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RESUMO

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo e esta em contato direto com o meio externo, constantemente
suscetivel as injurias, atuando como barreira fisica, quimica e bacteriana. Uma ferida ¢
caracterizada por uma descontinuidade no tecido cutaneo, podendo ser advinda de diversos
fatores, como traumas ou condi¢des patoldgicas especificas. Trés fases principais compdem o
processo de cicatrizagdo: a fase inflamatoria, a fase proliferativa e a fase de remodelacao.
Algumas feridas apresentam dificuldades para cicatrizar, ndo havendo progressao do processo
natural de cura. Nesse contexto, diversas terapias ndo invasivas vém sendo desenvolvidas a fim
de proporcionar qualidade e eficacia ao processo de cicatrizagdo. O plasma € constituido de um
gas ionizado e ¢ definido como o quarto estado da matéria. Ele ¢ gerado a partir do langamento
de elétrons e fotons com energia suficiente sobre os &tomos neutros e moléculas de fase gasosa.
O uso terapéutico do plasma € baseado no conceito das espécies reativas, tendo como principal
objetivo a resolugdao de problemas em tecidos biologicos, incluindo limpeza, cicatrizagao de
feridas e o tratamento de tumores. Avaliar o efeito do plasma atmosférico a frio na cicatrizagao
de feridas agudas em porquinhos da india (Cavia porcellus). Foram utilizados 22 animais
divididos trés grupos para os dias de avaliagdo 7, 14 e 21 e submetidos a realizac¢do de 3 feridas
no dorso, sendo a0 mesmo tempo, experimento e controle. Uma ferida foi controle e as outras
duas receberam tratamento com CAP (10 Hz). O jateamento foi de 1 minuto em cada ferida
com gas hélio 2L/ min, imediatamente ap0s a cirurgia e a cada 24 horas por 3 dias consecutivos.
Todas as feridas foram fotografadas a partir do dia 0 e analisadas no software Image Pro Plus.
Além do processamento histologico. Foi evidenciada a diminuicdo da area do tecido de
granulacdo nos dias 14 (p<0,05) e 21 (p< 0,01) do processo de cicatrizagdo no grupo tratado
com o plasma; houve tendéncia a diminui¢do da espessura epidérmica e aumento da
queratinizagdo no grupo tratado com o CAP, em comparagdo ao grupo controle. O tratamento
com o plasma atmosférico a frio gerado por barreira dielétrica foi capaz de acelerar a

cicatrizagdo nas feridas agudas em porquinhos-da-india.

Palavras-chave: reparo tecidual; plasma de barreira dielétrica; tecido de granulagao.



ABSTRACT

The skin is the largest organ in the body and is in direct contact with the external environment,
constantly susceptible to injuries, acting as a physical, chemical and bacterial barrier. A wound
is characterized by a discontinuity in the skin tissue, which can be caused by several factors,
such as trauma or specific pathological conditions. Three main phases make up the healing
process: the inflammatory phase, the proliferative phase and the remodeling phase. Some
wounds have difficulty healing, with no progression of the natural healing process. In this
context, several non-invasive therapies have been developed in order to provide quality and
effectiveness to the healing process. Plasma is made up of an ionized gas and is defined as the
fourth state of matter. It is generated from the launch of electrons and photons with sufficient
energy on neutral atoms and gas phase molecules. The therapeutic use of plasma is based on
the concept of reactive species, with the main objective of solving problems in biological
tissues, including cleaning, wound healing and the treatment of tumors. To evaluate the effect
of cold atmospheric plasma on the healing of acute wounds in guinea pigs (Cavia porcellus).
22 animals were used, divided into three groups for evaluation days 7, 14 and 21 and subjected
to 3 wounds on the back, being at the same time, experiment and control. One wound was
control and the other two received treatment with CAP (10 Hz). Blasting was performed for 1
minute on each wound with 2L/min helium gas, immediately after surgery and every 24 hours
for 3 consecutive days. All wounds were photographed from day 0 and analyzed using Image
Pro Plus software. In addition to histological processing. A decrease in the granulation tissue
area was evident on days 14 (p<0.05) and 21 (p<0.01) of the healing process in the group treated
with plasma; there was a tendency for a decrease in epidermal thickness and an increase in
keratinization in the group treated with CAP, compared to the control group. Treatment with
cold atmospheric plasma generated by a dielectric barrier was able to accelerate healing in acute

wounds in guinea pigs.

Keywords: tissue repair; dielectric barrier plasma; granulation tissue.
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1 INTRODUCAO

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo e estd em contato direto com o meio externo,
constantemente suscetivel as injurias, atuando como barreira fisica, quimica e bacteriana. Uma
ferida ¢ caracterizada por uma descontinuidade no tecido cutaneo, podendo ser advinda de
diversos fatores, como traumas ou condigdes patoldgicas especificas. O processo de
cicatrizagcdo ¢ composto por dois mecanismos principais: a regeneracdo, caracterizada pela
substitui¢ao do tecido lesado por um novo, e o reparo tecidual, no qual havera deposi¢ao de
colageno e formacao de uma cicatriz. Trés fases principais compdem este processo: a fase
inflamatéria, a fase proliferativa e a fase de remodelacio (MANDELBAUM; SANTIS;
MANDELBAUM, 2003; RUH et al., 2013).

A regulacdo dos mecanismos que culminam na cicatrizacdo de feridas cutaneas ¢
complexa, dependente de diversos fatores e tipos celulares que interagem entre si. A fase
inflamatoéria € caracterizada pelo intenso influxo de células do sistema imune, principalmente
neutrofilos, que irdo produzir diversas citocinas pro-inflamatorias, exacerbando a resposta
inflamatoria, com curso de 48 a 72 horas. A proxima fase ¢ a proliferativa, marcada pelos
processos de fibroplasia, angiogénese e reepitelizacdo, com objetivo de fechamento da lesao,
durando em média 14 dias. A ultima fase ¢ o remodelamento, onde havera mudanca na sintese
e disposicdo colageno, a fim de proporcionar forga e resisténcia ao tecido, podendo se estender

por anos (SORG et al., 2016).

Algumas feridas apresentam dificuldades para cicatrizar, ndo havendo progressao do
processo natural de cura, entrando muitas vezes em uma condicao de inflamagao exacerbada,
processo de cicatrizagdo prolongado ou descoordenado (LEAL; CARVALHO, 2014). Nesse
contexto, diversas terapias ndo invasivas vém sendo desenvolvidas a fim de proporcionar
qualidade e eficacia ao processo de cicatrizacao. Dentre elas, o plasma atmosférico a frio gerado
em barreira dielétrica (DBD) tem gerado interesse como nova modalidade de terapia na

dermatologia (GAN et al., 2020).

O plasma ¢ constituido de um gas ionizado e ¢ definido como o quarto estado da matéria.
Ele ¢ gerado a partir do langamento de elétrons e fotons com energia suficiente sobre os d&tomos
neutros e moléculas de fase gasosa. Essa intera¢ao da origem as espécies carregadas. A geragao
do plasma por campo elétrico ¢ bastante descrita e aceita e tem como como uma das principais
fontes de descarga a barreira dielétrica, permitindo ainda o uso de diversos gases, como hélio,

argonio e ar atmosférico (DUBEY et al., 2022).
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O uso terapéutico do plasma ¢ baseado no conceito das espécies reativas, tendo como
principal objetivo a resolugdo de problemas em tecidos bioldgicos, incluindo limpeza,
cicatrizagdo de feridas e o tratamento de tumores. O plasma possui potencial antimicrobiano,
além de estimular fatores de crescimento essenciais para regular a angiogénese, reepitelizagao
e contracdo da ferida, também agindo como quimiotatico na migra¢do de neutrdfilos e
mondcitos para o local da ferida. As principais espécies geradas sdo as espécies reativas de
oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), além da liberacao de 6xido nitrico (ON), importante na

prevencao de infeccoes (NASRUDDIN et al., 2014).

Dessa forma, o uso da terapia com plasma atmosférico a frio (CAP) torna-se uma opgao
interessante e vidvel no tratamento de enfermidades dermatolégicas por seus efeitos
antimicrobianos, antiinflamatorios e pela capacidade de induzir a regeneragdo tecidual,
apresentando boa aceitabilidade por partes dos pacientes e facil aplicacdo (GAN et al., 2020).
No entanto, apesar dos estudos apontarem o CAP como uma tecnologia promissora nas
aplicagdes clinicas, novas pesquisas sdo necessarias para que as lacunas sobre sua seguranga,
eficacia e mecanismos de acdo sejam preenchidas, proporcionando maior confianga para sua

aplicacdo no ambito das ciéncias médicas e biomédicas (IZADJOO et al., 2018).

Para isto, o presente trabalho utilizou como modelo experimental o porquinho-da-india
(Cavia porcellus). A justificativa para a escolha ¢ a semelhanga entre a pele desses animais e a
pele humana, levando em consideracdo que ambos possuem incapacidade de sintetizacdo do
acido arcorbico (Vitamina C), fator que contribui de forma significativa para a sintese de
colageno (WILEY; SONS, 2004). Outro ponto importante ¢ a escassez de trabalhos realizados
com animais silvestres em situagdo de cativeiro e a resposta frente aos desafios de contaminagao

nestes ambientes.
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do plasma atmosférico a frio na cicatrizagdo de feridas agudas em

porquinhos da india (Cavia porcellus).
2.2 Objetivos especificos

e Quantificar a area do tecido de granulagdo das feridas tratadas com plasma atmosférico

frio;
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o Avaliar a reepetilizagdo, espessura epidérmica, queratinizagdo e presenca de tecido de

granulagdo/ remodelamento tecidual nas feridas tratadas com plasma atmosférico frio;
3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Anatomia e histologia da pele

A pele € responsavel por recobrir a superficie do corpo, apresentando fungdes essenciais
como protecdo mecanica, barreira contra patdgenos, regula a permeabilidade a agua,
termorregulacao corporal, sintese de vitamina D, além de ser um 6rgao sensorial (MARTINES
et al., 2020). Constitui-se de dois componentes principais de origens distintas: a epiderme, de
origem ectodérmica, e derme, que possui origem mesodérmica. Essas camadas geralmente
estdo ligadas a um tecido conjuntivo frouxo, a tela subcutanea, também conhecida como
hipoderme. A epiderme ¢ composta de multiplas camadas celulares e o estrato corneo, o que
possibilita a prote¢do do organismo frente as injurias externas, como atrito, agente quimicos,

além da desidratacao e de microrganismos patogénicos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023).

Além disso, pela presenca de diversos vasos e das glandulas sudoriparas anexas,
contribui para o processo de termorregulacao e excrecao de substancias. A epiderme e a derme
formam uma jun¢ao, onde as projecdes da derme, as papilas dérmicas, se encaixam nas
formacgdes irregulares da epiderme, as cristas epidérmicas. Essa liga¢do torna-se importante
frente as agressdes mecanicas as quais a pele ¢ constantemente submetida. (JUNQUEIRA;

CARNEIRO, 2023).

A epiderme ¢ a camada mais externa da pele, disposta sobre uma camada de tecido
conectivo e ¢ formada majoritariamente por queratinocitos, que sao responsaveis pela formagao
do epitélio estratificado pavimentoso e a sintese de queratina que, ao migrar para a superficie,
forma o estrato corneo, que age na promocao de firmeza e prote¢do, permite a permeabilidade

e evita a desidratagdo (HUNTER; SAVIN; DAHL, 2002).

Além dos queratinocitos, diversos outros tipos celulares compdem a epiderme: os
melandcitos sdo células que sintetizam a melanina, um pigmento que promove prote¢ao contra
os raios ultravioletas; as células de Langherans agem na ativagdo do sistema imunologico de
forma similar aos macrofagos contra particulas estranhas e microrganismos; e as c€lulas ou
discos de Merkel, situadas entre a epiderme e a derme, que atuam como receptores de tato e

pressdo ao se ligarem as terminagdes nervosas sensitivas. Essas células estdo distribuidas pelas
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camadas ou estratos da epiderme que sdo: o estrato basal, o estrato espinhoso, o estrato

granuloso e o estrato corneo (BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019).

A camada basal ¢ composta por células cuboides, basoéfilas, dispostas sobre uma
membrana basal que se situa entre a epiderme e a derme. Esta camada possui células-tronco
(stem cells) da epiderme que apresentam atividade mitdtica, podendo também ser denominada
germinativa. A camada espinhosa ¢ formada por células com tonofilamentos de queratina em
seu citoplasma, os quais se ligam as jungdes intercelulares do tipo desmossomos. Essa ligagao
¢ fundamental para manter a coesdo e resisténcia das células ao atrito. Mais externamente, a
camada granulosa compde-se de células poligonais achatadas com citoplasma carregado de
granulos de querato-hialina, além dos granulos lamelares que formam uma barreira lipidica,
impedindo a entrada de substancias e tornando a pele impermeével, evitando a desidratagao. A
camada licida ndo ¢ visivel em todas as regides do corpo, tornando-se mais evidente em pele
espessa, onde suas células ndo possuem nucleo, sdo compactadas e desprovidas de organelas
citoplasmaticas; e por ultimo, o estrato cérneo, composto de células achatadas, mortas e sem
nucleo, repletas de queratina, que promovem uma barreira de prote¢ao e descamam de forma

continua (SILVA, SILVA; BLAZQUEZ, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023).
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Figura 1. Epiderme e principais componentes da derme. Fonte: Mclafferty et al., 2012.
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A derme esta localizada abaixo da epiderme e sobre a camada subcutanea ou hipoderme,
e possui a fun¢do de fornecer nutrientes e suporte estrutural a epiderme. A derme pode ser
dividida em duas camadas: a derme papilar, mais superficial, e a derme reticular, mais profunda.
A camada papilar ¢ formada por tecido conjuntivo frouxo, dando origem as papilas dérmicas
que ancoram a derme na epiderme, além de comportar nervos e vasos, responsaveis por nutri-
la. Ja a camada reticular ¢ constituida de tecido conjuntivo denso, com feixes de colageno e
fibras elésticas, que conferem a derme resisténcia e elasticidade. Contém ainda foliculos
pilosos, glandulas anexas (sebaceas e sudoriparas), vasos linfaticos, e terminagdes nervosas
sensoriais. Outros tipos celulares que podem ser encontrados sdo: fibroblastos, células
dendriticas dérmicas, mastocitos € macrofagos (MCLAFFERTY et al., 2012; MONTANARI,
2016).

A hipoderme ou tela subcutanea, ¢ composta por tecido conjuntivo frouxo onde os
adipécitos sdo as células em maior numero. E responsavel por promover o deslizamento da
derme sobre as estruturas adjacentes, prote¢do contra o frio, atuando ainda como importante
reserva energética. Quando o tecido adiposo se encontra mais desenvolvido, pode ser

denominado ainda de paniculo adiposo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023).
3.2 Cicatrizacao da pele

Uma lesdo ¢ originada por quaisquer estimulos que danifiquem a continuidade dos
tecidos funcionais e pode ser causada por fatores externos ou internos, fisicos, quimicos,
térmicos ou provenientes de condi¢des patolodgicas especificas. Os eventos que culminam na
regeneragao e reparo tecidual ocorrem apos o inicio de uma lesao. O processo de reparo culmina
na substituicdo de componentes especializados pela deposicdo de colageno, enquanto na
regeneracdo ocorre o processo de proliferagdo e diferenciacdo celular através de células
preexistentes ou células-tronco; ambos podem ocorrer de forma mutua (GONZALEZ et al.,

2016).

Uma ferida ocorre quando hé descontinuidade e perda da fung@o normal e caracteristicas
morfolédgicas da pele. A cicatrizagdo de feridas cutaneas conta com a a¢do conjunta de diversos
tipos celulares e seus produtos, visando restaurar a integridade estrutural da camada epitelial,
podendo também se estender ao tecido conjuntivo associado, que pode ou ndo estar envolvido

no caso de uma ferida. O reparo de feridas comporta eventos celulares e bioquimicos e pode
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ser dividido nas seguintes etapas: hemostasia, inflamagdo, proliferacdo ou granulagdo e

remodelamento (GONZALEZ et al., 2016; DUBEY et al., 2022).
3.2.1 Hemostasia

Esta fase inicia assim que o dano pela ferida acontece, quando as células na borda da
ferida sdo rompidas, assim como os vasos nas proximidades. E necessario que a hemorragia
local cesse de forma imediata, o que ¢ alcangado pela ativagdo e agregacdo plaquetdria,
culminando na formag¢do de um codgulo composto por fibrina, que oblitera os vasos. O coagulo
também age como ponto para ligacdo dos fatores de crescimento, que irdo preceder diversos
eventos importantes no processo de reparo como a angiogénese, inflamacao e migracao de tipos

celulares como queratindcitos e fibroblastos (SHAW; MARTIN, 2009).

As proprias plaquetas sdo essenciais na manutencao do fator vascular e de um ambiente
propicio agindo na liberagao de mediadores quimicos como o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), crescimento
transformatase-o ¢ B (TGF-a, TGF - B), e fator de crescimento epidérmico (EGF); além de
influenciar o aumento da permeabilidade e influxo de células e formacao de matriz extracelular

(SORG et al., 2016).
3.2.2 Fase inflamatoéria

Esta fase inicia logo apds o sangramento ser controlado, levando ao aumento da
inflamacdo. Neste momento, ocorre a migragdo de células inflamatorias, incluindo neutroéfilos,
linfécitos € mondcitos. Ocorre também a ativagcdo de células do sistema imune que ja fazem
parte do tecido, como mastocitos e células de Langherans, levando a uma liberagao de
quimiocinas e citocinas. A migragdo das células inflamatorias ¢ responsavel pelos principais
sinais da inflamacao, incluindo o aparecimento de edema e eritema no local da ferida (SHAW;

MARTIN, 2009; GONZALEZ et al, 2016).

Destaca-se o papel dos neutrofilos na limpeza de detritos celulares e destrui¢ao de
microrganismos invasores através da produgdo de espécies reativas de oxigénio. Outras células
inflamatorias também produzem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONs). Somado
a 1sso, os neutrofilos sdo responsaveis pela liberacdo de diversas citocinas e fatores de

crescimento, como IL-17 e VEGF, agindo como quimiotaticos para outras células
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inflamatorias, fibroblastos, queratinocitos e células endoteliais (LAROUCHE et al., 2018;
DUBEY et al, 2022).

Decorridos dois dias (48h), a chegada de monocitos no tecido aumenta, amadurecendo
posteriormente em macrofagos, que podem ser de dois tipos: M1, que sdo pré-inflamatérios e
M2, anti-inflamatorios. Sao responsaveis pela eliminacdo de células apoptodticas e liberagdo de
fatores de crescimento, que estimulam o processo de reparo tecidual (fator de crescimento de
fibroblastos [FGF]-2); PDGF e VEGF), e de fatores inflamatérios, como as citocinas (IL-1). A
medida que contribuem para a resolugdo da inflamagdo, os macrofagos adquirem um carater
reparador que promove a regeneragdo tecidual através da estimulagcdo do queratindcitos, da

angiogénese e de fibroblastos (GUO; DIPIETRO, 2010; LAROUCHE et al., 2018)

Outra célula que possui papel fundamental nesta fase ¢ o mastocito, célula do sistema
imune que reside no tecido cutaneo. Os mastocitos degranulam e liberam grande variedade de
substancias vasoativas e pro-inflamatdrias como histamina, serotonina, fator de necrose tumoral
(TNF), VEGF, IL-6, IL-8, cininas e proteases. Somada a a¢do durante a fase inflamatoria, os
mastdcitos possuem relevancia na fase proliferativa através da interagdo com os fibroblastos,

favorecendo a sintese de colageno (KOMI; KHOMTCHOUK; SANTA MARIA, 2020).
3.2.3 Fase proliferativa

Esta fase ¢ iniciada nas primeiras 48 horas, onde os principais objetivos sdo o
fechamento completo da ferida e, consequentemente, reposi¢ao do tecido danificado. Para isso,
os eventos que ocorrem durante esta fase incluem a fibroplasia, a angiogénese ¢ a reepitelizagao,
podendo perdurar de duas a trés semanas (GONZALEZ et al., 2016). A reepitelizagdo tem como
principal objetivo o restabelecimento das funcdes da epiderme que foram perdidas, devendo
ocorrer a reestruturacdo dos estratos de queratinocitos, que se multiplicam e se diferenciam

durante esse processo (OLIVEIRA, 2019).

A fibroplasia ¢ marcada pela migracdo e proliferacdo de fibroblastos e a sintese de
componentes da matriz extracelular. Esses eventos sdo regulados pela liberagdo de substancias
quimioatraentes como EGF e o PDGF, enquanto o PDGF e TGF- promovem a diferenciacao
dos fibroblastos em miofibroblastos, adquirindo a capacidade de contracdo e expansdo,
movimentando-se sobre a ferida. Durante esse processo ocorre a deposi¢cao de fibronectina e,
posteriormente, de colageno. Os fibroblastos s3o ainda responsaveis pela secre¢do de

proteoglicanos, fibronectina, elastina e laminina (ISAAC et al., 2010).
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O colageno do tipo III estd em maior quantidade em uma ferida, localizado
predominantemente na derme papilar. Os miofibroblastos se ligam as fibras de colageno de
maior espessura, puxando-as em sua direcdo, sendo este evento determinante para que haja a
contragdo da ferida e ¢ estimulado por TGF-f e PDGF (GORDON, 2016). Ocorrendo de
maneira simultdnea a esses eventos, novos vasos sao formados, determinando a angiogénese.
Células endoteliais migram para o local da ferida tendo como principais fatores que estimulam
esse processo 0 VEGF, FGF e o TGF- B. Os vasos neoformados sdo caracteristicos do tecido
de granulacao, nutrindo e oxigenando o tecido que estd em crescimento. Além disso, o endotélio
esta envolvido na sintese de PDGF, TNF-B e FGF (ISAAC et al., 2010; GONZALEZ et al.,
2016).

3.2.4 Fase de remodelagao

Esta fase se inicia de duas a trés semanas ap0s a injuria tecidual e pode durar por anos.
Seu principal objetivo ¢ obter a reorganizac¢ao do tecido lesado e maior resisténcia, utilizando
de mecanismos de degradagdo e ressintese da matriz extracelular. Neste momento, ha a
mudanca do tipo de colageno e de sua disposicao. Na ferida, o colageno do tipo III € o mais
abundante, enquanto o colageno do tipo I ¢ menos sintetizado; nesta fase ocorre uma inversao
do padrao de sintese, havendo a degradacdo do tipo III, enquanto o coldgeno do tipo I tem sua
sintese aumentada pelos fibroblastos. Concomitantemente a essa substituicao, sua disposicao e
organizac¢do também ¢ alterada, onde suas fibras deixam de ser dispostas aleatoriamente para

se entrelacarem (ISAAC et al., 2010).
3.3 Plasma a frio gerado por barreira dielétrica (DBD)
3.2.1 Plasma DBD: origem e mecanismos de acao

Na fisica, “plasma” ¢ utilizado para denominar um gés eletricamente condutor,
constituido por particulas parcialmente carregadas de ions e elétrons que expressam
comportamento coletivo. A geragdo do plasma inicia-se com o lancamento de elétrons e fotons
com energia suficiente sobre os atomos neutros € moléculas de fase gasosa. Essa interacdo da
origem as espécies carregadas. Sua primeira identificacdo foi em 1879 pelo fisico inglés Wiliam
Crookes como um novo estado da matéria e em 1929 o cientista americano Irving Langmuir
utilizou o termo “plasma” para caracterizar um gas ionizado. A partir de suas caracteristicas, o

plasma ¢ considerado o quarto estado da matéria e apresenta-se como o estado mais abundante,
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constituindo cerca de 99% do universo (ALVES; PINHEIRO; RIBEIRO, 2019; DUBEY et al.,
2022).

A depender das necessidades de aplicacdo, diversos tipos de plasmas podem ser gerados
sob condig¢des diferentes, sendo que a caracteristica de maior importancia € a pressao do gas.
Quando o gas ¢ submetido a uma temperatura especifica, a pressao ¢ responsavel por definir a
densidade total das particulas contidas no gds e a probabilidade de colisdes mutuas entre
particulas, que nada mais € que a frequéncia de colisdo. A pressao e a frequéncia de colisdo sao
grandezas diretamente proporcionais, ou seja, a medida que uma se eleva, a outra também,
fazendo com que aumente a probabilidade de que as particulas cheguem a um estado de

equilibrio energético de estado estacionario (BARDOS; BARANKOVA, 2010).

Os gases que podem ser utilizados para impulsionar a acdo do plasma sdo: hélio,
argonio, oxigénio, nitrogénio, o ar ambiente, dentre outros gases estaveis. A interacao entre os
elétrons que compdem o plasma e as particulas de oxigénio e nitrogénio do meio geram as
ERONSs, que sdo alguns dos principais responsaveis por seu mecanismo de acdo (ALVES

JUNIOR, 2020).

De maneira geral, o plasma pode ser classificado em dois tipos principais: plasma
natural e plasma de laboratorio. O plasma natural ¢ encontrado em grandes quantidades em
todos o universo, a exemplo da aurora boreal. Ja os plasmas de laboratdrio ou artificiais sao
gerados a partir de eventos nao naturais, podendo ser classificados em plasmas fisicos (fusao
termonuclear), plasmas térmicos (altas temperaturas) e plasmas frios (temperatura ambiente).
O método utilizado para producdo do plasma depende do tipo de plasma que se deseja obter.
Uma alta tensao de maneira pulsada ¢ o método mais comumente utilizado para obtengao de

plasmas térmicos e frios (NASCIMENTO NETO, 2014).

O plasma atmosférico a frio (CAP) pode ser utilizado para diversos fins como a
esterilizacao de superficies e materiais (principalmente termosensiveis), controle da polui¢cdo
do ar, alteragdes de superficies e aplicagdes biomédicas, com objetivo de promover inativagao
microbiana, coagulagdo sanguinea, descontamina¢do de instrumentos médicos, aplicacdes
odontoldgicas e na cicatrizagao de feridas (ALVES; PINHEIRO; RIBEIRO, 2019). Os métodos
para obtencao desse tipo de plasmas sdo: jatos de plasma a pressao, onde o gas ¢ estimulado em
uma camara cercada de eletrodos energizados que irdo produzir o plasma; plasma de
microdescarga, com milhdes de minusculas descargas elétricas individuais sdo reunidas em

uma area; ¢ a descarga por barreira dielétrica (IZADJOO et al., 2018).
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Quando uma alta tensdo de maneira pulsada ¢ empregada entre dois eletrodos metalicos,
principalmente se um dielétrico for disposto entre eles, ¢ obtido o plasma de descarga em
barreira dielétrica (DBD). Ocorre um acumulo de microdescargas sobre a superficie do
dielétrico, rompendo a rigidez do gas e do proprio dielétrico, gerando microdescargas aleatorias

entre os eletrodos, ionizando o gés e gerando o plasma (MENG et al., 2017).
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Figura 2. Principais configuragdes de fontes de plasma frio & pressao atmosférica: (a) descarga por barreira

dielétrica; (b) jato de plasma frio. AT - Alta tens@o. Fonte: Oconnor et al. (2014).

3.2.2 Plasma DBD na cicatrizagao de feridas

Hérelatos do uso do plasma na medicina desde 1914, em publicagdes feitas por Jacques-
Arsene d’ Arsanval sobre o dispositivo que, posteriormente, passou por analises e confirmou-se
ser bastante eficaz na erradicagdo de microrganismos, além de biofilmes microbianos,
crescimento de fungos e virus quando aplicado em feridas abertas. Em feridas, também sao
descritos efeitos sobre a regeneragao tecidual por meio do aumento da microcirculagdo cutanea,
estimulagdo de células do sistema imune e aumento da proliferacdo de queratindcitos

(HOFFMANN; BERGANZA; ZHANG, 2013).

O plasma frio engloba uma gama de componentes biologicamente ativos, particulas
carregadas, radiagdo ultravioleta e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, sendo essas

ultimas consideradas os principais agentes responsaveis pelos efeitos produzidos por esta
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terapia. No que diz respeito a inativagdo das bactérias, se da por meio de um mecanismo fisico,
que ocorre pelos efeitos dos radicais livres e espécies reativas, € o mecanismo biologico €
desencadeado por eventos celulares que causam danos a membrana celular e seu DNA. As
ERONSs sdo capazes de atingir a capsula externa das bactérias, causando a exposicao de sua
membrana celular. Essas espécies t€ém em sua composi¢do moléculas reativas (6xido nitrico -
NO, Peroxido de Hidrogénio - H202, o0zbnio - O3, NO2, entre outras), que sdo capazes de
penetrar nas células e causar danos ao DNA (OCONNOR et al., 2014).

Além disso, diversos outros efeitos sao produzidos pela geracao do plasma, o que inclui
sinalizagdo para fatores de crescimento, regulagdo do metabolismo, efeito antioxidantes,
promove coagulagdo sanguinea, angiogénese, estimula e regula respostas imunes e
inflamatorias, age na sintese de colageno, diminui¢ao do pH, regula a expressao de interleucinas
(IL-8), ativagao de integrinas, dentre outros fatores que contribuem diretamente para a melhoria
e rapidez do processo de cicatrizacdo de feridas (DAESCHLEIN et al., 2012; LENDECKEL et
al., 2015).

Assim, diversos estudos vém sendo realizados a fim de padronizar seus parametros a depender
do resultado que se espera. Tipa e Kroesen (2011) utilizaram em seu estudo utilizaram o jato de
plasma a uma frequéncia de 13,56MHz. Para isso, foi escolhido o gés foi o hélio numa taxa de
fluxo de 1L /min e voltagem aplicada a ferida foi de 200-400V. Assim, os autores relataram os
efeitos do CAP na desinfeccdo das feridas e contribuindo positivamente também no processo

de reparo tecidual.

Daeschlein et al. (2012) utilizaram o gas argonio com fluxo de 8L/min, para verificar o
efeito de trés fontes diferentes de plasma (jato de plasma pulsado e ndo pulsado e o DBD),
na ponta dos dedos de individuos voluntarios no estudo,
com uma tensdo de 1-5 kV, frequéncia de 1,5 MHz e tempo de 3 a 240 segundos,
a 12 mm de distdncia. Ao final, concluiram que o plasma foi bem aceito e tolerado pelos

individuos.

Nasruddin et al (2014) utilizou o CAP em seu estudo com camundongos. Para isso, foi
empregada uma alta tensdo de baixa frequéncia (20 kHz), com uma tensao pico a pico de 25 kV; foram
aplicados dois eletrodos de anel quando gas argonio comercial (99,995% de pureza) a uma vazdo de 5
slm. Ao final, concluiram que o plasma frio acelerou a cicatrizac¢do da ferida através da modificagdo da
reepitelizagdo, o estagio final da inflamagdo e da contragdo da ferida, ndo pelo efeito de suas espécies

reativas, mas também pelo aquecimento gerado em sua produg@o. Dessa forma, apesar dos estudos
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mostrarem-se promissores quanto ao uso do CAP na cicatrizagdo de feridas, ainda existem lacunas a
serem preenchidas que oferecam seguranga para seu uso ¢ eficiéncia no processo de cicatrizagdo de

feridas.

4 MATERIAS E METODOS
4.1 Animais e principios éticos

Para as avaliagdes foram utilizados 22 porquinhos da india, saudaveis, 3 meses de idade
e pesando 500 a 650g. Esses animais foram provenientes do Centro de Multiplicagdo de
Animais Silvestres (CEMAS) da Universidade Federal do Semiarido (UFERSA), onde também
foram mantidos em Gaiola individuais de 80x60x40 cm durante os experimentos, com agua e
racdo ad libitum. A aprovacao para realizacdo desse experimento foi obtida junto a Comissao
de Etica no Uso Animal (CEUA) da UFERSA (parecer n° 33/2020) e foram obedecidas as

diretrizes nacionais para o cuidado e uso de animais de laboratorio (CONCEA, 2019).

Os 22 animais foram submetidos ao protocolo cirurgico (abaixo descrito) no qual em
cada animal foram realizadas 3 incisdes circulares (uma direcionada para o tratamento controle
e duas direcionadas para o tratamento de plasma). Assim, o presente estudo foi dividido em 3
dias de eutanasias para coleta de amostras: 7 dias (n=4), 14 dias (n=6) e 21 dias (n=12); n

(nimero de animais eutanasiados). Para cada dia de avaliacao
4.2 Dispositivo DBD

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 adaptacdo foi utilizado um bocal de
Teflon com didmetro de 10 mm para passagem do gés hélio na descarga DBD gerada pelo
equipamento e, consequente producdo do jato de plasma. Este bocal possuia entrada de gas,
com vazao controlada por meio de valvula e fluxometro. O jato de plasma a pressao atmosférica

fria tinha hélio de alta pureza (99,99%) como gas de trabalho a uma vazao de 2 L/min e poténcia

de2,4 W.
4.3 Procedimento cirdrgico

Inicialmente, os animais foram submetidos a avaliagao clinica ¢ coleta de amostras de

sangue para hemograma, com o objetivo de atestar o grau de sanidade que o qualifica a ser
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submetido a um procedimento anestésico. Antes da realizacdo das feridas, os animais foram
pesados e pré-medicados com tramadol (3 mg/kg) por via subcutanea (SC) para garantir

analgesia (MACEDO et al., 2015).

Apds 15 minutos, os animais foram anestesiados com inje¢do intramuscular 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. Em seguida, realizada tricotomia, subsequente antissepsia com
alcool iodado a 2% e administragdo de lidocaina (2 mg/kg) por via subcutinea na regido, para

garantir o bloqueio local.

Apos a tricotomia, foram realizadas trés incisdes circulares na pele do dorso. Realizou-
se a incisao com um punch de 4mm de diametro. Apds o procedimento cirurgico os animais

receberam tramadol (3 mg/kg) por via SC a cada 24 horas, durante 3 dias.

Apo0s o procedimento, os animais foram divididos conforme descri¢ao anterior, sendo
que todas as feridas foram fotografadas a partir do dia 0 (dia da cirurgia). Dessa forma, duas
das feridas receberam tratamento com o plasma a frio com frequéncia de 10 Hz, enquanto
terceira ferida recebeu apenas os cuidados de assepsia e limpeza diarios com solugdo salina

0,9% estéril, caracterizando-se como o controle.
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Figura 3. Confeccdo das feridas experimentais em porquinhos-da-india.

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

4.4 Tratamento das feridas com plasma DBD
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No tratamento de CAP foi realizado um jateamento de gés hélio durante um minuto e
uma distancia de 3mm entre a ponta do bocal e a superficie a ser tratada, na frequéncia de 10
Hz por um minuto em cada ferida. As radiagdes foram feitas imediatamente apds a cirurgia e a
cada 24 horas, por trés dias consecutivos (HUSSNI, 2010; WOEDTKE; METELMANN;
WELTMANN, 2014).

4.5 Coleta dos fragmentos e processamento histolégico

A avaliacdo histologica foi realizada a partir de amostras das feridas obtidas nos dias 7,
14 e 21, conforme explicagdo anterior. No momento da coleta os animais foram submetidos
novamente ao protocolo anestésico com xilazina e cetamina. Os animais tiveram o plano
anestésico aprofundado e em seguida realizou-se a eutanasia utilizando Cloreto de Potéssio
(19,1%), 2 mL, por via intracardiaca. Cada ferida foi removida em fragmento circular com

punch de 8mm e fixada em paraformaldeido a 4% por 24h.

Ap0s fixacdo, as amostras foram desidratadas utilizando concentragdes crescentes de
etanol, submetidas a diafanizagdo em xilol e inclusdo em parafina. Em seguida, sec¢des seriadas
de Sum foram obtidas em micrétomo. Parte das sec¢des foram coradas com hematoxilina e

eosina para analise do tecido de granulagdo das feridas, comparando com o tecido original.

4.6 Quantificacio da area do tecido de granulacio

Para determinar a area do tecido de granulacdo nas amostras, foi realizada a seguinte
metodologia: foram fotomicrografadas as secgdes histologicas nos quais se identificaram as
feridas, utilizando a objetiva de 4x. Essas imagens foram analisadas com o auxilio do software
Image Pro Plus® versao 4.5, aplicando a medicao direta da area da lesdo sobre cada imagem.

Os valores de area obtidos foram avaliados e comparados estatisticamente.

4.7 Sistema de pontuacio histologica

Para a determinagdo dos ESCORES histolégicos foram adotadas a metodologia de
Vyver et al. (2021) seguido das seguintes adaptagdes: os pardmetros avaliados no presente
estudo foram reepitelizagdo, espessura epidérmica, queratinizacdo, presenca de tecido de
granulacdo/ remodelamento tecidual. Cada parametro foi avaliado a partir de fotomicrografias

obtidas de laminas histologicas das feridas. Essa avaliagdo foi realizada as cegas e por dois
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observadores independentes. A contribuicdo de cada pardmetro no escore total foi de 25%. Os

dados foram analisados seguindo a somatéria dos scores de cada pardmetro.

4.7.1. Reepitelizacao

Para o parametro de reepitelizagdo foram adotadas as seguintes classificagdes na forma
de score (pontos): completa (3 pontos, quando a reepitelizacao foi de 95% a 100%), parcial (2
pontos, quando a reepitelizacdo foi maior que 0% e menor que 95%) e nenhuma (1 ponto,

quando ndo houve reepitelizacao).

4.7.2. Espessura epidérmica

Para o parametro de espessura epidérmica foram adotadas as seguintes classificagdes na
forma de score (pontos): normal (3 pontos, quando a epiderme se encontrava em uma espessura
de 95% a 105%); hipertrofia (2 pontos, quando a epiderme apresentava uma espessura superior
a 105%) e hipoplasia (1 ponto, quando a epiderme apresentava uma espessura inferior a 95%).

Este parametro foi realizado apenas em tecidos cuja reepitelizagdo foi completa.

4.7.3. Queratinizagao

Para o parametro de queratinizagdo foram adotadas as seguintes classificagdes na forma
de score (pontos): sim (3 pontos, quando ha camadas frouxamente anexadas/perdidas OU
paraqueratotico espesso ou estrato corneo) e ndo (1 ponto, quando ndo hd nada de
queratinizagdo). Este parametro foi realizado apenas em tecidos cuja a reepitelizacdo foi

completa.

4.7.4. Presenga de tecido de granulagcdo/remodelamento tecidual

Para o parametro de presenca de tecido de granulagao/remodelamento tecidual foram
adotados as seguintes classificacdes na forma de score (pontos): intacta (3 pontos, quando nao
ha tecido de granulacdo devido ao completo remodelamento tecidual, sem infiltrados
granulares, ou seja, quando os seguintes parametros forem visiveis dentro area da ferida: derme,
apéndices da pele e paniculo carnoso), presente (2 pontos, quando ha tecido de granulagdo
caracterizado pela presencga de infiltrados granulares, mas de forma homogénea, ou seja, quando

os seguintes parametros forem visiveis dentro area da ferida: deposicdo de colageno e derme)
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e ausente (1 ponto, quando ha tecido de granulacdo caracterizado pela presenca de infiltrados

granulares, mas este ndo ¢ homogéneo, apresentando regides de auséncia tecidual).

4.8 Analise estatistica

Os dados serdo digitados em planilha eletronica e avaliados através do programa
GraphPad Prism (versao 5), dos quais serdo expressos em valores de média, desvio padrao,
minimos, maximos, frequéncia simples e porcentagem. Apos averiguacdo dos pressupostos
paramétricos. Para comparagdo dos resultados entre os grupos experimentais, o teste
paramétrico t-Student ou nao-paramétrico de Mann-Whitney serd realizado, de acordo com as
caracteristicas de cada uma das variaveis. As diferencas serdo consideradas significativas

quando p <0,05.
5 RESULTADOS.
5. Microscopia do tecido de granulacio

Em relagdo a analise microscopica das feridas, foi possivel observar de maneira
qualitativa uma melhor cicatrizagao das feridas tratadas com CAP em comparagdo ao grupo
controle, principalmente nos dias 14 e 21. Foi evidenciado ainda uma diminui¢do do tecido de
granulagdo no grupo tratado com CAP ao longo do processo de cicatrizagdo. No que diz respeito
a queratinizagdo, mais especificamente o estrato corneo, este encontrava-se mais espesso no

grupo tratado com CAP do que no grupo controle nos dias 14 e 21.
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Tratado

Figura 4 — Fotomicrografias das feridas cutaneas de porquinhos-da-india (Cavia porcellus) tratados por CAP. A,
B e C — Ferida sem tratamento nos dias 7, 14 ¢ 21, respectivamente. D, E e F — Feridas tratadas com CAP nos dias

7, 14 ¢ 21, respectivamente. * Epiderme; + tecido de granulagdo; X — estrato corneo.

Na avaliag@o quantitativa da area de tecido de granulacao, observou-se que o tratamento
de CAP foi capaz de reduzir significativamente o tecido de granulagdo nos dias 14 ¢ 21 do
processo de cicatrizacdo, quando comparadas a ferida sem tratamento (Figura 5). Somado a
1sso, foi possivel observar a redugdo do tecido de granulacao das feridas controle e tratamento

ao longo do processo de cicatrizacdo (Figura 6).
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Figura 5: Analise da area do tecido de granulagao das feridas experimentais. Analise da area de tecido de
granulacdo ap6s (A) sete, (B) quatorze e (C) vinte e um dias do procedimento cirtirgico nas incisdes do grupo
controle ou tratamento com plasma. Valores expressos como média + EPM, * p<0,05 e ** p< 0,01 (Teste T-

Student).
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Figura 6. Curva de avali¢do da redugdo do tecido de granulagdo em feridas agudas de porquinhos-da-india. E
possivel observar a curva de reducdo do tecido de granulagdo das feridas controle e tratadas ao longo do

processo de cicatrizagao.
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5.2 Escore histologico

Quanto a avaliacdo pelo estabelecimento de escores dos pardmetros reepitelizacao,
espessura epidérmica, queratinizacdo e presenca de tecido de granulagdo/remodelamento
tecidual, verificou-se: para a reepitelizacdo, nao houve diferenga significativa entre os grupos
controle e tratamento nos dias avaliados. Em relagdo a espessura epidérmica, houve tendéncia
a uma diminuicao da espessura da epiderme no grupo tratado com CAP, assim como observou-
se tendéncia a maior queratiniza¢do neste mesmo grupo, entretanto para ambos os parametros
ndo houve diferenca estatistica; para o pardmetro de presenca de tecido de
granulacdo/remodelamento tecidual, ndo foram observadas diferengas significativas nos dias

avaliados (Figura 7).
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Figura 7. Parametros avaliativos das feridas agudas de porquinhos-da-india tratadas com CAP. (A)

reepitelizacdo; (B) espessura epidérmica; (C) queratinizacdo; (D) remodelamento ¢ (E) score total.
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6 DISCUSSAO

O tratamento com o plasma atmosférico a frio gerado por barreira dielétrica foi capaz
de acelerar a cicatrizacao nas feridas tratadas, sendo evidenciado pela diminuicao da area do
tecido de granulagdo nos dias 14 e 21 do processo de cicatrizacdo, além da tendéncia a
diminuic¢ao da espessura epidérmica e aumento da queratiniza¢do no grupo tratado com o CAP,

em comparagao ao grupo controle.

O tecido de granulagdo, presente na fase proliferativa da cicatrizagdo, € constituido por
vasos neoformados, tecido conjuntivo, fibroblastos e células inflamatorias. Dessa forma, a
redugdo do tecido de granulagdo no tecido tratado com o CAP no presente estudo pode ser
explicada pelo fato das ERONs produzidas orquestrarem e regularem a formagao de vasos
sanguineos, induzindo a proliferacdo do tecido endotelial; além disso, essas espécies reativas
promovem a fibroplasia. Outro mecanismo seria pela acdo do ON que também age na sintese
de fatores de crescimento, promovendo a angiogénese, além de ser importante na reepitelizagao,
remodelamento e contragao da ferida (DUNNILL et al., 2015; DUBEY et al., 2022). Resultados
semelhantes foram descritos por Kubinova et al. (2017), onde os autores sugerem uma
diminui¢do do tecido de granulagdo no dia 7 da avaliagdo, contribuindo no processo de

contragao e reepitelizacao da ferida.

Outro fator importante ¢ que o CAP age na regulacdo das fases de hemostasia e
inflamacdo da cicatrizagdo. No presente estudo o plasma foi aplicado nas primeiras 72 horas,
que compreende essas fases do reparo tecidual. Durante a fase inicial do processo, as espécies
reativas e radicais livres sdo responsaveis pela formagao de trombos e pela sinalizagdo para
migracdo de células do sistema imune, como neutrofilos e monocitos. Como ja descrito
anteriormente, essas células sdo essenciais na regulacdo da inflamacao, limpeza da ferida e de
restos celulares, atuando como quimiotaticas para outras cé€lulas e na liberacdo de fatores de
crescimento, contribuindo para resolugdao mais rapida da inflamagao (ZOROV; JUHASZOVA;
SOLLOTT, 2014). Em um estudo realizado por Nasruddin et al. (2014), observou-se que, aos
7 dias apos a lesdo, havia menos macréfagos e neutrofilos no grupo experimental que no
controle, sugerindo que que houve uma aceleragdo da fase inflamatéria no grupo tratado com o

plasma.

Somado a isto, ¢ possivel destacar a a¢do antimicrobiana do CAP, a qual também

contribui para reducao da inflamagao durante o reparo tecidual. Essa acdo ocorre por meio de
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estimulos fisicos e bioldgicos da ERON’s sobre a membrana celular e o DNA. Além disso, o
0zonio, que também ¢ produzido durante a geracdo do CAP, possui efeitos antissépticos,
imunomoduladores e antioxidantes conhecidos e discutidos na literatura (MARTINEZ-
SANCHEZ et al., 2005). Nio foram observados sinais de contaminagéo nas feridas tratadas

com CAP no presente estudo.

A aplicacdo do CAP também ¢ capaz de induzir a proliferacdo e migracao de
queratinocitos através da regulacao da sintese do fator de crescimento de queratinodcitos (KGF),
mediada pelas ERONSs, contribuindo para o restabelecimento das camadas da epiderme
(STALLMEYER et al., 1999; WITTE; BARBUL, 2002). Isso pode justificar a tendéncia para
maior queratinizacao observada nos animais do grupo tratado com CAP no presente estudo,
apesar de ndo haver uma diferenca estatisticamente significativa. Nastuta et al. (2011), em um
experimento com ratos em que comparava o efeito da aplicagdo do plasma na ferida ao seu
controle e do plasma aplicado a um curativo de poliuretano e seu controle, relatou que o
tratamento com o plasma, utilizando o gas hélio, foi capaz de produzir espécies reativas dentro
do tecido vivo, promovendo aumento da proliferacdo de fibroblastos e queratinocitos,

diminui¢do da inflamacao e melhorando a reepitelizacao.

No que diz respeito aos dados obtidos na avaliagao por meio do escore histologico, ja
discutidos acima, pode-se supor que o aumento utilizado nas fotomicrografias que foram
disponibilizadas ndo seria o ideal para avaliagdo de alguns parametros, podendo ter interferido

diretamente nos resultados encontrados.

7 CONSIDERACOES FINAIS

A terapia com o plasma atmosférico a frio foi capaz de acelerar o processo de
cicatrizacdo de feridas em porquinhos-da-india, bem como concedeu qualidade ao processo. O
CAP apresenta-se como uma terapia promissora na area, porém ainda sdo necessarios mais
estudos que possam consolidar seu uso nas diferentes espécies. O fato do modelo experimental
escolhido no presente estudo ser um animal silvestre em condicao de cativeiro e estar mais
propenso a complicacdes por contaminacdes e infeccdes também abre uma gama de

possibilidades para o uso terapia plasmatica como uma das abordagens possiveis.
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