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RESUMO

Atualmente, tem ocorrido um aumento na busca por recursos terapéuticos que visem
melhorar o reparo tecidual. Este estudo teve como objetivo analisar os possiveis
efeitos biomoduladores de aplicacfes topicas de 6leo ozonizado na fase proliferativa
da cicatrizacéo de feridas cutaneas por meio de histomorfometria. Vinte ratos machos
foram submetidos a cirurgia cutdnea e uma ferida padronizada foi realizada na regido
dorsal. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 10 ratos cada.
O Grupo 1 correspondeu ao Grupo Controle (GC) e o Grupo 2 (GOO), foi tratado com
6leo ozonizado na superficie da lesdo. Os periodos de anélise compreenderam do 5°
e 0 10° dia ap6s a realizacdo do ferimento cutaneo. As secc¢bes foram coradas com
Hematoxilina-eosina para avaliacdo da intensidade do infiltrado monomorfonuclear
densidade vascular e re-epitelizacdo e com Sirius vermelho para andlise do colageno.
A andlise semiquantitativa no dia 5, demonstrou que a intensidade da inflamacéao foi
menor no (GOO) (p=0,033). Também a area de colageno e a densidade vascular
foram maiores do que as observadas no GC (p=0,012 e p=0,045, respectivamente).
No 10° dia, o infiltrado inflamatério ainda era evidente em ambos 0s grupos e a
densidade vascular foi maior no GOO (p=0,004). Em relagdo as variaveis
guantitativas, observou-se que apenas a reepitelizacdo foi menor no GOO quando
comparado ao GC (p=0,029) no dia 10. Assim, os autores concluiram que o uso de
0leo ozonizado topico foi capaz de modular a densidade vascular durante o ambos os
periodos do estudo devido aos seus efeitos anti-inflamatérios e estimulo da

angiogénese.

Palavras-chave: Oz6nio. Cicatrizagdo. Cura.



ABSTRACT
Currently, there has been an increase in the search for therapeutic resources that aim

to improve tissue repair. This study aimed to analyze the possible biomodulatory
effects of topical applications of ozonated olil in the first days of healing of cutaneous
wounds by means of histomorphometry. Twenty male rats underwent cutaneous
surgery and a standardized wound was performed on the dorsal region. The animals
were randomly divided into two groups of 10 rats each. Group 1 corresponded to the
Control Group (CG) and Group 2 (OOG) was treated with ozonated oil on the surface
of the lesion. The analysis periods comprised the 5th and 10th day after the cutaneous
wound was performed. The sections were stained with Hematoxylin-eosin to evaluate
the intensity of the monomorphonuclear infiltrate, vascular density and re-
epithelialization and with Sirius red for collagen analysis. Semiquantitative analysis on
day 5 demonstrated that the intensity of inflammation was lower in the (OOG)
(p=0.033). The collagen area and vascular density were also higher than those
observed in the CG (p=0.012 and p=0.045, respectively). On day 10, the inflammatory
infiltrate was still evident in both groups and vascular density was higher in the OOG
(p=0.004). Regarding the quantitative variables, it was observed that only re-
epithelialization was lower in the OOG when compared to the CG (p=0.029) on day 10.
Thus, the authors concluded that the use of topical ozonated oil was able to modulate
vascular density during both periods of the study due to its anti-inflammatory effects

and stimulation of angiogenesis.

Keywords: Ozone. Wound healing. Healing.
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1 INTRODUGAO

O uso medicinal do ozénio teve inicio no século XX e tem se estendido e fortalecido
até os dias atuais (Xiao et al., 2017). Sabe-se que as suas propriedades
biomoduladoras, entre as quais se destaca a regulacao dos processos de oxi-reducao,
sdo uteis em diferentes contextos biolégicos. Em especial, no reparo tecidual de
diferentes tipos de ferimentos, tem sido documentada a sua facil difuséo nos fluidos
corporais, fato este que permite a sua interacdo com moléculas organicas e estimulo

a producéo de potentes mediadores quimicos imunomoduladores (Aktas et al., 2023).

Segundo Oliveira et al., 2011 o ozbénio pode induzir maior vasodilatagdo periférica,
com consequentes aumento da oxigenacdo do microambiente acometido pela lesédo
e aceleracdo do metabolismo celular. Esta acdo terapéutica, entre outras, favorece o
reparo de diversos tipos de ferimentos. O al6tropo triatdmico pode exercer uma agao
anti-inflamatoria, bactericida, antiviral e antifingica. Tem sido usado, em diferentes
vias de apresentacdo, como agente terapéutico clinico para o tratamento de fistulas e
feridas pos-cirargicas, Ulceras por pressao, feridas crénicas como Ulceras troficas,
isquémicas, diabéticas e psoriaticas (Bocci et al., 2009).

Recentemente, dois estudos destacaram o potencial do 6leo ozonizado em diferentes
contextos patoldgicos de cicatrizacao de feridas. Segundo Aktas et al., 2023, em seu
estudo randomizado, demonstraram a eficacia do 6leo ozonizado na reducédo do grau
de inflamacgéo e no aumento dos niveis de antioxidantes no sangue. Xiao et al., 2021,
também demonstraram in vivo que o 6leo ozonizado acelerou a cicatrizacdo de
feridas. O uso de diferentes tipos de 6leos ozonizados tem crescido devido a sua facil
viabilidade e baixo custo. Além disso, pode ser administrado pelo proprio paciente de
acordo com as recomendacdes do profissional de saude. No entanto, ainda faltam
estudos, principalmente em modelos experimentais in vivo, que avaliem o potencial

terapéutico do 6leo ozonizado.

Seria possivel que aplicacdes tdpicas nos primeiros dias de cicatrizacdo de feridas

pudessem contribuir para reduzir a inflamacéo e estimular processos proliferativos no



microambiente de reparo tecidual? Essa hipGtese precisa ser mais estudada e

discutida na literatura e se constitui o0 objetivo deste estudo.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar os efeitos biomoduladores do 6leo ozonizado em feridas cirdrgicas
padronizadas em pele de ratos através de andlise histomorfométrica.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do Oleo ozonizado sobre o infitrado de células
inflamatoérias monomorfonucleares em seccdes de pele coradas com
Hematoxilina-eosina;

- Determinar a densidade vascular no microambiente da lesdo, através de
analise histomorfométrica;

- Analisar a area de colageno em secc¢des coradas com Sirius vermelho;

- Avaliar a espessura do epitélio recém-formado em seccbes de pele dos

espécimes do estudo.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Faculdade Adventista da Bahia (FADBA). Foi registrado com o numero de protocolo
67/2019. O numero do parecer de aprovacéo pelo CEUA foi CIAEP: 01.0039.2013.

3.2 AMOSTRA

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos, com peso entre 150-300 g provavelmente,

do biotério da FADBA. Os animais foram divididos aleatoriamente por sorteio em dois



grupos de 10 ratos cada, que foram sacrificados 5 e 10 dias apds os tratamentos
propostos. O Grupo 1 correspondeu ao Grupo Controle (GC) e recebeu uma aplicacao
de gota de salva; o Grupo 2, denominado Grupo Oleo Ozonizado (GOO), foi tratado
com Oleo na superficie da leséo. Durante o experimento, os animais foram mantidos
em gaiolas individuais, nas condicbes sanitarias do biotério convencional da
instituicdo. Os animais foram alojados em gaiolas etiquetadas, com piso coberto com
maravalha. Os ratos foram mantidos sob as condi¢ces padrao de temperatura (22—25
°C), umidade relativa (50-52%), e expostos a luz artificial 12 horas por dia. Os ratos
foram alimentados com racédo balanceada Nuvilah® (Suprilab) e agua ad libitum.
Cuidados especificos foram tomados com a limpeza e o ambiente foi protegido de

estimulos auditivos para evitar estresse.

3.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS E UTILIZACAO DAS TERAPIAS
BIOMODULADORAS

Os animais foram pesados, anestesiados com cloridrato de cetamina 10% (Dopalen®,
Séo Paulo, Brasil) 75 mg/ml e cloridrato de xilazina 2% (Anazedan, S&o Paulo, Brasil)
5 mg/ml, nas doses de 2 mg/kg e 3 mg/kg, respectivamente. Posteriormente, foi
realizada tricotomia dorsal e antissepsia com iodopovidona (Rioquimica, S&o Paulo,
Brasil). Foi realizada incisao circular na regido dorsal com bisturi circular metalico,
também chamado punch (Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha) com diametro de 6 mm
para obtencdo de ferida uniforme e padronizada, realizada por um Unico operador
calibrado. Uma descricdo detalhada desses métodos foi descrita por Lima, (2023).

Foi administrado oleo de girassol 100% ozonizado (Philozon - LTDA, Santa Catarina,
Brasil), com indice de peréxido informado pelo fabricante de 600 meqg/kg. Utilizando-
se uma pipeta, aplicou-se 50 pl de 6leo ozonizado sobre a superficie da lesdo e cobriu-
se toda a sua extensao, por trés dias consecutivos, da mesma forma que o grupo
controle, que recebeu 0 mesmo volume de solugéo salina a 9%. Os animais foram
tratados com Oleo ozonizado nos dias 1, 2 e 3 do pés-operatério. O delineamento

experimental esta ilustrado no Fluxograma 1.

Fluoxograma 1: Esquematizacéo do desenho experimental.



Grupo controle

Grupo dleo
ozonizado

Ulcera no dorso dos animais
(Punch 6 mm)
1° periodo de eutanasia
(5 animais por grupo)
2° periodo de eutanasia
(5 animais por grupo)

Intervencao diaria para G2

Analise clinica diaria

Anélise histomorfolégica e

morfométrica

Andlise de dados

Processamento tecidual,

confeccéo de laminas em HE e

sirius vermelho

Fonte: Autores.

Nos respectivos dias de sacrificio, apés sedacdo profunda com a solucdo anestésica
ja descrita, os animais foram colocados na camara de gas onde foi liberado gas

carbdnico na concentragcéo de 5 litros por minuto até a confirmacao do ébito.

3.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Uma porgéo de tecido foi retirada do dorso dos ratos de modo a abranger a ferida
cirurgica. O espécime foi fixado por um periodo minimo de 18 horas em solucdo de
formalina tamponada a 10%. Os fragmentos de pele contendo a lesdo foram
submetidos a cortes histolégicos de 4 micrdmetros de espessura e corados com
Hematoxilina-eosina para avaliagdo das variaveis infiltrado polimorfo e
monomorfonuclear, densidade vascular e re-epitelizacdo. Os cortes de tecido também

foram corados com Sirius Red para analise da neocolagénese.
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3.5 AVALIACAO HISTOMORMOFETRICA

A captura das imagens dos cortes de tecido submetidos as colora¢cfes descritas acima
foi realizada utilizando o Software Motic Images Advanced 3.0 ® (Motic China Group
CO. LTD) no Laboratério de Bioquimica Oral do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia. Foi estabelecida uma &area padrdo para analise de
todos os casos, a saber, 13107.200000 pixels. Cinco imagens padréao
correspondentes a cada seccdo de tecido foram capturadas com a dimensao
estabelecida para uma analise semiquantitativa do infiltrado inflamatério polimorfo e
monomorfonuclear, densidade vascular e neocolagénese. Essas areas foram
documentadas nas regifes correspondentes as bordas da Ulcera, uma fotomicrografia
de cada lado, e trés areas foram obtidas da regido central da derme subjacente a
localizacdo da Ulcera cutanea. Além disso, foi realizada uma analise quantitativa da
espessura do epitélio que recobre a ferida e da area correspondente a neocolagénese.

Cada area capturada foi obtida com aumento de 400X e salva no formato JPEG.

Todas as andlises foram realizadas em triplo-cego, por examinadores previamente
calibrados. O indice kappa de Cohen foi utilizado para avaliar a concordancia entre os
examinadores e demonstrou um resultado de 0,92 (Cohen,1960).

Nos cortes corados pela Hematoxilina-eosina, o grau de inflamac&o no tecido foi
avaliado segundo os critérios descritos no estudo de Alvarenga et al. (2020). Foi
realizado um estudo semiquantitativo dos cortes que incluiu a andlise das variaveis
infiltrado inflamatorio monomorfonuclear, intensidade da inflamacdo e densidade
vascular em que foram adotados os critérios de ausente (0), discreto (+), moderado
(++) e intenso (+++) e muito intenso (++++). A definicdo dos critérios de avaliacéo
histologica foi baseada nos seguintes aspectos: quando a variavel estava presente
em percentual igual ou superior a 75% no corte analisado, o grau foi considerado muito
intenso; entre 50% e 75%, intenso; 25 e 50% das células no tecido, grau moderado; e

menor ou igual a 25%, discreto.
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Para analisar a espessura do epitélio neoformado, foram realizadas trés medidas
lineares padrdo da epiderme recém-formada. As bordas imediatamente proximas a
lcera foram consideradas, e trés linhas lineares foram estabelecidas, estendendo-se
da camada basal ao estrato corneo. A extensdo de cada linha foi calculada em

micrémetros (um) e uma média aritmética dos valores medidos foi estabelecida.

Seccges coradas com Sirius Vermelho também foram usados para avaliar o colageno.
Ele foi analisado de duas maneiras. De acordo com o0s critérios semiquantitativos
estabelecidos por Alvarenga et al., (2020) as fibras de colageno foram classificadas
por trés pontuacgdes: 1. fibras de colageno finas, delicadas e frouxamente organizadas
observadas em toda a area da ferida; 2. fibras de colageno finas, delicadas e
frouxamente organizadas em algumas areas e mais espessas em outras areas da
ferida, e 3. fibras de colageno espessas e densamente organizadas observadas em
toda a area da ferida. Além disso, a area de colageno foi medida em cada uma das
cinco micrografias obtidas dos cortes histologicos, e uma média aritmética foi

calculada em micr6metros, de acordo com o estudo de Miot et al., (2010).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Um banco de dados foi criado no Microsoft® Excel® 2010 (versao 14.0.7132.5000,
Microsoft® Office Professional Plus 2010, EUA) e analisado no software R (verséo
3.1.1). A distribuicdo dos dados quanto a normalidade foi testada com o teste de
Shapiro-Wilk. Foram realizados os testes ndo paramétricos de Mann—-Whitney e
Kruskall-Wallis, seguidos do teste a posteriori de Dunn. O nivel de significancia

considerado para este estudo foi de P<0,05.

A Figura 1 ilustra o esboco geral de todas as fases do estudo.
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Figura 1: Linha do tempo representativa da metodologia do estudo experimental. Fonte: Adaptado de
Alvarenga et al., 2020.

4. RESULTADOS

As seccOes de pele coradas com Hematoxilina-eosina dos animais
sacrificados 5 dias ap0s a cirurgia cutanea mostraram presenca de infiltrado
inflamatorio monomorfonuclear, predominantemente linfoplasmocitario em
ambos os grupos experimentais (figuras 2A e 2B). Na area da lesao, observou-
se a presenca de tecido de granulacdo tipico, com células de formato
romboide com  nudcleos  hipercromaticos e intensa  basofilia
ndcleo/citoplasmatica, além de numerosos vasos sanguineos neoformados.

Foi observada desorganizacdo das fibras coldgenas nas éreas



correspondentes as bordas da ferida cutanea, logo abaixo do tecido epitelial
em formacéo, (figuras 2E e 2F) bem como nas camadas mais profundas da
derme, acima da hipoderme. No décimo dia, houve reducdo do processo
inflamatério (figuras 2C e 2D) e maior grau de organizagdo das fibras
colagenas na area da fibroplasia em ambos os grupos de estudo (figuras 2G
e 2H). Foi visualizado o inicio da migracao dos queratindcitos das bordas da

ferida, o que caracterizou a formacao de um novo tecido epitelial.

Figura 2 — Grupo controle e grupo 6leo ozonizado apresentaram aspectos semelhantes com
a presenca de infiltrado inflamatério monomorfonuclear, caracteristico de inflamacéo crénica
difusa com intensidade que variou de moderada a intensa e vasos sanguineos diversos (2A-
2B), 5 dias. No dia 10, ambos os grupos apresentaram baixo nivel de inflamac&o e maior area
de fibroplasia (2C-2D); Hematoxilina-eosina; X400. Analise do colageno, o grupo controle
apresentou fibras mais delicadas e frouxamente organizadas e o grupo 6leo ozonizado
apresentou fibras colagenas mais espessas em algumas areas (2E-2F), 5 dias. Aspectos
semelhantes foram observados no 10° dia, pois ambos 0s grupos apresentaram maior area
de fibroplasia (2G-2H), 10 dias. Quanto a analise do colageno, o grupo controle apresentou
fibras mais delicadas e frouxamente organizadas e o grupo 6leo ozonizado exibiu fibras de
colageno mais espessas em algumas areas (2E-2F), 5 dias. Aspectos semelhantes foram
observados no 10° dia, pois ambos 0s grupos apresentaram maior area de fibroplasia (2G-
2H), 10 dias, Sirius vermelho X400
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A tabela 1 ilustra especificamente a comparacao dos dois dias de sacrificio em
cada grupo experimental, separadamente. No GC, observou-se que, aos 5
dias, ainda havia persisténcia de intenso infiltrado inflamatorio
monomorfonuclear, enquanto aos 10 dias, as células monomorfonucleares
ainda eram vistas esparsamente no meio da area de fibroplasia (p=0,008).
Com relacédo a organizacdo do colageno, houve diferenca estatisticamente
significativa, pois no primeiro periodo do estudo, os cortes histologicos ja
apresentavam éareas com fibras delicadas e outras, com feixes mais
organizados (p=0,008). A variavel densidade vascular permaneceu constante

nos dois dias de anélise (p>0,05).

No grupo experimental tratado com 6leo ozonizado (GOO), também houve
reducdo significativa na intensidade do grau de inflama¢do no 10° dia em
comparacao ao 5° dia (p=0,016). Houve diminuicdo também na porcentagem
de células inflamatérias monomorfonucleares (p>0,05). Em relacdo ao
colageno, houve aumento de feixes de colageno mais espessos e organizados
em todos os cortes histolégicos corados com Sirius Vermelho. mas essa
diferenca entre os periodos nédo foi significativa (p>0,05). Aspectos
semelhantes foram observados em relacdo a densidade vascular, que passou
de moderada no dia 5 para intensa no periodo seguinte do estudo, (p>0,05)

(Tabela 1).
Tabela 1
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Variavel p-valor 5 dias 10 dias

GC GOO GC
Mediana Mediana Mediana
(91-93) (91-93) (91-93)

GOO
Mediana
(91-93)

Infiltrado 3(2,5-3) 3(3-3) 3(3-3"
inflamatério p-valor
0,008* 0,063

Intensidade da 3(2-3) 2(2-2) 1(1-1)
inflamagéo p-valor
0,008* 0,016*

Colageno 1(1-1)” 1,5(1-2) 2(2-2,5)
p-valor
0,008* 0,111

Densidade 1(1-1,5) 2(2-2,75) 1(1-2)*
vascular p-valor
0,069 0,190

4(35-4)

1(1-1)

2(2-3)

3(2,5-3)°

*p<0,05 ; Mann—-Whitney e Kruskall-Wallis foram testados

Tabela 1. Mediana e quartis da analise intragrupo, estratificada por tempo na andlise
semiquantitativa das variaveis Intensidade da inflamacao, densidade de colageno e vasos
sanguineos. Hematoxilina-eosina e Sirius Red. X400.e colageno em relacdo a area total do
tecido em funcéo do grupo e tempo de sacrificio (LBO, 2020).



A Tabela 2 mostra a comparacédo dos dois dias de sacrificio em cada grupo
experimental, separadamente, em relacdo as variaveis quantitativas de
reepitelizacdo e area de coldgeno. No GC, houve diminui¢do da espessura do
epitélio neoformado do dia 5 para o dia 10, sem significancia estatistica
(p>0,05). Achados semelhantes foram observados no GOO, mas com
significancia estatistica (p=0,029). A area representada pelo colageno
aumentou no 10° dia em comparacdo ao 5° dia em ambos os grupos
experimentais (p>0,05).

Tabela 2

GC GOO

5dias
Mediana
(91-93)

Variavel 10 dias
Mediana

(91-03)

5dias
Mediana
(91-93)

10 dias
Mediana
(91-93)

Reepitelizagcdo 8395,00
(71505,50-

113171,50)

7240,00
(50091,50-
88170,00)

4934,00
(37071,00-
50172,75)

4112,50
(52922,00-
73954,00)

p-valor

0,1151 0,029

Area de colageno 0,60 571 2,58 3,71

(14,62-
24,19)

(18,18
32,40)

(21,27-
25,49)

18,92
29,84)

p-valor (p=1,0) (p=1,0)

*p<0,05 ; Mann—-Whitney e Kruskall-Wallis foram testados

Tabela 2. Mediana e quartis da andlise intragrupo, estratificados por tempo na analise
quantitativa das variaveis Infiltrado inflamatorio, reepitelizacdo e Area de colageno.
Hematoxilina-eosina e Sirius Vermelho. X400.

Na andlise intergrupos, aos 5 dias, foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nas variaveis intensidade da inflamacao,
colageno e densidade vascular (p<0,05); (Tabela 3). A intensidade da
inflamacéao foi menor no GOO, (p=0,33) e o colageno e a densidade vascular
apresentaram medianas aumentadas quando comparados ao GC (p=0,012 e
p=0,045 respectivamente). Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas nas variaveis quantitativas reepitelizacdo e area de colageno
entre 0s grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 4). Aos 10 dias, a mediana da
densidade vascular aumentou no GOO (p=0,004); (Tabela 3). A reepitelizacao

foi menor no GOO, quando comparado ao GC (p=0,029).
Tabela 3
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Variavel p-valor 5 dias 10 dias

GC
Mediana

(91-93)

GOO
Mediana

(91-03)

GC
Mediana

(91-93)

GOO
Mediana

(91-93)

Infiltrado
inflamatério

3(2,5-3) 3(3-3) 4(4-4)8

p-valor

4(35-3)



0,308 0,043
Intensidade da 3(2-3)* 2(2-2) 1(1-1)
inflamagéao p-valor

0,033 0,068
Colageno 1(1-1)” 1,5(1-2) 2(2-2,5)

p-valor

0,012 0,210
Densidade 1(1-1,5) 2(2-2,75) 1(1-2*
vascular p-valor

0,045 0,004

1(1-1)

2(2-3)

3(2,5-3)8
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*p<0,05 ; Mann-Whitney e Kruskall-Wallis foram testados

Tabela 3. Mediana e quartis da andlise intergrupos, estratificados por tempo na analise
semiquantitativa das variaveis infiltrado inflamatério, intensidade da inflamacao, colageno e
densidade vascular. Hematoxilina-eosina e Sirius Vermelho, X400.

Tabela 4
5 dias 10 dias
» GC GOO GC GOO
Variavel
Mediana Mediana Mediana Mediana
(91-g3) (91-93) (91-93) (91-93)
78395,00 44934,00 67240,00 54112,50
Reepitelizagao
(71505,50- (37071,00- (50091,50- (52922,00-
113171,50) 50172,75) 88170,00) 73954,00)
p-valor
0,1151 0,029
i 20,60 21,58 25,71 23,71
Area de colageno
(14,62- (21,27- (18,18- (18,92-
24,19) 25,49) 32,40) 29,84)
p-valor (p<0,05) (p<0,05)

*p<0,05 ; Mann-Whitney e Kruskall-Wallis foram testados
Tabela 4. Andlise intergrupos de mediana e quartis, estratificada por tempo em quantitativo

das variaveis reepitelizacéo e area de colageno. Hematoxilina-eosina e Sirius Vermelho.X400

5. DISCUSSAO

Atualmente, a utilizacdo de terapias biomoduladoras que visam reduzir
complicagbes decorrentes da cicatrizacdo de feridas e promover reparagéo
tecidual eficaz tem despertado o interesse de profissionais de diversas areas
da saude. Métodos que utilizam a ozonioterapia em suas diferentes formas de
apresentacdo e outros recursos eletroterapéuticos tém sido investigados
visando a obtencdo de protocolos clinicos padronizados. Tais modalidades
terapéuticas podem exercer efeitos analgésicos, anti-inflamatorios e
biomoduladores teciduais que contribuem para a melhoria do padrédo de
cicatrizacdo de diferentes tipos de feridas (Pietrocola et al., 2018). Portanto,
este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de aplicagbes topicas de dleo

ozonizado nos primeiros dias de cicatrizagcdo de feridas em um modelo



experimental classico de reparacdo cutanea em ratos Wistar. Infiltrado
inflamatorio, intensidade da inflamacdo, area de colageno e densidade
vascular foram avaliados semiquantitativamente, enquanto os fatores

reepitelizacdo e area de coldgeno foram avaliados quantitativamente.

Segundo Bocciet al., (2008) a eficiéncia do 0zbnio, em suas diferentes formas
de apresentacédo e vias de administracdo, no contexto da cicatrizacdo de
feridas, estaria relacionada a remissédo de infec¢cbes, modulacdo da fase
inflamatoria, estimulacdo da angiogénese, bem como reacdes bioldgicas e
enzimaticas que promovem o metabolismo do oxigénio. Tem sido descrito ha
literatura que a ozonioterapia tem acéo terapéutica nos tecidos porque ativa
mecanismos de sintese proteica e aumenta a quantidade de ribossomos e a
atividade mitocondrial nas células. Essas alteragdes no nivel celular explicam
0 aumento da atividade funcional e o potencial de regeneracéo de tecidos e
orgaos (Ferreira et al.,, 2014). Os dados do presente estudo corroboram tal
afirmacdo, pois foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos GC e GOO. Especialmente, a intensidade da inflamacéo foi
significativamente menor no GOO quando comparado ao GC nos dias 5 e 10.
Esse resultado pode sugerir o efeito anti-inflamatério do éleo ozonizado.
Esses resultados também s&do semelhantes aos relatados por (Xiao et al.,
2017), uma vez que 0s autores conseguiram comprovar que o 6leo ozonizado
foi capaz de reduzir significativamente o processo inflamatério, além de
intensificar a migracao dos fibroblastos e a transicao epitélio-mesenquimal. Os
autores avaliaram as variaveis histolégicas a cada dois dias e encontraram

diferencas entre os grupos controle e tratado nos dias 3,5 e 7.

A fase de remodelacéo € a Ultima etapa da cicatrizagdo da ferida, que resulta
em um equilibrio entre a apoptose de células pré-existentes e a proliferacao
de novas células. Os fibroblastos sintetizam colageno tipo | que substitui
gradativamente o colageno tipo I, além de degradar a matriz extracelular por
meio da acado de metaloproteinases. Posteriormente, o tecido sofre uma
reorientacdo e reorganizacado do colageno e esse processo pode durar de

meses a anos (Pai et al., 2014).
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No presente estudo, a biossintese de colageno foi avaliada de acordo com os
critérios estabelecidos por Alvarenga et al., (2020) e a area de colageno foi
medida em cada secéo de tecido de acordo com o estudo de Miot et al., (2010).
Embora o grupo tratado com 6leo ozonizado tenha apresentado aumento de
feixes de colageno espessos e organizados em todas as secdes histoldgicas,
apenas a analise semiquantitativa exibiu diferenca significativa entre os
grupos no dia 5. Nossa analise descritiva do padrédo organizacional do
coldgeno sob a influéncia do 6leo ozonizado foi semelhante a documentada
por Hidayatet al., (2021) que descreveram o aumento significativo no nimero
de fibroblastos e espessamento do colageno em feridas tratadas com 6leo de
Aloe vera ozonizado em ratos. (Xiao et al., 2021), em seu estudo de
caso/controle em ratos Wistar no 3° e 7° dias de cicatrizacdo, também
descobriu que o 6leo ozonizado estimulou maior biossintese de colageno tipo
| a partir da terceira semana de tratamento. Considerando a aparente
divergéncia dos resultados quantitativos, acreditamos que esse fato pode
estar relacionado a proximidade dos periodos de morte dos animais
correspondentes a 5 e 10 dias, respectivamente. Dessa forma, a analise
semiquantitativa refletiu melhor os aspectos morfolégicos descritos neste
estudo. Além disso, a analise semiquantitativa foi realizada em triplicata com
alto indice de concordancia para minimizar a subjetividade do examinador,
enquanto os autores supracitados realizaram apenas a analise quantitativa.
Esses dados reforcam a ideia de que os animais que receberam aplicacéo
topica de Oleo ozonizado apresentaram alteracdes morfoldgicas em

comparacao ao grupo controle.

A variavel que pareceu ser mais influenciada pelo 6leo ozonizado foi a
densidade vascular. Em ambos os periodos de analise, observou-se aumento
significativo da densidade vascular no grupo OOG quando comparado ao GC.
Outros autores relataram esses mesmos resultados positivos, ao utilizar
0zonio com 6leo como veiculo. Krkl'?2, 2021, por exemplo, demonstraram que
0 azeite de oliva ozonizado pode melhorar a neovascularizagdo por meio da
inducdo da expressédo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
da molécula CD34. Resultados semelhantes foram descritos por Valacchi et
al., (2013).
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No presente estudo observou-se que a espessura do novo epitélio foi maior
no GC quando comparado ao OOG, principalmente no dia 10. Paiet al., (2014)
verificaram o uso do 6leo de gergelim ozonizado no processo de cicatrizagdo
de feridas na pele de ratos. Esses autores encontraram maior contragdo da
ferida e maior espessura da epiderme com a evolucdo do processo de
cicatrizacdo no grupo tratado com 6leo ozonizado em comparacédo ao grupo
controle. Essa aparente discrepancia pode ter ocorrido devido aos periodos
de andlise em nosso estudo, pois esse evento tende a se tornar mais evidente

em uma fase mais avancada da cicatrizacao da ferida.

Apesar dos resultados do nosso estudo, 0 uso terapéutico do 6leo ozonizado
ainda precisa ser mais investigado. Alguns estudos relataram resultados
promissores em humanos. Solovastru et al., (2018) demonstraram que o 6leo
de girassol ozonizado combinado com a-bisabolol, promoveu uma reducéo
favoravel e progressiva de Ulceras venosas em humanos, por meio de suas
propriedades antissépticas, imunoldgicas e oxigenantes. O 6leo ozonizado
mostrou-se promissor no tratamento/manutencao da saude gengival (Indurkar
et al.,, 2016), controle de periodontopatégenos (Pietrocola et al., 2018),
prevencdo de caries (Nardi et al., 2020) e disfuncéo progressiva de espécies
de Candida (Celenza: Et al., 2020). Em um ensaio clinico randomizado com 50
pacientes, Kumar et al., (2016) usaram 6leo de oliva ozonizado para tratar
diferentes tipos de lesdes orais, como ulceracdes aftosas, herpes labial,
candidiase oral, liquen plano e queilite angular. O éleo foi aplicado duas vezes

ao dia até a regresséao da lesao, por um periodo maximo de até 6 meses.

A pequena amostra de animais determinada devido ao cumprimento de
principios éticos, a via de administracdo do 0z6nio e a concentragdo de
ozonideos no 6leo utilizado sao fatores que devem ser considerados além dos
periodos de sacrificio analisados. Os autores do presente estudo sugerem
gue novos estudos experimentais sejam realizados com uma amostra maior,
maior niumero de periodos de analise e que apresentem calculos confiaveis
da quantidade de ozonideos entregues ao tecido, a fim de melhor
compreender a influéncia do 6leo ozonizado no reparo de feridas. Estudos que

também avaliem a toxicidade do ozénio levando em consideragdo sua
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dosagem, tempo de exposicao e capacidade antioxidante do tecido exposto
foram sugeridos anteriormente por Valacchi et al., (2005). Este aspecto
também se torna relevante considerando que quando a dose apropriada de
0z6nio reage com biomoléculas, pode estimular importantes vias antioxidantes

bioquimicas, melhorando assim o reparo tecidual (Bocci et al., 2009).

6. CONCLUSAO

Os autores concluiram que o 6leo ozonizado topico foi capaz de modular a
Intensidade da Inflamacédo, bem como a area de colageno e a densidade
vascular no primeiro periodo do estudo. Aos 10 dias, a variavel mais relevante

afetada pelo 6leo ozonizado foi a densidade vascular.
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