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RESUMO

As terapias biomoduladoras tém sido cada vez mais utilizadas na area da saude para estimular o
reparo tecidual. Este estudo objetivou avaliar, comparativamente, os efeitos da fotobiomodulagao
laser, do ozbénio gasoso e do 6leo ozonizado sobre o reparo tecidual, por meio da analise
histoldgica de feridas cutédneas em ratos. Quarenta ratos Wistar foram alocados randomicamente
em quatro grupos de dez animais cada: Grupo controle (GC), Laser (GL), Gas Ozé6nio (GGO) e
Oleo Ozonizado (GOO). Foram realizados ferimentos cutdneos padronizados no dorso dos
animais e os grupos experimentais foram tratados por trés dias consecutivos. Cinco e dez dias
apos a cirurgia, cinco ratos de cada grupo foram eutanasiados e foram coletadas amostras da area
da ferida para processamento histoldgico e coloragdo com Hematoxilina-eosina e Sirius vermelho.
Com cinco micrografias padrao de cada secgéao histoldgica, foram avaliadas celularidade do tecido
de granulacdo, a expressao do colageno e densidade vascular. O nivel de significAncia foi de
p<0,05. Dez dias apos a cirurgia, constatou-se aumento da celularidade do tecido de granulagéo
em todos os grupos, exceto no GGO (p=0,043). Foi observada uma diferenga estatisticamente
significativa em relagdo a organizagao do colageno entre o GC e o GL no 5° dia (p=0,012). A
densidade vascular foi maior no GOO em relacdo aos demais grupos experimentais no 5°
(p=0,045) e no 10° dia (p=0,004). Na forma de gas, o ozbnio atenuou o processo inflamatorio
cronico, enquanto, na forma de 6leo, destacou-se pelo aumento da vascularizagdo em ambos os
periodos do estudo. O grupo fotobiomodulado apresentou melhor organizagéo do colageno.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizacdo. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Ozonioterapia.
Colageno. Inflamagao.

1 Mestre em Medicina e Saude Humana, Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, Salvador, Bahia,
Brasil.

2 Doutor em Laser, Professor do Curso de Odontologia da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica,
Salvador, Bahia, Brasil.

3 Mestranda do Programa de Pés-graduagdo em Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas, do Instituto
de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brasil.

4 Graduagao em Odontologia, Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, Salvador, Bahia, Brasil.

5 Doutoranda do Programa de Pés-graduagcdo em Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas, do Instituto
de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brasil.

6 Doutoranda do Programa de Pés-graduagcdo em Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas, do Instituto
de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brasil.

7 Doutora em Patologia Humana, Professora Associada do Departamento de Biointeragdo do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brasil.

ISSN: 2675-6218 - RECIMA21
Este artigo € publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga Creative Commons Atribui¢éo 4.0 Internacional (CC-BY),
que permite uso, distribuigdo e reproducéo irrestritos em qualquer meio, desde que o autor original e a fonte sejam creditados.


https://doi.org/10.47820/recima21.v7i3.7325

v.7, n.3, 2026

(" )
L
REC'MA21 REVISTA CIENTIFICA - RECIMA21 ISSN 2675-6218

AVALIAGAO HISTOLOGICA DE FERIDAS CUTANEAS DE RATOS SUBMETIDAS

A FOTOBIOMODULAGAO LASER E OZONIOTERAPIA

Flavia Quadros Lima, Antonio Marcio Marchionni, Beatriz Paim de Figueiredo Braitenbach,
k ) Bruna Carvalho Lopez Moreno, Sarah Souza Lima, Carla Barreto Cerqueira, Alena Ribeiro Alves Peixoto Medrado

ABSTRACT

Biomodulatory therapies are becoming increasingly common in healthcare to enhance tissue
repair. This study aimed to evaluate and compare the effects of laser photobiomodulation, gaseous
ozone, and ozonated oil on tissue repair in skin wounds in rats, using histological analysis. Forty
Wistar rats were randomly assigned to four groups of 10 animals each: Control Group (CG), Laser
Group (LG), Ozone Gas Group (OGG), and Ozonated Oil Group (OOG). Standardized skin wounds
were created on the backs of the animals, and the experimental groups received their respective
treatments for three consecutive days. Five and ten days post-surgery, five rats from each group
were euthanized, and skin samples were collected from the wound area for histological processing.
The samples were stained with hematoxylin-eosin and Sirius red. Five standard micrographs of
each histological section were analyzed to assess granulation tissue cellularity, collagen
organization, and vascular density. A significance level of p<0.05 was established for statistical
analysis. On the 10th day after surgery, increased granulation tissue cellularity was observed in all
groups except the OGG (p=0.043). A statistically significant difference in collagen organization was
noted between the CG and LG on the 5th day (p=0.012). Vascular density was higher in the OOG
than in the other experimental groups on the 5th and 10th days (p=0.045 and p=0.004,
respectively). In gaseous form, ozone reduced chronic inflammation, while the oil form was
particularly noted for its enhanced vascularization during both study periods. The
photobiomodulated group demonstrated superior collagen organization.

KEYWORDS: Wound healing. Low-Level Light Therapy. Ozone therapy. Collagen. Inflammation.

RESUMEN

Las terapias biomoduladoras han sido cada vez mas empleadas en el ambito de la salud para
estimular la reparacion tisular. El objetivo de este estudio fue evaluar comparativamente los
efectos de la fotobiomodulacion laser, el ozono gaseoso y el aceite ozonizado sobre la reparacion
tisular, mediante el analisis histolégico de heridas cutaneas en ratas. Cuarenta ratas Wistar fueron
asignadas aleatoriamente en cuatro grupos (n=10): Grupo Control (GC), Grupo Laser (GL), Grupo
Gas Ozono (GGO) y Grupo Aceite Ozonizado (GOQ). Se realizaron heridas cutaneas
estandarizadas en el dorso de los animales, y los tratamientos se aplicaron durante ftres dias
consecutivos. A los 5 y 10 dias postoperatorios, cinco animales de cada grupo fueron sometidos a
eutanasia y se recolectaron muestras del area lesionada para su procesamiento histologico y
tincion con hematoxilina-eosina y rojo Sirius. A partir de cinco micrografias por seccioén histolégica,
se evaluaron la celularidad del tejido de granulacion, la expresion de colageno y la densidad
vascular. El nivel de significancia fue p<0,05. A los 10 dias, se observé un aumento de la
celularidad del tejido de granulacién en todos los grupos, excepto en el GGO (p=0,043). Se
identifico una diferencia significativa en la organizacién del colageno entre GC y GL en el dia 5
(p=0,012). La densidad vascular fue mayor en el GOO en los dias 5 (p=0,045) y 10 (p=0,004). El
0zono gaseoso atenud el proceso inflamatorio cronico, mientras que el aceite ozonizado promovié
una mayor vascularizacion. El grupo sometido a fotobiomodulaciéon presentd una mejor
organizacion del colageno.

PALABRAS CLAVE: Cicatrizacion de Heridas. Terapia por Luz de Baja Intensidad. Ozonoterapia.
Colageno. Inflamacion.

1. INTRODUGCAO

As terapias biomoduladoras podem ser entendidas como um conjunto de abordagens nao
invasivas capazes de modular a resposta bioldgica das células e tecidos, de forma a favorecer
processos fisioldégicos e patologicos, entre os quais destaca-se a cicatrizagdo de ferimentos. A
fotobiomodulagédo laser e o0 uso do o0z6nio medicinal sdo alguns desses métodos que tém sido
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estudados devido ao seu potencial beneficio para o reparo tecidual, e é de grande interesse para a
area da Saude a obtencao de protocolos padronizados para aplicacdo destas terapias na pratica
clinica.’?

Tém sido relatado na literatura que a fotobiomodulagéo laser, com comprimento de onda
que se situa no espectro de luz visivel, pode interferir positivamente no processo cicatricial através
do aumento da biossintese de ATP, proliferacdo de linfécitos e aumento da atividade funcional e
do numero de fibroblastos.®* Tais efeitos sdo interdependentes do tipo de tecido tratado, da
densidade de energia, da poténcia do laser e do tempo e dos intervalos de aplicagdo para cada
condig&o clinica.®

Adicionalmente, tem sido documentado o uso crescente da ozonioterapia. O 0zbnio € um
componente da atmosfera terrestre e sua molécula € composta por trés atomos de oxigénio, com
forte agdo oxidante.® A ozonioterapia exerce agao terapéutica sobre os tecidos celulares, pois ativa
0s mecanismos de sintese proteica, aumentando a quantidade de ribossomos e a atividade
mitocondrial das células. Essas mudangas, que ocorrem em nivel celular, explicam a elevagao da
atividade funcional e o potencial de regeneragdo de tecidos e 6rgdos submetidos a essa
modalidade terapéutica.’

A despeito da utilizagdo das terapias biomoduladoras ja citadas, estudos comparativos
sobre os efeitos da fotobiomodulacao laser e da ozonioterapia no reparo tecidual ainda tém sido
pouco explorados na literatura.®'® Em particular, os poucos estudos que contemplaram o uso
destas modalidades terapéuticas para fins de biomodular e/ou acelerar o processo cicatricial
demonstraram seus efeitos positivos em diferentes tecidos, em especial no reparo 6sseo e no
tecido nervoso.'"'2 Ndo estd claramente estabelecido, até o momento, na literatura, se a
fotobiomodulagédo laser e a ozonioterapia exercem efeitos comparaveis ou distintos sobre os
parametros histolégicos da fase proliferativa da cicatrizagdo cuténea.

O presente estudo teve por objetivo avaliar, comparativamente, a influéncia da
fotobiomodulagéo por laser e da ozonioterapia na fase proliferativa do reparo tecidual de feridas
cirdrgicas padronizadas em pele de ratos, por meio de andlise histomorfométrica. Mais
especificamente, avaliar, de forma semiquantitativa, o efeito da fotobiomodulagéo laser, do éleo
ozonizado e do gas ozénio sobre o infiltrado de células inflamatérias monomorfonucleares e sobre
o grau da inflamagdo, bem como sobre o padrdo de organizacdo das fibras colagenas e a

densidade vascular no leito do ferimento, nos diferentes grupos experimentais.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo foi encaminhado & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade Adventista da Bahia (FADBA). Foi registrado sob o niumero de protocolo 67/2019.

2.2. Amostra

Durante o experimento, os animais foram mantidos na Faculdade Adventista da Bahia
(FADBA), em condigbes sanitarias de biotério convencional desta Instituicdo. O acondicionamento
dos animais foi realizado em gaiolas individuais, etiquetadas, com ch&o coberto com maravalha.
Os ratos foram mantidos em condigdes padrdo de temperatura (22-25 °C) e umidade relativa (50-
52%), com ciclos de luz e escuro de 12 h, e expostos a luminosidade artificial por 12 horas por dia.
A alimentagao dos ratos foi realizada com ragédo balanceada Nuvilab® (Suprilab) e agua ad libitum.
Foram adotados cuidados especificos quanto a limpeza e ao ambiente protegido de estimulos
auditivos para evitar o estresse.

Foi realizado calculo amostral para determinar o nUmero de animais necessarios para o
estudo. Nesse aspecto, adotaram-se os critérios estabelecidos por Eckelman et al.’® e Scheibe.
Adotou-se como pardmetro uma diferenca da area de colageno da ordem de 30% entre os grupos
teste e o controle, com nivel de significancia de p<0,05, e coeficiente de variagao (CV) de 20%
para ratos Wistar. Desta forma, o numero de ratos foi definido em 10 para cada grupo
experimental.

A amostra contemplou 40 animais e foi estabelecido como critérios de inclusdo ratos
Wistar machos com peso entre 150 e 200 g, provenientes do biotério da Faculdade Adventista da
Bahia. Como critérios de exclusdo, ficaram fora da amostra os animais que apresentassem
feridas, doencas cronicas e/ou defeitos cutdneos. Os animais foram alocados por sorteio do
numero de registro no biotério, em 4 grupos de 10 ratos cada, os quais foram sacrificados no 5° e
10° dias ap6s o inicio dos testes, correspondentes a fase proliferativa do reparo. Em cada um
desses periodos, 5 ratos de cada grupo experimental foram sacrificados. O Grupo 1 correspondeu
ao Grupo Controle (GC) e recebeu aplicagéo tépica de solugéo salina; o Grupo 2, denominado
Grupo Laser (GL), foi submetido a fotobiomodulagéo laser local; o Grupo 3, chamado de Grupo
Ozonio (GO), recebeu terapia com ozénio gasoso insuflado na borda da lesdo; e o Grupo 4, Oleo

Ozonizado (GOOQ) foi tratado com 6leo na superficie do ferimento.

2.3. Procedimentos cirurgicos e utilizagado das terapias biomoduladoras

Seguindo os protocolos preconizados para experimentos com animais descrito por Damy

et al.’, os animais foram submetidos & pesagem, anestesiados com cloridrato de quetamina 10%
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(Dopalen®, Sao Paulo, Brasil) 75 mg/ml e cloridrato de xilazina 2% (Anazedan, Sao Paulo, Brasil)
5 mg/ml, com a dosagem de 2mg/kg e 3mg/kg, respectivamente. Em seguida, efetuou-se a
tricotomia dorsal. Foi realizada uma incisdo circular na regido dorsal com o auxilio de um bisturi
circular metalico, punch, (Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha) com 6mm de didmetro para a
obtencdo de uma ferida uniforme e padronizada, a qual foi executada por um uUnico operador
devidamente calibrado, de acordo com o modelo descrito por Medrado et al.’® e ilustrado por
Braitenbach et al."”.

Os ferimentos cuténeos dos ratos do Grupo Laser (GL) foram submetidos a 4 aplicagdes
pontuais de 1 J/cm?, nos vértices correspondentes as linhas diametrais opostas nos bordos da
ferida com dosimetria total de 4 J/cm?, por dia de aplicagdo. Utilizou-se um aparelho semicondutor
de laser de arseneto de aluminio e galio (AsAlGa, 9 mW, 670 nm, Laser de diodo de 0,031
W/cm?), com emissdo continua e area da ponta ativa de 0,28 cm? (Laser VR-KC-610- Dentoflex,
Brasil). A dosimetria final foi de 12 J/cm? pois os ratos foram irradiados em 3 dias consecutivos
apos o procedimento cirdrgico para a realizagao do ferimento cutaneo.

O ozbnio foi produzido pelo gerador Philozon® (Philozon - Industria e comércio de
geradores de oz6nio - LTDA, Santa Catarina, Brasil) na concentragao de 13ug/ml de ozbnio, a
partir de oxigénio medicinal, com fluxo constante de 1L/min. A mistura com oxigénio foi capturada
em uma seringa de 5 ml e, através de uma agulha de insulina, o gas foi insuflado com volume de
1ml, de forma uniforme, em 4 pontos correspondentes aos vértices diametrais nos bordos da
lesdo, nos mesmos moldes descritos para a fotobiomodulagéo laser, totalizando 52ug de Os. Este
procedimento também foi repetido por trés dias consecutivos, apds a cirurgia.

Foi administrado 6leo de girassol ozonizado a 100% (Philozon - Industria e comércio de
geradores de ozOnio - LTDA, Santa Catarina, Brasil). Aplicou-se um volume de 50ul, de modo a
cobrir toda a superficie da lesdo. Essa aplicagao topica foi realizada por 3 dias consecutivos, da
mesma forma descrita para os grupos anteriores.

Os animais foram submetidos as terapias biomoduladoras nos dias 1, 2 e 3 do estudo. O
GC recebeu 50ul de solugao salina a 9% pipetada na superficie da lesao, por 3 dias consecutivos,
e apenas contato com a seringa de aplicacdo do gas ozdnio e com a ponta ativa do laser
desligado. Cada grupo, com 10 animais, teve metade dos espécimes sacrificados no 5° dia e a
outra metade no 10° dia. A Figura 1 ilustra os procedimentos realizados em cada grupo

experimental.

ISSN: 2675-6218 - RECIMA21
Este artigo € publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga Creative Commons Atribui¢éo 4.0 Internacional (CC-BY),
que permite uso, distribuigdo e reproducéo irrestritos em qualquer meio, desde que o autor original e a fonte sejam creditados.



v.7, n.3, 2026

(" A
L
REC'MA21 REVISTA CIENTIFICA - RECIMA21 ISSN 2675-6218

AVALIAGAO HISTOLOGICA DE FERIDAS CUTANEAS DE RATOS SUBMETIDAS

A FOTOBIOMODULAGAO LASER E OZONIOTERAPIA

Flavia Quadros Lima, Antonio Marcio Marchionni, Beatriz Paim de Figueiredo Braitenbach,
k ) Bruna Carvalho Lopez Moreno, Sarah Souza Lima, Carla Barreto Cerqueira, Alena Ribeiro Alves Peixoto Medrado

Figura 1. Aplicagéo das terapias biomoduladoras
A B C

(A) representa o GL; (B) representa o GGO; e (C) representa o GOO. O (x) corresponde ao local de aplicagdo
da terapia biomoduladora proposta para cada grupo.
Fonte: Autoria propria.

2.4. Morte dos animais

Apéds sedacgao profunda com a solugao anestésica ja descrita, os animais foram alocados
em grupos na camara de gas, na qual foi liberado di6xido de carbono a uma concentragao de 5

litros por minuto.

2.5. Processamento histolégico

Apbs a confirmacgao da morte, foi removida uma porgéo de tecido do dorso dos ratos que
abrangia a ferida cirirgica. O espécime foi fixado por um periodo minimo de 48 horas, em solugéo
de formol 10%, tamponado. Os fragmentos de pele contendo a lesdo foram submetidos a cortes
histologicos de 4 ym de espessura e corados com Hematoxilina-Eosina para avaliagdo das
variaveis infiltrado monomorfonuclear, intensidade da inflamacéao crénica e densidade vascular. As

secgOes teciduais também foram coradas com Sirius vermelho para analisar a neocolagénese.

2.6. Analise histologica

A captura das imagens das secgbes teciduais submetidas as coloragdes descritas foi
realizada com o software Motic Images Advanced 3.0® (Motic China Group CO. LTD), do
Laboratério de Bioquimica Oral do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Bahia. Foi estabelecida uma area padrdo para a analise de todos os casos, a saber: 13107,2
pixels. Cinco imagens padrao, correspondentes a cada secgao tecidual, foram capturadas com a
dimenséao estabelecida para analise semiquantitativa do infiltrado inflamatério monomorfonuclear e
de fibroblastos, da densidade vascular e da neocolagénese. Essas areas foram documentadas na

derme subjacente a localizagédo da ulcera cutanea.
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Com relagdo a celularidade do tecido de granulagdo, quando os nucleos de células
monomorfonucleares e fibroblastos estavam presentes em percentual igual ou superior a 75% na
seccao analisada, o grau foi considerado muito intenso (4); entre 50 e 75%, intenso (3); de 25 a
50% de células do tecido, grau moderado (2); menor ou igual a 25%, leve (1) e 0 para ausente. A
densidade vascular foi categorizada de acordo com os seguintes escores: leve (1) para até 10
vasos identificados, moderado (2) para 11 a 20 vasos, intenso (3) para 21 a 50 vasos e muito
intenso (4) para numero superior ao citado. Apenas vasos sanguineos com revestimento endotelial
integro que evidenciassem a presenga de pelo menos duas células endoteliais foram
considerados.

A biossintese do colageno foi avaliada de acordo com os critérios estabelecidos por
Alvarenga et al."® onde as fibras colagenas foram classificadas através de trés escores: 1 para
fibras colagenas finas, delicadas, frouxamente organizadas vistas em toda a area da ferida; 2 para
fibras colagenas finas, delicadas frouxamente organizadas em algumas areas e mais espessas e
grossas em outras areas da ferida e 3 para fibras colagenas espessas, grossas e densamente
organizadas vistas em toda a area da ferida.

Cada area foi capturada com aumento de 40X e salva em formato JPEG. Todas as
analises foram realizadas as cegas, por trés examinadores previamente calibrados (ARAPM, FQL
e BCLM). O indice de Cohen Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia entre os

examinadores e apresentou valor de 0,92.

2.7. Analise estatistica

Os dados foram analisados no software R (versdo 4.2.0), no qual foi realizada a analise
descritiva (mediana e quartis) para identificar as caracteristicas gerais e especificas da amostra
estudada. Para verificar a normalidade da distribuicdo dos dados, utilizaram-se o teste de Shapiro-
Wilk e a analise da simetria e do achatamento da curva de distribuicdo. Para verificar a existéncia
de diferenga significativa entre os grupos de interesse, foram utilizados o teste de Mann-Whitney
e o0 de Kruskal-Wallis ndo-paramétricos, seguidos pelo teste a posteriori de Dunn. O nivel de
significancia estabelecido para este trabalho foi de 5%. A Figura 2 ilustra todo o delineamento do

estudo experimental.
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Figura 2 - Linha do tempo da metodologia do estudo
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Fonte: Autoria propria.

3. RESULTADOS

A Tabela 1 ilustra a comparacdo entre os dois dias de andlise em cada grupo
experimental, separadamente. No GC, observou-se que, no 5° dia, o tecido de granulagéo
composto por infiltrado inflamatério monomorfonuclear e fibroblastos foi intenso, e no 10° dia,
muito intenso (p=0,008). Numerosas células monomorfonucleares foram observadas em meio ao
processo de fibroplasia em curso. No tocante ao padrdo organizacional do colageno, houve
diferenca estatisticamente significativa, pois, no segundo periodo de estudo, as seccbes
histologicas ja apresentavam areas com fibras delicadas e outras com feixes mais organizados, o
que é representativo do grau 2 (p=0,008).

Em relagdo ao GL, ndo houve diferenga significativa entre os periodos avaliados nas trés
variaveis descritas (p>0,05).

No grupo GGO, houve um aumento significativo no nimero de vasos na derme, de 5 para
10 dias do estudo, o qual evoluiu de leve para moderado (p=0,032).

O grupo GOO, evidenciou aumento do grau da celularidade do tecido de granulagéo de
intensa para muito intensa. Com relagao ao padrao organizacional do colageno, embora houvesse
aumento de feixes colagénicos mais espessos e organizados em todas as secgbes histolégicas,
essa diferenga entre os periodos nao foi significativa (p>0,05). Aspectos semelhantes foram
observados no tocante a densidade vascular, que passou de moderada a intensa do 5° para o 10°
dia (p>0,05).
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Tabela 1. Analise semiquantitativa intragrupos das variaveis celularidade do tecido de granulagao,
colageno e densidade vascular nos diferentes grupos experimentais, em 5 e 10 dias.
Hematoxilina-eosina e Sirius vermelho, 400X

GC GL GGO GOO

Variavel Med (91-93)

5 dias 10 dias 5 dias 10 dias 5 dias 10 dias 5 dias 10 dias

Celularidade
dotecidode  3253)  4(4-4)  3(3-35) 4(354) 3(33) 3335  3(33)  4(354)

granulagao

0,008* 0,151 0,690 0,063
Colégeno 1(1-1) 2(2-2,5) 2(2-2) 3(2-3) 2(1,5-2) 2(2-2) 1,5(1-2) 2(2-3)
0,008* 0,151 0,690 0,111
Densidade 1(1-1,5) 1(1-2) 1(1-2) 1(1-1,5) 1(1-1,5) 2(2-2,5) 2(2-2,75)  3(2,5-3)
vascular

0,069 0,690 0,032* 0,190

*p-valor<0,05

Na analise intergrupos, no quinto dia apos o sacrificio, observou-se a presenca de tecido
de granulacdo com celularidade de grau intenso em todos os grupos experimentais. No 10° dia,
todos os grupos evidenciaram aumento desta variavel de intenso para muito intenso, exceto GGO
e esta diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,043). A analise do padrédo organizacional
das fibras colagenas no 5° dia evidenciou que GC apresentou fibras mais delicadas, frouxamente
organizadas, enquanto GL, GGO e GOO ja exibiam fibras colagenas mais espessas e grossas em
algumas areas das secgdes analisadas. Contudo, esta diferencga foi significativa apenas entre GC
e GL (p=0,012). A formagédo de novos vasos sanguineos presentes no tecido de granulagéo
existente na derme dos animais, representada pela variavel densidade vascular, foi
estatisticamente significativa no GOO tanto no 5° (p=0,045) quanto no 10° dia (p=0,004), em
relacdo ao GC, GL e GGO (Tabela 2); (Figuras 3 e 4).
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Tabela 2. Analise semiquantitativa intergrupos das variaveis celularidade do tecido de granulagéo,
colageno e densidade vascular nos diferentes grupos experimentais, nos dias 5 e 10 do reparo
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Med(g1-93)
Variavel 5 dias 10 dias
GC GL GGO GOO GC GL GGO GOO
Celularidade  3(2,5-3)  3(3-3,5) 3(3-3) 3(3-3) 4(4-4) 4(3,5-4) 3(3-3,5) 4(3,5-4)
do tecido de
granulagéo 0,308 0,043*
1(1-1) 22-2) 2(1,5-2) 15(1-2) 2(2-2,5)  3(2-3) 2(2-2) 2(2-3)
Colageno
0,012*2 0,210
11-1,5)  1(1-2) 10115 A& 1(12)  1(1-1,5)  2(2-2,5) 3(2,5-3)
Densidade ’ ’ 2,75) ) ) ;
vascular
0,045*3 0,004*3
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*1 Estatisticamente significativa entre GGO x GC; GGO x GL; GGO x GOO
*2 Estatisticamente significativa entre GC x GL
*3 Estatisticamente significativa entre GOO x GC; GOO x GL; GOO x GGO
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Figura 3. Fotomicrografias de sec¢des de pele (HE) obtidas na objetiva de 40x das areas dos
ferimentos cutaneos padronizados, que ilustram as caracteristicas histomorfolégicas nos grupos
em 5 e 10 dias. Nota-se que no 5° dia, os grupos GC (A), GL (C), GGO (E) e GOO (G)
evidenciaram presenca de infiltrado inflamatério monomorfonuclear, caracteristico de inflamacao
cronica difusa com intensidade que variou de intenso a muito intenso e inUmeros vasos
sanguineos (setas). No GC ainda foram visualizadas areas de edema intersticial. No periodo de 10
dias, GC (B), GL (D), GGO (F) e GOO (H) apresentaram caracteristicas compativeis com etapas
mais avangadas do processo de cicatrizagdo, area maior de fibroplasia. GOO evidenciou maior
numero de vasos nos dois periodos do estudo

10 dias

GC

GL

GGO

GOO
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Figura 4 - Fotomicrografias de secgdes de pele (Sirius vermelho) obtidas na objetiva de 40x das
regides dos ferimentos cutaneos padronizados, que ilustram as caracteristicas histomorfoldgicas
nos grupos com 5 e 10 dias. Nota-se que no 5° dia, o GC (A) apresentou fibras mais delicadas,
frouxamente organizadas e GL (C), GGO (E) e GOO (G), ja exibiam fibras colagenas mais
espessas e grossas em algumas areas das seccdes analisadas. Aos dez dias, o padréo
organizacional das fibras colagenas foi semelhante nos grupos GC (B), GGO (F) e GOO (H), a
excegao do GL (D) que exibiu fibras espessas, grossas e densamente organizadas

10 dias

GC

GL

GGO

GOO

4. DISCUSSAO

Este estudo experimental objetivou avaliar comparativamente as alteragbes teciduais
inerentes ao reparo tecidual sob a influéncia de trés terapias biomoduladoras, com énfase para a
fase proliferativa, caracterizada pelo aumento das células no tecido de granulagdo, da éarea
representada pelo colageno, e da neoangiogénese.
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Sabe-se que essa fase do reparo, normalmente se inicia no 3° dia apds a lesao, e pode se
estender por até duas semanas.'® Dessa forma, a avaliagédo das variaveis descritas nos periodos
de 5 e 10 dias no presente estudo, possibilitou compreender melhor de que modo as terapias com
ozbnio e laser modularam a cicatrizagao cutanea de ratos.

As terapias biomoduladoras utilizadas ja& tém sido extensivamente investigadas na
literatura, contudo, até o momento, poucos estudos contemplaram uma analise dos efeitos da
fotobiomodulacao laser em comparagao ao 0zénio, inclusive em modelos experimentais. O modelo
experimental classico de cicatrizagao cutanea adotado no presente estudo, permitiu maior controle
de variaveis externas e uma boa reprodutibilidade da fase proliferativa do reparo, além de
apresentar facil exequibilidade. Na literatura, ha outros estudos realizados nos mesmos moldes
desta pesquisa.?®?> Adicionalmente, alguns estudos tém demonstrado que tanto a
fotobiomodulacido por laser quanto a ozonioterapia podem modular diferentes fases do reparo
tecidual 2>2¢

No presente estudo, a analise intergrupos, revelou que apenas o GGO nao apresentou
aumento da celularidade do tecido de granulagdo como os demais grupos no 10° dia do estudo.
Apesar da escassez de estudos comparativos entre diferentes vias de administracdo do oz6nio no
contexto da cicatrizagao cutanea, é possivel sugerir que o ozbnio pode ter exercido um efeito anti-
inflamatério mais prolongado no tecido em formagédo, com impacto na sua celularidade. De fato,
Cardoso et al.?” e Soares et al.® também relataram resultados semelhantes com o uso do gas
0z06nio. O primeiro realizou um estudo dos efeitos do 0zdnio sistémico intraperitoneal em feridas
cuténeas de ratos, e constatou que o grupo que recebeu a maior dosagem de ozdnio (dose de 1,0
mg/kg/pc e concentragédo de 50 pg/ml de Os) apresentou aspectos histolégicos consistentes com
reparo tecidual mais acelerado, maior redugao do infilirado inflamatério e ativagéo da formacgéo de
colageno, em comparagdo aos demais grupos. Ja a pesquisa conduzida por Soares et al.® teve
como objetivo analisar o padréo de cicatrizacdo de ferimentos em ratos tratados com ozbnio por
meio de injecdo subcutanea. As feridas que receberam ozonioterapia exibiram tecido de
granulagdo com numero reduzido de células inflamatérias, maior celularidade dérmica e intensa
deposicao de colageno. O fator de crescimento fibroblastico basico 2 (FGF2), a densidade
microvascular e a quantidade de miofibroblastos foram significativamente maiores no grupo ozdnio
em comparagao ao controle.

Contudo, ha que se salientar que o presente estudo apresenta uma limitagdo, pois néo
avaliou cada tipo celular integrante do tecido de granulagdo de forma isolada. Dessa forma,
resultados divergentes tém sido relatados na literatura, na qual se observou que o ozbnio foi capaz
de estimular a atividade fibroblastica por meio de aumento na expressdo de proteinas, como

vimentina e fibronectina.?®3%% Em nosso estudo, entre os grupos tratados, apenas os grupos GL e
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GOO exibiram aumento da celularidade do tecido de granulacdo, embora sem significancia
estatistica, enquanto a terapia em gas n&o apresentou resultados semelhantes.

Em contrapartida, os 6leos ozonizados retém reativos do ozénio na forma de ozonideos e
peroéxidos lipidicos, que liberam espécies reativas de modo mais lento e sustentado no leito da
ferida, o que pode implicar maior estabilidade em relagéo ao gas.3! Neste sentido, Rafiei et al.>
avaliaram as propriedades terapéuticas do ozdnio na cicatrizagdo de queimaduras de terceiro grau
em ratos, por meio de diferentes vias de administragdo: agua, 6leo, gas topico e gas sistémico.
Foram analisados, nos dias 4, 8 e 14 do experimento, a area da ferida, a presenga de células
inflamatérias, a angiogénese e a formagéao de tecido de granulagao. Os autores constataram que a
utilizacdo do ozbénio em forma liquida (agua e 6leo) otimizou significativamente mais o reparo
tecidual, quando comparada aos demais grupos. O grupo tratado com o 6leo apresentou uma
maior formagéo de vasos sanguineos e de tecido de granulagdo no 4° dia, o que é consistente
com os achados do presente estudo, onde também foi observada uma diferenga estatisticamente
significativa entre o0 GOO e os outros grupos experimentais, e no GGO, ao se avaliar a variavel
densidade vascular em ambos os periodos analisados.

Ainda em relagdo ao resultado do aumento da densidade vascular observado nos grupos
submetidos a ozonioterapia sob a forma de gas e 6leo, tém sido documentado na literatura que o
ozOnio pode induzir um estresse oxidativo moderado no tecido, e dessa forma, regular
positivamente o fator induzivel por hipdxia alfa (HIF-1a), além de estimular a liberagdo de fatores
de crescimento como o fator de crescimento transformador beta (TGF-f3), o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF).333425 Dessa
forma, o ozobnio poderia promover um aumento da vascularizagdo na area lesionada, o que
favorece o suprimento de oxigénio e nutrientes a regidao, bem como o recrutamento de células-
tronco hematopoéticas, que participam da regulacdo da resposta imune e inflamatdria. Essas
células estdo envolvidas na secregao de citocinas como IL-10, TGF-B e PGE2, na indugdo de
linfécitos T reguladores e na polarizagao de macréfagos para o fenétipo M2, o que contribui para o
controle de reagdes inflamatdrias exacerbadas e para a progressdo ordenada do reparo
tecidual.3%%6

No que se refere ao padrao de organizagéo das fibras colagenas, a analise dessa variavel
intergrupos evidenciou uma diferencga estatisticamente significativa apenas entre GC e GL ao 5°
dia, ao passo que os grupos tratados com o0z6nio também mostraram uma evolugéo de fibras finas
e delicadas para fibras mais espessas. O método de andlise das fibras colagenas, primeiramente
descrito por Alvarenga et al.'®, foi Gtil para avaliar ndo apenas o grau de presenga de colageno na
MEC, mas também o padrdo organizacional dessas fibras, e foi possivel identificar um arranjo
mais organizado no grupo tratado com fotobiomodulagdo. O estudo de Castro et al.¥’ ratifica tais

resultados. Os autores realizaram enxerto de pele e terapia com fotobiomodulacao, imediatamente
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apos o procedimento e a cada 24h, na area correspondente a lesdo em ratos. No 7° dia do pds-
operatério, foi evidenciado que os animais submetidos a terapia apresentaram nao sé maior
quantidade de fibras colagenas (p<0,05), mas também um melhor padrdo organizacional do
colageno em comparagéo aos controles. Em outro estudo com ratos, Oliveira et al.®8, por meio de
analise histolégica e macroscopica do reparo de ferimentos cutdneos tratados com
fotobiomodulagdo em doses fixas e crescentes, também demonstraram que ambos os grupos
experimentais apresentaram maior deposicdo de colageno. O grupo que recebeu doses
crescentes de laser (1 J/cm?, 3 J/cm? e 5 J/cm?) apresentou o maior teor de colageno total ao final
de 10 dias, em comparagdo com o grupo que recebeu a dosagem fixa de 3 J/cm?2. Fortuna et al.?",
documentaram achados semelhantes, com o objetivo investigar os efeitos da fotobiomodulagéo
sobre a angiogénese e fibroplasia durante a remodelagado tecidual, 14, 21, 28 e 35 dias apds a
lesdo, eles observaram que a expressado de colageno foi significativamente maior (p<0,05) no
grupo laser em comparagao ao grupo controle nos dias 14 e 21 do estudo. Os resultados do nosso
estudo reforcam a evidéncia de que a fotobiomodulagdo modula a biossintese do colageno, tanto
quantitativamente quanto qualitativamente.

Em uma revisdo sistematica da literatura, desenvolvida por Andrade et al.39, foram
identificados cinco estudos em animais que, assim como a presente pesquisa, compararam 0s
efeitos da fotobiomodulagéo laser e da ozonioterapia. Entretanto, nenhum dos estudos citados
avaliou a acéo destas terapias biomoduladoras no reparo cutineo. Os estudos de Kazancioglu et
al.? e de Alan et al.® analisaram o efeito das terapias biomoduladoras na cicatrizagdo 6ssea. No
primeiro, as terapias foram aplicadas trés vezes por semana, durante duas semanas, em defeitos
Osseos criticos da calvaria de ratos, e a amostra para analise foi coletada no dia 30 ap6s a lesdo.
O ozbnio foi aplicado com uma sonda sobre a area do defeito, na concentragéo de 80%, por 120
segundos, e, em relacdo a fotobiomodulagdo laser, utilizou-se um laser de diodo por 120
segundos. Os grupos tratados com o laser e com o ozénio demonstraram efeito estatisticamente
superior no tocante a neoformagédo dssea, em comparagdo com o grupo controle (p<0,05). No
segundo estudo, os autores reproduziram experimentalmente defeitos 6sseos em fémures de
ratos. Foi utilizado um laser de diodo semicondutor de As-Al-Ga, trés vezes por semana, em dias
alternados, durante quatro semanas. O oz6nio foi administrado topicamente, com concentragdo de
80%, por meio de uma sonda, durante 30 segundos. Foi realizada analise histomorfométrica em
dois periodos distintos, correspondentes as 4 e 8 semanas. Foram evidenciadas areas maiores de
0sso neoformado e um maior numero de células osteocalcina-positivas nos grupos tratados com
fotobiomodulagéo laser e ozbnio, em relagdo aos animais controle, especialmente na 8% semana
do periodo pdés-operatorio (p<0,05).

Ja no contexto do potencial regenerativo do tecido nervoso, os estudos de Yucesoy et al.'®

e Yucaetal.! avaliaram o efeito da fotobiomodulacdo com laser e da ozonioterapia na
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regeneracdo de lesdo do nervo facial em ratos. Foi utilizada, no primeiro estudo, a
fotobiomodulagdo por LED aplicada ao longo do trajeto do nervo por 5 minutos diariamente
durante 21 dias. O gas ozobnio também foi aplicado por 21 dias, por meio de uma sonda, com
concentragdo de 75% por 60 segundos. Ja no estudo de Yuca et al.'', os autores utilizaram
fotobiomodulagdo laser por LED, por 32 segundos, durante 21 dias consecutivos, e a
ozonioterapia foi administrada na concentragao de 2,5% de O; e 97,5% de O, por via insuflagdo
peritoneal, por 21 dias. Em ambos os estudos, observou-se que os animais tratados com as duas
terapias exibiram um padréo organizacional mais favoravel dos feixes nervosos correspondentes
ao nervo facial, quando comparados aos controles (p<0,05).

O estudo que mais se aproximou do modelo experimental utilizado foi o de Bayer et al.'?,
em que os autores avaliaram, comparativamente, a agdo da fotobiomodulacdo laser e da
ozonioterapia em Ulceras de mucosite oral induzidas experimentalmente por meio da
administracdo intraperitoneal em ratos. Foi identificada maior quantidade de fator de crescimento
fibroblastico basico (bFGF) e de PDGF no grupo tratado com laser, e essa diferenca foi
estatisticamente significativa. Outro estudo, desenvolvido por Ozalp et al.?, também avaliou,
comparativamente, a utilizagdo do laser e do ozbénio na cicatrizagdo de ferimentos na mucosa oral
de ratos, e ambos 0s grupos experimentais apresentaram escore reduzido de inflamag¢édo aguda
em relacdo ao controle (p<0,05), porém sem diferengas significativas entre o grupo laser e o grupo
ozbnio (p>0,05). Embora a pele e a mucosa oral sejam geralmente semelhantes quanto a
presenca de biomoléculas ou em sua morfologia e fungbes, existem diferencas nas condi¢des
homeostaticas que devem ser levadas em consideracdo ao comparar o processo de cicatrizagao
em ambos os tipos de tecidos.*°

Uma das limitagbes do presente estudo encontra-se no fato de se deter na
histomorfometria e a ndo utilizagdo de técnicas imunohistoquimicas para a analise da formacao de
Novos vasos sanguineos, que seriam capazes de aumentar a sensibilidade e a especificidade dos
resultados obtidos. Na contagem dos vasos sanguineos nas secg¢des coradas com hematoxilina-
eosina, foi necessario ater-se aos aspectos morfolégicos que permitiram a identificacdo de
pequenos vasos, como a presencga de revestimento integro do epitélio pavimentoso simples na
parede vascular e possivel presenga ou auséncia de eritrécitos no limen. Outro aspecto digno de
nota é que o presente estudo se detém a analisar o reparo apenas na fase proliferativa. Os
autores encorajam a realizagao de mais estudos para avaliar a resposta inflamatdria inicial frente a
agressdo, assim como as etapas mais tardias do reparo cutdneo que incluam a completa re-
epitelizagdo e remodelamento dérmico.

A despeito dos resultados favoraveis relacionados ao uso das terapias biomoduladoras
discutidos, existem resultados divergentes na literatura, em especial no tocante as variaveis

histolégicas relacionadas ao processo inflamatorio*'#? e area do colageno.*3%
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E importante, nesse sentido, ressaltar a existéncia de uma ampla variedade de técnicas de
avaliagdo, assim como de variaveis histologicas e periodos de analise. A busca por protocolos
padronizados, em especial da ozonioterapia, ainda pode ser considerada relevante e deve ser
explorada em outras pesquisas, tanto de carater experimental, como envolvendo seres humanos.
Além desse aspecto, os nossos resultados também parecem indicar que a fotobiomodulagao laser
e a ozonioterapia, em diferentes modalidades, podem modular o reparo da lesdo de diferentes
formas, o que sugere que a ativagédo de vias de sinalizagao celulares/moleculares seja deflagrada

por mecanismos de acao distintos.

5. CONSIDERAGOES

A aplicacdo de ozbnio em forma gasosa atenuou o processo inflamatério crénico em
comparagao com os demais grupos do estudo. O dleo ozonizado se destacou pela promogédo do
aumento da vascularizacdo em ambos os periodos do estudo, enquanto o grupo experimental

fotobiomodulado apresentou melhor organizagéo do colageno.
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