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RESUMO

Ferida cutdnea € uma condigé&o clinica com alta prevaléncia e representa um problema
de saude publica. Embora a terapia com 0z6nio (Os), ozonioterapia, seja amplamente
utilizada na pratica clinica devido os efeitos antimicrobianos e reparadores, ainda sao
escassas as evidéncias sobre dosimetrias ideais. Assim, o objetivo do presente estudo
foi avaliar e comparar, in vitro, a citotoxicidade de diferentes concentracdes de
ozonioterapia em linhagens de queratindcitos (NOK) e fibroblastos (L929), assim
como o potencial antimicrobiano para Staphylococcus aureus (S.aureus) e
Escherichia coli (E. coli). As células NOK e L929 foram semeadas na concentracao
de 1x10* e as Cepas de bactérias gram-positivas S.aureus e de bactérias gram-
negativas E. coli na concentracdo de 1 x 108 e divididas em 7 grupos experimentais:
Controle tratadas com ozoénio nas doses de 0 (GO0), 5 (G5), 10 (G10), 20 (G20), 30
(G30), 40 (G40) e 50 ug/mL (G50). O efeito do o0zbnio na viabilidade/citotoxicidade
celular foi determinado por meio de ensaio de alamarBlue®, ensaio de Live/Dead® e
a analise morfométrica da porcentagem de células vivas e células mortas. O efeito do
gas sobre os microrganismos foi avaliado pela contagem da unidade formadora de
colénia (UFC). Os resultados obtidos mostram que ozdnio nas concentragdes de 5,
10 e 20 pg/mL apresentaram os maiores valores de viabilidade de células NOK
(queratinocitos) e L929 (fibroblastos), assim como uma maior densidade e
porcentagem de células vivas no periodo experimental de 72 horas quando
comparado as demais concentracdes. No entanto, ndo foi possivel observar a
diferenca entre a porcentagem de células mortas entre 0s grupos experimentais.
Ainda, o oz6nio promoveu reducdo das UFCs em todas as concentracdes testadas.
Com os resultados obtidos no presente estudo, é possivel confirmar o potencial
reparador da ozonioterapia em uma resposta dose-dependente, assim como seu
potencial antimicrobiano. Entretanto, faz-se necesséario estudos que elucidem os
mecanismos moleculares pelos quais ele exerce tais efeitos bioldgicos.

Palavras chaves: Ozonoterapia; viabilidade celular; citotoxicidade; reparo de feridas;
efeito antimicrobiano.



ABSTRACT

Cutaneous wound is a clinical condition with high prevalence and represents a public
health problem. Although ozone therapy (O3), ozone therapy, is widely used in clinical
practice due to its antimicrobial and restorative effects, evidence on ideal dosimetries
is still scarce. Thus, the aim of the present study was to evaluate and compare, in vitro,
the cytotoxicity of different concentrations of ozone therapy in keratinocyte (NOK) and
fibroblast (L929) lines, as well as the antimicrobial potential for Staphylococcus aureus
(S.aureus) and Escherichia coli (E. coli). NOK and L929 cells were seeded at a
concentration of 1x104 and strains of gram-positive bacteria S.aureus and gram-
negative bacteria E. coli at a concentration of 1x108 and divided into 7 experimental
groups treated with ozone at doses of 0 (G0), 5 (G5), 10 (G10), 20 (G20), 30 (G30),
40 (G40) and 50 pg/mL (G50). The effect of ozone on cell viability/cytotoxicity was
determined using the alamarBlue® assay, the Live/Dead® assay, and morphometric
analysis of the percentage of live and dead cells. The effect of the gas on the
microorganisms was evaluated by counting the colony forming unit (CFU). The results
obtained show that ozone at concentrations of 5, 10 and 20 pg/mL presented the
highest viability values of NOK (keratinocytes) and L929 (fibroblasts) cells, as well as
a higher density and percentage of live cells in the experimental period of 72 hours
when compared to other concentrations. However, it was not possible to observe the
difference between the percentage of dead cells between the experimental groups.
Furthermore, ozone promoted a reduction in CFUs at all concentrations tested. With
the results obtained in the present study, it is possible to confirm the reparative
potential of ozone therapy in a dose-dependent response, as well as its antimicrobial
potential. However, studies are needed to elucidate the molecular mechanisms by
which it exerts such biological effects.

Keywords: Ozone therapy; cell viability; cytotoxicity; wound repair; antimicrobial
effect.



DIVULGACAO E TRANFEENCIA DE CONHECIMENTO

Foi realizado um estudo, in vitro, com células da pele, queratindcitos (NOK) e
fibroblastos (L929) e com bactérias Staphylococcus aureus (S.aureus) e Escherichia
coli (E. coli). A proposta foi a aplicacdo de uma terapia com Os, 0zonioterapia, em
diferentes doses com a finalidade de observar a toxicidade do gés, assim como
verificar se a terapia proporcionava morte de bactérias. A ozonioterapia mostrou ndo
gerar citotoxicidade em células da pele e teve eficacia na eliminacdo de bactérias,
sendo que as doses 5,10 e 20 pg/mL podem ser consideradas como as de melhores

potenciais para um tratamento de feridas cutaneas.
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1 INTRODUCAO

Feridas cutaneas sao lesdes frequentes observadas na pratica clinica e podem
estar relacionadas a significativa incapacidade funcional, dor e até morte (REZAI et
al., 2019; BORENA et al., 2015).

O reparo de uma ferida abrange um processo multifasico de fenémenos
bioquimicos, celulares e fisioldgicos que visam restaurar o tecido epitelial e tecido
conjuntivo (GOODARZI et al., 2018). As fases sequenciais do reparo, inflamacéao,
proliferacdo e maturacdo/remodelamento se sobrepde de forma continua e temporal
(GURTNER et al., 2008; BONIFANTE & HOLLOWAY, 2019). No entanto, algumas
condi¢cBes especificas, como isquemia, neuropatias, comorbidades e presenca de
microrganismo, com destaque para as bactérias gram-positiva Staphylococcus aureus
(S.aureus) e de bactérias gram-negativas, como Escherichia coli (E. coli), podem
perturbar e reduzir a ordem desses eventos sequenciais de reparo, resultando em
uma ferida cutanea crénica (RIPPA et al., 2019; BOWER et al., 2020; LEONG et al.,
2018).

O aumento no numero de casos de feridas cutaneas crénicas € expressivo e
contribui para uma baixa qualidade de vida, além de gerar altos custos para a saude
publica devido ao tratamento prolongado e, muitas vezes, pouco eficiente (SEN et al.,
2009). Estima-se que a incidéncia aumente cada vez mais, principalmente com o
envelhecimento populacional e o crescimento exponencial de individuos portadores
de comorbidades e doencas metabdlicas (BOWER et al., 2020).

O tratamento de feridas cutédneas cronicas visa aliviar a sintomatologia
dolorosa, inativar os microrganismos existente e otimizar o reparo dos tecidos
acometidos (WEN et al, 2021). Nesse contexto, diversos tratamentos locais e
sistémicos tém sido testados e utilizados, entretanto, nenhum tratamento especifico
foi estabelecido (KARGOZAR et al, 2020).

Atualmente, o interesse na aplicagédo da terapia com 0zonio (Os), 0zonioterapia,
aumentou consideravelmente no campo da reabilitagdo de disturbios dermatolégicos
por se tratar de um procedimento minimamente invasivo, bem tolerado e de baixo
custo. De acordo com Di Paolo, Bocci & Gaggiotti, 2004, os efeitos do ozénio baseiam-
se em sua caracteristica de ser um potente agente oxidante que, quando em contato

com os fluidos organicos, ocasionam subprodutos (também conhecidos como
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ozonideos), culminando em diversos eventos bioquimicos e celulares que resultam
desde efeitos antimicrobianos a estimulo do reparo tecidual.

Desta forma, embora haja o uso difundido da ozonioterapia na pratica clinica
comum, algumas questdes referentes a sua utilizacdo no reparo de feridas cronicas
ainda ndo sdo bem compreendidas. Em particular, h4 uma caréncia de estudos na
literatura investigando o efeito de diferentes concentracbes do gas em células
epidérmicas e dérmicas, assim como sobre os microrganismos prevalentes em feridas
cutanea e que levam ao insucesso do reparo das mesmas. Diante disto, foi levantada
a hipotese de que o gas poderia ter um potencial antimicrobiano sem ocasionar
citotoxidade em células responsaveis pelo reparo da pele, constituindo-se um
tratamento adequado e eficaz a ser utilizado na pratica clinica. Nesse sentido,
evidéncias celulares e microbioldgicas perante esse cenario séo de grande valia para
compreender com exatiddo os beneficios da abordagem terapéutica no tratamento de
feridas cutaneas cronicas. Assim, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar
a eficacia de diferentes concentracdes de 0z6nio sobre a viabilidade de fibroblastos e

queratinécitos, assim como, sobre S. aureus e E. coli, através de um estudo in vitro
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar, in vitro, a citotoxicidade
efeito de diferentes de concentragfes de ozonioterapia em linhagens de queratindcitos
(NOK) e fibroblastos (L929), assim como o potencial antimicrobiano para

Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Investigar os efeitos de diferentes concentracées de 0zbnio na citotoxicidade de
queratinécitos (NOK) e fibroblastos (L929);

- Verificar a efetividade de diferentes concentracbes de o0zbnio sobre o0s
microrganismos mais prevalentes em lesdes cronicas;

- Identificar as melhores concentracdes de 0zoénio que apresentem o melhor potencial
a ser utilizado em feridas cutaneas, de forma o estimular células responséaveis pelo

reparo e ocasionar a descontaminacéo de feridas cutaneas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PELE E FERIDAS CUTANEAS

A pele é um o6rgdo néo visceral e representa uma interface entre o corpo
humano e o ambiente externo. Em virtude das caracteristicas biologicas de suas
estruturas, exerce diversas funcbes, como as de protecdo contra fatores quimicos,
mecanicos, térmicos e patégenos, controle da permeabilidade cuténea,
termorregulacgédo, controle metabdlico, sensorial e estética (WONG et al., 2015).

Morfologicamente, a pele € composta de 2 importantes camadas: epiderme e
derme. A camada mais superficial, a epiderme, ndo é vascularizada e € caracterizada
como epitélio estratificado com células pavimentosas e queratinizadas, tendo como
principal componente celular os queratindcitos, cuja funcdo principal € a producéo de
gueratina. Essas células possuem a caracteristica de alta capacidade proliferativa e
de diferenciacéo, organizando-se em cinco estratos denominados de corneo (camada
mais externo), lucido, granular, espinhoso e basal (camada mais profunda). Cabe
destacar que as células da camada basal, também conhecidas como germinativas,
sdo as responsaveis pela renovacao celular da epiderme (KHAVKIN et al., 2011;
NIGAM et al.,, 2008). Ainda, € pertinente mencionar que na epiderme existem 0s
melandcitos, presentes na camada basal da epiderme, com formato dentritico,
responsaveis por produzir a melanina (pigmento que define a coloracdo da pele e
absorve a radiacao UV); células de Merkel, cuja funcao é atuarem como receptores
de percepcao tatil e mecanica; células de Langerhans com a finalidade promover a
defesa imunolégica da pele (BARONI et al, 2012).

Subsequencialmente a epiderme encontra-se a juncdo dermoepidérmica,
composta por colageno do tipo IV e filamentos de queratina, os quais dao origem as
cristas dérmicas e papilas dérmicas, delimitando o final da epiderme e inicio da derme
(WONG et al., 2015).

A derme compreende a parte mais espessa da pele, composta por estruturas
responsaveis por sua elasticidade e resisténcia. E composta principalmente de
fibroblastos, os quais sintetizam todos os componentes da matriz extracelular (MEC),
fibrilares, como o coldgeno e elastina, e ndo fibrilares, como o &cido hialurdnico,

glicoporteinas e proteoglicanos. Encontra-se também uma variedade de células
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imunoldgicas, incluindo macrofagos e células dendriticas, além de glandulas, foliculos
pilossebaceos e musculo eretor do pelo (KHAVKIN et al., 2011).

Em concordancia com a organizagéao e distribuicdo, a derme pode ser dividida
em um arranjo frouxo, composto predominantemente de fibras de colagenos do tipo
[l e fibras oxitalamicas (dispostas perpendicularmente), denominado de derme papilar
e outra parte composta por um arranjo mais denso, composto predominantemente de
fibras de coldgeno do tipo | e elasticas (disposta horizontalmente), denominada de
derme reticular (WONG et al., 2015). Destaca-se que a derme papilar é responsavel
pela flexibilidade da pele, enquanto a reticular confere a extensibilidade e elasticidade
(NIGAM et al., 2008).

A pele é susceptivel a lesdes, ou seja, agressdes de agentes estressores de
diversas etiologias que comprometem sua integridade, dando origem as feridas
cutaneas (REZAI et al., 2019). Dependendo da intensidade da agresséao, a ferida pode
ser chamada de superficial (acomete apenas estruturas superficiais, a epiderme e
derme séo rompidas) ou pode ser chamada de grave ou profunda (envolve estruturas
mais profundas, como musculos, tenddes e outras estruturas) (LEDGER et al., 2020).
Essas caracteristicas estao diretamente relacionadas com o tipo de reparo, sendo que
nas superficiais ocorre frequentemente a regeneracao, definida como a restauracao
das caracteristicas estruturais e funcionais do tecido, e nas feridas profundas ocorre
a cicatrizacdo, onde ha uma deposicao de um tecido cicatricial caracterizado como
tecido conjuntivo ndo modelado, formando a cicatriz e alterando a estrutura e
funcionalidade do tecido lesado (BORENA et al., 2015).

O reparo de uma ferida € um processo multifasico que consiste em trés estagios
sobrepostos, entretanto distintos: inflamacdo, proliferacdo e remodelamento
(GURTNER et al., 2008). O evento inicial, a fase inflamatoria, comeg¢a no momento da
leséo e é caracterizada pela vasoconstricdo secundaria a liberacao de catecolaminas,
agregacdao plaquetéria e deposigéo de fibrina (formacédo do coagulo), proporcionando
a hemostasia local. Na sequéncia ocorre vasodilatacdo subsequente em resposta a
liberacdo de histamina dos mastocitos circulantes que aumentam a permeabilidade
vascular, recrutamento de células inflamatérias (neutréfilos e mondcitos) e proteinas
plasmaticas para o local da ferida (fendbmeno de exsudacdo). Ainda existe uma
liberacdo de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de
crescimento transformador beta (TGF-8), otimizando o recrutamento de neutréfilos e

mondcitos/macrofagos para o espaco intersticial a fim de realizar a fagocitose de
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tecidos danificados e possiveis microrganismos. Vale salientar que as células
inflamatorias liberam outras citocinas pro-inflamatorias, com destaque para o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina do tipo 1 (IL-18) e anti-inflamatérias, assim
como fatores de crescimentos que auxiliardo o processo subsequente do reparo.
Conforme a fase inflamatéria progride, os macréfagos se tornam o tipo de célula
dominante dentro de 24 a 72 horas. Seu papel na orquestracdo do fechamento da
ferida é fundamental e muda conforme o reparo progride (GURTNER et al., 2008;
BONIFANTE & HOLLOWAY, 2019).

A segunda fase, denominada de proliferativa, tem como objetivo diminuir a area
do tecido lesado e caracteriza-se por eventos de reepitelizacdo, fibroplasia e
angiogénese. Esses processos iniciam-se no microambiente da lesdo nas primeiras
48 horas e podem se perdurar até o 14° dia apds o inicio da lesdo. Dentre os principais
fatores de crescimento liberados por macrofagos, fibroblastos e queratindcitos no local
da leséo, destaca-se o fator de crescimento epidérmico (EGF) que atua na quimiotaxia
e proliferacdo de fibroblastos e queratindcitos basais; fator de crescimento
transformador do tipo beta (TGF-B), responsavel por estimular fibroblastos e
miofibroblastos a produzir coldgeno (com destaque para o colageno tipo lll), elastina,
glicosaminoglicanas e outras proteinas da MEC e o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) envolvendo proliferacdo celular endotelial. Assim, essa fase é
responsavel pela formacgéo do tecido de granulacéo, arcabouco do reparo tecidual,
destacando o importante papel dos fibroblastos, responsaveis por produzir os
componentes da MEC, substratos que irdo dar tenacidade e integridade ao tecido,
associado a acdo dos queratinécitos, responsaveis por diferenciagéo, estratificacdo e
maturacdo do epitélio, ou seja, reepitelizacdo da ferida (RIPPA et al., 2019;
WOODLEY et al., 2017; GOODARZI et al., 2018).

O remodelamento é a Ultima fase do reparo da ferida e ocorre do vigésimo
primeiro dia até 1 ano ou mais apos a lesdo. Também conhecido como fase de
maturacdo da ferida, os componentes do tecido sofrem altera¢cdes na tentativa de
recuperagéo da estrutura tecidual normal. O colageno do tipo I, que foi produzido na
fase proliferativa por fibroblastos, agora é substituido pelo colageno do tipo |, mais
resistente, sendo que esse processo é coordenado pelo TGF- e PDGF (BONIFANTE
& HOLLOWAY, 2019). Além disso, os processos angiogénicos diminuem, o fluxo
sanguineo da ferida diminui e a atividade metabdlica aguda da ferida diminui para

baixo e finalmente o processo se cessa (GOODARZI et al., 2018).
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Dentro deste contexto, a ferida cutanea aguda tende a se reparar de maneira
espontanea e efetiva, restabelecendo as propriedades anatdmicas e funcionais do
tecido. No entanto, em algumas condi¢cfes especificas que prejudique estas fases,
como a presenca de lesbes extensas na pele ou doencgas associadas, como diabetes
ou infec¢des, o processo de reparo pode ser prejudicado, resultando em feridas
cutaneas cronicas (RIPPA et al., 2019; BOWER et al., 2020). Ainda, destaca-se a
influéncia negativa dos microrganismos presentes nas feridas que impactam
significativamente no atraso do reparo (ORTINES et al., 2018). Embora as feridas
cutaneas sejam frequentemente polimicrobianas e compostas por muitas espécies
bacterianas diferentes, as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus (S.aureus)
e bactérias gram-negativas Escherichia coli (E. coli) sdo os patégenos mais
dominantes e possuem importancia epidemiolégica primordial em feridas cuténeas
cronicas (LEONG et al., 2018).

Define-se ferida crbénica qualquer lesé@o de continuidade que néo ha o reparo
da integridade anatdmica e funcional no periodo de trés meses (WEN et al., 2021;
GURTNER et al., 2008). Com base nas etiologias causais, 0 Wound Healing Society
classifica as feridas crénicas em quatro categorias: Ulceras venosas, Ulceras por
insuficiéncia arterial, Ulceras por presséo e Ulceras diabéticas (KIRSNER, 2016).

Devido a alta prevaléncia (principalmente com o envelhecimento populacional
e 0 aumento exponencial de pacientes portadores de comorbidades e doencas
metabdlicas) e a baixa taxa de cura completa, as feridas cutaneas crénicas tém um
impacto significativo na saude e na qualidade de vida dos pacientes, visto que essas
causam dor, perda de funcdo e mobilidade, depressdo, angustia e ansiedade,
constrangimento, isolamento social, morbidades cronicas ou mesmo morte (REZAI et
al., 2019; BORENA et al., 2015).

Diversos métodos de tratamentos vém sendo desenvolvidos e estudados com
objetivo de auxiliar no processo de reparo da pele, entretanto, a gestdo do tratamento
para feridas cutaneas cronicas ainda é controversa (KARGOZAR et al, 2020). As
estratégias de tratamento padréo incluem o manejo da doenca subjacente,
tratamentos locais para melhorar o ambiente da ferida, como desbridamento, curativo
e tratamento sistematico (por exemplo, aplicacdo de antibioticos, suplementos
nutricionais, recursos eletrofisicos) e muitos outros. No entanto, sabe-se que esses
métodos conservadores resultam em altas taxas de recorréncia de Ulceras e
amputacoes (WEN et al, 2021).
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O interesse na aplicacdo da terapia com Os, atualmente conhecido como
ozonioterapia, neste campo aumentou consideravelmente nos Ultimos anos,
principalmente por ser uma opg¢é&o de tratamento conservador, minimamente invasivos
e de baixo custo (ZENG et al., 2018; FITZPATRICK et al., 2018; IZADI et al., 2018;
AGOSTI at al., 2016).

3.2 OZONIOTERAPIA

O potencial terapéutico do gas ozénio (Os3) através da técnica denominada
ozonioterapia vém sendo reportado na literatura cientifica desde o periodo da Primeira
Guerra Mundial, quando o gas foi utilizado de forma tépica para a desinfeccédo e
tratamento de feridas cutaneas gravemente contaminadas de soldados (DI PAOLO,
BOCCI & GAGGIOTTI, 2004).

O O3 é uma molécula composta por trés atomos de oxigénio (O), sendo a
terceira poténcia oxidante de estrutura dinamicamente instavel que se decompde
rapidamente em moléculas de oxigénio (O2) e em um atomo de oxigénio, altamente
reativo. Apresenta uma meia-vida de 40 minutos a 20°C e cerca de 140 minutos a 0°C
(DI PAOLO, BOCCI & GAGGIOTI, 2004).

As primeiras observacdes sobre a existéncia desta molécula foram feitas em
1785, por um médico e fisico holandés denominado Martins Van Marum, o qual relatou
que as descargas elétricas de tempestades exalavam um odor diferenciado.
Posteriormente, um quimico-fisico aleméo, Friedrich Christian Schénbein (1840),
descreve que as descargas elétricas ao entrarem em contato com o Oz originavam
um gas de coloragdo azulada e odor singular, denominando-o de gas oz6énio, do grego
ozein (aquilo que cheira) (BOCCI, 2006; BOCCI, ZANARDI & TRAVAGLI, 2011).

O O3 pode ser produzido a partir das moléculas de O2 atraves de fontes basicas
de energia, incluindo eletrolise quimica, descargas elétricas e radiacdo da luz
ultravioleta (UV) (BOCCI et al.,, 2009). JA a ozonioterapia emprega uma mistura
gasosa de O2 medicinal/Os que, de acordo com a literatura, possui potencial
terapéutico para diferentes situagfes clinicas (BOCCI, ZANARDO & TRAVAGLI,
2011; SCHWARTZ & SANCHEZ, 2012).

A ozonioterapia, de acordo com o a Declaracdo de Madrid (2020), é

recomendada ser administrada de maneira tépica através de agua, 6leo e gas 02/03
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(bolsa hermética); e sistémica, insuflacéo retal, endovaginal e auto-hemoterapia maior
ou menor (BOCCI, 2005). Com relacdo aos 6leos ozonizados, destaca-se a utilizacéo
de Oleos com altas concentracdes de acidos graxos insaturados, como o de girassol
e oliva (BOCCl et al., 2011; BOCCI et al., 2015).

Diversos grupos de pesquisa tém estudado a acdo da ozonioterapia em
diferentes tecidos biolégico com a finalidade de melhor compreender os mecanismos
de ac&o que sustentam seus efeitos locais e sistémicos (MARTINEZ-SANCHEZ 2005;
KOCYIGIT et al., 2018; KARGOZAR et al., 2020). Chirumbolo et al., (2021) mostraram
em uma recente revisdo que varios autores apoiam que a ozonioterapia é capaz de
modular condicBes inflamatorias, possui acdes antioxidantes, analgésicas,
imunomodulatérias e angiogénicas, assim como propriedades antimicrobianas
(inativacdo de bactérias, virus, fungos, leveduras e protozoarios), sustentando suas
heterogéneas aplicacfes clinicas que vém sendo utilizada em diversos paises.

A literatura atual relata que a ozonioterapia possui potencial terapéutico em
diversas doencas de pele, incluindo lesbes cutaneas infecciosas ou nao, doencas
alérgicas, queimaduras e outras condi¢des que culminam no reparo da pele (ZENG et
al., 2018; FITZPATRICK et al., 2018; IZADI et al., 2018).

E relatado que o Os em contato com a célula gera um estresse oxidativo
moderado e controlado, visto que o gas oxida estruturas celulares, com destaque para
0s &cidos graxos poli-insaturados da membrana celular, decompondo-se prontamente
em produtos de peroxidacado lipidica (LOPs, do inglés lipid oxidation products) e
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species), incluindo o
peroxido de hidrogénio (H202), radical &nion superoéxido (O-), radical hidroxila (HO) e
oxido nitrico (NO). Os subprodutos (ozonideos) gerados atuam como mediadores
fisiologicos, responsaveis por estimular importantes fatores de crescimento benéficos
para a reparacao de tecidos. E importante observar que o nivel de LOps e ROS devem
ser adequados para agirem como reguladores bioquimicos e evitar efeitos tdxicos
celulares (ELVIS & EKTA, 2011).

O estudo de Re et al, (2008) descreve gque a ozonioterapia promove uma
condicdo de pré-condicionamento oxidativo e estimula o sistema antioxidante
enddgeno. Pequenos e repetidos estresses oxidativos reorganizam mecanismos
bioquimicos através de atividades de segundos mensageiros. E demonstrado que o
H202 e aldeidos ativos, (principalmente 4-hidroxi-2-nonenal [4-HNE]), s&o os

responsaveis por ativar o fator nuclear eritréide 2 (Nrf2). O Nrf2 tem importancia clinica
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em induzir a transcricdo de elementos de resposta antioxidante (ERA), que
consequentemente aumentara numerosas enzimas antioxidantes, destacando a
superoxido dismutase (SOD), GPx, glutationa-S-transferase (GSTr), catalase (CAT)
(JOHNSON et al., 2008). Essa normalizagdo do potencial redox resultar4 em diversos
beneficios, como a melhora no metabolismo celular, liberacdo de citocinas e fatores
de crescimento, assim como o aumento na circulacdo (vasodilatacdo local e
angiogénese), elementos cruciais para favorecer o reparo de feridas (BOCCI, 2006).
Ainda é descrito que a ozonioterapia promove um “choque terapéutico” atéxico com a
finalidade de restabelecer a homeostasia e a resposta fisiolégica de um tecido
(ZANARDI et al., 2016).

Adicionalmente, a capacidade do ozénio de inibir a amplificacéo da inflamacéo
e a cronificacdo do processo tem sido demonstrada em muitas condigdes patologicas
da pele, como herpes zoster, dermatite atopica e “pé de atleta” (ZANARDI et al., 2016).
Sagai e Bocci, 2011 defendem que o estresse oxidativo agudo e moderado gerado
pela ozonioterapia atua em nivel molecular, reduzindo as fases de inflamacgéo e
promovendo o reparo precoce de feridas. Além disso, a terapia com ozo6nio também
pode suprimir a atividade do NF-kB, atenuando as respostas inflamatorias (BOCCI et
al., 2015). Estudos anteriores mostraram que o Os pode reduzir a expressao de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-1, assim como mediadores da resposta
inflamatéria, incluindo ciclooxigenase-2 (COX-2) (KIM et al., 2009). Ao reduzir a
inflamacdo, o ozbnio pode favorecer o recrutamento de células epiteliais e
fibroblastos, assim como a producao de MEC, contribuindo para a melhora do reparo
tecidual (JOHNSON et al., 2008).

A ozonioterapia também demonstra impacto benéfico da terapia com 0zonio na
estimulacéo de novos vasos sanguineos em feridas cutaneas (MARTINEZ-SANCHEZ
2005; KOCYIGIT et al., 2018), caracteristicas essenciais para o reparo bem-sucedido
de feridas, visto que a terapia estimula proteinas que estdo envolvidas no processo
de neoangiogénese, especial atencao tem sido direcionada ao VEGF (KARGOZAR et
al., 2020).

Ainda, a acdo antimicrobiana do ozoénio tem sido referenciada na literatura
desde o inicio de sua utilizacdo em soldados alemées que sofriam de gangrena
gasosa durante a Primeira Guerra Mundial devido ao seu forte efeito bacteriano sobre
Clostridium anaerdébico (DI PAOLO, BOCCI & GAGGIOTTI, 2004; TRAVAGLI et al.,

2010). A justificativa de sua utilizagédo é devido ao fato do gés gerar os radicais livres
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de oxigénio liberados pelo o0z6nio atuando como um forte oxidante para matar
diretamente micro-organismos (SUH et al., 2019; AZARPAZHOOH et al., 2008; SMITH
et al., 2017; POLYDOUROU et al., 2012; THANOMSUB et al., 2002; GULMEN et al.,
2013). A literatura mostra que a terapia possui eficacia antimicrobiana sem induzir
resisténcia aos medicamentos, como a exemplo da Candida albicans (KHARTRI,
MOGER, KUMAR, 2015; POLYDOROU et al., 2012), Escherichia coli (E.Coli) (PATIL
et al, 2011) e S. aureus (AL-SAADI et al., 2016). Ainda, é relatado que o o0z6nio é
capaz ocasionar a inibicao da atividade metabdlica, mudancas na capsula e destruicédo
do material genético do micro-organismo, sugerindo uma grande promessa
terapéutica em uma variedade de infec¢cdes de pele e mucosas (SUH et al., 2019;
ZANARDI et al., 2013; TRAVAGLI et al., 2010).

Diversos grupos de pesquisas confirmaram o0s resultados positivos da
ozonioterapia no tratamento de feridas cutaneas (detalhes descritos na tabela 1). Uma
recente revisdo sistematica realizada por Wen et al. (2021) destacou os efeitos
positivos em termos de reducdo do tamanho da ferida (Ulceras de pé diabéticos) e
reduziu a taxa de amputacdo sem eventos adversos relacionado ao tratamento.
Entretanto, os autores relatam que a eficacia da ozonioterapia para outros tipos de
feridas ainda € incerta, pois ndo ha estudos suficientes e recomendam que mais
ensaios controlados randomizados de alta qualidade sdo necessarios para confirmar
a eficacia e seguranca da terapia com o0z6nio para feridas cronicas.

Em suma, os relatos supracitados sugerem que a ozonioterapia possui um
potencial terapéutico promissor em reduzir complicacdes encontradas durante o
processo de reparo de feridas cutaneas. No entanto, € possivel verificar que a técnica
ainda tem sido utilizada empiricamente devido a uma grande variabilidade entre os
protocolos de aplicacdo de ozonio para esta finalidade, como por exemplo, diferentes
tipos de equipamentos geradores de ozénio, doses adequadas, estado fisico do
0z6nio, tempo e técnica de aplicacdo. Portanto, neste trabalho, abordamos algumas
dessas questdes néo resolvidas. Em primeiro lugar, avaliar a influéncia de diferentes
concentracbes de o0zonio na viabilidade de células epidérmicas (queratinécitos) e
dérmicas (fibroblastos). Em segundo lugar, verificar se as mesmas concentragdes
poderiam inativar micro-organismos mais prevalentes e responsaveis por ocasionar o

insucesso no reparo tecidual.



25

Tabela 1 — Sintese de dados obtidos em publicacdes referente ao uso do 0zénio em feridas cutaneas

Autor/Ano

Tipo de estudo

Doenca/Modelo

Via de administracdo/ Parametros/
Periodicidade

Resultados encontrados

Turci¢ J. 1995

Experimento in  vivo
(homens e mulheres)

Enxerto de pele
(ferimentos de guerra)

Inicial - Bag / 50 pg/mL /mL por 6 minutos/ Dias
alternados 3 sessfes; Final - Bag/ 50 pg/mL /mL por
6 minutos/ Dias alternados 5 sessfes

Aumentou a viabilidade do enxerto.

Martinez-Sanchez G.
et al. 2005

Ensaio clinico
(homens e mulheres)

Ferida cronica

diabético)

(pé

Bag / 60 ug/mL por 1 hora + Insuflacéo retal / 50
pug/mL+ Oleo de girassol ozonizado/ concentracio
ndo especificada / diario por 20 dias.

Aumentou da taxa de reparo das feridas,
niveis de marcadores bioquimicos de
estresse oxidativo e controle glicémico.

Kim, H. S. et al. 2009

Experimento in vivo —
modelo animal
(porquinho da india)

Ferida cutanea

Oleo de oliva ozonizado / Concentracdo n&o
especificada/ diario por 11 dias.

Acelerou o reparo das férias cuténeas e
aumentou a expressdo dos fatores de
crescimento PDGF, TGF-f3 e VEGF

Shah, P., Shyam,
AK. & Shah, S. 2011

Ensaio clinico — relato de
caso (mulher)

Ferida extensa apés
cirurgia de fratura por
estresse da tibia
proximal

Bag/ 70 pg/mL /mL por 30 minutos/ 2x/dia + Auto-
hemoterapia ozonizada/ 50 mL de sangue e 50 mL de
0z6nio a 70mcg/mL de oz6nio reinjetados por via
endovenosa/ 4 dias consecutivos.

Apos cirurgia — Bag/ 60 ug/mL por 30 min/ 5 dias

Acelerou o retalho cuténeo e reparo dsseo.

Valacchi G et al.
2011

Experimento in vivo —
modelo animal
(camundongo SKH1)

Ferida cutanea

Oleo ozonizado de gergelim a 45ug/mL / 2x/dia por 14
dias.

Aumentou a taxa de fechamento da ferida,
maior angiogénese e aumento dos VEGF e
ciclina D1.

Wainstein J et al.
2011

Ensaio clinico -
(homens e mulheres)

Ulceras cronicas (pé
diabético)

Bag / 80 pg/mL por 26. min/ 5 x por semana por 4
semanas
Bag / 40 pg/mL por 26. min/ 5 x por semana por 4
semanas

Aumentou significativamente a taxa de
fechamento das feridas

Uzun, G. et al. 2012

Ensaio clinico (homens
e mulheres)

Gangrena Umida

Intralesional (n&o foram especificados concentragfes
e volumes)

Aumentou a dor e o paciente desenvolveu
ferida necrética e edematosa

Fathi, A. M.,
Mawsouf, M. N., &
Viebahn-Hansler, R.
2012

Ensaio clinico (homens
e mulheres)

Pé diabético e ferida
crénica

Bag/70 a 80 pg/mL por 25 minutos/ 2x/dia/ apos
granulagdo 60 a 40 ug/mL por 25 minutos + agua
ozonizada/ 18 a 24 ug/mL + subcutanea/ 1 pg/mL a 2
ml por ponto na borda da lesdo + dleo de oliva
ozonizado / ndo especificado/ 40 ug/mL a 100 mL/
Inicialmente diério evoluindo para 3 a 1x por semana

Aumentou a taxa de reparo em 87% dos
pacientes e cura completa em 46%.

Aaumentou a expressdes das proteinas

Zhang J et al. 2014 Ensaio clinico (homens U_Ice(a_ crbnica  (pé | Bag (_jlarlo a 52 ug/mL, volume total de 20 a 50 mL por VEGF, TGF-B e PDGF e reduziu o tamanho
e mulheres) diabético) 30 minutos em um tempo de 20 dias. da ferida
Solovastru LG et al. Ensaio clinico (homens | Feridas cronicas | Oleo ozonizado de girassol (15%) associado a alfa | Reducfio significativa da lesdo e cura

2015

e mulheres)

(Ulceras venosas)

bisabolol/ N&o especificado/ Diario por 30 dias.

completa em 25% dos casos.
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Degli Agosti et al.
2016

Ensaio clinico (homem)
— relato de caso

Ferida cronica

Subcutaneo ao redor da lesdo/Primeira semana: 8
pg/mL; Segunda semana: 18 pg/mL; Terceira
semana: 24 pg/mL, Quarta semana: 14 pg/mL; Quinta
semana: 6 ug/mL,

Acelerou cicatrizagdo e reduziu dor.

Rosul MV, Patskan
BM. 2016

Ensaio clinico (homens
e mulheres)

Lesdo purulonecrética
(pé diabético)

Oleo ozonizado a 4000pg/L + Solugdo salina
ozonizada a 1300 pg/L a 200mL, via endovenosa/
1x/dia por 14 dias.

Promoveu a melhora dos indices de
peroxidacdo lipidica e de protecdo
antioxidante, reduziu o tempo de internacao
e 0 tempo de reparo.

Kesik V. etal. 2016 (Er;?c;e:mento Ir;nac\a\c/)g Necrose de pele Azeite ozonizado com 100 pg//mL de ozobnio até ficar | Os tamanhos das Ulceras diminuiram no
T ' WistarAlbino) incolor/ 45 dias grupo em que foi usado 6leo ozonizado.

Zhou YT et al. 2016

Ensaio clinico (homens
e mulheres)

Ulceras diabéticas

Bag / 60 ug/mL por 1 hora + laser sistémico/ 1x/dia
até que a area de necrose a infeccdo das Ulceras
fossem melhoradas.

Aumentou a proporcdo de cicatrizacdo e 0s
pacientes mostraram melhor satisfacdo e
menor taxa de recorréncia.

Song, M. et al. 2017

Experimento in vitro e
ensaio clinico (homens e
mulheres)

Feridas contaminadas
por Staphylococcus e
Streptococcus sp.

Oleo ozonizado de camélia / valor de perdxido de
2000 a 2200mmol-equiv/Kg + Agua ozonizada/ nédo
definiu concentragdo/ Tempo de exposic¢édo: 24 horas

Na andlise in vitro - 100% dos
Staphylococcus foram eliminados por 6leo
ozonizado ap6s 5 minutos; 100% dos
Streptococcus foram eliminados apds 15
minutos de contato com 6leo ozonizado e
100% de ambos foram eliminados apés 15
minutos de contato com a agua ozonizada.
Na analise in vivo, houve reducdo do tempo
de tratamento de infecgbes cutaneas
causadas por Staphyloccus e
Strapetococcus sp.

Izadi, M. et al. 2018

Ensaio clinico (homens
e mulheres)

Ulcera de pé diabético

Bag por 30 minutos + 6leo ozonizado de girassol +
subcutaneas peri lesionais + auto-hemoterapia menor
e maior ozonizadas/ Concentragbes nao
especificadas/ 2x/semana até fechamento completo
da ferida.

Fechamento completo da ferida mais rapido
que o grupo controle.

Izadi, M et al. 2018

Ensaio clinico (homens
e mulheres)

Ferida cronica

6leo ozonizado de girassol + auto-hemoterapia maior
+ auto-hemoterapia menor/ ndo especificado/

Melhora significativa na cicatriza¢céo das
feridas crbnicas, bem como melhora
significativa na qualidade de vida dos
pacientes.

Hassanien M, et al.
2018

Ensaio clinico (homens
e mulheres)

Ulceras digitais na
esclerose sistémica

Bag / 52 pg/mL por 30 minutos/ 20 dias

Reduziu significativamente o tamanho das
feridas e aumentou VEGF.

Aghaei M et al. 2019

Experimento in vivo —
modelo animal (cées)

Ferida cutanea
(Leishmaniose)

Oleo ozonizado (azeite de oliva) com glucantima/ de
0,5 ml / mm2/ duas vezes ao dia por 8 semanas

Reduziu significativamente o tamanho da
lesdo em comparagdo ao grupo controle.
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4 METODOLOGIA

O estudo foi realizado em 2 etapas. A etapa 1 verificou-se a viabilidade de
queratinécitos (NOK) e fibroblastos (L929) e a etapa 2 foi avaliado o potencial
antimicrobiano de Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli),
ambas etapas utilizando diferentes de concentragdes de ozonioterapia.

41 ETAPA1

A avaliacdo da resposta biolégica induzida pelo ozénio em diferentes
concentracdes foi realizada através do estudo in vitro, no qual se analisou a viabilidade
em culturas de células de queratindcitos da linhagem NOK (queratindcitos humanos)
e fibroblasticas da linhagem L929 (fibroblastos murinos). Estas linhagens foram
escolhidas por serem amplamente utilizadas em analises de viabilidade in vitro e
apresentarem um importante papel durante o processo de reparo de pele (BORGES
et al., 2017).

4.1.1 Linhagens celulares e condi¢cdes de cultura

As linhagens de células NOK (queratindcitos) e L929 (fibroblastos), ambas
provenientes do banco de células do Rio de Janeiro e gentilmente cedidos pelo Prof.
Dr. Roberto Labat Marcos, foram cultivados em garrafas de cultura, utilizando meio
Eagle modificado por Dulbecco-DMEM (com uma alta concentracéo de glicose de
4500 mg/L para as células NOK), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
e 1% de solugdo antibidtica-antimicética (penicilina-estreptomicina) a 37°C em
atmosfera umida de 5% de CO2. O meio de cultura suplementado foi removido a cada
2-3 dias e as ceélulas foram mantidas em densidade subconfluentes até a sua
utilizacdo. Para todos os experimentos, as células foram destacadas com solucéo de
tripsina (0,25%)/acido etilenodiaminotetracético (EDTA; 1 mM). Os reagentes da
cultura celular foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os
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procedimentos relacionados com a manutencdo das células foram realizados em
capela de fluxo laminar vertical, mantendo, assim, a esterilidade dos materiais e das

substéancias utilizadas para o cultivo celular

4.1.2 Delineamento Experimental

Para a realizacdo das analises in vitro, as células foram semeadas em placa de
cultivo de 96 pocos (em triplicata) em uma concentracéo de 1x10* células por poco
para a linhagem NOK e 1x10* por poco para as células da linhagem L929. Cada

linhagem celular foi dividida em 7 grupos:

o Controle (GO): as células foram cultivadas rotineiramente com 0s seus respectivos

meios de cultura.

o Grupo 5 (G5): as células foram cultivadas e receberam 0z6nio na concentracédo de

5 ug/mL;

o Grupo 10 (G10): as células foram cultivadas e receberam o0zénio na concentracao

de 10 pg/mL;

0 Grupo 20 (G20): as células foram cultivadas e receberam 0z6nio na concentragao
de 20 pug/mL;

o Grupo 30 (G30): as células foram cultivadas e receberam o0zénio na concentracao

de 30 png/mL,;

0 Grupo 40 (G40): as celulas foram cultivadas e receberam 0z6nio na concentracao
de 40 pug/mL,;

0 Grupo 50 (G50): as células foram cultivadas e receberam 0z6nio na concentracao

de 50 pg/mL,;

Para cada experimento as células foram cultivadas previamente nas placas de
cultura por 24 h. Apés esse periodo, as células NOK e L929 receberam o0zb6nio de
acordo com cada grupo experimental e foram avaliados nos periodos de 24 e 72

horas.
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4.1.3 Protocolo de Ozonioterapia

A ozonioterapia foi realizada utilizando um gerador de o0zodnio portétil da marca
Ozobnio Line (S&o Paulo - SP). O ozobnio foi realizado 24 horas apds a semeadura,
adicionado ao meio de cultura com auxilio de uma ponta injetora, nas concentracdes
de 0, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL, com um fluxo de oxigénio de 14 L/min e volume
de 0,5 ml por poco. As avaliacGes foram realizadas no periodo de 24 e 72 horas apos

aplicacao do ozonio.

4.1.4 Ensaio com alamarBlue®

Para determinar a viabilidade foi utilizado o reagente alamarBlue®. Apds 24
horas e 72 h de tratamento foi adicionado 100 pL da solugcéo de alamarBlue® a 10%
em cada poco. A placa foi colocada novamente na estufa por 3h para incubacéo no
escuro. Ao término desse tempo foi retirado 50 pl da solugao e transferido para uma
nova placa de 96 pocos para medir a absorbancia em 570 e 600nm em um
espectrofotometro de palcas (Bio-Tek Instruments, Inc). Os valores ganhos foram
calculados como uma porcentagem da reducdo do alamarBlue® seguindo as

instrucdes prévias do fabricante.

4.1.5 Ensaio de Live/Dead®

O ensaio de Live/Dead® consiste em um ensaio de fluorescéncia e neste e
possivel visualizar células vivas (coloracdo verde) e células mortas (coloragéo
vermelha). Os fibroblastos e os queratinécitos foram lavados com 200 uL de PBS e
tratadas com uma solucéo de calceina AM e homodimero de etidio-1 (EthD-1) de
acordo com as instrucdes do fabricante (Kit Live/Dead® Viability cytotoxicity Molecular
Probes TM). As células foram incubadas a 37°C durante 45 minutos e, em seguida,

lavadas com meio de cultura sem PBS. Para a obten¢ao de imagens por microscopia
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Optica as células foram analisadas em microscopio oOptico invertido equipado com
lampada de fluorescéncia (Nikon E800) com um programa de imagem especifico
(software Image Pro-Plus).

Na sequéncia, as imagens foram carregadas no software Matlab e separada
em seus dois canais de cor (Vermelho - R, Verde - G). Foram geradas duas mascaras
a partir do limiar de 15 % da maior intensidade observada no canal vermelho. Em
seguida, o numero de pixels vermelho em cada imagem foi usado para calcular a
porcentagem da area da imagem que correspondia as células mortas e os pixels em
verde a porcentagem da area da imagem que correspondia as células vivas. O nimero
de pixels foi determinado e expresso em percentagem total de células vivas e células

mortas.

4.2 ETAPA 2

4.2.1 Cepas

As cepas de bactérias Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922 e Staphylococcus
aureus (S. aureus) ATCC 25923 foram disponibilizadas pelo Instituto Cientifico e

Tecnologico da Universidade Brasil, Campus de Séo Paulo.

4.2.2 Preparagao do inoculo

Utilizando tubos de ensaio contendo meio Infusdo Cérebro-Coracdo (Brain
Heart Infusion - BHI - Kasvi®, Parand, Brasil), preparado conforme recomendacéo do
fabricante foram inoculados E. coli e S. aureus e incubadas, em estufa bacterioldgica
a temperatura de 37°C por 24 horas. Seguindo as Normas Internacionais de
Biosseguranca em todo o procedimento.

A concentracdo inicial de 8 x10® UFC/mL, fornecida através da escala
nefelométrica de Mc Farland onde por turvagéo e intensidade da multiplicagdo em

meios de cultivo liquido se manifesta por um aumento do numero das bactérias.
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4.2.3 Delineamento Experimental

Para a realizacdo das analises microbioldgicas, foram utilizadas placas de petri
estéreis com dimensfes 90 x15 mm contendo com Agar Infusdo Cérebro - Coracéo
(Brain Heart Infusion Agar - BHI Agar— Kasvi®, Parand, Brasil). Uma aliquota de 50 pl
do in6culo foi devidamente distribuida por toda placa em uma concentracao final de
1x10® UFC/mL, tanto das cepas E. coli e S. aureus. Cada linhagem de cepa
bacteriologica foi dividida em 7 grupos, como descrito na item 4.1.2 e,para cada dia
de experimento o indculo foi replicado com um intervalo de 24 h.

Apds o processo de preparacdo das placas com a cepas de E. coli e S. aureus
receberam ozbnio de acordo com cada grupo experimental por um periodo
determinado e foram incubadas por 24h em estufa bacteriolégica (Quimis®, Sao
Paulo, Brasil) a temperatura de 37°C por 24 h e assim foi realizada a contagem padrao
(método manual) do nimero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por placa
no periodo de 24h e 72h.

4.2.4 Protocolo de Ozonioterapia

A ozonioterapia foi realizado ap6s a semeadura em placa, através do método
de Bag (bolsa hermética onde foram colocadas as placas abertas jA com os
microrganismos recebendo o gas 0z6nio), nas concentracdes de 0, 5, 10, 20, 30, 40
e 50 ug/mL, com um fluxo de oxigénio de 1/4 L/min e por um periodo de 30 min por
placa. As avaliagBes foram realizadas no periodo de 24 e 72 horas ap0s aplicacéo do

ozonio.

4.3 Anédlise estatistica

Os dados foram impostos estatisticamente por meio de técnicas descritivas, na
forma de médias e desvios-padrdo. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi

utilizado para todas as variaveis. Nos casos em que houve distribuicdo normal da
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amostra, as comparacdes entre os grupos foram feitas utilizando ANOVA One Way
com post hoc de Tukey. Nos casos ndo paramétricos, o teste de Kruskall-Wallis com
post hoc de Dunn foi adotado. As andlises foram realizadas no software GraphPad
Prism, versao 6.01 (GraphPad Software, San Diego CA, EUA). Para as estatisticas

das analises estatisticas foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Viabilidade celular pelo ensaio de alamarBlue®

A figura 1 representa o ensaio de viabilidade celular apés o periodo de
cultivo de 24 e 72 horas de células NOK em contato com as diferentes concentracdes
de ozonio.

Apbs 24 horas de cultivo, ndo foi observada diferenca estatistica significativa
entre os grupos estudados. Entretanto, apds 72 horas de cultivo celular, os grupos
G40 e G50 apresentaram valores menores estatisticamente quando comparados com
os demais grupos G5 (p = 0,0003; p = 0,0002, respectivamente), G10 (p = 0,0002; p
=0,0001, respectivamente) e G20 (p = 0,0063; p = 0,0044, respectivamente).

Figura 1 — Gréfico de reducéo de alamarBlue® de células NOK no periodo de 24 e 72

horas
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Fonte: Autoria prépria
Controle (GO); Ozbénio na concentracdo de 5 pg/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
(G30); 40 pg/mL (G40); 50 pg/mL (G50).
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A figura 2 mostra o ensaio de viabilidade celular apds o periodo de cultivo
de 24 e 72 horas de células L929 em contato com as diferentes concentracfes de
ozonio.

N&o foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados
no periodo de 24 horas de cultivo. Entretanto, os grupos G30, G40 e G50
apresentaram valores menores estatisticamente comparados ao G5 (p = 0,0017; p <
0,0001; p < 0,0001, respectivamente) no experimentais apds 72 horas de cultivo
celular. Ainda, os grupos G40 e G50 tiveram valores reduzidos comparado ao G10 (p
=0,0033; p = 0,008, respectivamente) e G20 (p = 0,005; p = 0,019, respectivamente).

Figura 2 — Gréfico de reducédo de alamarBlue® de células L929 no periodo de 24 e 72

horas
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Controle (GO); Ozbénio na concentracdo de 5 pg/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
(G30); 40 pg/mL (G40); 50 pg/mL (G50).

5.2 Viabilidade e Citotoxicidade - Kit LIVE/DEAD®

A figura 3 e 4 mostram as imagens representativas do ensaio de
viabilidade/citotoxicidade celular pelo kit LIVE/DEAD apés o periodo de cultivo de 24
e 72 horas de cultivo das células NOK e L929, respectivamente, com diferentes

concentracdes de ozonio.
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Para as células NOK (figura 3) foi verificado a presenca de células vivas
(coradas em verde) e células mortas (coradas em vermelho) em todos oS grupos
avaliados no periodo de 24 horas. Entretanto foi observado uma maior densidade de
células vivas e uma pequena quantidade de células mortas em todos 0s grupos
experimentais. Nenhuma outra diferenca foi observada entre os grupos experimentais.

Apoés 72 horas, uma maior densidade de células vivas pode ser evidenciada em
todos os grupos quando comparado ao periodo anterior. Além disso, poucas células
mortas foram observadas neste periodo nos grupos avaliados. O grupo GO, G5, G10,
G20 e G30 tiveram uma maior presenca de células vivas em relacdo aos demais
grupos G40 e G50. Nenhuma diferenca das células mortas foi observada nos grupos

experimentais.
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Figura 3 — Imagens de fluorescéncia do ensaio de viabilidade/citotoxicidade de células
NOK
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Fonte: Autoria prépria
Controle (GO); Ozbénio na concentragcdo de 5 pg/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
(G30); 40 pug/mL (G40); 50 pug/mL (G50). Fluorescéncia verde indica células vivas e fluorescéncia

vermelha indica células mortas
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Para as células L929 (figura 4), no periodo de 24 horas, foi possivel verificar
uma maior densidade de células vivas (coradas em verde) e uma pequena densidade
de células mortas (coradas em vermelho) em todos 0s grupos experimenta.

No periodo de 72 horas, foi possivel verificar uma maior densidade de células
vivas, quando comparado ao periodo anterior, com destaque para os grupos G5, G10
e G20. Ainda, foi observado uma pequena quantidade de células mortas em todos os

grupos avaliados.
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Figura 4 — Imagens de fluorescéncia do ensaio de viabilidade/citotoxicidade de células
L929
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Fonte: Autoria propria
Controle (GO); Ozbénio na concentragcdo de 5 pg/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
(G30); 40 pg/mL (G40); 50 ug/mL (G50). Fluorescéncia verde indica células vivas e fluorescéncia

vermelha indica células mortas
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5.3 Analise da porcentagem de células vivas

Os resultados da analise referente a porcentagem de células vivas da linhagem
NOK estdo demonstrados na Figura 5. Nenhuma diferenca foi observada no periodo
de 24 horas. J4, no periodo de 72 horas foi observado um aumento significativamente
da porcentagem de células vivas nos grupos G5, G10 e G20 quando comparado aos
grupos G40 (p =0,0285; p <0,0292; p < 0,0285, respectivamente) e G50 (p =0,00101;
p < 0,00101; p < 0,001, respectivamente).

Figura 5 — Grafico representativo dos valores da porcentagem de células vivas NOK
no periodo de 24 e 72 horas
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Fonte: Autoria propria
Controle (GO); Ozbénio na concentracdo de 5 pg/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
(G30); 40 pg/mL (G40); 50 pg/mL (G50).

Com relacéo as células L929 os valores da porcentagem de células vivas estao
representados na figura 6. N&o foi possivel nenhuma diferenca entre 0os grupos no
periodo experimental de 24 horas. Entretanto, no periodo de 72 horas pode-se

observar um aumento no percentual nos grupos GO, G5, G10 e G20 quando
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comparado aos grupos G40 (p = 0,028; p < 0,0393; p < 0,0236, respectivamente). e
G50 (p =0,0116; p <0,0166; p < 0,0285; p < 0,00096, respectivamente).

Figura 6 — Gréfico representativo dos valores da porcentagem de células vivas L929
no periodo de 24 e 72 horas
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Controle (GO); Ozbénio na concentracdo de 5 pg/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
(G30); 40 pg/mL (G40); 50 ug/mL (G50).
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5.4 Anélise da porcentagem de células mortas

A porcentagem de células mortas da linhagem NOK, representado na figura 7,

mostrou que ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais em
nenhum periodo experimental.
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Figura 7 — Grafico representativo dos valores da porcentagem de células mortas NOK
no periodo de 24 e 72 horas
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Fonte: Autoria prépria
Controle (GO); Ozbnio na concentracdo de 5 pg/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
(G30); 40 pg/mL (G40); 50 ug/mL (G50).

Os valores médios referente a porcentagem de células mortas da linhagem
L929 observado na figura 8, mostram nenhuma diferenca entre 0s grupos
experimentais nos periodos estudados. Entretanto, no periodo de 72 h observa-se
uma maior densidade de células mortas em todos os grupos quando comparado ao
periodo anterior.

Figura 8 — Gréfico representativo dos valores da porcentagem de células mortas L929
no periodo de 24 e 72 horas

1929 24 h 192972h

.5
0,06 )
0,04 X
0,02 )
o o
GO G5 G10 G20 G30 G40 G50 GO G5 G10 G20 G30 G40 G50

Fonte: Autoria propria
Controle (GO); Ozénio na concentra¢do de 5 ug/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
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5.5 Anélise da UFC

A figura 10 e 11 mostram as imagens representativas do ensaio microbioldgico
de 24 e 72 horas de cultivo de S.aureus e E. coli, respectivamente, com diferentes
concentracdes de ozonio.

Tanto para o micro-organismo S. aureus como para o E. coli foi possivel
verificar um aumento na UFC no grupo GO quando comparado aos demais grupos
experimentais em ambos o0s periodos avaliados. Ainda, foi observado uma pequena
quantidade de UFC nos grupos G5 e G10 e G20 e auséncia de UFC nos grupos G30,
G40 e G50.
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Figura 9 — Imagens representativa da UFC de S.aureus
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Controle (GO); Ozbénio na concentragcdo de 5 pg/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
(G30); 40 pg/mL (G40); 50 ug/mL (G50).
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Figura 10 — Imagens representativa da UFC de E. coli
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Controle (GO); Ozénio na concentra¢do de 5 ug/mL (G5); 10 pg/mL (G10); 20 ug/mL (G20); 30 pg/mL
(G30); 40 pg/mL (G40); 50 pg/mL (G50).
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5.6 Andlise da fracdo de sobrevivéncia

A fracdo de sobrevivéncia, representado na figura 12 referente a S. aureus (A)
e E. coli (B). A analise estatistica mostrou que houve reducdo da fracdo de

sobrevivéncia em todos o0s grupos tratados com O3z em ambos 0s micro-organismos.

Figura 11 — Gréfico representativo da fracao de sobrevivéncia de S.aureus (A) e E.
coli (B).
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6 DISCUSSAO

Embora a ozonioterapia seja amplamente aplicada no reparo de feridas e como
agente antimicrobiano, pouco se sabe sobre os mecanismos celulares relacionados a
esse processo A presente estudo investigou a influéncia da ozonioterapia em
diferentes concentracdes sob a citotoxicidade de células NOK (queratindcitos) e L929
(fibroblastos). Os principais resultados mostram a ozonioterapia nas concentragdes
de 5, 10 e 20 ug/mL apresentaram os maiores valores de viabilidade de células NOK
e L929, assim como uma maiores densidade e porcentagem de células vivas no
periodo experimental de 72 horas quando comparado as demais concentracfes
avaliadas. No entanto, nao foi possivel avaliar a diferenca entre a porcentagem de
células mortas entre os grupos experimentais. Ademais, todas as concentracdes
avaliadas exerceram reducédo da UFC na fracdo de sobrevivéncia de a S. aureus e E.
coli, mostrando efeito antimicrobiano.

A elevada incidéncia de feridas cutaneas observadas atualmente impacta na
importancia de desenvolvermos estratégias terapéuticas que otimizem o reparo
tecidual. Embora exista o uso disseminado da ozonioterapia no tratamento de
distarbios dermatoldgicos, ha uma caréncia na literatura de estudos que verifiguem
efeitos adversos agudos provenientes de diferentes concentracdes de oz6nio a fim de
encontrar parametros seguros e efetivos desta modalidade terapéutica para a pratica
clinica.

Como citado anteriormente, o fechamento de feridas cutaneas envolve eventos
moleculares e celulares ordenados e complexos, como a inflamacao, proliferacao
(reepitelizacéo e formacao de tecido de granulacao) e a fase tardia de remodelamento
do reparo (WOODLEY et al., 2017; GOODARZI et al., 2018). Esses eventos envolvem
a coordenacdo de dezenas de tipos de células e proteinas da MEC, que sé&o
importantes para controlar os estagios do processo de reparo. Com relagéo as células,
destaca-se os neutrofilos, macrofagos, fibroblastos e queratinécitos, essenciais para
o reparo de feridas (RIPPA et al., 2019). Assim, € de extrema importancia a utilizacdo
de terapias que influenciem positivamente a viabilidade dessas células e nao
prejudique sua funcao.

A ozonioterapia € frequentemente utilizada no tratamento de feridas cutaneas
(ZENG et al. 2014; FITZPATRICK et al. 2018; IZADI et al. 2018). Apesar dos seus
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efeitos antimicrobianos e reparadores bem descritos na literatura, a toxicidade
também foi relatada (Valacchi et al. 2011; UZUN et al., 2012). Thiele et al 1997
descrevem que o 0z6nio (10 ppm) causou modificagao e/ou oxidacao dos constituintes
lipidicos e proteicos da epiderme de camundongos. Estudo de Uzun, 2012
observaram gue a ozonioterapia intralesional aumentou a dor e a ferida evoluiu para
a necrose tecidual. Entretanto, os autores ndo citam os parametros utilizados na
terapia dos estudos.

No presente estudo, as analises de citotoxicidade celular foram realizadas
pelos métodos de reducdo de alamarBlue® e pelo método kit Live/Dead®. Ambos
objetivaram avaliar a viabilidade celular (células da epiderme e derme
metabolicamente ativas) mimetizando as circunstancias e condigdes in vivo de um
tratamento de ozonioterapia em diferentes concentragoes.

No ensaio de viabilidade pelo método de reducéo de alamarBlue®, foi verificado
uma diminui¢cdo na viabilidade das células NOK e L929 quando expostas ao 0z6nio
da concentracéo de 40 e 50 ug/mL em 72 horas de cultivo. Entretanto, quando o0s
diferentes grupos foram avaliados pelo método de viabilidade/citotoxicidade celular
pelo kit Live/Dead®, foi observado que os todos os grupos apresentaram uma grande
presenca de células vivas e poucas células mortas (semelhante ao grupo controle),
indicando que o 0zbénio em todas as concentracdes nao apresentou citotoxicicidade,
sendo assim, compativeis com as células da linhagem NOK e L929. Esses resultados
estdo de acordo com os encontrados por Borges et al. (2018), nos quais avaliaram o
ozobnio nas concentragdes de 8, 4, 2, 1, 0,5 e 0,25ug/mL de 0z6nio em células L929
(fibroblastos) HaCat (queratinécitos), e ndo observaram citotoxicidade para essa
linhagem celular. Ainda, Costanzo et al. (2015) avaliaram o ozénio a uma
concentragcédo de 20ug/mL em células Hela (linhagem de células de cancer cervical)
por 24h e 48h, e ndo observaram citotoxicidade significativa nem apoptose para essa
linhagem celular. Nosso estudo também nao resultou em efeitos citotoxicos do 0z6nio
em concentracbes de até 50ug/mL para queratindcitos ou fibroblastos, conforme
demonstrado pelos resultados de células mortas.

Ainda, um aumento consideravel da viabilidade e porcentagem de fibroblastos
e queratindcitos foram observados nas células tratadas com 5, 10 e 20 yg/mL de
0z6nio quando comparadas as demais doses. A proliferacdo celular € um evento
chave no processo de reparo de feridas, sendo a proliferacdo dos fibroblastos e

gueratindcitos especialmente importantes durante a segunda fase, quando ha a
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necessidade de formac&o do tecido de granulacdo e contracdo da ferida. Com o
aumento na proliferacdo de fibroblastos e queratindcitos como o observado no
presente estudo, é possivel sugerir que a ozonioterapia pode exercer uma melhor
eficiéncia no processo de reparo de uma ferida cutanea, visto que potencializa a
formacdo do tecido de granulacdo e reepitelizacdo, acelerando o fechamento da
ferida, conforme previamente descrito em estudos clinicos e experimentais
(HASSANIEN, et al. 2018; SONG et al. 2017; ZHOU et al. 2016). Outrossim, foi
demonstrado que a exposicdo ao 0zOnio aumentou a expressao de proteina
proliferacdo celular (PCNA) e K10, uma queratina expressa em queratindcitos
suprabasais bem diferenciados em tecidos epitelial (PARAMIO et al., 1999). Esses
achados sugerem que a ozonioterapia pode induzir a proliferacao e diferenciagéo dos
queratindcitos, contribuindo para o reparo da pele.

Como citado anteriormente, € possivel evidenciar os efeitos antimicrobianos do
ozo6nio na inativacdo de bactérias, fungos, protozoarios e virus relatados por varios
autores em diferentes situacgdes clinicas, assim como na desinfec¢do de ambientes e
superficies (SUH et al., 2019; AZARPAZHOOH et al., 2008; SMITH et al., 2017,
POLYDOUROU et al.,, 2012; THANOMSUB et al.,, 2002; GULMEN et al., 2013).
Entretanto, devido a alta dissociacdo do Os torna-se dificil a padronizagéo de doses e
a o tempo de tratamento ideal para desinfec¢cdo de micro-organismos presentes em
feridas cutaneas. Estudos que utilizaram a ozonioterapia para essa finalidade, néo
deixam claro as concentracdo e tempo de ozonizacdo, e, muitas vezes produzem
resultados dubios e passiveis de guestionamentos, dificultando a desmistificacédo e
consolidacéo da ozonioterapia, como terapia integrativa na pratica clinica.

No presente estudo, a ozonioterapia em todas as concentracdes foi capaz de
reduzir e/ou erradicar a UFC e reduzir a fracdo de sobrevivéncia de S.aureus e E. coli,
inferindo a acdo antimicrobiana da técnica. Cabe enfatizar que ozonioterapia nas
concentragdes acima de 30ug/mL proporcionaram erradicagao completa de ambas as
bactérias (gram-positiva e gram-negativa) nos periodos experimentais avaliados.
Existem hipéOteses para esclarecer o mecanismo antimicrobiano da agéo do ozonio.
Um deles descreve que, devido o fato do gas ser um potente oxidante, o0 mesmo
interage com glicolipideos, glicoproteinas ou certos aminoacidos que estao presentes
da parede da célula bacteriana e ocasiona o rompimento da estrutura e a morte
imediata do micro-organismo. Especificamente, alguns estudos mostraram o potencial

da ozonioterapia em eliminar E. coli e S. aureus resistente a antibiéticos (SILVA et al.,
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2009; GULMEM et al.,, 2013; ALSAADI et al.,, 2024; GULMEM et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2015; FONTES et al., 2012). Como é conhecido que S. aureus e
E. coli sdo bacterias prevalentes em infecces de pele, as concentracées de Os
avaliadas no presente estudo mostram-se promissoras para a aplicagao clinica.

Desta forma, o presente estudo fornece importantes dados sobre o efeito da
ozonioterapia no tratamento de feridas cutaneas croénicas infectadas. Destaca-se que
€ 0 primeiro ensaio in vitro investigando diferentes concentra¢des de ozonioterapia
tanto na citotoxicidade de queratindcitos (NOK) e fibroblastos (L929) e assim como a
efetividade em S.aureus e E. coli. Embora nos resultados microbiolégicos as
concentracbes de ozénio acima de 30ug/mL foram capazes de gerar erradicagao
completa dos micro-organismos, as concentracoes de 5,10 e 20ug/mL foram as que
mostraram os melhores resultados de viabilidade celular, além de promoverem acéo
antimicrobiana adequada.

Assim, como parte do esforco continuo em obter dosimetrias clinicas
promissoras de ozonioterapia, 0 presente estudo recomenda que as doses de 5,10 e
20 pg/mL poderiam ser impostos como modalidades terapéuticas segura para o
tratamento de feridas cutaneas, visto que ndo mostram citotoxicidade celular,
promoveram acao antimicrobiana, além de ser bastante econémico, podendo levar a

uma reducdo acentuada de adversidades e custos médicos.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo apresentamos evidéncias de que a ozonioterapia nao
apresentou efeito citotoxico para as células da linhagem NOK e L929 e que a
concentracdes de 5,10 e 20pg/mL apresentam os melhores potenciais reparadores,
apresentando uma resposta dose-dependente da ozonioterapia, assim como seu
potencial antimicrobiano. Este tipo de evidéncia experimental € necessario para o
desenho de outros ensaios clinicos envolvendo o uso de ozonioterapia em disturbios

dermatoldgicos que visem potencial reparador.
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Resumo: O virus influenza HiN1 causador da “gripe espanhola® e o coronavirus causador sdo responsaveis
por milhdes de mortes em todo o mundo, representando uma emergéncia publica e internacional. Desta
forma, existe a necessidade imediata de buscar altemativas com potencial de promover a sanitizacdo de
superficies e ambientes mitigando a propagacdo e disseminacdo destes virus. Neste contexto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito de sanitizacdo ambiental do gds ozfinio. Trata-se de um estudo
laboratorial, descritive e qualitativo. Mo trabalho apresentado. em todas as diluicdes o virus foiinativado e as
células cresceram, considerando assim que houve inibico de 99,99% da contaminag&o/infeccdo. Dessa
maneira, observa-se que o contato do gds ozdnio foi eficaz para a inativacdo/destruicdo de pariculas virais
do Coronavirus-strain MHV-3 e do Virus da Influenza/H1N1.

Palavras-chave: Ozfinio, Coronavirus, HIN1.
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