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RESUMO

A relevancia das feridas cutaneas na rotina da clinica médica veterinaria denota a importancia
da ampliacdo das técnicas terapéuticas economicamente vidveis voltadas ao seu tratamento. A
aplicacdo de soluces ozonizadas, sobretudo a &gua e o Oleo ozonizados, constam como
técnicas que podem auxiliar no processo de reparo tecidual. Dessa forma, este estudo teve por
objetivo avaliar e comparar os efeitos da agua e do 6leo ozonizados sobre o reparo tecidual de
feridas cuténeas experimentalmente induzidas em ratos. Para isso, foram utilizados 48 ratos
albinos, da linhagem Wistar, fémeas, com peso corporal entre 250 a 300 gramas. Foram
confeccionadas feridas de 9 mm de diametro no dorso dos animais, entre as escapulas, as
quais foram tratadas uma vez ao dia, nos diferentes grupos experimentais, sendo 12 ratos
tratados com &gua ozonizada (GA), 12 com bleo ozonizado (GO), 12 com creme de alantoina
a 0,2% (GAL) e 12 com cloreto de sodio a 0,9% (GCL). As feridas foram submetidas a
morfometria macroscopica e avaliacdo microscopica com HE, picrosirius red e
imunomarcacdo para fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). A avaliagdo
macroscépica a ferida dos animais do grupo GA apresentou maior porcentagem de retracao
em relacdo aquela dos ratos dos demais grupos aos dias trés, oito e 15 apds a inducéo, sendo a
retracdo da ferida dos animais do GA estatisticamente maior do que aquela dos ratos dos
grupos GO e GAL nos dias trés e oito (p<0,05). Em relacdo ao tipo de matriz extracelular
(MEC) nas feridas, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos estudados. No entanto, a
coloracdo de picrosirius red mostrou que os grupos GA e GO apresentaram maior deposi¢do
de colageno total aos 15 e aos 22 dias de tratamento, respectivamente. Além disso, nesses
momentos de avaliacdo, esses grupos apresentaram maior porcentagem de fibras colagenas do
tipo | em relacdo a outros grupos (p<0,05). Ainda, a variavel neovascularizacdo foi maior na
ferida dos ratos do GO em todos os dias avaliados, sendo estatisticamente maior aos trés e
oito dias em relacdo ao grupo GCL, aos 15 dias em relacdo ao GCL e ao GAL. Ja aos 22 dias,
0 grupo GA apresentou uma quantidade significativamente menor de vasos em relacdo aos
outros grupos, o que indica que este grupo entrou mais rapidamente em remodelamento da
cicatriz. Esses achados foram corroborados pela marcacdo imunoistoquimica do VEGF, que
se apresentou maior no grupo GO em todos 0s momentos, 0 que gerou imunomarcacao
significativamente maior na ferida dos animais deste grupo aos oito dias em relagdo ao grupo
GCL, aos 15 dias em relacdo ao grupo GA, e aos 22 dias em relacdo aos grupos GA e GCL.
Conclui-se que a &gua e o 6leo ozonizados nas concentracOes testadas contribuem com o
processo de reparo tecidual em feridas cutaneas experimentalmente induzidas em ratos. A
agua ozonizada potencializa a retracdo da ferida, bem como promove melhor organizacao do
epitélio e acelera a entrada da cicatrizacdo na fase de maturacdo e remodelamento, levando
em consideracdo a maior deposicdo de colageno do tipo | aos 15 dias e menor vascularizagao
aos 22 dias; enquanto o Oleo ozonizado a concentracdo de 418,48 mEqg/kg de perdxidos
promove maior neovascularizacdo durante o reparo tecidual, além de maior deposicdo de
colageno do tipo | a partir da terceira semana de tratamento.

Palavras-chave: agua ozonizada, cicatrizacdo, 6leo ozonizado, ozonioterapia, pele, terapia
alternativa.
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ABSTRACT

The relevance of cutaneous wounds in the veterinary routine indicates the importance of the
expansion of economically viable therapeutic techniques aimed at its treatment. The
application of ozonized solutions, especially ozonated water and oil, are presented as
techniques that may contribute in the tissue repair process. This study aimed to evaluate and
compare the effects of ozonated water and oil on the tissue repair of experimentally induced
wounds in rats. Forty-eight female Wistar albino rats weighing between 250 and 300 grams
were used. Single 9 mm in diameter wounds were performed on the dorsum of the animals,
between the scapulae. The wounds were treated daily in the different experimental groups,
with 12 mice treated with ozonated water (GA), 12 mice with ozonated oil (GO), 12 mice
with 0,2% allantoin cream (GAL) and 12 rats treated with 0,9% sodium chloride (GCL). The
wounds were submitted to macroscopic morphometry and microscopic evaluation with HE,
picrosirius red and immunostaining for vascular endothelial growth factor (VEGF). At the
macroscopic evaluation, the GA group animals presented a higher percentage of retraction
than the rats of the other groups at days three, eight and 15 after induction, and the GA
retraction was statistically larger than that of the rats of the GO and GAL groups on days three
and eight (p<0,05).Regarding the type of extracellular matrix (ECM) in the wounds, there was
no statistical difference between the studied group. However, picrosirius red staining showed
that the GA and GO groups showed higher total collagen deposition at 15 and 22 days of
treatment, respectively. Moreover, at these times of evaluation, these groups presented a
higher percentage of type | collagen fibers compared to other groups (p <0.05). Moreover, the
neovascularization variable was higher in the GO rats wound on all evaluated days, being
statistically higher at three and eight days compared to the GCL group, at 15 days compared
to the GCL and GAL. At 22 days, the GA group had a significantly smaller number of vessels
compared to the other groups, indicating that this group went into scar remodeling more
quickly. These findings were corroborated by VEGF immunohistochemistry marking, which
was higher in the GO group at all times, which generated significantly greater
immunostaining in the animal's wounds at 8 days compared to the GCL group, at 15 days
compared to the group GA, and at 22 days for the GA and GCL groups. It is concluded that
ozone water and oil at the tested concentrations contribute to the tissue repair process in
experimentally induced skin wounds in rats. Ozonized water enhances wound retraction as
well as promotes better epithelial organization and accelerates the onset of healing in the
maturation and remodeling phase, taking into account the greater deposition of type I collagen
at 15 days and less vascularization at 22 days; while ozonized oil at 418,48 mEqg/kg of
peroxides promotes greater neovascularization during tissue repair, as well as greater
deposition of type I collagen from the third week of treatment.

Keywords: alternative therapy, skin, healing, ozonetherapy, ozonatedoil, ozonated water.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

No organismo animal, as lesGes sdo caracterizadas pela perda da integridade de
um tecido, com ou sem comprometimento das estruturas do estroma adjacente. Essas lesdes
podem ser causadas por agentes fisicos, quimicos e biolégicos® e, tendo a ampla possibilidade
em termos de etiologia, essas s&0 muito comuns®. Ainda, dentre as lesdes teciduais, as feridas
cutaneas estdo entre as mais importantes devido a relativa facilidade com que ocorrem e sdo
notadas, 0 que faz com que apresentem grande casuistica na clinica médica veterinaria®.

O processo de resposta organica a lesdo envolve dois fendmenos bioldgicos
fundamentais a sobrevivéncia do organismo animal, a inflamacéo e o reparo tecidual. Este
ultimo ocorre por regeneracdo ou cicatrizacdo e caracteriza-se por uma serie de reacdes que
visam a recuperacdo do tecido lesado. AlteracGes no equilibrio dessa resposta podem gerar
complicacdes e, por isso, ha diversos tratamentos voltados a auxiliar o reparo tecidual®*>.

O tratamento de feridas € pauta de estudos na medicina hé anos, o que promoveu
grande avanc¢o no conhecimento dos tipos de lesdo e do reparo tecidual, além de fatores neste
envolvidos. Nesse sentido, foram desenvolvidos inumeros protocolos terapéuticosvoltados ao
tratamento de feridas®. Contudo, persiste a busca por tratamentos alternativos que sejam
menos invasivos e economicamente acessiveis, além de métodos que ndo induzam resisténcia
bacteriana e substituam farmacos que apresentem efeitos colaterais ou rea¢fes adversas.

Nesse contexto, a ozonioterapia desponta como uma opg¢édo para o tratamento de
diferentesenfermidades e vem sendo utilizada na medicinae medicina veterinaria.Dentre suas
vantagens destacam-se 0 baixo custo, a baixa invasividade, a acdo antimicrobiana, a facil
aplicacdo sistémica ou local e a auséncia de efeitos colaterais, intolerancia ou
contraindicagdes quando utilizada em doses terapéuticas’ *°.

A ozonioterapia € a técnica que utiliza uma mistura gasosa de 0z6nio e oxigénio
para produzir estresse oxidativo transitério e ndo deletério, desencadeando uma série de
mecanismos benéficos. Trata-se de uma terapia historicamente subutilizada,considerando que
0 0zonio é uma molécula que apresenta natureza potencialmente toxica®®. No entanto, estudos
foram mostrando o caminho para encontrar nessa substancia de agdonociva um agente
terapéutico extremamente versatil, que pode auxiliar na cura ou no abrandamento de

diferentes enfermidades, e assim a ozonioterapia tem sido cada vez mais aceita’®.



Contudo, apesar do que ja se conhece sobre a ozonioterapia, a falta do
entendimento completo de seus mecanismos sistémicos e de protocolos bem estabelecidos
ainda sdo lacunas apreencher. Portanto, aozonioterapia representa uma area rica para a
experimentacdo eque, ao agregar dados e evidéncias clinicas, contribuirapara consagrar a
técnica como forma de tratamento de doengas e lesdes, especialmente feridas cutaneas.

Os trabalhos que empregam a ozonioterapia no tratamento de feridas cutaneas
utilizam diferentes métodos e ndo comparam as técnicas entre si.Dessa forma, esta pesquisa
teve como objetivo comparar duas formas de aplicacdo topica do ozénio (agua e Gleo
ozonizados) entre si, assim como com tratamentos controle positivo (creme de alantoina
0,2%) e negativo (cloreto de sddio 0,9%), para averiguar sua acao junto ao reparo tecidual em
feridas cutaneas experimentalmente induzidas em ratos. Com esse delineamento buscou-se
avaliar a eficiéncia terapéutica da ozonioterapia e mesmo eventuais variacdes de eficiéncia

entre as técnicas empregadas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Reparo tecidual

O reparo tecidual € o evento bioldgico pelo qual o organismo busca eliminar os
danos causados nos tecidos, visando restaurar sua integridade anatdmica e funcional. Pode
ocorrer através da regeneracdo ou da cicatrizacdo do tecido acometido (Figura 1), a depender
de fatores como extensdo da les&o, tipo de tecido envolvido e capacidade de regeneracdo das

células, assim como das caracteristicas do agente causador da lesdo™**2.
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FIGURA 1 - Esquema do reparo tecidual na pele. A esquerda, les&o superficial com
pequena reacdo inflamatéria, reparada por regeneracdo. A direita,
lesdo acentuada e profunda, com resposta inflamatéria acentuada, que
sofreu reparo por cicatrizacao.

Adaptado de Abbas*?



Feridas de pequena gravidade geralmente tendem a regeneracdo. No entanto,
feridas com comprometimento das camadas mais profundas do tecido, representadas por
perdas significativas de parénquima e estroma, sdo reparadas por cicatrizacdo. Por exemplo,
estudos em humanos mostram que a profundidade da lesdo cutanea é determinante na forma
como o organismo realizara o reparo da ferida. Os fibroblastos nas diferentes camadas da
derme, dividida em papilar (superficial) e reticular (profunda), apresentam diferentes
respostas ao estimulo de injdria. Fibroblastos da camada papilar respondem regenerando o
tecido lesado, enquanto feridas que alcangcam as camadas mais profundas da derme estimulam
a cicatrizagdo a partir dos fibroblastos da camada reticular'®*°.

A semelhanca, diferentes tipos celulares respondem de forma distinta as agressdes
que sofrem. Hepatdcitos e queratindcitos sdo células com capacidade de proliferar, gerando
assim respostas regenerativas. Ja as células do tecido nervoso e do musculo estriado cardiaco
ndo sdo capazes de realizar mitose quando adultas e diferenciadas, sendo tecidos alvo de
cicatrizacdo. Por fim, a natureza do agente agressor também influencia a resposta organica
que levard ao reparo tecidual. Diferentes tipos de agentes infecciosos, dependendo de sua
viruléncia, podem gerar desde lesdes de facil resolucéo até abscessos e granulomas®?.

O reparo tecidual engloba uma complexa série de eventos imunoldgicos,
bioquimicos e celulares que, caso descoordenados, podem acarretar lesdes cronicas ou ainda
fibroses extensas e indesejaveis'®!’. Para efeitos didaticos, essa cascata de eventos pode ser
dividida em etapas, sendo duas comuns a regeneracdo e cicatrizacdo, as quais denominadas
fases inflamatoria e proliferativa, com suas especificidades em cada um dos tipos de reparo; e

a terceira fase, a de maturacéo e remodelamento, caracteristica do reparo por cicatrizagdo*>*2.

2.2. Cicatrizacao

A cicatrizacdo ocorre quando a lesdo a ser reparada € muito grave ou quando o
tecido afetado é incapaz de regenerar, a exemplo dos tecidos muscular cardiaco e nervoso. As
celulas nesses locais sdo terminalmente diferenciadas e ndo proliferativas na fase pds-natal, o
que confere as mesmas a denominagdo de células perenes ou permanentes. Perante lesdes
irreversiveis e morte celular, a Unica alternativa de reparo tecidual nesses casos é a
substituicdo da area afetada por fibrose ou cicatriz>*?.

O reparo por cicatrizagdo ocorre em trés fases e tem inicio com a fase inflamatdria
como resposta a lesdo tecidual. Posteriormente, na fase proliferativa, ocorrem angiogénese e

fibroplasia, havendo deposicdo de matriz colagena, que junto com leucdcitos infiltrados e



capilares neoformados conferem & lesdo aparéncia rosada e granular, 0 que caracteriza o
denominado tecido de granulagdo. Com a progressdo da fase proliferativa, em que héa
crescente deposicdo de colageno, o processo de cicatrizagdo evolui a sua fase final, de

maturacao e remodelamento do tecido fibroso'®*”.

2.2.1. Fase inflamatéria

A inflamacéo é a primeira resposta do organismo frente a agressao ou ameagca.
Trata-se da contrapartida imunologica e sua funcdo é eliminar a causa inicial da injaria e
remover células e tecido mortos, além de iniciar a cascata de eventos que culminam no reparo
tecidual**®. A inflamacao tem inicio quando células residentes no tecido reconhecem a quebra
da homeostasia via receptores do tipo Toll(TLR) e inflamossomas, a partir da detec¢do de
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP) e padrdes moleculares associados a
danos (DAMP). Macrdfagos, mastocitos e eventuais linfocitos, além das células do proprio
tecido afetado iniciam a liberacdo de mediadores quimicos pro-inflamatdrios, as citocinas, que
agem de modo a promover alterac@es vasculares e, em seguida, a mediar eventos celulares. As
citocinas liberadas sdo as interleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6) e 12 (IL-12), e o fator de necrose
tumoral-o (TNF-a)*®!819%,

Em casos de lesdo mecénica, ha vasoconstricdo imediata como resposta reflexa e
liberacdo de substancias que desencadeiam reacdo hemostatica. Isso resulta em ativacdo da
cascata de coagulacdo, com agregacdo plaquetaria e formacdo do tampdo de fibrina e
trombina. Em seguida, evoluem os eventos vasculares da inflamag&o®>%.

Os vasos sanguineos iniciam a vasodilatacdo, mediada pela liberacdo de 6xido
nitrico ou mondxido de nitrogénio (NO) e citocinas pro-inflamatdrias como bradicinina,
histamina e prostaglandinas, o que permite maior aporte sanguineo a area da lesdo. Além
disso, h4 aumento da permeabilidade vascular, com exsudacdo de plasma e proteinas ao
intersticio, causando edema. As células endoteliais sofrem alteracGes e expressam substancias
aderentes em sua superficie, permitindo a marginacao, rolamento e adesdo de leucdcitos na
parede dos vasos sanguineos e a transmigracao ao espaco intersticial por diapedese®*®.

No espaco intersticial, as células de defesa migram em direcdo ao local da leséo
por quimiotaxia, que € mediada por substancias enddgenas ou exdgenas como antigenos
bacterianos, citocinas, componentes do sistema complemento (C5) e leucotrieno Bs. A
caracteristica referente ao tipo de célula que compde o infiltrado depende especialmente da

causa da lesdo. Os neutrofilos sdo as primeiras células a infiltrar, sendo posteriormente



substituidos por macrofagos. De outra parte, inflamagBes cronicas e infecgbes virais
comumente estimulam infiltrado de linfocitos. J& em reacBes de hipersensibilidade e
parasitoses o infiltrado predominante pode ser de eosiné6filos'®?.

Os leucacitos realizam a fagocitose de células mortas e microrganismos, processo
que envolve trés etapas: 1) reconhecimento e ligagcdo, 2) englobamento e 3) morte e
degradacdo. O reconhecimento é realizado por meio de receptores especificos na superficie
dos leucacitos, que reconhecem componentes dos microrganismos, de células mortas ou ainda
particulas proteicas do proprio hospedeiro, chamadas opsoninas. Estas sdo principalmente
anticorpos 1gG, produtos da degradacdo da proteina C3 do complemento e colectinas. Essas
particulas se ligam a parede celular dos microrganismos, processo conhecido como
opsonizacdo, facilitando o reconhecimento, a ligagdo as células de defesa e,
consequentemente, a fagocitose. A etapa de englobamento consiste na emissdo de
pseuddpodes pelo leucdcito, que engloba o fagécito e forma um vacuolo denominado
fagossoma que, ao fundir com o lisossomo, é chamado de fagolisossoma. E neste que a etapa
morte e degradacdo da fagocitose ocorre, pela liberacdo de proteases, enzimas liticas e
antimicrobianas como catepsinas, defensinas, lactoferrina, lisozima, espécies reativas de
oxigénio (EROS), espécies reativas de nitrogénio (NO), colagenases e elastases'??%?*,

Ressalte-se que essas substancias também sdo liberadas no meio extracelular
como forma de realizar a lise no intersticio. Isso ocorre quando ha microrganismos de alta
viruléncia que driblam a fagocitose, como tentativa normal de remover restos de tecido morto,
ou ainda em doencas autoimunes, alergias e processos inflamatdrios exacerbados. Nesses
casos, essas substancias também atuam sobre células normais, causando maior dano*"?,

Para que se abra caminho a cura da lesdo tecidual e para que se possa modular ou
descontinuar o processo inflamatério sdo necessarios mecanismos anti-inflamatérios. Os
metabolitos do &cido araquidénico, incluindo prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos, sao
potentes agentes inflamatdrios secretados pelos leucocitos. No entanto, uma vez no tecido, 0s
leucdcitos alteram seus principais produtos do acido araquidénico para lipoxinas, que sao
metabdlitos que apresentam agdo anti-inflamatdria, inibindo a quimiotaxia e a aderéncia de
leucocitos no endotélio. O sistema complemento também estimula a inflamag&o e sua acdo é
controlada pelas proteinas reguladoras do complemento, que sdo a proteina inibidora de C1, o
fator acelerador de decomposicdo e o fator H. Os macrdfagos liberam IL-10, que inibe a
resposta de macrdfagos ativados, gerando um feedback negativo. O fator de crescimento
transformador-p (TGF-B) também possui a¢do anti-inflamatoria e estimula a sintese de matriz

extracelular (MEC) pelos fibroblastos, iniciando a fase proliferativa do reparo. Em



contrapartida, rea¢des inflamatorias inadequadas ou sua auséncia impedem a cura da ferida, o
que pode levar & cronicidade'®*®*®. Esse conhecimento reafirma a importancia da regulacéo
da fase inflamatdria, na qual os leucdcitos iniciam a secrecdo de fatores de crescimento, o
ponto de partida para o recrutamento de fibroblastos e células epiteliais, fundamental para a

preparacdo da fase proliferativa’®.

2.2.2. Fase proliferativa

Durante o reparo varias células proliferam, dentre as quais as do proprio tecido
lesado, respeitando a capacidade de multiplicagdo intrinseca do tipo celular em questdo
(células labeis, estaveis ou permanentes), com o intuito de reparar perdas celulares; as células
endoteliais, para levar nutricdo a regido afetada; e os fibroblastos, que sdo responsaveis por
produzir matriz conjuntiva para reparar por cicatrizacdo o que néo pode regenerar*>*®,

A proliferagdo é estimulada por proteinas denominadas fatores de crescimento,
que articulam a migracéo e a diferenciacdo de células, promovem epitelizacdo, angiogénese e
estimulam a producéo e o remodelamento da MEC®. Esses fatores sdo produzidos durante a
inflamacéo por macréfagos e linfécitos, ou ainda por células do parénquima e/ou do estroma
do tecido lesado™. Os de maior relevancia incluem fator de crescimento epidermal (EGF),
TGF-B, fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)™.

O reparo tecidual estd diretamente ligado a MEC, que é formada por diversas
proteinas e desenvolve fungbes como regular a proliferacdo, o movimento e a diferenciacéo
de células junto ao seu microambiente. A MEC se apresenta como matriz intersticial ou
membrana basal. A primeira € constituida principalmente por colagenos fibrilares e néo
fibrilares, fibronectina, elastina, proteoglicanos e hialuronatos, e ocupa 0 espacgo entre as
células do tecido conjuntivo, vasos sanguineos e musculo liso. JA& a membrana basal é
composta especialmente por colageno ndo fibrilar tipo 1V e laminina, e se localiza abaixo dos
epitélios e ao redor dos vasos sanguineos™.

A fase proliferativa subdivide-se em dois momentos, sendo o primeiro
caracterizado pela proliferacdo de células endoteliais e neovascularizagdo na area afetada,
fendmeno biolodgico conhecido como angiogénese; e 0 segundo caracteriza-se pelo
recrutamento e proliferacdo de fibroblastos, e estimulacdo de deposicdo de MEC, processo

conhecido como fibroplasia. Em tecidos como a pele, h& ainda a reepitelizagdo, que conta



com a proliferacdo de queratindcitos e a migragdo de células epidermais que cobrem a
cicatriz'®®,

A angiogénese ¢é coordenada por fatores de crescimento e ocorre por meio do
brotamento de capilares a partir de vasos sanguineos adjacentes em direcdo a area da leséo
(Figura 2). Entre os fatores de crescimento envolvidos na angiogénese destacam-se o0 VEGF,
0 FGF-2 e as angiopoietinas (Ang 1 e Ang 2). A hipoxia, o PDGF e os TGF-a e TGF-p
induzem a producdo e liberacdo de VEGF, que estimula a vasodilatacdo, a migracdo e a
proliferacdo de células endoteliais. O FGF-2 atua na angiogénese estimulando a proliferacéo
de endotélio e as angiopoietinas atuam na maturacdo dos vasos neoformados, através do

recrutamento de pericitos e de células musculares lisas***%.
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FIGURA 2 - Angiogénese. Brotamento do vaso por migracdo e proliferacdo de células
endoteliais, seguido de maturacdo do vaso a partir do recrutamento de
pericitos.

Fonte: Abbas*?

A fibroplasia, assim como a fase de maturacdo e remodelamento, dependem da
interacdo balanceada entre fatores pro-fibroticos e anti-fibréticos. Esses fatores geram um
ambiente de sinalizagcdes que guiam o andamento do reparo tecidual e o produto final depende
diretamente do equilibrio dessa resposta, que quando descompensada pode levar a formacao
de cicatrizes hipertréficas®®. A deposigéo de tecido conjuntivo na cicatrizagéo inicia com a
migracdo e a proliferacdo de fibroblastos e segue com a producéo de MEC por estas células.
Os fatores de crescimento coordenam essa etapa da fase proliferativa e sdo produzidos por
células inflamatorias, sobretudo os macréfagos, mas com a participagdo de mastocitos e
linfocitos, e outras células como as endoteliais, plaquetas e do tecido lesado*®*.

O FGF, além de atuar na angiogénese, também desempenha papel quimiotatico
para macrofagos e fibroblastos e formacgdo de MEC. Ja o TGF- desempenha fungdes diversas
a depender do contexto que se encontre. Na fibroplasia apresenta acdo moduladora da
inflamacdo por meio da regulagcdo da multiplicacdo e atividade de leucdcitos, além de
estimular o influxo de fibroblastos e a sintese de colageno, proteoglicanos e fibronectina,

enquanto reduz a atividade de proteinases degradadoras de colageno®’. O PDGF é liberado



por plaquetas, mas também pode ser produzido por macréfagos ativados, células endoteliais e
células musculares lisas, e esta envolvido com a migracdo e a proliferacdo de fibroblastos,
além de sua transformacdo em miofibroblastos. Também estimula a sintese de MEC e impede
a apoptose de miofibroblastos™.

Algumas citocinas, como IL-1 e IL-13 também podem atuar como fatores de
crescimento, estimulando a migracédo e a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colédgeno
pelos mesmos'’. A medida que a cicatrizacdo progride, os fibroblastos cessam sua
proliferacdo e assumem acdo predominante de sintetizar de matriz coladgena, enquanto a
vascularizagdo na cicatriz inicia sua regressdo. A cicatriz, ao contrério do tecido de
granulagdo, é avascular e palida®.

A reepitelizacdo € uma etapa da fase proliferativa que ocorre na pele. Nesta, o
tecido de granulacdo é coberto por células epidermais, conferindo o fechamento da ferida.
Paralelamente a essa etapa, os fibroblastos iniciam a sintese de metaloproteinases (MMP) para
remodelar a matriz coldgena, e produzem MEC contendo colédgeno, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos, fibronectina e acido hialurénico, que serd a base para a migracéo,
adesdo, proliferacdo e diferenciaco das células epidermais®*®. O EGF é um importante fator
de crescimento nessa etapa, pois induz a migracdo e a multiplicacdo das células da
epiderme’®. As células do estroma desempenham papel importante na reepitelizagdo da pele,
pois liberam quimiocinas, como a fator derivado de estroma 1 (SDF-1), que estimula a

migraco e a proliferacdo de células tronco epidermais para o sitio da lesdo°.

2.2.3. Fase de maturacéo e remodelamento

A MEC sintetizada pelos fibroblastos passa por modificacdes e remodelamento,
de forma que o resultado do reparo depende do equilibrio entre a sintese e a degradacdo da
MEC. Essa ultima etapa da cicatrizacdo conta com a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos, com deposicdo de actina do musculo liso, levando a contracéo da ferida. Ha
ainda substituicdo do colageno tipo 111 pelo de tipo | na MEC produzida, o que confere maior
forca ténsil & cicatriz. O colageno tipo | possui fibras maiores em tamanho e nimero e grande
quantidade de ligacGes entre as mesmas. Ao final ocorre a remocdo de células e vasos
sanguineos desnecessarios'®'*%. Esse remodelamento é realizado por MMP, que podem
clivar colagenos fibrilares (colagenases - MMP-1, 8 e 13), colageno amorfo e fibronectina
(gelatinases- MMP-2 e 9) e outras proteinas como proteoglicanos e laminina (estromeselinas-
MMP-3, 7 e 10, que também degradam fibronectina e colageno amorfo)*.
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As MMP séo sintetizadas por diversos tipos celulares, incluindo fibroblastos,
macrofagos, neutrdfilos e células epiteliais. Sua transcricdo é regulada por fatores de
crescimento e citocinas, e sdo produzidas como precursores inativos, que necessitam entrar
em contato com proteases no local da lesdo para que ocorra sua ativacdo. Dessa forma, as
MMP atuam na area da lesdo remodelando a MEC e sua atividade é controlada pelos

inibidores de metaloproteinases (TIMP), produzidos por células mesenquimais***".

2.3. Ozonioterapia
2.3.1. Contextualizacgdo historica da ozonioterapia

O ozobnio foi descoberto em 1840, quando constatou-se a formacdo de um gas de
odor pungente a partir da interacdo entre descargas elétricas e o oxigénio®’. Devido a
caracteristica olfativa marcante, atribuiu-se ao referido gas o nome ozénio, do grego ozein,
que significa "aquilo que cheira"®®. Com o advento do primeiro gerador de ozénio, as
aplicabilidades desse gas comecaram a ser descobertas. Em principio constatou-se sua potente
e ampla propriedade antimicrobiana, sendo entdo utilizado no tratamento da 4&gua.
Posteriormente, 0 0zonio passou a ser utilizado no tratamento de efluentes, esterilizacdo de
instrumentos, higienizagdo de ambientes e na desinfec¢do de alguns produtos alimenticios®***,
A primeira aplicacdo do ozbnio como agente terapéutico ocorreu durante a primeira guerra
mundial, entre 0s anos de 1914 e 1918. Anos depois, em 1958, o fisico Joachim Hansler criou
0 primeiro gerador capaz de produzir o gas em concentracdes conhecidas, permitindo
estabelecer doses e facilitando seu emprego terapéutico™.

A ozonioterapia enfrentou muitos obstaculos ao seu desenvolvimento. O uso
empirico por pessoas incapacitadas resultou em falhas na pratica da técnica, como a aplicacao
de grandes volumes de gas na corrente sanguinea e consequente embolia pulmonar. Ainda,
fatores como falta de padronizacdo dos procedimentos, uso de geradores de 0z6nio sem
instrumentos de controle, escassez de dados cientificos e a toxicidade do o0z6nio
desacreditaram a utilizacdo do o0z6nio na pratica médica, realidade que vem mudando com o
tempo’#. Para uso medicinal deve ser utilizado oxigénio puro, visando garantir a pureza da
mistura gasosa oxigénio/ozonio obtida ao final do processo, a qual é composta por até 5% de
0zo6nio e 95% de oxigénio. Utilizar ar atmosférico, que contém aproximadamente 78% de
nitrogénio, resulta em mistura gasosa com concentracdes variaveis de 6xidos de nitrogénio,

que apresentam potencial toxico e diminuem a efic4cia da ozonioterapia®.
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2.3.2. Ozbnio: propriedades fisico-quimicas, finalidade e toxicidade

O oz6nio é a forma alotrépica triatdbmica do oxigénio (O3) e seus trés &tomos estdo
organizados em estrutura ciclica. Apresenta cheiro caracteristico e coloracdo ligeiramente
azulada, sendo mais instavel, mais oxidante e dez vezes mais solivel em agua que a forma
diatdmica do oxigénio (O,). Por ser uma molécula altamente reativa e instavel, decompde-se
espontaneamente, o que torna seu armazenamento dificil. Em &gua, a temperatura e a
presenca de ions interferem na velocidade de deplecdo do ozbnio. Baixas temperaturas e
pequenas concentracdes idnicas aumentam sua meia vida, enquanto altas temperaturas e
grandes concentracdes idnicas a diminuem**,

O ozbnio estd naturalmente presente na estratosfera, localizada a
aproximadamente 22 km acima da superficie terrestre, onde forma a camada de ozonio,
indispensavel a manutencao da vida, pois age como filtro para a radiacdo ultravioleta (UV)
emitida pelo sol**%®. Apesar de extremamente benéfico sob o ponto de vista de protecdo &
vida no planeta, o 0z6nio s6 é desejavel na estratosfera. Esse gas passa a ser prejudicial
guando presente na troposfera, estrato atmosférico mais proximo a superficie terrestre e que
contém o ar que respiramos. O que se observa é que o aumento da poluicdo do ar com
substancias derivadas de emissdes antropogénicas, como mondxido de carbono (CO), metano
(CH,), compostos acidos como o acido sulfirico e, sobretudo, NO e diéxido de nitrogénio
(NO,) (Figura 3), favorecem a formacéo de 0z6nio na troposfera®®.

N()2 + (:)2 — INO|+ '(:)3

/

NO + O; = [NOz[+]| O] |«

O+ ()2 — (:)3

FIGURA 3 - Reag0Oes envolvendo os poluentes NO e NO, na atmosfera e a consequente
formacéo de o0z6nio (O3) na troposfera.

O ozbnio € um poluente extremamente nocivo, exercendo efeito prejudicial tanto
em pessoas e animais com alteracBes respiratrias preexistentes, como também naqueles

saudaveis. A exposi¢cdo ao 0zonio deve ser conduzida de forma cautelosa, tomando o devido
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cuidado de ndo o inalar, j& que seus efeitos podem culminar na morte. Com isso, 0 USO
inadequado, somado a sua toxicidade, contribuiram para a estigmatizagdo do ozonio® . E
importante destacar que o limiar entre a acdo terapéutica e a toxicidade do oz6nio baseia-se
nas vias e formas de aplicacdo e no estabelecimento da dose, 0 que ndo € excecdo para outros
agentes terapéuticos e farmacos*’.

Para evitar intoxicacdo pela inalagdo do ozbdnio é possivel adotar medidas que
incluem controle da ventilacdo local e instalacdo de aspiradores de ar acoplados a destruidores
de oz6nio, assim como de sensores de monitoramento com alarme. Por outro lado, o odor do
0zbnio é perceptivel a partir de 0,01 ppmv e é preconizado que é possivel trabalhar em
ambientes com concentragdes seis vezes mais altas (0,06 ppmv) por até oito horas, condicdo
em que o odor do 0z6nio é marcadamente mais forte. Embora ndo seja o ideal, na auséncia de
mecanismos tecnoldgicos, o olfato € o melhor aliado para evitar a intoxicacdo, além da
observacdo de sintomas relacionados a toxicidade. Em casos de intoxicagdo, é possivel
aplicar, por via intravenosa, acido ascorbico e glutationa reduzida para limitar o dano

oxidativo causado nas vias respiratorias®®.

2.3.3. Mecanismos de acao do 0z6nio

O ozdnio apresenta grande solubilidade e dissolve com facilidade em contato com
o plasma sanguineo, o liquido extracelular e a agua de cobertura da pele e das mucosas.
Devido ao seu grande poder oxidativo, reage instantaneamente com varias biomoléculas,
processo que se divide em dois momentos fundamentais, as reacdes primaria e secundaria. A
reacdo primaria do oz6nio é caracterizada pela acdo de antioxidantes que, embora sejam
capazes de conter a reatividade injuriosa do 0zénio, permitem a formacao de espécies reativas
de oxigénio (ERO), que ativam vias bioquimicas e sdo neutralizadas em seguida pelo sistema
antioxidante. A reagdo secundaria é caracterizada pela peroxidagdo lipidica. A interacdo do
0zo6nio com lipidios de biomoléculas resulta na formacéo de peroxido de hidrogénio (H,0,),
um ERO, e aldeidos variados, que sdo produtos lipidico-oxidantes (PLO)***.

Essas reagdes ocorrem rapidamente, consumindo todo o 0zonio aplicado. Todos
0s eventos bioquimicos e celulares que ocorrem desse ponto em diante sdo coordenados pelas
ERO e pelos PLO, que atuam como mensageiros do ozonio. As ERO apresentam efeito
transitdrio, enquanto os PLO sdo moléculas de maior estabilidade e duracdo, capazes de
produzir efeitos duradouros. Por isso, os PLO apresentam maior capacidade de difuséo,

podendo agir sistemicamente, dependendo da forma de aplicacéo do 0zénio'®*.
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Dentre as ERO estdo o anion superoxido (O2), NO, peroxinitrito (O=NOQO),
radical hidroxila (OH"), é&cido hipocloroso (HCIO) e o H,0,, que apresentam potencial
citotoxico. Contudo, a meia vida dessas ERO é de fracBes de segundo e o sistema antioxidante
pode neutraliza-los rapidamente, desde que a concentracdo nao seja excessiva. Dentre os PLO
estdo o radical peroxil (ROO), hidroperoxidos (R-OOH), malondialdeido e alquenais, todos
com potencial citotoxico e alguns reconhecidos como marcadores de estresse oxidativo
(desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, com sobreposi¢édo dos oxidantes). O principio
da ozonioterapia € justamente criar uma situacdo momentanea de estresse oxidativo, sem
efeitos deletérios, mas suficiente para ativar respostas terapéuticas no organismo®*,

Ao analisar a acdo do H,0,, que é o principal dentre as ERO, observa-se a acao
positiva de um componente potencialmente nocivo. Assim que a peroxidacao lipidica inicia,
os niveis de H,O, aumentam, gerando um gradiente de concentracdo que permite que essa
molécula rapidamente penetre no citoplasma. Tanto o H,O, no plasma quanto no interior das
celulas é rapidamente reduzido por enzimas como catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e
glutationa reduzida (GSH) livre’. O breve momento em que o H,O, permanece dentro das
células ndo gera danos, mas ativa respostas celulares interessantes. O H,O, age como
molécula sinalizadora capaz de ativar tirosinas quinases que, além de comporem as enzimas
receptoras de insulina e o0s receptores fatores de crescimento epidérmico (EGFR),
fibroblastico (FGFR), derivado de plaquetas (PDGFR) e endotelial vascular (VEGFR), é
responsavel por fosforilar e ativar o fator nuclear kappa beta (FNKB), envolvido na resposta
celular imune e inflamatéria. O FNKB € ativado frente a estimulos de radicais livres e
também de estresse, citocinas, radiagdo UV e antigenos bacterianos e virais. Dessa forma,
atua estimulando sistemas de defesa endogenos, a exemplo do aumento na produgdo de
enzimas antioxidantes, melhora na resposta imune pela ativacdo leucocitéria e liberacdo de
fatores de crescimento e citocinas envolvidos no reparo tecidual***.

Especificamente nos eritrocitos, a entrada de ERO diminui discretamente o pH
intracelular, o que aumenta a disponibilidade de oxigénio para os tecidos devido ao efeito de
Bohr. As ERO também podem aumentar os niveis de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), o que
diminui a afinidade entre a hemoglobina e 0 oxigénio e atua igualmente aumentando sua
disponibilidade. Além disso, 0 NO é uma ERO que apresenta atividade vasodilatadora e
também estimula a angiogénese, otimizando ainda mais a entrega de oxigénio, sobretudo em
doencas isquémicas e na fase proliferativa do reparo tecidual®“®*’.

Quanto aos PLO, muito se sabe sobre sua toxicidade. No entanto, em

concentragdes submicromolares (0,01 - 0,5 mmol) estimulam a proliferacdo celular e
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atividades bioquimicas benéficas. Sua acdo é definida, portanto, a partir da concentragdo final
e da capacidade antioxidante do tecido em que se encontra. Logo, aplicacdes de oz6nio que
apresentam efeito local devem ser realizadas com doses menores. Doses maiores devem ser
aplicadas quando se busca efeito sistémico, que utilizarda obrigatoriamente o sangue para
difundir os PLO. No sangue, a probabilidade de desenvolver toxicidade é muito pequena
devido a fatores como a rapida diluicdo dos PLO na corrente sanguinea, que apresenta ampla
capacidade antioxidante, neutralizando seu potencial toxico e permitindo que a dose
farmacoldgica seja alcancada. Ainda, os PLO s&o excretados via urina e bile com o tempo®°.

Como citado, os PLO apresentam grande difusdo e podem agir em varios 6rgaos.
Nesse contexto, é interessante destacar que, na medula éssea, agem como mensageiros do
estresse oxidativo e induzem resposta adaptativa, que consiste no estimulo a formacdo de
novos eritrocitos com maior concentracdo de 2,3-DPG e enzimas antioxidantes, que
aumentam a disponibilidade de oxigénio para os tecidos®*“.

Neste sentido, existe indicacdo de ozonioterapia para doengas que causam estresse
oxidativo. Nas enfermidades em que o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes é
estabelecido, o estresse oxidativo é constante e se torna crénico. Com a ozonioterapia, essa
constancia € quebrada, transformando o estresse oxidativo cronico em agudo, e as ERO e 0s
PLO liberados aumentam a ativacdo do fator nuclear eritrdide 2 (Nrf2), responsavel por
estimular os sistemas antioxidantes enzimatico e ndo enzimatico. A abordagem deve ser
realizada com cautela, utilizando a menor dose no inicio e aumenta-la gradativamente, a fim
de garantir que a agudizacdo do processo seja transitéria e reversivel*>*8°. Além disso, a
ozonioterapia aplicada com periodicidade induz as células a produzir proteinas do choque
térmico (HSP, do inglés heat stress proteins), proteinas reguladas por glicose (GRP, do inglés
glucose-regulated proteins) e proteinas de choque oxidativo (OSP, do inglés oxidative shock

proteins), que aumentam a resisténcia do organismo ao estresse oxidativo*".

2.3.4. Vias de aplicacé@o da ozonioterapia

A ozonioterapia conta com varias vias de aplicagdo, tanto parenterais
(intravenosa, intra-arterial, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intrapleural) quanto
topicas e locorregionais (auricular, oral, vaginal, uretral, retal e cutanea). Todas possibilitam a
aplicacdo do ozonio sem risco de intoxicacdo. A Unica via que ndo pode ser utilizada sob
qualquer hipotese € a inalatéria. Vale ressaltar que as vias intravenosa e intra-arterial utilizam

sangue ou solugBes o0zonizadas, mas ndo a mistura gasosa de oxigénio e ozonio. Essa pratica
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foi abolida desde 1984 devido a vérias mortes em decorréncia de embolia pulmonar®®. A
aplicacdo em vasos sanguineos visa a melhora sistémica do paciente, estimulando o aumento
da disponibilidade de adenosina trifosfato (ATP), oferta de oxigénio e ativando a imunidade®®.

A ozonioterapia aplicada por meio da auto-hemoterapia consiste na retirada de
certo volume de sangue, exposi¢cdo deste a mistura de oxigénio e ozbnio e agitacao lenta por
cinco minutos. Essa técnica divide-se em auto-hemoterapia maior e menor. A diferenca entre
ambas reside em dois fatores, o volume de sangue utilizado e a via de aplicacdo. Em
humanos, na auto-hemoterapia maior o volume a ser utilizado varia entre 50-270 ml de
sangue e a via de aplicagdo é intravenosa. J& a auto-hemoterapia menor consiste na utilizagao
de 5-10 ml de sangue, sendo a aplicaco via intramuscular®*>2,

A insuflacdo retal é capaz ndo somente de realizar efeitos locais, mas os PLO
formados na interacdo com a mucosa sdo capazes de penetrar nas vias linfatica e sanguinea e
assim exercer efeito sisttmico, com resultados semelhantes aos da auto-hemoterapia
maior*®**. Tanto a via intramuscular quanto a subcutanea podem ser também utilizadas para a
aplicacdo do oz6nio. A dose nesses casos deve ser pequena e/ou subdividida em diferentes
sitios de aplicacdo. Sdo técnicas que apresentam efeito sistémico e algum efeito local,
sobretudo a subcutanea. Ja as aplicacGes intraperitoneais e intrapleurais podem ser realizadas
através de lavagem com agua ozonizada e insuflacdo com volumes relativamente grandes de
mistura gasosa (>300 ml), o que ndo causa desconforto nem prejudica as membranas serosas.
Sua utilizacdo € descrita para o tratamento de infec¢bes intracavitarias e para otimizar o
reparo de feridas em estruturas no mesmo local>>™>’.

As aplicagOes locais podem ser realizadas tanto com a mistura gasosa, Como com
agua e oleos ozonizados. Infecgdes vaginais, retais e vesicais respondem bem a ozonioterapia.
Nesses casos, a lavagem com &gua ozonizada para a remocdo de secrecdes e limpeza é
indicada, seguida de insuflagbes com gas. Pessarios e supositorios com 0Oleo ozonizado
também s&o utilizados™*.

A aplicacdo topica cutanea pode ser realizada em qualquer tipo de lesdo, incluindo
traumas, queimaduras, Ulceras e feridas infeccionadas ou limpas. Pode ser utilizado gas, que
deve ser mantido na area a ser tratada com o auxilio de um saco (bagging) ou recipiente
(cupping) resistente a 0z6nio, de forma a evitar a inalagdo do mesmo. A umidificacdo da pele
para o procedimento auxilia na sua eficacia, pois facilita a reacdo do ozonio. Irrigacdo ou
utilizacdo de gazes embebidas com agua ozonizada e aplicacdo de 6leo ozonizado também

podem ser realizadas, com bons resultados®*°.
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2.3.5. Agua e 6leo ozonizados

A utilizacdo de solugbes ozonizadas, especificamente 4gua e 6leo, é extremamente
pratica, pois permite a aplicacdo topica do 0zonio sem o risco de inalacdo, o que pode ocorrer
quando da utilizacdo direta do gas. Além disso, o0 gas solubilizado nesses veiculos age de
forma mais efetiva quando aplicado sobre a pele, pois 0 0zonio reage melhor em ambiente
Umid033’6°‘62.

Para a producdo da agua ozonizada é necessario utilizar agua pura bidestilada e
deionizada. Isso permite prever a concentracdo final de ozbnio e evita a formacdo de
compostos tdxicos quando da interacdo do ozénio com ions. A producdo da dgua ozonizada se
da por borbulhamento do ozdnio na agua pura por pelo menos cinco minutos. A concentracao
final serd equivalente a 25% da concentracdo de ozénio na mistura gasosa borbulhada. Por
exemplo, borbulhar 0zénio a 100 mcg/ml durante cinco minutos em agua pura originara agua
ozonizada na concentracdo de 25 mcg/ml®. O acondicionamento da &4gua ozonizada deve ser
em recipientes de vidro com tampas em silicone ou teflon, e sob refrigeracdo. O ideal é que se
utilize a solucdo imediatamente apds sua producdo, porém manté-la a 7°C confere meia vida
Gtil de 110 horas. J4 a 20°C, a meia vida do o0zénio reduz a nove horas’.

Varios tipos de 6leos vegetais podem ser ozonizados, comumente os de girassol e
oliva. A ozonizacdo de 6leos produz perdxidos e a quantificacdo destes indica o grau de
ozonizacdo. O 6leo ozonizado foi primeiramente produzido em Cuba e empregado no
tratamento de Ulceras, infeccBes parasitarias, bacterianas e virais, e ndo somente pela via
topica, mas também oral. Ainda hoje ndo ha protocolo padrdo para a ozonizagédo de 6leos. O
que se sabe € que ozonizagdes prolongadas, de dois dias, promovem a solidificacdo do 6leo,
em que cada grama de Oleo € capaz de conter 160 mg de oz6nio. Sob refrigeracdo o produto
se mantém estavel por até dois anos e, ao utiliza-lo, realiza-se a diluicdo com 6leo puro'®®*.

A acdo exata do Oleo ozonizado ainda ndo estd elucidada. Acredita-se que o
0z6nio no oleo ¢ disponibilizado gradativamente e, ao dissolver na agua presente no local da
aplicacdo, gera H,O, e PLO, o que explica o efeito desinfetante prolongado e a atividade
estimulante. De acordo com Bocci'®, caso o objetivo seja auxiliar a cicatrizacdo de feridas,
devem ser produzidos 6leos com concentragfes altas, médias e baixas de perdxidos, os quais
serdo utilizados de acordo com as diferentes fases da cicatrizagdo. No entanto, o autor nao cita
as concentragbes. Em contrapartida, em um trabalho mais recente®® trés concentragdes de

peroxidos foram testadas (949, 1631 e 3170 mEq/kg) e a concentragdo média de peroxido
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demonstrou melhor efeito sobre a cicatrizagdo nos primeiros sete dias, promovendo maior
retracdo e neovascularizagéo na ferida.

A &agua ozonizada apresenta excelente eficacia no tratamento de feridas. A
concentracdo de 20 mcg/ml é adequada ao tratamento deferidas contaminadas, auxiliando na
remocdo do pus, material necrotico e bactérias. No entanto, & medida que o reparo tecidual
por cicatrizacdo avanca, a dose do ozénio na &gua deve ser reduzida a aproximadamente 5
mcg/ml, o que garante efeito profilatico contra novas infecgdes e auxilia nas fases de
proliferacdo e remodelamento da cicatrizagdo™*®.

Sobre os efeitos profilaticos e terapéuticos da agua e do 6leo ozonizados contra
infeccbes por microrganismos, um estudo mostrou que ambos possuem acao bactericida in
vitro e in vivo contra cepas de Staphylococcus aureus, um microrganismo comumente
envolvido em infeccBes de feridas cutaneas, incluindo as cepas MRSA (do inglés methicillin
resistant Staphylococcus aureus), que sdo resistentes aos antibidticos beta-lactamicos. A
exposicao ao 6leo ozonizado foi capaz de eliminar 100% das cepas padrdo em cinco minutos
e cepas MRSA em 15 minutos, enquanto a agua ozonizada eliminou 100% de ambas as cepas
com apenas um minuto de exposicdo®. Isso reforca a vantagem do 0zdnio sobre esses
microrganismos sem induzir resisténcia. Outro fato interessante é que a ozonioterapia topica
possui efeito antimicrobiano com menor toxicidade para as células do tecido. Isso foi
observado na comparacdo entre dosagens de ozénio (0,25 a 8 mcg/mL em solucédo salina) e
clorexidina a 0,2%, onde culturas de queratindcitos e fibroblastos apresentaram maior
viabilidade quando expostas ao 0zénio e menor viabilidade com a clorexidina™.

Ainda acerca da ozonioterapia topica com agua e Oleo ozonizados, estes sdo
comumente utilizados em feridas cronicas, sobretudo gracas a sua capacidade de potencializar
a oxigenacdo do tecido pela exposi¢do ao O3 e criar o estimulo necessario para a liberacdo de
fatores de crescimento pela ativagdo do FNKB. No entanto, estudos mostram a efetividade da
ozonioterapia também na cicatrizacdo de feridas cutaneas agudas, o que reforca a necessidade
de determinar a dose exata na qual o 0z6nio pode ou nao contribuir para o reparo tecidual em

diferentes situacdes®™.
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CAPITULO 2 - SOLUCOES OZONIZADAS FAVORECEM O REPARO
DE FERIDAS CUTANEAS EXPERIMENTALMENTE INDUZIDAS EM
RATOS

OZONIZED SOLUTIONS FAVOR THE REPAIR OF SKIN WOUNDS
EXPERIMENTALLY INDUCED IN RATS

RESUMO: Este estudo avaliou e comparou os efeitos da agua e do 6leo ozonizados sobre o
reparo tecidual de feridas experimentalmente induzidas em ratos. Foram utilizados 48 ratos
albinos, da linhagem Wistar, nos quais foi produzida uma ferida de 9 mm de diametro no
dorso, entre as escapulas. As feridas foram tratadas uma vez ao dia com agua ozonizada (GA,
N=12), 6leo ozonizado (GO, N=12), creme de alantoina a 0,2% (GAL, N=12) e cloreto de
sodio a 0,9% (GCL, N=12). As feridas foram submetidas a analise morfométrica aos dias
zero, trés, oito, 15 e 22, ap0s inducdo. Para a avaliacdo microscopica das feridas, trés ratos de
cada grupo foram submetidos a eutanasia nos dias trés, oito, 15 e 22 apds a inducdo das
mesmas. As analises microscopicas foram complementadas pelas técnicas de picrosirius red e
imunomarcacao de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), para a quantificacdo de
colageno e neovascularizagdo, respectivamente. A avaliagdo morfométrica a ferida dos ratos
dos grupos GA e GCL apresentou maior grau de retracdo (p>0,05) aos dias trés e oito apos
inducdo da lesdo. A avaliacéo histopatoldgica a ferida dos animais do grupo GA apresentou 0s
menores indices de acantose. Na coloracdo de picrosirius red mostrou que os grupos GA e
GO apresentaram maior deposicdo de colageno total e de colageno do tipo | aos 15 e aos 22
dias de tratamento, respectivamente. Ja a variavel neovasculariza¢do foi maior (p<0,05) nas
feridas do grupo GO nos dias trés, oito e 15, o que fora ratificado a imunoistoquimica, com
maior imunomarcacdo de VEGF nas feridas do grupo GO (p<0,05) aos dias oito e 15, em
relacdo aquelas dos tratamentos com GA e GCL, respectivamente, e maior que ambos aos 22
dias. Conclui-se que a agua e o 6leo ozonizados, nas concentracdes testadas, favorecem o
processo de reparo tecidual em feridas cutaneas experimentalmente induzidas em ratos. A
agua ozonizada potencializa a retracdo da ferida, bem como promove melhor organizacdo do
epitélio e acelera a entrada da cicatrizacdo na fase de maturagdo e remodelamento, levando
em considerac@o a maior deposicdo de colageno do tipo | aos 15 dias e menor vascularizagdo
aos 22 dias apds o inicio do tratamento; enquanto o 6leo ozonizado a concentracdo de 418,48
mEqg/kg de peroxidos promove maior neovascularizagdo durante o reparo tecidual e maior
deposicao de colageno do tipo | a partir da terceira semana de tratamento.

Palavras-chave: agua ozonizada, cicatrizagdo, 6leo ozonizado, ozonioterapia, pele.
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ABSTRACT: This study evaluated and compared the effects of ozonated water and ozonated
oil on the tissue repair of experimentally induced wounds in rats. A total of 48 albino Wistar
rats were used, in which a 9 mm diameter wound was performed on the back, between the
scapulae. Wounds were treated once daily with ozonated water (GA, N = 12), ozonated oil
(GO, N = 12), 0.2% allantoin cream (GAL, N = 12) and 0.9% sodium chloride (GCL, N =
12). The wounds were submitted to morphometric analysis at days zero, three, eight, 15 and
22, after induction. For the microscopic evaluation of the wounds, three rats from each group
were submitted to euthanasia on days three, eight, 15 and 22 after their induction.
Microscopic analyzes were complemented by picrosirius red and vascular endothelial growth
factor (VEGF) immunostaining techniques for the quantification of collagen and
neovascularization, respectively. At the morphometric evaluation, the GA and GCL rats
showed a greater degree of retraction (p>0,05) at days three and eight after lesion induction.
Histopathological evaluation of the wounds of the GA group presented the lowest rates of
acanthosis. Picrosirius red staining showed that groups GA and GO presented higher
deposition of total collagen and type | collagen at 15 and 22 days of treatment, respectively.
The neovascularization variable was higher (p <0.05) in the GO group wounds on days three,
eight and 15, which was ratified by immunohistochemistry, with higher VEGF
immunostaining in the GO group wounds (p <0.05). at 8 and 15 days, in relation to those of
GA and GCL treatments, respectively, and higher than both at 22 days. It was concluded that
ozone water and oil at the tested concentrations favor the tissue repair process in
experimentally induced skin wounds in rats. in the maturation and remodeling phase, taking
into account the greater deposition of type I collagen at 15 days and less vascularization at 22
days after treatment; while ozonized oil at 418,48 mEqg/kg of peroxides promotes greater
neovascularization during tissue repair, as well as greater deposition of type | collagen from
the third week of treatment.

Key-words: ozonated oil, ozonated water, ozone therapy, skin, wound healing
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INTRODUCAO

Diante de uma leséo, os tecidos iniciam eventos celulares e moleculares que, a
depender da magnitude dos danos e do tipo tecidual, promoverao reparo por regeneracao ou
cicatrizacdo. Na regeneracao o tecido é totalmente restabelecido e na cicatrizacdo héa fibrose.
A regeneracdo ocorre em duas fases,a inflamatoria e a proliferativa, enquanto a cicatrizacéo é
acrescida da fase de maturagéo e remodelamento™?. Desordens nessas etapas limitam o reparo
tecidual, levando & cronicidade da lesdo e predispondo a cicatrizes extensas®. Esse e outros
fatores, como a grande casuistica das lesdes cutaneas na clinica médica veterinaria,
impulsionam a busca por tratamentos que auxiliem o reparo tecidual®.

A ozonioterapia tem sido utilizada como adjuvante no tratamento de leses,
auxiliando o reparo tecidual de feridas de forma economicamente viavel, pouco invasiva e
sem efeitos colaterais™®. O ozonio, molécula instavel e de forte efeito oxidante, elimina
microrganismos sem causar resisténcia, diferente dos tratamentos com antimicrobianos’. Sua
contribuicdo ao reparo tecidual ocorre por interacdo com fluidos organicos, gerando
moléculas reativas de oxigénio e influenciando eventos bioquimicos celulares®. Contudo, se
utilizado em subdose ou em excesso pode n&o apresentar resultados ou ser toxico®.

Outros mecanismos do 0zonio junto ao reparo tecidual incluem o incremento da
oxigenacao tecidual por aumento na capacidade dos eritrocitos em carrear oxigénio e produzir
substancias vasodilatadoras'®, melhor resposta inflamatéria local por estimulo & producéo e
liberacdo de citocinas como fator de necrose tumoral e interleucinas, que promovem a
ativacdo de leucdcitos; e inducdoda liberacdo de fatores de crescimento como fator de
crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformador (TGF) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)**.

O ozbnio pode ser utilizado no tratamento de feridas cutaneas sob a forma gasosa
ou dissolvido na agua ou no 6leo. A &gua ozonizada possui alto poder de permeabilidade e
infiltracdo, sendo de facil manipulacdo e aplicagdo em locais de dificil acesso. No entanto,
devido a instabilidade do ozonio, suas propriedades microbicidas séo rapidamente perdidas.
Para evitar que isso ocorra, a &gua deve ser utilizada imediatamente apds a ozonizagdo, com a
limpeza prévia do local, ja que debris organicos também aceleram a perda da capacidade
microbicida do 0zonio. Estudos apontam que o leo ozonizado possui eficacia no tratamento
de fistulas, ferimentos pos-cirdrgicos e Ulceras, atuando sobre patdgenos sem danificar o
epitélio™. O 6leo difunde lentamente as moléculas de ozonio ao tecido gracas a sua

capacidade de estabilizar esse gas. Possui ainda acdo microbicida, efeito desbridante, modula
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a fase inflamatéria e estimula a angiogénese e sistemas enzimaticos que favorecem o
metabolismo do oxigénio®.

Contudo, embora as solu¢bes ozonizadas sejam boas para o0 reparo tecidual, ndo
h& uma padronizacdo de protocolo para o tratamento de feridas cuténeas. Diante disso, este
estudo teve por objetivo verificar os efeitos da d4gua e do dleo ozonizados sobre feridas
cutaneas experimentalmente induzidas em ratos, de forma a estabelecer um protocolo
experimental que seja viavel para aplicacdo clinica, elucidando em quais aspectos do reparo

tecidual é vantajoso utilizar cada uma das solucBes ozonizadas.

MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental

Esta pesquisa foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA),
da Universidade Federal de Goias (UFG), Goiania, GO, Brasil, sob protocolo numero
079/2017. Foram utilizados 48 ratos albinos (Rattus novergicus), da linhagem Wistar, fémeas,
com peso corporal entre 250 a 300 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da UFG. Os
animais foram agrupados em numero de dois por caixa, separados por placa de acrilico
transparente, em ambiente higienizado, climatizado (23°C), com ciclo de iluminacdo de 12
horas (claro/escuro), além de agua e racdo comercial para a espécie ad libitum. Os animais
permaneceram em periodo de adaptacdo por dez dias antes do inicio do experimento.

Os animais foram aleatoriamente alocados em quatro grupos de 12 individuos
cada, de acordo com os tratamentos com agua ozonizada (GA), 6leo ozonizado de girassol
(GO), cloreto de sodio 0,9% (GCL - controle negativo) e creme de alantoina a 0,2% (GAL -
controle positivo). Esses grupos foram subdivididos de acordo com momentos de eutanasia
para a colheita das amostras destinadas a analise microscépica nos dias trés, oito, 15 e 22 apds

a inducéo das feridas, totalizando16 subgrupos com trés animais cada (Figura 1).



26

" 3dias GCL GO
(N=12) l_ (N=3) | (N=3) _-
8 dias l_ GCL | [ @GO _-
N=48 (N=1_2) (N=3) (N=3)
15 dias GCL GO
(N=12) l_ (N=3) | (N=9) _-
22 dias GCL GO
(N=12) l_ (N=3) = | (N=3) _-

FIGURA 1 - Distribuicdo dos ratos em grupos e subgrupos de acordo com o tratamento e 0
momento da eutanasia e colheita das amostras para avaliagdo microscopica aos
trés, oito, 15 e 22 dias apds a inducdo experimental das feridas. GA = agua
ozonizada (azul); GCL = cloreto de sédio a 0,9% (amarelo); GO = oleo
ozonizado (verde); e GAL = creme de alantoina a 0,2% (vermelho).

Obtencdo da agua ozonizada, 6leo ozonizado, creme de alantoina e cloreto de sédio

A 4agua ozonizada foi produzida do gerador de 0z6nio modelo #O&L 1.5 RM,
Ozone & Life, Sdo José dos Campos, Séo Paulo, Brasil. Para isso, uma proveta de 100 mL foi
preenchida com 50 mLde &gua bidestilada deionizada, a temperatura de 7°C, que, em seguida,
foram submetidos a ozonizagdo por borbulhamento por 15 minutos, com o aparelho ajustado
para produzir 0zonio na concentracdo de 62 mcg/mL. O protocolo utilizado permitiu alcancar
a concentracdo final de 4,5 mcg de ozénio por mL de agua'®, verificada por meio do teste
Vacu-Vials Oz6nio 0-5 ppm (#K-7423 - CHEMetrics Inc., Midland, Virginia, EUA).

O 6leo ozonizado foi adquirido comercialmente, sendo utilizado o 6leo ozonizado
de girassol (Ozone & Life, Sdo José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil), cujo indice de peroxidos
era de 418,48 mEg/kg. O creme de alantoina a 0,2%, utilizado nas feridas dos animais do
grupo controle positivo também foi adquirido comercialmente (Interdrogas, Goiania, Goias,
Brasil), assim como o cloreto de sodio a 0,9%, utilizado nas feridas dos animais do grupo

controle negativo (Laboratorio Arboreto, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil).

Inducéo e tratamento das feridas

Para a indugdo das feridas, os animais foram submetidos a protocolo anestésico
inalatério com isoflurano. Com o auxilio de um vaporizador, os animais foram induzidos ao
plano anestésico utilizando-se a concentracdo de 5% em caixa de inducdo, e a manutencao foi
realizada a concentracdo de 2% com o auxilio de mascara adaptada para a especie. A area de

tricotomia no dorso dos animais foi de aproximadamente 9cm?, e a antissepsia realizada com
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digluconato de clorexidina a 0,2% e &lcool 70%. Cada ferida foi confeccionada com o auxilio
de punch metalico de 9 mm de didmetro, na regido dorsal dos animais, entre as duas
escapulas, utilizando a linha média do dorso como referéncia, de onde removeu-se um
fragmento de pele que incluia epiderme, derme e subcutaneo. A profundidade da lesdo foi
padronizada a partir da visualizagdo do tecido muscular. A analgesia no pré-operatorio foi
realizada com administracédo intraperitoneal de cloridrato de tramadol na dose de 12,5 mg/kg
e mantida durante trés dias, por via oral, pela administracdo de cloridrato de tramadol na agua
de consumo dos animais, na concentracao de 1mg de tramadol para cada 1 mL de agua.

A partir de 24 horas apés a inducéo das feridas, os animais foram submetidos aos
respectivos tratamentos, uma vez ao dia, com duracdo conforme distribuicdo dos animais nos
grupos de eutanasia (trés, oito, 15 e 22 dias). A ferida dos animais do grupo GA era irrigada
com 3 mL de agua ozonizada com o auxilio de uma seringa, durante 30 segundos e
imediatamente apds sua ozonizacdo. Para diminuir o impacto da deplecdo do 0zdnio na agua,
um novo protocolo de ozonizagéo era realizado antes da aplicagdo em cada um dos subgrupos
tratados com agua ozonizada. A ferida dos animais do grupo GCL era submetida a irrigacédo
com cloreto de sodio a 0,9%, nos moldes utilizados para 0s grupos tratados com agua
ozonizada. Ja a ferida dos animais do grupo GO foi tratada com 50 ul de 6leo ozonizado e
aquela dos animais do grupo GAL recebeu 150 mg de creme de alantoina a 0,2% sobre a area
da ferida.

Morfometria macroscépica das feridas

A avaliacdo da retracdo das feridas foi realizada considerando o protocolo de
eutanasia. Assim, foram avaliadas 48 feridas aos dias zero (dia da cirurgia) e dia trés, 36
feridas ao dia oito, 24 feridas ao dia quinze e 12 feridas ao dia 22 ap0s a indugdo das mesmas.
Nos referidos momentos cada ferida foi fotografada com uma camera (Sony® SLT-A35), sob
iluminacdo artificial e distancia padronizada (25 cm). As imagens foram exportadas ao
programa de analise de imagens Image J (NIH), versdo 1.3.1, com a escala ajustada pela
ferramenta set scale, tendo como base a escala de referéncia da foto, representada por uma
régua posicionada no plano da ferida cutanea. Em seguida, com a ferramenta free hand
selection, os limites da ferida foram demarcados e, a partir do comando measure, a area da
ferida foi calculada em milimetros quadrados (mm?) (Figura 2). Para calcular o grau de

retracdo da ferida, os valores foram transformados em porcentagem de acordo com a formula
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_ (AIF—AFN)
- AIF

ferida; AIF = Area inicial da ferida; AFN = Area da ferida no dia da fotografia (N = dia trés,
oito, 15 ou 22).

GRF x 100, e submetidos a analise estatistica, onde GRF = grau de retracao da
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FIGURA 2 - Ferida induzida na pele de um rato. Bordas da
ferida demarcadas com a ferramenta free hand
selection (linha amarela), e o comando measure
utilizado para o calculo da area em mmz2,

Avaliacdo microscopica

Aos trés, oito, 15 e 22 dias apds a inducdo e tratamento diério das feridas, trés
animais de cada grupo (GA, GCL, GO e GAL) foram submetidos a eutanasia por meio de
sobredose de isoflurano na maior concentracdo possivel, com o auxilio de uma caixa de
inducdo. Para a avaliacdo microscépica foi colhido um fragmento retangular da pele de cada
animal, incluindo a totalidade da area da lesdo e as bordas do tecido normal adjacente (1 cm
de margem). Os fragmentos foram fixados em formalina tamponada a 10% por 48 horas e, em
seguida, transferidos para solucdo de alcool 70%, onde permaneceram até o momento do
processamento histoldgico e inclusdo em parafina. Foram confeccionados cortes histoldgicos
de 5 um, os quais foram distendidos sobre laminas de vidro e corados com hematoxilina e
eosina (HE).

A andlise das variaveis histomorfologicas foi realizada as cegas, por dois
avaliadores, utilizando microscépio Optico (BX41, Olympus). Os parametros avaliados
incluiram reepitelizacdo, tipo de matriz extracelular (MEC), neovascularizacdo, acantose,
infiltrado polimorfonuclear, infiltrado mononuclear e edema. Para a reepitelizagdo foi
atribuido o escore zero para feridas com auséncia de reepitelizacdo; escore um para feridas
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com menos de 50% da &rea reepitelizada; escore dois para feridas com mais de 50% da area
reepitelizada, mas incompleta; e escore trés para reepitelizacdo completa™. Quanto ao tipo de
MEC foram atribuidos escores de um a trés, sendo escore um representado por MEC vascular,
com grande quantidade de vasos neoformados e fibroblastos imaturos, deposicao discreta de
fibras coldgenas fracamente coradas, esparsas e aspecto ondulado; escore dois para MEC do
tipo fibrovascular, com vasos neoformados, fibroblastos imaturos e maduros, deposi¢éo
moderada de fibras colagenas mais agrupadas e eosinofilicas e, por vezes, com aspecto linear;
e escore trés para MEC fibrosa, representada por deposi¢do acentuada de fibras colagenas
acentuadamente eosinofilicas, espessas e alinhadas de forma compacta, com fibroblastos
maduros e poucos vasos. Para a variavel neovascularizacdo foi realizada uma abordagem
guantitativa calculando-se a média de vasos sanguineos (estruturas tubulares com endotélio e
heméacias no limen) contados em 10 campos a objetiva de 40x, de acordo com critérios
adaptados de Valacchi®. Para o restante das variaveis foram atribuidos os escores zero
(ausente), um (discreto), dois (moderado) e trés (acentuado).

Para a quantificacdo das fibras colagenas foram confeccionadas laminas
histoldgicas submetidas a coloracdo picrosirius red. Fotomicrografias de 10 campos a
objetiva de 40x foram capturadas utilizando um microscépio 6ptico com luz polarizada e uma
camera (Sony® NEX-3) acoplada. As imagens foram analisadas com o auxilio do software
Image J (NIH), versdo 1.3.1, utilizando a ferramenta color thereshold para evidenciagédo da

porcentagem de &rea ocupada pelas fibras colégenas tipos I e 111*°

. Essa ferramenta é capaz de
identificar e diferenciar a birrefrigéncia das fibras colagenas, o que €é relacionado a sua
conformagdo morfoldgica. Assim, as fibras colagenas do tipo | apresentam birrefrigéncia
forte, emitindo brilho que varia do amarelo alaranjado ao vermelho, e as do tipo Il emitem
brilho de coloragdo esverdeada. O quantidade total das fibras coldgenas foi obtida por meio da
evidenciacdo simultanea no Image J das &reas ocupadas por fibras colagenas dos tipos I e I11.
Para a imunomarcagdo com VEGF, cortes histoldgicos foram distendidos sobre
laminas carregadas (Starfrost, Knittel Glass, Alemanha). Apos etapas de desparafinizacéo e
hidratagdo, os cortes foram submetidos a recuperagdo antigénica com solucdo de EDTA pH
9,0 em panela de pressdo (Model S2800, Dako Cytomation California, Inc.). Em seguida,
foram imersos em solucdo de bloqueio de peroxidase enddgena (EP-11-20521 - Easy Path,
Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil) por 10 minutos, lavados com agua destilada e imersos em
solucdo de bloqueio de proteinas de fundo (EP-12-20531 - Easy Path, Indaiatuba, Séo Paulo,
Brasil) por 10 minutos. As amostras foram incubadas por 18 horas com anticorpo primario

anti-VEGF (sc-53462 - Santa Cruz Biotechnology, Inc.), na concentracdo de 1:100. Ato
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continuo, os cortes foram lavados duas vezes solucdo salina tamponada de fosfato (PBS), por
cinco minutos, e incubados com anticorpo secundario e amplificador de reagcGes N-Histofine®
Simple Stain Rat MAX PO (MULTI) (Nichirei Biosciences Inc., Téquio, Japdo), por 30
minutos. As amostras foram submetidas a nova lavagem com PBS e, para a visualizacdo da
reacdo, incubadas em solugdo de diaminobenzidina por 5 minutos, e contracoradas com
Hematoxilina de Mayer. A leitura das laminas foi realizada através da anélise da intensidade
de imunomarcagdo, sendo atribuidos os escores um (discreto), dois (moderado) e trés

(acentuado).

Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar anormalidade dos residuos.
Devido a ndo normalidade, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com 5% de
significancia, para comparar os tratamentos em cada momento, tanto na avaliagcdo
morfométrica macroscopica, quanto na analise dos parametros microscopicos ao exame
histopatolégico e imunoistoquimico. Foi realizado como pds-teste o teste t, com ajuste FDR.
Nas andlises de quantificacdo de colageno, os resultados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Duncan. Para tal, utilizou-se o software R’ e o

pacote R easyanova'.

RESULTADOS

Na padronizacdo da ozonizagdo da agua, constatou-se por teste colorimétrico que
a concentragdo do ozoénio era reduzida em até 20% nos primeiros 10 minutos apos a
ozonizacao, reduzindo de 4,5 a 3,6 mcg/mL (Figura 3). Diante disso, um novo protocolo de

ozonizacdo foi realizado a cada trés ratos tratados.
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FIGURA 3 — Analise colorimétrica para mensuracao de
ozOnio em agua. No frasco a esquerda,
amostra testada imediatamente apds a
ozonizacao da agua. No frasco a direita,
amostra testada 10 minutos apoés a
ozonizagdo. A intensidade da cor é
proporcional a concentragdo de ozénio.

Na avaliacdo morfométrica macroscépica, a ferida dos animais do GA apresentou
valores maiores de retragdo em relacdo aquela dos animais dos demais grupos (Figura 4), em
todos os momentos de avaliagdo, a excecdo do dia 22, em que todas as feridas estavam
fechadas.

Em numeros absolutos, a retracdo da ferida dos animais do GA se sobressaiu
aquela do GCL, e a do GO superou a do GAL, em todos os momentos avaliados (Tabela 1). A
ferida cutanea nos ratos dos grupos GA e GCL apresentou retracdo significativamente maior
(p<0,05) em relacdo aquela dos animais dos grupos GO e GAL no dia trés. No dia oito, a
retracdo da ferida do ratos do GA se manteve superior aquela dos grupos GO e GAL, que se
igualaram estatisticamente a retracdo de ferida observada no GCL. A partir do dia 15, ndo
houve diferenca entre os grupos (Figura 5).
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FIGURA 4 — Ferida no dorso dos ratos dos grupos agua ozonizada (GA),
cloreto de sodio (GCL), 6leo ozonizado (GO) e alantoina
(GAL) aos dias zero (a esquerda) e oito (a direita) apos a
inducdo da lesdo. Feridas de tamanho semelhante ao dia zero
em todos 0s grupos e, aos oito dias apds a inducédo da lesdo, a
ferida do rato do GA exibe maior retracdo em relacdo aquela
dos ratos dos demais grupos.

GCL
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TABELA 1 - Médias e medianas referentes ao percentual de retracdo da ferida cutanea em
ratos submetidos a diferentes tratamentos aos momentos trés, oito, 15 e 22 dias
apos o procedimento cirdrgico. GA = grupo agua ozonizada; GCL = grupo
cloreto de sodio; GO = grupo 6leo ozonizado; GAL = grupo alantoina.

Tempo
GRUPO 3 DIAS 8 DIAS 15 DIAS 22 DIAS
GA 37,67 (37,96)° 84,91 (84,81)° 100 (100)? 100 (100)?
GCL 33,40 (33,17)° 78,16 (80,26)® 99,58 (100)? 100 (100)?
GO 22,60 (24,41)° 69,84 (72,75)° 98,28 (100) 100 (100)?
GAL 21,99 (22,65)° 62,42 (66,71)" 98,24 (100) 100 (100)?

Meédias seguidas da mesma letra na mesma coluna sdo iguais ao Teste de Kruskal-Wallis(p<0,05).
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FIGURA 5 - Representacdo grafica das médias do grau de retracdo (em porcentagem) das
feridas dos grupos GA (agua ozonizada), GCL (cloreto de sodio), GO (6leo
ozonizado) e GAL (alantoina) em fungéo do tempo.

Para as variaveis microscopicas infiltrado polimorfonuclear, infiltrado
mononuclear, edema, tipo de MEC, reepitelizacdo e acantose, ndo foi observada diferenca
estatistica (p>0,05) entre os tratamentos dos grupos GA, GCL, GO e GAL (Tabela 2). Quanto
a neovascularizacdo, a ferida dos ratos do GO apresentou as maiores contagens de vasos
sanguineos em todos os momentos avaliados, enquanto o0 GCL apresentou as menores (Tabela
3). No dia trés, a ferida dos animais do GO apresentavam-se significativamente mais
vascularizada (p<0,05) que a dos animais do GCL (Figura 6). Aos oito dias, as feridas dos
grupos GO e GAL se sobressairam (p<0,05) a do grupo GCL, enquanto que aos 15 dias, a
ferida dos ratos dos grupos GCL e GAL apresentou as menores contagens de vasos, 0 que

gerou diferenca entre estes e 0 GO (Figura 7). Ja aos 22 dias, a ferida dos animais do grupo
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GA apresentou a menor neovascularizacdo (p<0,05) em relagdo aquela dos ratos dos demais

grupos.

TABELA 2 - Medianas das varidveis infiltrado polimorfonuclear, infiltrado mononuclear,
edema, tipo de MEC, reepitelizacdo e acantose na ferida cutanea dos ratos dos
diferentes tratamentos e em funcdo do tempo (trés, oito, 15 e 22 dias apds a
inducdo da ferida). GA = grupo agua ozonizada; GCL = grupo cloreto de
sodio; GO = grupo 6leo ozonizado; GAL = grupo alantoina.

PARAMETRO DIA GA GCL GO GAL
3 3? 32 32 2°
Infiltrado 8 12 12 12 2°
polimorfonuclear 15 02 02 02 02
22 02 02 02 02
3 12 12 12 1°
Infiltrado 8 12 2a 12 18
mononuclear 15 02 02 02 02
22 02 02 02 02
3 2 2a 3? 2°
8 02 0 0 0
Edema 15 0 0 0 0?
22 02 02 02 02
3 12 12 12 1°
. 8 22 28 22 2°
Tipo de MEC 15 00 00 o 9
22 3 3 3 3
3 12 02 0 0
relizach 8 22 22 22 1°
Reepitelizacio 15 3 3 3 38
22 3 3 3 3
3 0° 0° 0° 0
8 0° 12 12 1°
Acantose 15 Oa 1a 1a 1a
22 0° 12 12 1°

Escores: ausente (0), discreto (1), moderado (2), acentuado (3). Medianas seguidas de mesma letra na
mesma linha séo iguais ao Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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TABELA 3 — Medianas da neovascularizacdo na ferida cutanea dos ratos aos dias trés, oito,
15 e 22 apos a inducdo e tratamento com agua ozonizada (GA), cloreto de sodio
(GCL), 6leo ozonizado (GO) e alantoina (GAL).

Tempo
GRUPO 3DIAS 8 DIAS 15 DIAS 22 DIAS
GA 9% 19% 10% 6°
GCL g 14° 9 98
GO 113 20° 132 98
GAL 10% 20° 9P 8

Valores seguidos de mesma letra na mesma coluna sao iguais ao Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

25

EGA
m GCL
m GO

Numero de vasos

m GAL

3 dias 8 dias 15 dias 22 dias

FIGURA 6 - Representacdo grafica do nimero de vasos sanguineos nos grupos GA (adgua
ozonizada), GCL (cloreto de sdédio), GO (6leo ozonizado) e GAL (alantoina)
em funcéo do tempo.
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FIGURA 7 - Fotomicrografias da pele dos ratos dos grupos GA (A), GCL (B), GO (C) e
GAL (D), respectivamente, ao 15° dia apés a inducdo da ferida cutanea,
mostrando os vasos neoformados (setas). A) Neovascularizagdo moderada. B)
e D) Neovascularizagdo discreta. C) Neovascularizagdo acentuada. HE.

Na analise microscopica com a coloragéo picrosirius red (Figura 8) ,a avaliagdo
de oito dias, a ferida dos animais dos grupos GA e GCL apresentou fibras colagenas totais
em maior numero do que a ferida dos ratos do GAL (p<0,05) (Tabela 4). Constatou-se ainda
que a ferida dos animais dos grupos GCL e GA apresentou deposi¢cdo marcadamente maior
de colageno tipo | que aquela dos ratos dos demais grupos no dia oito (Tabela 5), com
diferenca (p<0,05) entre GA em relagdo a GAL, e entre GCL em relacdo aGO e GAL. Nos
dias subsequentes,a analise do colageno tipos | e Ill (Tabela 6) ndo apresentou diferenca
(p>0,05).
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TABELA 4 — Médias da quantidade total de fibras colagenas na ferida cutanea dos ratos aos
dias oito, 15 e 22 ap6s inducéo e tratamento com agua ozonizada (GA), cloreto
de sodio (GCL), 6leo ozonizado (GO) e alantoina (GAL).

Tempo
GRUPO 8 DIAS 15 DIAS 22 DIAS
GA 4,71 20,542 22,87°
GCL 6,67 15,512 21,06°
GO 3,66 10,73% 25,12°
GAL 1,29° 10,172 24,03

Valores seguidos de mesma letra na mesma coluna séo iguais ao Teste de Duncan (p<0,05).

nos dias oito, 15 e 22 apds a inducdo nos grupos tratados com &gua ozonizada
(GA), cloreto de sodio (GCL), 6leo ozonizado (GO) e alantoina (GAL).
Picrosirius red, objetiva 40x.
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TABELA 5 — Médias da quantidade de fibras colagenas do tipo | na ferida cutanea dos ratos
aos dias oito, 15 e 22 apds indugdo e tratamento com &gua ozonizada (GA),
cloreto de sodio (GCL), 6leo ozonizado (GO) e alantoina (GAL).

Tempo
GRUPO 8 DIAS 15 DIAS 22 DIAS
GA 3,60%° 19,28 19,23
GCL 5,06° 14,00 18,18°
GO 2,21 9,09° 22,64°
GAL 0,65° 8,51 20,46°

Valores seguidos de mesma letra na mesma coluna s&o iguais ao Teste de Duncan (p<0,05).

TABELA 6 — Médias da quantidade de fibras colagenas do tipo 11l na ferida cutanea dos ratos
aos dias oito, 15 e 22 apds inducdo e tratamento com agua ozonizada (GA),
cloreto de sodio (GCL), 6leo ozonizado (GO) e alantoina (GAL).

Tempo
GRUPO 8 DIAS 15 DIAS 22 DIAS
GA 1,11° 1,25° 3,64°
GCL 1,60° 1,50° 2,88°
GO 1,44° 1,64° 2,48°
GAL 0,64° 1,66° 3,56°

Valores seguidos de mesma letra na mesma coluna séo iguais ao Teste de Duncan (p<0,05).

Ao avaliar percentualmente as fibras colagenas tipos I e 11l (Tabela 7) em relacdo
ao colageno total, notou-se que aos 15 dias a ferida dos ratos do GA apresentou maior
quantidade (p<0,05) de fibras colagenas maduras (tipo I) do que aquela dos animais do GAL.
Aos 22 dias, a ferida dos ratos do GO apresentou valores superiores em relacdo aquela dos
animais dos grupos GA e GAL. A Figura 9 ilustra graficamente a distribuicdo das fibras

colagenas dos tipos | e 11l aos tempos analisados.
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TABELA 7- Médias das porcentagens de fibras colagenas dos tipos | e Il em relacdo ao
colageno total nas feridas cutaneas dos ratos aos dias oito, 15 e 22 apds inducao
e tratamento com d&gua ozonizada (GA), cloreto de sddio (GCL), oleo
ozonizado (GO) e alantoina (GAL).

Tempo
GRUPO  Fibra colagena 8 DIAS 15 DIAS 22 DIAS
GA Tipo | 77,33 93,46° 84,59"
Tipo I 22,67% 6,54° 15,41%
GCL Tipo | 75,93° 88,83 86,49°°
Tipo I 24,074 11,1778 13,5178
GO Tipo | 50,10° 84,60% 90,20
Tipo I 49,90" 15,40"® 9,80°
GAL Tipo | 54,83 82,10 84,41°
Tipo 111 45,174 17,90% 15,59

Valores seguidos de mesma letra mindscula na mesma coluna e valores seguidos de mesma letra
mailscula na mesma coluna sdo iguais ao Teste de Duncan (p<0,05).

100

90 m GAtipo|
80 .

H GA tipo 1l
70 -
60 - GCL tipo|
50 - GCL tipo Ill
40 -

B GO tipo |
30 -
20 - GO tipo Il
10 - B GAL tipo |

0 - B GAL tipo Il
8 DIAS 15 DIAS 22 DIAS

FIGURA 9 - Representacao grafica das porcentagens de colageno tipos I e 111 nos grupos GA
(Agua ozonizada), GCL (cloreto de sddio), GO (6leo ozonizado) e GAL
(alantoina) em funcéo do tempo.

Quanto a avaliacdo imunoistoquimica do VEGF houve imunomarcacdo do
endotélio vascular, de células inflamatorias, fibroblastos e, em alguns casos, células epiteliais
(Figura 10). A analise estatistica, a ferida dos ratos do GO apresentou maior imunomarcagio
de VEGF que aquela dos animais dos demais grupos (Tabela 8 e Figura 11). A ferida dos
animais do GO apresentou maior imunomarcacdo de VEGF quando comparada aquela dos

ratos do GCL aos dias oito e 22, e aquela dos animais do GA aos dias 15 e 22. Embora a
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ferida dos ratos do GO tenha apresentado medianas maiores que aquela dos animais do GAL,

ndo houve diferenca entre esses grupos em todos os tempos avaliados.

% ";§ - a X " re A\ g A F N
GURA 10 - Fotomicrografias da pele dos ratos dos grupos GA (A), GCL (B), GO (C) e
GAL (D), respectivamente, ao 8° dia apds inducdo da ferida cutanea.
Imunomarcagéo acentuada do VEGF no grupo GO (C). IHQ, anti-VEGF.

Fl

TABELA 8 - Medianas da imunomarcacao de VEGF na ferida cutanea dos ratos aos dias trés,
oito, 15 e 22 apos indugdo e tratamento com agua ozonizada (GA), cloreto de
sodio (GCL), 6leo ozonizado (GO) e alantoina (GAL).

Tempo
GRUPO 3 DIAS 8 DIAS 15 DIAS 22 DIAS
GA 1° 3% 1P 1P
GCL 18 2P 2% o°
GO 28 3? 28 2
GAL 1a 3ab 2ab 1ab

Valores seguidos de mesma letra na mesma coluna sao iguais ao Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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FIGURA 11 - Representacdo grafica das medianas da imunomarcacdo de VEGF na ferida
cutanea dos ratos dos grupos GA (agua ozonizada), GCL (cloreto de sddio),
GO (6leo ozonizado) e GAL (alantoina) em fungdo do tempo.

DISCUSSAO

Nesta pesquisa, em todos os tempos avaliados, a agua ozonizada foi o tratamento
gue promoveu 0s maiores percentuais de retracdo das feridas cutaneas. As feridas do GA
apresentaram maior retracdo do que aquelas dos grupos GO e GAL aos dias trés e oito apds a
inducéo da ferida (p<0,05), e melhores resultados numéricos em relagdo aquelas do GCL. De
modo semelhante, Filippi'®, ao tratar feridas na mucosa oral de humanos, evidenciou que a
agua ozonizada nas concentracdes de 11 a 12 mcg/mL induziu maiores indices de retracdo da
ferida nos sete primeiros dias de analise. Também foi demonstrado em outro estudo que a
agua ozonizada a concentragédo de 0,1 mcg/mL é capaz de acelerar 0 processo de regeneragédo

I°. Esses resultados demonstram

em peixes-zebra submetidos a amputacédo da barbatana cauda
gue a agua ozonizada possui um amplo intervalo de dose com efeitos positivos sobre o reparo
tecidual. Nesse sentido, a concentracdo de ozénio de 4,5 mcg/mL utilizada neste estudo e
obtidas a partir do descrito por Bocci**, encontra-se no referido intervalo de efeitos benéficos
e foi considerada eficiente no auxilio do reparo das feridas cutaneas experimentalmente
induzidas em ratos, o que corrobora as informacgdes do citado autor quando refere que
concentracdes de 5 mcg/mL de ozdnio na agua sdo ideais para bem auxiliar as fases de
proliferacdo e remodelamento de feridas cutaneas.

Ainda no que se refere a retracdo de ferida, embora ndo constatada diferenca

significativa quando comparados os tratamentos com &gua ozonizada e cloreto de sodio, é
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biologicamente valido destacar que as feridas tratadas com &gua ozonizada ndo somente
apresentaram maiores porcentagens de retracdo da ferida em todos os momentos analisados,
mas também menores indices de acantose a analise microscéopica. Nesse contexto, a ferida dos
animais do GA apresentaram epiderme integra e uniforme enquanto que aquelas dos demais
grupos exibiram algum grau de acantose até fases tardias de avaliagdo, o que histologicamente
indica melhor organizagdo do epitélio nas feridas tratadas com agua ozonizada em relagéo
aquelas dos demais tratamentos?'.

Pondera-se ainda que o menor desempenho da retragdo da ferida nos grupos
tratados com 06leo ozonizado e alantoina em relagdo ao tratado com cloreto de sodio (controle
negativo), nos primeiros oito dias de tratamento, se justifique na textura dos tratamentos. 1sso
porque foi observado que a permanéncia de veiculos mais densos, como o 6leo e o creme
sobre a pele e os pélos adjacentes a ferida, induziram ao prolongamento e a maior intensidade
do comportamento de auto higiene (grooming)®> dos animais desses grupos quando
comparado aqueles dos grupos GA e GCL, em que as feridas eram tratadas com solucdes
aquosas. Como consequéncia, é possivel que a abrasdo gerada tenha tornado o processo de
retracdo de ferida ligeiramente mais lento, sem, contudo, interferir no processo de reparo
como um todo, haja em vista que 0s grupos se igualaram estatisticamente aos 15 dias de
tratamento.

Nesta pesquisa, as feridas que receberam 6leo 0zonizado com indice de peréxidos
de 418,48 mEq/kg apresentaram, ao oitavo dia de tratamento, média de 69,84% de retracdo da
ferida em relacdo ao seu tamanho original, valor abaixo daquele apresentado pelo GA.
Enquanto isso, estudos®?* demonstram que feridas tratadas com 6leo ozonizado apresentaram
maior retracdo nos primeiros dias de tratamento em comparacdo aquelas que receberam
apenas 0leo, e 0 processo de retracdo estava completo a partir dos nove dias p6s-lesdo. Esses
achados sdo endossados por estudos utilizando éleo ozonizado com concentracdes de
peréxido entre 700 e 1631 mEqg/kg, que também relataram maior indice de retragdo da
ferida®>®. Em contrapartida, um desses estudos® evidenciou que o 6leo a 500 mEqg/kg de
peroxidos ndo altera o indice de retracdo da ferida em comparagdo ao 6leo puro e ao creme
cicatrizante comercial, e outra’ pesquisa refere que a concentragdo de 3170 mEq/kg de
perdxidos também ndo promove efeitos positivos sobre a retracdo da ferida. Nesse ambito,
pondera-se que a concentracdo de peroxidos do Oleo utilizado nesta pesquisa, juntamente com
a exarcebacdo do comportamento de grooming dos ratos devido a textura do 6leo, justifiquem
o0 desempenho do grupo GO aquém do esperado quanto ao aspecto da retracdo da ferida.
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Ademais, h& outra referéncia de feridas tratadas com 06leo ozonizado que néo
apresentaram diferenca na retracdo em comparacdo aos grupos controle. Contudo, a
concentracéo de peréxido ndo foi informada®. Dessa forma, considerando os resultados desta
e de outras pesquisas infere-se que é de fundamental importancia conhecer a concentracdo dos
peroxidos no 6leo para justificar possiveis efeitos benéficos ou a sua auséncia. 1sso porque,
por principio de acdo do ozénio, um 6leo com baixa concentragdo de peroxidos pode nédo
produzir reacfes oxidativas suficientes para ativar vias bioquimicas organicas e desencadear
os efeitos medicinais e, ao contrario, a alta concentracdo de perdxidos pode ultrapassar a
capacidade metabdlica do sistema antioxidante organico, limitando a acdo benéfica do ozonio.
Essa hipotese baseia-se em uma situacdo momentanea de estresse oxidativo, sem efeitos
deletérios, mas suficiente para ativar respostas terapéuticas no organismo, o que € tido como
principio da ozonioterapia'®. Portanto, considerando a concentracdo de peréxidos no 6leo
ozonizado, falta padronizagdo quanto ao intervalo de concentracdo ideal para a obtencdo dos
efeitos benéficos em cada fase da cicatrizacdo da ferida.

Quanto a anédlise do tipo de MEC, levou-se em consideracdo a evolucdo do
processo cicatricial em funcdo da fase proliferativa e da fase de maturacdo e remodelamento.
Para isso, foram observados os aspectos celulares (migracdo, proliferacdo e diferenciacdo dos
fibroblastos), intersticiais (quantidade e morfologia de proteinas da MEC) e vasculares
(aumento da vascularizacdo na fase proliferativa, e decréscimo na fase de maturacdo e
remodelamento). Para esta varidvel, todos os grupos testados apresentaram resultados
semelhantes em todos os tempos analisados. Contudo, ressalta-se que o0s tratamentos
utilizando solugdes ozonizadas podem ajudar na evolugdo do reparo tecidual, ajudando em
alguns dos aspectos analisados. Por exemplo, foi observado em um ensaio in vitro acentuada
migracdo fibroblastica sob a acdo de solucdo salina com concentracdo de ozbnio a 8
mcg/mL?’. Embora a anélise da populagéo de fibroblastos nos grupos GA, GCL, GO e GAL
ndo tenha demonstrado diferencas marcantes, a maior contracdo da ferida nos ratos do GA
leva a crer que, de alguma forma, a agua ozonizada agiu mais nesse tipo celular, uma vez que
a contracdo da ferida esta diretamente relacionada a acdo de fibroblastos ativados e
diferenciados a miofibroblastos.

Semelhante aos resultados do presente estudo quanto a proliferacéo fibroblastica e
deposicdo da MEC, outra pesquisa também ndo relatou diferenca entre os tratamentos com
6leo ozonizado e controle?. De outra parte, um estudo® aponta que o 6leo ozonizado
aumenta o processo de migracdo de fibroblastos e potencializa sua ativacdo de forma

crescente durante os cinco primeiros dias apés a lesdo, o que corrobora os resultados de Kim
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et al.**, que encontraram mais fibroblastos e fibras colagenas & coloragdo de tricromio de

Masson sete dias ap6s a inducdo da ferida; assim como os de Pai et al.?®

, que identificaram
maior forca ténsil em feridas tratadas com dleo ozonizado, atribuindo a isso 0s maiores niveis
de colagenizacdo observados nessas feridas.

Nesse sentido, a anélise a coloracdo de picrosirius red demonstrou que as feridas
dos grupos GA e GO exibiram maior deposicdo de colageno total aos 15 e 22 dias,
respectivamente. Ao analisar o tipo de colageno envolvido, as feridas desses mesmos grupos
apresentavam colageno tipo | (maduro) em maior quantidade nesses dias. Ainda, as feridas do
GA aos oito dias e as do GO aos 22 dias apresentaram diferenca em relagdo aos demais
grupos quanto a porcentagem de colageno tipo | na ferida, apontando que essas ndo somente
produziram maiores quantidades de coldgeno, mas também as maiores quantidades de
colageno do tipo I, quando comparadas aquelas dos demais grupos.

Para explicar o bom desempenho em relacdo a populagdo de fibroblastos e de
deposicdo de MEC dos tratamentos com 0z6nio, considera-se 0 aumento de fatores de
crescimento em tecidos expostos a esta molécula®®, como o PDGF, que promove a migracéo e
proliferacdo de fibroblastos e a diferenciacdo destes em miofibroblastos; e do fator de
crescimento transformador beta (TGF-f), também promotor da proliferagdo de fibroblastos e
producdo de matriz extracelular®?®*°. E importante ressaltar que a dose de ozonio fornecido,
seja por agua ou 6leo ozonizados, interfere na quantidade de componentes bioquimicos,
podendo gerar efeitos positivo, placebo ou até mesmo nocivo.

Quanto as variaveis infiltrado inflamatorio e reepitelizacdo ndo houve diferenca
entre 0s grupos nos momentos analisados. No entanto, as feridas dos grupos GA, GO e GAL,
aos oito dias, apresentaram menor infiltrado inflamatério mononuclear em comparagéo
aquelas do GCL. Sobre isso, sabe-se que a exposicdo ao 0zénio modula a resposta
inflamatéria, reduzindo a infiltracdo de leucécitos®. Esse efeito anti-inflamatério pode ser
explicado pelo aumento na liberacdo de TGF-B que, dentre suas fungdes, reduz a quimiotaxia
das células de defesa, limitando a fase inflamatoria e induzindo a proliferativa, sendo ainda
responsavel pela proliferacdo fibroblastica e producdo de matriz extracelular®®. Resultados
semelhantes sdo apresentados por Pai et al.>, que referem melhor reepitelizaco, traduzida
por melhor organizacdo do epitélio, e efeito imunomodulador, traduzido pela menor
intensidade de células inflamatorias em feridas tratadas com Oleo ozonizado em elevada
concentracdo de perdxidos, em comparacao aquelas tratadas com 6leo puro.

Sobre a neovascularizagdo, chama a atencdo que as feridas do GO apresentaram,

em todos os momentos avaliados, maior contagem de vasos sanguineos em relacao as feridas



45

dos demais grupos. Esse achado foi mais pronunciado aos dias trés e oito, momento em que 0
GO apresentou média de neovasculariza¢do maior (p<0,05) em comparacao aquela do GCL; e
aos 15 dias, em que as feridas desse grupo exibiram mais neovasos que aquelas de GCL e
GAL. Aos 22 dias, os grupos GCL, GO e GAL apresentavam contagens maiores (p<0,05) que
o GA. Da mesma forma, Valacchiet al® observaram maior indice de angiogénese aos trés dias
pos-inducdo da ferida em grupos tratados com 6leo ozonizado com concentracdo de perdxido
de 949 a 3170 mEg/kg. No entanto, 0 maior grau de neovascularizacao foi mantido no grupo
tratado com Oleo contendo 1631 mEq/kg de perdxido, aos sete e 14 dias pos-inducdo das
feridas, e no grupo tratado com 3170 mEqg/kg, no 14° dia. Diante disso, ao inferir que a
concentracdo de peroxido no Oleo utilizado neste estudo (418,48 mEq/kg) teve impacto
positivo sobre o aumento da neovascularizacdo nas feridas em comparacdo aos demais
tratamentos, ja que as feridas do GO apresentaram maior contagem de vasos neoformados em
todos os tempos analisados, demonstra-se que o intervalo terapéutico do 6leo ozonizado é
ainda maior do que a literatura cita. Além disso, o grupo GA se apresentou estatisticamente
igual ao tratamento com 6leo ozonizado nos dias trés, oito e 15, com excecdo do dia 22, em
que ele apresentava quantidade significativamente menor (p<0,05) que 0S outros grupos.
Considerando que neste momento do reparo tecidual ja h& remodelamento do tecido
cicatricial, esse grupo se mostrou mais avancado na fase de maturacdo e remodelamento que
0S outros grupos.

A exemplo do que ocorre com outros fatores de crescimento, a ozonioterapia
induz maior liberagdo daqueles que atuam sobre a neovascularizacdo®, como o PDGF e o
TGF-B, que estimulam a producdo de VEGF, responsavel por promover a migracdo e
proliferacdo de células endoteliais, além de vasodilatagdo®?® . A anélise imunoistoquimica
do VEGF realizada neste estudo corrobora essas informacdes, j& que as feridas do GO
exibiram maior intensidade desse fator de crescimento em todos os dias analisados. Um

modelo experimental®

utilizando 6leo ozonizado evidenciou que a aplicacdo dessa terapia em
flaps cutaneos melhorou a neovascularizacdo das feridas em relacdo ao grupo tratado com
6leo e ao grupo sem tratamento, também pela maior imunomarcacdo de VEGF nos animais
expostos ao Oleo ozonizado. Ademais, a aplicacdo de ozdnio em outros veiculos pode
promover esse efeito, a exemplo do 0zdnio gasoso® em feridas induzidas na gengiva de
porcos, sobretudo na fase inicial do reparo. No referido estudo, a imunomarcacédo de VEGF
ocorreu nas células inflamatdrias, endoteliais e fibroblastos na area da lesdo, tal como

ocorrera nesta pesquisa.
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A ozonioterapia apresenta grande potencial no contexto do reparo de feridas
cutédneas. No entanto, a técnica se mantém controversa quanto a sua confiabilidade entre
profissionais da saude. Nesse sentido, constata-se a necessidade de estabelecer critérios
cientificos quanto ao tratamento de feridas com &gua ozonizada. Ao mesmo tempo, 0s
resultados deste estudo trazem relevante contribuicdo cientifica quanto a acdo bioldgica
benéfica da ozonioterapia. Exemplo disso € a constatacdo de que embora haja descri¢do de
que a meia vida do 0zénio em agua é de nove horas & temperatura ambiente®, a deplecéo do
0zOnio na agua ocorreu de forma muito mais rapida, em questdo de minutos. Assim, é
possivel que tratamentos com agua ozonizada armazenada reflitam resultados inconsistentes
devido a variacdo na concentracdo do gas ozbnio presente na agua, o que pode levar ao
descrédito da técnica. Portanto, pesquisas envolvendo ozonioterapia devem ser rigorosamente

controladas quanto a via de administracdo, ao veiculo e a concentracao do ozonio.

CONCLUSOES

A agua e o 0leo ozonizados nas concentracdes testadas favorecem o processo de
reparo tecidual em feridas cutaneas experimentalmente induzidas em ratos. A dgua ozonizada
na concentracdo de 4,5 mcg/mL potencializa a retracdo da ferida, promove melhor
organizacdo do epitélio e acelera a entrada da cicatrizacdo na fase de maturacdo e
remodelamento, enquanto o éleo ozonizado a concentracdo de 418,48 mEq/kg de perdxidos
promove maior neovascularizacdo durante o reparo tecidual e maior deposicdo de colageno do

tipo | a partir da terceira semana de tratamento.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A ozonioterapia tem sido pesquisada ha tempo em diferentes areas. No que
concerne as feridas cutaneas, essa técnica tem sido mais aceita e bem recebida, sendo amplos
o0s relatos quanto a sua eficiéncia. Inclusive, muitos mecanismos envolvidos na interacdo do
0z0Onio com os tecidos estdo descritos, assim como a dinamica de sua atuagdo na cicatrizacao
de feridas. No entanto, ainda h& grande empirismo quando se trata de estabelecer protocolos
terapéuticos, ndo havendo padronizacdo de doses, tempo de exposicdo e frequéncia das
aplicacbes do ozobnio, seja na forma de agua ou Oleo ozonizados. Isso acaba por gerar
discrepancias nos resultados de diferentes trabalhos, o que demonstra que as possibilidades de
pesquisa nessa area ainda nao esgotaram.

Quanto ao que pudemos analisar, a utilizacdo da dgua ozonizada produziu efeitos
positivos sobre a retracdo da ferida, que ocorreu de forma mais rapida. Ainda que o grupo
GCL tenha obtido resultado matematicamente semelhante, as médias de retracdo das feridas
tratadas com a agua ozonizada se mantiveram mais altas em todos os momentos e, além disso,
na avaliacdo microscopica a ferida dos animais dos demais grupos apresentou maior acantose,
0 que leva a crer que a reepitelizacdo no grupo GA ocorreu de forma mais eficiente e
organizada. Além disso, mostrou maior quantidade de fibras colagenas aos 15 dias, inclusive
com quantidades consideraveis de colageno do tipo |.

Jad o oOleo ozonizado promoveu efeito positivo sobre a neovascularizagdo,
apresentando diferenca dos demais grupos em todos os dias avaliados. A marcacdo de VEGF
nesse grupo foi também a maior em todos os momentos de avaliacdo, com diferenca
estatistica a partir do dia oito. Isso mostra que o tratamento modula positivamente a
neovascularizacdo desde as fases iniciais, 0 que pode variar devido a concentragdo de
peréxidos no 6leo adquirido, tendo em vista que trabalhos com diferentes niveis de peroxido
apresentaram resultados variaveis em diferentes momentos do reparo.

No entanto, € necessario ressaltar que as metodologias entre os artigos publicados
diferem muito: os controles negativos e positivos e até mesmo o tipo de 6leo ou liquidos
ozonizados (e suas respectivas concentracbes de ozonio) escolhidos dificultam tracar
comparagles entre os estudos. Porém, a unanimidade em alguns pontos reitera o potencial
terapéutico do ozonio, restando a padronizacdo das técnicas para consagra-lo na clinica

dermatoldgica como uma terapia efetiva ao tratamento das feridas cutaneas.
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| - Finalidade do projeto de pesquisa: Pesquisa

Il - Identificagéo:

O Data de apresentacdo a CEUA: 29/06/2017

Q Titulo do projeto: Efeito da agua e do dleo ozonizados no reparo tecidual de feridas cutaneas
experimentalmente induzidas em ratos

Pesquisador Coordenador no SAP: Veridiana Maria Brianezi Dignani de Moura

Pesquisador Responsavel/ Unidade: Rafael Cavalcante Sanguanini

Pesquisadores Participantes: N&o ha

Médico Veterinario/CRMV: Rafael Cavalcante Sanguanini/ CRMV 7671

Unidade onde seré realizado: Escola de Veterinaria e Zootecnia - UFG

O000D

111 - Objetivos e justificativa do projeto:
Objetivo geral: Avaliar os efeitos da aplicagdo topica de solugbes ozonizadas na reparagdo tecidual
de feridas cutaneas experimentalmente induzidas em ratos.

Obijetivos especificos: Avaliar quanto ao efeito da dgua ozonizada sobre a reparagdo tecidual de
feridas cutaneas experimentalmente induzidas em ratos.

Avaliar quanto ao efeito do dleo ozonizado sobre a reparacdo tecidual de feridas cutaneas
experimentalmente induzidas em ratos.

Comparar o efeito da dgua ozonizada, do éleo ozonizado e aqueles dos grupos controle positivo
(terapia cicatrizante tépica convencional — creme de alantoina a 0,2%) e negativo (cloreto de sddio a
0,9%) sobre feridas cutaneas experimentalmente induzidas em ratos.
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Acompanhar macroscopicamente e microscopicamente a reparagao tecidual das feridas cutaneas
experimentalmente induzidas em ratos.

Justificativa: Averiguar a eficacia da cicatrizacdo de feridas tratadas com solu¢des ozonizadas, em
contraste com grupos controle positivo e negativo, afim de pesquisar se este tratamento, que possui
vantagens tais como baixo custo, facil aplicacao, auséncia de efeitos adversos e ndo indugao de
resisténcia bacteriana, é uma boa op¢do nos tratamentos de feridas cutaneas.

IV - Sumario do projeto:

QO Discusséo sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do niUmero de animais:
A possibilidade de conhecer e comparar os efeitos dos tratamentos a serem utilizados no reparo
tecidual de feridas cutdneas so é possivel com modelos in vivo.

Q Prevé Projeto Piloto: Ndo

Q Espécie animal utilizada/ nimero total de animais/ Nimero de animais por tratamento ou
grupo experimental: 48 ratos Wistar distribuidos em quatro grupos com 12 animais cada, sendo
Grupo agua (GA), Grupo dleo (GO), Grupo alantoina (GAl), Grupo cloreto (GCl).

QO Descricdo do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar nimero por
sexo0)/ peso e/ou idade etc): 48 ratos Wistar machos com 275g.

O Fonte de obten¢do do animal: Biotério Central ICB-UFG

O Descricdo das instalagdes utilizadas e numero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacdo/hidratacdo: Os animais serdo mantidos na Unidade de
Experimentacdo Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goiads, a
temperatura média de 252C, com umidade relativa do ar de aproximadamente 60%, em
ambiente com ventilagdo (que ndo incide diretamente sobre os animais) e ciclo de iluminagdo de
12 horas claro/12 horas escuro. Os animais serdo distribuidos 3 a 3, em caixa para ratos, medindo
41,4 cm de comprimento x 34,4 cm de largura x 16,8 cm de altura. Sera fornecida agua e ragao
comercial prépria para a espécie, a vontade, e maravalha autoclavada como cama. Como
enriquecimento ambiental serdo confeccionadas tocas e materiais para os animais roerem
(bloguinhos de madeira).

Q Utilizagdo de agente infeccioso/gravidade da infecgdo a ser observada e anélise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: Nao serdo utilizados agentes infecciosos. Como riscos os pesquisadores
apontam mordedura por parte dos animais. Para evitar isso, todos os envolvidos na manipulacao
dos animais passarao por treinamento prévio com o manejo desses animais.

O Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Os animais, apds periodo de adaptagdo,
passardo por procedimento de inducgdo de feridas cutaneas utilizando protocolo de anestesia
inalatéria (isoflurano) e protocolo de analgesia com farmaco opidide cloridrato de tramadol, por
trés dias no pdésoperatério. Os animais serdo divididos em quatro grupos para tratamento (Grupo
agua ozonizada, Grupo dleo ozonizado, Grupo alantoina e Grupo cloreto), que serdo realizados
diariamente, uma vez ao dia. Antes da aplicacdo dos tratamentos, os animais, ja contidos,
passardo por procedimento de planimetria (que consiste em posicionar um filme transparente
sobre a ferida e demarcar a 4rea com caneta) para acompanhamento macroscépico da
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cicatrizacdo. Para analise microscépica, trés animais de cada grupo serdao submetidos a eutanasia
nos momentos trés, oito, 15 e 22 dias apds a inducdo das feridas, e uma amostra de pele
contendo tecido cicatricial sera encaminhada para analise histopatoldgica. O descarte de
carcacas sera feito por incineragao.

Q Meétodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais antes,
durante e ap6s a pesquisa. Pontos Finais Humanitarios: Os animais serdo observados
diariamente por periodo aproximado de 5 minutos (no minimo) para determinacdo de
comportamentos ou sinais de dor, tais como piloerecdo, cifose vertebral, diminuicdo do
comportamento exploratério, diminuicdo do consumo de agua e/ou alimento, auto-mutilacdo,
vocalizagdo a palpagdo da area com a ferida (dorso), agressividade, entre outros. Caso
constatado, o protocolo de analgesia e manejo serao revisados.

Grau de invasividade: GI 2

Material utilizado em outros projetos: Nao

Meétodo de eutanasia: Sobredose de isoflurano

Destino do animal: Apds o procedimento de eutandsia, os animais serdo colocados em sacos
plasticos e levadas até a camara fria do Setor de Patologia Animal da EVZ-UFG. A incinerag¢do dos
caddveres ocorrerd de acordo com o cronograma estabelecido no Setor de Patologia Animal.

O00O0

V — Comentarios do relator frente as orientacdes da CEUA:

O Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UFG: Os pesquisadores apresentaram todos os
documentos necessarios.

O Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: Os pesquisadores
apresentaram de forma clara e objetiva todos os detalhes de manejo e cuidado com os animais
durante o periodo experimental.

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentacgdo apresentada a CEUA, consideramos o projeto APROVADO.

Informac&o aos pesquisadores:

Reiteramos a importancia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que a pesquisadora
responsavel devera encaminhar a CEUA-PRPI-UFG o Relatério Final baseado na conclusdo do estudo
e na incidéncia de publicacdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n2. 11.794 de
08/10/2008, e Resolucdo Normativa n2. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentac¢do Animal-CONCEA. O prazo para entrega do Relatério é de até 30 dias apds o
encerramento da pesquisa, a qual esta prevista para finalizar suas a¢des até 31 de agosto de 2019.
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