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RESUMO

As feridas de dificil reparo apresentam desafios significativos em seu contexto
terapéutico devido a presenca de microrganismos patogénicos e infeccdes
associadas, resultando em atrasos no processo de reparagao tecidual. O presente
estudo teve como objetivo realizar um ensaio clinico para identificar o agente
microbiano presente em feridas de dificil reparo de membros inferiores, avaliar os
efeitos antimicrobianos do 0leo ozonizado e investigar os beneficios da
fotobiomodulacdo associada ao 6leo ozonizado na terapéutica destas feridas. Em
seguida, em um estudo in vitro investigar a cinética antimicrobiana do 6leo ozonizado
nos microrganismos encontrados nas feridas. Para o estudo foi utilizado 6leo de
girassol ozonizado comercial e a terapia por fotobiomodulagcdo a LED, 660 nm,
30 segundos, pontual a 2 cm de distancia no leito da ferida e nas margens pontual em
contato com a pele, 120 mW, 3,6 J por ponto. O procedimento foi realizado 3 vezes
por semana, por um periodo de 12 semanas. Os resultados clinicos indicaram uma
melhora significativa nas lesGes tratadas com 6leo ozonizado e fotobiomodulacgéo,
evidenciada pela reducdo nos sinais de infec¢ao, presenca de tecido de granulacao,
diminuicdo da &rea da ferida e, em alguns casos, o completo fechamento da ferida.
Entre os microrganismos identificados estdo Klebsiella sp., Staphylococcus
epidermidis e Escherichia coli, todos demonstrando resisténcia aos antibioticos
testados. Os resultados obtidos in vitro revelaram que o 6leo ozonizado exibiu eficacia
na redugcdo e eliminacdo de unidades formadoras de colonias em todos os
microrganismos testados, quando submetidos a concentracdes consideradas baixas,
variando de 1,6 % a 12,5 %, evidenciando atividade antibacteriana. Em concluséo, o
Oleo ozonizado, associado a terapia por fotobiomodulacdo, evidenciou eficacia no
tratamento de feridas de dificil reparo. Contudo, sdo necessarios Nnovos ensaios

clinicos para estabelecer protocolos de tratamento mais aprimorados.

Palavras-chave: Ferida cronica. Oleo ozonizado.Terapia de fotobiomodulagéo.

Atividade antimicrobiana. Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Hard-to-heal wounds present significant challenges in their therapeutic context due to
the presence of pathogenic microorganisms and associated infections, thus resulting
in delays for the tissue-healing process. The present study aimed to carry out a clinical
trial to identify the microbial agent present in hard-to-heal wounds on the lower limbs,
assess the antimicrobial effects of ozonated oil and examine the benefits of
photobiomodulation combined with ozonated oil in the treatment of those wounds.
Then we examined the antimicrobial kinetics of ozonated oil on microorganisms found
in wounds by an in vitro study. For this study, some commercial ozonated sunflower oil
was used as well as the LED photobiomodulation therapy, 660 nm, 30 seconds,
punctual 2 cm away on the wound bed and on the margins in contact with the skin, 120
mW, 3.6 J per point. The procedure was performed three times a week, for a period of
12 weeks. The clinical results evidenced a significant healing of injuries treated with
ozonated oil and photobiomodulation, evidenced by a reduction in traces of infection,
presence of granulation tissue, wound area reduction and, in some cases, full wound
closure. Among the microorganisms identified are Klebsiella sp., Staphylococcus
epidermidis and Escherichia coli, all proved resistant to the antibiotics tested. The
results obtained in vitro revealed that the ozonated oil was effective in reducing and
eliminating colony-forming units in all microorganisms tested when subjected to
concentrations deemed low, ranging from 1.6% to 12.5%, demonstrating antibacterial
activity. In conclusion, ozonized oil, associated with photobiomodulation therapy,
demonstrated efficacy in the treatment of wounds that are difficult to repair. However,

new clinical trials are necessary to establish more improved treatment protocols.

Keywords: Chronic wound. Ozonated oil. Photobiomodulation therapy. Antimicrobial

activity. Antimicrobial resistance.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

O presente estudo teve como objetivo realizar um ensaio clinico para identificar o
agente microbiano presente em feridas de dificil reparo de membros inferiores, avaliar
os efeitos antimicrobianos do 6leo ozonizado e investigar os beneficios da
fotobiomodulacdo associada ao 6leo ozonizado no tratamento destas feridas. Em
seguida, em um estudo in vitro investigar a cinética antimicrobiana do 6leo ozonizado
nos microrganismos encontrados nas feridas. Foi utilizado 6leo de girassol ozonizado
comercial e a terapia por fotobiomodulacdo. Os resultados clinicos indicaram uma
melhora significativa nas lesdes tratadas com 06leo ozonizado e fotobiomodulacéo,
evidenciada pela reducdo nos sinais de infecgéo, presenca de tecido de granulacao,
diminuicdo da area da ferida e, em alguns casos, o completo fechamento da ferida.
Entre os microrganismos identificados nas feridas estédo Klebsiella sp, Staphylococcus
epidermidis e Escherichia coli, todos demonstrando resisténcia aos antibiodticos
testados. Os resultados obtidos in vitro revelaram que o 6leo ozonizado exibiu eficicia
na reducdo e eliminagdo de unidades formadoras de colbnias em todos os
microrganismos testados. Em conclusao, o 6leo ozonizado, associado a terapia por
fotobiomodulacéo, representa um recurso promissor para o tratamento de feridas de

dificil reparo.
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1 INTRODUCAO

As feridas de dificil reparo sdo caracterizadas por lesées que requerem um
periodo de reparo prolongado, excedendo trés semanas; e, geralmente, ndo avancam
nas etapas sequenciais do processo de reparo, frequentemente mantendo-se
estagnadas na fase inflamatoria (Wen, et al., 2022; Martinengo, et al., 2019). Varios
fatores contribuem para essa estagnacgéo na fase inflamatéria e, consequentemente,
para o atraso no processo de reparo de feridas de dificil reparo, sendo importante
ressaltar que a presenca de microrganismos e infeccdo local € um dos principais
fatores que prejudicam significativamente o processo de reparo (Versey, et al., 2021).
Ocorrendo a infec¢éo, o organismo desencadeia uma reacgao inflamatéria prolongada,
resultante da migracdo de leucdcitos e elevada producdo de citocinas pro-
inflamatorias. Ocorre também um aumento na atividade das metaloproteinases e uma
diminuicao na liberacéo de fatores de crescimento, prejudicando significativamente o
processo de reparo da ferida (Gushiken, et al.,2021).

Um fator adicional em relagdo a infeccdo, que torna o cenéario ainda mais
complexo, diz respeito a capacidade dos microrganismos em formar biofilmes na
ferida. Biofilmes sdo definidos como aglomerados de microrganismos que se
encontram imersos em uma matriz autogerada de substancias poliméricas
extracelulares, permitindo sua aderéncia muatua e/ou a uma superficie, resultando na
formacao de uma barreira (Wu, Cheng, Cheng, 2018). Esta barreira concede protecao
aos microrganismos contra o sistema imunoldgico do hospedeiro, conferindo-lhes uma
resisténcia de cem a mil vezes maior, aproximadamente, aos agentes
antimicrobianos. Como consequéncia, esse fendbmeno ocasiona um notavel atraso no
processo de reparo, representando um desafio substancial no ambito do tratamento
de feridas de dificil reparo (Patrulea; Borchard; Jordan, 2020). Esse retardo no
processo de reparacao, originado pela existéncia de biofilmes, esta intrinsecamente
relacionado a continua resposta inflamatoria induzida no sistema imunoldgico do
hospedeiro, podendo conduzir a desregulacdo da matriz extracelular da ferida,
afetando a migracao e proliferacédo celular, bem como a deposicéo apropriada dos
componentes do tecido conjuntivo. Ademais, a liberacdo desequilibrada de
mediadores inflamatérios pode ocasionar a desorganizacdo dos processos de

angiogénese e remodelacao tecidual, atrasando, assim, a formacdo de uma matriz
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extracelular de qualidade e, por conseguinte, prejudicando o processo adequado de
reparo da ferida (Tomic-Canic et al., 2020).

Aproximadamente 60% das feridas de dificil reparo abrigam microrganismos
com a capacidade de formar biofilmes, destacando-se o Staphylococcus aureus e 0
Pseudomonas aeruginosa como 0s mais frequentemente associados a essa
fenomenologia (Drago, et al., 2019). Contudo pesquisas revelam a presenca de uma
diversidade de outros microrganismos nesse contexto, enfatizando a complexidade
da microbiota em feridas de dificil reparo, abrangendo bactérias, fungos e virus. Face
a resisténcia manifestada pelas infeccbes relacionadas a biofilmes, torna-se
imperativa a identificacdo das espécies microbiolégicas preponderantes em cada
ferida. Para tanto, analises de culturas de tecido ou coletas de swabs desempenham
um papel crucial, proporcionando informagdes essenciais para a orientagdo de
terapias apropriadas, considerando a sensibilidade desses microrganismos. Nesse
contexto, a exploracdo de abordagens inovadoras se torna vital para enfrentar o
desafio representado pela resisténcia das infec¢des relacionadas a biofilmes (Puca et
al., 2021, Kaiser; Wachter; Windbergs, 2021).

Diante da necessidade de terapias antimicrobianas para reparo tecidual, o
ozbnio tem sido estudado e apoiado como um agente terapéutico clinico avancado,
para o tratamento de feridas de dificil reparo (Fitzpatrick et al., 2018). A aplicacdo
topica de 6leos ozonizados emerge como uma estratégia eficaz, proporcionando
facilidade na manipulacao, possibilidade de armazenamento prolongado, prevencéo
da degradacao rapida, viabilizacdo de tratamento extra-hospitalar e mitigacdo de
riscos inerentes a utilizacdo do ozonio em sua forma gasosa. A interacdo entre o
0z6nio e as duplas ligacbes dos acidos graxos presentes nos 6leos vegetais resulta
na formagcdo predominante de ozonideos, particularmente 1,2,4-trioxolanos, e
peréxidos, o que justifica a atividade antimicrobiana e estimula as propriedades de
reparo do tecido (Anzolin, et al., 2020; Zeng, Lu, 2018).

No contexto de terapias inovadoras, aléem da demanda por um agente
terapéutico antimicrobiano como o 6leo ozonizado, a fotobiomodulacdo tem sido
objeto de investigagdo como uma abordagem terapéutica que otimiza o reparo de
feridas cutaneas.

O tratamento com fotobiomodulacdo (PBM), que utiliza luz n&o ionizante,
oferece beneficios terapéuticos que abrangem a melhora do reparo tecidual,

modulacdo do processo inflamatorio, o alivio da dor e a diminuicdo do estresse
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oxidativo. A PBM estimula as mitocéndrias, resultando no aumento da producéo de
adenosina trifosfato (ATP) e na liberacéo de fatores de crescimento. Esses fatores de
crescimento se ligam a receptores na superficie celular, ativando vias de sinalizagéo
gue promovem a proliferacéo, viabilidade e migracao celular, contribuindo no processo
de reparo das feridas de dificil reparo (Leyane, Jere, Houreld, 2021).

Nesse cenario, a hipotese do presente estudo é que a fotobiomodulacao
associada ao 6leo ozonizado € benéfica e acelera o processo terapéutico de feridas
de dificil reparo de membros inferiores.

2 OBJETIVOS

Investigar a eficacia do 6leo ozonizado associado a fotobiomodulacdo no

tratamento de feridas de dificil reparo em membros inferiores.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar o agente microbiano envolvido em feridas de dificil reparo de
membros inferiores.

¢ Analisar o perfil de resisténcia antimicrobiana.

¢ Investigar os efeitos antimicrobianos do éleo ozonizado.

¢ Investigar a cinética antimicrobiana do 6leo ozonizado nos microrganismos
encontrados nas feridas.

e Explorar os beneficios da fotobiomodulacdo associada ao 6leo ozonizado no

processo terapéutico de feridas de dificil reparo de membros inferiores.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FERIDAS DE DIFICIL REPARO

As feridas de dificil reparo sé@o definidas como qualquer ruptura da integridade
e da funcao fisiologica da pele, em maior ou menor extensao, resultante de traumas

ou condic¢Bes patoldgicas, que demonstram um processo reparativo prolongado (Gois,
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et.al.,2021). Consideradas relevantes em termos de saude publica, acometem de 1 a
2% da populacéo global, sendo o Brasil um pais com notavel incidéncia de lesdes

cutaneas de dificil reparo em membros inferiores (Vogt, et al.,2020).

O processo de reparo das feridas ocorre através das fases de inflamacéao,
proliferacdo e maturacdo. Em lesGes cutaneas de dificil reparo, este processo é
caracterizado por uma duracdo crdnica, demandando um periodo de reparo
prolongado, com possiveis recorréncias ou até mesmo auséncia de cicatrizagédo
completa (Wen, et al., 2022). O periodo de reparo prolongado dessas feridas esta
associado a manutencao da atividade inflamatoria, resultante da infiltracdo abundante
de neutrofilos, da presenca de niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, espécies
reativas de oxigénio e metaloproteinases. Condi¢cdo essa, que pode ser causada por
um processo infeccioso local, que ocorre em mais de 53% das feridas de dificil reparo,
bem como pela presenca de biofilme bacteriano, detectado em 60% a 90% dos casos
(Mehl, et al., 2020).

Os microrganismos associados ao processo infeccioso em feridas de dificil
reparo incluem Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis e Escherichia coli, entre outros (Versey et al.,
2021). Dentre estes, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa S&o
particularmente destacados devido a sua prevaléncia na formacdo de biofilmes,

embora muitas outras espécies, possam ser formadoras.

A presenca de biofilme oferece resisténcia aos microrganismos, pois a matriz
do biofilme protege os microrganismos dos antibiéticos, evitando a penetracdo do
medicamento em concentracdes bactericidas. Além disso, o biofilme facilita a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibidticos entre as bactérias,
aumentando a toler&ncia antimicrobiana. Esta matriz € composta por uma complexa
rede de polimeros extracelulares, incluindo polissacarideos, proteinas e acidos
nucleicos, que também protegem as bactérias contra a acdo do sistema imunoldgico
do hospedeiro (Diban, et al., 2023).

A fisiopatologia do biofilme é centrada na modulacdo da resposta inflamatéria
do hospedeiro, conferindo ao biofiilme uma vantagem na obtencdo continua de
nutrientes e na sobrevivéncia a longo prazo. A matriz extracelular do biofilme protege

0S microrganismos contra a fagocitose e a acao de células do sistema imunoldgico,
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criando um microambiente que favorece a persisténcia da infeccéo. A falha do sistema
imunologico do hospedeiro em controlar a hiper inflamacgéo e em converter a resposta
imune inata em adaptativa resulta na interrupcédo do processo de reparo na fase
inflamatoria, impedindo a progressao para as fases proliferativa e de epitelizagédo
(Gajula et al., 2020).

A erradicacao dos biofilmes é essencial para o tratamento eficaz de feridas de
dificil reparo, para tal, € necessario identificar o microrganismo causador e buscar por
agentes antimicrobianos que possam enfrentar o desafio representado pela

resisténcia das infecc¢des relacionadas a biofilmes (Wu, Cheng, Cheng, 2018).

3.2 OLEO OZONIZADO

A busca por agentes antimicrobianos de amplo espectro, que possam prevenir
a resisténcia bacteriana e, ao mesmo tempo, manter efeitos colaterais minimos, levou
a um crescente interesse cientifico e clinico pelos éleos ozonizados. Estes 6leos tém
mostrado potencial significativo na inibicdo de uma variedade de microrganismos,
oferecendo uma alternativa promissora aos antibidticos tradicionais. A capacidade dos
Oleos ozonizados de combater microrganismos resistentes, aliada ao seu perfil de
seguranca favoravel, tem impulsionado sua aplicacdo em diversas areas da saude,
especialmente no tratamento de feridas, onde a resisténcia aos antibiéticos representa

um desafio critico (Ugazio, et al., 2020).

O 6leo ozonizado é obtido pela mistura de 6leo vegetal, rico em acidos graxos
insaturados, com gas oz6nio. O ozbnio reage com as duplas ligacdes dos acidos
graxos e esse processo resulta principalmente na formacdo de ozonideos (1,2,4-
trioxolano) e perdxidos que sdo responsaveis pela agdo antimicrobiana. Autores
afirmam que veiculos oleosos sdo capazes de manter o 0z6nio ativo por mais tempo,

permitindo armazenamento (Zeng; Lu, 2018; lorio, et al., 2016)

O valor do indice de peréxido (IP) € um parametro crucial para determinar a
dosagem e a aplicacéo clinica dos 6leos ozonizados. Estima-se que valores baixos
de IP, entre 80 mEq O2/kg e 120 mEq O2/kg, sdo principalmente utilizados em
cosmeéticos devido a sua menor reatividade. Valores mais elevados de IP, na faixa de

200 mEq O2/kg a 400 mEqg O2/kg, séo significativamente mais eficazes em processos



19

de reparo de feridas. Valores de IP superiores a 400 mEq O2/kg sédo necessarios para
obter efeitos antimicrobianos mais acentuados, sendo particularmente eficazes no
combate a infeccdes. A medicdo precisa do IP deve ser realizada utilizando métodos
adequados para garantir a eficicia e seguranca do 6leo ozonizado em suas diversas

aplicacdes clinicas (Martinez-Sanchez, 2021).

O mecanismo de acao dos 6leos ozonizados pode ser explicado por diversos
fatores. Primeiramente, a oxidacdo direta promovida pelo trioxolano e lipoperoxidos
destréi microrganismos, enquanto 0s compostos citotoxicos presentes no 6leo, como
trioxolano e aldeidos, inativam 0s mesmos por meio da interrupcdo de vias
enzimaticas essenciais. Além disso, o 6leo ozonizado facilita o processo de reparacao
de feridas por meio da liberacdo de fatores de crescimento, como PDGF, TGF-f3 e
VEGF, que promovem a regeneracdao tecidual e finalmente, a oxidacao local do tecido
pelos componentes do 6leo pode estimular a expressdo dos mecanismos
antioxidantes endogenos, favorecendo a reparacdo tecidual (Martinez-Sanchez,
2021).

Estudos tém demonstrado que o0 Oleo ozonizado possui propriedades
antimicrobianas no tratamento de feridas de dificil reparo, representando uma
alternativa terapéutica eficaz e de baixo custo que deve ser implantada nos servigos

publicos de saude (Anzolin, 2020).

3.3 TERAPIA POR FOTOBIOMODULACAO

A fotobiomodulagéo consiste em um recurso terapéutico que tem demonstrado
resultados, inclusive no tratamento de feridas de dificil reparo. Esta técnica envolve a
aplicacdo de uma fonte de luz ndo ionizante sobre a pele, que induz a producédo de
energia na forma de adenosina trifosfato (ATP) por meio de um processo fotoquimico
atuante principalmente nas mitocondrias das células. Tal estimulagdo promove o
aumento do metabolismo celular, acelerando, assim, o processo de reparacéo tecidual

e adicionalmente proporcionando analgesia na area tratada (Bacelete, Gama, 2021).

O mecanismo de acédo da fotobiomodulacdo baseia-se na absorcdo da luz
emitida pelo LASER ou LED (Light Emitting Diode), por cromoforos mitocondriais,

especialmente o Citocromo C Oxidase (CCO). Esta absor¢éo estimula o transporte de
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elétrons nas mitocondrias, desencadeando uma série de reacdes citoplasmaticas ou
na membrana celular. Essas reag¢des resultam em alteragbes no potencial da
membrana, consumo de Oz e sintese de DNA e RNA. Tais alteracbes moleculares
aceleram a diferenciacdo e proliferacdo celular, aumentam a sintese de proteinas,
resultando nos efeitos terapéuticos da fotobiomodulacdo: analgesia, modulacdo de

processos inflamatérios e reparo tecidual (Salman, 2019).

Nos ultimos anos, pesquisas sobre o uso da fotobiomodulacdo com LASER e
LED em diversos comprimentos de onda, doses de aplicacdo e densidades de energia
variadas tém se tornado frequentes na pratica clinica de tratamento de feridas. Esses
estudos demonstram resultados significativos no reparo tecidual com o uso de LEDs,
sendo estes, de baixo custo e mais faceis de manusear em comparacdo ao LASER,
tornando-se uma excelente opcdo terapéutica para otimizar os resultados,
contribuindo na reducéo dos custos e tempo de tratamento das feridas de dificil reparo
(Baracho, et al., 2023).

Com base nos beneficios mencionados, a fotobiomodulacdo com LED tem sido
amplamente estudada, demonstrando ser eficaz no reparo tecidual de feridas,
favorecendo a producdo de colageno, promovendo angiogénese e reduzindo a
inflamacé&o e o tamanho das feridas (Baracho, et al., 2023).

4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um ensaio clinico de série de caso, realizado na Unidade Bésica
de Saude Paulo Sano e Unidade Bésica de Saude Dr. Antdnio Milton Zambom no
municipio de Fernandépolis, que explorou os beneficios da fotobiomodulacéo
associada ao 6leo ozonizado no processo terapéutico de feridas de dificil reparo de
membros inferiores. Seguido de um estudo experimental in vitro que investigou a
cinética antimicrobiano do o0leo ozonizado no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Brasil, localizado na cidade de Fernanddpolis-SP.

4.1 ESTUDO CLINICO

O presente estudo atende aos preceitos éticos contidos na Resolugéo n° 466,

de 12 de dezembro de 2012 do CONEP. O estudo foi aprovado no comité de ética em
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pesquisa sob numero CAAE: 37021620.2.0000.5554. O pesquisador responsavel
esclareceu e orientou todos 0s pacientes e/ ou responsaveis, sobre os objetivos e
procedimentos aos quais eles foram submetidos, explicitando todos os riscos e
beneficios, além da liberdade de poderem desistir de participar da pesquisa a qualquer
momento sem penalizacdo ou prejuizo algum. Apds todos os esclarecimentos,
participaram do presente estudo apenas 0s pacientes que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Ainda, faz parte dos instrumentos de
pesquisa o termo de Autorizagdo para uso da imagem, declarando que este material
sera utilizado Unica e exclusivamente para fins de pesquisa.

Os participantes foram recrutados por meio de busca ativa em todas as
Unidades de Saude do municipio e divulgacao do projeto para a comunidade sobre
forma de cartaz informativo nos servicos de saude e por meio das Enfermeiras
responsaveis pela atencéo basica do municipio.

ApoOs o rastreio dos candidatos participantes da pesquisa foi realizado uma
avaliac@o seguindo os critérios de inclusdo: pacientes de 30 a 80 anos, portadores de
feridas de dificil reparo de etiologia vascular, diabética ou traumatica.

Foram adotados como critérios de exclusdo: acamados, pessoas com
neoplasias, pessoas com Hanseniase, pessoas com comprometimento neuroldgico,
gestantes, pessoas vivendo com HIV/aids.

Foi realizado em todo participante uma avaliacao inicial da lesao, utilizados os
seguintes instrumentos para coleta de dados: aplicacdo do questionario de
instrumento de coleta de dados do paciente na qual foi avaliado os fatores
relacionados ao aspecto demografico, como idade, comorbidades, renda familiar,
queixa principal, histérico de doencas familiares, principais comorbidades, aspecto
clinico das lesdes como local da ferida, caracteristicas do tecido, quantidade do
exsudato, caracteristicas da borda e da pele lesionada.

A analise de presenca de microrganismos foi realizada por meio da coleta do
swab da (s) lesdo (6es) no primeiro dia, antes de iniciar o tratamento. A coleta do
material foi realizada por profissional apropriado e capacitado para este procedimento,
respeitando as técnicas de assepsia e as normas de biosseguranca. Apos limpeza
com soro fisioldégico 0,9% o swab foi movimentado, no leito da ferida, em forma de
zigue zague atingindo pelo menos dez pontos, com o cuidado de n&o tocar as margens

da ferida; evitando, assim, a contaminacdo da amostra.
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Apos a coleta do material da ferida, por swab, as amostras foram corretamente
identificadas com o namero do paciente, data, horario, sitio anatdmico da ferida e
namero da ferida quando necessario.

Em seguida, as amostras foram encaminhadas imediatamente ao Instituto de
Hematologia e Analises Clinicas de Fernandopolis.

O meio de cultura utilizado para identificar as bactérias foi o Agar mac conkey;
€ um método empregado no isolamento de bactérias gram-negativas. Neste meio
podem-se diferenciar bactérias fermentadoras da lactose, através da formacao de
colonias réseas e das bactérias ndo fermentadoras da lactose, com formacéo de
coldnias incolores. Foi utilizada também o meio Agar sangue, que atua como um meio
seletivo e diferencial, usado para isolar e identificar microrganismos patogénicos. O
meio de cultura Agar sangue de carneiro proporciona o crescimento da grande maioria
das bactérias gram-positivas e gram-negativas bem como de fungos, a partir de uma
base rica e suplementada, oferecendo 6timas condicBes de desenvolvimento para
microrganismos néo fastidiosos.

Apo6s a identificacdo dos microrganismos, foi realizado o antibiograma. O
procedimento para antibiograma consistiu no preparo de uma suspensao salina estéril
com as bactérias que foram isoladas, utilizando o padrdo na escala de McFarland,
cujo padrédo de turvacao 0,5 (1/2). Esta suspenséo € inoculada na superficie de uma
placa de agar Mueller-Hinton, com auxilio de swab estéril e em seguida aplica-se os
discos de papel contendo antibiéticos impregnados a uma concentracdo padronizada.
Foram utilizados 12 diferentes tipos de antibidticos em cada placa de antibiograma.
Cada disco possui impresso em uma de suas faces o seu codigo (abreviacdo do
antibioético) e o valor numérico de sua concentracao.

Apbs a incubacao em estufa microbioldgica pelo tempo de 24h em temperatura
gue varia entre 36 e 37°C , é analisado o padrédo de crescimento ou inibicdo ao redor
de cada disco, sendo sensivel (S): quando o antibidtico foi efetivo e ndo houve
crescimento bacteriano, assim a infeccdo pode ser tratada com a dosagem
recomendada do antimicrobiano; resistente (R): quando o antibiético néao foi efetivo e
houve o crescimento bacteriano, assim concentragfes sistémicas usuais do
antimicrobiano, ndo inibem o microrganismo, gerando ineficécia clinica.

O procedimento de curativo iniciou-se com a limpeza da ferida utilizando
solucéo de soro fisiolégico a 0,9%. Em seguida, a ferida foi irradiada com LED de 660

nm, com um spot de 2 cm, por 30 segundos, a uma distancia de 2 cm do leito da
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ferida, e nas margens, de forma pontual e em contato com a pele, com intensidade de
120 mW, totalizando 3,6 J por ponto. Apds a fotobiomodulacéo, foi aplicada uma
camada de Oleo de girassol ozonizado (Blustratum®) em todo o leito da ferida. O
curativo foi finalizado com a aplicacdo de gaze estéril seca, coberta com atadura e
fixada com fita crepe.

Os pacientes receberam o mesmo procedimento trés vezes por semana,
durante um periodo maximo de 12 semanas, com a orientacdo de ndo substituir o
curativo em casa e de néo utilizar nenhum outro tratamento. Caso a ferida fechasse
antes das 12 semanas ou conforme decisdo do paciente, o tratamento seria
interrompido.

O acompanhamento das feridas foi realizado por meio de registros fotograficos
semanais para monitorar a evolucdo da reparacdo tecidual. As imagens foram
capturadas com a camera de 12 MP de um iPhone 11, mantendo-se uma distancia

padronizada por meio de um suporte.

4.2 ESTUDO IN VITRO

Para determinar a dosagem e o tempo de administracdo ideais do Oleo
ozonizado no tratamento de infec¢des bacterianas, foi realizado um estudo in vitro.
Foram utilizadas as cepas Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli
ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, pertencentes a colecdo do
Laboratério de Microbiologia da Universidade Brasil, campus Fernandopolis. Os
ensaios para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracéo
bactericida minima (CBM) seguiram os procedimentos recomendados pelo CLSI
(2018).

As linhagens dos microrganismos foram suspensas em meios apropriados.

O ensaio de concentragdo inibitéria minima é uma técnica utilizada para
determinar a menor concentragcdo de um agente antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento visivel de um determinado microrganismo. A CIM foi realizada em placa
de 96 pocos. Para 0 ensaio empregou-se diluicdo seriada e a densidade celular
bacteriana da suspenséo foi de 106 /mL.

Na figura 1, as colunas 1, 2 e 3 foram designadas para controles, sendo que a
coluna 1 recebeu apenas meio de cultura; coluna 2 recebeu 6leo ozonizado; coluna 3

recebeu apenas suspenséo de microrganismo. A diluicdo seriada iniciou a partir da
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qguarta coluna, sendo representada pela concentracdo de 6leo ozonizado 100%. O
procedimento foi repetido até a ultima coluna, representando as diluicdes 50%, 25%,
12,50%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78% e 0,39%. Por ultimo, foi adicionado em todos
0S POCOs a suspensdo com 0s microrganismos 10%/mL, com excecdo dos controles

negativo (coluna 1 e 2 - figura 1).

Figura 1 - Esquema representativo da metodologia de microdiluigdo

ole positivo.

f-nicvolilros

rYYYYYYYYY

N| |Controle negativo

5 6 7 8 9 10 11 12

50% | 25% 12,5% 6,25% 3,12% 156% 0,78% 0.39%

I @@ M m O @ W >

N
Apenas meio de cultura . ‘ ‘ . ‘ . ‘ . - | NControle negativo.

00000000 -

J
Meio + Oleo ozonizado + Inéculo

fponm oum ‘ . ' ‘ ' ‘ . ‘ e

Apenas oleo ozonizado

Fonte: autoria propria

As placas foram incubadas em estufa microbiolégica a uma temperatura de
37°C por um periodo de 24 horas. Decorrido o tempo de incubacgéo foi adicionado
50pL do corante cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio (TTC) em cada pogo, que é um
indicador de viabilidade células bacterianas. Neste método € realizado a avaliagéao
colorimétrica, quando as bactérias metabolicamente ativas entram em contato com o
TTC, elas reduzem o composto a 1,3,5-trifenilformazan de cor avermelhada e pode

ser visualmente observado. Nos pocos em que as bactérias estdo sem crescimento
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permanecem incolores. Dessa maneira, a CIM foi determinada para cada
microrganismo como a concentragcdo mais baixa do agente antibacteriano (6leo
ozonizado), expressa em mg/L (ug/ml), que, sob condi¢des rigorosamente controladas
in vitro, impede integralmente o crescimento bacteriano (Kowalska-Krochmal; Dudek-
Wicher, 2021).

Para determinar a concentracdo bactericida minima uma aliquota (20ul) dos
pocos em que nao foi observado o crescimento bacteriano foi semeada em placas de
Petri contendo Agar Triptona de Soja (TSA) para as bactérias Escherichia coli,
Klebsiella sp e Sthaphylococcus epidermidis. As placas foram incubadas a 28°C por
72h. Apés esse periodo foi observado os pontos onde ocorreu crescimento
microbiano, determinando assim a CBM que € definida como a menor concentracao
testada onde n&o ocorreu crescimento microbiano apds a realizacdo da subcultura
(Aiemsaard, Punareewattana, 2017).

Para avaliar, por meio de observacédo visual, a variacdo da concentracdo do
0leo ozonizado ao longo do tempo e seu impacto na viabilidade bacteriana, foi
realizado o ensaio de cinética bactericida, também conhecido como "time Kill"
(Allahghadri, 2010).

Para isso, os microrganismos foram cultivados em meio apropriado, entao foi
utilizado 950 pL de cada microrganismo, na concentracdo de 108/mL, adicionados 50
UL de éleo ozonizado na diluicdo determinada por CBM. Em seguida as amostras
foram incubadas a 28°C e coletadas, 100uL, em intervalos de tempos pré-determinado
e plagueadas em meio Agar Triptona de Soja (TSA) para Escherichia coli, Klebsiella
sp. e Sthaphylococcus epidermidis com o auxilio de al¢a de Drigalski. O plagueamento
ocorreu nos tempos de 0', 5', 10', 20', 40", 80", 160' e 320’ e incubadas 24/48h a 37°C.
Todas as avaliacdes foram realizadas em triplicata. Apos a incubacéo as colonias
foram contadas manualmente.

Para identificar a interferéncia do LED na cinética bactericida do 6leo
ozonizado, utilizou-se a mesma metodologia empregada, porém as amostras de
Escherichia coli, Klebsiella sp. e Sthaphylococcus epidermidis foram irradiadas com o
LED antes de serem espalhadas em cultura. Todas as avaliagbes foram realizadas

em triplicata.

4.3 ANALISE DOS DADOS
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Os dados foram analisados por meio da estatistica descritiva. A abordagem dos
dados de contagem microbiana, foi realizada por meio de grafico, a fim de observar a
evolugéo da variacao da contagem microbiana com o tempo.

Para avaliar a regressé@o da area da ferida foram considerados os valores de
area inicial (Ainiciat) € area final (Afsinal) medidas pelo Image J®, versdo 1.3.1. software
(EUA National Institutes of Health, Bethesda, MD). O percentual de reducéo (Ar) foi
obtido pela equacéao:

|Afmal Ainicial

* 100

Ainicial

A obtencéo da taxa de reducéo (cm?) foi representada pelo coeficiente angular da reta

do ajuste linear dos dados a partir da equacao y=a+bx.

5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO CLINICO

5.1.1 Caracterizacdo Sociodemografica dos Pacientes

Dez pacientes portadores de feridas de dificil reparo em membros inferiores
foram submetidos a avaliacdo clinica ao procurarem, espontaneamente, atendimento
nas Unidades Basicas de Saude e satisfazerem os critérios de inclusdo estabelecidos.
Do total de dez pacientes, dois ndo compareceram para iniciar o tratamento,
resultando em oito pacientes que foram acompanhados ao longo do estudo. Durante
0 curso da pesquisa, trés pacientes optaram por interromper o tratamento, enquanto
dois apresentaram reparo tecidual completo antes do periodo de 12 semanas, e trés
pacientes concluiram o tratamento seguindo o protocolo estabelecido ao longo de 12

semanas. As informacdes sociodemogréficas destes pacientes constam na Tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis sociodemogréficas dos pacientes entrevistados neste estudo

Variaveis N=38 %
Sexo

Homens 6 75
Mulheres 2 25
Faixa Etaria

41 a 45 anos 1 12,5
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46 a 50 anos 1 12,5
56 a 60 anos 1 12,5
61 a 65 anos 3 37,5
71 a 80 anos 2 25
Cor

Branco 5 62,5
Preto 2 25
Pardo 1 12,5
Escolaridade

Ensino Fundamental 5 62,5
Incompleto

Ensino Médio Completo 3 37,5
Situag¢ao Ocupacional

Ativo 2 25
Desempregado 1 12,5
Afastado 2 25
Aposentado 3 37,5
Renda Familiar

Menor ou igual a um salario 3 37,5
minimo

Entre 1 e 2 salarios minimos 3 37,5
Entre 2 e 3 salarios minimos 2 25

5.1.2 Caracterizacéo das Feridas

Fonte: autoria propria

As caracteristicas das feridas dos pacientes avaliados neste estudo, segundo

as variaveis tempo, tipo, local da lesédo e numero de feridas estdo descritos na tabela

2.

Tabela 2 - Caracteristicas das feridas dos pacientes avaliados neste estudo

Variaveis N=8 %
Tempo de ferida (meses)

Menos de 6 meses 1 12,5
6 —12 4 50
13 36 1 12,5
37 ——60 1 12,5
Mais que 60 meses 1 12,5
Tipo de ferida

Mista 4 50
Venosa 4 50
Local da lesdo

Terco inferior da perna 6 75
Maléolo 2 25
Numero de feridas

Ferida Unica 5 62,5
Duas feridas 3 37,5

Fonte: autoria propria
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5.1.3 Avaliacdo Macroscopica

ApGs o periodo de acompanhamento, independente do tipo de leséo, idade e
comorbidades associadas, foi observada uma melhora significativa das lesées, como
reducado nos sinais de infeccéo, presenca de tecido de granulacéo, reducao da area

de ferida e, em alguns casos, o fechamento da ferida por completo.



Figura 2 - Achados macroscopicos das feridas avaliadas
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Fonte: autoria propria.

5.1.4 indice de Reparo da Ferida

De oito pacientes submetidos ao acompanhamento (Tabela 3), cinco individuos
concluiram integralmente o regime terapéutico, sendo que os pacientes 6, 7 e 8
realizaram 12 semanas de tratamento, e os pacientes 4 e 5 obtiveram reparo completo

da ferida antes do periodo estipulado de 12 semanas. Trés participantes (Pacientes
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1, 2 e 3) interromperam o tratamento, fundamentando suas decisdes na escassez de
disponibilidade de tempo ou nas dificuldades associadas ao deslocamento até a
unidade de saude para realizar curativos trés vezes por semana. Mesmo recebendo

tratamento parcial, os trés pacientes demonstraram redugao na area inicial da ferida.

Tabela 3 - Andlise do indice de Reparo

Paciente Tempo Tempo de Area  Area Area de Taxa
existéncia acompanhamento inicial final reducao Reducao

ferida (semanas) (ecm?)  (cm? (cm?) (%)

1 4 meses 3 14,7 13,9 0,8 54
2 2 anos 6 9,3 24 6,9 74,2
2 anos 6 53 1,3 4,0 75,5

3 6 meses 6 18,2 17,7 0,5 2,7
4 10 anos 8 6,3 0,0 6,3 100,0
5 1 ano 10 1,2 0,0 1,2 100,0
1 ano 10 4,2 0,0 4,2 100,0

6 3 anos 12 71,2 66,1 51 7,2
7 5 anos 12 6,6 0,0 6,6 100,0
8 2 anos 12 12,8 51 7,7 60,2
2 anos 12 10,7 10,5 0,2 1,9

Fonte: autoria propria.

5.1.5 Identificag@o Microbiolégica

Entre os 8 pacientes acompanhados, 1 paciente demonstrou microbiologia
negativa, enquanto 6 pacientes apresentaram apenas 1 microrganismo na ferida, e 1
paciente evidenciou a presenga de 2 microrganismos em uma unica ferida. Em seis
culturas realizadas, foram identificadas bactérias gram-negativas, com cinco casos de
Escherichia coli e um caso de Klebsiella sp. Em uma cultura, foi observada a presenca
de uma bactéria gram-positiva, identificada como Staphylococcus epidermidis,

enquanto em outra cultura foram identificadas leveduras.



Tabela 4 - Microrganismos isolados de feridas de dificil reparo dos pacientes

atendidos
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Variaveis

Espécie

Gram-negativas

Escherichia coli

Klebsiella sp

Gram-positivas

Sthaphylococcus epidermidis

Leveduras

5.1.6 Antibiograma

Fonte: autoria propria.

As bactérias identificadas foram avaliadas a partir do antibiograma, sendo

divididas em resistente, sensivel e pouco sensivel (Tabela 5).

A Klebisiella sp encontrada em apenas um paciente, apresentou-se resistente

a ampicilina, nitrofurantoina, oxofloxacina, amoxilina, tetraciclina,

norfloxacina,

gentamicina, acido nadixilico, fosfomicina, sulfazotrim, acido clavulanico+amoxacilina.

O Staphylococcus epidermidis, encontrado também em um unico paciente,

apresentou -se resistente a tetraciclina.

A Escherichia coli foi encontrada em cinco pacientes e se apresentou resistente

a ampicilina, amoxilina, tetraciclina, gentamicina, sulfazotrim.

Tabela 5 - Antibi6ticos testados e frequéncia dos resultados

Antibioticos testados Resistente-R Sensivel-S Pouco Sensivel-PS
ampicilina 6 0 1
cefazolina 2 3 2

levofloxacina 3 4 0
nitrofurantoina 4 1 2
cefeepima 1 3 3
amoxilina 6 1 0
ciprofloxacina 3 4 0
tetraciclina 7 0 0
norfloxacina 4 3 0
gentamicina 6 1 0
acido nadixilico 5 2 0
fosfomicina 4 2 1
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meropenem 0 7 0
sulfazotrim 6 0 1
acido clavulanico 5 2 0
+amoxacilina
ceftriaxona 1 4 2

Fonte: autoria propria.

5.2 ESTUDO IN VITRO

5.2.1 Concentracao Inibitoria Minima

No teste de concentracdo inibitéria minima, avaliamos a eficacia do 6leo
ozonizado contra varias cepas bacterianas. Observamos que, para as bactérias
Escherichia coli e Klebsiella sp., uma concentracdo minima de 6,25% de Oleo
ozonizado foi necessaria para inibir, visualmente, o0 crescimento desses
microrganismos. Por outro lado, para a bactéria Staphylococcus epidermidis, a
inibicdo ocorreu em uma concentragdo menor, de 3,12 % de 6leo ozonizado (Tabela
6).

5.2.2 Concentracao Bactericida

Com base nos resultados do teste que determinou a concentracdo minima de
6leo ozonizado capaz de inibir o crescimento de cada microrganismo, procedemos
aos testes de concentragdo minima necessaria para promover o efeito bactericida.
Para as bactérias Escherichia coli e Klebsiella sp., foi necesséario alcancar uma
concentracdo de 12,5% de 6leo ozonizado para obter o efeito bactericida. No caso da
bactéria Staphylococcus epidermidis, uma concentracdo de 6,25% de 6leo ozonizado
foi suficiente para alcancar o efeito bactericida.
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Figura 3 — Concentracéo inibitéria minima e bactericida da Klebsiella sp

3,12% 1,56 %

12,5% 6,25 %

Fonte: autoria propria.

Figura 4 — Concentracao inibitdria minima e bactericida da Escherichia coli

125% , 6,25%

Fonte: autoria propria.

Figura 5 — Concentracgéo inibitéria minima e bactericida da Staphylococcus
epidermidis

625% | 3,12%

Fonte: autoria propria.
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Tabela 6 - Concentracao do 6leo ozonizado e seus efeitos antimicrobiano

Microrganismo testado cim' CBM'
Escherichia coli 6,25% 12,5%
Klebisiella sp 6,25% 12,5%
Staphylococcus epidermidis 3,12% 6,25%

' Concentragao inibitéria minima (CIM), concentragao bactericida minima (CBM).

Fonte: autoria prépria.

5.2.3 Potencial Antimicrobiano

O efeito antimicrobiano do 6leo ozonizado foi observado em todos os
microrganismos testados, com variacées apenas no tempo necessario de exposicao

para alcancar o efeito bactericida/bacteriostético.

No caso da bactéria Escherichia coli, observou-se que apés 20 minutos de
contato com o 0leo ozonizado, o efeito bacteriostatico foi evidente. No entanto, para

alcancar o efeito bactericida, foram necessarios 320 minutos de exposicao.

Para a Klebsiella sp., o efeito bacteriostéatico foi observado apés 80 minutos de

exposicao, enquanto o efeito bactericida foi alcancado apds 160 minutos.

JA& para a bactéria Staphylococcus epidermidis, ambos os efeitos
bacteriostatico e bactericida foram observados ap6s 80 minutos de exposi¢ao.
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Grafico 1 - Cinética de crescimento dos microrganismos encontrados
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Fonte: autoria propria.

5.2.4 Interferéncia do LED na cinética bactericida do 6leo ozonizado

Verificou-se que a irradiagdo com LED n&o interferiu no potencial
antimicrobiano do 6leo ozonizado.



37

Figura 6 - Comparacao entre os microrganismos cultivados em meio de cultura apés

320 minutos de acao do 6leo ozonizado e microrganismos cultivados em meio de

cultura apos 320 minutos de acao do 6leo ozonizado e irradiado com LED

Controle

320' de exposicdo ao 6leo
ozonizado sem irradiacao

320" de exposicao ao dleo
ozonizado associado com
irradiacéo do LED
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ccus
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Escherichia
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6 DISCUSSAO

Fonte: autoria propria.

A escolha do tratamento ideal para feridas de dificil reparo, com o objetivo de

alcancar a completa reparacdo do tecido afetado, continua a ser um desafio

significativo para os profissionais de salude. Nesse contexto, o 6leo ozonizado e a

terapia de fotobiomodulacdo emergem como recursos terapéuticos promissores,

destinados a estimular o processo de reparo de feridas de dificil reparo (Fitzpatrick;
Holland; Vanderlelie, 2018; Pavlov et al., 2020).
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O presente estudo evidenciou que a fotobiomodulac&o por LED, associada ao
uso de 6leo ozonizado, demonstrou eficacia na promocao do reparo tecidual e, em
alguns casos, possibilitou o fechamento integral da lesdo. De maneira congruente,
uma revisao sistematica que analisou os beneficios e riscos potenciais da terapia com
ozo6nio no tratamento avancado de feridas revelou resultados consistentes em favor
da aplicacao de 6leo ozonizado como uma terapia viavel para feridas de dificil reparo,
sugerindo seu potencial para prética clinica convencional (Fitzpatrick; Holland;
Vanderlelie, 2018).

Além disso, outro estudo, abrangendo 28 artigos relacionados ao uso de 6leo
ozonizado no tratamento de feridas, também indicou que a eficacia do 6leo ozonizado
pode representar uma abordagem terapéutica no tratamento de lesdes teciduais,
devido as suas propriedades antimicrobianas, imunoldgicas, antioxidantes e

oxigenantes (Anzolin; Silveira-Kaross; Bertol, 2020).

No contexto da fotobiomodulagdo, investigacBes histolégicas conduzidas
revelaram que a implementacdo dessa terapia acelerou o processo de reparo de
feridas durante as fases iniciais da reparacdo tecidual, facilitando a reducédo da
resposta inflamatéria e promovendo uma regeneracdo mais rapida dos tecidos
lesionados (Pavlov et al., 2020). Tais beneficios terapéuticos, associados a terapia,
estdo relacionados ao estimulo das mitocondrias, levando ao aumento da producéo
de trifosfato de adenosina (ATP) e a liberacao de fatores de crescimento. A ligacao
dos fatores de crescimento a receptores de superficie celular induz a ativacdo de vias
de sinalizacdo que promovem a proliferacdo, viabilidade e migracédo celular
(Thobekile; Jere; Houreld, 2021).

Neste estudo, os resultados referentes a reparacao tecidual, evidenciados pelo
uso do Oleo ozonizado no tratamento de feridas de dificil reparo, podem estar
relacionados ao seu efeito antimicrobiano. Dos pacientes acompanhados, 88% deles,
apresentavam microrganismos nas feridas antes de iniciar o tratamento, tais como
Escherichia coli, Klebsiella sp, Staphylococcus e epidermidis. Salienta-se que o0s
referidos microrganismos evidenciaram resisténcia a antibioticos especificos
convencionais, conforme identificado no antibiograma. Essa resisténcia
provavelmente se origina por mutacées nas bactérias, que induzem alteracdes nas
proteinas da membrana celular, conferindo-lhes uma configuragdo ndo mais

suscetivel ao reconhecimento por parte dos agentes farmacologicos. Em virtude
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desse fendmeno, os 6leos ozonizados tém experimentado um incremento no interesse

cientifico e nas aplicagdes clinicas (Ugazio, et al., 2020).

Os resultados obtidos in vitro evidenciam que o 6leo ozonizado exibiu eficicia
na reducdo e eliminacdo de unidades formadoras de colénias em todos os
microrganismos testados quando submetidos a concentracfes consideradas baixas,
variando de 3,12% a 12,5%. Esse achado possui relevancia significativa para a préatica
clinica, especialmente em contextos nos quais feridas exibem exsudatos suscetiveis
a diluicdo do 6leo ozonizado apoés a aplicacdo, mantendo, no entanto, sua efetividade

antimicrobiana. Além disso, mostrou efeito bactericida em todas as cepas estudadas.

Esses resultados fornecem parametros valiosos para o desenvolvimento de
protocolos clinicos, orientando a aplicacdo do 6leo ozonizado em feridas de dificil
reparo, levando em consideracdo fatores como concentracdo do Oleo, duracdo da
exposicao e frequéncia da troca de curativos para assegurar o efeito antimicrobiano
desejado. Efeito, esse, atribuido principalmente a formacdo predominante de
ozonideos, aldeidos e peroxidos, 0s quais reagem com a membrana e o citoplasma
bacteriano, induzindo aumento da permeabilidade celular e alteracfes citoplasmaticas
gue culminam na interrupcao do crescimento bacteriano (Zeng, Lu, 2018; Silva, et al.,

2021; Kemal, et al., 2017).

Ressalta-se que a presenca de microrganismos nas feridas pode interferir
significativamente no processo de reparo tecidual (Versey, et al., 2021). Ocorrendo
infeccdo, o organismo desencadeia uma resposta inflamatéria prolongada,
caracterizada pela migracao de leucécitos e uma significativa produgéo de citocinas
pré-inflamatérias, exercendo efeitos prejudiciais no processo de reparo (Gushiken, et
al., 2021). Dessa forma, a identificacdo precoce de microrganismos nas feridas de
dificil reparo é crucial para determinar o tratamento adequado. Na busca por
abordagens terapéuticas apropriadas, os achados do presente estudo indicam que a
combinacdo da terapia antimicrobiana com o 6leo ozonizado e a fotobiomodulagéo
pode se revelar eficaz no processo de reparo, especialmente quando consideramos
que a luz emitida pelo LED néo estimulou a proliferacdo de microrganismos. Esse
cenario sugere que a sinergia entre as propriedades antimicrobianas do Oleo
ozonizado e a fotobiomodulagcdo pode proporcionar beneficios significativos para a
promocao do reparo tecidual, mitigando potenciais desafios associados a proliferacéo

microbiana em feridas de dificil reparo.
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7 CONCLUSAO

Este estudo identificou microrganismos em feridas de dificil reparo, como
Escherichia coli, Klebsiella sp., e Staphylococcus epidermidis, que apresentaram
resisténcia aos antibidticos testados. Além disso, observou-se uma possivel
resisténcia ao 6leo ozonizado, especialmente a Escherichia coli, para a qual foram
necessarios 320 minutos de contato com o 6leo para alcancar o efeito bactericida.
Para Klebsiella sp. e Staphylococcus epidermidis, o efeito bactericida foi obtido apds

160 e 80 minutos de exposigao, respectivamente.

N&o foram registrados efeitos adversos relacionados ao uso do 6leo ozonizado,

0 gque corrobora a sua seguranca no contexto clinico avaliado.

Os resultados deste estudo indicam que o 6leo ozonizado possui um efeito
antimicrobiano significativo e contribui para o reparo tecidual, especialmente quando
associado a terapia por fotobiomodulacao, independentemente do tipo de ferida e da

sua duracao.

No entanto, apesar dos achados promissores, € necessario realizar novos
ensaios clinicos randomizados, controlados e duplo-cegos, para otimizar e padronizar

os protocolos de tratamento.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

U UNIVERSIDADE
B BRASIL

TEREMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

(WA) Sna) estd sendo convidade a participar do projeto de pesquisa EFICACIA DA OZONOTERAPIA
A330CIADA A FOTOBIOMODULACAD NO REFAROC DE FERIDAS CRONICAS, cuje pesquisador
respomsivel ¢ Priscila Cristing (Hiveira Zignani Fimensel. O chetive de projeto & avaliar os efetins do orosoterapia
aszociado & Fotchionsodulagho ens feridas cndaicas consparade com o raamenso coovescinal. OfA) Snja) eszd
sexdo convidado por que pessui ferida erdnica de membees infeniores.

CHAY Saa) tena de plena liberdode de recusar-se o participar ou retirar sea consentinsencno, em qualquer fhse da
pesquisa, sem penalizacio alguma para o ratasento gee recebe neste servigo.

Caso aceite participar da pesguisa, sua participagho coamisie em comparecer na Unidade Bisica de Sadde inds vexes
par seina, durante 12 semazas consecutivas, para realizagho do cumativo com aplicagio do LED e dleo ceoidzado,
quazddo haverd mova avalisglio ¢ tomeds a decisio cobivel

A pesquisa mde oferece risco para o (&) Snja). Quaonto acs benelicios do projets, o (o) Sna) send ssbmetidn &
avaliacko clinica a partir da anamesese. Tambem serd avalindo quante a presenga de microrgamismos mo befio da
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APENDICE B - Instrumento de Coleta de Dados

IDENTIFICAGAO DO PACIENTE
NOME:
ENDERECO:

IDADE: ( )30a35anos ( )36a40anos( )41 a45anos ( )46 a50 anos
( )51ab55anos ( )56a60anos ( )6la65anos( )66a70anos ( )71a
75anos ( )76 a80anos

SEXO: ( ) masculino ( )feminino

COR DA PELE: ( ) branca( ) parda( )amarela( ) negra

SITUACAO CONJUGAL: ( ) solteiro ( ) casado ( ) separado ( ) divorciado ( )
vilvo

ESCOLARIDADE: ( ) analfabeto ( ) ensino fundamental incompleto ( ) ensino

fundamental completo () ensino médio incompleto ( ) ensino médio completo
() ensino superior incompleto ( ) ensino superior completo

RENDA FAMILIAR:

() <ou=1salario minimo (R$ 1.212,00)

( )entre 1 (R$1.212,00) e 2 salarios minimos (R$2.224,00)
() entre 2 (R$2.224,00) e 3 salarios minimos (R$3.636,00)
( ) entre 3 (R$3.636,00) e 4 salarios minimos (R$4.848,00)
( ) > que 4 salarios minimos (R$4.848,00)

RESIDE COM QUANTAS PESSOAS
EXERCE ATIVIDADE LABORAL.:
MORADIA: AGUA TRATADA: ( ) sim ( ) ndo. De onde vem?
CONDICOES DE HIGIENE:
ESGOTO ENCANADO ( ) sim ( ) néo
ANAMNESE

QUEIXA PRINCIPAL RELACIONADO A FERIDA:

HISTORICO DE DOENCA FAMILIARES:




PRINCIPAIS COMORBIDADES:

( ) HAS. h& quanto tempo? Medicacao/quantidade:
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( ) DM. ha quanto tempo?
Medicacao/quantidade:

( ) IRC. ha quanto tempo? Medicacao/quantidade:

( ) CANCER. héa quanto tempo?

( ) OUTRAS DOENGCAS E MEDICACOES

ORIENTACAO NO TEMPO E ESPACO/COMUNICACAO/ATENCAO:

( ) orientado; ( )alerta; ( ) sonolento; ( ) agitado; ( ) torporoso; ( ) confuso;
memoria prejudicada: ( ) sim () nao;

comunica-se: () oralmente ( ) porgesto ( ) escrita( ) dislalia

REALIZA ATIVIDADE FISICA? SIM ( ) NAO (). SE SIM, qual atividade,
periodicidade e quanto tempo?

TABAGISMO: () NAO () SIM. n° cigarros/dia ha quanto tempo?

() ex tabagista ha quanto tempo?

ETILISTA ( ) NAO ( ) SIM; DROGAS ILICITAS: ( ) NAO () SIM QUAL(IS)?
CARACTERISTICA DA PERNA/PE

TEMPERATURA ( ) quente ou morno ( ) frio

COLORACAO ( ) normal ( ) palido com elevacao ou cian6tico com declive
ASPECTO DA PELE ( ) pele seca e fissurada () pele fina e brilhante

DEFORMIDADE ( ) dedo em garra dedo em martelo, pé de charcot ou outro
( ) deformidades ausentes

SENSIBILIDADE ( ) diminuida ou alterada () sensacéao dolorosa, aliviada quando

as pernas estado pendentes
EDEMA ( ) presente ( ) ausente
AMPUTACAO ( ) NAO ( ) SIM, local tempo

AVALIACAO DA FERIDA

TIPO: () ulcera venosa, ( ) ulcera arterial; ( ) lesdo por presséao; ( ) Ulcera mista;
( ) ulcera oncoldgica; ( ) pé diabético

LOCAL DA LESAO:
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NUMERO DE FERIDAS

HISTORIA PREGRESSA DA FERIDA:

QUANTO AO TEMPO (MESES/ANOS):
JA FEZ TRATAMENTO DE FERIDA:
( )NAO ( ) SIM QUANTO TEMPO
MEDICACAO

LEITO DA FERIDA

NECROSE ( )nao ( )sim quantidade desbridamento ( ) ndo ( ) sim
CROSTA ( )ndo ( )sim quantidade
GRANULACAO ( )ndo ( )sim quantidade
EPITELIZACAO ( )ndo ( )sim quantidade
ESFACELOS ( )nédo ( )sim gquantidade
FERIDA APRESENTANDO TUNEL E INFECCAO TECIDUAL PROFUNDA

( )ndo ( ) sim, guantidade

MACERACAO DA PELE ( )ndo ( )sim quantidade

EXSUDATO ( ) seca—sem exsudato ( )leve ( ) moderado ( ) intenso

TIPO EXSUDATO ( )seroso ( )sanguineo ( ) serossanguineo ( ) purulento
PROFUNDIDADE

( ) perda parcial da espessura da pele envolvendo epiderme e/ou derme

( ) perda total da espessura da pele envolvendo dano ou necrose do tecido
subcutaneo

( ) perda total da espessura da pele com destruicdo extensa, dano muscular, 6sseo
ou das estruturas de apoio

BORDAS

( ) indefinidas, néo visiveis claramente

( ) definidas, contorno claramente visivel, aderidas, niveladas com a base da ferida
( ) bem definidas, ndo aderidas a base da ferida

() bem definidas, ndo aderidas a base, enrolada, espessada

( ) bem definida, fibrética, com crostas e/ou hiperqueratose

SINAIS E SINTOMAS DE INFECCAO



) ausente
) aumento da dor

) odor fétido

) calor local

(
(
(
( ) eritema
(
(

) outros

NiVEL DE DOR
()0()1()2()3()4()5()6()7()8()9()10

NECESSITA DE AUXILIO PARA CUIDADOS COM A FERIDA?
( YNAO ( ) SIM
QUAL A FREQUENCIA DO ACOMPANHAMENTO MEDICO?
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ANEXO A — Parecer CEP

oy, UEMA - CENTRO DE ESTUDOS
& SUPERIORES DE CAXIAS DA {nz w«mm
g UNIVERSIDADE ESTADUAL DO
T =" MARANHAO - CESC/UEMA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Eficicia da ozonicterapia associada a fotobiomodulagdo no repare de feridas crdnicas

Pesquisador: Thallita Karollaine de Queiroz Pereira Sema

Area Temdtica: Equipamentos e dispositivos terapéuticos, novos ou ndc registrades no Pais;
Versdo: 1

CAAE: 37021620_2.0000.5554

Institui';.ﬁn Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAD

Patrocinador Principal: UNINERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAD

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 4 246236

Apresentagdo do Projeto:

O projeto de pesquisa cujo titule Eficdcia da ozonioterapia associada a folobiomeodulagéo no reparo de
feridas cronicas, n® de CAAE 37021620.2.0000.5554 & Pesquisador{a) responsavel Thallita Karollaine de
Queiroz Pereira Semra. Trata-se de um estudo ensaio cdinico randomizado controlado, pois os grupos serdo
parecidos diferenciando somente pela técnica aplicada, o que possibilita avaliar o impacto do desfecho de
um grupo sobre o outro, e duplo-cego, pois os participantes nio terdo conhecimento da interveng&o a ser
aplicada, assim como o avaliador ndo sabera a qual grupo pertence o participants.

O cendrio da realizagdo desse estudo serd composto pela na Unidade Basica de Salde Maioba do
Mocajituba com o conhecimento da Diretora da Unidade Basica De Sadde Enf® Santana Castro Santana.

Oz participantes desta pesquisa serfo 150 pacientes com idade entre 30 e 70 anos. Os participantas
serdo recrutados através de busca ativa em todas Unidades de Saldes do municipio e divulgago do
projeto para a comunidade sobre forma de cartaz informativo nos prontos atendimento com direcionamento
para a UBS eleita para acolhimento & desenvolvimento da pesquisa; sendo organizados em 6 grupos,
conforme o tipo de terapia utilizada, se tradicional ou ozonioterapia.

Os critérios de inclusdo serdo - Pacientes de 30 a 70 anos, portadores de feridas cronicas, de

Enderego: Rua Quinhinha Fires, 743

Bairro: Cenfro CEP: 70.255-010
UF: MA Municipio: CAXIAS
Telefone: (00)3251-3938 Fax: (B0)3251-2823 E-mail: cepeiicesc.uemabr
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Contiruago do Parecer: 4246 235

etiologia vascular. Podendo ser venosa, arterial ou mista. Em tempo, serdo excluidos Pacientes Acamados,
Pacientes portadores de diabetes, neoplasias, hanseniase,
pacientes com problema neurologico, pacientes gestantes, pacientes com HIV (Virus da Imunodeficiéncia.
Humana).

Para tanto, apds o recrutamento dos pacientes, sera feita uma avaliagio clinica criteriosa e, em seguida,
a Intervengdo propriamente dita, durante um periodo de 12 semanas, quande havera nova avaliago e
comparagdo entre a terapia desenvolvida e tomada a decisdo cabivel.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar os efeitos da ozonioterapia associado ou ndo a fotobiomodulag@o em feridas cronicas comparado
com o tratamento convencional.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
05 riscos informados s30 para os pacientes e estdo adequadamente informados, tanto na Metodologia do
projeto de pesquisa, guanto no TCLE, como; No presente estudo ndo serd realizado a administragio de
farmacos via
siztémicos. Os pesquisadores do estudo utilizardo guestiondrios validados
internacionalmente. Todo profissional envolvido na pesquisa que tiver acesso aos
dados dos prontuarios dos pacientes tem conhecimento e acerca da RESDLU[}.&G
CFM N® 999/80 de 23 de maio de 1980, mantendo sempre o sigile & o compromisso
de ndo divulgagdo de dados de identificagdo. Os pesquisadores irdo avaliar os pacientes por meio de
avaliagic macroscopica da lesdo, a qual avalia a localizagdo e aspectos da ferida. Essa avaliago ndo
promove nenhum risco ao paciente, pois ndo & invasiva e a equipe. Como minimizagdo dos riscos
propuseram como por exemplo, o paciente e o terapeuta irdo
fazer o uso obrigatdrio de dcule protetor para barras a penetragio da luz laser, regido
do vermelho e infravermelho, a todo o momento em que o aparelho estiver emitindo
luz. Ainda, @ TFBM com dosss de baixa intensidade de luz & bem tolerada pelo ser
humano, e ndo promove efeitos adversos sistémicos ou local para areas onde ocome
aplicagdo. Ainda, a probe do equipamento TFBM sera recoberta com filme PVC para
evitar a contaminagdo cruzada entre os pacientes, assim a cada aplicago a troca de
filme PVC e higienizago da probe serfo realizadas.
Quanto aos beneficios do projeto foram informados - Todos os pacientes serSo submetidos a avaliagdo

clinica a partir da anamnese. Também serfo avaliados quanto a presenca de

Enderego: Rua Quinhinha Pres, 743

Bairro: Centro CEP: 70.255-010
UF: Ma Municipio: CAXIAS
Telefone:  (20)3251-3238 Fax: (B9)3251-2823 E-mail: cepeilcesc wema.br

Pagina M de =

52



+"ota,, UEMA - CENTRO DE ESTUDOS
& SUPERIORES DE CAXIAS DA \‘C‘“’%Mﬂﬂﬂ
g UNIVERSIDADE ESTADUAL DO
T "= MARANHAO - CESC/UEMA

Continuag3o do Parecer: 4.2456.235

microrganismos no leito da ferida e as alteragdes morfoldgicas induzidas no tecido. Entdo, os pacientes
receberfio a administragdo de dleo ozonizado no leito da ferida associado ou néo a fotobiomedulagdo. O
entendimento das respostas dessas avaliagbes somados & possivel influéncia positiva do uso das terapias
podera trazer restauragdo e estimulagdo de miltiplos processos fisiologicos como migragdo celular,
incremento do fluxo sanguineo, liberagdo de fatores de crescimente e citocinas, que estimulam o
recrutamento, a diferenciagio e a comunicago das células, bem como beneficics para o estabelecimento
de novos protocolos de reabilitagdo ao paciente diabético acometido pelas feridas cronicas, desde sua
eficacia a viabilidade.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquiza & relevants e apresenta interesse plblico e ofa) pesquisadon(a) responsdvel tem experiéncias
adequadas para a realizagdo do projeto, como atestado pelo cumicule Lattes apresentado. A metodologia €
consistente & descreve os procedimentos para realizagio da coleta e analise dos dados. O protocole de
pesquisa ndo apresenta conflitos éticos estabelecidos na Resclugdo n® 466/12 do Conselho Macional de
Saude.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

Os Termos de Apresentagdo obrigatoria tais como Termos de Consentimento, Oficio de Encaminhamento
ao CEP, Autorizagdo Imstitucional, bem como os Riscos e Beneficios da pesguisa estdo claramente
expostos e coersntes com a natureza e formato da pesguisa em guestio.

Recomendagdes:
MNenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto esta APROVADO e pronto para iniciar a coleta de dados e todas as demais etapas referentes ao

MESMmo.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Este Comité de Etica em Pesquisa, érgc devidaments integrado & Comiss3o Macional de Etica em
Pesquisa (COMEP) tem o prazer de avaliar o projeto de pesquisa cujo titulo Eficacia da ozonioterapia
associada a fotobiomodulagdo no repare de feridas crdnicas, com n® de CAAE 37021620.2.0000.5554 &
Thallita Karollaine de Queiroz Pereira Sema . Assim, clarificamos que o parecer agui exposto foi fruto de um
trabalho coletivo, cuja decisdo final ocomeu mediante reunifo de colegiado. Portanto, parabenizamos a
iniciativa do(s) pesquisadores) em efetuar o Cadastro do Projeto de pesquiza junto & Plataforma Bragil, uma
VEZ Que a pesquisa envolvendo seres humanos & algo extremamente importante e que deve ser analisada

com o maximo esmero e respeito.

Enderegn: Rua Quinhinha Pires, 743

Bairro: Centro CEP: 70.255-010
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Desejamos uma pesquisa grandicsa e gue 0s resultados sirvam para a melhoria da sociedade.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da COMEP e 506 tem o seu inicio autorizado apos a
aprovagdo pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situag&o
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/08/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1615879 pdf 22:11:07
Outros ingtrumento.pdf 20/D8/2020 (Thallita Karcllaine de | Aceito

21:5346 |Queiroz Pereira
Sema
Outros cep.pdf 20/082020 [Thallita Karcllaine de | Aceito
215145 |Queiroz Pereira
Sema
Outros CARTA pdf 200082020 |Thallita Karcllaine de | Aceito
21:47:23 | Queiroz Pereira
Sema
Outros conflito. pdf 20/D8/2020 (Thallita Karcllaine de | Aceito
2142:31 Queiroz Pereira
_ Sefma
Declaracao de dec.pdf 20/08/2020 | Thallita Karcllaine de | Aceito
Pesguizadores 212913 | Queiroz Pereira
Sema
Projeto Detalhado [ | Projeto.pdf 200082020 |Thallita Karcllaine de | Aceito
Brochura 18:29:34 | Queiroz Pereira
Investigadaor Sema
Orcamento custeio. pdf 20/08/2020 | Thallita Karcllaine de | Aceito
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Situagio do Parecen:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Enderego: Rua Quinhinha Pres, 743
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Contiruacdo do Parecer. 4245 236
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CAXIAS, 30 de Agosto de 2020

Assinado por:
FRANCIDALMA SOARES SOUSA CARVALHO FILHA
(Coordenador{a))

Enderegn: Rua Guinhinha Pires, 743

Baimo: Centro CEP: 70.255-010
UF: Ma Municipio: CAXIAS
Telefone: (90)3251-3938 Fa: (B9)3251-2833 E-mail: cepeflcescusmabr

Piégina € de £
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