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RESUMO 

O carcinoma de células escamosas (CCE) é uma neoplasia maligna que afeta frequentemente 

a pele e cavidade oral dos gatos. Ambas as formas exigem a adoção de um tratamento local 

adequado, sendo realizada comumente a cirurgia. Entretanto, o efeito desfigurante e o estádio 

avançado ao diagnóstico podem ser fatores limitantes. Dessa forma, torna-se necessário o 

desenvolvimento de terapias alternativas. Em oncologia, o plasma frio atmosférico (PFA) tem 

demonstrado resultados promissores, exercendo efeito anticancerígeno in vitro e in vivo 

contra uma ampla variedade de neoplasias. Assim, o objetivo foi avaliar a eficácia do PFA no 

tratamento do CCE felino cutâneo e oral. Linhagem SCC-25 de carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço (CCECP) foi dividida em grupo controle e tratamento, ao qual 

foi submetido ao plasma por 60s, 90s ou 120s. O ensaio de óxido nítrico (NO) foi realizado 

através da determinação da concentração de nitrito, enquanto a citotoxicidade foi avaliada 

pelo ensaio de MTT decorridas 24h, 48h e 72h. Para termografia in vitro, imagens térmicas 

foram capturadas antes e após os diferentes tempos de terapia. O estudo clínico foi realizado 

em felino com dois carcinomas cutâneos e um oral. A terapia com PFA consistiu em dois 

ciclos, no qual cada ciclo foi composto por três sessões semanais de plasma, seguido por uma 

semana sem exposição. As lesões foram avaliadas por exame termográfico, histopatológico e 

imunohistoquímico. Verificou-se que a concentração de nitrito aumentou significativamente 

com os tratamentos de 90s e 120s quando comparado ao grupo controle. Foi observada 

redução de viabilidade celular para as células SCC-25 decorridas 24h e 48h, independente do 

tempo de exposição. Entretanto, em 72h houve efeito significativo apenas com o tratamento 

de 120s. A exposição ao PFA resultou em redução de temperatura do meio de cultura para 

todos os tempos avaliados. In vivo, a média de temperatura dos tumores pré-tratamento foi de 

35 °C e no pós-tratamento foi de 35,7°C. Os dois tumores cutâneos responderam ao PFA, 

sendo uma resposta completa, com cura histológica, e outra parcial. O CCE oral permaneceu 

estável. A análise histopatológica demonstrou o surgimento de áreas em apoptose nos tumores 

remanescentes. Houve aumento da expressão de caspase-3 e TNF-alfa. Os efeitos adversos 

foram locais e incluíram eritema e formação de crostas. As reações foram em grau I, 

autolimitantes e não exigiram intervenção médica. O PFA apresentou efeito anticancerígeno 

in vitro sobre linhagem de células CCECP, evidenciado pela redução da viabilidade celular 

dose-dependente. In vivo, a terapia parece segura e eficaz contra o CCE cutâneo felino. Para o 

tumor oral proliferativo, o tratamento não resultou em resposta clínica. Entretanto, houve 

efeito biológico, demonstrado pela maior expressão de indicadores de apoptose. 

Palavras-chave: Oncologia. Câncer. Gato. Plasma não térmico.  



 

 

 

ABSTRACT 

Squamous cell carcinoma (SCC) is a malignant neoplasm that frequently affects the skin and 

oral cavity of cats. Both forms require the adoption of an adequate local treatment, and 

surgery is commonly performed. However, the disfiguring effect and advanced stage at 

diagnosis may be limiting factors. Thus, the development of alternative therapies becomes 

necessary. In oncology, atmospheric cold atmospheric plasma (CAP) has shown promising 

results, exerting an anticancer effect in vitro and in vivo against a wide variety of neoplasms. 

Thus, the objective was to evaluate the effectiveness of CAP in the treatment of feline 

cutaneous and oral SCC. Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), lineage SCC-25, 

was divided into a control and treatment group, which was subjected to plasma for 60s, 90s or 

120s. The nitric oxide (NO) assay was performed by determining the concentration of nitrite, 

while cytotoxicity was evaluated by the MTT assay after 24h, 48h and 72h. For in vitro 

thermography, thermal images were captured before and after different therapy times. The 

clinical study was carried out in a feline with two cutaneous and one oral carcinomas. CAP 

therapy consisted of two cycles, in which each cycle consisted of three weekly plasma 

sessions, followed by one week without exposure. Lesions were evaluated by thermographic, 

histopathological and immunohistochemical examination. It was verified that the 

concentration of nitrite increased significantly with the treatments of 90s and 120s when 

compared to the control group. Cell viability reduction was observed for SCC-25 cells after 

24h and 48h, regardless of exposure time. However, at 72h there was a significant effect only 

with the treatment of 120s. Exposure to CAP resulted in a reduction in the temperature of the 

culture medium for all times evaluated. In vivo, the mean temperature of the tumors pre-

treatment was 35°C and post-treatment was 35.7°C. Both skin tumors responded to CAP, with 

a complete response, with histological cure, and a partial response. Oral SCC remained stable. 

Histopathological analysis demonstrated the appearance of areas in apoptosis in the remaining 

tumors. The expression of caspase-3 and TNF-alpha increased. Adverse effects were local and 

included erythema and crusting. The reactions were grade I, self-limiting and did not require 

medical intervention. CAP showed an in vitro anticancer effect on HNSCC cell lines, as 

evidenced by the dose-dependent reduction in cell viability. In vivo, the therapy appears safe 

and effective against feline cutaneous SCC. For the proliferative oral tumor, treatment did not 

result in a clinical response. However, there was a biological effect, demonstrated by the 

higher expression of apoptosis indicators. 

Keywords: Oncology. Cancer. Cat. Non thermal plasma. 
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1.  INTRODUÇÃO 

  

 O carcinoma de células escamosas (CCE) é uma neoplasia maligna, que se desenvolve 

a partir do epitélio escamoso (MURPHY et al., 2013). Assim como para os humanos 

(DOOLEY et al., 2003; TANDON et al., 2017), o CCE representa um dos principais tumores 

cutâneos (MILLER et al., 1971) e a grande maioria das neoplasias orais em gatos (BILGIC et 

al., 2015). A doença compartilha uma série de similaridades entre as duas espécies, incluindo 

fatores de risco, comportamento biológico, terapia e prognóstico. Em pele, eles são 

especialmente relacionados com a exposição solar crônica (radiação UV), mais precisamente 

a radiação ultravioleta B (DORN; TAYLOR; SCHNEIDER, 1971). Para o CCE oral, um dos 

principais fatores de risco é o contato com a fumaça do cigarro (BERTONE; SNYDER; 

MOORE, 2003). Ambas as formas apresentam comportamento local invasivo, com maiores 

taxas de metástases para os tumores orais (POIRIER et al., 2013; LINO et al., 2019), os quais 

estão associados a um pior prognóstico (WYPIJ, 2013). 

 A excisão cirúrgica é a modalidade terapêutica mais bem sucedida para o CCE 

cutâneo. No entanto, a depender da área acometida, a reconstrução pode ser desafiadora e 

limitada em função do resultado estético desfigurador (MURPHY, 2013). Para forma oral, 

abordagens multimodais associadas à cirurgia resultam em melhores taxas de sucesso 

(MARCONATO et al., 2013; SOLTERO-RIVERA et al., 2014). Porém, em muitos casos o 

tratamento cirúrgico é impossibilitado em virtude da natureza invasiva e estádio avançado no 

momento do diagnóstico (BILGIC et al., 2015). Dessa forma, torna-se necessário o 

desenvolvimento de terapias alternativas ou complementares para o CCE felino. 

 Nas duas últimas décadas os plasmas de baixa temperatura têm ganhado espaço frente 

às aplicações biomédicas. Esses compostos são gerados à pressão atmosférica, em 

temperaturas abaixo de 40°C e produzem espécies reativas, partículas carregadas e fótons, que 

têm efeitos biológicos impactantes (LAROUSSI et al., 2020). Entre suas atividades, a 

capacidade de geração de apoptose em células cancerígenas assumiu papel de destaque 

(WEISS et al., 2015). Assim, o plasma frio atmosférico (PFA) vem emergindo como um 

tratamento promissor para o câncer que pode complementar o conjunto existente de 

modalidades de tratamento, aumentando a seletividade e eficácia contra cânceres resistentes 

(SEMMLER et al., 2020; DAI et al., 2018). O plasma possui as vantagens de ser barato,



11 

 ‗ 

 

rápido e de fácil aplicação. Além disto, é uma alternativa promissora quando comparado aos 

tratamentos convencionais, que apresentam altos custos e efeitos colaterais aos tecidos 

saudáveis (SAADATI; MAHDIKIA; ABBASZADEH, 2018). 

 Para oncologia, dispositivos de PFA vêm demonstrando efeito anticancerígeno in vitro 

contra uma ampla diversidade de neoplasias, incluindo o câncer de pulmão (KARKI et al., 

2020), glioblastoma (CHEN et al, 2017),  osteossarcoma (TORNIN et al., 2019), câncer de 

mama (WANG et al., 2013) câncer de pâncreas (VAN LOENHOUT et al., 2019) câncer de 

próstata (FOFANA et al., 2020), câncer colorretal (SCHNEIDER et al., 2018), linfoma 

(CHENG et al., 2019), CCE cutâneo (PASQUAL-MELO et al., 2020) e o carcinoma de 

cabeça e pescoço (GUERRERO-PRESTON et al., 2014). 

 Pesquisas clínicas com uso do plasma ainda são incipientes, mas apontam para 

resultados promissores. Pacientes humanos com carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço (CCECP) avançado foram beneficiados pelo tratamento, apresentando redução de dor 

e carga microbiana em leito tumoral, bem como remissão parcial da neoplasia em alguns 

casos (METELMANN et al., 2015; METELMANN et al., 2018). 

 Para animais com câncer, não existem relatos da aplicação clínica do PFA. Baseado 

em estudos in vitro, cobaias e resultados preliminares em humanos, a hipótese é que ele possa 

ser uma opção eficaz e segura para o tratamento do carcinoma de células escamosas felino. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Carcinoma de células escamosas felino 

 

 O carcinoma de células escamosas (CCE) é um tumor maligno originado do epitélio 

escamoso. O epitélio escamoso forma a maior parte da pele, reveste a cavidade oral e o 

esôfago e forma o leito ungueal e os coxins (MURPHY, 2013). Ele representa um dos 

principais tumores de pele em gatos (MILLER et al., 1991) e a grande maioria das neoplasias 

orais da espécie (BILGIC et al., 2015). 

  Para ambas as formas, o padrão-ouro diagnóstico é baseado no exame histopatológico 

e o estadiamento é realizado como preconizado pela Organização Mundial da Saúde (OMS), 

utilizando o sistema TNM, que considera o tamanho do tumor (T), condição dos linfonodos 

regionais (N) e ocorrência de metástase distante (M) (OWEN, 1980). O comportamento local 

invasivo é observado independente da localização. Porém, os tumores em cavidade oral estão 

associados a maiores taxas de metástases. (POIRIER et al., 2013; LINO et al., 2019). 

 

2.1.1 Carcinoma de células escamosas cutâneo 

 

 O CCE cutâneo acomete principalmente gatos brancos de nove a 14 anos de idade 

(DORN; TAYLOR; SCHNEIDER, 1971; GOLDSCHMIDT; GOLDSCHMIDT, 2017). 

Macroscopicamente, ele pode se apresentar de forma proliferativa, demostrando crescimento 

papilar friável, ou erosiva, formando lesão ulcerada. (MORRIS; DOBSON, 2001). Essa 

neoplasia tem como principal causa à exposição crônica a luz ultravioleta, assim ela ocorre 

predominantemente em áreas despigmentadas e glabras como orelhas, pálpebras, plano nasal 

e região temporal (MURPHY, 2013).  

 A classificação do CCE cutâneo é baseada no tamanho do tumor e profundidade de 

invasão, sendo Tis para o carcinoma in situ; T1 para tumores menores que 2 cm de diâmetro,
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superficiais; T2 para tumores entre 2 – 5 cm de diâmetro ou com invasão mínima 

independente do tamanho; T3 para tumores maiores que 5 cm de diâmetro ou invadindo 

tecido subcutâneo, independente do tamanho; e T4 para tumores que estão invadindo outras 

estruturas como fáscias, músculos, ossos ou cartilagens (OWEN, 1980). 

 As modalidades de tratamento incluem: excisão cirúrgica (MASSARI et al., 2019), 

radioterapia (GASYMOVA et al., 2017), terapia fotodinâmica (FLICKINGER et al., 2018), 

eletroquimioterapia (TOZON et al., 2013) e criocirugia (QUEIROZ et al., 2016). A escolha da 

técnica varia conforme a extensão, grau de invasão, quantidade e localização das lesões 

(MURPHY, 2013). 

 

2.1.2 Carcinoma de células escamosas oral 

 

 O CCE oral acomete principalmente animais idosos com idade entre oito e 16 anos 

(HUTSON et al., 1992). Os fatores predisponentes incluem exposição à fumaça do cigarro, 

uso de coleiras antipulgas e consumo de comida enlatada, especialmente atum (BERTONE; 

SNYDER; MOORE, 2003). A fumaça do cigarro está associada à mutação da proteína p53, 

que é responsável pela supressão tumoral e desempenha papel crítico na parada celular e 

indução de apoptose. Para as coleiras antipulgas o hábito de higienização dos animais pode 

propiciar a ingestão dos princípios ativos, enquanto que o risco relacionado às comidas 

enlatadas é proveniente do próprio conteúdo da alimentação ou indução de doenças 

periodontais (BERTONE; SNYDER; MOORE, 2003). 

 O tumor comumente surge da gengiva e mucosa da maxila, mandíbula, língua, área 

sublingual ou região tonsilar. A apresentação clínica do CCE maxilar é geralmente como 

lesão ulcerada, enquanto para o CCE mandibular ela é frequentemente proliferativa e 

expansiva. A forma sublingual pode ser ulcerativa, necrótica, infiltrativa ou proliferativa 

(BILGIC et al., 2015). 

 A classificação das neoplasias orais em cães e gatos é Tis para tumor in situ, T1 para 

tumores menores que 2 cm de diâmetro, T2 para tumores entre 2 - 4 cm de diâmetro e T3 para
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tumores maiores que  4 cm de diâmetro. As classificações T1, T2 e T3 são seguidas pelas 

letras ―a‖ ou ―b‖ para indicar ausência ou presença de invasão óssea, respectivamente 

(LIPTAK, 2020). 

 O tratamento do CCE oral felino é semelhante ao humano (WYPIJ, 2013). Os tumores 

em estádios iniciais e passíveis de ressecção cirúrgica são candidatos ao tratamento curativo 

(BILGIC et al., 2015). Entretanto, abordagens multimodais, associando a cirurgia com drogas 

antineoplásicas e a radioterapia oferecem maiores chances de sucesso (MARCONATO et al., 

2013; SOLTERO-RIVERA et al., 2014).  Além disso, em casos avançados a excisão cirúrgica 

comumente não é factível, tornando o tratamento paliativo uma opção válida (BILGIC et al., 

2015). 

 A similaridade entre o CCE oral felino (CCEOF) e o CCECP humano tornam os gatos 

como excelentes modelos em oncologia comparada (WYPIJ, 2013). O CCECP é um câncer 

frequente na população, que apresenta um mau prognóstico e avanços clínicos limitados 

(TANDON et al., 2017).  Dessa forma, estudos com a espécie felina podem permitir 

descobertas terapêuticas aplicáveis aos pacientes humanos (WYPIJ, 2013).  

 

2.2 Plasma frio atmosférico 

 

 O plasma, conhecido como ―quarto estado da matéria‖, é composto por espécies 

reativas, ou seja, moléculas e átomos excitados, íons positivos, negativos e elétrons em um 

gás neutro de fundo (WELTMANN et al., 2018). Ele pode ser categorizado em plasma 

térmico (SAMAL, 2017) e frio (WANG et al., 2013). O plasma térmico é produzido em 

ambiente a vácuo e necessita de altas temperaturas, sendo utilizado comumente no tratamento 

de biomateriais (SEO et al., 2014). Por outro lado, o plasma frio atmosférico é produzido em 

temperaturas abaixo de 40°C sob pressão atmosférica, possibilitando aplicação terapêutica 

segura em animais e humanos (GAY-MIMBRERA et al., 2016).  

 Com o desenvolvimento do PFA, surgiu um novo campo, a ―medicina de plasma‖, que 

aliando conhecimentos da física e medicina vem desenvolvendo e testando diferentes fontes e 

dispositivos com aplicações biomédicas (LAROUSSI, 2020).  Entre os campos explorados de 

forma promissora pela técnica, incluem-se: cicatrização (KRAMER et al., 2013) e 
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descontaminação de feridas (ULRICH et al., 2015), tratamento de infecções orais 

(PREISSNER et al., 2016)  e do câncer (WEISS et al., 2015). 

 O plasma pode ser gerado por duas abordagens: direta e indireta. Para descarga 

indireta, as espécies ativas de plasma são transportadas por um fluxo de gás, enquanto para 

descarga direta, o tecido ou células vivas funcionam como um dos eletrodos, participando 

ativamente do processo. Com base nisso, temos dois dispositivos, o jato de plasma e a 

descarga de barreira dielétrica (DBD) (YAN; SHERMAN; KEIDAR, 2017).  

 O jato de plasma necessita de um gás carreador, seja hélio ou argônio. Enquanto o 

dispositivo DBD gera plasma diretamente do ar. Neste segundo caso, o PFA formado é curto, 

porém amplo. Assim, o jato é mais adequado para tratar gentilmente pequenas áreas, enquanto 

o DBD se adequada melhor para regiões maiores (YAN; SHERMAN; KEIDAR, 2017).  

 O PFA pode ser aplicado por diferentes formas, exposição direta ou indireta. Na 

primeira situação o plasma vai ao tecido biológico e todos os seus produtos agem diretamente 

sobre as células. Para forma indireta, o plasma é usado primeiramente para tratar um meio 

líquido, ao qual os tecidos serão expostos. Uma das vantagens dessa última abordagem é a 

possibilidade de armazenamento, flexibilidade não oferecida pela forma direta (LAROUSSI, 

2020). 

 

2.2.1 Aplicação do plasma frio atmosférico em oncologia 

 

 O PFA pode ser utilizado no combate ao câncer, através das seguintes metodologias: 

contato direto, injeção de soluções tratadas por plasma e associado à intervenção cirúrgica.  A 

administração de soluções pode permitir maior penetrabilidade no tratamento de tumores 

subcutâneos e intraperitoneais, enquanto o uso do PFA combinado à cirurgia tem por objetivo 

agir sobre células tumorais remanescentes (YAN et al., 2021). Ambas as abordagens, seja 

direta ou indireta (uso de soluções tratadas por plasma) apresentam muitas semelhanças 

(YAN et al., 2021). Apesar disso, Saadati et al., (2018), identificaram morte celular e redução 

tumoral significativamente superior para o melanoma murino tratado pela forma direta.
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 O potencial anticancerígeno do plasma é atribuído principalmente à geração 

deespécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ERONs) (GRAVES, 2012). As ERONs se 

difundem para o meio intracelular e desencadeiam senescência, apoptose ou necrose dose 

dependente (SEMMLER et al., 2020). Benefícios adicionais incluem dano ao DNA e 

mitocondrial, inibição do crescimento celular, migração e invasividade, bem como indução de 

morte celular imunogênica e aumento da atividade de macrófagos (RATOVITSKI et al., 

2014; LIN et al., 2015; VAHORA et al., 2016; ZHOU et al., 2016).  

 As principais ERONs produzidas pelo plasma são as seguintes: radical hidroxila (OH), 

peróxido de hidrogênio (H2O2), ozônio (O3), superóxido (O2−), peroxinitrito (ONOO−) e 

óxido nitrico (NO) (YAN et al., 2012; PANNGOM et al., 2013; XU et al., 2015). O óxido 

nítrico apresenta interesse especial devido ao seu importante papel na proliferação e morte 

celular (KIM et al., 2001). Em doses elevadas, ele é reconhecido como molécula 

anticancerígena pela capacidade de promover estresse oxidativo, dano ao DNA citotoxicidade 

e apoptose (VAHORA et al., 2016; ZHOU et al., 2016). O acúmulo de NO após exposição de 

células cancerígenas ao plasma foi associado com a geração de estresse oxidativo e 

consequente apoptose para o melanoma (XIA et al., 2019), câncer de próstata (GIBSON et al., 

2014) e câncer de pulmão (KIM; CHUNG, 2016). 

 No presente momento, não existem relatos de efeito térmico do plasma em tecidos 

saudáveis de camundongos (BINENBAUM et al., 2017; DUCHESNE et al., 2019) ou células 

cancerígenas (SAADATI; MAHDIKIA; ABBASZADEH, 2018; FOFANA et al., 2020). 

Sabe-se que a produção de calor pode ser utilizada como modalidade terapêutica para o 

câncer através da hipertermia local ou ablação térmica (ROSSMANNA; HAEMMERICH, 

2014). No primeiro caso, a temperatura deve ser mantida entre 40 – 43 °C por 

aproximadamente uma hora (CREEZE et al., 2021), resultando em inibição de reparo do 

DNA,  hipóxia, resposta imune antitumoral e apoptose (GAO et al., 2016). Para ablação 

térmica são necessárias temperaturas de 60 °C, que geram necrose quase que 

instantaneamente (NIKFARJAM et al., 2005).  Trabalhos realizados com aplicação do plasma 

na pele de camundongos hígidos relataram que a temperatura de 50 °C foi incapaz de causar 

danos térmicos em análises histológicas (BINENBAUM et al., 2017). Entretanto, nenhum 

monitoramento termográfico foi realizado até o momento para animais domésticos com 

câncer.
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 Por se tratar de uma terapia relativamente nova, o único estudo utilizando o plasma 

aplicado à oncologia animal foi conduzido em linhagem celular de osteossarcoma canino e 

indicou aumento de apoptose, redução de migração e potencial invasivo das células 

cancerígenas, sugerindo uso potencial como modalidade terapêutica em medicina veterinária 

(LEE et al., 2020). 

 O tratamento com PFA tem a grande vantagem de ser seletivo para as células 

cancerígenas, pois essas são mais vulneráveis ao estresse oxidativo e exibem larga proporção 

de aquaporinas e menor quantidade de colesterol na membrana celular, que contribui para 

melhor difusão de certas ERONs geradas pelo plasma (RATOVITSKI et al., 2014; 

YUSUPOV et al., 2018; YAN et al., 2021). Além disso, o plasma é considerado uma terapia 

dose-dependente e maiores tempos de exposição podem resultar em ampla redução de 

viabilidade das células cancerígenas (ERMAKOV et al., 2021; TAVARES-DA-SILVA et al., 

2021). Tal efeito pode ser evidenciado decorridas 24 - 72h da terapia (ADIL et al., 2020). 

Além do tempo de exposição, outro parâmetro que determina a dosagem do plasma é a 

voltagem. In vitro, o aumento de 3.16 kV para 3.71 kV, estimulou a diminuição da viabilidade 

celular para o câncer de mama e glioblastoma, bem como aumentou a produção das ERONs: 

peróxido e nitrito (GJIKA et al., 2018). Em pacientes humanos com CCECP, a voltagem 

utilizada variou entre 2 kV e 3 kV (METELMANN et al., 2015; METELMANN et al., 2018).   

 

2.2.2 Efeito do plasma frio atmosférico contra o carcinoma de células escamosas 

   

 O plasma frio atmosférico apresenta efeito antineoplásico in vitro contra o carcinoma 

de células escamosas cutâneo (WANG et al., 2019) e oral (GUERRERO-PRESTON et al., 

2014; WELTZ et al., 2015; LEE et al., 2016). O tratamento é considerado dose-dependente, 

sendo o período de exposição, uma importante variável. (GUERRERO-PRESTON et al., 

2014; Weltz et al., 2015). Weltz et al., (2015), avaliaram a influência de diferentes tempos de 

terapia (0, 30, 60, 90, 120 e 180s) contra células de CCECP e observaram que a partir de 90s, 

a citotoxicidade foi significativamente superior  aos grupos controle, 30 e 60s. Além disso, em 

120s houve redução de 50% da viabilidade celular. Outro estudo relacionou a exposição ao 

PFA por 2 minutos com a produção de ERONs, diminuição da proliferação e indução de 

apoptose (RAMIREDDY et al., 2018).
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 Para pacientes com ceratose actínica, lesão pré-neoplásica antecedente ao CCE 

cutâneo, a terapia com plasma tem apresentado bons resultados (DAESCHLEIN  et al., 2017; 

FRIEDMAN et al., 2017; WIRTZ et al., 2018; ARISI et al., 2021). Um estudo reportou 

resolução completa de 53% (9/17) das lesões após um ciclo único de terapia (FRIEDMAN et 

al., 2017). Em paralelo, outros autores obtiveram resposta clínica em 55% das lesões 

avaliadas e resolução completa de 23% com a administração do PFA por 2 vezes na semana 

dentro de um mês em um largo número de amostras. Análises in vivo para o CCE cutâneo 

foram reportadas até o momento apenas em cobaias, evidenciando limitação de progressão 

das lesões (PASQUAL-MELO et al., 2020) .   

 Estudos clínicos têm sido conduzidos para avaliação do tratamento por plasma em 

humanos com CCECP avançado.  O protocolo consiste na realização de ciclos, os quais são 

compostos por três aplicações semanais de plasma, seguido por uma semana sem exposição. 

A área do tumor é varrida por 1 min/cm², a uma distância de aproximadamente 8 mm 

(METELMANN et al., 2015; METELMANN et al., 2018). Um estudo reportou resposta 

clínica em aproximadamente um terço (4/12) dos pacientes (METELMANN et al., 2018). De 

forma semelhante, outro relatou resposta parcial em 33% (2/6) das pessoas, havendo redução 

de 80% da área tumoral em um dos indivíduos (METELMANN et al., 2015). Além disso, 

outros benefícios observados incluem: redução da contaminação bacteriana, controle da dor e 

melhora da qualidade de vida dos pacientes (METELMANN et al., 2015; SCHUSTER et al., 

2016; METELMANN et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

a) Avaliar a eficácia do PFA no tratamento do CCE felino cutâneo e oral. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Analisar a produção de óxido nítrico, efeito na viabilidade celular e impacto térmico do 

PFA sobre linhagem celular de carcinoma de cabeça e pescoço; 

b) Avaliar a ocorrência de apoptose, efeito térmico, resultado clínico e segurança do PFA na 

terapia do CCE felino cutâneo e oral. 
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CAPITULO I - USO DO PLASMA NO TRATAMENTO DO CARCINOMA DE 

CÉLULAS ESCAMOSAS: ESTUDO IN VITRO E APLICAÇÃO CLÍNICA EM 

TUMORES FELINOS 

 

RESUMO 

 

Objetivos: O plasma frio atmosférico (PFA) tem apresentado resultados promissores contra o 

carcinoma de células escamosas (CCE) in vitro e in vivo. Entretanto, a sua aplicabilidade para 

tumores felinos é desconhecida. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos 

anticancerígenos do PFA sobre linhagem celular de carcinoma de células escamosas de 

cabeça e pescoço (CCECP) e contra o CCE felino cutâneo e oral. Métodos: Linhagem celular 

de CCECP (SCC-25) foi dividida em grupo controle e tratamento, ao qual foi exposto ao PFA 

por 60s, 90s ou 120s. As células foram submetidas ao ensaio de oxidação nítrica, ensaio de 

MTT e análise termográfica in vitro. A aplicação clínica foi realizada em felino com SCC 

cutâneo (n=2) e oral (n=1). As lesões foram tratadas e avaliadas por exame termográfico, 

histopatológico e imunoistoquímico. Resultados: O tratamento das células SCC-25 com 

plasma por 90s e 120s resultou em aumento significativo da concentração de nítrito. Foi 

observada redução de viabilidade celular decorridas 24h e 48h, independente do tempo de 

exposição. Entretanto, em 72h o efeito foi significativo apenas com o tratamento de 120s. In 

vitro, a temperatura reduziu com todos os tempos de exposição ao PFA. In vivo, o tratamento 

induziu leve aumento de temperatura média (0.7 °C). Os dois tumores cutâneos responderam 

ao tratamento, sendo uma resposta completa, com cura histológica, e outra parcial. O CCE 

oral permaneceu estável. Ambos os tumores remanescentes apresentaram o surgimento de 

áreas em apoptose. Houve aumento da expressão de caspase-3 e TNF-alfa. Os efeitos 

adversos foram leves e limitados a eritema e formação de crostas. Conclusões e relevância: 

O PFA apresenta efeito anticancerígeno in vitro contra o CCECP. Para o CCE cutâneo felino, 

a terapia parece segura e eficaz. Entretanto, para tumores orais proliferativos, a utilização do 

plasma de forma direta e isolada pode ter eficácia limitada. 

Palavras-chave: Oncologia. Câncer. Gato. Plasma não térmico.  
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CHAPTER I - USE OF PLASMA IN THE TREATMENT OF SQUAMOUS CELL 

CARCINOMA: IN VITRO STUDY AND CLINICAL APPLICATION IN FELINE 

TUMORS 

ABSTRACT 

Aims: Cold atmospheric plasma (CAP) has shown promising results against squamous cell 

carcinoma (SCC) in vitro and in vivo. However, its applicability to feline tumors is unknown. 

The aim of this study was to evaluate the anticancer effects of CAP on head and neck 

squamous cell carcinoma (HNSCC) cell line and against cutaneous and oral feline SCC. 

Methods: HNSCC cell line (SCC-25) was divided into control and treatment groups, which 

were exposed to CAP for 60s, 90s or 120s. Cells were subjected to nitric oxidation assay, 

MTT assay and in vitro thermographic analysis. Clinical application was performed in a feline 

with cutaneous (n=2) and oral (n=1) SCC. The lesions were treated and evaluated by 

thermographic, histopathological and immunohistochemical tests. Results: Treatment of 

SCC-25 cells with plasma for 90s and 120s resulted in a significant increase in nitrite 

concentration. A reduction of cell viability was observed after 24h and 48h, regardless of the 

exposure time. However, at 72h there was a significant effect only with the treatment of 120s. 

In vitro, temperature reduced with all times of exposure to CAP. In vivo, the treatment 

induced a slight increase in mean temperature (0.7 °C). Both skin tumors responded to 

treatment, presenting a complete response, with histological cure, and a partial response. Oral 

SCC remained stable. Both remaining tumors showed the appearance of areas in apoptosis. 

Expression of caspase-3 and TNF-alpha was increased. Adverse effects were mild and limited 

to erythema and crusting. Conclusions and relevance: CAP showed an in vitro anticancer 

effect on HNSCC cell lines, as evidenced by the dose-dependent reduction in cell viability. In 

vivo, the therapy appears safe and effective against feline cutaneous SCC. For proliferative 

oral tumors, treatment did not result in a clinical response. However, there was a biological 

effect, demonstrated by the higher expression of apoptosis indicators. 

Keywords: Oncology. Cancer. Cat. Non thermal plasma. 
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Introdução 

 O carcinoma de células escamosas (CCE) é um tumor maligno originado do epitélio 

escamoso [1]. As células escamosas formam a maior parte da pele, leito ungueal e coxins, 

bem como revestem a cavidade oral e o esôfago [1].  Assim como para os humanos [2,3], o 

CCE representa um dos principais tumores cutâneos [4] e a grande maioria das neoplasias 

orais em gatos [5].  

 O CCE felino e humano compartilham uma série de similaridades, incluindo fatores de 

risco, comportamento biológico, terapia e prognóstico. Em pele, eles são especialmente 

relacionados com a exposição solar crônica (radiação UV), mais precisamente a radiação 

ultravioleta B [6]. Para o CCE oral, um dos principais fatores de risco é o contato com a 

fumaça do cigarro [7]. Ambas as formas apresentam comportamento local invasivo, com 

maiores taxas de metástases para os tumores orais [8,9], os quais estão associados a um pior 

prognóstico [10].  

 O comportamento invasivo do CCE exige a adoção de terapias locais adequadas. 

Embora a excisão cirúrgica seja o tratamento com as melhores taxas de sucesso para gatos 

com CCE cutâneo, a depender da área acometida, a reconstrução pode ser desafiadora e o 

resultado estético pode desagradar aos tutores [1]. Para a forma oral, abordagens multimodais 

associadas à cirurgia apresentam maiores chances de êxito [11]. Entretanto, não é incomum 

que esses tumores sejam inoperáveis ao diagnóstico, tornando o manejo laborioso [5]. Dessa 

forma, torna-se necessário o desenvolvimento de terapias alternativas ou complementares para 

o CCE felino. 

 O plasma frio atmosférico (PFA) tem se mostrado uma terapia promissora para o 

câncer [12, 13]. Ele é produzido em temperaturas abaixo de 40 ° C sob pressão atmosférica, 

possibilitando sua aplicação terapêutica segura em animais e humanos [14]. As vantagens da 
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sua utilização incluem: baixo custo, rapidez, fácil manuseio e seletividade para células 

neoplásicas. Além disso, pode ser uma alternativa aos tratamentos convencionais, que 

apresentam maiores custos e efeitos colaterais aos tecidos saudáveis, muitas vezes com 

resultados insatisfatórios [15, 16]. 

 Estudos in vitro tem demonstrado que o PFA apresenta efeitos contra uma ampla 

variedade de neoplasias incluindo: CCE de cabeça e pescoço [17], CCE cutâneo [18], 

osteossarcoma [19], câncer de pulmão [20], linfoma [21], câncer de pâncreas [22], câncer de 

próstata [23], câncer colorretal [24] e câncer de mama [25].  

 Pesquisas clínicas com uso do plasma ainda são incipientes, mas apontam para 

resultados promissores. Pacientes humanos com carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço (CCECP) avançado foram beneficiados pelo tratamento, apresentando redução de dor 

e carga microbiana em leito tumoral, bem como remissão parcial da neoplasia em alguns 

casos [26, 27]. 

 Para animais com câncer, não existem relatos da aplicação clínica do PFA. Devido à 

similaridade entre gatos e humanos quanto ao comportamento biológico, manifestação clínica, 

terapia e prognóstico do CCECP, o objetivo foi investigar os efeitos anticancerígenos do PFA 

sobre linhagem celular de carcinoma de cabeça e pescoço e contra o CCE felino cutâneo e 

oral. 

Material e métodos 

Cultura celular 

 Cultura de células de carcinoma escamoso de língua humana, linhagem SCC-25 

(ATCC, Manassas, VA, USA), foram mantidas em meio de Eagle modificado 1:1 por 

Dulbecco e meio N-F12 de Ham (DMEN - F12) contendo 1,2 g / L de bicarbonato de sódio, 
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2,5 mM L-glutamina, 15 mM HEPES e 0,5 mM piruvato de sódio, suplementado com 400 ng 

/ mL de hidrocortisona, 10% de soro fetal bovino e adicionado 1% de penicilina e 

estreptomicina. As células foram mantidas em incubadora com atmosfera composta por 5% de 

dióxido de carbono (CO2), à temperatura de 37°C. 

Tratamento in vitro 

 A linhagem celular foi dividida em dois grupos, o grupo I (controle) consistiu em 

células que não receberam nenhum tratamento. No grupo II, as células foram tratadas com 

PFA durante 60s, 90s ou 120s a uma distância de 20 mm, medida do líquido contendo as 

células até a ponta do dispositivo. O jato de plasma a pressão atmosférica fria tinha hélio de 

alta pureza (99,99%) como gás de trabalho a um fluxo de 2 L/min e potência de 2,4 W. 

Ensaio de oxidação nítrica 

 Realizou-se o ensaio de oxidação nítrica através da determinação da concentração de 

nitrito (NO2-). Foi utilizado um kit comercial (Griess Reagent Kit for Nitrite Determination, 

Invitrogen, Waltham, MA, USA) e seguidas às instruções do fabricante. Resumidamente, 100 

μL do reagente foram adicionadas em placas de 96 poços, em quintuplicata. Cada poço 

continha 200 μL de meio de cultura e uma concentração celular de 3 x 10
4
. A mistura foi 

incubada por 30 min em temperatura ambiente. Por fim, a absorbância foi medida a 540 nm 

em leitor de microplacas (Quant MKX200, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA).  

Ensaio MTT 

 O ensaio MTT foi realizado com células (5 x 10
3
 células / poço) cultivadas em placas 

de 96 poços, em quintuplicata. Análises foram realizadas decorridas 24h, 48h e 72h. O meio 

de cultura foi removido dos poços e substituído por 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-solução de 

brometo de difenil-tetrazólio (MTT, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), diluído em meio de 
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cultura na proporção de 1:10. O tempo de incubação foi de 4 horas, até o MTT ser reduzido a 

cristais de formazan a uma temperatura de 25 ° C em incubadora composta por 5% de CO2. 

Após a incubação, os cristais de formazan foram dissolvidos em 1 ml de etanol P.A. 

(Reagente ACS ≥ 99,5%) e mantidos por 15 minutos sob agitação constante. Por fim, 100 μL 

da solução foram transferidos para placas de 96 poços, nas quais a densidade óptica dos 

cristais de formazan foi quantificada por espectrofotometria de absorbância a 570 nm e 600 

nm em um leitor de placas múltiplas (Quant MKX200, BioTek Instruments, Winooski, VT, 

USA). A viabilidade celular foi verificada como a razão entre a absorbância das células de 

CCE tratadas com PFA e as que não foram tratadas. 

Termografia in vitro 

 A temperatura do meio de cultura foi mensurada por uma câmera termográfica modelo 

b60 (FLIR Systems, Wilsonville, OR, USA), calibrada para emissividade de 0.98. As imagens 

foram capturadas a uma distância de 10 cm do meio de cultura antes e após os diferentes 

tempos de exposição ao plasma, em octuplicata. 

Aplicação clínica 

 O estudo clínico foi apreciado e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

da Universidade Federal Rural do Semi-Árido sob o parecer 13/2020 (Anexo A). O paciente 

foi incluído no estudo após o tutor assinar o termo consentimento livre e esclarecido 

(Apêndice A) 

 Um felino de pelagem branca, macho, seis anos, sem raça definida e pesando 3.8 kg 

foi atendido no Hospital Veterinário da Universidade Federal Rural do Semi-Árido. O 

paciente foi submetido a exame clínico e foram identificadas três lesões faciais. Duas eram 

cutâneas, localizadas no canto medial do olho direito (0.6 x 0.6 cm) e em plano nasal (1.5 x 

1.6 cm), enquanto a outra era situada em lábio inferior (1.4 x 1.6 x 0.6 cm). Foram realizados 
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hemograma, bioquímicas séricas, radiografia de tórax e crânio, bem como ultrassonografia 

abdominal para estadiamento. Não foram visualizados indícios de metástase ou invasão óssea. 

Os tumores foram submetidos à biópsia incisional e exame histopatológico, confirmando a 

suspeita de CCE cutâneo e oral.  O diagnóstico foi acordado por dois veterinários 

patologistas, D. A. V e I. L. B. 

  Os tumores foram tratados por dois ciclos de PFA. Cada ciclo foi composto de três 

aplicações semanais de plasma, seguido por uma semana sem exposição. A área do tumor e 

uma margem de 5 mm com tecido aparentemente saudável foram varridas em modo contínuo 

por 1 min/cm² a uma distância de aproximadamente 8 mm . O plasma foi gerado com gás 

hélio, a um fluxo de 2 L/ min e potência de 2,4 W. O paciente foi sedado em todas as sessões 

de tratamento. A pré-medicação foi realizada com acepromazina (0.03 mg/kg IM) e 

butorfanol (0.03 mg /kg IM). Após 15 minutos, propofol (2 mg/kg IV) foi administrado em 

dose-efeito. 

 Termografias foram realizadas antes e após o tratamento dos tumores. As imagens 

foram capturadas por uma câmera modelo FLIR SC620 (FLIR Systems, Wilsonville, OR, 

USA). A tricotomia foi realizada 15 minutos antes e a câmera foi posicionada a uma distância 

de 50 cm da face do animal. As imagens foram analisadas no software Flir Tools (FLIR 

Systems, Wilsonville, OR, USA). A emissividade adotada foi de 0.98.  

 A resposta à terapia [28] e os efeitos adversos [29] foram avaliados e registrados de 

acordo com os critérios estabelecidos pelo grupo de oncologia cooperativa veterinária. 

Tumores em doença estável ou resposta parcial foram submetidos à análise histopatológica e 

imunohistoquímica, sendo realizada análise comparativa com as amostras pré-tratamento. 

  A imunomarcação foi realizada em secções de 4 μm dos tecidos embebidos em 

parafina, usando a técnica do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase com anticorpo 
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primário monoclonal anti caspase-3 (74T2, 1:100, Invitrogen) e policlonal anti TNF-alfa 

(PA1079, 1:100, Boster). O cromógeno utilizado para visualização foi 3,3-diaminobenzidina.  

A análise foi realizada como descrita previamente [30], categorizando a reação como (–) sem 

marcação nas células; (1+), 10–20% de células positivas; (2+), <50% de células positivas; e 

(3+), >50% de células positivas. A intensidade da marcação foi classificada como leve, 

moderada e acentuada. 

Estatísticas 

 Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e apresentaram 

distribuição normal para o ensaio de MTT e termografia in vitro. Assim, estes foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Para o ensaio de 

oxidação nítrica foi aplicado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de 

Dunn. Foram considerados significativos valores de p < 0.05. As análises foram realizadas no 

sofware Prism 9 (GraphPad, versão 9.0.0, San Diego, CA, USA). 

Resultados 

Concentração de nitrito  

 Foi verificado aumento significativo de nitrito no meio de cultura contendo as células 

SCC-25 tratadas com PFA durante 90s e 120s em relação ao grupo controle (Figura 1).  

Viabilidade celular 

 Foi observada redução significativa de viabilidade das células SCC-25 decorridas 24 e 

48h do tratamento, independente do tempo de exposição. Para avaliação em 72h, o efeito foi 

significativo apenas com o tratamento de 120 segundos (Figura 2). 
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Impacto térmico do CAP  

 A temperatura média reduziu significativamente com a exposição das células SCC-25 

ao plasma em todos os tempos avaliados (Figura 3). 
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Figura 1. Concentração de nitrito no meio de cultura contendo células SCC-25 tratadas com PFA por 

diferentes tempos de exposição. Os dados são apresentados como média ± SD. Diferenças significativas entre 

os grupos tratamento e controle são demonstradas no gráfico da seguinte forma, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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Figura 3. Termografia do meio de cultura contendo células SCC-25 tratadas com PFA por diferentes tempos 

de exposição. Os dados são apresentados como média ± DP. Diferenças significativas entre os grupos 

tratamento e controle são demonstradas no gráfico da seguinte forma, *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001. 
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Figura 2. Viabilidade das células SCC-25 após diferentes tempos de exposição ao PFA. Os dados são 

apresentados como média ± DP. UA = unidades arbitrárias. Diferenças significativas entre os grupos 

tratamento e controle são demonstradas no gráfico da seguinte forma, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 

0.001, ****p < 0.0001. 
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Resultados clínicos 

 A termografia evidenciou leve aumento de temperatura para o CCE em plano nasal 

(35.8 °C vs. 36.3 °C), em canto medial do olho (35.6°C vs. 36.1°C) e oral (33.6°C vs. 34.9°C) 

(Figura 4). A média de temperatura pré-tratamento foi de 35°C ± 1.2° e no pós-tratamento foi 

de 35.7°C ± 0.7°. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Termografia pré-tratamento (A) e pós-tratamento (B) dos tumores com PFA, evidenciando leve 

aumento de temperatura. 
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 O tratamento resultou em resposta completa para o CCE em canto medial do olho e 

resposta parcial para o CCE em plano nasal (0.7 x 0.7 cm), enquanto O CCE labial (1.6 x 1.5 

x 0.8 cm) permaneceu estável (Figura 5). A biópsia pós-tratamento indicou a cura do tumor 

em canto do olho e a presença de áreas em apoptose nos tumores remanescentes (Figura 6). 

Houve aumento do percentual de células marcadas ou da intensidade de expressão para 

caspase-3 e TNF-alfa na neoplasia cutânea (figura 7) e oral (figura 8). Os efeitos adversos 

foram locais e incluíram eritema e formação de crostas. As reações foram em grau I, 

autolimitantes e não exigiram intervenção médica (Figura 9).    

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 5. Aspecto do paciente felino imediatamente antes da primeira sessão com PFA (A) e 21 dias após o 

término do segundo ciclo de terapia (B). 
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C D CCE oral pré-tratamento 

CCE cutâneo pré-tratamento CCE cutâneo pós-tratamento 

Figura 6. Avaliação histopatológica de secções do CCE felino cutâneo (A-B) e oral (C-D) coradas por 

hematoxilina e eosina (H&E) 400x. O tratamento com PFA resultou no surgimento de áreas em apoptose 

(setas).  As células indicadas apresentam núcleo picnótico, cariólise, citoplasma hipereosinofílico e contração 

celular. 
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Figura 7. Expressão imunohistoquímica de caspase-3 (A-B) e TNF-alfa (C-D) no CCE cutâneo (100x). Pré-

tratamento (caspase 3: 2+ moderado; TNF-alfa: 2+ acentuado). Pós-tratamento (capase 3: 2+ acentuado; TNF-

alfa: 3+ acentuado). 
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Figura 8. Expressão imunohistoquímica de caspase-3 (A-B) e TNF-alfa (C-D) no CCE oral (100x). Pré-

tratamento (caspase 3: 1+ leve; TNF-alfa: 2+ leve). Pós-tratamento (capase 3: 2+ leve; TNF-alfa: 3+ moderado). 
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Discussão 

 O presente estudo avaliou a produção de óxido nítrico, impacto na viabilidade celular 

e efeito térmico do PFA em linhagem de carcinoma de cabeça e pescoço. Ao mesmo tempo, 

foi realizado o tratamento pioneiro com plasma contra o CCE felino cutâneo e oral. Em nosso 

conhecimento, o único estudo prévio aplicando o PFA à oncologia animal foi conduzido em 

linhagem celular de osteossarcoma canino [31]. 

 O potencial anticancerígeno do plasma é atribuído principalmente à geração de 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ERONs) [32]. As ERONs se difundem para o meio 

intracelular e desencadeiam senescência, apoptose ou necrose dose-dependente [13]. Entre as 

ERONs produzidas pelo plasma, o óxido nítrico (NO) apresenta interesse especial devido ao 

seu importante papel na proliferação e morte celular [33]. Em doses elevadas, ele é 

reconhecido como molécula anticancerígena pela capacidade de promover estresse oxidativo, 

dano ao DNA, citotoxicidade e apoptose [34, 35]. 

 Figura 9. Aspecto do paciente felino durante o 

segundo ciclo de terapia com PFA, evidenciando 

a presença de eritema e crostas em áreas 

tumorais. 
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 O óxido nítrico foi avaliado nessse estudo pela mensuração de nitrito, pois em 

líquidos, o NO é convertido em nitrito (NO2
-
) e nitrato (NO3

-
). Por reação enzimática, o 

nitrato pode ser reduzido a nitrito, que é quantificado pelo ensaio de Griess. Dessa forma, a 

concentração de NO2
- 

mensurada
 
após administração do plasma está associada a um valor 

aproximado de óxido nítrico [36]. 

 Verificamos que a concentração de nitrito aumentou significativamente após a 

exposição das células cancerígenas ao PFA por 90s e 120s, quando comparado ao grupo 

controle. Resultados similares de acúmulo de óxido nítrico após exposição de células 

cancerígenas ao plasma foram reportados anteriormente e associados com a geração de 

estresse oxidativo e consequente apoptose para o melanoma [37], câncer de próstata [38] e 

câncer de pulmão [39]. Assim, inferimos que o efeito anticancerígeno do plasma pode estar 

relacionado ao aumento da concentração de óxido nítrico no meio de cultura. 

 Nesse estudo, a citotoxicidade do PFA foi avaliada pelo ensaio MTT, que detecta 

alterações na viabilidade celular com base na atividade da enzima mitocondrial succinato 

desidrogenase [40] A partir da redução do número de células metabolicamente ativas, 

verificamos que o plasma exerceu efeito anticancerígeno decorridas 24h e 48h da exposição 

por 60s, 90s e 120s. Entretanto, em 72h, os resultados só foram significativos com a 

exposição das células por 120s. Tal resultado reforça o efeito anticancerígeno dose-

dependente do PFA, corroborando com estudos prévios [17, 40].   .  

 O efeito térmico do PFA foi avaliado in vitro e in vivo.  Sabe-se que a produção de 

calor pode ser utilizada como modalidade terapêutica para o câncer através da hipertermia 

local ou ablação térmica [41]. No primeiro caso, a temperatura deve ser mantida entre 40 – 

43°C por aproximadamente uma hora [42], resultando em inibição de reparo do DNA, 

hipóxia, resposta imune antitumoral e apoptose [43]. Para ablação térmica são necessárias 
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temperaturas de 60°C, que geram necrose quase que instantaneamente [44]. No entanto, não 

observamos impacto térmico associado ao tratamento das células cancerígenas in vitro, 

corroborando com estudos prévios [45, 46]. Porém, verificamos uma diminuição de 

temperatura em todos os tempos avaliados.  Em laboratório, sabe-se que as configurações do 

PFA podem influenciar diretamente na redução de temperatura dos alvos a partir do 

acréscimo do fluxo de gás, aumento de diâmetro da pluma, diminuição no ciclo de trabalho ou 

redução da amplitude de tensão [45]. Assim, em alguns casos a temperatura registrada pode 

ser inclusive menor que a do ambiente, devido à variação de entalpia do plasma [23].  

 Para análise in vivo, a termografia indicou aumento de temperatura em todos os 

tumores tratados. Entretanto, o acréscimo médio foi de apenas 0.7°C, e a temperatura máxima 

atingida durante os tratamento foi de 36.3°C. Trabalhos realizados com aplicação do plasma 

na pele de camundongos hígidos relataram que a temperatura de 50°C foi incapaz de causar 

danos térmicos à análise histológica [45]. Baseado em nossos resultados e em estudos prévios 

em pele de camundongos [45, 46] e humanos com úlceras do pé diabético [47], podemos 

afirmar que o plasma induz leve aumento de temperatura tecidual. No entanto, considerando a 

quantidade de calor produzido e o tempo de tratamento, podemos afirmar que o PFA é 

incapaz de causar dano térmico ao CCE felino.  

 Para pacientes humanos com ceratose actínica, lesão pré-neoplásica antecedente ao 

CCE, a terapia com plasma tem apresentado bons resultados [48, 49, 50, 51]. Entretanto, 

análises in vivo para o CCE cutâneo foram reportadas até o momento apenas em 

camundongos, evidenciando limitação de progressão das lesões [52]. Nesse estudo, o uso do 

PFA para o tratamento do CCE cutâneo foi promissor e resultou em resposta para todas as 

lesões, sendo uma completa, apresentando cura histológica, e outra parcial. Em nosso 

conhecimento, esse é o primeiro estudo clínico a confirmar a cura histológica de um câncer 

utilizando o plasma como modalidade terapêutica. Sugerimos que a apresentação frequente do 
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CCE cutâneo como placa pode permitir uma boa interação entre o PFA e a superfície do 

tumor, resultando em cura ou resposta clínica principalmente em estádios iniciais. Assim, 

baseado em estudos prévios com o uso do plasma para CCECP humano [26,27], propomos 

um protocolo terapêutico para o CCE cutâneo felino. 

 Atualmente, um dos principais desafios para o uso clínico do PFA é a baixa 

capacidade de penetração das suas ERONs. Um estudo in vivo, apontou que o plasma é capaz 

de induzir apoptose para camadas de células cancerígenas em até 60 μm de profundidade [53]. 

Entretanto, resultados de simulações mostram que as ERONs geradas podem penetrar entre 1 

a 3 mm [54]. Acreditamos que a difusão limitada das substâncias ativas derivadas do PFA 

pode ter restringido uma resposta terapêutica para o CCE oral. Ainda assim, foi possível 

observar a ocorrência de apoptose pós-tratamento em ambos os tumores remanescentes, 

indicando que o uso do plasma desempenhou efeito biológico. 

 As ERONs produzidas pelo plasma podem induzir apoptose pela via intrínseca, 

gerando dano ao DNA [55] ou extrínseca, mediando a liberação de TNF-alfa e ativação do 

receptor TNFR-1 [56]. A efetuação do processo é precedida pela ativação das caspases 

efetoras [57]. A caspase-3 é a executora final, sendo considerada uma forma simples e precisa 

para identificação de apoptose [58, 59]. Nesse estudo, verificamos que o tratamento resultou 

em um aumento da expressão de caspase-3 e TNF-alfa, corroborando com análises prévias 

[56, 60, 61]. Assim, confirmamos a predisposição para morte celular programada induzida 

pelo tratamento. 

 Em pacientes humanos com CCECP, a terapia com PFA foi bem tolerada e segura [26, 

27]. Os eventos adversos incluiram dor [26, 27, 62], hemorragia, edema, sialorréia [26, 27] e 

necrose [27]. De forma semelhante, verificamos que o uso do PFA foi seguro para o paciente 

felino. Os eventos adversos, que incluíram eritema e formação de crostas foram todos em grau 
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I e não necessitaram de intervenção médica. Uma boa tolerância ao tratamento já era 

esperada, pois diferentemente da quimioterapia e radioterapia, o plasma exibe seletividade 

para células neoplásicas [63]. Os mecanismos envolvidos são a maior vulnerabilidade das 

células cancerígenas ao estresse oxidativo e a larga proporção de aquaporionas e menor 

quantidade de colesterol na membrana celular, que contribui para melhor difusão de certas 

ERONs geradas pelo PFA [63, 64, 65]. 

 Perspectivas futuras incluem o estudo do plasma no tratamento do CCE em um amplo 

número de animais e avaliação da eficácia do uso intratumoral de soluções tratadas por 

plasma (STPs) para formações proliferativas, visando estimular a penetração tecidual. As 

STPs têm demonstrando bons resultados in vitro contra linhagens celulares de CCECP 

humano [66], bem como in vitro e in vivo contra o câncer de pâncreas [67], glioblastoma [68] 

e câncer ovariano quimioresistente [69]. Outra possibilidade é explorar o efeito sinérgico do 

PFA com outras modalidades terapêuticas. Tal hipótese é baseada em estudos prévios que 

verificaram benefícios da sua adição para camundongos com melanoma submetidos à 

eletroquimioterapia [70], bem como para células de carcinoma oral humano tratadas por 

cisplatina [71] e células de melanoma murino tratadas por radioterapia [72] ou doxurrubicina 

[73]. 

Conclusões 

 O PFA apresentou efeito anticancerígeno in vitro sobre linhagem de células CCECP, 

evidenciado pela redução da viabilidade celular dose-dependente. In vivo, a terapia parece 

segura e eficaz contra o CCE cutâneo felino. Para o tumor oral proliferativo, o tratamento não 

resultou em resposta clínica. Entretanto, houve efeito biológico, demonstrado pela maior 

expressão de indicadores de apoptose. Estudos adicionais são necessários para definir o papel 

do PFA no tratamento de gatos com CCE.  
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APÊNDICE A 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Título do projeto: 

Uso Do Plasma Frio Atmosférico No Tratamento Do Carcinoma De Células Escamosas 

Felino Em Estágio Avançado 

  

Nome do pesquisador principal: 

Carlos Eduardo Bezerra de Moura e/ou Genilson Fernandes de Queiroz 

 

Razão social e CIAEP instituição da CEUA que aprovou: 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido – UFERSA / 01.0203.2014. 

  

Objetivos do estudo: 

Avaliar a eficácia de tratamento do tumor do tipo carcinoma de células escamosas, comum em 

gatos, utilizando um aparelho de plasma atmosférico a frio, capaz de induzir a morte das 

células cancerígenas, baseando-se em estudos que já comprovaram a eficácia desse método 

em outros tipos de tumores. 

 Procedimentos a serem realizados com os animais: 

1. Os animais serão submetidos a coletas de sangue sempre que necessário para avaliação de 

parâmetros fisiológicos, bem como avaliação de risco anestésico/cirúrgico e/ou avaliação de 

complicações no decorrer do tratamento; 

2. Será realizada biópsia do tumor antes de iniciar o tratamento e logo após o último ciclo de 

aplicações, cujo protocolo anestésico do paciente será definido pela equipe de anestesiologia; 
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3. Os animais serão fotografados com câmera digital e infravermelha para estudo 

termográfico antes e imediatamente após tratamento dos tumores na primeira sessão; 

4. Tratamento com plasma frio com duração de tempo de acordo com o tamanho do tumor. O 

protocolo completo compreenderá quatro ciclos de três aplicações em dias consecutivos com 

intervalo de uma semana sem exposição, entre eles. 

 

Potenciais riscos para os animais: 

O plasma a frio pode atingir temperatura por volta de 35 a 40°C podendo causar desconforto 

tolerável no animal. Em caso de intolerância, será realizada sedação com protocolo definido 

pela equipe anestésica. 

 

Cronograma: 

O projeto terá duração de quatro anos, com início em 07/2019 e término em 06/2024. 

  

Benefícios: 

O estudo em questão busca oferecer oportunidade de tratamento/controle e/ou cuidado 

paliativo para animais, bem como acompanhamento por veterinário especialista em oncologia 

enquanto durar o experimento. 

  

Esclarecimentos ao proprietário sobre a participação do animal neste projeto 

          Sua autorização para a inclusão do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é voluntária. 

Seu(s) animal(is) poderá(ão) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso 

cause qualquer prejuízo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais será preservada. 

Os membros da CEUA ou as autoridades regulatórias poderão solicitar suas informações, e 

nesse caso, elas serão dirigidas especificamente para fins de inspeções regulares. O Médico 
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Veterinário responsável pelo(s) seu(s) anima(is) será o(a) 

Dr(a)____________________________________________, inscrito(a) no CRMV sob o 

n°________. Além dele, a equipe do Pesquisador Principal 

______________________________________________ também se responsabilizará pelo 

bem-estar do(s) seu(s) animal(is) durante todo o estudo e ao final dele. Quando for necessário, 

durante ou após o período do estudo, você poderá entrar em contato com o Pesquisador 

Principal ou com a sua equipe pelos contatos: (84) 3317-8310. 

  

Contato/Tel. de emergência: 

1.    Que os pesquisadores deixarão um canal de livre comunicação para que eu possa tirar 

dúvidas sobre cada uma das etapas do estudo e possíveis complicações; 

2.    Que poderei contar com a assistência do hospital veterinário da UFERSA, sendo  

responsável por ela o Dr. Genilson Fernandes de Queiroz e o médico veterinário André 

Gustavo Alves Holanda através do telefone (84) 3317-8310. 

  

Equipe: 

Prof. Dr. Carlos Eduardo Bezerra de Moura, Prof. Dr. Genilson Fernandes de Queiroz, 

Discentes: André Gustavo Alves Holanda, Bruno Henrique Morais do Nascimento, Victória 

Morais Silva. 

 

Endereço: 

R. Francisco Mota, 572 – Pres. Costa e Silva, Mossoró – RN, 59625-900 - Telefone: (84) 

3317-8310. 
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Declaração de Consentimento 

  

         Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos 

e benefícios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsável. Fui também informado que 

posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de 

Consentimento, declaro que autorizo a participação do(s) meu(s) animal(is) identificado(s), a 

seguir, neste projeto. Este documento será assinado em duas vias, sendo que uma via ficará 

comigo e outra com o pesquisador. 

  

                                                                                         Mossoró/RN, ____ /____/____ 

  

  

  

_______________________________             ______________________________                                           

Assinatura do Responsável                                            Assinatura do Pesquisador 

  

Responsável: 

Nome: 

Documento de Identidade: (quando aplicável): 

  

Identificação do(s) animal(is) (repetir tantas vezes quantos foram os animais) 

Nome: 

Número de identificação: 

Espécie: 

Raça: 
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