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RESUMO

Primiceri R. Aplicacdo da ozonioterapia no processo de reparacdo tecidual de
queimaduras cutaneas: avaliacdo histométrica [dissertacdo]. Sdo José dos Campos
(SP) Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Ciéncia e Tecnologia;2024.

O ozbnio é considerado um agente oxidante muito potente, e quando aplicado nos
tecidos reage imediatamente com varias moléculas presentes nos fluidos biolégicos
promovendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio que envolvem vérias
reacoes bioquimicas, e que na associacdo ao Oleo formam-se uma série de
subprodutos, dentre eles, perdoxidos com propriedades germicidas (BOCCI, 2006).
Dentre as propriedades biolégicas do ozbnio, também s&do descritas sua acéo
antimicrobiana, anti-inflamatéria e analgésica incluindo a neutralizacdo de mediadores
da dor. E seu efeito terapéutico na reducdo do estresse oxidativo (Menendes et al.,
2002; Ferreira e cols., 2013). Ainda, em aplicacdes clinicas na odontologia, 0 0z6nio
foi descrito como biocida oxidativo, atuando em fungos, colénias bacterianas, vermes
e virus (Oliveira e Mendes, 2009). Este trabalho avaliou a acdo do ozénio associado
ao Oleo de girassol no tratamento de feridas cutaneas ocasionadas por queimaduras
induzidas por laser CO2 em ratos machos da linhagem Winstar. Os resultados
mostraram uma diminuicdo significativa do niumero de células mononucleares e de
vasos sanguineos no 7° dia, periodo inicial do tratamento e uma proliferacao
exacerbada de fibroblastos em todos os periodos estudados. Desta maneira pode-se
concluir que a ozonioterapia administrada com Oleo de girassol ozonizado nao
favoreceu eficientemente a reparacao tecidual de feridas cutéaneas por queimaduras.
Assim, Novas pesquisas se tornam importantes para estabelecer novos critérios para
0 uso do ozbnio como terapia adjuvante, embora algumas propriedades biolégicas
sejam descritas.

Palavras-chave: 0z6nio; pele; reparacao tecidual; ozonioterapia



ABSTRACT

Primiceri R. Application of ozone therapy in the tissue repair process of skin burns:
histometric evaluation [dissertation]. Sdo José Dos Campos (SP) University (UNESP),
Institute of Science and Technology; 2024.

Ozone is considered a very powerful oxidizing agent, and when applied to tissues it
reacts immediately with several molecules present in biological fluids, promoting the
formation of reactive oxygen species that involve several biochemical reactions, and
when associated with oil, a series of byproducts, including peroxides with germicidal
properties (BOCCI, 2006). Among the biological properties of ozone, its antimicrobial,
anti-inflammatory and analgesic action is also described, including the neutralization
of pain mediators and its therapeutic effect in reducing oxidative stress (Menendes et
al., 2002; Ferreira et al., 2013). Furthermore, in clinical applications in dentistry,
ozonehas been described as an oxidative biocide, acting on fungi, bacterial colonies,
worms and viruses (Oliveira and Mendes, 2009). This work evaluated the action of
ozone associated with sunflower oil in the treatment of wounds cutaneous injuries
caused by CO2 laser-induced burns in male Winstar rats. The results showed a
significant decrease in the number of mononuclear cells and blood vessels on the 7th
day, the initial period of treatment, and an exacerbated proliferation of fibroblasts in all
periods studied. Therefore, it can be concluded that ozone therapy administered with
ozonized sunflower oil did not efficiently promote tissue repair of cutaneous burn
wounds.

Thus, new research becomes important to establish new criteria for the use of ozone
as an adjuvant therapy, although some biological properties are described.

Keywords: ozone; skin; tissue repair; ozone therapy
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1 INTRODUCAO

A pele, ou tegumento, € o maior 6rgéo do corpo correspondendo a 15% do peso
corporal de um individuo adulto e recobre a sua superficie externa oferecendo
protecdo contra inumeras influéncias ambientais danosas, (Meireles, 2007). Como
orgao, é formado por um tecido epitelial de células achatadas, sobrepostas e
intimamente unidas que repousam num tecido conjuntivo que lhe serve de
sustentagao e nutricdo pelos vasos sanguineos ai presentes (Domansky et al., 2012;
Junqueira, Carneiro, 2002; Hiatt, 2011)

As queimaduras sao feridas traumaticas que podem suprimir tal protecao
oferecida, sendo causadas por agentes térmicos, quimicos, radioativos ou elétricos.
Este evento destréi total ou parcialmente a pele e seus anexos, podendo atingir
camadas mais profundas (musculos, tenddes e 0ssos). A gravidade destas alteragées
depende da extensdo corporal afetada pela queimadura e da sua profundidade,

provocando reagdes teciduais locais e também sistémicas (Rowan et al., 2015).

Dados atuais da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apuram que as
queimaduras afetam aproximadamente 265 mil pessoas por ano e devido a sua alta
incidéncia, morbidade e mortalidade sao problemas criticos de saude publica. No
Brasil, o Ministério da Saude afirma que as queimaduras ocupam o quarto lugar no
ranking de causas de morte, e que um milhdo de casos ocorrem a cada ano, dos quais
quarenta mil demandam hospitalizagdo. Destacam ainda que as infecgdes sdo a maior
causa da mortalidade relacionada as queimaduras. (Brasil, 2014; Cruz, Cordouvil,
Batista, 2012).

Segundo a Associacao Brasileira de Ozonioterapia (2020), a terapia com
0z6nio é uma técnica medicinal que utiliza a aplicacdo de uma mistura dos gases
oxigénio e ozbnio. O uso da ozonioterapia é indicada no tratamento de inumeras
patologias com beneficios comprovados por inimeros estudos, como o realizado por
Chen et al. (2013), os quais afirmam que o ozbnio tem excelentes propriedades
medicinais, como anti-inflamatdérias, antissépticas, modulacédo do estresse oxidativo e

melhora da circulacéo periférica e da oxigenacao.



Em gqueimaduras, foi avaliado o uso da ozonioterapia em componentes como
agua (Miroshin, Kontorshikova, 1995) e 6leo ozonizado (Campanati et al., 2013). Os
autores relatam resultados promissores ao empregar a ozénioterapia como parte do
protocolo de tratamento para esses tipos de lesdes, destacando como resultados
acelerar a cicatrizagéo, reduzir o risco de infeccbes e melhorar a recuperacao dos
pacientes.

O o0z6nio (O3) € uma molécula gasosa natural, composta por trés atomos de
oxigénio e possui propriedades Unicas que proporcionam uma vasta aplicacdo aos
sistemas biologicos e tratamentos clinicos (Franga et al, 2020). E uma molécula
altamente reativa, porém instavel. Além disso, atualmente, foi descoberto (Babior et
al., 2013) que o gas é produzido na formacdo do complexo antigeno-anticorpo do
corpo humano, o que comprova que essa molécula é fisiologicamente gerada pelo
sistema imunoldgico.

Edward Fish, em 1950, utilizou a ozonioterapia para desinfeccédo e
cicatrizacdo de feridas em cirurgias dentarias. Empregada para o tratamento de
doencas sistémicas e orais, a ozonioterapia tem potencial antimicrobiano, conforme
descrito por Kim et al., 1999, também sendo reconhecida como imunoestimulante,
analgésico, anti-inflamatério (Naik et al., 2016) e com efeito anti-hipdxico e
biossintético (Deepa et al., 2016). Além disso, estudos (Silvia et al., 2021) afirmaram
gue a acao antimicrobiana da ozonioterapia ocorre através do dano as membranas
celulares e oxidacao das proteinas intracelulares, o qual que desencadeia a perda do
funcionamento da organela.

O reparo tecidual é o evento bioldgico pelo qual o organismo busca eliminar
os danos causados nos tecidos, visando restaurar sua integridade anatdbmica
estrutural e funcional. Este processo engloba uma complexa série de eventos
imunoldgicos, bioquimicos e celulares sendo que, se descoordenados, podem
acarretar lesdes cronicas ou ainda fibroses extensas e indesejaveis (Estrela et al.,
2006; Polydorou et al., 2006). Esse processo de reparo pode ocorrer através da
regeneracao ou da cicatrizacdo do tecido, dependendo de fatores como extensao da
leséo, tipo de tecido envolvido e da capacidade de regeneracao das células (Naik et
al., 2016).

Esses eventos, de desenvolvimento continuo, podem ser divididos

didaticamente em etapas. A primeira € a fase inflamatéria como resposta a leséo



tecidual; em seguida a fase proliferativa onde ocorrem angiogénese e fibroplasia,
havendo deposicdo de matriz colagena, que junto de células mononucleares e
capilares neoformados conferem a lesdo uma aparéncia rosacea e granular, 0 que
caracteriza o denominado tecido de granulacdo. Com a progressao desta fase
proliferativa, o processo de reparacdo evolui para a sua fase final, a de maturacéo e
remodelamento do tecido fibroso (Pereira et al., 2005, Estrela et al., 2006; Polydorou
et al., 2006).

Xavier et al. (2021) também destacam a importancia da ozonioterapia como
uma Otima alternativa no tratamento de lesdes, também, em pacientes diabéticos,
pelas suas propriedades antimicrobianas, estimulante da formacgdo de novos vasos
na regido afetada, acelerando a proliferacdo do tecido de granulacédo e diminuindo o

tempo de cicatrizacdo em lesdes crbnicas.

A literatura é escassa com relagéo a aplicagdo do 6leo de girassol ozonizado
em queimaduras de espessura total, bem como dos seus efeitos durante as fases de
reparagao tecidual, contagem de células e vasos. Neste sentido o presente estudo
analisou o processo de reparagao tecidual por meio de uma analise quantitativa

histométrica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele

A pele é um 6rgao que faz parte do sistema tegumentar e tem como papel a
cobertura do corpo, proteger contra o atrito, a perda de agua, a contaminagao por
microrganismos externos, radiacdo externa, dentre outros agentes agressores.
Também possui funcdo na percepcao sensorial (tato, calor, pressdo e dor),
sintetizacdo de vitamina D e na termorregulacao (Junqueira e Carneiro, 2013; Lowe e
Anderson, 2015). A estrutura da pele € constituida em epiderme e derme, cada uma

com suas caracteristicas peculiares (Ovalle, Nahirney, 2008; Gartner e Hiatt, 2011).

A epiderme é composta por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, o

qual possui quatro camadas: 1- estrato basal, ou germinativo, com capacidade

proliferativa, aqui encontram-se as células sensoriais de Merkel e os melandcitos; 2-

estrato espinhoso, com células fortemente associadas por desmossomos, estruturas

de unido celular, e onde estdo presentes as células Langerhans, responsaveis por

fagocitar e processar antigenos estranhos na pele; 3- estrato granuloso, composto por

queratinécitos que sintetizam colesterol acondicionados em corpos lamelares,

formando uma barreira impermeavel a agua; 4- estrato cérneo, composto de células

anucleares, pavimentosas e queratinizadas que protegem contra o atrito, invasao por
microrganismos e perda de agua.

A derme por sua vez, € composta por tecido conjuntivo. Nesta camada estéo
dispostos 0s anexos cutdneos como glandulas, terminagcbes nervosas, vasos
sanguineos e linfaticos. Esta possui duas camadas: 1- derme papilar: tecido conjuntivo

frouxo vascularizado e 2- derme reticular: tecido conjuntivo denso ndo modelado,

resistente ao estiramento devido sua composi¢cao predominante por fibras colagenas

densas dispostas entrelacadas em varios sentidos.
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2.2 Reparacéo tecidual

O reparo tecidual é o evento bioldgico pelo qual o organismo busca eliminar os
danos causados nos tecidos, visando restaurar sua integridade anatémica estrutural
e funcional. Este processo engloba uma complexa série de eventos imunolégicos,
bioquimicos e celulares sendo que, se descoordenados, podem acarretar lesdes
cronicas ou ainda fibroses extensas e indesejaveis (Estrela et al., 2006; Polydorou et
al., 2006). Esse processo de reparo pode ocorrer através da regeneracdo ou da
cicatrizacdo do tecido, dependendo de fatores como extensédo da leséo, tipo de tecido
envolvido e da capacidade de regeneracdo das células (Naik et al., 2016). A
cicatrizacdo ocorre quando a leséo a ser reparada € muito grave ou quando o tecido
afetado é incapaz de regenerar.

O processo de reparo € a resposta natural dos tecidos frente a um trauma e
gue desencadeia uma cascata de eventos vasculares, celulares e moleculares que
sao integrados. A reparacdo se inicia com a fase inflamatéria, em seguida da fase
proliferativa e finalmente a remodeladora, que visa a reestruturacdo funcional dos
tecidos. De forma geral, o processo de reparo tecidual pode ser dividido em trés fases:
hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e a remodelagcéo (Menke et al., 2008).

Segundo Mendonga (2009), o processo cicatricial compreende uma sequéncia
de eventos moleculares e celulares que interagem para que ocorra a restauracado do
tecido lesado. Desde o extravasamento de plasma, com a coagulacdo e agregacao
plaguetaria até a reepitelizacdo e remodelagem do tecido lesado o organismo age
tentando restaurar a funcionalidade tecidual.

Tazima, Vicente, Moriya (2008), afirmam que o tempo do processo de reparo é
variavel e dependente dentre outros fatores da quantidade de esfoliacédo tecidual, da
presenca de fatores de interferéncia externa e de caracteristicas individuais. O
processo de reparacgéo tecidual possui 3 fases: inflamacéo, proliferacdo e fase de
maturacdo ou remodelamento (Figura 1). Em cada fase sdo recrutados ou liberados
fatores de reparacao tecidual, células de defesa como neutréfilos e macrofagos, e

colagenases que atuardo na sintese da nova matriz.



11

Figura 1 - Evolu¢cdo do numero relativo de células sanguineas mononucleares e
fibroblastos nas fases inflamatdria, proliferativa e de maturagdo no processo de

reparacao tecidual

Maturacao
~ Proliferagao ]
Inflamagao

Neutrofilos
Macréfagos

Fibroblastos

Numero relativo de células

Linfécitos

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias pos-ferida

Fonte: Tazima, Vicente e Moriya (2008).

A fase inflamatéria é a primeira resposta do organismo frente a agressao ou
ameaca (Cardoso et al., 2008). As células como macrofagos, mastoécitos e eventuais
linfécitos, além das células do proprio tecido afetado iniciam a liberacdo de
mediadores quimicos pro-inflamatdrios, as citocinas, que agem de modo a promover
alteracdes vasculares. Esse conhecimento reafirma a importancia da regulacdo da
fase inflamatoria, em que as células mononucleares iniciam a estimulacdo de fatores
de crescimento, como ponto de partida a inducdo e o recrutamento de fibroblastos e

células epiteliais, fundamental para a preparacdo da fase proliferativa.

A fase proliferativa acontece em dois momentos: sendo 0 primeiro
caracterizado pela proliferacdo de células endoteliais e neovascularizacdo na area
afetada, ou seja, conhecido como angiogénese, de acordo com Landén et al. (2016).
E o segundo caracteriza-se pelo recrutamento e proliferacdo de fibroblastos,
estimulando a cicatrizacdo, processo conhecido como fibroplasia. Os fibroblastos

passam por modificacdes e remodelamento, de forma que o resultado do reparo
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depende do equilibrio entre a sintese e a degradacao do processo cicatricial. Esta
etapa da reparacdo tecidual depende da modulacdo de fibroblastos, levando a

contracao da ferida (Sanguanini et al., 2019).

2.3 Ozonioterapia

O ozodnio (0O3) € uma molécula gasosa natural, composta por trés atomos de
oxigénio e possui propriedades Unicas que proporcionam uma vasta aplicacdo aos
sistemas biologicos e tratamentos clinicos (Franca et al, 2020). E uma molécula
altamente reativa, porém instavel, atualmente, foi descoberto que o gas é produzido
na formacdo do complexo antigeno-anticorpo do corpo humano, o que comprova que
essa molécula é fisiologicamente gerada pelo sistema imunologico (Babior et al.,
2013).

Christian Friedrich Schonbein (1834), nomeado pai da Ozonioterapia,
demonstrou as mudancgas causadas no oxigénio (O2) que derivam na formacgéo do
ozbnio (Silvia et al.,, 2021). Este gas demonstrou propriedades desinfetantes
importantes e altamente volateis, com alto poder oxidativo. O uso da ozonioterapia em
queimaduras foi associado a componentes como agua (Miroshin; Kontorshikova,
1995) e 6leo ozonizado (Campanati et al., 2013).

A acao antimicrobiana da Ozonioterapia ocorre através do dano as membranas
celulares e oxidacdo das proteinas intracelulares, o que desencadeia a perda do

funcionamento da organela (Silvia et al., 2021).

Segundo Rodriguez Sanchez (2011), a ozonioterapia tem sido preconizado
como coadjuvante no tratamento de diversas patologias, pelas qualidades do
mecanismo de acdo do ozbénio um agente potencialmente biocida, atuando contra
virus (Goldstein et al.,1950; Emerson et al.,1982), fungos, relacionado a sua atividade
altamente oxidativa (Shargawi et al. 1999), além de colbnias bacterianas (Velano et
al., 2001) e vermes (Péres et al., 2003).

Shargawi et al. (1999); Pereira et al. (2005); Gopalakrishnan et al. (2012),

afirmam que o mecanismo de agdo do ozOnio estd relacionado a sua atividade
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altamente oxidativa,e segundo Lynch (2004), nenhum outro agente tem sido capaz de

combater tantos patbégenos como o 0zonio.

Existem diversas modalidades de aplicagdes do 0z6nio, sendo algumas de uso
restrito a pratica médica (Lynch, 2004). As vias classicas relacionadas a Odontologia
sao: aplicacdo do gas diretamente aos tecidos; agua ozonizada e 6leo ozonizado. Na
aplicacao local, segundo Estrela et al. (2006), o 0z6nio apresenta propriedades de
reduzir a dor e a inflamacgé&o, neutralizando mediadores neuroquimicos da sensacgéo
dolorosa, facilitando a metabolizacdo e a eliminacdo de mediadores inflamatdrios

como histamina, quinina e bradicinina.

No estudo realizado por Valachi et al. (2005), os autores aplicaram de forma
topica Oleo de gergelim ozonizado em feridas cutdneas agudas no dorso de
camundongos e, num estudo biométrico ao longo dos periodos de estudo,

descreveram uma reducéo significante das areas lesadas.

Bocci (2005) afirma que a constante aplicacdo de o6leo ozonizado em
concentragbes progressivamente baixas ao longo dos dias de tratamento atua
diretamente em todas as fases inflamatodrias da ferida prevenindo a superinfeccao
delas, e, estimulando a proliferagao celular, a sintese de fibronectina, colageno e acido
hialurénico.

Em um estudo (Melo et al., 2019) foi investigado os efeitos do 6leo de girassol
ozonizado no tratamento de queimaduras de terceiro grau induzidas por laser CO2,
em ratos Wistar. Os ratos foram divididos em dois grupos, com avaliacées nos dias 7,
14 e 21 pés-queimaduras. Apds 7 dias, ambos 0s grupos mostraram necrose e
inflamacéo significativa. Apds 14 dias, o grupo tratado exibiu células inflamatdrias,
tecido epitelial e novos vasos, enquanto o grupo nao tratado apresentou inflamacéo e
vasos moderados. Apés 21 dias, ambos os grupos tinham feridas com crostas, com o
grupo tratado mostrando menos inflamacdo e vasos, além de uma quantidade
moderada de fibroblastos. O estudo concluiu que o 6leo de girassol ozonizado teve

efeitos positivos no tratamento de queimaduras de terceiro grau.

Em um relato de caso realizado por Sanchez (2008), o 6leo ozonizado foi
aplicado em um Cuy (Cavia Porcellus), o qual teve sua ferida cicatrizada por 8 dias.

No exame histopatolégico, foram avaliados os processos de cicatrizagdo, ou seja,
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formacdo de novos vasos, hiperemia, fibroblastos, presenca infiltrado inflamatorio,
coldgeno, erosado e presenca de inflamacdo na derme e na epiderme. Afirma que o
tratamento com 6leo ozonizado obteve grande sucesso, pois a cicatrizacao foi rapida,

com potencial de eficacia aos tratamentos de diversas patologias.

Num estudo realizado por Traina (2008), com &gua ozonizada em
concentracbes diferentes (grupos com 4ppm, lppm, 4gua e um grupo que nao
recebeu tratamento), foi demonstrado que o grupo que recebeu 4gua ozonizada com
4 ppm, apresentou uma contragdo da ferida em 14 dias de tratamento. O estudo
afirmou que no histopatolégico as feridas tratadas com agua ozonizada de lppm
obteve grande presenca de fibroblastos, com moderada formacdo de novos vasos e
pequena sintese de colageno, enquanto o grupo tratado somente com A&gua
apresentou grande presenca de fibroblastos, pouca sintese de coladgeno e pouca
formacdo de novos vasos. Os autores relatam ainda que as feridas no grupo sem
tratamento apresentaram intensa presenca de fibroblastos e pouca formacédo de

NOVOS vasos.

Sendo assim, no presente estudo investigamos o processo de reparagao
tecidual em queimaduras de espessura total induzidas em pele de ratos por laser de

COz2 e tratadas com 6leo de girassol ozonizado.
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3 OBJETIVOS

- Avaliar o efeito do ozb6nio veiculado no 6leo de girassol na reparacéo tecidual de

gueimaduras induzidas experimentalmente em pele de ratos.

3.1 Objetivos especificos

- Avaliar o processo de reparacdo, em termos quantitativos na contagem dos
componentes teciduais representativos como as células mononucleares, fibroblastos

€ vasos sanguineos.

- Destacar a acdo do 0z6nio nos elementos teciduais e nos periodos de evolucéo do

processo de reparacao.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados sob a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da UNESP — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Sdo José dos Campos-SP — Instituto de Ciéncia e Tecnologia (Protocolo
010/2016— CEUA-ICT-UNESP — ANEXO 1).

4.1 Animais

A fase experimental de tratamento e cuidados In vivo foi realizada nas
dependéncias do Biotério do ICT-UNESP. Foram utilizados 45 ratos machos da
espécie Rattusnorvegiccusalbinus, linhagem Wistar, com idade de 60 dias e peso
entre 250 e 300 g. Em todos os momentos do estudo, os animais alojados
individualmente em gaiolas metalicas, tiveram livre acesso a alimentacao/dieta padrao
e agua potavel ad libitum e foram mantidos em temperatura ambiente em ciclos

circadianos de luz e escuriddo de 12 horas cada.

4.1.1 Ozonizacéo do Oleo de Girassol

Para a ozonizacao do 6leo de girassol, utilizado como veiculo, foi utilizado um
gerador de o0zb6nio (Ozone & Life, modelo O&L 1.5M) configurado para gerar
65 mg/litro de ozénio mediante o fornecimento de oxigénio medicinal na vazéo de 1/8
litro por minuto durante 6 horas, atuando numa temperatura ambiente de 20° C
controlada com equipamento de ar-condicionado, de acordo com Melo et al., (2014).

Em seguida, o oleo foi fracionado e congelado (a -18°C) para utilizagéo (Figura 2).
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Figura 2: Ozonizador: aparato desenvolvido para a ozonizacdo do 6leo de girassol
pelo fornecimento de oxigénio medicinal ao gerador de 0zénio e imediatamente 0 gas

formado é combinado com o 6leo de girassol.

Vilvula Reguladora

Pedn Gerador
Porosa de Ozbnio

Oxigénio

Fonte: Melo et al., (2014)

4.1.2 Procedimentos cirurgicos e inducdo das queimaduras

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados assepticamente na sala de
cirurgia do Biotério do ICT-UNESP.

Os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina (125
mg/kg) e xilazina (7 mg/kg). Na sequéncia, foi realizada a tricotomia da regido dorsal
com demarcacédo de 4 areas, sendo trés irradiadas com o laser de CO2 por 120
segundos e uma area como controle (Figura 3), segundo a técnica de Melo et al.
(2014).

Um laser de CO2 (Synrad, modelo J48-5-2848) com emissdo em A=10,6 pm foi
utilizado para inducao das queimaduras. Essa radiacdo atingiu o dorso do animal por
120 segundos, sendo que, o ponto de incidéncia foi indicado por um laser

semicondutor operando no vermelho.
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Figura 3 - Distribuicdo das regides avaliadas. As indicacdes referem-se a area controle

(C) e areas submetidas a irradiacao por laser de CO2 no dorso do rato (i1, i2, i3)

Fonte: Melo et al., (2014)

4.1.3 Tratamento das lesdes induzidas

O presente estudo investigou a reparacdo tecidual em lesdes cutaneas
induzidas em um grupo de animais (n=15) que foram divididos em trés subgrupos
(n=5) de acordo com os diferentes periodos de estudo (7, 14 e 21 dias). Foram
tratadas e analisadas as lesdes sem terapia (grupo controle) e as lesbes com
tratamento tépico de ozénio veiculado ao 6leo de girassol (grupo 0z6nio) de acordo

com o protocolo a sequir:

1. Grupo Ozbnio — Lesdes com tratamento com 6leo de girassol ozonizado
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Os animais (n=15) foram subdivididos em trés grupos de acordo com o0s
periodos de estudo (7, 14 e 21 dias) de cinco animais cada. Apds a queimadura
receberam tratamento topico, através do gotejamento de 0,2 ml do 6leo de girassol
ozonizado em cada lesdo. O tratamento foi iniciado 24 horas apds a inducdo das
mesmas e realizado uma vez por dia durante os periodos de estudo previamente

determinados.

2. Grupo CONTROLE - Lesbes sem tratamento

Os animais (n=15) foram subdivididos em trés grupos de cinco animais cada,
de acordo com os periodos de estudo (7, 14 e 21 dias). Ap6s a inducdo das

gueimaduras, estas lesdes nao receberam quaisquer tratamentos.

4.1.4 Eutanasia dos animais e obtencao das pecas histoldgicas

Nos dias determinados para o sacrificio dos animais, foi realizada a anestesia
de acordo com o procedimento padrédo estabelecido inicialmente na inducdo das
gueimaduras e efetuada a excisdo dos tecidos para a realizacdo do estudo histoldgico.
Neste procedimento, foi realizada a eutanasia através da técnica de superdose dos
mesmos anestésicos. Os animais foram sacrificados apés 7, 14 e 21 dias (n=5 animais
para cada grupo). As bidpsias das regides irradiadas e das regides controle foram
obtidas e fixadas em solucdo de formol tamponado a 10% por 48 horas e,
posteriormente, processadas de acordo com a técnica de inclusdo em parafina
(Paraplast plus ® sigma-aldrichchemical, Saint Louis, MO, USA). As pecas foram
incluidas em blocos de parafina e cortadas para obtencao de cortes histolégicos com
5 um de espessura no micrétomo rotativo automatico (Leicarm 2255) e posteriormente

corados com hematoxilina e eosina (H-E).
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4.1.5 Procedimentos de anéalise histométrica

Apés a fase de microtomia e coloracao, os cortes histologicos foram analisados
no microscopio optico Carl Zeiss, modelo Axioscop 4.0 (40x), e para o registro digital
das imagens (fotomicrografias) foi utilizado o programa Axiovision 4.3 (Fig.3). Essa
fase do estudo foi realizada no Laboratério de Histologia do Centro de Biociéncias
Aplicado a Pacientes com Necessidades Especiais (CEBAPE) DO ICT-UNESP.

As fotomicrografias obtidas permitiram a analise e contagem de células
inflamatdrias mononucleares, vasos sanguineos e fibroblastos presentes nas areas
de reparacao das queimaduras, nos periodos determinados (7, 14 e 21 dias).Para isto,
foi utilizado o software ImageJ (fig. 5), o qual possibilitou a contagem de células

separando-as nos grupos ja referidos anteriormente.

Figura 4 — Fotomicrografia da area da lesdo com tratamento de ozonio. E possivel
observar células inflamatérias mononucleares ( O ), fibroblastos ( L[] ) e vasos

sanguineos na regigo (2\)(40x).

Fonte: do autor.
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Figura 5 — Software ImageJ utilizado para a andlise e contagem das células das

regides fotografadas

Fie EcR Image Process Analyze Pugins Window  Help
Qlalola 45 |Alalm el lelms |_|»]

Fonte: do autor.

4.1.6 Andlise estatistica

ApoOs a contagem das células mononucleares, fibroblastos e vasos sanguineos,
os dados foram tabulados e submetidos a estatistica descritiva, obtendo-se os valores
médios e desvio padrdo de cada um dos parametros estudados. A comparacéao entre
0s grupos e periodos de estudo foi realizada pela Andlise de variancia na obtencao
do indice de Kruskal-Wallis (h). Para determinar sua significancia biologica foi

estabelecido p = 0,05.
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5 RESULTADOS
Os resultados das médias e do desvio padréo do estudo histométrico obtidos

na presente pesquisa encontram-se resumidos na tabela 1 e os valores da anélise de
variancia dos parametros estudados encontram se nas tabelas 2, 3 e 4.

TABELA 01 - Médias e desvio padrdo da contagem de fibroblastos, células

mononucleares e vasos sanguineos nos grupos Ozonio e Controle, nos periodos de

07, 14 dias e 21 dias

Células e vasos | Grupo 07 dias 14 dias 21 dias
N | x+dp N | x+dp N X +dp
Fibroblastos Ozb6nio |47 |g862+758 |48 |9,71+£7,22 24 9,87 £ 9,32
Controle | 104 | g 88 + 8,48 |36 |3,77 £2,49 23 3,86 + 2,73
Mononucleares | Ozonio |54 |4,31+ 3,00 |49 |8,14+4,64 29 550+ 4,41
Controle | 122 | g 98 + 9,63 | 33 |4,22+£2,49 25 2,43 +1,59
Vasos Ozbnio |47 |323+6,45 |46 |8,00+6,58 24 4,29 + 4,01
sanguineos Controle | 104 [ 407 + 426 | 36 | 4,47 + 3,05 23 | 1,73+1,83

Fonte: do autor.

A tabela 1 mostra que as médias do numero de fibroblastos no grupo tratado

com oz6nio foram semelhantes nos trés periodos analisados (8,62; 9,71; 9,87)
enguanto no grupo controle estas células se mostraram em maior nimero na fase
inicial de 7 dias (8,88) e menos numerosos nos periodos de 14 e 21 dias (3,77 e 3,86

respectivamente)

Com referéncia ao numero de células Mononucleares frequentes, o grupo
tratado com Oz6énio apresentou medias menores nos periodos de 07 e 21 dias (4,31

e 5,50 respectivamente) e um nimero maior de células (8,14) no periodo de 14 dias.
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O grupo Controle apresentou maior niumero de células no periodo de 07 dias (8,98) e
menor frequéncia nos periodos subsequentes de 14 dias (4,22) e 21 dias (2,43).

Quanto ao numero de vasos sanguineos presentes, o grupo tratado com
Ozobnio apresentou medias menores nos periodos de 07 e de 21 dias (3,23 e 4,29
respectivamente) sendo maior a frequéncia de vasos no periodo de 14 dias (8,00). Os
valores encontrados no grupo Controle foram semelhantes nos periodos de 07 (4,07)
e de 14 dias (4,47), sendo menos frequentes (1,73) no 21 dia.

As tabelas 2, 3 e 4 mostram os resultados da analise de variancia, valores do
indice H (Kruskal Wallis) e p (probabilidade), comparativamente dos grupos Ozoénio e

Controle, nos periodos analisados iniciais de 07 dias e final de 21 dias.

TABELA 02 - Analise de variancia (Kruskal-Wallis) dos valores encontrados na
analise histométrica de fibroblastos dos grupos Oz6nio e Controle, nos periodos de
07 e 21 dias

Fibroblastos

Ozbnio 7 x 21 dias H = 0,036 p =0,85
Controle 7 x 21 dias H=164,79 p = 0,000 *
Ozobnio x Controle 21 x 21 dias H=31,80 p = 0,000 *

Fonte: do autor.

A tabela 2 resume os resultados da anélise de variancia encontrados na
frequéncia de Fibroblastos. O grupo Oz6nio mostrou que as medias encontradas no
de 07 dias e no de 21 dias foram semelhantes (p= 0,85) entretanto as frequéncias

encontradas no grupo Controle, nestes periodos, foram diferentes estatisticamente
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significantes (p= 0.000). Na andlise comparativa dos periodos finais de 21 dias entre
0s grupos Ozodnio e Controle as diferencas foram altamente significantes (p= 0.000).

TABELA 03 — Analise de variancia (Kruskal-Wallis) dos valores encontrados na
andlise histométrica de células mononucleares dos grupos Ozénio e Controle, nos
periodos de 07 e 21 dias

Células mononucleares

Ozonio 7 x 21 dias H=198 p =0,159
Controle 7 x 21 dias H = 18,94 p = 0,000 *
Ozobnio x Controle 21x21dias |H=6288 p = 0,000 *

Fonte: do autor.

A andlise de variancia feita nas células Mononucleares (tabela 03), mostrou que
as frequéncias medias encontradas no grupo Ozénio, nos periodos inicial e final,
foram semelhantes (p= 0,159) sem diferencas estatisticamente significantes,
entretanto no grupo Controle as medias apresentaram diferencas estatisticamente
significantes (p= 0,000). Na comparacao dos valores encontrados nos grupos Ozoénio
e Controle, no periodo de 21 dias, as médias foram diferentes altamente significantes
(p= 0,000).

TABELA 04 — Anadlise de variancia (Kruskal-Wallis) dos valores encontrados na
analise histométrica de vasos sanguineos dos grupos Ozonio e Controle, nos periodos
de 07 e 21 dias



Vasos sanguineos

Ozbnio 7 x 21 dias H=3,99 p = 0,047
Controle 7 x 21 dias H=6,87 p = 0,009
Ozobnio x Controle 21 x 21 dias H=3,99 p = 0,046

Fonte: do autor.
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Com referéncia a frequéncia de vasos sanguineos (tabela 4), a analise de

variancia mostrou que as medias comparativas do 07 e 21 dias foram estatisticamente

significantes no grupo Oz6nio (p= 0,047) e altamente significantes no grupo Controle

(p= 0,009). As medias encontradas no periodo final de estudo, 21 dias, dos grupos

Ozdnio e Controle apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p= 0,046).
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6 DISCUSSAO

O mecanismo de acao do ozbnio esta relacionado a sua atividade altamente
oxidativa (Shargawi et al., 1999; Pereira et al., 2005; Gopalakrishnan et al. 2012) e,
no entendimento de Lynch (2004) nenhum outro agente tem sido capaz de combater
tantos patégenos como o 0zdnio.

Segundo Valachi et al. (2005) e Bocci (2006), a ozonioterapia pode ser um
tratamento adjuvante ao tratamento convencional, tendo uma comprovacao eficiente
no tratamento de diferentes enfermidades. Rodriguez Sanchez (2011), afirma que o
uso topico do 6leo ozonizado tem sido benéfico para algumas lesées como psoriase,
Ulceras diabéticas, fistulas, feridas pdOs cirargicas melhorando a manifestacdo de
sinais e dos sintomas.

Existem diversas modalidades de aplicacdes do ozbnio, sendo algumas de
uso restrito a pratica médica (Lynch, 2004). As vias classicas sdo: aplicacdo do gas
diretamente aos tecidos; agua ozonizada e 6leo ozonizado.

Na aplicacdo local, segundo Estrela et al. (2006), o o0zdnio apresenta
propriedades de reduzir a dor e a inflamag&o, neutralizando mediadores
neuroquimicos da sensac¢do dolorosa, facilitando a metabolizacdo e a eliminacdo de
mediadores inflamatorios como histamina, quinina e bradicinina.

Na area da odontologia, a ozonioterapia tem sido usada no controle de
biofilmes, canais radiculares, cicatrizacdo de feridas, carie dentaria, tratamento de
liguen plano, gengivite, periodontite, halitose, osteonecrose da mandibula, dor pés-
cirdrgica, hipersensibilidade dentinaria, distlrbios da articulagdo temporomandibular e
clareamento dentario (Suh Y, et al., 2019). Assim também, segundo Silva e Dietrich
(2018), a ozonioterapia mostrou-se superior a técnicas convencionais quanto a
capacidade de neutralizac&o ou inibicdo do crescimento bacteriano na cavidade oral

Valachi et al. (2011) aplicaram de forma topica Gleo de gergelim ozonizado
em feridas cutaneas agudas no dorso de camundongos e, num estudo biométrico ao
longo dos periodos de estudo, descrevem uma reducdo significante das areas
lesadas. Por outro lado, num estudo em equinos, Araujo (2014), afirma que feridas
tratadas com Oleo ozonizado tiveram uma cicatrizagcdo com melhor eficiéncia

evidenciando uma avancada epitelizagdo, acentuada proliferacdo de fibroblastos, e
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moderada proliferacdo vascular.

Num estudo realizado por Traina em 2008, com &agua ozonizada em
concentracdes diferentes (grupos com 4ppm, 1ppm, somente agua e um grupo sem
tratamento) foi mostrado que o grupo que recebeu agua ozonizada com 4ppm,
apresentou uma contragéo da ferida em 14 dias de tratamento. Afirma que no estudo
histopatolégico as feridas tratadas com agua ozonizada de 4ppm mostraram uma
guantidade moderada de fibroblastos e de colageno com pouca presenca de novos
vasos, enquanto o grupo tratado somente com agua apresentou grande presenca de
fibroblastos, pouca sintese de colageno e pouca formacao de novos vasos.

Num estudo histolégico e biométrico no tratamento de queimaduras de
terceiro grau induzidas por laser CO2 no dorso de ratos Wistar feito por Melo et al.
(2014), foi mostrado que o 6leo de girassol ozonizado apresentou efeitos positivos e
benéficos no fechamento das les6es. Os autores descrevem que inicialmente as
feridas em todos os animais apresentaram uma inflamacdo significativa, edema,
congestado vascular e necrose de coagulacao, e que na fase final de estudo os animais
tratados exibiram aspectos morfolégicos de menor inflamacéo.

Embora tenham sido descritas varias maneiras de veicular o 0zénio na terapia
topica de feridas (Lynch, 2004) neste trabalho foi adotado o uso de 0z6nio associado
ao Oleo de girassol devido ao protocolo adotado em pesquisa anterior (Melo e col.
2019).

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que o uso do ozdénio
determinou comportamentos diferenciados no processo de reparagcdo das feridas
causadas por queimaduras de CO2 evidenciados com destaque no periodo final do
estudo. A metodologia usada no estudo histométrico permitiu realizar a quantificacao
de fibroblastos, células mononucleares e de vasos sanguineos presentes e
representativos do processo de reparacao das lesdes. Devemos destacar a falta de
artigos cientificos que referenciem resultados de outros estudos histométricos que
permitam analisar comparativamente os resultados obtidos nesta pesquisa. Desta
maneira nossos resultados devem ser considerados de significativa importancia por
refletir quantitativamente um processo biologico regularmente descrito pelos aspectos
histomorfologicos qualitativos. Assim, devemos analisar comparativamente as
evidéncias observadas entre o grupo tratado com Ozb6nio e o grupo Controle, sem

tratamento.
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Neste sentido, evidenciamos que o numero de fibroblastos no grupo Controle
apresentou uma média maior apenas no 07 dia diminuindo significativamente no 14
dias e no 21 dias, enquanto no grupo tratado com o0z6nio as meédias foram elevadas
nos trés periodos estudados (tabela 1). A analise de variancia (tabela 2) realizada
comparativamente nos periodo inicial e final do estudo mostrou diferengas
estatisticamente significantes apenas no grupo Controle (p= 0,000) enquanto no grupo
Ozobnio as meédias foram semelhantes (p= 0,85X). Isto permite aferir que o ozénio
interferiu no processo de maturacdo tecidual nas lesdes tratadas induzindo a
proliferacdo de fibroblastos e mantendo um nimero maior destas células ao longo dos
periodos de reparacdo estudados.

Assim também, a andlise de variancia de ambos os grupos, Ozénio e Controle,
no periodo final de analise de 21 dias, mostrou diferencas altamente significantes (p=
0,000). Desta maneira, observamos que no grupo Controle, sem tratamento, 0
processo de reparacéo tecidual representado pelo numero de fibroblastos decorreu
de modo esperado de acordo com Tazima, Vicente, Moriya (2008), identificando o
desenvolvimento normal e maturacao do tecido conjuntivo, enquanto a permanéncia
de elevado numero de fibroblastos observados nesta pesquisa no grupo tratado com
Ozbnio, nas varias etapas de estudo, identifica sua interferéncia e falha de progressao
do processo de maturacao e de reparacéo tecidual.

Quanto ao numero de células Mononucleares, representando 0 mecanismo
de defesa tecidual, o grupo Controle evidenciou valores elevados da presenca no 07
dia diminuindo significativamente no 14 dia e no 21 dias, enquanto o grupo Ozdnio,
diferentemente, apresentou menor nimero de mononucleares no 07 e 21 dias e maior
namero no 14 dia (tabela 1). Desta maneira, foi evidenciado o grande nimero de
células mononucleares na fase inicial de reparo da lesdo e seu consequente
decréscimo ao longo do processo reparativo nos animais do grupo Controle,
demostrando a maturacdo e adequacao histofisiologica da reparacéao tecidual, em
concordancia com Tazima, Vicente, Moriya (2008). No grupo Ozdénio o namero de
células presentes no primeiro dia de estudo da fase reparativa foi menor, apenas
proliferando significativamente no 14 dia e diminuindo no 21 dias, diferindo das
observacdes de Tazima, Vicente, Moriya (2008). Esta alternéncia na frequéncia de
mononucleares identifica a influéncia do 0zoénio retardando a proliferagéo inicial destas

células nos primeiros dias do processo e induzindo este mecanismo somente apés a
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continuidade da reparacéao no periodo de 14 dias.

A andlise de variancia (tabela 3) mostrou as diferencas altamente significantes
na frequéncia destas células nos periodos inicial e final do estudo no grupo Controle
(p= 0,000), enquanto no grupo tratado com Ozénio o numero de mononucleares foi
estatisticamente semelhante (p= 0,159). A fase inicial do processo de reparacao
envolve a presenca de grande numero de células inflamatérias dentre as quais as
mononucleares, fato este evidenciado no grupo Controle e deficiente no grupo Ozonio.
Fica evidente a influéncia negativa do ozb6nio impedindo ou interferindo nos
mecanismos de proliferagdo celular, especificamente neste tipo de células
mononucleares.

A presenca de vasos sanguineos no tecido conjuntivo permite identificar o
grau da intensidade metabdlica de um tecido, e neste caso da lesdo e do processo
reparativo. A tabela 1 mostra que as médias do numero de vasos no grupo Controle,
no 07 e 14 dias foram estatisticamente semelhantes enquanto no 21 dia sua
frequéncia foi menor. No grupo Oz6nio foi observada uma frequéncia moderada e
semelhante de vasos nos 07 e 21 dias e um aumento de nimero consideravel no 14
dia.

A analise de variancia (tabela 4) mostrou diferencas altamente significantes
na comparacao dos periodos de 07 e 21 dias no grupo Controle (p= 0,009), enquanto
no grupo ozénio nestes mesmos periodos, inicial e final do estudo, se mostraram
estatisticamente semelhantes (p=0,047). A presenca de vasos sanguineos nas lesées
no grupo Controle nos trés periodos analisados representativos do processo continuo
de reparacgdo tecidual se mostrou coerente com a maturacdo histofisiologica das
lesBes, entretanto a frequéncia observada no grupo o0z6nio, sendo muito elevada no
14 dia, evidencia uma interferéncia da terapia influenciando a formacdo de novos
vasos neste periodo, fato ausente na fase inicial do processo de reparo.

Pelos resultados obtidos nha metodologia adotada consideramos que a terapia
tépica do o0z6nio veiculado com 6leo de girassol em feridas cutaneas por queimaduras
nao se mostrou eficiente no processo de reparacdo tecidual, interferindo na
proliferacéo celular, ora estimulando a multiplicacédo e permanéncia de fibroblastos,
ora diminuindo a frequéncia de células mononucleares e de vasos sanguineos nas
etapas iniciais do processo.

Este desempenho biolégico do 0zb6nio, discrepante, ja fora manifestado por
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Rosa et al. (2023) numa revisdo dos trabalhos relacionados a ozonioterapia num
periodo de vinte e trés anos de estudo. Os autores afirmam que os efeitos da
ozonioterapia indicaram uma eficacia satisfatoria, porém ainda com evidéncias
limitadas.

Consideramos que novos estudos sdo necessarios abordando aspectos
moleculares que possam elucidar os mecanismos da interferéncia na dinamica celular

e na resposta tecidual no processo de reparacao.
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7 CONCLUSOES

Com base na metodologia e resultados descritos, podemos concluir que:

. A terapia com 6leo de girassol ozonificado ndo se mostrou eficiente na
reparacao de feridas cutaneas por queimaduras;

. O uso de 6leo de girassol ozonificado estimulou a proliferacéo inadequada
de fibroblastos em todos os periodos analisados;

. O uso de oleo de girassol ozonificado retardou a proliferacdo de células
mononucleares e da formacgéo de vasos sanguineos;

. A frequéncia de células mononucleares, vasos sanguineos e fibroblastos no
grupo controle mostraram evolucédo normal do processo reparativo;

. Os periodos de estudo determinados permitiram uma observacédo adequada

das modificagdes teciduais do processo reparativo.
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