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FERREIRA, G. M. Avaliacdo da Vibracdo de Corpo Inteiro, isolada ou
associada ao bagging de ozbénio ou Oleo de girassol ozonizado, na
cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos. Botucatu, 2020. 49p. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia Animal — Cirurgia de Pequenos Animais) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista (UNESP).

RESUMO: O estudo teve como objetivo avaliar a Vibracdo de Corpo Inteiro
(VCI), isolada ou associada ao Bagging de oz6nio ou 6leo de girassol ozonizado,
na cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos. Foram utilizados 96 ratos Wistar
higidos com 14 semanas de idade, e massa corporea entre 365 e 370 gramas.
Feridas de 3 cm de diametro foram realizadas na regido dorsal sob anestesia.
Os ratos foram divididos por sorteio randomizado em seis grupos de 16 animais,
de acordo com o tratamento da ferida e uso ou ndo da VCI: Grupo 1 — solucéo
salina (0,9%); Grupo 2 —ratos submetidos a VCI; Grupo 3 (G3) — 6leo de girassol
ozonizado; Grupo 4 — bagging do gas de o0zbnio; Grupo 5 — 6leo de girassol
ozonizado e VCI; Grupo 6 - bagging do gas de ozbénio e VCI. As variaveis
analisadas incluiram: avaliacdo clinica, tensiométrica e histologica; e
mensuracao das feridas. Foi identificada uma diminuicéo significativa das areas
das feridas e aumento significativo da contragéo das feridas em todos os grupos,
com menor area e maior contracdo nas feridas do G6. Foi evidenciado aumento
significativo somente na forca tensil do grupo G5. Diferencas significativas
estiveram presentes no sétimo dia de tratamento em relacdo a intensidade do
infiltrado inflamatorio intenso (neutrofilos) no G1, e intensidade leve (neutréfilos
e macrofagos) nos grupos G2, G4 e G6. A associacdo da VCI e bagging do gas
ozobnio ou Oleo de girassol ozonizado foi mais efetivo em relacdo ao tratamento

isolado na cicatrizacao de feridas cutaneas de ratos higidos.

Palavras-chave: pele, plataforma vibratéria, 0zonio, trauma, vibracdo mecanica.



FERREIRA, G. M. Evaluation of Whole-Body Vibration, alone or associated
with ozone bagging or ozonated sunflower oil in cutaneous wound healing
in rats. Botucatu, 2020. 49p. Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia Animal —
Cirurgia de Pequenos Animais) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the Whole-Body Vibration (WBYV),
isolated or associated with ozone Bagging or ozonated sunflower oil, in the
healing of skin wounds in rats. Ninety-six healthy Wistar rats aging of 14 weeks
and weighing between 365 and 370 grams. Wounds of 3 cm in diameter were
performed on the dorsal region under anesthesia. The rats were divided by
random drawing into six groups of 16 animals, according to the treatment of the
wound and the use or not of WBV: Group 1 - saline solution (0.9%); Group 2 -
rats submitted to WBV; Group 3 (G3) - ozonized sunflower oil; Group 4 - ozone
bagging; Group 5 - ozonated sunflower oil and WBYV; Group 6 - ozone bagging
and WBYV. The analyzed variables included: clinical, tensiometric and histological
evaluation; and measurement of wounds. Significant decrease in wound areas
and significant increase in wound contraction were identified in all groups, with a
smaller area and greater contraction in the wounds of G6. Significant increase in
tensile strength was observed only in G5, and statical differences were present
on the 7t day of treatment in relation to the intense inflammatory infiltrate
(neutrophils) in G1, and mild intensity (neutrophils and macrophages) in groups
G2, G4 and G6. The association of WBV and ozone bagging or ozonated
sunflower oil was more effective in relation to the isolated treatment in the healing

of cutaneous wounds of healthy rats.

Keywords: skin, vibrating platform, ozone, trauma, mechanical vibration.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A cicatrizacdo € um conjunto de eventos celulares coordenados e
dindmicos que tem por objetivo restituir o tecido lesionado na sua forma funcional
e morfoldgica, sendo dividido em trés fases principais: inflamacao, proliferacao
e remodelacédo (OLIVEIRA e DIAS, 2012). O processo cicatricial pode ocorrer de
forma fisiologica sem o uso de produtos ou equipamentos que acelerem a
cicatrizacdo, porém quando a ferida é tratada ocorre uma cicatrizacao de forma
mais rapida, sem prejuizo na qualidade do tecido cicatricial final, evitando-se
contaminacdes e infeccdes (ROCHA e REIS, 2005; MORSCHBACHER et al.,
2011).

Atualmente, varias terapias integrativas e alternativas sdo estudadas
na area da cicatrizacdo, como alternativas economicamente viaveis, menos
invasivas, com efeitos colaterais minimos e com auséncia de contaminacgao
ambiental com seus residuos (MALAGUTTI e KAKIHARA, 2010; OLIVEIRA e
DIAS, 2012).

Os protocolos de tratamento de feridas cutaneas baseadas em
energia mecanica local, como a laserterapia, terapia com ultrassom, terapia por
vibracdo, entre outras, sdo frequentemente utilizadas no intuito de modificar o
ambiente celular e bioquimico e, consequentemente, estimular a angiogénese e
formacdao do tecido de granulacdo (ENNIS et al., 2008; WEINHEIMER-HAUS et
al., 2014; YU et al., 2017). A Vibracdo de Corpo Inteiro (VCI) € um estimulo
mecanico vibratorio gerado por plataformas vibratérias (PV), que se difunde por
todo corpo de forma uniforme e sincronizada, sendo utilizada no tratamento de
diversas afeccdes em pacientes humanos (RITTWEGER, 2010; COCHRANE,
2011), e na cicatrizagéo de feridas (ARASHI et al., 2010; MAHRAN et al., 2013;
WEINHEIMER-HAUS et al., 2014; SARI et al., 2015; YU et al., 2017).

Por sua vez, a ozonioterapia € uma terapia integrativa que induz um
estresse oxidativo suficiente para desencadear uma acao antioxidante fisiologica
pelo organismo, e fornece maior quantidade de oxigénio para os tecidos (BOCCI,
2011). Ela tem-se demonstrado eficiente no tratamento de feridas extensas e de
dificil cicatrizacdo, sendo de baixo custo e com efeitos colaterais minimos
(BOCCI, 2007).



Estudos relacionados com o uso da VClI, isolada ou associada com a
ozonioterapia na cicatrizacdo de feridas ndo contaminadas em animais higidos
estdo ausentes na literatura. Neste contexto, o presente estudo tem como
objetivo avaliar a acao cicatrizante da VCI, isolada ou associada ao Bagging de
ozbnio ou 6leo de girassol ozonizado, na cicatrizacdo de feridas cutaneas,
utilizando o rato Wistar higido como modelo experimental de curta duragcédo. A
hipotese é que a associacao da terapia de vibracdo e ozonioterapia topica seja
mais benéfica na cicatrizacdo de feridas cutdneas em ratos Wistar em relagéo a
solucéo salina (0,9%) e a terapia de vibrac&o e ozonioterapia isoladas.

O estudo se justificou visto ndo existirem até o momento referéncia na
literatura sobre o uso da VCI e da ozonioterapia, isolados ou associados, na
cicatrizacdo de feridas cutdneas ndo contaminadas de ratos higidos, e assim
justificando o seu ineditismo. Por outro lado, as terapias que usam vibracao
mecanica e 0 gas oz6nio possuem baixo custo, efeitos colaterais minimos, e
auséncia de descarte de residuos favorecendo a sustentabilidade ambiental.

A presente dissertacao gerou dois artigos cientificos intitulados:

1. Avaliacéo da Vibracéo de Corpo Inteiro, isolada ou associada ao Bagging
de ozbnio ou 6leo de girassol ozonizado, na cicatrizacao de feridas cutaneas em
ratos;

2. Avaliacdo do estresse oxidativo e citocinas inflamatérias em feridas
cutaneas de ratos tratadas com Vibracao de Corpo Inteiro, isolada ou associada
ao Bagging de ozdnio ou 6leo de girassol ozonizado.

O primeiro artigo serd enviado de imediato, e o segundo apoés
determinacao laboratorial da atividade oxidativa e inflamatoéria.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Pele

A pele é o maior 6rgdo dos mamiferos, e atua na protecdo contra
estimulos externos deletérios para o organismo, tornando sua capacidade de
reparo essencial para a manutencao da vida (OLIVEIRA e DIAS, 2012; SZWED
e SANTOS, 2015).

Ela é constituida por epitélio superficial ou epiderme, derme e
hipoderme (tecido adiposo subcutaneo) (PIRIS e LIMA, 2014). A epiderme é uma
estrutura dindmica e formada por um epitélio escamoso estratificado que se
desenvolve do ectoderma do embrido, e o seu tecido conjuntivo deriva de tecido
conjuntivo frouxo embrionario indiferenciado (PIRIS e LIMA, 2014). As principais
funcdes incluem: protecdo contra agressoes externas e desidratacao; e excrecao
de toxinas (LIMONTA et al., 2017). A derme localiza-se na regido mais profunda
da pele, sendo formada pela camada papilar superficial e reticular profunda
(PIRIS e LIMA, 2014). Na camada papilar estdo presentes as terminacdes
nervosas, receptores sensoriais, fibroblastos e fibrécitos, neutréfilos, eosinofilos,
linfécitos, mondcitos, macrofagos e mastocitos (PIRIS e LIMA, 2014; LIMONTA
et al., 2017). Por sua vez, a camada reticular € formada por feixes de fibras
colagenas, tecido conectivo denso com vasos sanguineos, foliculos pilosos,
nervos, glandulas sebaceas e sudoriparas (LIMONTA et al., 2017). Finalizando,
a hipoderme tem na sua composi¢ao o tecido conjuntivo frouxo e adiposo (PIRIS
e LIMA, 2014; LIMONTA et al., 2017).

2.2. Cicatrizacao

O objetivo final da reparacdo de uma ferida esta inserido na
restauragdo da fungéo e estrutura normal da pele ou mucosa ap6s um trauma,
na qual as células se dividem e migram, sendo iniciado por meio da acdo de
fatores de crescimento (CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA e DIAS, 2012). Essa
reparacao ocorre por regeneracao e por cicatrizacédo, que depende do tipo de
tecido traumatizado e do grau desse trauma (CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA

e DIAS, 2012). Na regeneragéao ocorre substituicdo do tecido lesado pelo mesmo



tipo de tecido, enquanto que na cicatrizacdo ocorre propagacdo de tecido
conectivo fibroso (CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

A cicatrizacdo de feridas é definida como sendo um processo integro
e complexo, que consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos
celulares, bioquimicos e moleculares que interagem entre si para que ocorra a
reconstituicdo do tecido lesionado (OLIVEIRA e DIAS, 2012). Ela classifica-se
em trés fases: fase inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo (CAMPOS et al.,
2007; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

2.2.1. Fases da cicatrizacao

Apdés a lesdo tecidual, ocorre a laceracdo dos vasos e O
extravasamento dos elementos sanguineos, fazendo com que haja contato com
as substancias da matriz extracelular e liberacdo dos mediadores vasoativos,
promovendo vasoconstricdo imediata (CAMPOS et al., 2007; MENDONCA e
NETTO, 2009; OLIVEIRA e DIAS, 2012). Ap6s a vasoconstricdo ocorre a
migracao das plaguetas para regido lesionada e consequentemente hemostasia
(CAMPOS et al.,, 2007). Essas plaquetas liberam fatores de crescimento,
citocinas e elementos da matriz extracelular, para composicdo do coagulo,
protegendo de agentes exdgenos que possam penetrar na lesdo, como também
evitando a perda de sangue e fluidos para o meio extravascular (MENDONCA e
NETTO, 2009).

Fase inflamatoria

A fase inflamatéria é caracterizada por vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, migracédo celular e mediadores inflamatérios para a
lesdo, producdo de proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(OLIVEIRA e DIAS, 2012). Esse grupo celular inclui os leucdcitos
polimorfonucleares (neutrofilos) e os macrofagos derivados dos mondcitos
(MENDONGCA e NETTO, 2009; OLIVEIRA e DIAS, 2012). Nas primeiras 24 e 48
horas os neutréfilos sédo significativamente predominantes na ferida e séo
responsaveis pela fagocitose de bactérias, de corpos estranhos e de fragmentos

celulares; preparam a ferida para a fase proliferativa visto que sao fonte de



mediadores bioquimicos e de fatores de crescimento; e persistem na lesdo por
cerca de trés dias apo6s o trauma (OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Por outro lado, os mondcitos transformam-se em macrofagos 24 a 48
horas ap6s a lesdo, e entre o terceiro e quinto dia, ocorre a liberacdo da
colagenase (MENDONCA e NETTO, 2009). As funcdes dos macrofagos
incluem: remocéao do tecido necrotico, de agentes infecciosos e de fragmentos
gque possam atrasar a cicatrizacdo; inducdo da liberagdo de citocinas
[interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (FNT-a), e Interferon gama
(IFN-Y)] e do fator de crescimento de fibroblastos 2 (FCF2) e transformador beta
(FCT-B) (OLIVEIRA e DIAS, 2012). As citocinas e os fatores de crescimento
coordenam a formacédo do tecido de granulagdo, angiogénese, fibroplasia e
sintese de matriz extracelular, dando inicio a fase proliferativa (MENDONCA e
NETTO, 2009; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Na fase precoce da cicatrizagdo ocorre deposicado de fibronectina e
acido hialurénico, desencadeando um ambiente favoravel para a propagacao
celular, e com o avanco do processo ocorre modificagdo para proteoglicanos
(BALBINO et al., 2005). A acdo antimicrobiana da fase inflamatéria € garantida
pelos neutréfilos, por meio da producéo de radicais livres de oxigénio, e pelos
macrofagos por meio do aumento da sintese de Oxido nitrico, que reage com
perdxidos gerando um agente muito mais potente que o primeiro (BALBINO et
al., 2005).

Fase proliferativa

Esta fase inicia-se em média no quarto dia apdés a leséo, podendo
durar até 15 dias (BALBINO et al.,, 2005; CAMPOS et al., 2007). Ela é
caracterizada por quatro etapas fundamentais: epitelizacdo, angiogénese,
formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno (BALBINO et al.,
2005; OLIVEIRA e DIAS, 2012). A epitelizacdo inicia-se apés a lesdo, sendo
caracterizada pela movimentacao das células epiteliais da margem e do centro
da ferida, com duracdo em média de trés dias (BALBINO et al., 2005; CAMPOS
et al., 2007). A angiogénese é estimulada pela presenca do FNT-a e do fator de
crescimento endotelial vascular (FCEV) sobre as células endoteliais dos vasos,
e pela baixa tens&o de oxigénio que ocorre no centro da ferida (BALBINO et al.,

2005). Os componentes da matriz extracelular sdo organizados para que ocorra



a migracao de células endoteliais e formacédo de novos capilares (BALBINO et
al., 2005). A formacéo de novos vasos sanguineos é essencial para dar inicio a
formacao tecido de granulacdo, que é formado por fibroblastos, estes produzem
a fibronectina e o coldgeno, e por células endoteliais (BALBINO et al., 2005;
CAMPOS et al.,, 2007; MENDONCA e NETTO, 2009). Por sua vez, 0s
fibroblastos sdo ativados pelo fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), e a producéo do coladgeno tipo | e sua transformagdo em miofibroblastos
é estimulada pelo FCT- colageno tipo | (BALBINO et al., 2005; OLIVEIRA e
DIAS, 2012). Os miofibroblastos promovem a contracdo da ferida, dando inicio
a fase de remodelacao (BALBINO et al., 2005).

Fase remodelativa

A fase de remodelacado, ou de maturagéo, pode durar até 12 meses e
finaliza o processo cicatricial da ferida, sendo caracterizada pela degradacéo do
colageno tipo lll, presente em maior quantidade no tecido de granulacdo, para
dar origem ao colageno tipo I, que inicialmente € um coldgeno mais fino, e com
o tempo é reabsorvido e substituido por um coldgeno mais espesso (OLIVEIRA
e DIAS, 2012). Durante esta fase ocorre reorganizacao das fibras colagenas de
forma aleatdria, para uma organizacao em linha, e regressao endotelial por meio
da diminuicdo progressiva da neovascularizacdo (BALBINO et al., 2005). Doze
meses apos a lesdo é identificado um coldgeno menos organizado em relacéo a
pele integra, diminuicdo da quantidade dos fibroblastos e dos elementos do
tecido conjuntivo (CAMPOS et al., 2007).

2.3. Vibragéo de Corpo Inteiro

A Vibracédo de Corpo Inteiro (VCI) é definida como sendo estimulos
vibratorios sincronizados que se propagam por todo corpo, e gerados por
plataformas vibratorias (PV) (COCHRANE, 2011). Aléem de ser usada na
fisioterapia e/ou reabilitacdo de pacientes humanos com afeccgdes articulares, e
entre outros (COCHRANE, 2011; RITTWEGER, 2010), a VCI foi utilizada na
cicatrizacao de feridas de pacientes humanos e ratos diabéticos (ARASHI t al.,
2010; MAHRAN et al., 2013; WEINHEIMER-HAUS et al., 2014; YU et al. 2017),

e em feridas profundas de ratos higidos (SARI et al., 2015). Além disso, outros



estudos demonstraram aumento do fluxo sanguineo da pele devido a VCI em
pacientes humanos (LOHMAN et al., 2007; MALONEY-HINDS et al., 2008;
JOHNSON et al., 2014).

Na Medicina Veterinaria, a VCI foi usada no tratamento de metrite
purulenta em cadela (SANTOS et al., 2017b). Paralelamente, estudos dos efeitos
da vibracdo mecanica foram realizados em pinguins (SANTOS et al., 2016),
cavalos e bovinos (CARSTANJEN et al., 2010; CARSTANJEN et al., 2013;
HALSBERGHE et al., 2016; HALSBERGHE et al., 2017) e em céaes (FREIRE et
al., 2015; SANTOS et al, 2017a; GOMES et al., 2018; SANTOS et al., 2019;
NAGAI et al., 2020).

No estudo realizado por Mahran et al. (2013) identificaram melhoria
na cicatrizacdo de Ulcera do pé em pacientes humanos diabéticos tipo 2,
submetidos a trés sessodes diarias de 15 minutos de VCI (47 Hz) durante 30 dias.
Essa melhora foi associada ao aumento do suprimento sanguineo na regido pela
vasodilatacdo induzida pela terapia por vibracdo. Griffin et al. (2006)
referenciaram que a vasodilatacao induzida pela VCI est4 associada as tensdes
mecanicas de compressdo e alongamento das células endoteliais devido a
mecanotransducdo, sendo regulada principalmente pelo oOxido nitrico,
considerado um potente vasodilatador. Por outro lado, Caselli et al. (2006)
relacionaram a vasodilatacdo com o reflexo axonal vasodilatador microvascular
gue ocorre quando um tecido é lesado, e a vibracdo pode induzir impulsos via
receptores distribuidos na superficie da pele, resultando na liberacdo da
substéancia P e calcitonina que possuem propriedades vasodilatadoras.

Por sua vez, Weinheimer-Haus et al. (2014) realizaram um estudo
com feridas cutaneas de ratos diabéticos submetidos a sessdes diarias de baixa
intensidade de VCI (45 Hz, 30 minutos), durante 14 dias. Os autores
identificaram uma diminuicéo significativa de neutréfilos e de neovascularizacao,
e um aumento significativo de macréfagos nas feridas dos ratos submetidos a
VCI, sete e 15 dias apdés a inducdo das feridas. Esses resultados foram
associados com o aumento dos fatores de crescimento e quimiocinas (fator de
crescimento semelhante a insulina-1, FCEV e proteina quimiotatica-1 de
mondocitos), determinando um efeito anabolico da vibragdo mecéanica na

cicatrizacao de feridas com a aceleracéo da fase proliferativa.



Com relacéo as feridas ndo contaminadas foi identificada uma acao
da VCI (sess0Oes diarias de 15 minutos com 47 Hz durante 14 dias) por meio da
desregulacéo da matriz fator-1 induzivel por hipoxia do eixo da metaloproteinase
em feridas profundas de ratos higidos (SARI et al., 2015).

Efeitos indesejados associados a terapia por vibracdo em pacientes
humanos foram relatados pela literatura. Jordan et al. (2005) referenciaram
hemorragia vitrea espontadnea em paciente humano duas semanas apoés a
sessdo Unica de 20 minutos de VCI. Monteleone et al. (2007) identificaram
nefrolitiase assintomatica e hidronefrose em corredora amadora 12 horas apos
sessdao de cinco minutos de terapia vibracional. Por sua vez, Franchignoni et al.
(2013) reportaram hemataria em corredor de elite apds o treinamento com VCI
(30 Hz) com protocolo de cinco repeticbes de um minuto. Porém, em todos os

casos 0s sintomas clinicos desapareceram apdés o término do estimulo vibratorio.

2.4. Ozonioterapia

O gas ozobnio foi descoberto no inicio do século XIX e caraterizado por
ser uma substancia incolor e com odor acre e formada por trés atomos de
oxigénio em uma estrutura dinamicamente instavel (Di PAOLO et al., 2004). E
considerado um gas reativo e toxico, principalmente no sistema respiratorio e
nos olhos (Di PAOLO et al., 2004; BOCCI, 2007). Contudo, em condi¢cfes
controladas pode ser terapéutico visto que desencadeia uma cascata de
compostos quimicos que atuam em multiplos alvos celulares (Di PAOLO et al.,
2004; BOCCI, 2007; BOCCI, 2011).

Para o uso clinico do gas oz6énio existem diversos tipos de geradores
do gés, nos quais a variacdo de voltagem permite fornecer a quantidade
necessaria de energia para promover a reacao de dissociacdo dos atomos de
oxigénio puro em duas moléculas de oxigénio, de modo que as mesmas reajam
com outras moléculas de oxigénio e formem o composto desejado com uma
concentracdo especifica (Di PAOLO et al., 2004; SANCHEZ, 2008; BOCCI,
2011).

O gas 0z6nio ao entrar em contato com fluidos organicos interage com
as substancias presentes no local que atuam como doadores de elétrons e

sofrem oxidagdo, resultando na formacdo de espécies reativas de oxigénio
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(EROs) e lipidioperoxidos (LOPSs), responsaveis por desencadear as reacdes
biogquimicas subsequentes (Di PAOLO et al., 2004; BOCCI, 2011). As EROs séo
instaveis, com meia vida menor que os LOPs, mas capazes de interagir com
componentes celulares apresentando efeitos terapéuticos benéficos ou
prejudiciais, de acordo com a concentracdo (Di PAOLO et al., 2004; BOCCI,
2007; BOCCI, 2011).

A ozonioterapia € usada em pacientes humanos para tratar afeccbes
infecciosas e isquémicas, osteoartrose, cicatrizacao de feridas extensas, entre
outros (BOCCI, 2007). Para o uso terapéutico é realizado uma mistura de 0zonio
e oxigénio com limite de 5% de o0z6nio e 95% de oxigénio (Di PAOLO et al.,
2004), variando a sua quantidade e concentracéo de acordo com a afec¢ao e via
de administracdo (BOCCI, 2007; BOCCI, 2011). Pela sua versatilidade, o gas
ozobnio pode ser administrado por diferentes vias: auto-hemoterapia, insuflacédo
retal, via intraperitoneal, exposicdo direta em lesdes cutaneas, aplicacdo topica
de Oleos vegetais (girassol, jojoba e azeite) ozonizados, via intra-articular, via
intramuscular, via subcutanea, via miofacial, entre outras (Di PAOLO et al.,
2004).

O mecanismo de acdo no processo cicatricial esta associado com a
aceleracdo da fase proliferativa e de remodelacéo, pela oxigenacao dos tecidos
e aumento do aporte de oxigénio (BOCCI, 2011). Contudo, os efeitos toxicos
estdo associados com a via e velocidade de administracdo; volume e
concentracdo; e uso de materiais de latex (Di PAOLO et al., 2004, BOCCI, 2007).
Essa terapia é contraindicada em gestantes; pacientes com hipotireoidismo e
trombocitopenia; e pacientes cardiopatas (BOCCI, 2007).

2.4.1. Bagging de gas ozbnio

A técnica do bagging consiste no uso de um saco hermeticamente
fechado onde o gas ozonio € inserido em altas concentracdes, entrando em
contato direto com o leito da ferida a ser tratada ou diretamente com a pele, na
forma de géas (Di PAOLO et al., 2004; BOCCI, 2007; BOCCI, 2011).

Franco et al. (2019) realizaram um estudo sisteméatico entre os anos
de 2005 a 2015 sobre o uso do gas 0z6nio no tratamento de feridas cutaneas
em pacientes humanos. Os autores identificaram 118 artigos, dos quais quatro

foram inclusos no estudo, sendo que a maioria dos artigos analisados se referiu
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a aplicacdo do gas ozbnio em Ulceras de pé diabético, demonstrando melhorias

na cicatrizacao.

2.4.2. Oleo ozonizado

O gas ozbnio pode ser incorporado em diferentes veiculos que
possuam acao cicatrizante, como os 0leos vegetais (Di PAOLO et al., 2004). O
Oleo de girassol é considerado um dos melhores veiculos por ter maior
concentracdo de substancias que agem na cicatrizacdo, como: acidos graxos
essenciais (acido oleico, acido linoleico e acido linolénico); além de possuir
vitaminas A e E (Di PAOLO et al., 2004; BOCCI, 2007).

Sanchez (2008) utilizou o 6leo de girassol ozonizado a cada 12 horas
no tratamento de ferida incisiva traumatica em porquinho da india (Cavia
porcellus), e evidenciou oclusdo da ferida oito dias ap06s o inicio do tratamento.
Estudo realizado por Valacchi et al. (2011) avaliou os efeitos terapéuticos de trés
graus diferentes de 6leo de gergelim ozonizado em feridas cutédneas de
camundongos durante 14 dias. Os autores observaram que as feridas tratadas
com o Oleo de gergelim moderadamente ozonizado possuiram uma taxa de
oclusdo mais rapida nos primeiros sete dias, com maior resposta das células
envolvidas no reparo de feridas, maior angiogénese, bem como um aumento dos

fatores de crescimento endotelial vascular e expresséo da ciclina D1.
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TRABALHO CIENTIFICO

Artigo cientifico a ser enviado para a PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA
Normas: http:// http://www.pvb.com.br/portal/normas

O presente trabalho cientifico sera traduzido para a lingua inglesa para submisséo. O
corpo do texto foi formatado de acordo com as normas de submissao da revista, com

excecdo das figuras e legendas que estdo inseridas no texto para facilitar a leitura.

VIBRACAO DE CORPO INTEIRO, ISOLADA OU ASSOCIADA AO BAGGING DO GAS
0ZONIO OU OLEO DE GIRASSOL OZONIZADO, NA CICATRIZAGAO DE FERIDAS
CUTANEAS EM RATOS

RESUMO.- [Vibragao de corpo inteiro, isolada ou associada ao bagging do gas
0zonio ou dleo de girassol ozonizado, na cicatrizacido de feridas cutaneas em
ratos.]. O estudo teve como objetivo avaliar a Vibracao de Corpo Inteiro (VCI),
isolada ou associada ao bagging do gas 0zonio ou 6leo de girassol ozonizado, na
cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratos. Foram utilizados 96 ratos Wistar higidos
com 14 semanas de idade, e massa corpérea entre 365 e 370 gramas. Feridas de 3
cm de didmetro foram realizadas na regido dorsal sob anestesia. Os ratos foram
divididos por sorteio randomizado em seis grupos de 16 animais, de acordo com o
tratamento da ferida e uso ou ndo da VCI: Grupo 1 - solugdo salina (0,9%); Grupo 2
-ratos submetidos a VCI; Grupo 3 (G3) - 6leo de girassol ozonizado; Grupo 4 -
bagging do gas de ozonio; Grupo 5 - 6leo de girassol ozonizado e VCI; Grupo 6 -
bagging do gas de o0zonio e VCI. As variaveis analisadas incluiram: avalia¢do clinica,
tensiométrica e histolégica; e mensuracdo das feridas. Foi identificada uma
diminuicdo significativa das areas das feridas e aumento significativo da contragdo
das feridas em todos os grupos, com menor area e maior contracdo nas feridas do
G6. Foi evidenciado aumento significativo somente na forga tensil do grupo G5.
Diferencas significativas estiveram presentes no sétimo dia de tratamento em
relacdo a intensidade do infiltrado inflamatério intenso (neutréfilos) no G1, e
intensidade leve (neutréfilos e macréfagos) nos grupos G2, G4 e G6. A associacao da
VCl e bagging do gas ozonio ou 6leo de girassol ozonizado foi mais efetivo em relacdo
ao tratamento isolado na cicatrizacao de feridas cutdneas de ratos higidos.

TERMOS DE INDEXACAO: pele, plataforma vibratéria, ozo6nio, trauma, vibragao
mecanica.

INTRODUCAO

A cicatrizacdo é um conjunto de eventos celulares coordenados e dindmicos que tem
como objetivo restituir o tecido lesionado, sendo dividido em trés fases principais:
inflamacao, proliferacdao e remodelacdo (Oliveira & Dias 2012). Ela pode ocorrer de
forma fisioldgica, sem o uso de produtos ou equipamentos que acelerem a
cicatrizagdo, porém quando é tratada, o processo cicatricial ocorre de forma mais
rapida sem interferir na qualidade do tecido cicatricial final e com melhores
resultados estéticos (Rocha & Reis 2005, Morschbacher et al. 2011).
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Atualmente, varios equipamentos e produtos sdo estudados area da
cicatrizagdo como alternativas economicamente vidveis, menos invasivas, efeitos
colaterais minimos e auséncia de contaminacdo ambiental com seus residuos
(Malagutti & Kakihara 2010, Oliveira & Dias 2012). Os protocolos de tratamento de
feridas cutaneas baseadas em energia mecanica local, como a laserterapia, terapia
com ultrassom, vibracao mecanica, entre outras, sdo frequentemente utilizadas no
intuito de modificar o ambiente celular e bioquimico e, consequentemente,
estimular a angiogénese e formacdo do tecido de granulacao (Ennis et al. 2008,
Weinheimer-Haus et al. 2014, Yu et al. 2017).

A Vibracao de Corpo Inteiro (VCI) é um estimulo mecanico gerado por
plataformas vibratorias (PV) e que se difunde por todo corpo de forma uniforme e
sincronizada, e é utilizada no tratamento de diversas afec¢des em pacientes
humanos (Rittweger 2010, Cochrane 2011), e na cicatrizacdo de feridas (Arashi et
al. 2010, Mahran et al. 2013, Weinheimer-Haus et al. 2014, Sari et al. 2015, Yu et al.
2017).

O efeito cicatrizante induzido pela VCI foi associado com aumento do
suprimento sanguineo na ferida devido a vasodilata¢do induzida pelo processo de
mecanotransducdo pelas tensdes mecanicas de compressdo e alongamento das
células endoteliais (Griffin et al. 2006, Mahran et al. 2013). Contudo, Caselli et al.
(2006) relacionaram essa vasodilatacido com o reflexo axonal vasodilatador
microvascular que ocorre quando um tecido é submetido a vibracdo mecanica, e
desse modo induz impulsos via receptores distribuidos na superficie da pele,
resultando na liberacdo da substiancia P e calcitonina que dilatam os vasos
sanguineos.

Por sua vez, a ozonioterapia é uma terapia que induz um estresse oxidativo
suficiente para desencadear uma ac¢do antioxidante fisioldgica pelo organismo, e
fornece maior quantidade de oxigénio para os tecidos (Bocci 2011). Ela tem-se
demonstrado eficiente no tratamento de feridas extensas e de dificil cicatrizagao,
sendo de baixo custo e com efeitos colaterais minimos (Bocci 2007). O efeito
cicatrizante dessa terapia foi relacionado com maior angiogénese, bem como um
aumento dos fatores de crescimento endotelial vascular e expressado da ciclina D1,
proteina presente em neovascularizagdes (Valacchi et al. 2011).

Estudos relacionados com o uso da VCI, isolada ou associada com a
ozonioterapia na cicatrizagdo de feridas nao contaminadas em animais higidos estao
ausentes na literatura. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar
a Vibracao de Corpo Inteiro, isolada ou associada ao bagging de oz6nio ou 6leo de
girassol ozonizado, na cicatriza¢do de feridas cutaneas ndo contaminadas induzidas
cirurgicamente, utilizando o rato Wistar como modelo experimental de curta
duracdo. A hipotese é que a associacao da terapia por vibragdo e ozonioterapia
topica seja mais benéfica na cicatrizacao de feridas cutdneas de ratos em relacao a
solucao salina (0,9%) e a terapia de vibragdo e a ozonioterapia tdpica isolada.

O estudo se justificou visto ndo existirem até o momento referéncias na
literatura do uso da VCI e da ozonioterapia, isolados ou associados na cicatrizacdo
de feridas cutdneas nao contaminadas de ratos higidos, e assim justificando o seu
ineditismo. Por outro lado, as terapias que usam vibracdo mecanica e gas oz6nio
possuem baixo custo, minimo descarte de residuos favorecendo a sustentabilidade
ambiental, e efeitos colaterais minimos.
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MATERIAL E METODOS
Animais e ambiente de experimentagdo

A metodologia adotada no presente trabalho foi analisada pela CAmara de Etica de
Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) - Botucatu, Sao
Paulo (SP) (0176/2018).

Foram utilizados 96 ratos higidos da espécie Rattus novergicus, linhagem
Wistar, albinos, heterogenéticos, machos ndo submetidos a contracepgao cirurgica,
com 14 semanas de idade, e massa corporea entre 365 e 370 gramas. Os ratos foram
adquiridos do Biotério Central (Unesp, Botucatu, SP), onde previamente foram
submetidos aos protocolos de higidez determinados pelo biotério. Todos os ratos
foram submetidos a vermifugacdo com ivermectina (1%) na quantidade de 0,1mL
diluida em 100mL de &gua potavel em bebedouro individual, a cada sete dias,
durante duas semanas, antes de serem encaminhados para o local de estudo.

O estudo foi realizado na Unidade de Pesquisa Experimental (Unipex),
Faculdade de Medicina, Unesp, Botucatu, SP, Brasil, e o periodo de adaptacdo ao
ambiente experimental foi de 30 dias. Os ratos foram alocados individualmente em
caixas de acrilico (49x34x16cm) com tampa de arame cromado. Os ratos receberam
agua e racdo comercial para ratos (Presence®) ad libitum. O ambiente das caixas
foram enriquecidos com folhas sulfite amassadas. As caixas foram limpas a cada 48
horas, e 0 ambiente manteve-se com umidade e temperatura controlada e constante
(temperatura de 22°C e umidade entre 30 e 40%), e o ciclo de luz foi de 12 horas
claro e 12 horas escuro.

Aquisigdo do gds ozénio e do dleo de girassol ozonizado

O géas ozobnio foi obtido por meio de um gerador de média poténcia (Ozone &
Life, Gerador de Oz6nio O&L 1.5 RM), pela passagem do oxigénio por meio dele com
fluxo de 3L/hora numa uma voltagem de 170V, produzindo uma concentragao de
50pug/mL, e determinado por meio de um medidor de ozénio (Ozomat, Ozomat de
Anseros, Alemanha).

O oleo de girassol ozonizado (Ozontop®) composto por acido linoleico (48-
74%) e acido oleico (14-39%) foi produzido pelo gerador de ozdnio de alta poténcia
(Trailigaz Labo model 12-02). O indice de perdxido maior que 400mEq/kg foi
determinado de acordo com a literatura (British Pharmacopoeia 2000). O 6leo foi
submetido ao exame microbiol6gico antes de ser usado no estudo e teve resultado
negativo para presenca de bactérias e fungos.

Procedimento experimental

Os ratos foram pesados utilizando uma balanca digital de bancada (Toledo
Prix3 FIT®) e o protocolo anestésico foi realizado com associacao de xilazina 2%
(10mg/kg) e cloridrato de cetamina 1% (75mg/kg), por via intraperitoneal (IP).
Posteriormente, foi realizada uma epilacdo manual desde a regido atlanto-occipital
caudal até a base da cauda, e desinfeccao com clorexidina 2%. Feridas de 3cm de
didmetro (area = 7,1cm?2) foram realizadas com auxilio de um “punch” metalico
estéril no terco médio entre a distancia da regiao atlanto-occipital caudal e base da
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cauda. A pele e gordura subcutdnea foram removidas com auxilio de tesoura
Metzembaum e pinga anatémica estéreis. Preservou-se a fascia muscular dorsal e a
hemostasia foi realizada pelo método de compressdo digital, utilizando-se gaze
esterilizada. As feridas foram confeccionadas sempre pela mesma pessoa
devidamente paramentada, respeitando a assepsia. A recuperacdo anestésica foi
controlada a cada 10 minutos por meio de observacao da frequéncia respiratoria e
cardiaca e foi realizada em local sem barulho e o movimento de pessoas foi restrito.

Os 96 ratos foram divididos por sorteio randomizado usando o programa
Randomizer® (versdao 2018) em seis grupos de 16 animais, de acordo com o
tratamento da ferida e uso ou ndo da VCI: Grupo 1 (G1) -solugdo salina (0,9%);
Grupo 2 (G2) -ratos submetidos a VCI; Grupo 3 (G3) - 6leo de girassol ozonizado;
Grupo 4 (G4) - exposicao direta do gas de ozdnio (bagging); Grupo 5 (G5) - 6leo de
girassol ozonizado e os ratos submetidos a VCI; Grupo 6 (G6) - exposicdo direta do
gas de ozonio (bagging) e os ratos submetidos a VCI.

[ Total = 96 ratos |
Total = 96 ratos

Grupo 1 (G1) = 16 ratos Grupo 2 (G2) = 16 ratos Grulpu 3(G3)=18 ratos Grulpu 4 [G4) = 16 ratos Gru.po 5(G5)=16 ratos Grupo 6 (G&) = 16 ratos

Feridas tratadas com . N Feridas tratadas com dleo Feridas tratadas como Feridas tratadas com oleo de Feridas tratadas com bagging
Ratos submetidos a VCI . . . : P . - : P

solugiio salina (0,9%) de girassol ozonizado bagging do gis de ozénio girassol ozonizado + VCI do gds ozénio + VCI

| Primeira eutandsia - sete dias apés |
| inicio dos tratamentos n =8 [

| Segunda eutandsia - 14 dias apés |
| inicio dos tratamentos n =8 |

Os tratamentos iniciaram apds a recuperacdo anestésica (média de 30
minutos) e repetidos a cada 24 horas durante 14 dias. Contudo, a exposicao direta
do gas ozonio ou bagging do gas ozonio foi realizada a cada 72 horas. Durante os
tratamentos nao foi realizada a remocgao das crostas e as feridas permaneceram sem
curativo durante todo o periodo de estudo. O controle de ingestao de alimentos e
agua foi realizada a cada 24 horas. Nao foi administrado nenhum antibiético ou anti-
inflamatoério. Contudo, ap6s a confec¢do dos retalhos foi administrado tramadol
(10mg/kg, subcutanea) a cada 12 horas durante 48 horas.

A solucdo salina (0,9%) foi aplicada por meio de uma seringa (1mL) estéril
na quantidade de 0,1mlL, e o 6leo de girassol ozonizado (1 gota) foi colocado na
ferida utilizando um conta-gotas estéril. O bagging do gas ozonio foi realizada por
meio de um saco plastico (30x20cm) de capacidade de dois litros cobrindo toda a
regido da ferida. A cabeca e os membros toracicos permaneceram fora do saco
plastico e a vedacao foi realizada com faixa na regido axilar, e uma sonda uretral
n210 foi acoplada a mangueira de saida do gerador de 0zo6nio e a outra extremidade
permaneceu dentro do saco plastico. Um tubo foi acoplado no gerador de ozénio e
conectada ao cilindro de oxigénio por meio de uma torneira de trés vias. A
concentracdo do gas ozonio usado foi de 50pg/mL, e utilizou-se uma tabela
individual especifica do gerador. A valvula do oxigénio foi regulada para % por litro
por minuto, e o dosador de 0zo6nio para 10 unidades. Com o gerador ligado, a
torneira de trés vias foi mantida virada para o destruidor de gas por 10 segundos, e
em seguida foi direcionada para sonda uretral fixada no saco plastico. O saco foi
inflado e as feridas permaneceram sob a acdo do gas ozdnio por cinco minutos.
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Vibragdo de Corpo Inteiro

As sessoes de VCI foram realizadas na plataforma vibratoéria (Theraplate®, Texas,
EUA) (92,0x62,0x16,0cm) (Figura 1A), que produz vibracao por meio de circulagdo
do tipo Vértex. Os ratos foram colocados dentro de um tubo de cloreto de polivinil
(PVC) (22,0cm de comprimento e 8,0cm de didmetro), e fixados em cima da
plataforma por meio de uma fita adesiva de polipropileno. Os tubos possuiam uma
abertura na base para permitir que as patas tocassem na plataforma vibratdria, e
orificios nas extremidades para permitir a ventilagao (Figuras 1B e 1C).

TheraPlate

WWW THFERARI ATF LOM |

Fig 1. Plataforma vibratéria (TheraPlate Revolutlon®) (92,0x62,0x16,0cm) (A).
Tubos de PVC (22,0cm de comprimento e 8,0cm de didmetro) (B). Tubos de PVC
fixados com fita adesiva de polipropileno em cima da plataforma vibratdria durante
a sessdo da VCI (C).

O protocolo de VCI foi de 45Hz [deslocamento pico a pico (amplitude) =
3,37mm; aceleracao de pico = 21,59m/s2, velocidade = 0,4 m/s] durante 30
minutos, a cada 24 horas, totalizando 14 dias. As frequéncias vibratorias da
plataforma vibratdria variaram entre 10 e 100Hz. Essas frequéncias foram
verificadas por meio de um osciloscopio digital. O acelerémetro foi utilizado para
medir a aceleracao de pico (Apico). A amplitude) (Dpico) foi calculada usando a
formula: Dpico = Apico/(2.f)2, f - frequéncia de vibracao; e a velocidade (V) foi
determinada pela seguinte formula: V = Dpico.m.f (m = 3,14) (Rittweger 2010,
Cochrane 2011). Todos os animais foram submetidos ao mesmo procedimento,
porém os ratos nao submetidos a VCI (G1, G3 e G4) permaneceram em cima da
plataforma desligada.

Os tratamentos foram realizadas as 08:00 horas pelo mesmo avaliador no
Centro Veterinario de Analise de Movimento (CEVAM), FMVZ, Botucatu, Unesp, SP,
com as condi¢des de temperatura e umidade similar do biotério. A claridade externa
foi evitada por meio de cortinas “blackout”, porém a luminosidade da sala foi
mantida por meio de lampadas florescentes brancas. Antes dos tratamentos os ratos
foram submetidos a adaptacdo ambiental por 15 minutos, e somente trés pessoas
permaneceram na sala e o barulho foi evitado.

A avaliacdo clinica, histologica e mensuracao das feridas foram realizadas por
trés avaliadores independentes, e utilizou-se a metodologia encoberta.

Avaliagado clinica

As variaveis avaliadas incluiram a massa corporea (MC), temperatura
corporea (TC) e os parametros macroscopicos. A MC foi mensurada 24 horas antes
da inducgao das feridas cutdneas (24hPRE), sete dias (7POS) e 14 dias apds inducao
das feridas (14POS) utilizando-se uma balanca digital de bancada (Toledo Prix3
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FIT®). A TC foi aferida por meio de um termdémetro digital (MC-246-BRV®), cinco
minutos antes da inducdo das feridas e a cada 72 horas durante 14 dias.

As feridas foram avaliadas macroscopicamente pela presenca ou auséncia de
crosta, pus e tecido de granulacdo. Para a analise estatistica as varaveis crosta e
tecido de granulacao foram classificadas com um escore semi-quantitativo de
acordo com a intensidade em leve (grau 1), moderada (grau 2) e intensa (grau 3). A
variavel pus foi classificado como ausente e presente. Os momentos avaliados
foram: terceiro dia apds inducao das feridas (3P0OS), 7POS, 102 dia apés indugdo das
feridas (10POS) e 14POS.

Swabs estéreis foram realizados nas feridas dos animais de todos os grupos
e enviados para analise microbioldgica nos momentos: 3POS e 7POS.

Mensuragées das feridas

Os parametros avaliados incluiram a darea e contracdo das feridas
(porcentagem de recuperacdo da ferida). Os valores foram determinados em dois
momentos distintos: 7POS e 14POS. Todos os animais tiveram suas feridas
fotografadas por camera digital (Canon® PowerShot sx160 is) e o software Image J®
foi usado para mensurar a area das feridas. O grau de contragdo foi realizado de
acordo com a férmula:

(area inicial - area do dia da medida) / area inicial x 100 (Agren et al. 1997)

Eutandsia

Oito ratos de cada grupo foram submetidos as biopsias excisionais, ap6s eutanasia
com tiopental sddico (120mg/kg) por via intraperitoneal (Horn et al. 2013), aos sete
e 14 dias de tratamento (7POS e 14P0S). As feridas foram excisadas com margem
de 1cm de pele integra em torno da lesao, e em profundidade até a fascia muscular.
Do total do didmetro da ferida, 50% foram utilizados para avalia¢ao histoldgica e
50% para a avaliacdo tensiométrica.

Avaliagdo tensiométrica

A avaliagdo da forga tensil maxima (FTM) ou forca de ruptura e da
deformidade maxima tecidual (DMT) foi realizada aos 7POS e 14P0OS. As amostras
teciduais retangulares contendo a ferida e com 2cm de tecido higido em cada
extremidade foram envolvidas em gaze estéril embebida em solucdo salina (0,9%)
e em seguida foram submetidos a avaliacdo tensiométrica. As amostras foram
fixadas na maquina de teste mecanico universal (EMIC®) por meio de prensas, e com
distancia de 1,0cm de cada lado da extremidade da amostra, e drea livre de 1,0cm da
ferida (Figura 2). O ensaio foi realizado no sentido vertical, onde a por¢do inferior
do equipamento era imovel e a superior moével. Foi usada uma velocidade de tracao
constante de 20mm/segundo e célula de carga na faixa de 1 a 50N com uma
resolucao de leitura 0,01N, e os valores da FTM e DMT foram avaliados no software
do equipamento.
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Fig 2. Teste tensiométrico ferida
utilizando equipamento de forca
tensil (EMiC®).

Avaliagdo histoldgica

Os espécimes para a avaliacdo histolégica foram colocados em frascos de
formaldeido 10% tamponado por 24 horas e, posteriormente mantidas em alcool
70% até a inclusdo em parafina. Cortes de 5um foram obtidos nas amostras, e os
fragmentos foram corados pelos métodos de hematoxilina-eosina (H&E) para
avaliacdo histologica. As laminas foram observadas no microscépio 6tico (Zeiss®),
com objetivas de 10x e 40x, sendo que 10 areas foram identificadas e avaliadas, e as
imagens foram registradas por fotomicrografia utilizando o programa analisador de
imagem (Axio Vision Rel4.8). Para a analise estatistica as variaveis que incluiram o
infiltrado celular inflamatério (intensidade e caracteristica celular), a
vascularizacdo e os fibroblastos foram classificadas com um escore semi-
quantitativo, de acordo com a quantidade, em leve (grau 1), moderada (grau 2) e
intensa (grau 3). Quanto a distincdo das camadas superficial e profunda da derme,
classificou-se como ausente ou presente.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPadPrism®
(versdo 5.01). Para anadlise estatistica dos dados macroscépicos em cada um dos
grupos foi empregada a analise de variancia (ANOVA) para amostras repetidas, com
contrastes pelo método de Tukey ou teste t de Student ndo pareado. Para avaliacdo
entre momentos foi usado teste de Friedman (funcdo “friedman.test” do pacote
“stats”) para as variaveis que ndo obedeceram as caracteristicas da normalidade.
Para que os empates no ranking estabelecido pelo teste de Friedman ndo
influenciassem nos resultados, o valor de probabilidade de rejeicdo da hipotese nula
foi corrigido com o procedimento de taxa de descoberta falsa (funcao
“pairwiseSignTest” do pacote “rcompanion”). Para comparagdo entre os grupos, em
cada momento avaliado, empregou-se a analise de variancia para amostras
independentes (ANOVA One way) para dados normais, e teste de Kruskal-Wallis
(funcao “kruskal” do pacote “agricolae”) para variaveis fora das condi¢cdes da
normalidade. Diferencas foram consideradas significativas com p<0,05. Com relacao
aos dados histologicos empregaram-se os teste qui-quadrado e teste exato de Fisher.
Diferencas foram consideradas significativas com p<0,05.
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RESULTADOS
Avaliagdo clinica

Ndo foi observada variagdo na ingestdo de 4agua e comida, 6bito ou
autotraumatismo durante todo o periodo do estudo. A massa e a temperatura
corpoérea ndo apresentaram variacdes significativa, mantendo-se dentro dos
padroes de referéncia da espécie (Quadros 1 e 2).

Quadro 1. Mediana (Med) e amplitude [minima (min) e maxima (max)] dos valores
da massa corpdrea (gramas) dos ratos dos grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6 avaliados
24 horas antes da inducio das feridas cutaneas (24hPRE), sete dias (7POS) e 14 dias
apos inducio das feridas (14PO0S)

Grupos 24hPRE 7POS 14POS

Med(min - max) Med (min - max) Med (min - max)
G1 365,0 (300-400) 379,0 (325-415) 394,5 (336-453)
G2 365,0 (330-410) 377,0 (350-408) 380,5 (345-432)
G3 370,0 (300-430) 370,5 (337-433) 390,0 (310-430)
G4 364,0 (300-410) 374,0 (320-410) 390,0 (335-455)
G5 363,0 (330-410) 376,0 (35-409) 380,0 (340-430)
G6 369,0 (300-420) 370,0 (330-430) 392,5 (315-435)

Quadro 2. Mediana (Med) e amplitude [minima (min) e maxima (max)] dos valores
da temperatura corpoérea (°C) dos ratos dos grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6 avaliados
24 horas antes da inducio das feridas cutaneas (24hPRE), terceiro dia (3P0S) e
sétimo dia apds inducao das feridas (7P0S), e dez dias (10POS) e 14 dias apds
inducao das feridas (14P0S)

24hPRE 3POS 7P0OS 10POS 14POS
Grupos Med Med Med Med Med
(min - max) (min - max) (min - max) (min - max) (min - max)
G1 36,5(36,1-37,0) 36,4(36,0-37,0) 36,2(36,0-36,5) 37,0(36,8-37,3) 36,8(36,5-36,9)
G2 36,4(36,3-36,9)  36,3(36,2-36,8)  36,2(36,2-36,5)  36,6(36,4-36,7)  36,7(36,5-36,9)
G3 37,0(36,9-37,1) 37,2(36,8-37,3) 37,1(36,9-37,2) 37,0(36,7-37,2) 37,0(36,7-37,2)
G4 37,0(36,9-37,1) 36,9(36,5-37,0) 36,6 36,4-36,7)  37,1(36,6-37,2)  36,9(36,7-37,1)
G5 36,4(36,1-36,8)  36,3(36,2-36,6) 36,1(36,0-36,4) 36,4(36,2-36,6) 36,8(36,6-37,2)
G6 35,9(35,5-36,4)  36,1359-36,3) 36,1(35,9-36,5) 36,3(36,1-36,4)  36,6(36,4-36,9)

Na avaliagdo macroscépica nao foi identificado presenga de pus em nenhuma
ferida. Contudo, foi evidenciado presenca de crosta e tecido de granulacdo. Essas
variaveis ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos e entre os
momentos avaliados. A presenca de crosta foi observada com maior intensidade no
terceiro dia apds inducdo das feridas inicio em todos os animais. A sua diminui¢ao
ocorreu de forma gradual até o sétimo dia ap6s inducao das feridas. No terceiro dia
apos o procedimento cirurgico foi observado tecido de granulacao com intensidade
leve em todos os grupos. No sétimo dia apés indugdo das feridas, o tecido de
granulacdo foi identificado com intensidade moderada no G2 e G6, e intensidade
leve nos restantes grupos. No 10° e 14° dia apés a realizacdo das cirurgias, o tecido
de granulacao prevaleceu somente no G1. No quadro 3 foi apresentado a evolucao
cicatricial das feridas de todos os grupos. Nas feridas dos ratos de todos os grupos,
excetuando o G1 e G2, ndo foi identificado o crescimento bacteriano e fingico no
3P0OS e 7POS. Nas feridas do G1 e G2 foi evidenciado presenca de Pseudomonas
aeruginosa somente no terceiro dia ap6s a inducdo das feridas.
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Quadro 3. Evolucio das feridas tratadas com solugao salina (0,9%) (G1), ratos
submetidos a VCI (G2), feridas tratadas com 6leo de girassol ozonizado (G3), feridas
tratadas com exposicdo direta do gas de ozonio (bagging) (G4), feridas tratadas com

Oleo de girassol ozonizado e os ratos submetidos a VCI (G5), feridas tratadas com
exposicdo direta do gas de ozonio (bagging) e os ratos submetidos a VCI (G6) no
sétimo dia apds inducio das feridas (7POS) e 14 dias apods inducio das feridas

(14PO0S)

G2 G3 G4 G5 G6

Grupos/Momentos

7P0OS

14POS

A avaliacdo das medidas das feridas e dos valores tensiométricos foram
representados no quadro 4. Em relacdo aos valores das areas e das contracoes das
feridas foi identificado uma diminuicdo e aumento significativo (p<0,01),
respectivamente, em todos os grupos entre sete dias e 14 dias ap6ds indugdo das
feridas. Na avaliacao das areas entre os grupos foi evidenciado que os grupos G1, G2
e G3 apresentaram valores significante maiores (p<0,05) quando comparados com
os grupos G4, G5 e G6, em ambos os momentos. Os valores das contragoes das feridas
foram estatisticamente menores (p<0,05) nos grupos G1, G2 e G3 quando
comparados com os grupos G4, G5 e G6 ao sétimo dia ap6s a indugdo das feridas, e
com os grupos G4, G5 e G6 no momento 14P0OS (Quadro 4).

Na avaliacdo tensiométrica foi evidenciado um aumento significativo
(p<0,05) da forca tensil maxima nas feridas tratadas com 6leo de girassol ozonizado
e os ratos submetidos a VCI (G5) entre os momentos 7P0OS e 14P0S. Quando
comparado estatisticamente os valores da mesma variavel entre os grupos,
identificou-se valores maiores (p<0,01) nos grupos G4, G5 e G6 em relacdo ao grupo
G2 em ambos os momentos. Os valores da deformidade maxima tecidual
apresentaram diminuicdo estatistica (p<0,01) em todos os grupos excetuando o G5
entre 7POS e 14P0S. Na avaliacdo da mesma variavel entre os grupos foi evidenciado
valores significamente maiores (p<0,05) nos grupos G4, G5 e G6 em relacdo aos
grupos G1, G2 e G3 em ambos os momentos (Quadro 4).

Mensuragées das feridas e avaliagdo tensiométrica
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Quadro 4. Média e desvio padrao (DP) dos valores das areas e contracdes das
feridas; forca tensil maxima e deformidade maxima tecidual das feridas dos ratos
dos grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6 avaliados sete dias (7P0S) e 14 dias apos a
inducao das feridas (14PO0S)

Grupos 7P0S 14P0OS
Média + DP Média + DP
Area (cm?)
G1 10,8 + 1,044 4,06 = 0,648
G2 9,40 + 1,474ac 3,97 +1,118ac
G3 9,93 £ 1,46%ad 3,52 +£0,178ad
G4 8,12 + 1,404bc 2,13 + 0,688bc
G5 8,57 + 0,864bc 3,45 £ 0,79Babc
G6 7,59 + 0,534¢ 2,08 = 0,428B¢
Contragido (%)
G1 3,87 + 6,834 63,63+ 6,508
G2 16,38 + 12,33Aac 64,38 + 11,46Bac
G3 6,25 + 15,374ad 66,75 + 1,98Bad
G4 24,5 £ 13,94Abc 80,13 £ 6,058b
G5 28,5 + 7,544bc 71,25 + 6,79Bae
G6 30,25 £ 10,284¢ 81,0 £ 3,46Bb
Forga tensil maxima (N)
G1 3,00 + 1,304ab 3,10 £ 1,104ab
G2 1,80 + 0,594 4,10 £ 1,208
G3 3,90 + 2,204ab 4,20 + 1,304ab
G4 5,00 £ 1,404b 3,40 £ 2,504b
G5 6,10 + 1,304b 3,50 + 1,408b
G6 3,20 + 2,104ab 4,00 + 1,804ab

Deformidade maxima
tecidual (mm)

G1 9,50 2,204 5,20 £1,7082
G2 9,30 = 2,104 5,30 £ 1,308
G3 9,40 * 2,604a 5,70 £ 1,208
G4 12,00 £ 2,904b 6,00 + 2,008b
G5 11,00 £ 2,804b 6,20 + 2,104b
G6 10,00 + 3,704b 6,20 + 1,008b

*Médias seguidas de letras maitisculas diferiram significamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). Médias
seguidas de letras minusculas diferiram significamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Avaliagdo histoldégica

Na comparacdo entre grupos foram identificadas diferencas significativas

(p<0,05) no sétimo dia apo6s a inducdo das feridas em relacdo a intensidade do
infiltrado inflamatério entre o G1 (intensa - grau 3) e G2, G4 e G6 (leve - grau 1). No
14° dia apo6s a realizacdo das cirurgias, foram evidenciadas variagcOes estatisticas
(p<0,05) entre o G1 (intenso - grau 3) e os restantes grupos (leve — grau 1). Na
avaliacdo entre os momentos foi identificada uma diminuig¢ao significativa (p<0,05)
das células inflamatorias somente nas feridas tratadas com o6leo de girassol
ozonizado (G3), de intenso (grau 3) para intensidade leve (grau 1). As feridas
tratadas com solucdo salina (0,9%) (G1) foram as Unicas que evidenciaram intensa
inflamacao em ambos os momentos.

Com relagdo ao tipo de células inflamatérias foi observado que sete dias apds
a inducao das feridas (7POS) os neutrofilos predominaram nas feridas dos grupos
G1 e G3, e nas feridas dos restantes grupos ocorreu a presenca de células
polimorfonucleadas e mononucleadas. Ap6s 14 dias da induc¢ao das feridas em todos
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os grupos, excetuando o grupo tratado com solucao salina (0,9%) (G1), foi
identificado o predominio de células mononucleadas (macroéfagos).

Nao foram observadas variacdes significativas com relacdo a variavel
neovascularizagdo e fibroblastos. Somente as feridas dos ratos dos grupos G5 e G6
apresentaram distincdo das camadas dérmicas em ambos os momentos. Apos 14
dias da indugdo das feridas todos os grupos evidenciaram distincao das camadas
dérmicas, excetuando o grupo tratado com solucdo salina (0,9%) (G1). Na figura 3
foram ilustradas as lesdes nos exames histoldgicos das feridas cutaneas.

Fig 3. Lesao histoldgica das feridas tratadas com solucgao salina (0,9%) e é6leo de

girassol ozonizado e os ratos submetidos a VCI (G5) (A) e feridas tratadas com
exposicdo direta do gas de ozoénio (bagging) e os ratos submetidos a VCI (G6) (B),
sete dias (7POS) (C) e 14 dias ap6s inducdo das feridas (14POS) (D). Evidenciou-se
infiltrado inflamatério polimorfonucleares (neutréfilos) (setas pretas), macréfago
(seta vermelha), infiltrado mononuclear (setas azuis), neovascularizacio (setas

brancas) e camadas dérmicas (estrelas pretas) [H&E].
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a acdo cicatrizante da VCI, isolada ou associada a
ozonioterapia topica, na cicatrizagdo de feridas cutaneas ndo contaminadas em ratos
higidos, confirmando o beneficio da associagdo. Desse modo, foi comprovada a
hipétese inicial que a associacao da terapia por vibracao e ozonioterapia topica seria
mais benéfica na cicatrizagdo de feridas cutaneas ndo contaminadas de ratos
higidos. O uso da VCI associada ou ndo a ozonioterapia na cicatrizacao de feridas ndo
contaminadas em animais ou pacientes higidos esta ausente na literatura. Contudo,
Mahran et al. (2013), Weinheimer-Haus et al. (2014), Yu et al. (2017) pesquisaram
os efeitos da VCI na cicatrizacao de feridas de pacientes humanos e ratos diabéticos,
como também em feridas mimetizando tlceras de decubito em ratos (Arashi et al.
2010, Sari et al. 2015). Estudos randomizados e controlados utilizando a
ozonioterapia topica sdo escassos na literatura (Valacchi et al. 2011). Esse fato
corroborou com o estudo sistematico sobre o uso do gas oz6nio no tratamento de
feridas cutaneas realizado por Franco et al. (2019), entre os anos de 2005 a 2015,
onde foi identificado 118 artigos, dos quais quatro foram inclusos no estudo, e na
sua maioria foi relacionado com o uso do gas ozonio em ulceras de pé em pacientes
humanos diabéticos.

Nao foram observados efeitos colaterais pelo uso da VCI e aplicagcdo do
bagging do gas de 0zdnio ou 6leo de girassol ozonizado nas feridas durante os 14
dias de tratamento. Contudo, hemorragia vitrea, e alteracdes no sistema urinario
foram identificados em pacientes humanos ap6s o uso agudo da VCI (Jordan et al.
2005, Monteleone et al. 2007, Franchignoni et al. 2013). Os efeitos téxicos induzidos
pelo gas ozoénio foram evitados mediante o uso de sacos plasticos no momento do
bagging de gas ozdnio, visto que os materiais de latex sdo formados por poli-
isopreno, e torna-se téxico quando é oxidado pelo gas ozonio (Di Paolo et al. 2004,
Bocci 2007).

A presenca de Pseudomonas aeruginosa nas feridas tratadas com a terapia de
vibragdo revelou que a VCI ndo possui qualquer efeito antibacteriano sobre as
contaminag¢des oportunistas que possam ocorrer em feridas abertas visto que esse
microrganismo causa infeccbes em um sistema imunoldgico debilitado.
Contrariamente, o bagging do gas ozonio e o dleo ozonizado possuem efeitos
antimicrobianos, corroborando com a literatura (Di Paolo et al. 2004). A auséncia de
pus nas feridas associada a inexisténcia de variacdo da temperatura e da massa
corporea em todos os animais excluiu a presenca de contaminag¢do ou infecgdo,
como também o estresse pelo uso das terapias de vibracdo e da ozonioterapia topica,
e desse modo diminuiu a possibilidade de retardar o processo cicatricial devido ao
prolongamento da fase inflamatoria (Campos et al. 2007, Oliveira & Dias 2012,
Yaghoobi et al. 2013).

O protocolo da VCI usado foi de acordo com o preconizado pela literatura
(Weinheimer-Haus et al. 2014, Sari et al. 2015, Yu et al. 2017), excetuando em
relacdo a frequéncia das sessbdes, onde no presente estudo os animais foram
submetidos a VCI a cada 24 horas.

A diminuicao significativa dos valores das areas das feridas e aumento
significativo da porcentagem de contracdo das feridas em todos os grupos, e
identificacdo de menor area e maior contracdo nas feridas do grupo tratado com o
bagging associada a VCI (G6) sugeriu que a exposicdo direta do gas de ozo6nio nas
feridas associado a sessdes de vibracao mecanica demonstrou melhores efeitos
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positivos macroscopicos na cicatrizacdo de feridas cutaneas dos ratos. Resultados
similares foram observados nas feridas de ratos diabéticos submetidos a sessdes de
VCI com protocolos de frequéncias vibratorias entre 35 e 45Hz (20 minutos)
(Weinheimer-Haus et al. 2014, Yu et al. 2017). Paralelamente, Sari et al. (2015)
identificaram resultados similares em feridas profundas de ratos utilizando
protocolo de 47Hz por 15 minutos.

As feridas tratadas com o 6leo de girassol e os ratos submetidos a sessoes de
VCI (G5) apresentaram um aumento significativo com relagdo aos valores da forca
tensil maxima, contudo as feridas tratadas com o Oleo de girassol ozonizado
apresentaram maior resisténcia tensil de suas feridas. De acordo com esses
resultados deduziu-se que o 6leo de girassol ozonizado associado a terapia de
vibracdo permitiu a producao de um tecido cicatricial de melhor qualidade,
corroborando com maior quantidade de fibroblastos presentes nesse grupo.
Campos et al. (2007) relacionaram a forga tensil maxima com a fase proliferativa,
sendo que nessa fase ocorre a formagdo de colageno mais espesso apds absorc¢do do
colageno IlI, refletindo em um aumento da forga tensil da ferida (Ehrlich et al. 2001,
Matayoshi et al. 2007, Alberti et al. 2008).
0 processo cicatricial é considerado um evento dindamico que ocorre com a
sobreposicao das fases da cicatrizacao (Oliveira et al 2012). No presente estudo, as
fases inflamatéria e proliferativa corresponderam ao primeiro e ao segundo
momento de avaliacdo histolégica, sete dias e 14 dias apds inducdo das feridas
(Campos et al. 2007, Mendonca & Netto 2009, Oliveira et al 2012). Na avaliacdo da
intensidade do infiltrado inflamatoério foram verificadas diferencas significativas no
sétimo dia apds a realizacao das feridas em relacdo a intensidade do infiltrado
inflamatério intenso (células polimorfonucleares - neutréfilos) nos ratos do grupo
G1, e intensidade leve (células polimorfonucleares e mononucleares - macr6fagos)
nos ratos dos grupos G2, G4 e G6. Contudo, apds 14 dias de tratamento somente as
feridas tratadas com solugdo salina (0,9%) (G1) mantiveram presenca intensa do
infiltrado inflamatério caracterizado por neutréfilos, e os demais grupos
apresentaram intensidade leve de células de reacao inflamatdéria mononucleares.
Esses resultados associados a auséncia de variacdo significativa com relacdao a
neovascularizacao e fibroplasia, e inexisténcia das camadas dérmicas em todos os
grupos, excetuando nos grupos G5 e G6, confirmou-se que histologicamente que as
feridas tratadas com a associacdo da terapia de vibragao por meio da VCI e
ozonioterapia topica (G5 e G6) obtiveram melhor efeito cicatrizante. A diminui¢cdo
dos neutrofilos e aumento de macrofagos nas feridas dos ratos submetidos a terapia
de vibracao foi associado com o possivel aumento dos fatores de crescimento e
quimiocinas (fator de crescimento semelhante a insulina-1, FCEV e proteina
quimiotatica-1 de mondcitos) determinando um efeito anabdlico (Weinheimer-
Haus et al. 2014). A principal limitacdo do estudo foi a auséncia de avaliacdo
imunoistoquimica (morfometria celular e vascular) e da quantificacdao do colageno
por meio da coloracdo de Tricromico de Masson. Neste contexto, futuros estudos
devem ser realizados com a inclusdo dessas técnicas.

CONCLUSOES
A associacao da VCI e bagging do gas ozonio ou 6leo de girassol ozonizado é mais

efetivo em relagdo ao uso isolado da terapia por vibracao e ozonioterapia topica na
cicatrizacdo de feridas cutaneas limpas de ratos higidos.
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