segundos não interferiu na viabilidade celular, nem nos eventos de 

apoptose inicial, tardia e necrose. Com relação aos demais tratamentos, houve 

redução das células viáveis e, de maneira geral, através da análise de 

covariância, pode-se afirmar que a aplicação pelo método indireto e por 30 

segundos foi aquele que mais induziu a apoptose (tanto inicial como tardia) e a 

necrose (Tabela 2).  

Tabela 2 – Valores de média ± desvio padrão a respeito da viabilidade celular 

Variáveis Grupos 10s 30s p-valor 

p-valor 

(ANCOVA) 

¥ 

Células viáveis 
CAP D 94,4 ± 0,2 A 87,8 ± 4,9A 0,112 

0,143 
CAP I 92,0 ± 0,1A 78,5 ± 3,9A 0,019* 

      

Células necróticas 

CAP D 3,3 ± 0,5B 6,1 ± 2,5B 0,1070 

0,009* 
CAP I 4,7 ± 0,3A 8,0 ± 2,2A 

0,0470

* 

      

Células apoptóticas 

CAP D 1,9 ± 0,4A 4,7 ± 1,6B 
0,0425

* 
0,016* 

CAP I 2,3 ± 0,4A 8,5 ± 0,1A 
<0,001

* 

      

Células apoptóticas tardias 

CAP D 0,37 ± 0,05B 1,29 ± 0,65B 0,0820 

0,002* 
CAP I 1,04 ± 0,02A 4,92 ± 1,72A 

0,0007

* 
 

A,B Letras maiúsculas  diferentes na coluna e * significa diferença estatística entre momentos na linha (p<0,05); ¥ 

ANCOVA entre os grupos experimentais (CAP D e CAP I) tendo como covariável os momentos (10s e 30s). 
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No que se refere ao fator tempo, ao observar o tratamento indireto, nota-se que 

houve uma diferença significativa neste modo de aplicação com relação aos 30 

segundos que se apresentou mais danoso para as células diante dos aspectos 

analisados (Tabela 2). A partir destas comparações, é possível afirmar que o 

comportamento dos fibroblastos com relação a sua viabilidade e morte celular irá 

variar tanto com relação ao tipo de aplicação, com maior sensibilidade ao método 

indireto, como também com relação ao tempo de aplicação. Assim sendo, o tempo 

de 10 s e a aplicação direta, se mostraram mais favoráveis para estas células.  

No que se refere a mensuração do nitrito, conforme pode ser observado na 

tabela 3 não houve diferença estatística quando comparado o controle aos grupos 

tratados, ou seja, dentro dos parâmetros estabelecidos o CAP não estimulou a 

produção desta espécie reativa.  

Tabela 3 – Valores de média da produção de nitrito induzida pela aplicação do CAP 

Grupos 

experimentais 
Média Desvio padrão Mediana (Q25% - Q75%) IC95% 

Controle¥ 1,31A 0,45 1,31 (0,95 – 1,68) 0,74 – 1,88 

CAP D 10s 1,90A 0,88 1,80 (1,19 – 2,65) 0,79 – 3,00 

CAP D 30s 1,17A 0,27 1,07 (0,95 – 1,43) 0,82 – 1,51 

CAP I 10s 1,51A 0,47 1,56 (1,07 – 1,92) 0,92 – 2,09 

CAP I 30s 1,51A 0,40 1,31 (1,19 – 1,92) 1,01 – 2,01 

A,B Médias seguidas de letras diferentes na coluna significa diferença estatística (p<0,05 

– Dunnett); ¥ Variável de referência. 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 Com relação aos resultados obtidos através da MEV, observa-se na figura 3, 

diferenças significativas na morfologia celular entre os diferentes modos e tempo de 

tratamento com CAP. Assim, confirmando os achados anteriores pode-se afirmar 

que aquelas células tratadas com CAP de maneira direta por 10 segundos 

apresentaram-se mais bem aderidas, com morfologia semelhante as células 

fibroblásticas e com filopódios ao longo de toda superfície, em monocamada, com 

uma boa ligação entre elas.  
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(Ctrl) 

 

                 

          (CAP D10s)                                                    (CAP D 30s) 

                                         

(CAPI 10s)                                                    (CAP I 30s)                

                

Figura 3 - Microscopia eletrônica de varredura (MEV) de fibroblastos 3T3 submetidas 

a diferentes tratamentos com CAP. A – Controle (Crtl), B – tratamento direto de plasma 

atmosférico a frio (CAP) por 10s (CAPD10s), C- FAZER OS MESMO PARA OS DEMAIS  
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DISCUSSÃO 

 

Neste estudo foi avaliada a resposta dos fibroblastos ao tratamento do CAP em 

diferentes tempos e modos de aplicação, como forma de direcionar a escolha dos 

parâmetros para aplicação do plasma na dermatologia, especialmente no processo 

de cicatrização de feridas.  

Diante dos resultados desta pesquisa, pode-se afirmar que o tempo de aplicação 

é uma variável importante na proliferação celular quando se leva em consideração a 

resposta dos fibroblastos, importantes células que atuam na produção de colágeno, 

além da matriz extracelular e trabalham no sentido de manter a sustentação e força 

tênsil da cicatriz9. 

Neste sentido, entender como uma proposta de tratamento influencia na 

viabilidade, proliferação e morte destas células é de fundamental importância para 

uma decisão clínica. No caso do CAP, este estudo aponta como favorável para o 

tratamento a aplicação de maneira direta e com o tempo de 10 segundos. Pois a 

aplicação de maneira direta ou indireta por 30 segundos causou uma diminuição da 

proliferação celular. O que levanta a importante questão da necessidade de se 

determinar de maneira segura essa variável no momento do tratamento.  

No entanto, vale considerar que os efeitos causados nas células podem ser 

explicados por diferenças entre dispositivos, configurações ou modelos celulares. 

Dessa forma, o impacto plasmático causado pelo CAP pode induzir proliferação 

celular, diferenciação e apoptose10. E esse comportamento pode ainda estar 

relacionado aos componentes da membrana e propriedades físico-químicas distintas 

11. 

No que refere a viabilidade celular, o tratamento quando feito de maneira direta e 

por 10 s foi o que demonstrou maior viabilidade das células fibroblásticas. Em 

contrapartida, o tratamento indireto por 30 segundos foi o que apresentou maior 

necrose de células. Isto pode estar relacionado a interação do CAP com o meio de 

cultura necessário para sobrevivência das células e, portanto, há a necessidade de 

aprofundamento com relação a essa interação e todos os componentes presentes 

neste meio. Portanto há uma necessidade de se conhecer sobre o tipo do meio de 

cultura utilizado e como esta interação influencia na resposta celular, além da forma 
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como as células são cultivadas12. Visto que a aplicação por esse método vem 

crescendo nos últimos anos na medicina do plasma. 

No que refere ao fator tempo, vale ressaltar que está diretamente ligado a 

potência utilizada para o tratamento. Portanto, quando utilizada altas potências é 

possível encontrar danos na camada epidérmica e dérmica, com aparências de 

queimaduras e fibroblastos lesionados com formas arredondadas e cor escura, 

independentemente do gás utilizado já no tempo de 5 segundos. No caso de 

potências intermediárias, esses danos tornam-se autolimitados e baixa potência os 

tecidos aparentam-se compatíveis com os controles em um tempo de até 10 

segundos. No entanto, houve o prolongamento por 25 segundos, a maioria dos 

fibroblastos nas regiões dérmicas inferiores sofreram lesão12. 

Esta relação dose dependente com a diminuição da viabilidade celular, já é 

estabelecida na literatura, pois há uma importante relação entre as cargas geradas 

por plasma e espécies reativas de oxigênio como contribuintes para a morte celular 

induzida. No entanto, estes danos e morte celular das células é produzido por essas 

espécies e não pelo campo que é gerado pelo CAP13. 

Contrariando estes achados, neste estudo não houve relação significativa no que 

se refere a mensuração do nitrito, mesmo sendo uma importante espécie de 

oxigênio reativa. Ou seja, o tratamento proposto não induziu seu aumento. Vale 

salientar que não foi avaliado a interação do plasma com o meio, somente com as 

células de maneira direta. Além do que não foram medidas outras espécies 

relevantes e que são produzidas pelo CAP como o H2O2, O3, NO2, ozônio, dentre 

outras14. 

Entretanto, outro estudo15 aponta que há a possibilidade de três respostas ao 

tratamento com CAP em culturas celulares: a apoptose, perda temporária de adesão 

celular e a necrose. E que seus achados afirmam que a resposta dos fibroblastos ao 

tratamento com CAP foi fortemente afetada pelo fluxo de ar, o que desencadeou 

morte celular.  

Neste estudo foi possível perceber tanto apoptose imediata como tardia, além da 

necrose celular relacionada principalmente ao tempo de 30 segundos, mas também 

ao modo de aplicação indireto. Já a literatura aponta para uma indução mínima de 
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necrose por processos inflamatórios, sendo mais comum o processo de apoptose 

tanto precoce, como tardia16. 

Sobre a morfologia dessas células, neste estudo, notou-se que aquelas tratadas 

com aplicação direta e por 10 segundos, demonstrou um padrão de células mais 

bem aderidas e com filopódios em toda sua extensão, confirmando todos os testes 

anteriores. Vale salientar que as células fibroblásticas são sensíveis às alterações 

na morfologia da superfície, influenciando a motilidade e possivelmente a 

proliferação celular 17. 

  Este comportamento está relacionado as configurações dos dispositivos, bem 

como os parâmetros de cultura celular. Isto foi evidenciado por Virard et al12 que 

relataram uma diminuição significativa do número de células aderentes com 

exposição 5kV e 30 segundos com gás hélio, com as células apresentando uma 

morfologia redonda, semelhante a um balão, sem qualquer formação de bolhas na 

membrana, sugerindo indução de morte celular, principalmente por necrose. 

Isto desperta para a discussão do estabelecimento de parâmetros levando em 

consideração a seletividade do CAP quando se tem como objetivo a morte celular, a 

exemplo do tratamento na oncologia14 por meio do uso do seu efeito citotóxico para 

estas células. Como também chama atenção para a relevância com relação a 

escolha dos parâmetros para tratamento clínico dentro do processo de cicatrização, 

sendo imprescindível definir o modo de aplicação e o tempo de acordo com o 

objetivo terapêutico, assim como levar em consideração o tipo de célula envolvida.  

CONCLUSÕES 

 Entender o comportamento celular nas diversas aplicabilidades terapêuticas 

do CAP, contribui para uma aplicação mais segura e eficaz. Assim, este estudo 

aponta para um tratamento com diferentes modos de aplicação e tempo, o que 

levanta a importante questão da definição dos parâmetros baseada no objetivo 

terapêutico e tipo de células a serem tratadas.  

Diante disto, este estudo encontrou que as células fibroblásticas respondem de 

maneira positiva ao tratamento com CAP no modo direto e por 10 segundos. 

Portanto, a interação entre os parâmetros, bem como o tipo de aparelho deve ser 
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levado em consideração na decisão clínica quando o CAP for utilizado para 

cicatrização de feridas 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A medicina do plasma tem evoluído ao longo dos anos e seu uso vem se 

consolidando dentro das ciências biológicas. Dentre estes, o tratamento de 

cicatrização de feridas desponta como algo inovador, resolutivo e prático para 

aplicação clínica.  

No entanto, algumas lacunas na literatura com relação a padronização do seu 

modo de aplicação, escolha dos parâmetros e do aparelho ainda se apresenta como 

um fator limitante para sua aplicabilidade.  

Diante disto, os resultados deste estudo fomentam o direcionamento para 

algumas decisões clínicas levando em consideração essas lacunas, a saber: modo 

de aplicação (direto ou indireto), frequência (contínuo ou pulsado), e tempo.  

No que se refere a frequência, este estudo encontrou uma melhora na qualidade 

da cicatrização por meio da produção do colágeno tendo o modo contínuo 

apresentado valores significativos na síntese do colágeno tipo III e o modo pulsado 

na diminuição do colágeno tipo I. Portanto, ambos os modos contribuíram para uma 

melhor cicatrização de feridas. Além disso, ambos os modos apresentaram efeitos 

pró-inflamatórios nos tecidos tratados.  

Com relação ao tempo e modo de aplicação, foi possível concluir que as células 

fibroblásticas respondem melhor ao tratamento com CAP no modo direto e por 10 

segundos. 

 


