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RESUMO:

Este projeto avaliou a viabilidade dos compostos oleicos ozonizados em
aplicacdo tdpica direta como proposta de tratamento de lesdes por queimadura,
mediante a comparacdo com propostas terapéuticas convencionais. Foram utilizados
36 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) selecionados aleatoriamente de
maneira a compor 3 grupos distintos de 12 ratos nos quais foram induzidas 2 lesbes
por queimadura de 1cm de didametro no dorso dos mesmos onde cada elemento
recebeu conduta terapéutica pré-estabelecida, desta forma o grupol (G1) ou controle
recebeu curativo com cobertura primaria sulfadiazina de prata 1%, o grupo 2 (G2) ou
Ozobnio + recebeu cobertura primaria sulfadiazina de prata 1% e aplicacdo de 6leo de
girassol ozonizado localmente em toda a extensao do ferimento, o Grupo 3 — Oz6nio
recebeu curativo com aplicacdo de 6leo ozonizado localmente em toda a extensdo do
ferimento de maneira a recobrir 0 mesmo, todas as condutas foram repedidas a cada
24 horas pelos pesquisadores. Os animais componentes do estudo foram submetidos a
eutanasia no 4°,8° e 12° dias onde foram colhidas amostras de pele contendo a leséo e
parte de tecido saudavel adjacente, durante a avaliacdo macroscopica observou-se que
ndo ouve variagdo significativa entre os animais avaliados quanto ao potencial de
retracdo e fechamento da ferida. Durante a avaliacdo microscopica pode-se observar
maior neoformacao vascular nos grupos tratados com 6leo ozonizado, também pode-se
observar uma maior deposicdo de fibras colagenas nos animais tratados com esta
substancia.

Descritores: 0z0nio; queimadura; cicatrizagéo; pele; terapia alternativa.



ABSTRACT:

This project evaluated the viability of ozonized oleic compounds in direct topical
application as a proposal for the treatment of burn injuries, by comparing them
with conventional therapeutic proposals. 36 Wistar rats (Rattus norvegicus) were
randomly selected to make up 3 distinct groups of 12 individuals, in which 2 burn
injuries of 1cm in diameter were induced on the back of each one, where each
rat received a pre-established therapeutic approach, thus group 1 (G1) or control
received a dressing with primary coverage of 1% silver sulfadiazine, Group 2 (G2)
or Ozone + received primary coverage with 1% silver sulfadiazine and local
application of ozonized sunflower oil over the entire length of the wound, Group
3 - Ozone received a dressing with local application of ozonized oil over the entire
length of the wound in order to cover it, all the procedures were repeated every
24 hours by the researchers. The animals in the study were euthanized on the
4th, 8th and 12th days and skin samples were taken from the lesion and part of
the adjacent healthy tissue. During the macroscopic evaluation, it was observed
that there was no significant variation between the animals evaluated in terms of
the potential for retraction and wound closure. During the microscopic evaluation,
greater vascular neoformation was observed in the groups treated with ozonated
oil, and a greater deposition of collagen fibers was also observed in rats treated
with this substance.

Keywords: ozone; burn; healing; skin; alternative therapy.
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1. INTRODUCAO

De inicio o ozbnio foi rotulado como substancia toxica, conclusédo
endossada por numerosos estudos laboratoriais e epidemiologicos, uma vez que
em excesso em um ambiente fechado o gas pode incorrer em uma série de
sintomas respiratdrios que vao desde dificuldade em respirar, tosse, congestao,
desconforto toracico, angina pectoris e em alguns casos ataque cardiaco. Sob
esta perspectiva rotulou-se o 0z6nio como um perigo para a saude humana.
Estudos laboratoriais reiteraram tais efeitos ao nivel celular e molecular, ja que
por ser um poderoso agente oxidante, este € capaz de desviar a energia
destinada ao uso celular comprometendo desta forma a fungcdo mitocondrial,
diminuicdo da sintese de ATP além de produzir compostos oxigénio reativos
citotoxicos (Thorp e Thorp, 2021).

A prética clinica consolida a utilizacdo do oz6nio (O3 como um farmaco,
podendo este ser toxico ou seguro resguardados critérios como dosagem,
tempo de exposicéo e capacidade antioxidante do tecido exposto. O acumulo de
evidéncias farmacoldgicas sobre o0 uso terapéutico e eficacia sobre varias
doencas de pele como infeccdes anaerdbias e herpéticas, Ulceras troficas,
queimaduras, celulite e abscessos podendo ser utilizado também como agente
tépico para reparo de feridas. Devido a sua seguranca, facil aplicacdo e
manuseio a ozonioterapia vem sendo utilizada com ha muitos anos como
conduta adjuvante ao tratamento basico, assegurando 0 sucesso de
intervengbes onde os meétodos tradicionais ndo alcangam os resultados
esperados (Di Mauro, 2019).

Atualmente, propostas terapéuticas envolvendo o o0z6nio vem sendo
estudadas ja existindo associacdes positivas do gas a regulacao dos fatores de
crescimento enddgeno, regulacdo do fluxo sanguineo local, potencial
antioxidante além da ja sabida capacidade deste de inativar varios patégenos,
em linhas gerais existe um grande interesse nos mecanismos de interacdo do
O3 nas respostas celulares mais especificamente no processo de reparacao
tecidual, mesmo na auséncia de estudos mais conclusivos. Obviamente ainda
existem ressalvas quanto ao uso do gas em doencas respiratérias, justamente

pela eventual toxicidade neste meio, alguns casos de irritacdo cutanea e
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episédios de dermatite ainda soam negativamente para a prescricdo
indiscriminada da ozonioterapia (Wen et al., 2022).

Apesar destas incertezas, a formulacdo de compostos oleicos
ozonizados, tem se mostrado uma opcdo eficaz e segura no combate as
infec¢des locais e no auxilio na reparacgédo tecidual, sendo uma op¢ao promissora
para o tratamento de diversas condicdes que envolvem a pele e mucosa.
Especificamente como tratamento de uso tépico, a Ozonioterapia tem se
mostrado uma alternativa segura, onde a administracdo na forma de 6leo
ozonizado tem se destacado dentro desta perspectiva. Entretanto mudangas
significativas nos processos terapéuticos atuais, exigem respaldo cientifico e
bom desempenho frente ao mercado de produtos disponiveis, considerando a
extensa gama de produtos ja empregados no tratamento de feridas, é relevante
gue a selecéo desses agentes seja realizada com base em evidéncias, onde
deverdo ser considerados critérios como o estado geral do paciente, localizacao,
tipificacéo da ferida, disponibilidade de acesso ao tratamento desejado (Brito Jr,
2022).

Basicamente o 6leo ozonizado é formado a partir da associacdo entre
moléculas de O3 e &cidos graxos insaturados, que podem variar de acordo com
a complexidade de sua constituicio molecular podendo gerar substancias
desde compostos insaturados como o 4cido oleico, subacidos em 6leos vegetais
ou até mesmo pelos acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA)
em 6leo de peixe (Moureu, 2015).

A forma ativa do gas nestes substratos se da pela constituicdo da porcéo
1,2,4-trioxolano via ozonizacdo direta em compostos vegetais, onde o0 anel
trioxolano dentro das matrizes vegetais ozonizadas é capaz de liberar
gradualmente Os na superficie das lesGes cutaneas fomentando reagdes in loco
responsaveis por acelerar o processo de cicatrizacdo de uma gama significativa
de feridas, apresentando também vasto potencial antimicrobiano e antifingico,
em contrapartida o préprio 6leo atua como hidratante e protetor, especialmente
para pacientes com o comprometimento da funcdo de barreira por parte do
epitélio (Wang, 2018a).

O intuito desta pesquisa foi verificar a possibilidade de utilizacdo do éleo
ozonizado como conduta terapéutica, quando comparado a condutas ja

adotadas pela pratica clinica, para o tratamento de lesbes epiteliais provocadas
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por queimaduras tanto macro quanto microscopicamente, considerando a
interferéncia destes compostos na evolucdo da reparacédo tecidual em quesitos
como retracdo da ferida, migracao do infiltrado inflamatério, composicédo do meio
extracelular, angiogénese e producdo de colageno. Sob esta justificativa foi
elaborado um modelo animal de estudo que propiciou a comparacéo de trés
propostas terapéuticas: sendo a conduta tradicional adotada no grupo controle,
uma proposta de intervencdo associada e uma abordagem se utilizando
exclusivamente de compostos oleicos ozonizados.

O resultados obtidos, bem como as condutas utilizadas em fungéo destes,
levam a crer que compostos oleicos ozonizados podem ser utilizados como
proposta terapéutica no tratamento das lesfes de pele por queimadura,
somando-se ao crescente numero evidencias ja produzidas que consolidam a
utilizac@o deste composto como alternativa viavel e segura para o tratamento de

feridas, ulceras e demais injurias que acometam ao epitélio.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A lesédo por queimadura

No intuito de facilitar a compreensédo de uma ferida decorrente de uma
gueimadura, especificamente em termos histolégicos, tais injurias podem ser
divididas em trés regides distintas, estas classificadas de acordo com o grau de
destruicdo tecidual e com o comprometimento do fluxo sanguineo in loco.
Partindo desta premissa a parte central da ferida, que é exposta a maior
qguantidade de calor e consequentemente tornando-se a regido mais danificada
€ conhecida como zona de coagulacdo, onde o aumento excessivo da
temperatura resulta em extensa desnaturacéo, degradacao e consequentemente
a coagulacdo das proteinas o0 que por sua vez incorre em necrose do tecido
subjacente (Rowan, 2025).

Por sua vez ao redor da zona de coagulacdo encontra-se a zona de
isquemia, que ao contrario da anterior apresenta arcabouco tecidual passivel de
reparacdo, onde dependendo do tipo de intervencdo e a rapidez desta o
prognéstico de manutencdo da homeostasia das estruturas locais é mais
favoravel. Distanciando-se do centro da queimadura encontra-se a zona de
hiperemia, chamada assim devido ao aumento expressivo do fluxo sanguineo
local devido a vasodilatacdo decorrente da instalagdo do processo inflamatorio,
consistindo na regido da recuperac¢do mais favoravel se resguardada de novas
injurias e de processos infecciosos focais (Hettiaratchy e Dziewulski, 2004).

Em termos histolégicos, a profundidade da queimadura pode ser descrita
de acordo com a extensdo do dano anatomico causado, onde os valores de
profundidade sédo delimitados pela fronteira entre tecido saudavel e a area
necrotica observada. A diferenciacdo entre a extensdo do dano causado sugere
que nas regides onde ocorre 0 dano as extruturas microvasculares indicam
lesdo de média profundidade ou parcial dos tecidos, ja regides com grande
desnaturacao do colageno correspondem injurias mais invasivas (Monstrey et al.,
2008)
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Figura 1- Modelo virtual esquematico contendo as regibes distintas de uma lesao por

queimadura na pele.

Zona de
coagulacao

Zona de
isquemia

Zona de
hiperemia

Fonte: Préprio pesquisador

Os profissionais envolvidos nas condutas terapéuticas adotadas para as
feridas oriundas de queimaduras devem ter em mente que estas ndo podem ser
consideradas meramente como injurias localizadas, dada sua propensdo em
desencadear extensos processos inflamatérios, tanto locais quanto sistémicos.
Entretanto, vale ressaltar que apesar das peculiaridades intrinsecas de um
ferimento desta monta, o processo de reparacdo fisiolégico que leva a
cicatrizacdo de todas as feridas, se da através dos mesmos mecanismos e
circunstancias independendo de sua etiologia. Tal processo cicatricial se iniciara
mediante uma inflamacdo focal primaria onde a vasodilatacdo local, o
extravasamento de fluidos e consequentemente a diapedese celular garantirdo
0 acesso de neutréfilos e mondcitos ao local da ferida, dando inicio a uma
primeira resposta imunologica que de imediato sera acrescida, via
quimiomediadores celulares, por uma migracao de macréfagos (Tiwari, 2012).

Dependendo da extensao e profundidade de uma lesédo por queimadura,
o principal subproduto da reparacao tecidual é a formacéo de tecido necrotico,
este por ndo ser responsivo aos estimulos reparatorios, sera isolado dos tecidos
vivos e posteriormente degradado durante a evolucao do processo inflamatorio.
Ainda sob efeito da fase inflamatéria o correrd na regido afetada a fase

proliferativa, onde mediadores celulares e citocinas ativardo os queratinocitos e
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fibroblastos. Cabendo a ressalva de que a migracdo dos queratinécitos, para a
area da injaria inicial, consiste num mecanismo chave para o fechamento da
ferida favorecendo também revascularizacdo da &rea afetada (Pastar et al.,
2014).

Finalmente a remodelacao da ferida ocorre logo apds a fase proliferativa
da cicatrizacao, o que por sua vez resulta no amadurecimento da cicatriz, tanto
o colageno quanto a elastina depositados sofrem altera¢gdes estruturais a medida
que os fibroblastos sao convertidos em miofibroblastos. Os miofibroblastos por
sua vez, participam da contratura da ferida, fazendo com que os estes participem
do na manutencdo de um equilibrio delicado entre contracéo e reepitelizacédo
durante o fechamento da ferida (Shih, 2010).

2.2 O tratamento da queimadura

Lesbes por queimadura sédo frequentemente enumeradas como um dos
traumas com maior potencial de morbidade que acometem os seres humanos.
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude aproximadamente 300.000
Obitos anuais ao redor do mundo a cada ano sédo consequéncia direta ou
relacionados as queimaduras (OMS, 2014). As caracteristicas da injuria bem
como o perfil de destruicdo tecidual induzem inimeras disfuncdes organicas,
indo desde quadros patologicos de hipermetabolia a processos inflamatorios
extensos associados a quadros de infec¢des localizadas e sepse, 0 que por sua
vez resulta em niveis alarmantes de morbidade e mortalidade (Rivers, 2012).

SO no Brasil o quantitativo anual de hospitalizacbes gira em torno de
27.500 internagbes por ano, sendo 62% desse total, individuos do sexo
masculino com idade média de 24 anos, o reflexo desse perfil é alarmante
considerando o impacto na forca de trabalho e suas limitagcbes futuras.
Consideradas as discrepancias regionais bem como as propor¢des continentais
do pais, o impacto financeiro sobre o sistema de saude é evidente e quando
somados todos o0s procedimentos e propostas terapéuticas acrescidos do
intervalo de tempo necessario para a recuperacao satisfatéria, com o menor
namero de sequelas possiveis para 0s pacientes vitimas de queimaduras
(Santos, 2017).



19

Sabe-se que lesbes por queimadura resultam em choque cardiogénico,
hipovolémico e vasogénico, a redugédo do volume intravascular torna-se critica
principalmente devido ao aumento da permeabilidade capilar e das mudancas
de fluidos. Por outro lado, mediadores inflamatorios como histamina, bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos, aminas vasoativas entre outros permitem a perda
de proteinas para o intersticio. O resultado € a reducao do liquido intravascular,
eletrdlitos e proteinas com rapido equilibrio com os compartimentos intersticiais.
Clinicamente, isso se manifesta por hipovolemia, hemoconcentracdo, edema,
oliguria e disfuncdo cardiovascular. Entretanto os autores ressaltam que,
mediante a introducdo de protocolos de ressuscitacdo hidrica, condutas
terapéuticas visando a remissao precoce da queimadura, a utilizacdo de agentes
antimicrobianos locais e sistémicos visando a otimizacdo no controle de
infecgbes, sdo consideradas melhorias de tratamento que refletiram
positivamente na recuperacdo dos pacientes submetidos as mesmas (Snell,
2013).

De acordo com Castilla (2016), a compreenséao da fisiopatologia da leséo
por queimadura é importante para uma proposta terapéutica coerente, tais
lesbes sd@o capazes de incitar respostas tanto locais quanto sistémicas,
gueimaduras mais graves podem desencadear reacdes imunes
desproporcionalmente mais severas incorrendo em processos inflamatdrios
exacerbados. Fato que suscita frequentemente o questionamento sobre o grau
de complexidade do comprometimento sistémico do paciente gravemente
gueimado, como por exemplo a faléncia multipla de 6rgdos como comorbidade
associada. Ainda com a ressalva de que, pacientes gravemente queimados sao
mais suscetiveis a casos de sepse gque culminam e episédios de Sindrome de
Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS), acarretando em danos ao trato
respiratério, gastrointestinal, excretor e até mesmo ao sistema nervoso central.

Consideradas as complexas interacfes celulares e bioquimicas que
compde o processo de reparacao tecidual desde a angiogénese ao processo de
consolidagcéo da cicatriz, a utilizacdo de compostos 0zonizados ou mesmo 0
préprio gas como alternativa terapéutica vem sido citado na literatura ja a algum
tempo. A avaliacdo das possiveis interagdes imunoldgicas, Imunohistoquimica e
bioguimicas, sugerem que o0 processo de cura € otimizado através da utilizacao

da Ozonioterapia e indo além, correlacionam tal melhora ao fator de crescimento
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de fibroblastos (FGF2) bem como valores otimizados de diferenciagdo dos
miofibroblastos. O que em linhas gerais corroboraria para melhor cicatrizagao

tanto para lesbes agudas quanto para traumas crénicos (Soares, 2019).

2.3 Oz6nio como farmaco

Atualmente o Os esta disponivel para uso médico através de varias
formulacbes, podendo ser usado em sua forma gasosa primordial para o
tratamento de feridas topicamente, em ambiente controlado insuflando-se
invllucros plasticos com uma mistura de gases 0z6énio-oxigénio (70 e 80 ug/mL
respectivamente) por um determinado periodo de tempo (Figura 2). A agua
ozonizada é obtida por aparelhos geradores do gas capazes de saturar este em
meio aquoso, sendo utilizada com eficacia comprovada como coadjuvante no
tratamento de infeccdes e afeccdes de pele. J& o Gleo é obtido pela mistura do
0z6nio com &cidos graxos insaturados, sendo recomendado para 0 uso no
tratamento de infec¢des cutaneas persistentes, com resultados positivos para
varios microrganismos, sendo que uma das grandes vantagens deste composto
€ a possibilidade de utilizacdo do mesmo por parte do paciente fora do ambiente
clinico, reduzindo o nimero de retornos deste ao hospital (Wang, 2018b).

Figura 2- Modelo tridimensional de uma molécula de ozénio, composta por trés &tomos de
oxigénio unidos por ligagdes covalentes, sua formula quimica é representada pelo termo Os.

*Fonte: Imagem gerada por inteligéncia artificial via freepik.com
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Reconhecido como uma das melhores moléculas bactericidas, antivirais
e antifingicas ja vem sendo utilizado no tratamento de feridas cronicas, onde
seus efeitos benéficos na reparacao tecidual podem ser atribuidos a diminuicéo
da infeccdo bacteriana, bem como ao aumento da tensdo de oxigénio pela
exposicdo de Oz na area da ferida. Quando aplicado em veiculo aquoso, o0 gas
ndo é capaz de penetrar no meio intracelular, porém reage instantaneamente
com as duplas ligagdes dos acidos graxos poli-insaturados levando a formacéo
de produtos bioativos, sendo tal via secundaria responsavel pela ativacdo de
fatores de crescimento e aceleracédo do ciclo celular in loco (Solovastro et al,
2015).

Pesquisas realizadas em seres humanos, ja estdo obtendo resultados
favoraveis ao utilizarem-se do Oz em veiculo oleoso, visto que neste formato tais
compostos seriam mais estaveis possibilitando a perfusdo mais lenta e
prolongada da molécula do gas junto a regido afetada, de maneira que a
substancia possa agir de forma mais funcional para a reparagdo tecidual,
(Valacchi et al., 2013; Chen et al., 2020).

Em comparacdo com medicamentos em uso de longa data como
indometacina e Nitrofural, os 6leos com um baixo grau de ozonizacdo (22% -
24%) tem aplicacéo clinica potencial para inflamacao e cicatrizagdo tratamento
de feridas, alguns dos subprodutos de compostos oleicos ozonizados também
participam processo terapéutico in loco, tendo como condicdo chave para sua
eficacia clinica o grau de saturacéo do gas no veiculo liquido. Por sua vez a via
de administracdo do ozénio tende a influenciar diretamente na inibicdo da
inflamacédo, dentro desta perspectiva, o uso de composto oleicos tendem a
reduzir inflamacdes localizadas em até 30%, sendo até mais efetivos que as
solucdes fisioldégicas ozonizadas. A cicatrizacdo completa de feridas em
camundongos diabéticos tratados com Oleos ozonizados foi obtido durante o
mesmo tempo que o relatado para camundongos ndo diabéticos, sem a

observacao de sinais de infeccdo (Guerra-Blanco et al., 2017).

2.4 Evidéncias cientificas da Ozonioterapia
Com o intuito de investigar o efeito do tratamento com o0zénio medicinal
em processos inflamatoérios do trato gastrointestinal, a Ozonioterapia foi utilizada

como conduta terapéutica para colite distal aguda induzida por acido acético em
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um estudo de modelo animal. Os autores observaram que o uso do gas
reduzindo significativamente os niveis plasmaticos de TNF-a e IL1f, melhorando
também a resposta histolégica tissular in loco, levando a crer que o O3 em
contato com processos inflamatérios instalados € capaz de ndo so reduzir o
edema local como mitigar processos inflamatérios além de afetar os processos
de proliferacao celular e vascularizacéo local (Aslaner et al., 2016).

Como farmaco de uso dermatoldgico o 0zénio serve como uma alternativa
pratica com eficacia sabidamente comprovada contra bactérias, agindo de
maneira a interromper diretamente o &cido nucleico ou o invélucro lipossémico
destes microrganismos, com a membrana comprometida a permeabilidade
favorece ainda mais o acesso das moléculas de ozbnio dentro do perimetro
celular comprometendo o metabolismo desta. Via de regra a molécula de Oz é
capaz de interagir com o0 meio e ao dissociar-se liberando radicais livres de
oxigénio agressivos aos espécimes presentes nas feridas de pele como fungos
e virus, indiretamente atuado como ativadora da resposta imunoldgica tanto
celular quanto humoral (Zeng e Lu, 2018).

Dentro da problemética apresentada, algumas propostas terapéuticas
mais recentes tém ganhado visibilidade na literatura, dentre elas a Ozonioterapia
tem sido cotada como alternativa viavel e relativamente acessivel para o
tratamento de lesbes e/ou traumas epiteliais bem como dos demais tecidos
subjacentes. Em revisdo sistematica com o intuito de avaliar a Ozonioterapia
como conduta terapéutica para ferimentos e injurias cronica, Fitzpatrick (2018)
considerou existirem boas evidéncias para apoiar terapia com 0z6nio como
procedimento médico curativo, independendo da modalidade aplicada,
potencialmente eficaz para o tratamento de feridas crénicas. Entretanto, apesar
dos resultados favorecerem de forma consistente a aplicacdo do gas e seus
subprodutos como tratamento, mencionando o mesmo como passivel de ado¢ao
pela pratica médica convencional, cabe a ressalva de que tanto a
heterogeneidade das amostras, tipo de abordagem quanto o nimero reduzido
de participantes nos estudos avaliados sugerem pesquisas mais aprofundadas
sobretudo com faixas etarias definidas.

O ozobnio pode reagir com o0s 0Oleos vegetais para produzir compostos
oleicos ozonizados que tém propriedades antimicrobianas e podem ser usados

na dermatologia, partindo deste principio Moreau et al. (2015), estudaram o
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processo de obtencdo desses 6leos considerando principalmente sua acides,
concentragcdo de peroxidos e concentracdo de iodo. De acordo com os autores
a adicdo do gas no Oleo de girassol tornou este um agente antibacteriano
significativamente eficaz, durante avaliagcdo in vitro, contra as trés principais
cepas bacterianas responsaveis pela mastite (S. aureus, E. coli e S. uberis). Os
autores ressaltam ser necessario um estudo aprofundado para uma melhor
compreensao da acéo dos 6leos ozonizados sobre bactérias e para identificar e
guantificando os compostos responsaveis pela atividade antibacteriana antes de
considerar ensaios in vivo.

No intuido de verificar a eficacia da Ozonioterapia em pacientes
portadores de ulceras cutaneas causadas por Diabetes Mellitus Liu (2015),
realizou revisédo sistematica, considerando como banco e de dados todos os
artigo que continham ensaios clinicos randomizados (ECR) que por sua vez
comparassem a terapia de ozbnio com a terapia de ozobnio simulada ou
quaisquer outras intervencdes consideradas como tratamento para uUlceras nos
pés de individuos portadores de Diabetes Mellitus, independendo da data ou
idioma da publicacdo. A pesquisa em questdo ndo obteve sucesso em
determinar se a terapia com ozénio é eficaz quando administrada isoladamente
ou como parte de um pacote de cuidados para tratamentos das respectivas
ulceras. Os autores atribuem este resultado a baixa reprodutibilidade dos
ensaios randomizados, seja pela metodologia inespecifica ou pelos resultados
advindos de informacdes de baixa qualidade, considerando tais vieses nao
conseguiram tirar conclusbes sobre a efetividade da Ozonioterapia,
especificamente no tratamento de Ulceras causadas pela referida alteracéo
hormonal.

Avaliando o potencial terapéutico dos 6leos ozonizados, Gunaydin et al.
(2017), constataram que a aplicacdo medicinal destes subprodutos vem sendo
ministrada com significativo sucesso para uma gama extensa de injurias que vao
desde infeccdes, ulceras, queimaduras, doengas flungicas e até mesmo
gengivites. Quando considerado um espectro de tal magnitude, é interessante
notar que apesar de extremamente eficaz contra bactérias gram-positivas, gram-
negativas, fungos e virus os compostos oleicos ozonizados apresentam baixa ou
nenhuma citotoxicidade, mesmo para aqueles detentores de consideraveis

concentracdes de peroxidos. O que em outras palavras, endossa a existéncia de
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um potencial curativo otimizado do produto estudado, porém sem 6nus e/ou
efeitos colaterais para o arcabouco celular que eventualmente recebera a
substancia em questéo.

Em estudo detalhado avaliando a caracterizacdo quimica minuciosa de
Oleos vegetais ozonizados e na forma de gel, onde foi incluido o monitoramento
do comportamento da calorimetria diferencial dessas substancias, os autores
observaram que o0s Oleos ozonizados mostraram atividade antimicrobiana
significativa contra Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Ugazio et al.,
2020).

Especificamente os Oleos vegetais na forma de gel (Oleogel), uma
composicao mais recente, provaram ser mais ativos contra cepas historicamente
multirresistentes, tais como linhagens de E. faecalis e S. aureus. No mesmo
estudo os pesquisadores ainda fazem a ressalva de que, tanto os Oleos
ozonizados quanto o Oleogel mostraram-se potencialmente ativos contra
mutacdes celulares de perfil neoplasico ndo incorrendo em atividade citotdxica
guando testados em fibroblastos de espécies murinas NIH / 3T3. Configurando
por sua vez, caracteristica desejavel para o uso seguro dessas substancias em
pacientes com feridas cronicas e outras condicbes dermatoldgicas, onde a
toxicidade minima para as células normais é critério de eleicdo para farmacos
e/ou processos terapéuticos (Almeida Kogawa et al., 2015).

Experimentos conduzidos com uma prepara¢do médica com composto de
gel dermatolégico contendo 30% de Gleo de semente de girassol ozonizado com
valores de acidez do &cido oleico 1,60%, de peréxido 335 meqO2/kg e
viscosidade 193 mPas. Dados obtidos a partir dos modelos de cultura prévios in
vitro, indicaram a néo citotoxicidade do composto oleico, indo mais além os
autores realizaram um teste de desafio microbiano, também in vitro, no intuito de
avaliar a probabilidade de contaminacéo do referido gel por parte do usuéario,
foram inoculados no produto microrganismos conhecidos por contaminarem
formulagBes semelhantes, as amostras foram observadas em um periodo de 28
dias sendo que os resultados obtidos demostraram a resisténcia do produto
quanto a proliferacédo e contaminag&o microbiana (Serio, 2017).

Numa tentativa de validar o 6leo ozonizado como proposta viavel para o
tratamento da Dermatite Atdpica, Lu et al. (2018) submetendo cobaias murinas

a agentes alérgenos, observaram que o 0leo ozonizado inibiu significativamente
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a exacerbacgdo dos processos inflamatérios induzidos em funcéo do estudo. Os
autores também observaram uma consideravel redugcdo no tempo geral de
remissao das lesdes, quando comparadas com as do grupo controle tratadas
com veiculo oleoso sem ozobnio. Ainda de acordo com os autores o Oleo
ozonizado inibiu a expressdo do Fator de Transformacao do Crescimento beta
(TGF-B) em comparagcdo com 0s grupos tratados com veiculo sem o aditivo,
proteinas séricas e o0s transcritos lesionais das citocinas Th2 incluindo IL-4 e IL-
31 foram menores no grupo submetido a ozonioterapia do que nos grupos
controle.

Avaliando o potencial curativo de solucdes tdpicas contendo ozénio para
o tratamento de infec¢Bes cutaneas por bactérias multirresistentes, Song (2017)
constatou, mediante estudo in vitro, a eficacia do potencial de eliminacédo de
colénias formadas por cepas multirresistentes (Staphylococcus aureus ou
MRSA). Baseados no sucesso laboratorial, os autores se utilizaram do mesmo
composto oleico, em tratamento tépico local, em pacientes portadores de lesdes
ulceradas epiteliais colonizadas por bactérias multirresistentes, onde
observaram a regressdao das mesmas em intervalos relativamente curtos,
variando de acordo com a profundidade e tamanho das lesGes. O que, na
concepcao do pesquisador em questdo, colaboraria para que a ozonioterapia
seja considerada um tratamento potencialmente eficaz para Infec¢bes cutaneas
multirresistentes, com raros efeitos colaterais e boa viabilidade financeira.

No intuito de avaliar os efeitos de trés graus diferentes de 6leo de gergelim
ozonizado em feridas cutaneas agudas feitas na pele de camundongos hairless
tipo SKH1, Valachi (2011), observou tanto a evolucao do fechamento das feridas,
parametros histologicos, o nivel de proteinas-chave (endotelial vascular) bem
como fatores de crescimento e a Ciclina D1 avaliados em relagdo ao nivel de
peroxido presente nos respectivos Oleos ozonizados. Foi observada a
significativa melhora na rapidez de ocluséo da ferida na primeira fase
reparadora, mais suscetivel a infec¢des. Fato que de acordo com os autores,
sugere a utilizacdo de compostos peroxidos como conduta terapéutica a ser
considerada, confirmando a validade dos 6leos ozonizados como agentes
potencializadores de cura.

Em revisdo sistematizada da literatura utilizando-se de artigos

abrangeram apenas ensaios clinicos controlados com abordagem voltada para
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o tratamento de doencas de pele, Zeng e Lu (2018) verificaram que, na grande
maioria dos estudos selecionados, a eficdcia da ozonioterapia como conduta
terapéutica ao ponto de sugerir que esta possa ser utilizada como tratamento
alternativo e/ou complementar em alguns tipos de condicbes dermatoldgicas,
como Ulceras diabéticas nos pés, ulceras digitais, queimaduras cutaneas entre
outras. No entanto, as evidéncias disponiveis sobre o uso de o0zbénio como
tratamento de longo prazo ainda sdo escassas, ficando ao encargo dos
profissionais de saude avaliar a relacéo risco-beneficio dessa terapia para seus

respectivos pacientes.

2.5 Oleo ozonizado em tecidos vivos

O entendimento acerca dos efeitos farmacolégicos do 0z6nio na pele,
requer algumas consideracdes fisioldgicas, anatbmicas e funcionais importantes,
via de regra o O3 tem um baixo potencial de penetragcéo estrutura do epitélio, a
principal causa desta caracteristica é sua capacidade de reacdo rapida com
acidos graxos poli-insaturados e agua dos tecidos, levando a formacdo de
Espécimes Reativas ao Oxigénio (ERO) e Lipooligopeptideos (LOP), que por sua
vez sao facilmente eliminados por moléculas antioxidantes da pele e/ou
parcialmente absorvidos através da microcirculacao venosa e vasos linfaticos (Di
Mauro, 2019).

Tais processos suscitam a hipétese de que o Os seja um agente pré
condicionante (PC) significativamente eficaz, o principal efeito in loco do oz6nio
€ a inducdo de stress oxidativo, que comeca nhos tecidos epiteliais porém
imediatamente desencadeia uma resposta das células sanguineas em patrticular
as heméacias, ativas metabolicamente, estas sdo capazes de fornecer energia e
liberar compostos antioxidantes, que somados a liberacdo de citocinas proé-
inflamatdrias pelas células, constituem uma resposta consideravel a um fator
etiol6gico que ja ndo encontra-se ativo, ja que uma vez em contato com fluidos
corporais, o Oz solubiliza-se imediatamente. Por outra via de atuagcédo algumas
das moléculas decorrentes da oxidacdo lipidica acabam agindo como
substancias mensageiras para a ativacado da funcdo genética favorecendo a
transcricdo de biomoléculas capazes de neutralizar os efeitos adversos do
ozbnio nos tecidos, reduzindo sua potencial citotoxicidade a valores infimos
(Sagai e Bocci, 2011; Gunaydin et al., 2018; Thorp e Thorp, 2021).
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O ozbnio quando associado a compostos oleicos destaca-se como
facilitador do processo de reparacéo tecidual, a eficacia do 6leo ozonizado pode
representar proposta integrativa no tratamento de lesGes teciduais,
especialmente em pacientes que apresentam patologias como diabetes mellitus,
aterosclerose e dermatite, existindo relatos de que 6leo auxilia também no alivio
da dor e na aceleracéo do processo de cicatrizacdo (Anzolin et al., 2020).

Dentro desta perspectiva existem fortes indicios de que o 6leo ozonizado
de uso tépico seja capaz de otimizar a reparacdo tecidual, interferindo na
proliferagéo, crescimento e na diferenciacéo celular. O potencial de atuagao do
O3 no aumento da fosforilag&o do receptor do fator de crescimento 1 semelhante
a insulina (IGF1R), junto ao fator de crescimento epidérmico (EGFR) bem como
o dos quimioceptores para o fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR)
esclarece, segundo os autores, 0 mecanismo de acao topica do ozdnio em
feridas crénicas consolidando sua potencial aplicacdo terapéutica (Lu et al.,
2023).

No que diz respeito a relacdo de interferéncia do O3 em processos de
neoformacdo vascular Valacchi et al. (2011) e Sanguanini et al. (2020),
observaram em estudos com modelos animais, o aumento significativo dos
fatores de crescimento endotelial vascular em individuos tratados com
compostos oleicos ozonizados. Os autores descreveram um perfil otimizado de
resposta celular mediante a utilizac&o do Og, inclusive identificando reacdo mais
rapida e perfil mais ativo das células envolvidas no processo de reparacédo das

feridas.

2.6 Atuacédo do O3 em lesdes de pele

Dos trabalhos de revisao de literatura dedicados a Ozonioterapia, péde-
se observar uma vertente preexistente que ja associa Oz ao tratamento das
feridas e Ulceras cutaneas (Liu et al., 2015; Brito Jr et al., 2020; Mota et al., 2020),
ao que tudo indica a utilizagdo compostos oleicos ozonizados é eficaz no
combate a lesGes cronicas da derme, seus fatores antimicrobiano e antifingico
favorecem o processo de reparacao tecidual privando este de ter de lidar com
infecgcbes oportunistas.

Ainda sobre tal premissa (Zeng & Lu, 2018), mencionam o 6leo ozonizado

como medicamento pratico e barato, podendo ser usado dermatologicamente
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em Varios processos infecciosos, além de atuar como antioxidante em Vvarios
processos patologicos. Porém ainda ha de ser langada luz sobre as propriedades
fisico-quimicas dos compostos a base de Os, como por exemplo seu potencial
biossintético, vasodilatador e modulador da sensacéo algica.

Tal vertente se repete dentre os estudos que se utilizaram de modelos
animais, porém com alguns achados interessantes (Lu et al., 2023; Lima et al.,
2022; Valacchi et al., 2011; Sanguanini et al., 2020) verificaram, em diferentes
modelos de pesquisa com diferentes propostas investigativas que, além da
resposta melhorada na reparacgéo de feridas na pele, o0 uso do 6leo ozonizado é
capaz de favorecer a neoformagéo vascular na regiao do ferimentos e/ou lesdes
no epitélio, onde a interferéncia e eventual mediacdo do processo de
angiogénese in loco tende a auxiliar significativamente a cicatrizacdo e
reparacao tecidual dessas lesdes.

Levantamentos anteriores referem como seguro o uso dermatolégico das
solucbes ozonizadas, sobretudo quando levado em consideracdo o potencial
antifingico e antibiético do Os, advogam a favor do gas também a
biocompatibilidade dos compostos utilizados e a melhoria visivel quando da
utilizacdo destes no fechamento de feridas e ulceras cronicas. Mesmo ao
considerarmos a inducdo do mecanismo de stress oxidativo, este ndo incorre em
dano aos tecidos subjacentes visto que nao existem relatos citotoxicidade
oriunda da interacdo deste com o epitélio (Fitzpatrick et al., 2018; Di Mauro,
2019; Wen et al., 2021).

2.7 Alternativa no combate de processos infecciosos

Facilmente encontradas na pele humana, Staphylococcus aureus (S.
aureus) e Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) sdo frequentemente
relacionadas a episodios de infec¢ao principalmente devido ao seu potencial de
colonizacéo das feridas e/ou injurias no epitélio, dentro deste contexto (Zang &
Lu, 2018), referem que o potencial antibiético dos compostos oleicos ozonizados
no combate destas infeccdes reside em sua atuacdo moderada e continua na
inativacao das bactérias, na sua obtencao relativamente barata e em seu amplo
espectro de atuacao. Vale ressaltar que alguns de seus mecanismos de acdo

ainda nédo foram completamente elucidados, como a ativacdo dos sistemas
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imunoldgicos tanto celular quanto humoral bem como seu potencial antioxidante
frente a varios processos patolégicos.

Cientes que o Staphylococcus aureus (S. aureus) é responséavel por 90%
da composicao da microbiota em lesdes de Dermatite Atopica (DA) interferindo
negativamente na evolucao da doenca, Zeng et al. (2020) relataram que o efeito
bactericida do O3 € capaz de corrigir a diversidade microbiolégica nas areas
afetadas, favorecendo uma melhor recuperacdo das lesdes causadas pela
dermatite com perceptivel remisséo dos sintomas, alivio do prurido e reducéo de
inflamacéo local.

No intuito de esclarecer a eficacia antibacteriana dos 6leos ozonizados
em feridas e Ulceras infectadas em mucosas e na pele, Zanardi et al. (2013) se
utilizaram de culturas de microrganismos comumente encontrados nestes sitios,
as cepas de referéncia foram de, Enterococcus faecalis , Pseudomonas
aeruginosa , Escherichia coli , Candida albicans e Staphylococcus aureus. Os
compostos ozonizados demonstraram eficacia impedindo a crescimento e a
proliferacdo bactérias e fungos durante o estudo, os autores ressaltam que a
aplicacdo de um veiculo oleoso na forma tdpica exige a higienizacéo previa da
superficie danificada, remocéo de tecido necroético, pus, deposicao de fibrina e
excesso de exsudatos liquidos.

Considerando as infeccfes fungicas superficiais que afetam diferentes
partes do corpo humano como pele, mucosa cabelos e unhas Gonzales (2016),
estudou novas propostas de tratamento antimicético, testando compostos
aguosos e oleicos a base de Os in vitro em culturas de Candida albicans,
Trichophyton rubrum, Fusarium spp e Microsporum canis, onde percebeu o
potencial antifUngico destes compostos em amostras dos trés primeiros
espécimes.

Em estudo anterior Thomson et al. (2011), verificaram, em modelos
animais, que solugbes oleosas contendo Os apresentaram-se seguras para o
uso tépico além de combativas contra diferentes espécimes de fungos
causadores de dermatofitose, sugerindo que tais solu¢cdes fossem comparadas
com outras condutas terapéuticas em testes de eficacia.

Cientes do ja documentado potencial antimicético e boa tolerancia
cutanea dos o6leos ozonizados Menendez et al. (2011) e Lu et al. (2018),

conduziram estudos comparativos com farmacos amplamente utilizados e
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propostas terapéuticas alternativas, em ambos o0s estudos o0s autores
observaram significativa remissédo dos sintomas e reducéo das col6nias fungicas
residuais sem quaisquer efeitos colaterais e/ou adversos decorrentes do uso do
ozbnio. Cabendo a ressalva de que, apesar dos pesquisadores estudarem
diferentes tipos de fungos, chegaram a conclusbes semelhantes no que diz
respeito a eficacia dos compostos oleicos frente a medicamentos consolidados

com terapia antimicética de eleicdo como o cetoconazol.

2.8 O uso comercial dos compostos oleicos ozonizados

Atualmente j& existe uma ampla producdo e comercializacdo de
compostos a base de Oz, muito provavelmente em fungéo de sua facil obtengéo,
estes podem ser gerados via mecanismos que promovam o borbulhamento do
gas em frascos contendo o 6leo, a incorporacao da molécula de ozénio ao 6leo
vegetal resulta de uma reagdo quimica, onde este reage com as ligacdes duplas
de carbono presente nas cadeias lipidicas, tal reacédo produz uma série de novas
moléculas como ozonideos e lipoperdxidos (Anzolin et al., 2021).

Como subproduto comercializavel o 6leo ozonizado € recomendado por
suar propriedades antissépticas, porém existem indicios de que apesar de serem
considerados excelentes antimicrobianos, estudos laboratoriais n&o foram
capazes de atestar a eficacia do Oz em alguns tipos de fungos (Gonzales, 2016).

Também foram observados perfis diferenciados de resposta frente
algumas cepas bacterianas, levantando ao questionamentos quanto a atuacéo
e 0 amplo espectro dos compostos ozonizados (Zeng, 2020).Somam-se aos
guestionamentos quanto ao uso do Oz o fato de que existem dificuldades reais
de se conduzir estudos populacionais multicéntricos, sobretudo com ensaios
clinicos capazes de englobar individuos de vérias regifes para que se obtenham
tamanhos de amostra apropriados, que sejam capazes de detectar diferentes
reacoes frente aos tratamentos propostos (Wen et al., 2022).

Especificamente para os estudos que envolvam lesdes crénicas de pele,
algumas variaveis podem interferir significativamente nos resultados obtidos, no
caso das lesbes de pé diabético por exemplo, pacientes com glicemia controlada
e em uso regular de medicacdo associada, tendem a apresentar prognosticos

melhores, fato que sugere que estudos posteriores deveriam considerar a
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adesao dos pacientes a conduta terapéutica, sobretudo seus beneficios frente
outras propostas de tratamento (Liu et al., 2015).

Apesar da caréncia de dados quanto as concentracfes ideais do Os nos
compostos oleicos, ndo é de todo correto afirmar que quanto mais melhor, visto
que alguns estudos ja alertam que parte da eficicia destes compostos depende
diretamente da concentracdo do Gas e que nem sempre as maiores
concentracdes estdo relacionadas aos melhores resultados (Martinez-Sanches,
2021).

Existe uma preocupacdo dos pesquisadores quanto a seguranca dos
compostos ozonizados, especialmente quanto a falta de critério no uso
doméstico, onde a ocorréncia de eventos adversos € geralmente relacionada a
falta de atencdo durante a administracdo do produto, grande parte da seguranca
do uso no epitélio estd relacionado ao uso tdpico superficial, por sua vez
propostas mais invasivas devem adotar abordagens mais criteriosas (Wen et al.,
2022).
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3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo geral
Avaliar a atuacao do Oleo de girassol ozonizado no processo de reparagao

tecidual em lesdes provocadas por queimaduras em ratos.

3.2 Objetivos especificos

1- Comparar a eficacia do 6leo ozonizado com propostas terapéuticas ja
disponiveis no mercado utilizadas sob mesmas prerrogativas e/ou
circunstancias.

2- Avaliar macroscopicamente a evolucdo do potencial reparador de
compostos ozonizados no processo de cicatrizacdo em queimaduras induzidas
em modelo animal.

3- Obter perfil histologico dos processos patologicos teciduais
considerando o comportamento dos fibroblastos, infiltrados inflamatdrios de
polimorfonucleares (PMN), mononucleares (MN).

4- Avaliar microscopicamente o potencial de interferéncia dos compostos
oleicos ozonizados no mecanismo de neoformacéo vascular e na producéo de

colageno durante o processo de reparacao tecidual.
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4 MATERIAIS & METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi concebido e realizado segundo as normas do Comité de
ética para Pesquisa em Animais CONCEA tendo sido aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da UFMS (CEUA-UFMS) com registro n° 1.298/2023.
Os episodios envolvendo a eutanasia e demais processos de manejo dos

animais foram supervisionados pela equipe técnica do biotério da instituicao.

4.2 Elaborag&o do modelo animal

O modelo experimental de queimaduras ja foi estudado em murinos,
sobretudo no intuito de verificar a reparacao tecidual da pele dos animais, sendo
que o processo de cicatrizacdo entre espécies distintas de mamiferos é
notadamente semelhante no que diz respeito a proliferacdo celular e a
remodelacdo in loco considerando-se episédios de agressdo especificos,
existindo portanto uma forte correlacdo entre o processo de reparacao tecidual
destes animal com a pele dos seres humanos, o que valida a escolha dos
mesmos para este modelo de experimento, Castilla (2016).

Especificamente para este estudo foram utilizados 36 animais divididos
em trés grupos, cada um contendo 12 ratos que receberam a intervencéo
caracterizada por duas lesfes de queimadura no primeiro dia do experimento
seguido de conduta terapéutica com medicacédo topica local por 12 dias a cada
24 horas (Figura 3), dispostos e organizados conforme a orientacao:

Grupo 1 - Controle: recebera curativo com soro fisioldgico para limpeza
da ferida e sera aplicado como cobertura primaria sulfadiazina de prata a 1%
com ocluséo total do ferimento, com troca do curativo a cada 24h.

Grupo 2 - Ozbnio +: este também receberd aplicacéo de 6leo de girassol
ozonizado Ozonecare™ com gotejamento perpendicular sobre cada lesdo de
forma local em toda a extenséao do ferimento em doses de 0,2ml ou quatro gotas
por leséo, recobrindo esta pelo composto oleico associado a uma cobertura
secundaria por sulfadiazina de prata a 1% com oclusao total do ferimento e troca
deste a cada 24h.

Grupo 3 - Ozonio: recebera aplicacdo de 6leo de girassol ozonizado

Ozonecare™ com gotejamento perpendicular sobre cada lesdo de forma local
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em toda a extensdo do ferimento em doses de 0,2ml ou quatro gotas por leséo
recobrindo esta pelo composto oleico, com repeticdo da conduta a cada 24h.

Figura 3- Fluxograma do desenho estrutural e desenvolvimento das etapas do ensaio clinico
contendo as subdivisbes em grupo e respectivos intervalos de eutanasia para coleta de dados.
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Fonte: Préprio pesquisador.

Considerando tais orienta¢des foram utilizados animais da espécie Rattus
norvegicus WISTAR, machos, adultos, com peso médio de 250g, obtidos
mediante solicitacdo ao biotério da UFMS, nascidos entre 28/12/2023 e
04/01/2024. Em funcdo do delineamento da pesquisa, os animais foram
selecionados aleatoriamente e alocados em duplas, em caixas divididas por
anteparo acrilico rigido e imével que permitia visibilidade, porém impedindo o
contato fisico entre os espécimes (Figura 4A).

Foram constituidas para esta finalidade 18 caixas contento forragem de
maravalha onde foram disponibilizadas alimentacéo e agua de forma equanime
e ad libitum, tais receptaculos permaneceram no mesmo laboratério com ciclos
de iluminacdo programados para dia e noite e monitorados diuturnamente até o
termino do experimento (Figura 4B e 4C). Vale ressaltar que os cuidados

dedicados a conducédo da etapa clinica também foram pensados no intuito de
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minimizar eventuais situacdes desencadeadoras de stress entre 0s
componentes da amostra, evitando que situagdes adversas comprometessem a

homeostasia dos espécimes avaliados.

Figura 4- Alocagéo o das caixas divididas e ambientadas contendo os animais avaliados durante
o estudo (A). Disposicéo e armazenamento em ambiente laboratorial (B). Conferencia diaria das
condicdes de alimentacao, hidratagdo e higiene durante o curso da etapa clinica (C).

Fonte: Préprio pesquisador.

4.3 Inducéao da leséo por queimadura

A inducdo de gueimaduras experimentais em modelos animais é uma
ferramenta essencial para entender a patogénese dos danos a pele em
humanos, de maneira que se possam delinear e projetar novos métodos de
tratamento. Por sua vez modelos animais murinos tém sido usados para
investigar o processo patolégico das queimaduras de longa data, porém
recentemente tem-se atribuido significativa importancia na verificagdo da
efetividade das medicacdes tépicas em feridas cutdneas causadas por
gueimaduras (Campelo, 2011). Consideradas tais premissas, uma ferramenta
geradora de queimaduras foi criada em fungdo do estudo, onde uma haste
cilindrica de aco inoxidavel de 100 g de com um centimetro de diametro foi
adaptada a um ferro de solda de 60W, 127V, G14/127 Western™ com a
finalidade especifica de confeccionar as lesdes por queimadura, (Fig. 5B). A
temperatura da haste era monitorada por um termémetro infravermelho com
mostrador digital, para uso industrial de feixe laser (-50° A 380°C) usado sem
contato direto. Mediante o acionamento do instrumento aquecido dispunha-se o
termdmetro proximo a este no intuito de verificar quando o mesmo atingiria a
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temperatura de 100°C, tal processo foi repetido previamente a confecgédo de
cada uma das lesdes por queimadura. (Cai et al, 2014).

Constatada a eficacia da anestesia 0os animais foram submetidos a
tricotomia na regido o dorso do animal, com um barbeador elétrico com lamina
de 4 cm de largura, mantido a um angulo de 45 graus em relacéo a pele onde
foram executadas duas passagens na mesma area, minimizando desta forma o
trauma na pele, subsequentemente foi feita a antissepsia da regido com solucao
de digluconato de clorexidina alcéolica a 0,5% (Castilla, 2016)

Para que fossem gerados os ferimentos necessarios para o
desenvolvimento da pesquisa, 0s espécimes foram submetidos a anestesia
geral, por meio de anestésico inalatério (Isofluorano), dose de 3-5% para inducéo
e 1-2% para manutencdo. Também foi administrada em todos os animais da
amostra, medicacdo analgésica injetavel prévia com solucdo de buprenorfina

5mg em doses de 0,3 ml (Figura 5A).

Figura 5- Aplicacao de analgésico previamente a inducdo de queimadura (A). Inducéo e de lesdo
epitelial por queimadura com instrumento confeccionado para esta finalidade (B). Rato ainda sob
sedacao imediatamente apds a realizagédo das queimaduras (C).

Fonte: Préprio pesquisador.

A area para queimadura foi considerada de 12 cm (£2 cm) x 8 cm (2 cm),
limitada a regido lombar. A palpacédo da décima segunda costela bilateralmente
e tracando uma linha horizontal abaixo delas marcou o limite superior, a palpacéo
do osso pélvico e o desenho de uma linha horizontal acima dele marcaram o
limite inferior. Apalpar e tracar uma linha vertical seguindo o curso dos processos
espinhosos vertebrais marcou a linha média. Uma linha horizontal dividindo os
limites superior e inferior também foi desenhada. Essas linhas dividiam o lombo
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em quatro areas iguais para a confec¢cdo de duas lesdes por queimaduras
analogas e paralelas entre si.

Sob efeito da anestesia geral, foi avaliada a profundidade da sedacédo
mediante dois testes consecutivos de pincagem em membros diferentes.
Consideradas tais prerrogativas, a haste aquecida foi posicionada
perpendicularmente a pele, apoiada em seu préprio peso, estabilizada entre o
polegar e o indicador do pesquisador por 10 segundos cronometrados, no intuito
de causar duas lesGes de queimadura de segundo grau, de tamanho aproximado

de 1,0 x1,0, com distancia de 2cm entre elas. (Figura 5C).

4.4 Avaliacdo macroscopica das lesdes

O processo de mensuracdo da retracdo das feridas iniciou-se junto a
confeccdo das mesmas e foi desenvolvido considerando os episodios de
eutanasia programada conforme o mencionado na Figura 1. Desta feita, foram
avaliadas 72 feridas iniciais a partir do dia zero (realizacdo as queimaduras) e
comparadas com as respectivas evolugcbes das mesmas considerando o0s
episodios de eutanasia com 4, 8 e 12 dias totalizando 24 feridas por episodio.

Nos referidos momentos, cada ferida foi fotografada com uma camera
Apple de lente dupla (grande-angular e ultra angular) de 12 MP com zoom 6ptico
de 2x e digital até 5x, Pixels a 100% (grande-angular) e estabilizacdo automética
de imagem com imagens capturadas no formato JPEG, sob iluminacao artificial
e distancia padronizada (25 cm).

Por sua vez o calculo do grau de retracdo da ferida, os valores foram

transformados em porcentagem de acordo com a formula:

GRE = (AIF-AF") 1o
AIF

Onde GRF é o grau de retracao da ferida; AIF corresponde a area inicial
da ferida e consequentemente AFNa area da ferida no dia da fotografia, o N por
sua vez correspondendo ao intervalo de tempo em dias entre as imagens (4, 8 e

12 dias respectivamente).
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Figura 6- Modelo de utilizacdo do Software ImageJ para determinacdo da correlacao entre
tamanho e pixels com escala definida em centimetros (A). Onde a mensurac¢éo da ferida foi feita
através da ferramenta “desenhar losango” (B).
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Fonte: Préprio pesquisador.

4.5 Avaliacdo microscopica

As amostras de tecido necessarias para a avaliacdo histoldgica foram
obtidas e processadas considerando os episddios de eutanasia no 4° 8° e 12°
nesta ordem. O intuito deste processo foi o de verificar a evolugdo das trés
propostas terapéuticas adotadas como conduta em seus respectivos grupos,
partindo da inducéo das feridas por queimadura considerando seu estadiamento
quando da realizac&o das eutanasias.

Mediante tal justificativa, quatro espécimes de cada grupo foram
submetidos a eutanasia por meio de sobredose de Isofluorano em concentracao
elevada dentro de uma caixa de indu¢do, com morte confirmada via abertura da
caixa toracica e remocao do coracdo. Duas amostras de tecido foram colhidas
de cada individuo, estas sendo compostas por fragmentos retangulares contento
a totalidade da leséo e suas respectivas bordas do tecido normal adjacente (0,5
cm de margem), com profundidade correspondendo a dimensao do proprio
epitélio.

O processamento dos fragmentos se deu através da identificacdo e
fixacdo destes em formalina tamponada a 10% por 48 horas, sendo
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posteriormente transferidos para uma solugéo de élcool 70%, onde aguardaram
0 processamento histologico seguido da inclusdo em parafina. Ao termino deste
processo foram obtidos dois blocos por individuo, totalizando 72 blocos de
parafina de onde foram extraidos cortes histolégicos de 5 um, os quais foram
distendidos sobre laminas de vidro e corados através das técnicas de
hematoxilina e eosina (HE), para avaliagao global dos cortes de tecido, e pelo
Tricrobmico de Masson (TM), para melhor evidenciacdo das fibras colagenas
existentes bem como os locais de fibrose do intersticio.

Todo este material foi concebido no intuito de verificar, em termos
histoldgicos in loco, a evolucao de alguns dos mecanismos de reparacéo tecidual
como: 1) a migracdo de células componentes do infiltrado inflamatério frente a
uma lesé@o por queimadura; 2) a consolidacdo e manutencao de tecido necrético
com subsequente formacdo de crosta sob a ferida; 3) o processo de
neoformacéo vascular durante a evolugéo da reacgao cicatricial; 4) o quantitativo
de fibras colagenas produzidas em fungéo da injuria.

Dentro da mesma premissa, foi considerada a necessidade de se avaliar
a evolucdo do Arcabouco Extra Celular (AEC), que de acordo com Sanguanini
et al (2021), pode ser classificado atribuindo-se a métrica de um a trés, onde:
1- corresponderia AEC vascular ou seja, apresentando neoformacao vascular
evidente, presenca de fibroblastos imaturos, com deposicéo esparsa de fibras
colagenas com aspecto ondulado; 2- indicando AEC fibrovascular apresentando
vasos neoformados porém caracterizando-se também pela presenca de
fibroblastos imaturos e maduros, deposicdo moderada de fibras colagenas mais
agrupadas e eosindfilicas; 3- AEC fibroso, com ampla deposicdo de fibras
colagenas eosinofilicas de constituicdo espessa e compacta, apresentando
fibroblastos maduros e pouco vascularizado.

Especificamente no intuito de se avaliar o processo de neoformacgao
vascular, foi feita abordagem quantitativa simples calculando-se, mediante
contagem por sitio, a média de vasos sanguineos presentes em4 campos por
lamina a objetiva de 100um, onde foram considerados o agrupamento de
hemacias e presenca de estruturas tubulares correspondentes a vasos
sanguineos, sendo excluidas células avulsas e acumulos com caracteristicas
de extravasamento local e/ou hematomas, conforme os critérios adaptados de
Valacchi et al. (2011) e Sanguanini et al. (2021).
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Variaveis como presenca de edema, infitrado inflamatério
polimorfonuclear, mononuclear, foram classificadas em ausentes, quando ainda
nao eram visibilizadas no campo o6ptico (0); discretas, quando eram localizadas
de forma esparsa ou isolada, com muitas areas livres de infiltrados (1);
moderada, quando ja eram visibilizadas formando agregados, porém com areas
adjacentes livres de infiltrados (2); acentuada, quando estas células apareciam

com grande frequéncia (3).

Figura 7- Modelo de utilizacéo do Software ImageJ para mensuracao das areas de acantose (A)
e a formacéo de crosta (B) imagens obtidas em aumento de 40um (correlacdo entre tamanho e
pixels com escala definida em micrdmetros).
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Fonte: Préprio pesquisador.

Por sua vez a presenca e formacéo de acantose assim como a de crosta
foram mensuradas quanto ao tamanho e espessura na regido afetada mediante
delimitacdo das areas envolvidas e comparacdo entre os achados histologicos
(Figura 7). Vale ressaltar que, com excecdo da quantificacdo do colageno, a
avaliacdo do infiltrado inflamatério, do perfil extracelular bem como a observacao
e pontuacao dos sitios ne neoformacédo vascular foram realizados mediante o
cegamento do examinador, visto que este ndo tinha conhecimento das propostas
terapéuticas utilizadas nos respectivos grupos durante a analise das pecas
histoldgicas.

O Tricrémico de Masson (TM) é uma técnica de coloracdo histolégica
relativamente simples, porém eficaz para avaliar a producdo de colageno em

tecidos, incluindo lesdes e ferimentos, sendo capaz de diferenciar o colageno,
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corado pela imersdo em acido picrico e azul de anilina, de outras estruturas
celulares, como o nudcleo (corado em preto) e o citoplasma (corado em
vermelho).

Figura 8- Modelo de utilizacdo do Software ImageJ para a morfometria das fibras colagenas
onde observa-se a segmentacao (A); A imagem inicial de uma lamina histolégica corada com
TM(B); Imagem binaria final em 8 bits (C).
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Fonte: Préprio pesquisador.

Considerando tais premissas, as laminas com os cortes histolégicos
corados foram submetidas a avaliacdo microscopica no intuito de obtencéo das
imagens para fins comparacdo. Por sua vez a quantificacdo do colageno
presente nas seccdes avaliadas foi determinada via morfometria com o auxilio
também do software ImageJ, onde a presenca e a area ocupada por fibras
colagenas foi comparada a area total da amostra, (Figura 8A). Vale ressaltar que
tal conduta possibilita também a observacdo da qualidade do colageno

produzido, através a avaliagcdo da espessura, organizacdo das fibras além da
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presenca de demais estruturas como vasos sanguineos e células inflamatoérias
(Rezende et al., 2020).

Em relacéo a presenca, quantificacédo e avaliacdo morfométrica das fibras
colagenas a utilizacdo do software ImageJ configura-se como ferramenta
poderosa e gratuita para analise de imagens, amplamente utilizado na histologia.
Através do processo de segmentacdo (Thresholding), foi possivel separar as
estruturas presentes nas fotografias digitalizadas obtidas a partir laminas
histoldgicas, cabendo a ressalva de que em funcdo do fracionamento todas as
imagens avaliadas foram convertidas no formato de 8 bits e sumarizadas, (Figura
8C).

ApOs o processamento das imagens avaliadas as mesmas apresentaram
coloracdo e aspecto binario (preto e branco), onde as areas brancas
corresponderdo as areas repletas de colageno. Durante este processo o
software ImageJ fornece uma tabela de valores contendo a area total, média e
ja apresentando o0s respectivos valores area calculados na forma de
porcentagem. Uma das vantagens de se utilizar do TM na avaliacéo histolégica
dos ferimentos é que a coloracdo permite identificar a fase da cicatrizacdo em
que se encontra a lesédo, observando a predominancia de células inflamatorias,
fibroblastos ou fibras colagenas, também pode ser observada a evolucdo e
maturacdo da cicatriz jA que a organizacao e a espessura das fibras colagenas

indicam o grau de maturacdo da mesma (Miot e Brianezi, 2010).

4.6 Analise estatistica

As informacdes coletadas foram organizadas em um banco de dados em
formato Excel, submetidos a analise descritiva e inferencial pelo programa Bio
Estat 5.3 (Sociedade Mamiraud, Belém/Paré/Brasil). O nivel de significancia
adotado foi de 5%.

As variaveis quantitativas foram apresentadas pela média calculada e
desvio padrédo (DP). Foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) seguido do
teste t ou Dunnet, ap6és a checagem da normalidade da distribuicdo pelo
Coeficiente de Variacao e Teste de Lilliefors. Especificamente para as variaveis
guantitativas apresentadas na forma de escores, utilizou-se do teste nao-

paramétrico de Kruskal Wallis associando este ao teste de Dunn.
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5. RESULTADOS

5.1 Monitoramento do modelo animal

Segundo a Tabela 1, ao avaliar o peso final menos o peso inicial dos ratos,
houve diferenga estatisticamente significativa no G3 na comparagdo dos
momentos do experimento, sendo que a maior diferenga média ocorreu aos 4
dias, seguido do valor aos 12 dias e a menor diferenca aos 8 dias do
experimento. No periodo de 12 dias, ao comparar os grupos, houve maior
diferenga média no G3 (p<0,001), seguido do G2 e o menor no G1, fato que leva
a crer que o uso do ozénio isolado interferiu no ganho de peso dos animais do
G3.

Tabela 1: — Diferenca entre o peso inicial e final (média £ desvio padrao/DP)
dos ratos segundo grupos do experimento e tempo em dias.

Grupos 4dias Sdias 1_2 dias p-
Média DP Média DP Média DP valor
Gl 7,6 4,6 8,2 7,2 "5,5 09 0,131
G2 48,3 48,1 26,8 13,3 18,8 76 0,102
G3 46,4 12,0 19,7 11,3 ™¢32,2 4,8 <0,001
p-valor 0,738 0,376 0,014 -

Nota: teste ANOVA seguido do teste de ¢, p-valor<0,05 (em negrito) e letras diferentes nas
linhas indicam que ha diferenca estatisticamente significativa. Nas colunas, ao invés de
letras, foram utilizados asteriscos, sendo a quantidade diferente indicativa de diferenca
estatistica.

Tendo por base que as lesdes induzidas nos modelos animais
invariavelmente apresentaram tamanho médio inicial de 0,78 cm?, (Area da
circunferéncia = 1 x r?) foi observado que, entre a confeccdo das lesdes e a
primeira eutanasia, houve um discreto aumento no tamanho das feridas, porém
este regrediu a medida que o processo de cicatrizagdo evoluia. As mensuracées
submetidas a morfometria evidenciaram uma retracéo do ferimento mais efetiva

nos animais do Grupo 2, em relag&o aos dos outros grupos (Figura 6).

5.2 Evolucao do processo cicatricial

A evolugdo do processo de reparacéo tecidual ndo ocorreu de forma
uniforme, o tamanho inicial das lesbes quando comparado com as respectivas
mensuracdes obtidas apos a primeira eutanasia (4° dia), evidenciou um aumento
de tamanho das mesmas, sendo que tais valores foram reduzindo na medida

qgue o processo de reparacgao tecidual avancgava (dias 8 e 12 respectivamente).
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Em relagéo a diferenca entre o tamanho inicial e final da lesédo em cm
(Tabela 2), no lado direito houve diferenca entre os momentos do experimento
apenas para 0 G3, sendo maior aos 8 dias em comparacao aos 4 e 12 dias, estes
altimos iguais. No lado esquerdo, no G2, menor aos 4 dias em comparacao a 8
e 12 dias, estes ultimos iguais. Ja o G3 apresentou valores mais expressivos aos
8 dias (p=<0,05), em comparacao aos 4 e 12 dias, estes ultimos iguais, a avaliacédo
isolada de cada momento do experimento, revelou nao ter havido diferenca
significativa entre os grupos do estudo.

Tabela 2: — Diferenga entre o tamanho inicial e final da lesdo em cm (média

desvio padrao/DP) dos ratos segundo lado do corpo, grupos do experimento
e tempo em dias.

Grupos 4 dias 8 dias 12 dias p-valor
Média DP Média DP Média DP

Lado direito
Gl 0,23 0,10 0,35 0,13 0,25 0,06 0,219
G2 0,15 0,06 0,30 0,08 0,28 0,13 0,100
G3 20,15 0,06 0,38 0,13 20,15 0,06 0,007
p-valor 0,291 0,657 0,152 -

Lado esquerdo
Gl 0,30 0,14 0,40 0,14 0,30 0,08 0,541
G2 20,15 0,06 *0,38 0,13 20,38 0,10 0,014
G3 20,20 0,05 040 0,05 20,30 0,05 0,001
p-valor 0,127 0,826 0,224 -

Nota: teste ANOVA seguido do teste de f, p-valor<0,05 (em negrito) e letras diferentes nas
linhas indicam que ha diferenga estatisticamente significativa.

Tal informacdo fica mais evidente quando expostas na estrutura de
gréfico, podendo-se observar a evolucdo das diferentes propostas terapéuticas
entre si com diferenciagdo pouco expressiva, com discreta vantagem dos
animais do G2 sobre os demais grupos, cabendo a ressalva de que os valores
decorrentes da morfometria tendem a equiparar-se na medida em que o
processo de reparacdo tecidual progride juntamente com as condutas
terapéuticas até o término do estudo (Figura 8).

A formacéo e a evolucao da crosta cicatricial podem ser acompanhadas
pelas amostras de imagens da (Figura 9), onde os elementos do G1
apresentaram estrutura mais rigida e uniforme recobrindo o ferimento. Por sua
vez os animais do G2 e G3 apresentaram crostas mais maleaveis e de coloracao
amarelada, entretanto efetivas quanto a protecdo e ao vedamento das feridas.

Vale ressaltar que os elementos tratados com o 0leo ozonizado apresentaram o
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crescimento mais expressivo dos pelos na regido tricotomizada, em alguns
casos sendo necessaria hova remogao dos pelos locais previamente a biopsia.

Ainda de acordo com a Figura 8, a retragcdo da lesdo ocorreu de forma
diretamente proporcional a evolugao cronoldgica do experimento, atingindo seus
valores mais significativos nos animais avaliados ao término dos 12 dias. Ao
comparar os grupos entre si, ndo houveram diferengas significativa entre o
quarto e oitavo dia, consequentemente as afericbes do 12° dia também néo
revelaram alteragdes significativa entre G2 e G3, apesar destes apresentarem

retracdo maior da lesdo em comparagao ao G1.

Figura 8- Evolucao grafica do percentual de retragéo das lesdes de queimadura nos grupos do
experimento considerando intervalos de tempo de 4,8 e 12 dias.
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0%

dia 4 dia 8 dia 12
Gl 40,38% 84,92% 99,35%
G2 47,30% 86,42% 99,99%
G3 44,32% 77,25% 99,98%

Teste ANOVA seguido do teste de Dunnett, p-valor<0,05 (em negrito) indica que ha diferenga
estatisticamente: 4 dias p=0,553 (G1=G2=G3); 8 dias p=0,074 (G1=G2=G3); 12 dias p<0,001
(G1£G2=G3); G1 p<0,001 (4#£8#12 dias); G2 p<0,001 (4#8#12 dias); G3 p<0,001 (4#£8#12 dias).

Tanto os dados da Tabela 2, quanto as imagens da Figura 9 chamam a
atencdo para a evolu¢cdo mais morosa da retracdo do ferimento do Grupo 3 do
4° para o 8° dia em relacdo aos demais grupos. Porém com a evolugdo do
experimento todos os trés grupos apresentaram valores de retracéo da leséo de

gueimadura muito proOXimos entre si.
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Figura 9- Avaliacédo do processo macroscopico de reparagéo tecidual onde a primeira fileira corresponde a eutanasia do 4° dia com amostras separadas por
grupos (G1, G2 e G3 da esquerda par a direita) sendo a segunda e a terceira fileiras correspondendo ao 8° e 12° dia respectivamente.
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Tabela 3- Avaliagdo microscépica (média £ desvio padrdo/DP) dos ratos segundo grupos do
experimento e tempo em dias.

Grupos 4 dias 8 dias 12 dias p-valor
Média DP Média DP Média DP
Edema
Gl "a225 0,46 21,38 0,52 0,00 0,00 <0,001
G2 "a2,75 0,46 21,63 0,52 0,13 0,35 <0,001
G3 ™a3,00 0,00 21,63 0,52 b0,25 0,46 <0,001
p-valor 0,007 0,526 0,697 -
Acantose
Gl 20,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 <0,001
G2 20,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 <0,001
G3 20,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 <0,001
p-valor 1,000 1,000 1,000 -
Perfil Extracelular
Gl 21,00 0,00 b2,00 0,00 b1,75 0,46 <0,001
G2 21,00 0,00 b2,00 0,00 2,00 0,00 <0,001
G3 21,00 0,00 b2,00 0,00 b2,00 0,00 <0,001
p-valor 1,000 1,000 0,124 -
PMN @
Gl 23,00 0,00 b1,00 0,00 0,00 0,00 <0,001
G2 a3,00 0,00 b1,00 0,00 0,00 0,00 <0,001
G3 23,00 0,00 b1,00 0,00 0,00 0,00 <0,001
p-valor 1,000 1,000 1,000 -
MN @
Gl 21,00 0,00 a0,75 0,46 0,00 0,00 <0,001
G2 21,00 0,00 20,75 0,46 0,00 0,00 <0,001
G3 21,00 0,00 21,00 0,00 0,00 0,00 <0,001
p-valor 1,000 0,320 1,000 -
Reepitelizagao
Gl *ap,63 0,52 *P2,00 0,00 *P3,00 0,00 <0,001
G2 *a1,00 0,00 2,00 0,00 23,00 0,00 <0,001
G3 20,00 0,00 *P150 0,53 *P2,63 0,52 <0,001
p-valor <0,001 0,010 0,037 -

Nota: teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn, p-valor<0,05 (em negrito) e letras diferentes
nas linhas indicam que ha diferenca estatisticamente significativa. Nas colunas, ao invés de
letras, foram utilizados asteriscos, sendo a quantidade diferente indicativa de diferenga

estatistica. () infiltrados inflamatoérios de polimorfonucleares. @ infiltrados inflamatérios de
mononucleares.
Dados referentes ao perfil do infiltrado inflamat6rio, podem ser

observados na Tabela 3, onde independendo do grupo avaliado, a evolugcao do

processo cicatricial coincide com a reducdo de infiltrado inflamatorio

polimorfonuclear, por sua vez a ndo cronicidade da lesdo por queimadura néao
justificaria a instalacdo e permanéncia de um infiltrado mononuclear, fato

observado em todos os grupos, cabendo a ressalva de que os grupos tratados
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somente com compostos ozonizados apresentaram, na primeira fase do
experimento, episédios de edema residual discretos porém perceptiveis. A
progressdo histolégica do processo de reepitelizacdo também pode ser
observada na Tabela 3, juntamente com os valores referentes as manifestacdes
de episodios de hiperplasia epidérmica também conhecida como acantose,
microscopicamente perceptivel pelo aumento da espessura da epiderme, sendo
caracteristica comum de processos inflamatorio mais agressivos.

Durante a evolugao do experimento, observou-se a diminuigdo do edema,
aumento de acantose, melhora do perfil extracelular, diminuicdo de PMN e MN
e aumento de reepitelizagdo. Ao comparar os grupos entre si, houve maior
edema no G3, seguido do G2 e menor em G1 no quarto dia do experimento, sem
diferencga estatistica nos outros tempos. A reepitelizagédo foi menor no G3, e 0 G2

foi igual ao G1 em todos os momentos do experimento (Tabela 3).

Os grupos tratados com o composto oleico ozonizado apresentaram
valores médios maiores de estruturas vasculares neoformadas em relacdo ao
grupo tratado exclusivamente com sulfatizada de prata durante a avaliacao
histologica, cabendo a ressalva de que todos os trés grupos avaliados
apresentaram reducdo do quantitativo de vasos contabilizados no advento da
terceira eutanasia (12° dia), considerando-se portanto o intervalo de 8 dias para
0 apice da manifestacdo do estimulo da angiogénese conforme demonstrado
pela Figura 10.

De acordo com a Figura 10, em todos os grupos houve aumento dos
valores médios de colageno a medida que aumentou o tempo do experimento
(maiores valores aos 12 dias). Ao comparar os grupos entre si, ndao houve
diferenca no quarto dia; no oitavo dia, o0 G2 e G3 apresentaram valores médios
maiores de colageno; e no décimo segundo dia, o G2 apresentou valores médios

maiores que os demais grupos.
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Figura 10- Média * desvio padrao da quantidade de vasos sanguineos na neoformacéo vascular
segundo os grupos do experimento e tempo em dias.
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Teste ANOVA seguido do teste de t ou Dunnett, p-valor<0,05 (em negrito) indica que ha diferenca
estatisticamente: 4 dias p = 0,001 (G1#G2#G3); 8 dias p<0,001 (G1#£G2#G3); 12 dias p = 0,022
(G1£G2=G3); G1 p<0,001 (4#£8#12 dias); G2 p<0,001 (4#£8#12 dias); G3 p<0,001 (4#£8#12 dias).
O Teste de Dunnett foi realizado nos dois ultimos valores de p.

Figura 11- Fotomicrografias (100 pm) de seccdo da lesdo de pele dos grupos G1 (A), G2 (B e
C) e G3 (D), respectivamente, ao 12° dia ap0s a indug¢do de queimadura mostrando a
neoformacgdo vascular (setas). Onde (A) manifesta neoformacdo discreta, (B), (C) e (D)
neovascularizacdo acentuada HE.
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O resultado da avaliacdo morfométrica das imagens obtidas a partir de
laminas coradas com TM foram calculadas em valores percentuais conforme a
disposi¢do da Figura 10. Os grupos tratados com 0Oleo ozonizado (G2 e G3)
apresentaram valores discretamente maiores que o G1. Entretanto aqui também
foi possivel perceber que elementos do G2 tratados com a associacdo da
pomada e do O6leo obteve valores maiores dos que se utilizavam destes
componentes de forma isolada (p<0,001). A avaliacdo histolégica constatou a
formacdo das fibras colagenas a partir do tecido sadio, com o ferimento sendo
preenchido gradativamente durante a evolucéo do processo reparador, cabendo
a ressalva de que a metodologia adotada para a deteccéo do colageno neste

inquérito ndo possibilita a diferenciagcédo entre os coldgenos do tipo | e Ill.

Figura 12- Média * desvio padrdo dos valores de colageno obtidos via morfometria segundo
grupos do experimento e tempo em dias.

Valores médios de colageno obtidos via morfometria
a0

138 &
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% 15
042 046 H0B6
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4 dias 8 dias 12 dias
mGl 875 1150 17.98
u G2 038 15.83 2360
Gl o035 15.15 2138

Teste ANOVA seguido do teste de t, p-valor<0,05 (em negrito) indica que ha diferenga
estatisticamente: 4 dias p=0,286 (G1=G2=G3); 8 dias p=0,002 (G1#G2=G3); 12 dias p<0,001
(G1£G2#£G3); G1 p<0,001 (4#8#12 dias); G2 p<0,001 (4#£8#12 dias); G3 p<0,001 (4#£8#12 dias).
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Figura 13- Fotomicrografias (100 um) de seccéo da lesdo de pele dos grupos G1, G2 e G3
respectivamente, ao 12° dia apds a inducdo de queimadura submetidas a morfometria via
software ImageJ, através do tratamento, ajuste para 8 bhits e binarizacdo, onde as estruturas
coradas de branco correspondem  as fibras colagenas (seus respectivos percentuais ja

calculados pelo proprio software) Coloracdo TM.
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6. DISCUSSAO

A escolha da temperatura limite de 100° Celcius,como base para inducao
de feridas neste modelo experimental, foi pensada mediante a necessidade de
manutencdo de um arcabouco celular minimamente sadio. Sob tais
circunstancias foi possivel avaliar, durante a evolucdo da reparacao tecidual,
fenomenos como a acantose o desenvolvimento e a consolidagao da crosta nos
ferimentos (Campelo et al., 2011).

Apesar de identificado durante a avaliacdo histolégica, o processo de
formacdo de acantose, ou a proliferacdo da camada espinhosa do epitélio, ndo
€ unico e esclusivamente associado as lesdes térmicas, a simples ruptura da
continuidade da derme pode alterar significativamente a resposta inflamatéria
oriunda deste processo (Toyama et al.,, 2021). De acordo com os achados
histolégicos no presente levantamento, ndo foram identificados valores
significativos paras quaisquer das propostas terapeuticas adotadas na melhoria
tecidual in loco, por outro lado a remodelacdo da referida camada espinhosa
transcorreu de forma praticamente idéntica em todos os grupos do experimento
(Tabela 3).

Durante a avaliacdo macroscopica para verificar a reducao do tamanho
da ferida, o estudo morfométrico das lesdes ndo obteve valores significativos
qguanto ao perfil cicatricial entre o grupo controle e grupos tratados com o0 Os.
Durante a analise estatistica deste quesito, os valores médios obtidos por grupo
nao foram capazes de assegurar significancia entre as amostras em seus
respectivos grupos. Em estudo semelhante, Pai et al., (2014), mencionam que
os resultados ndo expressivos na reducdo das lesfes podem ser atribuidos as
concentracfes do gas, mais especificamente para valores menores ou iguais a
500 mEqg/kg de perdéxidos.

Os achados de Sanguanini et al., (2020), corroboram com tal afirmacéo,
visto que esbarraram em resultados pouco expressivos quanto aos valores de
retracdo da ferida em comparagdo com 0s grupos néo tratados com Os. Outro
estudo também sugere que os resultados inexpressivos de cicatrizagdo, obtidos
mesmo com a utilizagdo do ozdnio, podem ter sido limitados em decorréncia da
concentracgéo de perdxidos no veiculo utilizado, visto que valores inferiores a 400
mEg/kg ou superiores a 1500 mEqg/kg tendem a ndo exercer influéncia

estatisticamente relevante no que diz respeito ao processo de retragdo das
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feridas (Fitzpatrick et al., 2018). Por outro lado, a literatura consultada refere
como ideal, no que diz respeito aos 6leos ozonizados, concentragdes entre 500
a 1500 mEg/kg de perodxidos, reiterando que estas também sdo capazes de
promover episodios mais intensos de neoformacéo vascular (Zeng et al., 2018;
Sanguanini et al., 2020).

O critério comportamental dos animais nos grupos que foram tratados
com compostos oleicos deve ser levado em consideragao, especificamente no
gue tange o menor desempenho da retracdo da ferida dos mesmos, visto que foi
observado, como fator de interferéncia, que a permanéncia do 6leo sobre os
ferimentos, pele e pelos adjacentes, induziram ao prolongamento e a maior
intensidade do comportamento de auto higiene (Sanguanini et al., 2020). Ainda
somado a este fator, vale ressaltar que o odor marcante dos 6leos ozonizados
nao passaria desapercebido pelo olfato dos animais alocados nos respectivos
grupos podendo, portanto, também ser considerado como uma variavel digna de
nota.

Em linhas gerais existe um mérito na utilizacdo dos modelos animais para
o estudo de condutas terapéuticas, consagradas ou nao pela literatura, seja em
tratamentos principais ou adjuvantes, em especial considerando-se o0 grau de
morbidade das lesdes provocadas por queimaduras, onde configura-se a busca
por propostas mais assertivas no que diz respeito a otimizacdo do processo de
cicatrizacédo, reducdo do tempo do processo como um todo e consequentemente
a melhoria do quadro geral do paciente (Campelo, 2011; Tiwari, 2012).

Invariavelmente as lesbes por queimadura tem um caminho diferenciado
no que diz respeito ao seu processo de reparacao, pacientes expostos a injurias
térmicas apresentam desafios Unicos como lidar com processos de necrose ja
instalados e respostas inflamatérias exacerbadas, nem sempre condizentes com
sua etiologia priméaria (Rowan et al., 2015).

A reepitelizacdo e o consequente fechamento da ferida se da pela
ativacdo de queratindcitos e fibroblastos, via de regra tal processo € mediado por
citocinas recrutadas na fase inflamatéria, apesar de necesséario para a
cicatrizacdo de feridas a inflamacéo, exacerbada e generalizada é caracteristica
dos episédios envolvendo queimaduras sendo comumente associada ao
comprometimento da homeostasia do individuo queimado, episodios de edema

danosos ao epitélio e cicatrizagéo hipertréfica. Ainda existindo o agravamento de
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que os tratamentos anti-inflamatérios convencionais podem potencialmente
exacerbar os sintomas e atrasar o reparo tecidual de forma significativa (Shih et
al, 2010; Rowan et al., 2015).

A literatura consultada manifesta certa seguranca quando da indicacéo
dos compostos oleicos ozonizados como conduta terapéutica dermatolégica, seu
uso em afeccdes e infeccdes dos tecidos epiteliais, tem mostrado resultados
significativamente promissores. Dentro deste contexto, estudos que se utilizaram
de modelos animais para verificar a eficacia destes 0leos ressaltam sua
interacao favoravel durante o processo de cicatrizacao e reparacao tecidual (Lu,
et al., 2023; Soares et al., 2019; Valacchi et al., 2011). Correlacionando ainda de
forma mais especifica, a atuacdo destas substéncias como promotoras de
melhoria significativa no processo de angiogénese junto as areas tratadas (Lima
et al., 2022; Sanguanini et al., 2020).

Foram encontrados valores significativos quanto a neoformacéo vascular
onde ambos os grupos tratados com compostos ozonizados (G2 e G3)
apresentaram manifestacdo mais expressiva da angiogénese in loco, a partir da
avaliacao histolégica mais especificamente nas amostras colhidas entre 0 8° e o
12° dia. Diferentes estudos de metodologia heteréloga realizados em modelos
animais, chegaram a conclusdes semelhantes quanto ao potencial reparador dos
compostos ozonizados (Lu et al., 2023; Lima et al., 2022; Soares et al., 2019).
Ja Valacchi et al. (2011), observaram que ao avaliarem a taxa de fechamento de
feridas, se utilizando de parametros histologicos e de fatores de crescimento
endotelial vascular, notaram resposta mais precoce e maior envolvimento das
células no processo de reparacdo das feridas, através do incremento do
crescimento endotelial e da constatacao do estimulo perceptivel de neoformacéo
vascular mediante o uso de 6leo de gergelim ozonizado na cicatrizacdo de
feridas cutaneas.

Com o mesmo intuito, porém sob a perspectiva das interacdes celulares
Lu et al. (2023), observaram que durante o tratamento de feridas cronicas, o 6leo
ozonizado tépico acelerou a reparacdo as mesmas aumentando a fosforilacdo
do fator de crescimento insulina-simile 1 (IGF1R), do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e também do fator endotelial vascular (VEGFR).
Os autores ainda ressaltam que a exposi¢cdo de queratindcitos epidérmicos

normais a um meio ozonizado aumentou a proliferacdo celular e a distancia de
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migracdo de compostos proteicos associados a quinase B e demais quinases
reguladas por sinal extracelular, tais constatacbes além de esclarecer o
mecanismo de acdo do ozono tépico em feridas cronicas corroboram para sua
potencial aplicacéo terapéutica.

Considerando também a angiogénese como critério para constatacdo da
eficacia do processo de cicatrizacdo Soares et al. (2019), procuraram
estabelecer a influéncia do aporte de O3 in loco nos padrdes de expressdo do
Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF2), bem como a diferenciacao
miofibroblastica durante a cicatrizacao de feridas induzidas em modelo animal.
Dentro deste contexto, durante a avaliagdo dos cortes histoldgicos obtidos no
decorrer do estudo, a atuagao dos fibroblastos foi avaliada somente pela
participacdo destes na producdo do colageno e na manutencdo do perfil
extracelular junto ao tecido conjuntivo. Especificamente  neste quesito, 0s
animais do G2 e G3 obtiveram resultados mais expressivos, fato que corrobora
para assegurar como positiva a interagdo do Ozonio junto aos tecidos lesados
tanto na fase aguda quanto na crénica no decorrer do processo de cicatrizacao.

A literatura também atribui ao fenémeno do pré-condicionamento tecidual,
decorrente da exposi¢cdo das areas afetadas a compostos ricos em Oz, uma
resposta melhorada do arcabouco celular envolvido no processo de cicatrizagao,
onde uma das principais caracteristicas desta atuacao prévia seria uma melhor
interacdo entre os tecidos e as estruturas vasculares adjacentes (Thorp e Thorp,
2021). Fato que poderia justificar o melhor desempenho nas respostas celulares
constatadas junto aos grupos tratados com 6leo ozonizado.

Considerando a estrutura da epiderme, composta por varias camadas de
queratindcitos, onde estes sdo responsaveis por restaurar a mesma nos
episédios de trauma local num processo conhecido como epitelizagéo, € de bom
tom considerar que a capacidade regenerativa da pele depende do arcabouco
celular pré-existente. Por sua vez multiplos reguladores, como fatores de
crescimento, citocinas, integrinas, queratinas, MMPs, quimiocinas e matrizes
extracelulares modulam a migracéo de queratindcitos durante o fechamento da
ferida, em outras palavras o desencadeamento de um processo inflamatério
agudo, as células inflamatorias, desempenham um papel crucial na ativacao dos
fibroblastos, as células responsaveis pela producdo de colageno (Pastar et al.,
2014).
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Os valores encontrados referentes a deposicdo de colageno durante a
avaliagdo do processo de cicatrizagcdo, correspondem ao somatorio dos
coladgenos tipo | e tipo Ill, estes mais comuns e estdo diretamente envolvidos no
processo de cicatrizacdo. Sendo o colageno tipo Ill o primeiro a ser depositado
na ferida, formando uma matriz provisoria que permite a proliferacdo celular e a
deposicdo de outros componentes da matriz extracelular, j& o colageno tipo |
deposita-se mais tardiamente, porém compde a maior parte da cicatriz sendo
essencial na remodelac&o desta (Rowan et al., 2015).

Levando em consideracdo que o Tricrobmico de Mason (TM) € uma técnica
de coloracgéo histologica que permite a visualizacdo de diferentes componentes
teciduais, como coldgeno, musculo e nucleo celular e que apesar de sua
versatilidade para a analise histopatologica, aqui cabe a ressalva de que ela ndo
é capaz de diferenciar os tipos de colageno entre si (Morgan et al., 2022).

A literatura consultada sugere que estudos histolégicos visando a
observacéo especifica da deposicao e orientacdo das fibras colagenas, devam
se utilizar também da microscopia de luz polarizada por intermédio de corantes
como o Picrossirius, visto que avaliacbes morfométricas associadas a esta
técnica sdo capazes de quantificar os diferentes tipos de colagenos de maneira
mais assertiva (Wang et al., 2018). Entretanto vale ressaltar que a producao
destas proteinas, corresponde como peca fundamental do processo de
reepitelizacdo e consolidacdo do ferimento, por sua vez os valores percentuais
do colageno aferidos pela morfometria pesam a favor da interacdo positiva do
Os junto a elaboracédo destas fibras.

De posse das informacdes colhidas durante este levantamento, em sua
pior performance, os 6leos ozonizados podem ser seguramente utilizados como
antissépticos locais na prevencgéo de infec¢bes secundarias, j& que seu principio
ativo ndo induz resisténcia bacteriana mesmo em casos de uso continuo
(Thomson et al.,, 2011; Menendez et al., 2011; Lu et al., 2018b). Entretanto
considerados os achados deste inquérito, associando-os ao que ja se conhece
da literatura consultada sobre os compostos oleicos ozonizados, consolidam-se
cada vez mais as evidencias favoraveis a utilizacdo destes em feridas cutaneas,
seja pela biocompatibilidade e melhora da resposta celular in loco ou pelo
favorecimento do processo de reparacéo tecidual propriamente dito (Valacchi et
al., 2011; Sanguanini et al., 2020). Tecidos expostos ao Oz tendem a manifestar
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respostas mais assertivas frente as injurias sofridas, mesmo em caso de lesbes
por queimaduras, visto que estas geralmente evoluem de forma mais morosa
pois 0 organismo tem de lidar com o colapso do arcaboucgo tecidual adjacente
bem como processos necroticos ja instalados.

A néo realizacdo de uma avaliacdo imunohistoquimica dos fragmentos
derivados das lesGes e a ndo utilizacdo de técnicas e corantes histologicos de
luz polarizada como o Picrossirius por exemplo, pesam como as principais
limitacGes deste levantamento, visto que os dados derivados destas condutas ja
foram utilizados em modelos animais de inducdo de ferimentos (Sanguanini et
al., 2021). Informacdes deste montante agregariam valor significativo aos
achados deste estudo, tanto no processo de interacdo celular e mediacdo da
resposta inflamatéria quanto na caracterizagdo mais especifica das fibras
colagenas que participaram da reparacao tecidual. Também vale ressaltar que
parte da atuacdo dos compostos ozonizados da-se através do contato direto com
as regioes afetadas sabe-se, porém, que lesdes térmicas apresentam em sua
regido central uma area de coagulacdo e desnaturacdo proteica que,
dependendo da extenséo e profundidade desta, invariavelmente evolui para uma
regido de necrose, o0 que limitaria significativamente o potencial de interacao do
O3 junto ao ferimento propriamente dito.

Lesbes provocadas por queimadura acometendo o epitélio permanecerao
como um desafio terapéutico, visto que existe uma significativa gama de
variaveis capazes de interferir no processamento destas por parte dos
organismos vivos, indo desde a mais comum exacerbacdo do processo
inflamatério ao estimulo exagerado dos queratinécitos acarretando na
cicatrizacéo irregular e formacao de queloides (SHIH et al., 2010).

Dada a esta condicdo impar e considerando o sucesso ja relatado da
utilizacdo do Oz em feridas com potencial de cronicidade (Serra et al., 2023). Os
resultados deste inquérito endossam 0 uso dos compostos oleicos ozonizados
no tratamento de lesbes de pele provocadas por queimaduras, mesmo que estes
nao interfiram de forma assertiva na retracdo dos ferimentos, a disponibilidade
de O3 nos tecidos adjacentes pode favorecer, junto ao arcabouco celular local,
respostas celulares mais assertivas interagindo de maneira a acrescer a

neoformacéo vascular e producéo de colageno nas areas afetadas.
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7. CONCLUSOES

Quando comparado a Sulfadiazina de prata, o do 6leo de girassol
ozonizado nao incorreu em diferenca macroscoépica significativa no processo de
retracdo das lesdes por queimadura, visto que todos os grupos avaliados
apresentaram resultados estatisticamente similares entre si, havendo uma
melhora discreta quando da associacéo entre as duas condutas. Por outro lado,
a avaliacdo microscopica constatou potencial de interferéncia positivo,
considerando-se o0s valores mais promissores referentes a reepitelizacéo,
neoformacdo vascular bem como uma deposicdo mais perceptivel de fibras
coldgenas nos espécimes tratados com o composto oleico.

Levando em consideracdo o potencial do stress oxidativo e do pré-
condicionamento promovidos pelo o0zbnio em contato com os tecidos,
recomenda-se que estes mecanismos sejam estudados mais a fundo em
ensaios mais amplos no intuito consolidar o papel do gas nos processos de

reparacao do epitélio, em particular no caso de lesdes mais severas.
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