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Resumo

Objetivo: analisar os efeitos da ozonioterapia, sob duas formas de apresentagdo — gés e 6leo ozonizado —, para biomodulagdo de
fibras colagenas e eldsticas em ferimentos cutaneos experimentalmente induzidos em ratos. Metodologia: foram utilizados 30 ratos
Wistar machos, distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais: GC (grupo controle), GGO (grupo tratado com gés 0zénio) e
GOO (grupo tratado com 6leo ozonizado). Todos os animais foram submetidos a uma incisdo cirtrgica no dorso, apds o que os grupos
GGO e GOO receberam terapia com ozonio diretamente na lesdo, iniciada imediatamente apés a cirurgia e continuada até o 32 dia.
Metade dos animais foi eutanasiada ao final de cinco dias, enquanto a outra metade ap6s dez dias de experimento. Nos respectivos
periodos de avaliagdo, secgbes de pele foram obtidas e coradas com Sirius vermelho para analise das fibras colagenas, e Orceina de
Weight para o estudo das fibras elasticas. Essas sec¢des de fibras coldgenas e elasticas foram sujeitas as andlises histomorfométrica
e estatistica dos dados. Resultados: observou-se uma crescente compactagao das fibras coldgenas em diregdo a superficie da lesdo
nos grupos tratados com ozonio. As fibras elasticas, por sua vez, apresentaram-se distribuidas de forma esparsa, com destaque para o
52 dia, no grupo GGO. A presenga de colageno se mostrou estatisticamente significante no 5° dia do experimento no grupo GGO em
relagdo ao GC (p=0,016). As fibras elasticas, exibiram resultado estatisticamente significativo no 5° dia no grupo GGO em relagdo ao
GC (p=0,016), bem como, no 10° dia, no GOO em relagdo ao GC (p=0,016). Conclusdo: durante a fase proliferativa do reparo cutaneo,
a ozonioterapia desempenhou um papel biomodulador, pois promoveu um aumento significativo das fibras coldgenas e eldsticas na
matriz extracelular, nos diferentes periodos do estudo. Essa modalidade terapéutica emerge como uma abordagem promissora para
o estudo dos processos de cicatrizagdo em diversos tipos de tecidos.

Palavras-chave: Oz0nio; ozonioterapia; cicatrizagdo; coldgeno; tecido eldstico.

Abstract

Objective: to analyse the effects of ozone therapy in two forms of presentation — gas and ozonated oil — for biomodulation of collagen
and elastic fibres in experimentally induced skin wounds in rats. Methodology: 30 male Wistar rats were randomly distributed into
three experimental groups: CG (control group), GOG (group treated with ozone gas) and GOO (group treated with ozonated oil). All
animals underwent a surgical incision on the back, after which the GOG and GOO groups received ozone therapy directly into the wound,
starting immediately after surgery and continuing until the third day. Half of the animals were euthanised after five days, while the other
half after ten days of experiment. During the respective evaluation periods, skin sections were obtained and stained with Sirius red for
analysis of collagen fibres and Weight’s Orcein for the study of elastic fibres. These collagen and elastic fibre sections were subjected
to histomorphometric and statistical data analyses. Results: increasing compaction of collagen fibres towards the lesion’s surface was
observed in the groups treated with ozone. The elastic fibres, in turn, were sparsely distributed, especially on the fifth day, in the GOG
group. The presence of collagen in the GOG group in relation to the CG was statistically significant on the fifth day of the experiment
(p=0.016). The elastic fibres showed a statistically significant result on the 5th day in the GOG group concerning the CG (p=0.016) and
on the 10th day in the GOO about the CG (p=0.016). Conclusion: During the proliferative phase of skin repair, ozone therapy played a
biomodulatory role, as it promoted a significant increase in collagen and elastic fibres in the extracellular matrix in the different periods
of the study. This therapeutic modality emerges as a promising approach for studying healing processes in various types of tissues.
Keywords: Ozone; ozone therapy; healing; collagen; elastic tissue.

INTRODUCAO
O colageno é a proteina mais abundante no corpo
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como pele, ossos, tenddes, cartilagens e vasos sanguineos.
Sua presenca confere resisténcia e flexibilidade a esses
tecidos?. A estrutura molecular do coldgeno é altamente
organizada e complexa, e consiste em uma cadeia tripla
de polipeptideos que se organizam em uma configuragao
helicoidal, conhecida como tripla hélice!. Essa organizagdo
proporciona uma base sélida para a matriz extracelular
(MEC) dos tecidos, substrato natural para adesdo, pro-
liferacdo e diferenciacdo celular, além de desempenhar
fungGes essenciais na cicatrizagao de feridas, na regene-
ragdo tecidual e na manutengdo da integridade da pele?.
Quando ocorre uma lesdo tecidual, tanto as fibras
colagenas quanto as elasticas, sdo afetadas, assim como
os outros componentes da matriz extracelular. Tal efeito
pode ser decorrente de ruptura fisica das ligagdes qui-
micas, exposicdo a estresses mecanicos excessivos, bem
como ocorréncia de reagdes quimicas ou enzimaticas
liberadas como resposta a lesdo®. Essas reagbes podem
resultar na geracdo de espécies reativas de oxigénio
gue tém potencial para oxidar ou danificar as proteinas.
Além disso, enzimas proteoliticas, conhecidas como me-
taloproteinases da matriz (MMPs), podem ser ativadas,
levando ao rompimento das ligagdes entre as moléculas
de coldgeno e elastina, de modo a comprometer ainda
mais a integridade estrutural dos tecidos afetados*®.
Nesse contexto, o processo de cicatrizagdo de feridas
pode ser considerado como um fenémeno dinamico, que
se desenvolve na matriz extracelular (MEC) e abarcauma
série de fases distintas, mas de formas concomitantes.
Tais fases sdo iniciadas pela resposta inflamatéria, seguida
pela proliferagdo celular e pela sintese dos componentes
estruturais, tais como fibras de coldgeno e elasticas, e a
fase de maturagdo ou remodelamento®. Com o propdsito
de otimizar a resposta inflamatéria dos tecidos, profissio-
nais da area da saude tém adotado abordagens terapéu-
ticas biomoduladoras, as quais tém promovido melhora
significativa da resposta tecidual frente a diferentes
lesGes. Entre essas terapias, destaca-se a ozonioterapia’.
O 0z6nio, um gds composto por trés atomos de oxi-
génio, foi descoberto em 1840. Quando estabilizado e
associado ao oxigénio, revelou exercer notdvel atividade
antimicrobiana®. Pode ser aplicado terapeuticamente
como agente biomodulador no tratamento de feridas,
com o proposito de acelerar e aprimorar os resultados
da cicatrizacdo. Em especial, seu emprego no tratamento
de ferimentos e Ulceras cutaneas crdnicas tem sido cita-
do na literatura, como mostra o estudo de Izadi et al.®
(2019), no qual os autores realizaram um ensaio clinicoem
pacientes portadores de Ulceras plantares relacionadas
a Diabetes mellitus, e constataram melhora qualitativa
na cicatrizagdo e aceleragdo do fechamento das lesGes
dos pacientes tratados com ozonio. Evidéncias cientificas
semelhantes foram compiladas na revisdo sistematica
publicada por Wen et al.® (2022).
O tratamento com a ozonioterapia no reparo cutaneo
pode ser vinculado a regulacdo de fatores de crescimento,
a alta capacidade antioxidante, as modula¢des hemorreo-
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légicas, a inativacdo de patdgenos, entre outros efeitos
benéficos™. Estudos indicam que a aplicagdo de ozénio em
feridas cutaneas é capaz de inibir a acdo de mediadores
inflamatorios, além de estimular a biossintese controlada
de prostaglandinas através da sua a¢do sobre o acido
araquidonico e, consequentemente, reduzir o grau da
resposta inflamatdria no organismo®*!. No que diz respeito
aos efeitos induzidos pelo ozénio na fase proliferativa do
reparo tecidual, tem sido destacado o aumento da biossin-
tese de coldgeno e da re-epitelizagdo precoce da feridaem
grupos que foram submetidos a ozonioterapia®?.

O presente estudo experimental in vivo objetivou
avaliar os efeitos da ozonioterapia sobre as fibras cola-
genas e eldsticas na fase proliferativa do reparo cutaneo
em ratos, por meio de um estudo histomorfométrico de
sec¢Oes de derme submetidas a agdo do 0z6nio com duas
formas de apresentagdo —o0z0Onio gas e o 6leo ozonizado.
Tal andlise contribuird para melhor compreensao do po-
tencial terapéutico biomodulador da ozonioterapia sobre
os constituintes fibrilares da MEC, no microambiente da
lesdo, assim como poderd contribuir para a indicagdo
clinica dessa modalidade terapéutica em diferentes
contextos patoldgicos.

METODOLOGIA

O presente estudo teve a aprovagao da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade Adventista
da Bahia (FADBA), registrado com nimero de protocolo
67/20109.

A amostra do estudo foi constituida de 30 ratos
machos Wistar. Foi realizada alocagao randdémica dos
animais em trés grupos experimentais, cada um com 10
ratos. O Grupo 1, designado como grupo controle (GC),
foi tratado com uma solugao salina a 9%, sem adig¢ao de
0zOnio. O Grupo 2, denominado Grupo Gas Ozbnio (GGO),
recebeu a terapia de gas ozonio insuflado na borda da
lesdo. Por sua vez, o terceiro grupo experimental, o Grupo
Oleo Ozonizado (GOO), recebeu o tratamento com o 6leo
na superficie da lesdo.

Os animais foram submetidos ao procedimento
cirargico e a ozonioterapia, que teve inicio apds a ad-
ministracdo da anestesia com cloridrato de quetamina
10% (Dopalen®, Sdo Paulo, Brasil), a uma concentragdo
de 75 mg/mL e cloridrato de xilazina 2% (Anazedan®,
Sdo Paulo, Brasil) em uma concentracdo de 5 mg/mL,
com a dosagem de 2mg/kg e 3mg/kg, respectivamente.
Posteriormente, procedeu-se a tricotomia dorsal, seguida
da incisdo circular na regido dorsal com o auxilio de um
bisturi circular metalico punch® (Biopsy Punch, Stiefel,
Alemanha), com didmetro de 6mm, para a obtencdo de
uma ferida uniforme e padronizada®?.

O gds ozonio foi gerado utilizando-se o aparelho
Philozon® (Philozon, Industria e comércio de geradores
de ozbnio Ltda., Santa Catarina, Brasil), operando a
uma concentragdo de 13 ug/ml de ozébnio, derivado de
oxigénio medicinal, com um fluxo constante de 1 L/min.
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A mistura de ozOnio e oxigénio foi, entdo, coletada em
uma seringa de 4 ml. Por meio de uma agulha de insulina,
1 ml do gas foi administrado uniformemente em quatro
pontos ao redor da lesdo, correspondentes aos quatro
vértices diametrais da ferida. Esse procedimento foi
repetido durante trés dias consecutivos, apds a cirurgia.

O dleo de girassol ozonizado a 100% (Philozon In-
dustria e Comércio de Geradores de Ozo6nio Ltda., Santa
Catarina, Brasil) foi aplicado em toda a superficie da lesdo
durante trés dias consecutivos, utilizando-se uma pipeta
graduada, com um volume final de 50 pLL.

Os animais foram submetidos as modalidades de
ozonioterapia conforme previamente determinado, nos
dias um, dois e trés do periodo experimental. Em cada
grupo, cinco animais foram sacrificados no quinto dia
apos a cirurgia, seguidos pela outra metade no décimo
dia, por meio de uma camara de gds carbdnico para
procedimento de eutanasia.

SecgBes de pele correspondentes a drea da lesdo
foram retiradas e processadas histologicamente, apds
fixacdo em formaldeido, por um periodo minimo de 18
horas. Os cortes histolégicos foram corados com Sirius
vermelho para analise da drea do coldgeno, e Orceina de
Weigert para o estudo das fibras eldsticas.

As sec¢Oes de cada espécime foram analisadas e fo-
tografadas por meio do software Motic Images Advanced
3.0® (Motic China Group CO. LTDA), a fim de avaliar a 4rea
correspondente as fibras colagenas e eldsticas. Estabele-
ceu-se uma area padrdo para a analise de todos os casos,
compreendendo 100 um? na regido central da ferida. Ao
final, foram realizadas cinco micrografias de cada secgdo
tecidual. A drea do colageno em sec¢Ges de derme co-
radas com Sirius vermelho foi mensurada em um?, e foi

estabelecido um valor, expresso em mediana, para cada
animal do experimento. As fibras eldsticas foram avaliadas
semiquantitativamente, de acordo com os critérios esta-
belecidos por Pugliese et al.’* (2003), em que O representa
auséncia de fibras, 1 indica grau leve, 2 representa grau
moderado e 3, grau intenso de fibras eldsticas.

Foi realizada a andlise dos dados a mostrais e
dos valores de area de colageno. As categorias de fibras
elasticas, conforme foi indicado no paragrafo anterior®3,
foram expressas em medianas * intervalos de confianga,
e apresentadas através de estatistica descritiva. Os dados
foram analisados pelo software R (versdo 4.3.2, for Win-
dows®). Foi empregada a analise de varidancia (ANOVA)
para comparagdes entre grupos e o Teste t de Student
nao paramétrico, para um nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS

No 5° dia do periodo pds-operatdrio, nas secgdes
teciduais dos animais do GC coradas com Sirius vermelho,
foi observada derme composta por tecido de granulagao
tipico, que apresentava fibras colagenas delgadas, distri-
buidas de forma mais organizada nas proximidades da
hipoderme (Figura 1A). Nesse grupo, as fibras eldsticas
foram representadas em magenta, nas sec¢des coradas
com Orceina de Weigert, e se encontravam esparsamente
dispostas nos bordos inferiores da area do ferimento,
na base do tecido de granulagdo (Figura 2A). Aspectos
morfoldgicos semelhantes foram observados nos grupos
experimentais GGO e GOO (Figura 1B, 1C, 2B e 2C). Nesses
grupos, as fibras coldgenas se apresentavam mais espes-
sas, e as fibras elasticas foram visualizadas nos mesmos
locais descritos no GC.

Figura 1 — Fotomicrografias ilustrativas das fibras coldgenas coradas por Sirius Vermelho

Legenda — Presenca de fibras coldgenas representadas por fotomicrografias de secgées histoldgicas de pele coradas com Sirius Vermelho, cor-
respondentes a regido dos ferimentos cutdneos padronizados, que exibem arranjo frouxamente organizado no 52 dia, na derme de todos grupos
experimentais. Aos 10 dias do periodo pds-operatdrio, observar a crescente compactagdo das fibras e o padrdo organizacional ainda aleatério
em GC, e mais organizado em GGO e GOO. Sirius vermelho. A — Grupo Controle (GC), 5 dias; B — Grupo Gds Ozénio (GGO), 5 dias; C — Grupo
Oleo Ozonizado (GOO), 5 dias; D — Grupo Controle (GC), 10 dias; E — Grupo Gds ozénio (GGO), 10 dias; F — Grupo Oleo Ozonizado (GOO), 10 dias.
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Fonte: autoria prépria

Figura 2 — Fotomicrografias ilustrativas das fibras eldsticas coradas por Orceina de Weigert

Legenda — Presenca de fibras eldsticas esparsamente distribuidas, coradas em magenta, representadas por fotomicrografias de sec¢ées de derme
coradas com Orceina, correspondentes d regiéo dos ferimentos cutdneos padronizados, com padréo organizacional semelhante para os grupos
experimentais em ambos os periodos do estudo. Orceina de Weigert. A- Grupo Controle (GC), 5 dias; B - Grupo Gds Ozénio (GGO), 5 dias; C- Grupo
Oleo Ozonizado (GOO), 5 dias; D- Grupo Controle (GC), 10 dias; E - Grupo Gds o0zénio (GGO), 10 dias; F - Grupo Oleo Ozonizado (GOO), 10 dias.

Fonte: autoria propria

Aos 5 dias de experimento, durante a analise intra-
grupos, a area do coldgeno aumentou nos grupos GC
e GOO, mas sem significancia estatistica, com p>0,05
(Tabela 1). Nesse periodo, a drea total de colageno foi
significativamente maior no GGO em relagdo a GC, e
correspondeu a 27,517 um?, com p=0,016 (Tabelas 1 e 3).

Na analise intragrupos da varidvel fibras elasticas,
observou-se que o GOO e o GC exibiram diferenca
estatisticamente significativa entre o 52 e o 102 dia do
experimento, com p=0,003 e p= 0,016, respectivamente
(Tabela 2). Na comparagdo intergrupos, as medianas
dos grupos GGO e GOO exibiram valor igual a 1(1-1; 0-1,
respectivamente), ao passo que, no GC, ndo foram visuali-
zados esses elementos fibrilares. Contudo, essa diferenca
foi estatisticamente significativa apenas na comparagao
entre GC e GGO, com p=0,016 (Tabelas 2 e 4).

Tabela 1 — Andlise intragrupos com valores de medianas e
intervalos interquartis correspondentes a drea de coldgeno em
pele de ratos, em 5 e 10 dias do periodo pds-operatdrio

Grupo 5°dia 10° dia p-valor
GC 20,603 (16,988 - 23,159) 25,713 (20,75 - 27,628) 0,316
GGO 27,517 (18,852 - 28,485) 26,067 (20,293 - 28,895) 0,985
GOO 22,582 (21,468 - 24,232) 23,717 (18,83 - 27,472) 0,392

*Teste T de student, com nivel de significdncia de p < 0,05.

Fonte: dados da pesquisa
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Tabela 2 - Andlise intragrupos com valores de medianas e
intervalos interquartis correspondentes as fibras eldsticas em
pele de ratos, em 5 e 10 dias do periodo pds-operatdrio

Grupo 5° dia 10° dia p-valor
GC 0(0-0) 1(1-1) 0,016*
GGO 1(1-1) 1(1-1) 0,373
GOO 1(0-1) 2(2-2) 0,003*

*Teste T de student, com nivel de significdncia de p < 0,05.

Fonte: dados da pesquisa

No 10° dia do periodo pds-operatério, nas secgoes
teciduais dos animais pertencentes a GC coradas com
Sirius vermelho, foi observada crescente compactagao
de fibras colagenas em direcdo a superficie da lesdo. Os
feixes se apresentavam desorganizados, embora mais
espessos (Figura 1D). Nos grupos experimentais tratados
com ozbnio, as fibras coldgenas apresentavam feixes mais
densos e organizados (Figura 1E e 1F). No GC, as fibras
eldsticas foram visualizadas em maior grau em relagdo ao
5°dia, e ainda dispostas nos bordos inferiores da drea do
ferimento (Figura 2D). Aspectos morfolégicos semelhan-
tes foram observados nos grupos experimentais tratados
com ozbnio, embora a presenca das fibras eldsticas no
GOO tenhasido moderada, em comparagdo ao GCe GGO
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(Figura 2E e 2F).

A drea total de coladgeno, nesse periodo, ndo apre-
sentou diferenca estatisticamente significativa entre
nenhum dos grupos analisados, com p>0,05 (Tabela 3).

Na analise semiquantitativa das fibras eldsticas, ao
se observarem as medianas dos grupos GGO e GC, que
exibiram valor igual a 1(1-1; 1-1, respectivamente), em
comparagao ao grupo GOO, foi possivel visualizar au-
mento desses elementos fibrilares com mediana igual
a 2(2-2), nesse ultimo grupo. Desse modo, verificou-se
uma diferenca estatisticamente significativa apenas na
comparagao entre os grupos GC e GOO, com p=0,016
(Tabela 4).

Tabela 3 — Andlise intergrupos da varidvel drea de coldgeno
com valores descritos que expressam o nivel de significdncia
estatistica, em 5 e 10 dias do periodo pds-operatdrio

Grupo p-valorno5°dia  p-valor no 10° dia
GCe GGO 0,016* 0,894
GCe GOO 0,512 0,780
GGO e GOO 0,884 0,743

*Teste Anova e teste T de student foram aplicados associando os di-
ferentes grupos experimentais, com nivel de significGncia de p < 0,05.
Abreviaturas: GC — Grupo controle; GGO — Grupo experimental Gds
o0zénio; GOO — Grupo experimental Oleo Ozonizado.

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 4 — Andlise intergrupos da varidvel fibras eldsticas
com valores descritos que expressam o nivel de significdncia
estatistica, em 5 e 10 dias do periodo pds-operatdrio

Grupo p-valorno5°dia  p-valor no 10° dia
GCe GGO 0,016* 0,373
GCe GOO 0,177 0,016*
GGO e GOO 0,177 0,070

*0 Teste Anova e teste T de Student foi aplicado associando o GC com
os grupos experimentais, com nivel de significancia de p < 0,05.
Abreviaturas: GC — Grupo controle; GGO — Grupo experimental Gds
0zénio; GOO — Grupo experimental Oleo Ozonizado.

Fonte: dados da pesquisa.

DISCUSSAO

A ozonioterapia tem sido objeto de investigacdo
de inumeros estudos cientificos em virtude de seus
potenciais beneficios. Os efeitos antimicrobianos, anti-
-inflamatdrios e antioxidantes tém sido corroborados,
especialmente em relagdo ao reparo tecidual*®. Ha relato,
na literatura, de que a redugao da atividade microbiana e
a biomodulagdo das respostas inflamatdrias promovem
uma re-epitelizagdo mais rapida e eficaz do ferimento
tratado com ozbnio®. Diante do crescente nimero de
evidéncias acerca da eficacia da ozonioterapia em dife-
rentes contextos bioldgicos, o presente estudo objetivou
analisar os efeitos oriundos da terapia com gas e 6leo
ozonizados sobre as fibras colagenas e elasticas no reparo
cutaneo de ratos, por meio de um modelo experimental
de cicatrizagdo cutanea ja validado na literatura®.

Na atual analise, constatou-se que as alteragdes mais
significativas ocorreram no 52. dia da cicatrizagdo cuta-
nea, em especial, nos grupos tratados com ozonio. 0 GGO
apresentou drea de fibras coldgenas significativamente
maior, quando comparado aos demais grupos experi-
mentais nesse periodo. Esse resultado corrobora aque-
les apresentados nos estudos de Soares et al.’®(2019),
Aktas et al.}” (2023), Pires et al.'?(2021), e Ginel et al.*®
(2021), nos quais foi relatada melhora do aspecto clinico
e das variaveis histoldgicas no processo de cicatrizagdo
de feridas cutdneas apos a utilizacdo da ozonioterapia
local. Em particular, no estudo de Soares et al.’® (2019)
os autores investigaram os efeitos da administragéd
subcutanea de gas ozOnio no reparo de pele, em ratos.
Vinte e quatro animais foram alocados em dois grupos
experimentais: controle e tratado com oz6nio. No grupo
que recebeu a ozonioterapia experimental, os animais
foram tratados com inje¢Ges de gas 0z6nio em quatro
bordos do ferimento, e foram avaliados no 72 e no 142
dia do experimento. Os resultados obtidos demonstraram
que, em ambos os dias avaliados, as feridas tratadas com
0z6nio apresentaram redugao de células inflamatorias,
aumento do numero de fibroblastos e maior biossintese
de coldgeno na area tratada, em ambos os periodos de
analise histomorfométrica correspondentes aos dias
de o6bito dos animais. No entanto, os achados desses
autores divergem daqueles apresentados no presente
estudo, no sentido de que se perpetuaram até o 142 dia.
Provavelmente, essa aparente discrepancia pode estar
relacionada as diferentes doses utilizadas, uma vez que
Soares et al.’® (2019) relataram o uso de 0,1mL do gés, ao
passo que, em nosso estudo, foi empregado 1mL. Tem
sido hipotetizado, na literatura, que o efeito do 0z6nio é
dose-dependente, e que volumes menores podem induzir
efeitos mais duradouros no tecido®.

A complexa relagdo entre o processo de reparo
tecidual e a ozonioterapia tem sido objeto de extensa
investigacdo na literatura cientifica?®?'. Conforme j3 foi
relatado em estudos prévios, o 0zOnio estimula as ativi-
dades bioldgicas dos fibroblastos, de células endoteliais
e queratindcitos, possivelmente por meio da sinalizagdo
celular via Fator de Crescimento do Endotélio Vascular
(VEGF), proteina que estd diretamente ligada a re-epiteliza-
¢do e angiogénese??. Em relagdo ao uso do 6leo ozonizado
para fins cicatriciais, Pai, Gagangras, Kulkarni, Majumdar?
(2014) documentaram as propriedades anti-inflamatodrias e
bioestimuladoras desse agente terapéutico, com aplicagdo
do dleo ozonizado por 12 dias. Resultados semelhantes
foram relatados por Aktas et al.’” (2023), em seu estudo
experimental, no qual foi realizada uma analise de feridas
cutaneas em ratos, com utilizagdo do dleo ozonizado por 21
dias. Os resultados indicaram uma contragado significativa
das feridas, bem como menores niveis de inflamagdo nos
grupos tratados com ozonio.

Na investigacdo realizada, ao se analisar a varidvel drea
de colageno, no GOO, observou-se uma mediana superior
apenas no quinto dia do experimento, porém sem signifi-
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cancia estatistica nesse periodo. Esses achados contrastam
com os de Xiao et al.?* (2017) e Ginel et al.?® (2021), que
avaliaram a eficacia do dleo ozonizado em lesdes cuta-
neas de ratos e tartarugas. Ambos os estudos relataram
resultados promissores, ao compararem o grupo controle
com o experimental submetido a agdo do éleo ozonizado.
No grupo tratado, verificou-se uma redugao significativa
no tamanho das feridas, um aumento na migragao de
fibroblastos, e o estimulo a sintese do colageno tipo |, a
proteina ACTA2 e o fator de crescimento transformador
beta (TGF-B1). Além disso, houve maior proliferagdo de
macroéfagos e linfécitos, bem como aumento na deposicdo
e remodelacdo das fibras de coldgeno nas feridas tratadas
com oz6nio, a partir do 212 dia do experimento. A partir
de tais resultados, é importante notar que, nos estudos
mencionados, o periodo de aplicagdo do 6leo ozonizado
foi de 12 e 7 dias, respectivamente. Portanto, pode ser
necessario um periodo maior de aplicagao do dleo ozoni-
zado para potencializar seu efeito cicatricial, bem como um
tempo de experimento mais prolongado para evidenciar
resultados mais significativos. Contudo, em nosso estudo,
mesmo com a aplicagdo do 6leo ou gds ozonizado apenas
por trés dias consecutivos. apds a inducdo do ferimento
cutaneo, foram constatados efeitos bioldgicos estatistica-
mente significativos.

Durante o reparo tecidual, ocorre transcitose de
células do sistema imunoldgico, como os macroéfagos,
gue migram para o tecido com a finalidade de eliminar
patdégenos e restaurar o tecido danificado. Essa fase é
crucial na transicdo gradativa para as préximas fases,
representadas por acentuac¢do dos fenémenos prolife-
rativos e remodelamento da matriz extracelular®. Nesse
periodo, tem inicio a elastogénese, caracterizada pela
crescente biossintese de fibras elasticas no intersticio,
que desempenha um papel fundamental na restauracgao
da rede de fibras eldsticas funcionais®*?’. Esse processo
confere propriedades mecanicas ao tecido cicatricial,
essenciais para a restauracdo de sua funcionalidade, prin-
cipalmente na pele apds a lesdo®. A partir dos resultados
observados no presente estudo, pode-se afirmar que o
0z6nio, independentemente de sua forma de aplicagao,
estimulou a biossintese das fibras eldsticas no modelo
experimental utilizado. Esse resultado foi evidenciado de
forma estatisticamente significativa, pois se demonstrou
o alcance de valores de medianas superiores na gradua-
¢do das fibras eldsticas no quinto dia de exposi¢do ao gas
oz6nio e, no décimo dia, no grupo submetido a terapia
com dOleo. Nesse sentido, o presente estudo é o primeiro
a destacar essa a¢do precoce no reparo estimulada pelo
oz6nio. Contudo, apresenta uma limitacdo na interpre-
tacdo dos resultados, uma vez que se limitou a analisar
essa variavel aos 5 e 10 dias, periodo relativamente
precoce para visualizacdo de novas fibras elasticas na
pele. Assim, os autores sugerem a realizacdo de estudos
que contemplem um maior periodo de tempo de analise
da cicatrizagdo, uma vez que a elastogénese constitui
um processo biolégico mais demorado, com evidente
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aumento de fibras eldsticas um pouco mais tardio, do
ponto de vista temporal®.

Embora ndo tenham avaliado especificamente as
fibras elasticas, Hesham et al.3° (2023) observaram que
o0 6leo ozonizado induziu maior grau de proliferagao de
fibroblastos e biossintese de coldgeno ao final de seu
experimento, no 28° dia. Sabe-se que as fibras eldsticas
sdo sintetizadas por fibroblastos funcionalmente ativos.
Dessa forma, em fungdo dos resultados de Hesham et
al.?°(2023), Ginel et al.*® (2021) e Pai, Gagangras, Kulkarni,
Majumdar?® (2014), os quais demonstraram aumento da
proliferacao de fibroblastos sob influéncia do 0zénio, se-
ria possivel hipotetizar uma correlagao entre tais células
e 0 aumento da biossintese das fibras elasticas. Nesse
sentido, faz-se necessaria a realizagdo de estudos com
periodos de avaliagao ainda mais prolongados. Adicional-
mente, a observac¢do de um valor de mediana significativo
para fibras elasticas no décimo dia de tratamento com
6leo ozonizado, no presente estudo, pode ser atribuida
ao maior tempo de contato do 6leo com o tecido, em
comparagao com o gas o0zonio, que é volatil. Assim, a per-
manéncia do 6leo sobre a superficie da lesdo permitiria
uma liberagdo gradual e prolongada do ozbnio, além de
favorecer a sua interagdo com os componentes teciduais.

CONCLUSAO

O presente estudo histomorfométrico em ratos per-
mitiu avaliar os efeitos da ozonioterapia sobre as fibras
colagenas e elasticas na fase proliferativa do reparo cuta-
neo. Os grupos experimentais submetidos ao tratamento
biomodulador com ozbnio, em forma de gas ou de dleo
ozonizado, apresentaram resultados estatisticamente
significativos no tocante a presenga de fibras colagenas
e elasticas, quando comparados ao grupo controle, nos
diferentes periodos do estudo.
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