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RESUMO

Feridas cutaneas séao definidas por uma descontinuidade na pele favorecendo o
contagio e contaminacgdo por micro-organismos, o que dificulta o processo de reparo
tecidual, tornando-se assim um impacto considerdvel na saudde publica. A
ozonioterapia tem sido frequentemente utilizada como estratégia terapéutica, segura
e efetiva que visa eliminar micro-organismos, modular a resposta inflamatoéria e
estimular a reparacdo tecidual em diversas alteracbes de pele. Contudo, os
parametros de aplicacdo da ozonioterapia sobre o tecido epitelial durante feridas
cutaneas permanece incerta. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da
aplicagdo subcutdnea da ozonioterapia o reparo tecidual em modelo de feridas
cutaneas em ratos. Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos, divididos em 2 grupos:
Grupo controle (GC) e grupo ferida e tratamento com ozonioterapia (GO). Para
ozonioterapia foi administrado, via subcutanea 12 mg/ml do concentrado de
ozonioterapia em 2 pontos na borda da lesé@o (cranial e caudal) por um periodo de 4
dias consecutivos. Para avaliacdo de resultados e comparacdo dos efeitos do
tratamento foram realizadas andlises histologicas e morfométrica das feridas. Os
resultados mostraram que no grupo OZ houve um aumento no indice de cicatrizacao
da ferida (ICF), melhora nos aspectos morfolégicos de reparo e ndo houve diferenca
na area do tecido semelhante a derme e na analise macroscépica. Assim, pode-se
concluir que o protocolo de tratamento de ozonioterapia utilizado no presente estudo
promoveu um efeito positivo no processo de reparacédo tecidual em feridas cutaneas,
entretanto, faz-se necessarios estudos adicionais com objetivo de elucidar os
mecanismos de acdo que envolve o uso da terapia no reparo de feridas cutaneas.
Ademais, com a intencdo de elucidar o uso da ozonioterapia na pratica clinica da
medicina veterinaria, apresentamos um estudo de caso envolvendo o uso da técnica

no reparo de feridas cutaneas com resultados promissores.

Palavras-chave: Feridas cutaneas. Reparo tecidual. Ozonioterapia. Reabilitacao.
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1 INTRODUCAO

Lesdes cuta neas como as queimaduras e U Iceras, sdo feridas muito comuns na
rotina da medicina veterinaria e podem ser provocadas por danos, térmicos,
mecanicos ou fisicos ou doencas metabdlicas e, frequentemente acabam em necrose
tecidual, aumento do grau de dor, incapacidade ou até mesmo morte (REZAIE et al.,
2019; BORENA et al., 2015; GURTNER et al., 2008). As feridas na pele podem ser
denominadas como feridas agudas e cr nicas. As feridas agudas, geralmente,
reparam de maneira espontad nea e eficiente (DEMIDOVA-RICE, HAMBLIN &
HERMAN 2012). Entretanto, na presenca de algumas situagdes especificas, como ma
alimentacdo, doencas associadas, idade ou amplitude da lesdo, o processo de
reparacdo da pele pode ser impedido, tornando-se feridas crénicas ou nao
cicatrizadas (CHILDS & MURTHY, 2017; BUSANELLO-COSTA et al., 2020).

A terapia com oz6nio (O3), ou seja, a ozonioterapia € um método de tratamento
conhecido ha muitos anos, empregada desde o século XIX, e, na contemporaneidade,
€ uma pratica aprovada em varios paises, como 0s europeus, Japao e Cuba. O O3 ¢
uma molé cula composta por tré s 4 tomos de oxigé nio (O), sendo a terceira poté ncia
oxidante de estrutura dinamicamente insta vel que se decompde rapidamente em
molé culas de oxigé nio (O2) e em um & tomo de oxigé nio, altamente reativo. Apresenta
uma meia-vida de 40 minutos a 20°C e cerca de 140 minutos a 0°C (BORRELLI;
BOCCI, 2018; BOCCI et al., 2015; BOCCI, 1994; BOCCI, 2011).

Os geradores de 0z6nio de uso médico utilizam o principio de descarga elétrica
do tipo corona que emprega o uso de uma mistura gasosa de Oz2medicinal/Os que, de
acordo com a literatura, possui potencial terapéutico para diferentes situagbes clinicas
(BOCCI et al., 2015).

Trata-se de um procedimento que usa o gas 0zonio, aplicado por diversas vias,
subcutanea (SC); intramuscular (IM); Intradiscal; intracavitaria (espagos peritonial e
pleural); intravaginal, insuflacdo retal, intrauretral e vesical, auto-hemoterapia
ozonizada e, também pela via topica, por meio de agua e 6leo ozonizado ou além
disso, pela aplicagdo direta, método conhecido como “bag”, com o auxilio de sacos
plasticos envolvendo a lesdo (BORRELLI; BOCCI, 2018; ZANARDI et al., 2016;
BOCCI, 1994; SILVA et al., 2018).
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Ao penetrar no organismo, o ozodnio reage muito rapido com acido graxos
poliinsaturados presente na membrana celular e estimula a producédo de ozonideos,
responsaveis por ativar moléculas sinalizadoras nucleares (SILVA et al., 2018). Os

ozonideos formados sdo capazes de modular condigbes inflamaté rias, possui agdes
antioxidantes, analgé sicas, imunomodulatd rias e angiogé nicas, assim como
propriedades antimicrobianas (inativagao de bacté rias, virus, fungos, leveduras e
protozoa rios), podendo assim ser aplicada no controle e tratamento de inUmeras
doencas com diferentes causas etioldgica (CARDOSO et al., 2010; VILARINDO et al.,

2013). Dentre essas, ressalta-se sua aplicabilidade como terapia promissora no
tratamento de feridas cutaneas devido sua acgdo antimicrobiana e reparadora
(BORRELLI; BOCCI, 2018; ZANARDI et al., 2016; SILVA et al., 2018).

Um estudo de caso que associou essa terapia com curativos com oleo de
girassol e creme ozonizados, revelou que esta associacdo é capaz de promover
reducdo do exsudato purulento, formacao rapida de tecido de granulacao, reparacédo
de grande area da ferida e alivio da dor, alcancando a total cicatrizacdo em cerca de
90 dias (CARDOSO et al., 2010). Velano et al. (2001), relatam que o0 0z6nio tem sido
considerado um microbicida eficaz agindo sobre bactérias e fungos, sendo que, o
ataque primario a estes micro-organismos se da sobre a parede celular e,
posteriormente, ao penetrar no interior da célula, este agente promove a oxidacao dos
aminoacidos e acidos nucléicos provocando sua lise. Assim, estes autores realizaram
um estudo in vitro que avaliou o efeito do gas oz6nio, dissolvido em agua, numa
concentracdo de 0,6mg/l, sobre a bactéria Staphylococcus aureus. Os resultados
obtidos mostraram que o tempo maximo para a inativacao total das bactérias tratadas
com agua previamente ozonizada foi de 5'25”.

Ainda a literatura tem apresentado outros beneficios da utlizacdo da
ozonioterapia no processo de feridas cutaneas. Entre estes, podemos mencionar um
aumento local no niumero médio de fibroblastos, melhora a capacidade de transporte
de oxigénio (O2) pelos eritrécitos, neoangiogénese, ademais de estimular o sistema
imunoldgico, fazendo-se assim essa terapia um importante instrumento nesse cenario
(GRACER et al.,, 2005). O estudo experimental de Kim et al.,, 2009, os autores
demonstraram que a utilizacdo de ozonioterapia em Ulceras cutaneas foi eficaz em
acelerar e estimular o processo de reparacéo do tecido epitelial. Por meio de técnicas
histoldgicas foi possivel destacar uma ativacao e proliferacdo de fibroblastos, sintese

de colageno a aumento da expressao de fatores de crescimento PFGF, TGF-B8 e
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VEGF, os quais estdo diretamente relacionados com o processo de cicatrizacao de
feridas.

Além disso, um utlizando uso de o6leo ozonizado em Uulceras necroticas
induzidas por um agente quimico em ratos demonstrou redugdo da area da ferida e
melhora da cicatrizacdo do tegumento (KESIK et al., 2016). J4, Bocci (2006) afirma
gue a constante aplicacdo de oz6nio em concentracdes progressivamente baixas ao
longo dos dias de tratamento atua diretamente em todas as fases inflamatérias da
ferida prevenindo a superinfec¢do das mesmas, e também, estimulando a proliferacédo
celular, a sintese de fibronectina, colageno e acido hialurénico, estimulando assim a
cicatrizacdo da lesao.

No trabalho, publicado por Oliveira (2012) apresenta em sua revisao o beneficio
da ozonioterapia para tratamento de feridas cutaneas, sendo capaz de ser
incorporada como um método seguro, de facil manuseamento e pouco oneroso, na
terapéutica de diversas lesdes dermatoldgicas, dentre elas a Ulcera por pressao,
diminuindo assim os custos ao sistema de saude e resultando em uma melhora na
gualidade de vida do enfermo. Os principais resultados identificados em sua revisédo
foram: a cicatrizacdo total da lesdo e a estimulacdo do processo de cicatrizacao
(62,2%), seguidos da melhora do aspecto da ferida (43,5%), diminuicdo da dor/ do
sintoma (17,4%).

A aplicagéo do gas a nivel subcutaneo também tem sido testada em trabalhos
clinicos e em modelo experimental. Delgado et al., (1997), aplicaram o0z06nio
subcutaneo em 84 pacientes com lesfes de herpes, promovendo reducdo da lesdo e
da dor. Efeito semelhante foi encontrado ao adicionar oxigénio ao 0z6nio, com
reducdo de dor e edema (CECCHERELLI et al., 1998). O estudo experimental de
Fuccio et al., (2009) aplicou ozbnio subcutdneo em camundongos com dor
neuropatica cirurgicamente induzida, encontrando evidéncias de que uma Unica
administracdo subcutanea de ozénio diminuiu o comportamento do tipo de dor
neuropatica, normalizou a expressao de enzimas pro inflamatdrias, por mecanismos
ainda desconhecidos, atravées da regulacao dos genes que desempenham um papel
central no inicio e manutencdo da neuropatia. Os efeitos do pré-tratamento com
0z6nio na sobrevida do retalho de pele de ratos foram testados por Oksliz et al.,
(2015), os quais aplicaram 1 mg / kg de ozb6nio via intraperitoneal por 7 dias. Os
achados destes autores indicaram que o0 grupo experimental apresentou melhores

medidas de area superficial, juntamente com os resultados histopatolégicos e de
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microscopia eletrbnica, quando comparados ao grupo de controle, atribuindo tais
resultados as propriedades antioxidantes, angiogénicas e vasodilatadoras do ozonio.
Achados parecidos foram obtidos por Yildirim et al., (2014), os quais analisaram a
inflamacdo, isquemia e o0 edema, causado por trauma induzido em modelo
experimental de Ulceras e a resposta a terapéutica com oxigénio hiperbarico (OHB) e
pela terapia com ozb6nio. Os escritores observaram a atividade do fator de hipoxia
(HIF-1), atividade de HO-1, que apresenta acao anti-inflamatoria, e atividade do 6xido
nitrico sintase induzida (iINOS), que é concedida por macréfagos em condi¢des de
inflamacé&o aguda. Os autores encontraram reducdo expressiva nos niveis de isoforma
pro inflamatdria iINOS nos grupos OHB e Ozonio.

Uma reducéo significativa na inflamacéo foi detectada tanto no grupo ozonio
guanto OHB comparados com o grupo controle, e uma diminuicdo consideravel no
edema foi detectada em todos o0s grupos. Sendo assim, o uso do ozénio nesse estudo
foi eficaz na regulacéo dos principais sinais e sintomas de feridas ulcerativas, além
dos efeitos benéficos sobre os achados bioquimicos e histopatoldgicos (YILDIRIM et
al., 2014).

Desta forma, o uso dessa terapia na promocéo do reparo tecidual e modulacéo
do quadro inflamatoério pode ser uma alternativa terapéutica viavel e com grandes
beneficios, desde o custo, alivio dos sintomas e até mesmo o tempo reduzido de
tratamento. Assim, embasados na literatura atual, acredita-se que a ozonoterapia tem
se demonstrado eficiente na reducdo da resposta bacteriana de feridas e estimula a
reparacao tecidual. Contudo, existe a necessidade de pesquisas que visem verificar
0s parametros que aplicacdo do gas oz6nio durante o processo de cicatrizacdo da
pele, visto que os protocolos de tratamento ainda permanecem incertos na pratica

clinica.



19
2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da ozonioterapia

sobre a reparacéao tecidual em modelo experimental de feridas cutaneas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os efeitos da ozonioterapia sobre os aspectos morfolégicos e
morfométricos de feridas cutaneas.
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3 MATERIAS E METODOS

Este projeto foi realizado em parceria com o Laboratério de
eletrotermofototerapia da Universidade Federal de S&o Carlos, UFSCar e aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de S&o
Carlos com parecer n° 1363200718.

3.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para a execucdo do estudo proposto, foram utilizados 20 ratos (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia), da linhagem Wistar, machos, com trés
meses de idade e massa corporea média de 300g, provenientes do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia - CEDEME da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). Os animais foram mantidos no
Biotério de Experimentacdo do Departamento de Biociéncias da UNIFESP -
Campus Baixada Santista. Durante todo o periodo experimental permaneceram em
gaiolas coletivas, apropriadas de polipropileno padrdao (48,7 x 33,1 x 21,4 cm),
transparentes, agrupados em quatro animais por gaiola, sob condicbes ambientais
controladas (ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura na faixa de 22°-27°C,

ambiente higienizado), recebendo racdo balanceada e agua filtrada a vontade.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram pesados e distribuidos aleatoriamente em 2 grupos

experimentais:

- Grupo controle (GC) - (n = 10): os animais foram submetidos ao procedimento

cirargico de feridas, mas nao receberam nenhuma intervencao terapéutica.

- Grupo ferida e tratamento com ozonioterapia (OZ) - (n = 10): os animais foram

submetidos ao procedimento ciruargico de feridas e receberam a ozonioterapia.

3.3 MODELO EXPERIMENTAL DE FERIDAS

As cirurgias foram realizadas de acordo com o0s principios éticos de
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instrumentacéo animal, sob condicbes padrédo de assepsia e anestesia geral. Para a

realizacdo do procedimento, foi utilizado instrumental cirdrgico, campo cirdrgico,
avental e luvas, todos estéreis, além de gorro e mascara. Previamente ao inicio da
cirurgia, os animais foram anestesiados com injecdo intraperitonial de ketamina (80
mg/kg), xilazina (8 mg/kg), acepromazina (1 mg/kg) e fentanil (0,05 mg/kg) em uma
Unica seringa e a dose foi calculada de acordo com o peso corporal de cada animal.
Além disso, foi administrada no pré-operatorio, via intraperitoneal, uma dose Unica
do antibiético cefalotina (60 mg/Kg). Apos a inducdo anestésica, os animais foram
posicionados em uma superficie plana com a extensdo dos quatro membros e foi
realizada no dorso dos mesmos a tricotomia digital. Em seguida, foi realizada a
antissepsia com auxilio de gaze estéril embebida em iodo degermante 2% seguido de
alcool 70% no foco cirtrgico. Dando sequéncia, para realizacéo da ferida foi realizada
a perfuracdo da pele utilizando um punch dermatoldgico de dimensées de 10 mm,
respeitando como limites os angulos inferiores das escapulas (OTTERCO et al.,
2018). Ao término do procedimento os animais receberam analgésico cloridrato de
tramadol subcutaneo (12,5 mg/Kg) e por 48h apds a cirurgia por via oral (20 mg/Kg)
ministrado a cada 4 / 8 horas. ApOGs passado este periodo os animais foram
avaliados2 vezes ao dia e medicados somente aqueles que apresentavam sinais de
dor. As avaliacdes periddicas foram realizadas segundo identificacdo de dor por

expressao facial e comportamento.

3.4 PROTOCOLO DE OZONIOTERAPIA

Para o grupo tratado, foi utilizado o aparelho portatil de ozonioterapia (Ozone
Life — S&o José dos Campos, Sdo Paulo). Foi utilizado uma ponta injetora para
aplicacdo de 12 ug/ml. A ozonioterapia foi administrada uma vez ao dia por via
subcutanea na em dois pontos (cranial e caudal) na borda da lesdo por um periodo

de 4 dias consecutivos tendo inicio 15 minutos apés a inducéo da leséo cirdrgica.

3.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ao término do periodo experimental, no 4° dia apos a inducdo da ferida, os
animais foram submetidos a eutanasia com meio de sobredose de anestésico (injecao
intraperitonial de ketamina 240 mg/kg e xilazina 24 mg/kg). Para constatar a morte

dos mesmos, foi realizada a verificagdo do batimento cardiaco, frequéncia respiratoria



22
e reflexos que, devem estar ausentes no animal. Em seguida, um fragmento da pele

(1 cm2) foi retirada, identificada e armazenada para processamento e utilizacdo em
analises posteriores. Cabe destacar que apds a eutanasia, as carcagas dos animais
foram descartadas em sacos brancos identificados com o simbolo de risco biolégico,
foram acondicionadas em freezer (- 20° C) e logo apds destinadas a incineracao por

uma empresa responsavel pela coleta do material.

3.6 ANALISES

3.6.1 ANALISE MACROSCOPICA DA EVOLUCAO DA FERIDA

A andlise macroscépica da ferida foi realizada diariamente com objetivo de
investigacdo em relacdo as seguintes ocorréncias: inflamacao local, presenca de

fibrose ou liquido na cavidade, necrose e odor.

3.6.2 ANALISE MORFOMETRICA DO INDICE DE CICATRIZACAO
DAFERIDA (ICF)

A analise morfométrica do ICF foi realizada através de registros fotograficos
nos dias 0° e 4° pés-operatorio. Foi utilizada uma camera digital no modo basico, sem
flash, sem zoom e resolucdo de 8,0 megapixels. Para a padronizacdo da distancia
da camera a Uulcera utlizou-se um suporte de aluminio distando 20 cm e
perpendicular audlcera. Uma régua disposta ao lado dos animais e junto a ferida foi
utilizada para a padronizacdo da unidade de area das lesbes em mm2. As imagens
foram analisadas pelo software Image J 1,45 (Research Services Branch, Nacional
Institutes of Health
— NIH (Bethesda, Maryland, EUA). Apés calculada as areas das lesdes pelo software
Image J, realizou-se o célculo do indice de cicatrizacdo da ferida (ICF) pela seguinte
formula: area inicial-area final/ area inicial*100. Desta forma, o ICF foi expresso em
porcentagem (JINNO, et al.,2016).

3.6.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
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As amostras coletadas permaneceram em solu¢des de formaldeido a 10% para
a fixacdo durante 24 horas. Posteriormente foram lavadas em agua corrente por 24
horas. Na sequéncia passaram por desidratacdo em solucdo crescente de alcool
etilico a 70%, 90% e 100%. As pecas foram mantidas imersas por 1 hora nas solugdes.
Apbs os banhos de desidratacao, foi iniciada a diafaniza¢do das pecas em solucéo de
alcool/xilol (1:1) por 1 hora e, em seguida, em 2 banhos de xilol puro, também por 1
hora cada banho. Apds essa etapa, o material foi processado para a inclusdo em
parafina e posteriormente foram emblocados através de um micrétomo (Leica RM —
2145, Germany), sendo obtidas laminas histolégicas (cortes seriados) com 5 uym de
espessura. Os cortes foram realizados em plano coronal a superficie da pele. As
laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (H.E.) para realizac6es das analises
histoldgica qualitativa e area de tecido semelhante a derme, sendo considerada toda

amostra.

3.6.4 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

A analise qualitativa da ferida cutanea foi feita por meio de laminas coradas
com H.E., sendo uma lamina por animal com trés cortes cada uma delas. Um corte
por lamina foi escolhido de maneira aleatéria e foram analisados em trés campos
distintos com aumento de 200 X. Para tal andlise, foi utilizado um microscépio de luz
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) e foram observados 0s seguintes critérios:
infiltrado inflamatério, vascularizacdo, proliferacdo de fibroblastos, deposicdo de
colageno e reepitelizacdo. Essas avaliacdes foram definidas tendo como fundamento

0 estudo de Uzéda e Silva et al., 2016.

3.6.5 AVALIACAO DA AREA DO TECIDO SEMELHANTE A DERME

A area do tecido semelhante a derme recém-formada foi medida usando o
software Image J 1,45. A mensuracao foi realizada utilizando como limites laterais as
regides de transicdo entre as areas da derme recém-formada e da derme integra;
borda inferior a transi¢cdo entre a area da derme recém panniculus carnosus; borda
superior a regido entre derme recém formada e epitélio. A area do tecido semelhante

a derme foi expressa em mm?,

3.6.6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS
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Os dados foram analisados estatisticamente por meio de técnicas descritivas,
na forma de médias e desvios-padrdo. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk’s foi
utilizado para todas as varidveis. Nos casos em que houve distribuicdo normal da
amostra, as comparacfes foram feitas utilizando testes T Student. Nos casos nao
paramétricos, o teste de Mann-Whitney foi adotado. As andlises foram realizadas no
software GraphPad Prism, versao 6.01. Para as conclusfes das analises estatisticas
foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE MACROSCOPICA DA EVOLUCAO DA FERIDA

Na figura 1, estdo apresentados os achados macroscopicos obtidos a partir da
analise qualitativa dos grupos experimentais no periodo experimental de 4 dias pos
operatério. Foi possivel observar auséncia de necrose, inflamacao local, odor,
presenca de fibrose ou liquido na cavidade da lesdo em ambos grupos experimentais.

Nenhuma diferenca foi observada entre 0s grupos.

Figura 1 — Resultados da anélise macroscopica da ferida

Grupo ferida controle (CG); Grupo ferida + ozonioterapia (OZ).

Fonte: Autoria propria

4.2 ANALISE MORFOMETRICA DO iINDICE DE CICATRIZACAO DA
FERIDA (ICF)

A figura 2, ilustra os valores obtidos para a analise do ICF. Foi observado um
aumento da ICF no grupo que recebeu ozonioterapia (OZ — p= 0,002) quando
comparado ao grupo controle (GC).
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Figura 2 — Resultados da analise referente ao ICF

*
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% ICU
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*p < 0,05 vs GC;. Grupo ferida controle (GC); Grupo ferida + ozonioterapia (0Z).
Fonte: Autoria propria

4.3 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

Figura 3, foi possivel observar na analise histolégica a presenca de um
moderado infiltrado inflamatério, intensa proliferacdo de fibroblastos, moderada
deposicao de colageno, discreta formacéo de novos vasos e moderada reepitelizacéo
em ambos 0S grupos experimentais. Entretanto, no grupo tratado observou-se um

menor infiltrado inflamatério quando comparado ao néo tratado.

Figura 3 — Fotomicrografias representativas da analise histologica




Grupo ferida controle (GC); Grupo ferida + ozonioterapia (0Z).

Fonte: Autoria propria

4.4 AREA DE TECIDO SEMELHANTE A DERME

Figura 4 pode-se observar os resultados da anélise da &area de tecido

semelhante a derme. N&o foi possivel encontrar diferenga entre os grupos.

Figura 4 — Grafico representativo dos resultados da analise do tecido

semelhante a derme
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Grupo ferida controle (GC); Grupo ferida + ozonioterapia (OZ).

Fonte: Autoria propria
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da ozonioterapia
sobre os aspectos morfologicos e morfométricos de feridas cutaneas. Com isso foi
possivel observar que a ozonioterapia obteve um maior indice de cicatrizacdo da
ferida (ICF), como também nas analises histologicas, foi notado um menor infiltrado
inflamatorio quando comparado ao grupo que néo recebeu terapia. Ja nas analises de
area de tecido semelhante a derme e analise macroscopica da evolucéo da ferida ndo
foi notado grandes diferencas no periodo experimental analisado.

Como citado anteriormente, feridas cutaneas sdo muito frequentes na rotina
meédica veterindria, e que muitas vezes se tornam algo complexo. Essas podem ser
causadas por diversas situagcbes como, mordedura, traumas, procedimentos
cirrgicos, queimaduras, injurias, abrasfes, laceracdes, entre outros (KORTING;
SCHOLLMANN; WHITE, 2011). Entretanto a maior complicagdo nas feridas cutaneas
sdo o grau de contaminacgdo, evoluindo para um quadro infeccioso e inflamacao
cronica, atrasando o processo de reparo tecidual.

A existéncia de bactérias nas feridas, mesmo quando ndo ha infeccdo, pode
acarretar um encadeamento de respostas locais e sistémicas no hospedeiro, que com
iIsso acabam causando um retardo na cicatrizagdo, 0 que aumenta a exposi¢cao da
lesdo a contaminacdo por diferentes espécies bacterianas (SIBBALD et al., 2003).
Sabe-se que para 0s tratamentos convencionais € necessario o uso prolongado de
antibidticos, entretanto, Calunga et al. (2007) afirmam a necessidade da procura por
terapias alternativas, que auxiliem na melhora de qualidade de vida de pacientes
portadores de lesdes cutaneas. Ainda sobre 0 uso de antibioticoterapia, Pena (2006)
em seu trabalho sobre dermatopatias em caes, fala sobre a grande resisténcia
bacteriana aos antibidticos, acarretando remissdes das doencas, sendo um grande
problema na saldde publica, por muitos microrganismos serem de importancia

zoonotica.

A reparacao tecidual é algo complexo que envolve varios processos como,
ativacdo e proliferacdo celular e vascular. As feridas agudas sdo ocasionadas
normalmente, por trauma externo e de modo geral recuperam-se em curto periodo
detempo, evoluindo mediante ha uma série natural de fases, envolvendo inflamacao
e granulacdo, para reepitelizacdo e remodelagem. J& as feridas cronicas, a

cicatrizagéo
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nao ocorre de maneira esperada, uma leséo crénica contaminada com uma populacéo

microbiana persistente, a resposta inflamatoria produz um influxo crénico de
neutrofilos que liberam enzimas citoliticas, radicais livres de oxigénio e mediadores
inflamatoérios que lesionam o tecido do hospedeiro. Ocasionando a diminui¢cdo de
oxigenacgao nesses tecidos lesados, necrose e morte celular, onde acaba gerando um
ambiente propicio ao desenvolvimento de microorganismos (SIBBALD et al., 2003).

A ozonioterapia vem sendo utilizada com muita frequéncia em lesdes cutaneas,
além dos seus beneficios como potente agente antimicrobiano, os efeitos
terapéuticos da ozOnioterapia auxiliam em melhor oxigenacdo tecidual, assim,
estimulando a producdo de citocinas, contribuindo para a sintese de anticorpos,
ativacdo de linfocitos T, reducdo da adesdo plaguetaria, além do mais, ele atua
como analgésico, contribuindo como anti-inflamatério, estimulando o crescimento do
tecido de granulacdo através da formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
favorecendo beneficios a reparacao tecidual e contribuindo para melhor crescimento
epitelial (LAKE et al., 2004; TRAINA, 2008). Além disso, muitos estudos concordam
gue a terapia com ozobnio evita os efeitos negativos resultantes do uso prolongado
deantibioticos. (OGATA, et al., 2000).

Nas andlises histoldgicas do presente estudo, foi observado a presenca de
moderado infiltrado inflamatério, moderada deposicdo de colageno, intensa
proliferacdo de fibroblasto, discreta angiogénese e moderada reepitelacdo em
ambosos grupos, entretanto no grupo tratado com ozonioterapia, foi observado um
menor infiltrado inflamatdrio. A formacdo de novos vasos sanguineos € de suma
importanciapara o processo de reparo da ferida, sendo através deles que sera feito a
nutricdo e oxigenacgédo do tecido lesado. Ainda, a proliferacéo de fibroblastos também
tem um papel importante nesse processo, pois juntamente com o0 aumento vascular,
formam o tecido de granulacao, etapa essencial para o fechamento e resolucao da
leséo.

Nas analises do indice de cicatrizag&o da ferida (ICF), no grupo que recebeu o
tratamento com ozonioterapia foi notado um aumento, em relagdo ao grupo sem
intervencdo terapéutica. Acredita-se que a ozonioterapia tenha otimizado a
regeneracdo dos tecidos lesionados, auxiliando o fechamento das les6es cuténeas
(MEHLMAN e BOREK, 1987; TRAVAGLI et al., 2010).

Em um trabalho realizado por Sanguanini (2019), no qual foi utilizado agua e
O0leo ozonizado no reparo tecidual de feridas cutaneas, obtiveram resultados

favoraveis, em que as duas formas de ozénio favoreceram o processo de reparo. No
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estudo, o 6leo ozonizado promoveu maior retracdo e neovascularizacao na ferida, ja

a agua auxiliou nas fases de proliferacdo e remodelamento da cicatrizacdo. Em outro
estudo, desenvolvido por Moura (2020), no qual foi realizado um relato de caso com
uso de ozonioterapia pela técnica de insuflacdo de bags, solucao fisiol6gica ozonizada
e Oleo de girassol ozonizado como tratamento de lesGes de esporotricose felina, no
gual ja havia iniciado com o tratamento convencional com banhos semanais com
xampu antifangico de miconazol, além das limpezas e curativos e o antifingico
itraconazol, onde apenas com esse tratamento ndo estavam obtivendo resultados
positivos em relacdo a cicatrizacdo e remodelamento das feridas em 40 dias de
tratamentos, portanto decidiram entrar com a ozonioterapia, que em apenas 10
sessfes, sendo 3 em cada semana, alcancaram resultados positivos em cicatrizagao,
remodelamentos das feridas, crescimento de pelos, tecidos viaveis, sem edema ou

sinal de inflamacé&o.

Contudo, por mais que a ozonioterapia ja venha sido muito utilizada como
terapia alternativa, ainda ha necessidade de mais estudos, que comprove sua eficacia,
investigando mais a fundo suas acfes, a nivel molecular e celular, assim como nos

parametros de aplicacdo para uma pratica segura e efetiva na medicina veterinaria.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o protocolo de terapia com 0zonio utilizado no presente estudo,
apresentou um efeito positivo no processo de reparacao tecidual em feridas cutaneas.
Assim, a ozonioterapia demonstra um grande potencial reparador, pode constituir um
excelente coadjuvante no tratamento de Ulceras. Apesar disso, se faz necessario mais
estudos, para que assim tenhamos resultados mais conclusivos em relagdo ao seu

mecanismo de acéo.
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7 RELATO DE CASO

No dia 22/12/2022 foi atendido no Hospital Veterinario Animale, localizado em
Maua-SP, consulta oncologica, um felino, macho, SRD, com 9 anos de idade, pesando
5,7kg. O paciente era domiciliado e nédo tinha acesso a rua.

O motivo pelo qual o animal deu entrada no hovet, foi por uma leséo
ulcerativa em membro toracico esquerdo, com progressdo desde 2021, que nédo
cicatrizava e jatentou tratar, porém nao obteve melhora.

O animal apresentava duas les6es em membro toracico esquerdo em regiao
distal, lesGes ulceradas, membro edemaciado com sinais de inflamacéo e crostas.

No exame fisico paciente em bom estado geral, normodipsia, normorexia,
normoquesia e sem émese, temperatura corporal de 38,1 °C, mucosas normocoradas,
linfonodos néo reativos. Principal suspeita da Dra era Carcinoma Espinocelular.

A médica veterindria solicitou exames laboratoriais ao tutor, hemograma e
bioquimicos, cultura e antibiograma e citologia da leséo.

Até que resultados de exames saissem, foi prescrito para casa tratamento
comanalgésico Cronidor® 12mg (1 comprimido, por via oral, BID por 7 dias) omega3
Oxcell® 500 (1 capsula, por via oral, até novas recomendac¢des) calmante natural
Anizen (2 borrifadas, em cavidade oral, TID até novas recomendacdes) e
Tergenvet®para limpeza da lesao, uso topico (SID até novas recomendacoes).

Paciente retornou no dia 29/12/2022, para avaliacdo da cicatrizacdo da lesdo
cutanea e resultado da citologia, onde apresentou resultado negativo para neoplasia
nas amostras analisadas e infiltrado inflamatorio cronico-ativo rico em células gigantes
multinucleadas. Em avaliagcdo, feridas menos infeccionadas apods tratamento.
Exames hematoldgicos sem alteracbes relevantes. Portanto foi iniciado novo
tratamento, compomada cicatrizante Colagenase com Cloranfenicol, uso topico (BID
até novas recomendacdes) e anti-inflamatorio esteroidal Prednisolona 5mg (1
Comprimido, por via oral, SID por 7 dias).

Apoés algumas semanas, paciente retornou para avaliar resultado de cultura e
antibiograma, onde foi constatado bactéria Staphylococcus coagulase, sensivel para
todos antibioticos testados. Sendo assim, prescrito para o paciente antibiético,
Agemoxi CL® 250mg (1/2 comprimido, por via oral, BID por 21 dias) e antiemético
Vonau® 4mg (1 comprimido, por via oral, BID em caso de émese).

Paciente retornou ao HOVET Animale no dia 26/01/2023 queixando de que

havia feito medicagfes e limpeza da ferida como recomendado, porém lesdo néo
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cicatrizava. Sendo assim foi solicitado que continuasse com a pomada colagenase

por mais 10 dias e se mesmo apds esse periodo, ndo houvesse melhora em
processo de cicatrizacao, indicado realizar histopatolégico da lesédo, para um melhor
diagndsticoe resolugéo do caso.

Apos 14 dias, paciente retornou novamente com a mesma queixa de que ferida
em membro toracico esquerdo nao cicatrizava, solicitado cirurgia para histopatolégico,
porém tutor do paciente antes de submeter animal a tal procedimento, preferiu tentar
curativo com Biatain® Alginato.

Paciente ficou frequentando o hospital durante 3 semanas para trocas de
curativo semanal. Entretanto no dia 15/03/2023, retornou para uma nova consulta
alegando que ferida néo cicatrizava, foi entdo realizado histopatolégico e novos
exames laboratoriais, hemograma e 5 bioquimicos: creatinina, uréia, alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e proteina totais. No hemograma e
nos bioquimicos ndo houve alteragdes significativas.

Em resultado de exame histopatolégico constou como dermatite
piogranulomatosa multifatorial severa, portanto, paciente foi encaminhado para
consulta com dermatologista.

No dia 12/04/2023, paciente realizou a primeira consulta com dermatologista,
gue apls examinar paciente, iniciou um novo tratamento, anti-inflamatério esteroidal,
Predsim® gotas (20 gotas, por via oral, SID por 7 dias) e antibiético topico, Rifocina
spray e curativo com acgucar, para estimular tecido de granulacéo (BID por 7 dias).

Em retorno, apés 7 dias de tratamento, ferida sem infeccdo e, com tecido de
granulacao ativo. Prescrito para casa 0leo ozonizado e agucar, uso topico (SID até
cicatrizac@o). Paciente retornou um més, apos tratamento onde em avaliacdo fisica
da ferida, ndo havia cicatrizado, receitado novamente anti-inflamatorio esteroidal,
Predisim® (20 gotas, por via oral, SID por 7 dias) e limpeza da ferida com clorex 1%
e acucar SID.

Tutor retornou no dia 28/06/2023, onde cicatrizacdo estava em andamento,
mantido tratamento anterior de limpeza e pomada Cicaplast Baume. Em 09/08/2023
paciente retornou em consulta dermatolégica ao Hovet animale onde lesédo ainda
estava ativa, sem sinal de cicatrizacéo, sendo assim, o paciente foi encaminhado para
ozonioterapia, com intuito de acelerar processo cicatricial e que houvesse uma
cicatrizacao eficiente da leséo.

No dia 14/08/2023 paciente retornou ao Hovet Animale para dar inicio ao

tratamento da lesdo com ozonioterapia. Foi estabelecido entdo, tratamento semanal,
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nas vias intra retal e insuflacdo de bag. Inicialmente, na primeira sessao realizado

apenas via intra retal, na concentragcdo minima de 4ug e 3ml/kg.

Figura 5 — Lesdo em membro toracico esquerdo de um felino, macho, SRD

Uma semana ap0s primeirasesséo de ozonioterapia.

Fonte: Autoria prépria

Nas demais semanas, que totalizaram 9 sess6es, foi dado inicio a bag, assim
sendo realizado na concentracdo de 12ug/ml. O tempo de aplicagcéo era de 5 minutos
com o gerador ligado e prosseguia por mais 10 minutos com o gerador desligado,
fazendo o ozonio ser disseminado pela bag. Essa manobra era realizada duas vezes,

totalizando um tempo de 30 minutos de insuflacdo de bag.

Figura 6 - Membro toracico esquerdo de um felino, macho, SRD

—

-
Insuflac&o de bag para administracdo de 0zbnio em felino acometido por
dermatite piogranulomatosa multifatorial severa.

Fonte: Autoria prépria
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Na quarta sessdo de ozonioteriapia 0 paciente ja apresentava uma boa
evolucdo no processo de cicatrizacdo da ferida, com aparecimento de tecido
granulomatoso viavel, sem sinais de infeccdo ou inflamacéo, tecido de coloracao

résea e com bom crescimento de pelos.

Figura 7 — Lesao em MTE de um felino, em processo cicatricial

Quarta sesséo de ozonioterapia.
Les&@o com tecido viavel e com bordas aproximadas.
Fonte: Autoria propria

O paciente apresentava melhora significativa do quadro em um curto periodo
de tempo. Na oitava sessédo de ozonioterapia a lesdo em membro toracico esquerdo

ja apresentava praticamente total remissdo, quase todo preenchida por pelos.



36

Figura 8 — Lesdo em processo cicatricial avancado em MTE de um felino.

(A) Membro toracico esquerdo, apés 8 sessoes. (B) Membro toracico esquerdo apos 9 sessoes.
LesBes com crescimento de pelo e, ferida cicatrizada quase que completa.

Fonte: Autoria prépria

Foram totalizadas 10 sessdes no dia 16/10/2023. A lesdo do membro toracico
esquerdo estava totalmente cicatrizada, com cobertura total de pelos. Portanto

paciente recebeu alta.

Figura 9 - Membro toracico esquerdo de um felino, macho, SRD

N

Decima e Ultima sessao de ozonioterapia. Lesdo completamente cicatrizada e coberta por pelos.

Fonte: Autoria Propria
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O paciente permaneceu de colar elizabetano durante todo o tratamento, a fim
de evitar que o mesmo lambesse o0 membro acometido com as lesdes, também
durante o tratamento foi mantido apenas limpeza diaria da ferida com solucdo

fisiologica NaCl 0,9%, sem nenhum outro tipo de tratamento além da ozonioterapia.

No relato de caso aqui descrito, 0 emprego da ozonioterapia no tratamento da
lesdo cutdnea no membro toracico esquerdo do felino, foi de suma importancia para
gue houvesse regeneracdo total da ferida, visto que ja havia sido tratado com terapias
convencionais, como uso de corticosteroides, antibidticos, terapia com acucar entre
outros tipos terapéuticos comuns empregadas em feridas. Entretanto, s6 ap0s o uso
da ozonioterapia, foi observado melhora no processo cicatricial da lesdo, como maior
crescimento de tecido de granulacdo, melhor coloracdo da lesdo, crescimento de
pelos no local acometido, desinfec¢céo da ferida e cicatrizagéo total da leséo, sem que
houvesse remissdo. Travagli et al. (2010) apontam recuperacgao significativa no uso
de ozonioterapia como tratamento de feridas e Ulceras extensas e de dificlil
cicatrizagdo. Assim como em um estudo de caso realizado por Gongalves et al.,
(2020), apresentaram melhora na cicatrizagdo das feridas, diminuigdo dos efeitos
colaterais causados pelos medicamentos e ainda contribuiu na resposta imunolégica
do animal, quando empregado o uso de ozonioterapia para tratamento coadjuvante

de leishmaniose canina.
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8 ATIVIDADES ACADEMICAS DESENVOLVIDAS DURANTE A INICIACAO
CIENTIFICA

O presente trabalho intitulado: aplicacdo subcutanea da ozonioterapia no
processo de reparacao tecidual em modelo experimental de feridas cutdaneas em
ratos, foi apresentado (apresentacao oral) no i congresso académico e tecnoldgico da

universidade brasil, vii encontro na inicia¢éo cientifica.
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