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Traina AA. Efeitos biolégicos do 0z6nio diluido em agua na reparacgao tecidual de
feridas dérmicas em ratos [Tese de Doutorado]. Sdo Paulo: Faculdade de
Odontologia da USP; 2008.

RESUMO

A ozonioterapia tem sido descrita como uma alternativa de tratamento para varias
doencas por intervir possivelmente de forma favoravel na reparagao tecidual. A
proposicao desta pesquisa foi analisar os efeitos bioldgicos do 0z6nio diluido em
agua no processo de reparagao tecidual, empregando duas concentragdes
diferentes. Foram realizadas feridas dérmicas padronizadas, com a utilizacdo de
punch, para excisdo de fragmento da pele, com 5mm de didmetro e profundidade,
no dorso de 48 ratos. Os animais foram divididos em quatro grupos, conforme o
tratamento realizado: em um grupo as feridas foram irrigadas com agua ozonizada
na concentracdo de 4ppm (GOs>), em outro foi utilizada agua ozonizada na
concentragao de 1ppm (GO3<), no grupo controle positivo a 4gua empregada nao foi
ozonizada (Gagua) € No controle negativo as lesdes ndo receberam tratamento
(Gnada). As irrigagcbes foram realizadas durante dez minutos no trans-operatério e
durante cinco minutos no pdés-operatério diario, e os animais foram sacrificados nos
periodos de 2, 7 e 14 dias. Nestes momentos, as feridas foram fotografadas para
avaliagcdo macroscopica, sendo que as imagens foram analisadas por software de
morfometria (ImageLab2000®), e 0s espécimes foram processados para avaliacéo
microscopica, em analise histomorfologica, histomorfométrica (por meio do mesmo

software) e imunoistoquimica para anticorpo colageno tipo-1 e anti-actina. Todos os



dados foram submetidos a estudo quantitativo e os obtidos pelo software também a
estudo estatistico (Teste de Hipdtese de Wilcoxon). Os resultados morfométricos
demonstraram que, em 7dias, entre todos os grupos irrigados, o GO3< apresentou
maior redug¢ao da area e que, no ultimo periodo de observacao, o GO3> apresentou
contragao da ferida mais regular, com diferengas estatisticamente significantes em
comparagao aos outros grupos. No periodo inicial de observacédo, a analise
histomorfoldgica revelou que os GO3> e GO3< apresentaram expressao mais intensa
do processo inflamatdrio, do que o grupo controle positivo, e demonstraram maior
producao de matriz colagénica. No ultimo periodo, em ambas analises histolégicas,
o0 GOsz> e Gpaga apresentaram de forma mais expressiva as caracteristicas
histolégicas do tecido de granulacdo em formagao, como expressdo mais intensa de
sintese de colageno e formagao de matriz colagénica mais organizada. As analises
imunoistoquimicas revelaram que a marcagao do colageno tipo-lI foi regular para
todos os grupos, e que os grupos irrigados com agua ozonizada apresentaram maior
numero de miofibroblastos. Provavelmente a capacidade do ozénio em interferir em
reagdes bioquimicas celulares, bem como a maior quantidade de oxigénio
proveniente da agua ozonizada, podem estar relacionados aos eventos observados
a reparacao tecidual, que podem ser interpretados como favoraveis dependendo da
situagao clinica. Os resultados desta pesquisa sugeriram atuagao do ozénio diluido
em agua na reparagao das lesdes teciduais, de forma dependente da dose, com
possivel favorecimento ao fechamento tecidual e provavel estimulos inflamatérios e
reparadores que favoreceram a sintese de tecido, sem produzir efeito toxico ou
prejudicial.

Palavras-Chave: Ozoénio, Reparacdo tecidual, Contracdo de ferida, Irrigacdes
cirargicas



Traina AA. Biological effects of ozone in water on dermal wound healing in rats [Tese
de Doutorado]. Sao Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2008.

ABSTRACT

The ozone therapy has been described as an alternative treatment for many
diseases due to its action on tissue healing. The purpose of this research was to
analyze the biological effects of ozonized water, in two different concentrations, on
tissue healing. Standard dermical wounds were made with a punch to excise a skin
fragment with 5 millimeters diameter and depth, in the back of 48 rats. The animals
were divided in four groups according to treatment: in one group the wounds were
irrigated with ozonized water at 4ppm (GOs3>), in other group the wounds were
irrigated with ozonized water at 1ppm (GOs<), in the positive control the water was
not ozonized (Gwater) @and in the negative control the wound did not received any
treatment (Gnoun). The irrigations were realized during ten minutes in the trans-
operative time and daily, during five minutes, in the post-operative period. The
animals were sacrificed on days 2, 7, and 14 following the procedure. At the time of
sacrifice, the wounds were photographed to macroscopic assessment. The images
were analyzed by morphometry software (ImagelLab2000®) and the specimen were
processed for microscopic, histomorfologic and histomorfometric (by the same
software) analysis, and also for immunohistochemistry with antibody collagen type-I
and anti-actyn. All data were submitted to quantitative analysis and the data got by

the software were also submitted to statistic analysis (Wilcoxon Test). The



morphometric analysis demonstrated that, in 7 days, among all groups, the GO3<
group showed a bigger area reduction, and in the last period (14 days), the GO3>
group showed more regular wound contraction; with statistically significant
differences in comparison with the others groups. In the last period, the GO3> group
showed a better shape factor (relation between area and perimeter) with statically
significant differences in comparison to others groups. In the initial period of
observation (2 days), the histomorphologic analysis revealed that the GO3;> and
GOs3< groups showed more intense expression of inflammatory process than the
positive control group, and also demonstrated increased production of collagen
matrix. In the last period, for both histologic analyses, the GO3> e Gpoun Showed more
evident features of healing process, as such more intense expression of fibrils
collagen and collagen matrix synthesis. The immunohistochemistry studies revealed
that the collagen type-l scoring was regular for all groups and that the irrigated
groups with ozonized water showed a higher number of miofibroblasts. Probably, the
ozone’s capacity to interfere in biochemistry cellular reactions, as well the high
oxygen quantity originated from ozonized water, may be related to tissue healing
events, that may be favorable for some clinical situation. These results suggest that
the ozonized water acts on tissue repair, in a dose dependent way, contributing to

wound contraction and to tissue synthesis, without toxic effect.

Key-words: Ozone, Tissue healing, Wound contraction, Surgical irrigation
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1 INTRODUCAO

A reparacao tecidual é considerada um fenbmeno complexo que envolve uma
sequéncia analoga de estagios bioquimicos celulares modulados por reacdes de
oxidagao e reduc¢ao de um organismo (SEN et al. 2002; SEN; ROY, 2008). Enfatiza-
se que a mesma € essencial para qualquer processo de recuperagao frente a um
traumatismo ou a uma doenga.

Atualmente, a ozonioterapia tem sido explorada como uma alternativa
terapéutica no tratamento de muitas doengas agudas e crdnicas, por ser capaz de
intervir no equilibrio de oxido-reducdo. O o0zbnio, sendo um potente oxidante,
quando em contato com fluidos organicos acarreta na formagdo de moléculas
reativas de oxigénio, que influenciam eventos bioquimicos do metabolismo celular, o
que pode proporcionar beneficios a reparacdo tecidual, além do efeito
antimicrobiano.

Ha inumeras possibilidades de indicag&o para o uso terapéutico do ozbnio, ja
com bons indicios comprovados para o tratamento de algumas situagdes clinicas.
Além disso, varias vantagens desta terapia sédo referidas na literatura, por exemplo,
potente agdo antimicrobiana, facil aplicagédo sistémica ou local, baixo custo, auséncia
de efeito adverso, intolerdncia ou contra-indicagdo (BAYSAN; WHILEY; LYNCH,
2000; BOCCI, 2006c; MARTINEZ-SANCHES et al., 2005).

Até o momento, ha muita atencdo e debate com relagdo a dose terapéutica
adequada, pois, se 0 ozbnio for empregado em concentragdes improprias, pode ser
inutil ou téxico, o que torna muitas vezes sua aplicacdo controversa e questionada

na literatura. Adicionalmente, apesar do crescente numero de publicacbes a respeito
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do emprego terapéutico do ozbénio ainda ha um relativo empirismo quanto aos
conhecimentos tedricos e clinicos. Desta forma, a ozonioterapia se revela um campo
aberto para pesquisa sobre sua efetividade e seu desempenho biolégico que
certifique o controle das suas acodes terapéuticas.

Uma perspectiva de uso facil e seguro € a aplicagao local do ozénio diluido
em agua. A agua ozonizada pode ser capaz de beneficiar a reparagao tecidual e
apresentar diversas indicagdes na area da odontologia.

Neste contesto, propusemo-nos a pesquisar os efeitos bioldgicos do 0zbnio
diluido em agua na reparacgéao tecidual de feridas dérmicas induzidas em animais,
como uma etapa inicial importante para subsidio cientifico que fundamente seu

possivel uso clinico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico da ozonioterapia

Em 1840, Christian Friedrich Schonbien descobriu uma variante mais
alotrépica e mais ativa do que o oxigénio (O3): o ozbnio (O3) (GROOTVELT et al.,
2004a; VERANES et al., 1998; VERANES et al., 1999). Este gas foi primeiramente
mensurado em 1853 em montanhas australianas (VALACCHI; FORTINO; BOCCI,
2005).

O primeiro gerador de ozénio foi desenvolvido por Werner von Siemens, na
Alemanha por volta de 1854, e o primeiro relato do seu uso terapéutico foi feito por
C. Lender em 1870, com o propo¢sito de purificar o sangue (GROOTVELT et al.,
2004b).

Desde a Primeira Guerra Mundial, a aplicagao topica do ozénio € reportada
para o tratamento de feridas infectadas devido suas propriedades antimicrobianas
(CARDOSO et al., 2000; GROOTVELT et al., 2004a).

Em 1974, Wolf publicou um método de auto-hemoterapia com ozénio, no qual
0 sangue humano era retirado do paciente, exposto a uma mistura de ozénio e
oxigénio durante poucos minutos em vidros adequados, e reinfundido no paciente
doador. Desde entdo, este método tem sido utilizado com finalidades terapéuticas

(TRAVAGLI; ZANARDI; BOCCI, 2006).

Na odontologia, por volta de 1933, o oz6nio foi utilizado para o tratamento de
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caries e infeccdes periodontais cronicas por E. A. Fisch' (1934, apud STUNGER;
SABER; FILIPPI, 2006). A utilizagao terapéutica em cirurgias bucais é referendada a
outro cirurgidao alemao Dr. Erwin Payr, com dados reportados em um congresso
alemao de cirurgia, em 1935, sem publicagdo indexada. A literatura disserta que
nesta época a agua ozonizada foi utilizada nas cirurgias para promover hemostasia,
melhorar oxigenacgado local e inibir a proliferagdo bacteriana (AZARPAZHOOH,;
LIMEBACK, 2008).

De acordo com Bocci (2004a), Buliés et al. (1997) e Grootvelt et al. (2004b), o
ozbénio € um gas que alimenta controvérsias porque, ao mesmo tempo em que
apresenta grande possibilidade de utilizagao terapéutica, € um gas altamente toxico
por via respiratdria, embora seja util na estratosfera para a absorgao da radiagao de
raios ultravioleta, B e C. O sistema broncopulmonar, olhos e a pele sdo os érgaos
mais vulneraveis ao ozo6nio na atmosfera. Os efeitos toxicos locais e sistémicos
deste gas no sistema pulmonar, quando respirados, incluem hiperatividade das vias
aéreas, aumento da permeabilidade macromolecular epitelial, infiltracdo de
neutrofilos e hipersecrecéo de muco (PRYOR; SQUADRITO; FRIEDMAN, 1995).

Bocci (2006b) relatou alguns argumentos que poderiam coligir a proibigdo do
uso do ozbénio na medicina: € um gas téxico que nao deve ser respirado; muitas
doengas sdo perpetuadas por um estresse oxidativo crdnico, nas quais um gas
gerador de radicais livres (oxidantes) ndo deveria ser utilizado; e sua aplicagéao
intravenosa incorreta tem grande risco de embolia pulmonar e morte (procedimento
proibido na Alemanha deste 1984).

Para Bocci (2004a, 2006b, 2006c, 2008) e Re et al. (2008), durante muito

tempo, a ozonioterapia foi utilizada de forma empirica por profissionais nao

! Fisch EA. Die ozontherapie in der Zahn-, Mund-, Kieferheikunde [thesis]. Bonn, Germany: Rheinische
Friedrich Wilhems Universitét; 1934.



23

adequadamente qualificados, criando um ceticismo com relagdo aos seus efeitos.
Esses fatos, juntamente com a falta de precisdo dos geradores de ozbnio, a
dificuldade em se estabelecer a dose terapéutica adequada, o charlatanismo das
empresas, a falta de interesse das autoridades governamentais para regulamentar
seu uso, o pouco suporte financeiro para pesquisas cientificas, a inexisténcia de
veemeéncia por parte da industria farmacéutica por ndo ser um produto patenteavel, a
escassez de pesquisas controladas que estabelecesse sua real eficiéncia clinica e
sua toxicidade, ao lado da existéncia de trabalhos com metodologias inadequadas,
tém mantido a ozonioterapia questionavel na medicina e tem impedindo sua maior
utilizacao.

Inimeros estudos tém investigado a agdo do ozénio para tentar elucidar os
efeitos toxicos decorrentes da sua exposicdo e para estabelecer a dose terapéutica
correta (BOCCI, 2006b, 2006c; CARDOSO et al., 2000; VALACCHI et al., 2002,
2003, 2004; VALACCHI; FORTINO; BOCCI, 2005). Atualmente, segundo Re et al.
(2008), a literatura sobre o tema vem sendo ampliada, ainda com incertezas sobre
seu potencial toxico e sua eficiéncia clinica. Bocci (2007, 2008) e Larini e Bocci
(2005) afirmaram que a toxidade do oz6nio € hoje bem conhecida e controlavel, e
que, apos décadas de estudos clinicos e experimentais, este gas é considerado, em
concentragdes apropriadas, terapéutico, seguro e nao téxico, e deveria ser integrado
a medicina convencional.

A ozonioterapia nao é oficializada em muitos paises, onde servigos privados
tém utilizado-a vastamente (HERNANDEZ, 2007). Seu emprego é freqiiente em
paises subdesenvolvidos, onde os geradores de 0z6nio ndo tém acompanhamento
técnico adequado e faltam recursos para pesquisa dos conhecimentos basicos sobre

suas agdes bioldgicas. Paises como Alemanha e Italia, com experiéncia do uso do
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ozébnio principalmente em hérnia de disco, tem pouquissimos trabalhos cientificos. A
Inglaterra, Frangca e Estados Unidos dificiimente utilizam a ozonioterapia,
principalmente devido ao pouco estimulo das autoridades em saude e da industria
farmacéutica que nao tem interesse comercial nesta terapia (BOCCI, 2007). Nagoes
emergentes como China, india e México estdo investindo no uso do ozénio,
especialmente para tratamento de doengas vasculares e ortopédicas (BOCCI, 2008).

De acordo com Al-Dalain et al. (2001), o ozénio vem sendo utilizado como
agente terapéutico pela observacéo clinica dos seus efeitos benéficos, sendo que
seus mecanismos bioquimicos e farmacoldgicos precisam ser melhores elucidados,
necessitando de mais pesquisas cientificas.

Nas Ultimas quatro décadas, a ozonioterapia tem sido estudada
cientificamente, tanto com relacdo a seus conceitos basicos como a seus efeitos
clinicos, o que tem permitido que na atualidade haja um melhor conhecimento de
sua acgao bioldgica (BOCCI, 2004a, 2008), ampliando sua utilizagédo na Europa e em
alguns paises, como Australia, Israel, Cuba, Brasil e Coldmbia (GROOTVELT et al.,
2004a). Segundo Stubinger, Saber e Filippi (2006), o uso desta terapia ainda é

insipiente em cirurgia buco-maxilo-facial.

2.2 Biofisica do ozb6nio

O o0zbnio é formado por uma molécula tri-atdmica do atomo de oxigénio (O)
de estrutura ciclica. Dependendo de uma série de condi¢cdes, como temperatura e

pressao, o O3 pode se decompor rapidamente em moléculas de atomos puros de
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oxigénio, dioxigénio (O,) e em potentes oxidantes (STUBINGER; SABER; FILIPPI,
2006).

Em temperatura ambiente, € um gas azul de odor caracteristico que pode ser
notado em concentragbes acima de 2ppm (STUBINGER; SABER; FILIPPI, 2006).
Em condigdes normais, a concentragao do ozdnio no ar atmosférico gira em torno de
0,1ppm e, em condicbes de muita poluicdo (dias quentes em cidades industriais),
pode exceder 0,8ppm (VALACCHI et al., 2002, 2003, 2004).

A molécula do ozbnio é a terceira oxidante mais potente, apos o fluoreto e
persulfato. Em relagdo ao oxigénio (Oz), tem um maior poder oxidante, uma agao
mais seletiva sobre os componentes organicos, € muito mais instavel, € 1,6 mais
denso e é 10 vezes mais soluvel na agua (BOCCI, 2004a; BULIES et al., 1997).

Atualmente, ha varios tipos de geradores de ozbénio com o propésito de
aplicagoes clinicas (GROOTVELT et al., 2004a). Através de um gradiente de alta
voltagem, esses geradores produzem o O3 a partir da passagem e fotodissociagao
do dioxigénio em atomos de oxigénio (O, — 20), que reagem com outras moléculas
de dioxigénio, formando o ozb6nio (O, + O — O3). Para esta produgado, deve-se
empregar oxigénio puro porque na presenga do ar atmosférico, outros compostos,
como didxido de nitrogénio, também serdo formados. E essencial que os geradores
sejam produzidos com alta qualidade e com materiais resistentes ao 0z6nio, como o
aco inoxidavel, o vidro e o Teflon® (BOCCI, 2004a, 2006b).

Segundo Filippi (1998), o ozbnio liberado no ar durante sua produgao por
geradores e durante a produgdo da agua ozonizada nao atinge concentragéo
atmosférica que represente riscos ou contra-indicagcdes para sua utilizacao.

Como o ozbnio € uma molécula instavel, esse se decompde facilmente em

oxigénio por reacdo exotérmica (GROOTVELT et al., 2004a), apresentando meia
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vida de quarenta minutos a 20-25°C, ndao podendo ser armazenado, devendo ser
rapidamente utilizado (BOCCI, 2004a, b; BULIES et al., 1997).

O ozénio dissolve-se fisicamente em agua pura, dependendo da temperatura,
pressao e concentragcdo do gas. Nesta situagao sua instabilidade de modifica, sendo
que parte das moléculas se decompde em segundos e parte permanece estavel por
horas (STUBINGER; SABER; FILIPPI, 2006). Assim, a meia-vida da porgéo estavel
gira em torno de 10 horas (em um pH=7 e a 20°C), podendo permanecer na agua
por alguns dias se armazenado em recipiente de vidro rigorosamente fechado
(BOCCI, 2004a, b, 2006¢; BULIES et al., 1997).

O o0zbnio pode ser misturado com 6leos, por meio de descargas elétricas,
como o de girassol que possui alta afinidade por ser rico em acidos insaturados.
Quando ozonizados esses acidos formam ozonideos e, da hidrolise destes, podem
ser gerados aldeidos, cetonas e peroxidos de hidrogénio, que sao responsaveis pelo
desencadeamento das reagdes bioquimicas (LINCHETA et al., 2000; SIQUEIRA et
al., 2000).

Apods a formagao do ozbnio, este reage com qualquer doador de elétron que
sofre oxidacdo, gerando o O3 (anion radical), que se decompde em radical hidroxila,
formando também molécula de dioxigénio. Dessa forma, esta reagao torna o ozdnio
um oxidante potente que pode agir como precursor de uma série de radicais, com

agdes tanto in vitro como in vivo (GROOTVELT et al., 2004a).
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2.3 Bioguimica do ozénio

Quando em contato com fluidos orgénicos (saliva, plasma, urina e linfa), o
ozobnio reage imediatamente (O3 + biomoléculas = O, + O7), deixando de existir. Em
ordem de preferéncia, o o0zdnio reage com acidos gordurosos poliinsaturados,
antioxidantes (como acido ascérbico e urico) e compostos tiol com grupo —SH (como
cisteina, glutadiona e albumina). Dependendo da concentragdo do ozdnio,
carboidratos, enzimas, DNA e RNA também podem interagir. Todos esses reagentes
funcionam como elétrons doadores e sofrem oxidagao, e as reagdes que ocorrem
formam simultaneamente moléculas de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
produtos oxidantes lipidios (POL). Essas moléculas sao responsaveis pelas reagdes

bioquimicas induzidas pelo 0z6nio (BOCCI, 2004a, 2006c, 2007).

A formacgao das ERO é extremamente rapida e, depois de formadas, agem e
desaparecem imediatamente por serem moléculas instaveis, com meia vida menor
que um segundo. Mesmo com esta curta duragcdo, sdo capazes de interagir com
componentes celulares desencadeando efeitos biolégicos terapéuticos ou

prejudiciais, dependendo da concentragao (BOCCI, 2004a, 2006c).

Os POL sao moléculas menores, mais estaveis e de maior difusdo que as
ERO, podendo ser mais toxicas, dependendo da concentracdo. Devido a esta
estabilidade, os POL distribuem-se facilmente entre os tecidos e sao diluidos pelos
fluidos corporais. Sua excrecdo ocorre via urinaria e bile e sua metabolizacado é
regulada principalmente por glutadiona-transferase e aldeidos dehidrogenases.
Apenas concentragdo micromolar alcanga todos os érgaos (particularmente o osso

medular, figado, sistema nervoso central e glandulas enddcrinas). Esta
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farmacodindmica permite minimizar o potencial toxico destas moléculas e permite
que se tornem mensageiros tardios de longa distancia (BOCCI, 20064, c).

As ERO tém emergindo como importantes moléculas sinalizadoras na
regulagdo de varios processos celulares, e incluem todas as moléculas
guimicamente reativas derivadas da molécula de oxigénio, geradas por fontes
endbégenas e exogenas (calor, raios ultravioletas, farmacos terapéuticos, radiagcéo
ionizante e poluentes). Todas as células vivas, como linfécitos, neutrdfilos,
mondcitos, plaquetas, fibroblastos e osteoclastos, podem gerar estas moléculas
durante seu metabolismo normal. Quando em excesso, as ERO resultam em
alteracdo do metabolismo das células responsaveis pela sintese da matriz
extracelular, e em prejuizo a todos os constituintes celulares e aos componentes
extracelulares, podendo induzir a morte celular por apoptose e necrose. Como as
ERO sao altamente reativas, produzem principalmente alteragdo no local da sua
geracao (CANAKCI; CICEK; CANAKCI, 2005).

Segundo Bocci (2006c), o conceito de que as ERO e os POL sao sempre
lesivos tem sido revisto, porque estes em quantidade fisiolégica podem agir como
reguladores bioquimicos.

As reagbes com as ERO podem gerar a formacéo de atomos de oxigénio,
dioxigénio, superéxido anidnico, radical hidroxila, mondxido de nitrogénio,
peroxinitrato e hipoclorito aniénico. A produgdo dos POL segue a peroxidagao dos
acidos gordurosos poliinsaturados presentes no plasma. Estes produtos séao
heterogéneos e podem ser classificados como lipoperoxidase, radicais alcoxila,
lipohidroperéxido, entre outros (BOCCI, 2004a, 2006c¢).

Entre as ERO, o perdxido de hidrogénio é a espécie principal. Esta molécula é

uma oxidante capaz de agir como um mensageiro do ozbnio e provocar uma série
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de efeitos celulares. Apds sua formacéao, esse peroxido difunde-se facilmente para
dentro da célula, sendo capaz de ativar simultaneamente diferentes caminhos
bioquimicos (BOCCI, 2006c).

O peréxido de hidrogénio gerado pelo oz6nio € uma das mais importantes
moléculas sinalizadoras intracelulares que interage com diferentes células do
sangue: nos eritrocitos podem alterar a glicélise, aumentando a formagao de energia
e o transporte de oxigénio para o interior dos tecidos; nos neutrdéfilos e leucdcitos
podem ativar e estimular a sintese de citocina e interleucinas, favorecendo uma
possivel re-ativagcéo fisiolégica do sistema imunolégico deprimido; nas plaquetas
pode proporcionar aumento da atividade destas, e, como consequéncia, aumento da
liberacdo de autacoides e fatores de crescimento, o que pode favorecer a reparacao
de feridas teciduais (BOCCI, 2004a, 2006c¢).

Em baixas concentracdes, as reacbes com os POL podem ser estimuladoras
e benéficas, por gerarem processos oxidativos agudos que funcionam como
sinalizadores ao organismo de outros estresses oxidativos existentes. Este fato
estimula mecanismos antioxidantes, como as enzimas antioxidantes superéxido
dismutase, glutadiona-peroxidase, glutadiona-reductase, catalase e heme-
oxigenase-l. Devido as agdes dessas enzimas, as células da medula 6ssea podem
aumentar a liberagao de células tronco (favorecendo a reconstituicdo de tecidos) e
as células endoteliais podem aumentar a producado de varios compostos, como do
oxido nitrico que atua na angiogénese. Aquela sinalizagdo, também deve acarretar
na estimulagédo no sistema enddcrino e nervoso central, 0 que ajuda a compreender
o porqué de alguns pacientes relatarem euforia e bem estar durante o tratamento,
provavelmente devido a melhora do metabolismo bem como estimulo hormonal e

liberagao de neurotransmisor (BOCCI, 2004a, 2006c, 2008).
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Segundo Madej et al. (2007), a principal forma de protecdo do corpo contra
radicais livres durante um processo séptico envolve mecanismos enzimaticos, como
a atividade da dismutase superoxide, catalase e glutadiona-peroxidase. Os autores
comprovaram em estudo experimental que a ozonioterapia promoveu aumento da
atividade dessas enzimas, fato com significancia clinica que representa forte indicio
do efeito estabilizador e regenerador da ozonioterapia.

O termo estresse oxidativo é conceituado como a prevaléncia de espécies
oxidativas dentro da célula que suscitam atividades sobre as defesas antioxidantes
da mesma. O papel dessas complexas reagdes de oxidagdo e redugao (redox) na
regularizacdo de mecanismos moleculares pode ter atuagdo terapéutica ou
prejudicial (HERNANDEZ, 2007). Este estresse oxidativo é parcialmente ou
totalmente a causa de muitas doencgas, como cancer, aterosclerose, catarata,
maculopatia, Alzheimer e Parkinson. Em outras doencas, como diabetes,
insuficiéncia renal crdnica e processos infecciosos, cria-se secundariamente uma
superprodugao de ERO, o que piora a evolugdo das mesmas (BOCCI, 2006a;
HERNANDEZ, 2007).

Em dose segura e correta, o ozbnio representa um estresse oxidativo agudo
nao deletério que induz uma reposta celular antioxidante capaz de reverter um
estresse oxidativo crénico existente, ou seja, ajuda a normalizar o balango redox
alterado em varias doengas. Essa atuacdo pode melhorar a circulagao
(vasodilatagdo local e angiogénese) e o suporte de oxigénio, favorecer o
metabolismo e a liberacdo de citocinas, autacdides e fatores de crescimento, que,
juntamente com a atividade antimicrobiana, representam elementos cruciais no
tratamento de doencas metabdlicas, inflamatérias, infecciosas ou neoplasicas

(BOCCI, 1996, 2006c). Para Bocci (2006c), a agcdo da ozonioterapia pode ser
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interpretada como um “choque terapéutico” atdxico, capaz de restaurar a
homeostasia por ser um modificador da resposta fisiologica.

Segundo Re et al. (2008), o 0z6nio em baixas doses € capaz de promover
uma pré-condicdo oxidativa por meio do aumento e preservacao de sistemas
enddgenos antioxidante. Os autores encontraram evidéncias que este gas promove
a regularizagao da concentragdo endoégena de 6xido nitrico e mantém um adequado
balango redox. Os mesmos autores relataram que o conceito farmacolégico de uma
droga, no qual ha uma interagdo droga-receptor para promover uma atividade na
funcao celular, parece nao se aplicar ao 0z6nio, o que acontece também com outros
tipos de gases, pois induzem atividade farmacologica sem aquela interagado droga-
receptor. O ozbnio pode ser considerado uma pro-droga, a qual, em doses nao
téxicas, pode induzir uma reorganizagao dos mecanismos bioquimicos com atividade
de segundo mensageiro na cascata de multiplas agdes.

De acordo com Bocci (1996), a ozonioterapia, tanto aplicada de forma local
como sistémica, pode acelerar a reparacao tecidual devido ao fato do ozbnio
interagir em diferentes componentes celulares, como em eritrocitos, leucécitos,
plaquetas e células endoteliais.

A reparagao tecidual consiste em eventos progressivos e ordenados,
caracterizada por varias fases concomitantes reguladas por eventos bioldgicos
especificos, que se iniciam no momento do trauma e permanecem por periodos
variados (GREGORI et al., 2004; SHAFER; MINE; LEVY, 1987).

Todas as fases da reparagao sdo coordenadas por citocinas e fatores de
crescimento especificos. Por exemplo, na inflamagdo, atuam prostaglandinas,
interleucinas (IL) e éxido nitrico; na re-epitelizacéo, o fator de crescimento epitelial

(EGF); na angiogénese, o fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator de
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crescimento endotelial vascular (VEGF); e na migracdo e proliferagdo dos
fibroblastos, deposi¢ao e remodelagao da matriz extracelular (colageno tipo I, Il e 1lI),
o fator de crescimento derivado da plaqueta (PDGF), o FGF, fator de crescimento
tumoral-B (TGF-R), IL-1 e IL-4 (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1994; KWON et al.,
2006).

A formacdo da matriz extracelular depende ndo apenas da sintese de fibras
colagenas e de outros componentes da matriz, como também da degradacao deste
colageno, o que é regulado principalmente pelas metaloproteinases, cuja secregao é
influenciada por inumeros estimulos, incluindo fatores de crescimento (PDGF e FGF)
e citocinas, IL-1 e fator de necrose tumoral — TNF-q). Inicialmente sdo depositados
colagenos tipo Ill que depois sao remodelados para tipo I, conferindo a remodelagéo
e tensdo ao tecido neoformado (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1994; KWON et al.,
2006).

Os miofibroblastos sdo essenciais para sintese, remodelacdo e contracdo do
tecido conjuntivo durante o processo de reparagdo normal ou patolégico. A
proliferacéo, diferenciagao e apoptose dessas células envolvem uma sequéncia de
fendbmenos complexos, regulados por combinagbes de sinais moleculares
(GROTENDORST; RAHMANIE; DUNCAN, 2004; HINZ et al., 2007; MOULIN et al.,
2004; TOMASEK et al., 2002). Normalmente, essas células aparecem no meio do
processo de reparacdo e sdo responsaveis por forcas de contragdo para o
fechamento da ferida e desaparecem nos estagios mais avangados (KWON et al.,
2006).

Em condigdes normais, os fibroblastos ndo exibem atividade de contragéo e
produzem pouca matriz extracelular. Frente ao dano tecidual, essas células, entre

outras, sdo recrutadas a migrarem para o tecido danificado e proliferarem-se, sendo
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ativadas por citocinas liberadas pela propria inflamagao ou por células residentes.
Os fibroblastos passam a adquirir fibras contracteis, surgindo os proto-
miofibroblastos, sendo importante, para este fato, a atuagcdo do PDGF. A
diferenciacao deste proto-miofibroblastos para miofibroblastos, que tem capacidade
de sintetizar e remodelar grandes quantidades de matriz extracelular, é
caracterizada por nova expressao de a-actina musculo liso e aumento da expressao
de fibronectina, que é regulada principalmente pelo TGF-R. No final do processo de
reparacao, os miofibroblastos desaparecem por apoptose, induzida principalmente
pelo éxido nitrico (GROTENDORST; RAHMANIE; DUNCAN, 2004; HINZ et al., 2007;
TOMASEK et al., 2002).

Feugate, Li e Martins-Green (2002) identificaram que o aumento de citocinas
atuantes na diferenciacdo dos miofibroblastos esta correlacionado com a maior
expressao de miofibroblastos e aceleragao do fechamento da ferida ou formagao de
cicatriz.

Kandler et al. (2005) enfatizaram que em todo processo de reparagéo,
inclusive no tecido 6sseo e em doencgas sistémicas, ha necessidade de um equilibrio
entre a produgdo de ERO e sua neutralizacdo para se evitar toxicidade.
Exemplificaram a neutralizagcdo dos peroxidos de hidrogénio realizada pelas
plaquetas, protegendo o tecido de granulagédo durante a remodelagao 6ssea.

Durante a inflamacéo, que € a primeira reposta reparadora fundamental para
a protecédo do organismo e surgimento do novo tecido, na qual ocorre infiltracdo de
neutréfilos e macrofagos no local da ferida, oxidantes sdo produzidos. Entre esse,
encontra-se as ERO, que podem promover ou desfavorecer a reparacéo tecidual.
Como exemplo, pode ser citado o peroxido de hidrogénio liberado fisiologicamente

por neutréfilos (SEN et al., 2002).
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O exato mecanismo pelo qual o peréxido de hidrogénio interfere na reparagao
ainda ndo é bem conhecido. Este pode favorecer a reparacdao pela sua agao
bactericida direta e pela sua capacidade de estimular a liberacdo de fatores de
crescimento (como VEGF-4 e TGF-31) e de induzir a proliferacdo de fibroblastos e a
producao de colageno. Por outro lado, este mesmo oxidante pode provocar efeitos
negativos, como citotoxidade, inibicdo da migracdo de queratécitos e apoptose
celular, favorecendo a formacado de cicatriz (WASSERBACER; PEREZ-MEZA;
CHAO, 2008; WILGUS et al., 2005).

Sen et al. (2002) demonstraram que os peréxidos de hidrogénio ndo apenas
induzem a expressao de VEGF nos macrofagos e queratindcitos, atuando na
angiogénese, como também estimulam a producéo de colageno. Esses resultados,
segundo os autores, comprovaram que a reparagao tecidual esta sujeita ao controle
redox.

De acordo com Wilgus et al. (2005), o potencial do perdxido de hidrogénio em
induzir proliferagado de fibroblastos pode ter efeito positivo em feridas crénicas, ao
contrario de feridas cirurgicas limpas em pacientes sistemicamente normais sem
risco de infeccdo, nos quais aquele oxidante poderia afetar esteticamente e
funcionalmente com a producao de cicatriz.

A hipoxia tecidual, causada por vasculopatia periférica ou interrupcao
vascular, representa uma importante limitacdo para a reparacao tecidual. Fatores
que podem aumentar o suplemento de oxigénio neste tecido, como a camera
hiperbarica, podem favorecer e acelerar a reparagao. Fries et al. (2005) verificaram
que a aplicagao tépica de oxigénio sobre feridas dérmicas experimentais aumentou

a quantidade de oxigénio disponivel no tecido superficial, acelerando clinicamente o
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fechamento da mesma e favorecendo histologicamente a angiogénese, sem feito
téxico.

Sen e Roy (2008) lembraram que atualmente sabe-se que o oxigénio, além de
favorecer a desinfeccdo e gerar energia, sdao também sinalizadores de eventos
oxigénio-dependente, sensiveis ao redox, representando um componente
fundamental para todos os fatores relacionados a reparagao tecidual. Todos os
aspectos desta reparacao (hemostasia, inflamacéo, re-epitelizagédo, vascularizagao e
a atuacado do 6xido nitrico) sdo sensiveis ao balango redox. O entendimento da
geragao e da atuacado das ERO na reparagédo é de fundamental importancia para a
pesquisa de novos tratamentos. Terapias que atuam no balanco redox podem ser de
grande utilidade para a reparagédo de feridas crbnicas, lembrando os autores que
devem ser analisadas e aplicadas com cautela, por serem capazes também de
apresentarem potencial para desfavorecer a reparagao e remodelacao tecidual se
utilizadas em concentracdes inadequadas.

O trabalho experimental de Cardoso et al. (2000) verificou que a
administracdo oral de agua ozonizada (concentracdo de 0,6ug ml™, verificada com
método colorimétrico) pdde diminuir a ocorréncia e a gravidade de Ulceras gastricas
induzidas e pbéde atenuar o edema de lesbes dérmicas induzidas. Baseados nos
resultados, os autores sugerem que a agua ozonizada participa como modulador
especifico do processo inflamatdrio por indugdo gradual do estresse oxidativo.

Segundo Gracer e Bocci (2005), a aplicagdo local do ozbnio em tecido
inflamado pode favorecer a normalizagdao metabdlica, a proliferacdo celular e a
sintese de matriz extracelular, sendo que aumenta a quantidade de leucécitos locais
e a liberacdo de fatores de crescimentos pelos eritrécitos e plaquetas para a

construcdo da matriz extracelular e reconstrugao tecidual, induzindo sintese de
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proteinas, particularmente a heme-oxigenase |. A heme-oxigenase tem sido descrita
na literatura como uma das defesas enzimaticas antioxidantes mais importantes que,
depois de ser quebrada em heme molécula, parteja muitos componentes uteis como
o0 monoxido de carbono e bilirrubina, facilitando a circulacédo local e neutralizando
compostos oxidantes. A bilirrubina € um importante antioxidante lipolitico e, em sinal
com aquele monoxido, coopera com o O6xido nitrico, regulando a vasodilatagcéo
(BOCCI, 2004a, 2006c).

Pesquisando in vitro a toxidade da exposigcdo ao oz6nio a linhagens de
células humanas monocitica, Foucaud et al. (2006) verificaram que esta provocou
aumento na peroxidagao lipidica e na expressao da heme-oxigenase |, bem como
modificagdes no estado redox e na atividade enzimatica antioxidante. Algumas
dessas mudancgas na expressao de marcadores oxidativos puderam persistir por um
tempo prolongado, sugerindo que o ozénio pode modificar a fungao celular por um
periodo longo apds sua aplicagao.

Foi demonstrado in vitro por Valacchi e Bocci (1999), que fatores de
crescimento, como o PDGF, TGF-31 e interleucinas, foram aumentados de modo
dose-dependente, apds a ozonizagcdo de amostras plasmaticas ricas em plaquetas.
Esses fatores sdo essenciais para a reparacao tecidual. O aumento tardio da IL-8
permite a saida dos leucdcitos da circulagao para os tecidos, o que pode exercer
uma funcgao adicional, favorecendo a fagocitoses de bactérias e de tecido necrético
presente em ulceras e feridas. Esses fatos ajudam, segundo os autores, a explicar o
porqué da melhora na reparacao tecidual de ulceras crénicas em pacientes tratados
com ozonioterapia sistémica.

A proposicao do estudo de Larini e Bocci (2005) foi de esclarecer se células

mononucleares do sangue periféricas isoladas, oriundas de 12 doadores saudaveis
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de sangue, quando expostas ha 10 minutos ao 0zénio em diversas concentragoes,
modificariam seu padrao de proliferagao e de produgao de citocinas. Nas condicdes
experimentais, apenas baixas concentragées de o0z6nio (1,0ug/ml e 20ug/ml de gas
por ml de suspensao de célula) tiveram efeito estimulador na proliferacéo celular e
na producao de interleucinas, principalmente interferon-y (IFN-y), TNF-a e IL-10.
Atualmente € bem conhecido que a bioquimica para a producédo das citocinas é
modulada por antioxidantes, como glutadiona, acido ascorbico, glutadiona-
peroxidase e catalase. Os autores lembraram que sempre ha diferenga na resposta
entre os organismos, havendo muita ou pouca resposta, a qualquer terapia, fato
evidenciado pelos resultados de trés doadores de sangue que ndo se comportaram
como os demais neste estudo. Esta dis-homegeneidade na produgéo de citocinas
deve ser lembrada, de acordo com os autores, porque nha pratica pacientes
imunodeprimidos podem nao ser responsivo a ozonioterapia.

Os autores Schulz e Stechmiller (2006) lembraram que a malnutricdo, a
diabetes e que a utilizacdo de esterdides acarretam na menor expressao do 6xido
nitrico, ao contrario das feridas infectadas e inflamacdes crbnicas, fatos que
prejudicam a reparacgdo. Desta forma, terapias para regular a sintese do 6xido nitrico
pode ser uma nova opc¢ao de tratamento para aquelas situagdes, principalmente
quando ha inflamagdo cronica que se comporta diferente da aguda, devido ao
desequilibro entre as moléculas reguladoras do processo de inflamacgéo.

Shi et al. (2001) identificaram que deficiéncia de oxido nitrico prejudicou a
reparacgao tecidual, sugerindo que este 6xido tem um importante papel na sintese do
colageno, sendo regulador da funcao dos fibroblastos. Os autores lembraram que o

excesso deste O0xido, bem como sua falta, prejudica a reparagao, pois este atua na
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vascularizagdo, angiogénese, inflamagdao e resposta imune do processo de
reparacao.

O prejuizo tecidual em doencgas inflamatdrias, como na doenga periodontal,
pode ser provocado pelas ERO produzidos fisiologicamente pelos neutrofilos. Dessa
forma, o 6xido nitrico produzido nestes casos pode induzir a apoptose de muitas
células, inclusive dos fibroblastos, contribuindo para a destruicdo tecidual
(CANAKCI; CICEK; CANAKCI, 2005).

De acordo com Chen et al. (2008a, b), o emprego da ozonioterapia tem sido
fortemente relacionado ao aumento da expressdo de Oxido nitrico. Os autores
observaram experimentalmente efeitos benéficos com esta terapia aplicada
previamente a transplantes de rim, atribuidos ao seu provavel efeito protetor ao dano
tecidual, que acontece em decorréncia do processo inflamatério, da isquemia e da
apoptose nestes casos.

Re et al. (2008) enfatizaram que o papel deste 6xido € dubio, porque pode
aumentar o suporte sanguineo em regiao isquémica, diminuindo o prejuizo tecidual
nessas regides, como pode também induzir a citotoxidade celular e destruicao
tecidual via peroxidagao lipidica, dependendo da sua concentracdo, local de
liberacdo e duracdo da acao. Normalmente, em baixos niveis apresentam acao
protetora e em altos, acao prejudicial.

Para Batista et al. (2001) e Veranes et al. (1999), as reagbes desencadeadas
pelo 0zénio podem refletir em: melhoramento do fluxo sanguineo e da circulagao de
oxigénio; aumento da capacidade de absorgdo do oxigénio pelos eritrocitos e assim
ampliacdo da transferéncia destes para os tecidos; estimulo do processo de
metabolizagdo do oxigénio; ativacdo do sistema de defesa antioxidante; e acdes

bactericidas, fungicidas e virulicida.
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Com relagao a agao antimicrobiana, o ozénio tem um forte efeito desinfetante
com amplo espectro de agao, por ser um potente oxidante que age na formacgéao de
radicais livres. O gas nao atua da mesma forma para todos os microorganismos,
sendo que alguns sao mais sensiveis que outros. Sua agado antimicrobiana atua
atividade metabdlica, a mudancga na capsula, a destruicao irreversivel do DNA viral e
4 producdo de anticorpos ozénios-produzidos (STUBINGER; SABER; FILIPPI,
2006).

A destruicido da bactéria pelo ozénio pode ser realizada de duas maneiras:
reagcdes desencadeadas direta ou indiretamente (HEMS et al., 2005). Quando os
microorganismos (bactérias, virus e fungos) estao dentro das células, sdo protegidos
por um potente sistema antioxidante destas, sendo que a acao antimicrobiana do
ozbénio ocorre por estimulagdo do sistema imunoldgico desencadeada por este
composto (BOCCI, 2006c¢).

Segundo Buliés (1996) e Buliés et al. (1997), o 0zbnio produz oxidagao letal
no protoplasma bacteriano, por produzir alteragcdo dos &acidos gordurosos
insaturados da parede bacteriana, tornando-se microbicida, bactericida, fungicida e
parasiticida. Segundo os mesmos autores, o 0zOnio possui agao antiinflamatéria e
analgésica, com alivio de forma duradoura da sintomatologia dolorosa, por regular o
metabolismo celular, os mecanismos oxidativos celulares, por favorecer a
oxigenagao tecidual e por ser imunomodulador. O aumento de oxigénio nos tecidos
seria em decorréncia das reacbes de oxidagdo com os acidos gordurosos
insaturados da membrana fosfolipidica, que geram peréxidos hidrofilicos
estimulando a formagao de substancias desoxigenantes, as quais atuardo sobre as

oxi-hemoglobina liberando oxigénio.
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Segundo Wentorth et al. (2002), o ozbnio pode estimular mecanismos de
defesa e alterar o funcionamento das citocinas, pois uma molécula do ozbnio é
gerada fisiologicamente pelos neutréfilos do sistema imunolégico. No estudo in vivo
experimental desenvolvido por estes autores, ficou demonstrado a presenca
fisiolégica de um oxidante com caracteristicas quimicas similares a molécula de
ozénio durante o processo de inflamagao, cuja molécula foi gerada durante a morte
bacteriana pelos anticorpos da superficie dos neutrdéfilos ativados, juntamente com
outros potentes oxidantes, incluindo o oxigénio, que € um substrato para o processo
de oxidacao para ativagao de anticorpo. De acordo com os mesmos autores, essas
propriedades fazem do oz6nio uma molécula efetora ideal por poder estar localizado
no local da inflamagao sem nenhum efeito prejudicial.

Os resultados do estudo animal de Torossian et al. (2004), sobre o efeito da
aplicacao intra-abdominal do ozdnio no pré-operatoério de cirurgias para septicemia,
verificaram que essa aplicacdo aumentou os niveis de citocinas inflamatérias, tanto
no local da infeccdo como sistemicamente, indicando que o ozdnio pode estimular
mecanismos de defesa do sistema imune.

Para Hernandez (2007), uma acgao oxidativa esta fortemente envolvida no
efeito terapéutico do ozbénio, o que acarreta em mudanca metabdlica celular. Dessa
forma, para avaliar os efeitos e certificar a segurangca da ozonioterapia seria
necessario que o estado de antioxidagdo do paciente (capacidade do organismo de
responder a uma agressao oxidante) fosse pesquisado antes, durante e apds a
terapia. Esta pesquisa é extremamente complexa de ser realizada, pois requer a
combinacao de varios testes baseados em mensuracdes dos inumeros indices do

estresse oxidativo existentes na bioquimica sanguinea.
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Quando o sangue é ozonizado, o o0zbnio entre em contato com as células
sanguineas, a reatividade deste é controlada pelos sistemas antioxidantes
plasmaticos (como acido urico, acido ascoérbico e albumina). Apenas se a dose do
ozbnio exceder a capacidade desses sistemas podem ocorrer efeitos nocivos, como
hemdlise (BOCCI, 2006b; CATALDO; GENTILINI, 2005; TRAVAGLI; ZANARDI;
BOCCI, 2006; TRAVAGLI et al., 2007).

A possibilidade de toxicidade do ozénio ndao deve impedir seu uso terapéutico.
Para se evitar efeitos indesejaveis, € de fundamental importancia o controle e
monitoramento clinico da dose aplicada, o que pode ser alcancado pelo uso correto
e cauteloso de um gerador de ozOnio de precisdo e conhecimento da dose
terapéutica correta (BAYSAN; WHILEY; LYNCH, 2000; BOCCI, 2004a, 2006c;
GROOTVELT et al., 20044, b).

A concentracido de ozOnio para se alcancar efeitos terapéuticos é considerada
critica por apresentar uma estreita variacdo na sua dose terapéutica e baixo indice
terapéutico (definido pela razdo da dose minima de efeito terapéutico e da dose
minima de toxidade) (BAYSAN; WHILEY; LYNCH, 2000; BOCCI, 2004a, 2007;
GROOTVELT et al., 2004a, b; LARINI; BOCCI, 2005). O sucesso da ozonioterapia
depende de uma dose minima, correta e segura, capaz de estimular inUmeros
eventos bioquimicos, finalizando na estimulacdo da capacidade natural de reparagao
tecidual, sem efeitos nocivos (BOCCI, 2006b). Segundo Bocci (2006b, 2007), a idéia
de “quanto mais, melhor” ndo se aplica ao ozénio.

A concentracao terapéutica ideal do ozonio tem sido determinada por estudos
experimentais e depende do estagio da doenga a das condi¢bes do organismo
(BOCCI, 2004a, 2006c; GROOTVELT et al., 2004b), e deve ser ajustada em

contraste com estado redox presente (BOCCI, 2006a, b, c; CATALDO; GENTILINI,
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2005; TRAVAGLI; ZANARDI; BOCCI, 2006; TRAVAGLI et al., 2007). Em pacientes
com deficiéncias nutricionais, supostamente com menores niveis de plasmaticos de
antioxidantes, é recomendada a administracdo de multivitaminicos previamente ao
tratamento por alguns dias. Dieta rica em vegetais e frutas associada a doses
cautelosas de ozonio, evita efeitos indesejaveis (BOCCI, 2006a).

Bocci (2007) sugeriu que a ozonioterapia seja iniciada em pequenas doses
que vao sendo aumentadas no transcorrer do tratamento, para que se possa
observar o bem estar do paciente, e, se aparecer algum sintoma de toxidade (como
sonoléncia e cansago no caso da ozonioterapia sistémica), o tratamento possa ser
rapidamente modificado.

Como qualquer gas atmosférico téxico, o ozénio em contato com a pele
desencadeia uma série de eventos bioquimicos relacionados a processos oxidativos,
que podem afetar a fisiopatologia deste tecido. Esta exposi¢cdo da pele ao ozbdnio
pode ser segura ou toxica dependendo da dose, da area de exposicdo e da
capacidade antioxidante deste tecido. O tecido cutadneo é protegido contra estresse
oxidativo por uma variedade de antioxidantes, incluindo enzimas antioxidantes
(glutadiona-peroxidase, superperoxidase dismutase, catalases) e antioxidantes nao
enzimaticos (como vitamina E e C e acido urico). Em geral, a epiderme contém
menos antioxidantes que a derme, mas ambas sofrem acdo do oz6nio (VALACCHI
et al., 2002; VALACCHI et al., 2003; VALACCHI et al., 2004; VALACCHI; FORTINO;
BOCCI, 2005).

Os efeitos prejudiciais gerados por produtos nocivos oriundos da exposi¢cao
do ozbdnio a pele sdo capazes de atuar em células, matriz extracelular, fibras
elasticas e enzimas, alterando a arquitetura e elasticidade da pele (CARLETTO;

NOCOLAY, 2000).
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Cotovio et al. (2001) identificou aumento de produtos oxidativos, que podem
levar a alteragdes estruturais e elasticas na pele, gerado pela exposigao in vitro de
células humanas epidérmicas a quantidades variadas de oz6nio (1-10ppm).

Pesquisando marcadores do estresse oxidativo de relevancia para o processo
de reparacao e para capacidade de uma resposta inflamacao adaptativa, Valacchi et
al. (2002) e Valacchi et al. (2003) constataram, em situagdes experimentais de
exposicdo da pele ao ozbnio, que houve aumentou da expressao da heme-
oxigenase-1 (envolvida na proliferagao e apoptose celular) e das metaloproteinases
(envolvidas no equilibrio entre sintese e reabsorcédo da matriz extracelular). Nas
mesmas situagdes, Valacchi et al. (2004), associaram também aumento da
cicloxigenase-2 (citocinas usualmente envolvida na inflamagao) e do fator nuclear kB
(NFkB) (importante regulador da resposta inflamatéria, crucial para expressédo de
citocinas inflamatérias, que consequientemente participa do processo de reparacgao),
bem como correlacionaram indugao de proliferagao e diferenciagcao de queratécitos.
Segundo Valacchi, Fortino e Bocci (2005), adicionalmente a estas atuacbdes, a
aplicagao topica do ozbénio também pode interferir na reparacdo tecidual por
aumentar a oxigenagao do tecido.

Em estudo in vitro para pesquisar a toxidade do ozbénio na pele, Janic et al.
(2005) identificaram que a exposicao das culturas de células de monécito/macréfago
ao gas ozénio influenciou a atividade do NFkB.

Segundo Lim et al. (2006) a idade esta relacionada com o aumento do
estresse oxidativo das células o que pode representar implicagdes praticas na
utilizacdo do ozébnio. Esta relagdo foi comprovada pelo estudo experimental dos
autores, pois foi observado que a exposi¢cao de feridas dérmicas ao o0z6nio (0,5ppm

por 6hr/dia) retardou o fechamento das mesmas em ratos mais velhos, sendo que,
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em animais mais jovens esta exposi¢cao nao teve efeito significativo na velocidade de
fechamento, apenas uma tendéncia de aceleracdo nos primeiros dias. Esta
tendéncia foi atribuida as propriedades antibacterianas e/ou ao aumento da tensao
do oxigénio pela exposicdo do ozdnio na area da ferida. Este trabalho também
constatou que a exposigdo ao ozdnio aumentou a atividade do NFkB (imuno-
modulador da inflamagédo), aumentou a expressdao do TGF-R (crucial para a
remodelagao tecidual) tanto dos animais jovens como dos velhos, sendo modulados
de formas diferentes em decorréncia da idade.

Segundo Ballas e Davidson (2001), a idade pode estar associada a
prolongagcdo do tempo da reparagao tecidual por interferir em inUmeros eventos
bioquimicos, ndo apenas por alterar a diferenciacao e apoptose dos miofibroblastos.

Quanto aos efeitos bioldgicos do éleo ozonizado, seus compostos (aldeidos,
cetonas e perdxidos de hidrogénio) possuem varias fungées no organismo, que
incluem: estimulacado dos sistemas enzimaticos de 6xido-reducao; influéncia sobre o
transporte de oxigénio aos tecidos e sobre a cadeia respiratoria das mitocéndrias;
acgao antimicrobiana; e efeito sinérgico de estimulacéo da capacidade fagocitaria que
possuem acgao germicida (LINCHETA et al., 2000; SIQUEIRA et al., 2000). Por essas
razoes, o 6leo ozonizado pode contribuir de forma benéfica na reparagao tecidual de
uma ferida cirurgica, sem apresentar intolerancia nem efeitos adversos ( GUERRA et
al., 1997; LINCHETA et al., 2000; RODRIGUES; CEPERO; PERDOMO, 1994;
SECHlI et al., 2001).

Segundo Rodrigues et al. (2004), além da excelente agao antimicrobiana, o
6leo ozonizado possui também acdo antiinflamatéria e propriedades favoraveis a
reparacao tecidual, que poderiam ser utilizadas em varias situacdes clinicas.

Sakazaki et al. (2007) observaram que a aplicacdo do 6leo ozonizado em
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feridas experimentais inibiu infeccdo e hemorragia sem atrasar a reparacgéao tecidual.
A evolucgao histolégica desta aplicagéo revelou coagulagdo sanguinea mais intensa,
aumento inicial do infiltrado inflamatdrio e, posteriormente, proliferacao do tecido de
granulacao de forma mais evidente. De acordo com os autores, esta aplicagdo em
favoreceu a reparacao tecidual, provavelmente pela liberacdo de sinais que

promovem a formacgéao do tecido de granulagao.

2.4 Formas de administracdes da ozonioterapia

O ozobnio pode ser administrado de diversas formas, exceto da endovenosa
devido ao risco de embolia. A literatura descreve quatro formas principais: auto-
hemoterapia maior e menor (BOCCI, 2006c); insuflagdo retal, na qual o gas é
injetado por meio de um catéter anal (GROOTVELT et al., 2004a; VERANES et al.,
1999); bolsa hermética de 0zbnio, na qual uma regido extracorpérea é exposta ao
gas (BATISTA et al.,, 2001; GROOTVELT et al., 2004a); e aplicagdes tépicas por
meio da agua e do 6leo ozonizados (GUERRA et al., 1997; GROOTVELT et al.,
2004b; LINCHETA et al., 2000).

A forma de administragao mais utilizada é a auto-hemoterapia maior, na qual
um volume predeterminado de sangue € removido do paciente (200-270ml),
misturado a volume equivalente de gas (Os; + O), e reinfundido de forma
endovenosa. A concentragao de ozénio deve respeitar a janela terapéutica entre 10-
80ug/ml. A auto-hemoterapia menor consiste na injegao intramuscular de pequena

quantidade de sangue ozonizado (5ml) (BOCCI, 2006¢c; GRACER; BOCCI, 2005).
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O gas de o0z06nio, misturado com oxigénio, também pode ser injetado de forma
intramuscular, subcutanea, submucosa, intraperitoneal, intrapleural, periarticular,
intra-articular, miofacial, intradiscal, intraforaminal e intralesional (BOCCI, 2004a,
2006¢; BULIES, 1996; BULIES et al., 1997). Esta mistura do gas ndo deve ter menos
que 95% de oxigénio, nem mais de 5% de ozbnio (BOCCI, 2006c).

Segundo Cardoso et al. (2000), devido a alta instabilidade e a toxidade do
ozbénio na sua forma gasosa, € mais seguro que este seja incorporado a fluidos
(sangue, agua, solugdes isotbnicas ou 6leos) para sua utilizagao clinica.

Para Bocci (2006c), o método de administracdo deve ser selecionado de
acordo com a doenga e com as condigdes do paciente. Veranes et al. (1999)
lembraram que independente da forma, a ozonioterapia apresenta baixo custo, fato

que deve ser levado em consideracao na escolha terapéutica.

2.5 Indicacdes da ozonioterapia

O ozbnio possui uma série de propriedades que o torna muito Util na area da
saude (VERANES et al., 1998; VERANES et al., 1999).

As publicagdes de Baysan, Whiley e Lynch (2000), Bocci et al. (1999) e Bocci
(2004a, 2006c) enumeram diversas doencas que podem ser tratadas com a
ozonioterapia, associada ou ndo a outras terapéuticas. Sdo elas: 1) doencgas
infecciosas agudas e crbénicas causadas por virus, bactérias, fungos e parasitas; 2)
infecgdes resistentes a antibidtico, como nos casos de osteomielite, peritonite,

abscesso fistuloso, pés diabéticos, picada de inseto, queimadura e escaras de
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decubito; 3) infecgdes herpéticas, herpes-zoster e papiloma virus, candidose e
coadjuvante no tratamento de infeccdo por HIV e virus da hepatite C; 4) doengas
auto-imunes, como esclerose, artrite reumatdide e Doengas de Crohn; 5) doengas
com isquémicas crbnicas (isquemia cerebral e cardiaca); 6) doencas degenerativas
e degeneragado macular; 7) doengas pulmonares (enfisema, asma, doenga pulmonar
obstrutiva crénica e sindrome da doenga respiratoria aguda); 8) neuropatias, como
deméncia senil, perda auditiva e labirintite; 9) doencgas de pele, exemplos psoriase e
dermatites; 10) cancer metastatico quimio-resistente, reduzindo a quimiotoxidade e
visando uma melhor qualidade de vida do paciente; 11) doengas ortopédicas; 12)
Sindrome da fadiga crbnica e fibromialgia; 13) na carie dental, periodontites e
infeccbes bucais; 14) em situagbes emergenciais, como as que ocorrem apos
extensos traumas, queimaduras e septicemias, que freqientemente levam a faléncia
dos 6rgaos e morte; 15) em pré-operatério de transplantes e de cirurgias eletivas.

Bons resultados tém sido relatados apds a utilizagdo da ozonioterapia no
tratamento de paciente com doencas circulatérias periféricas, neuropatia diabética
(BATISTA et al., 2001), doencas oftalmicas (MENENDEZ et al., 2002; VERANES et
al.,, 1998; VERANES et al.,, 1999), epidermo-fitoses dos pés (LINCHETA et al.,
2000), exposicdes dsseas pos-trauma (BULIES, 1996), artropatias degenerativas
(BULIES et al., 1997) e doencas respiratérias (GENT et al., 2003).

Como o diabetes € uma condi¢cao associada ao estresse oxidativo, o emprego
da ozonioterapia pode proteger o sistema anti-oxidante, influenciando a taxa de
glicemia, e pode manter em niveis fisiolégicos marcadores de células endoteliais,
cujas alteragdes sado associadas as complicacbes desta doenga sistémica (AL-

DALAIN et al., 2001; MARTINEZ-SANCHES et al., 2005; RE et al., 2008).
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Tem sido comprovado por estudos experimental (AL-DALAIN et al., 2001) e
clinico (MARTINEZ-SANCHES et al., 2005) que a ozonioterapia em organismos
diabéticos melhora o controle glicEmico, previne o estresse oxidativo e normaliza os
niveis de peroxidos organicos e de superoxido dismutase ativada, eventos que sao
fortemente relacionados com o prejuizo endotelial. Além destes efeitos, as
propriedades germicidas do ozénio e a influéncia deste no processo de metabolismo
do oxigénio tem sido atribuidos aos bons resultados descritos no tratamento de
algumas complicag¢des diabéticas, como diminuicdo do numero de amputagdes nos
pacientes com gangrena, os pés diabéticos.

As caracteristicas dos componentes presentes no 6leo ozonizado o tornam
util no tratamento de feridas infectadas, fistulas e outros processos sépticos locais,
como em micose epidérmica dos pés (LINCHETA et al., 2000) e outras lesdes
fungicas (MENENDEZ et al., 2002).

A ozonioterapia e a terapia da camara hiperbarica de oxigénio possuem
pontos semelhantes: atuam no estresse oxidativo, estimulam compostos
sinalizadores e as moléculas de superdxido e perdxido de hidrogénio e favorecem a
expressao de citocinas e fatores de crescimento. As duas terapias também
apresentam diferengas: o aumento da demanda de oxigénio induzido pela camara
ocorre de forma mais transitoria, apenas por horas, e de forma mais indireta do que
as mudancas induzidas pela ozonioterapia, que favorecem o transporte de oxigénio
por varios dias (BOCCI, 2006a, 2006¢c; OTER; KORKMAZ, 2006). Na opinido de
Bocci (2006a), a ozonioterapia € mais eficiente, pratica e barata do que a camara
hiperbarica.

Steinhart, Schulz e Mutters (1999) verificaram em estudo experimental que a

ozonioterapia € de grande utilidade nos casos de osteomielite refratarias por atuar
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principalmente nas areas de necrose, com deficiéncia de nutricdo vascular. Nestas
regides, o tratamento convencional (remogéao cirurgica dos sequestros teciduais e a
antibioticoterapia) ou a camera hiperbarica nao teriam atuagao adequada.

Segundo Buliés (1996), ndo ha contra indicacdo para a aplicagdao da
ozonioterapia e que as complicacbes relatadas na literatura devam estar
relacionadas ao inadequado manejo dos métodos e das doses empregadas. Para
Buliés et al. (1997), a ozonioterapia garante beneficios em diversas doengas sem
riscos a saude, por nao existir complicagdes com o uso do ozbnio.

Bocci (2004b) enfatizou que, se o 0zbnio for utilizado adequadamente, esse
nao causara nenhum efeito adverso agudo ou crénico. Além disso, devido aos bons
resultados terapéuticos em muitas doencas, a ozonioterapia deveria ser aceita e
utilizada por todos os hospitais, o que representaria uma revolucido médica capaz de
curar ou estabilizar doengas (algumas com tratamento convencional insatisfatério)
de pacientes em paises ricos ou pobres.

Tylicki e Rutkowski (2004) questionaram os beneficios da ozonioterapia e
relataram que essa tem sido utilizada ha algumas décadas sem atuacgéao terapéutica
comprovada, sendo necessarios mais estudos clinicos com métodos cientificos
confiaveis.

Bocci, em 2006¢, descreveu que seus resultados tém sido animadores, tanto
guando objetivam efeito germicida como atuacéo na reparagao tecidual, sem nunca
ter observado toxidade aguda ou crénica. Como qualquer droga, esta terapia pode
ser toxica ou ser terapéutica dependendo da concentragdo do gas. De acordo com
este autor, a ozonioterapia ndo pode curar muitas doengas, como as doencgas
degenerativas, mas pode melhorar em muito as condigdes e a qualidade de vida do

paciente. Pela experiéncia clinica propria relatada de milhares numeros de
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aplicagdes da ozonioterapia em diversas doencgas, 0 autor destacou a importancia
desta terapia principalmente em casos de isquemia vascular crénica, de Ulceras
cutaneas cronicas por isquemia regional e diabetes e de doengas degenerativas
muscular atréfica relacionadas a idade.

Segundo Buliés et al. (1997a), a ozonioterapia se revela como uma futura
arma terapéutica, necessitando para isso descobrir exatamente seus mecanismos
intrinsecos para que se possa utiliza-la adequadamente, usufruindo as muitas

propriedades que tém sido descritas.

2.6 Aplicacdes da ozonioterapia na odontologia

No campo da odontologia, o ozbénio tem sido explorado para algumas
finalidades terapéuticas. Este composto tem sido aplicado na cavidade bucal tanto
na forma de gas como incorporado a fluidos, como a agua ou ao 6leo ozonizados
(BAYSAN; LYNCH, 2004; BAYSAN; WHILEY; LYNCH, 2000; HOLMES, 2003;
KRASSE, 2004).

A ozonioterapia tem demonstrado resultados favoraveis para o tratamento
conservador de caries iniciais de sulcos e fissuras sem cavitagao, bem como caries
cervicais e radiculares. Essas lesbes de carie sdo expostas ao gas de ozébnio,
utilizando aparelhos apropriados que se adaptam a superficie do dente, mantendo
vacuo e sucgdo (como o HealOzone®, Kavo Dental GmbH, Biberach, Alemanha).
Estudos in vitro e in vivo tém evidenciado que o 0zdnio elimina e reduz intensamente

a quantidade de bactérias da lesdo de carie e oxida o material organico dentro da
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dentina cariada, o que permite a penetracdo de ions de calcio, de fosfato e de fluor
para a remineralizagao do tecido, favorecida também pela utilizacao de dentifricios e
materiais remineralizantes (BAYSAN; LYNCH, 2004; BAYSAN; WHILEY; LYNCH,
2000; HOLMES, 2003; KRASSE, 2004).

De acordo com Krasse (2004), a aplicagao do gas de ozdnio reduz o numero
de microorganismos cariogénicos, como também o numero de microorganismos
totais, pois é capaz de elimina-los pelo mecanismo de ruptura da membrana
bacteriana, revertendo as lesbes de carie, em sua maioria. De acordo com Hodson e
Swift (2007), ndo ha boa evidéncia clinica que suporte 0 uso do ozénio para o
tratamento de carie, nem que comprove que este seja superior a outros tratamentos
clinicos convencionais, como controle de placa e dieta e aplicacédo de selantes.

Devido a atuagdo no sistema imunoldgico, no suporte sanguineo e da
atividade antimicrobiana, para Stubinger, Saber e Filippi (2006), a aplicagao local do
ozbnio poderia ser utilizada com beneficios a reparacao de feridas teciduais apds a
radioterapia e nos quadros de osteoradionecrose, tanto na pele como na mucosa
bucal. De acordo com esses autores, 0 uso do gas de ozbnio intrabucal é raramente
encontrado na literatura, provavelmente pelo risco da inalagdo durante sua
aplicagao, o que representaria importante toxicidade pulmonar; fato que poderia ser
evitado pela utilizagao correta de um sistema potente de succao.

De acordo com as experiéncias clinicas relatadas por Agrillo et al. (2006,
2007), a ozonioterapia aplicada como terapia de suporte, em adicado a terapia
cirargica/clinica, estimula e preserva o sistema enddgeno antioxidante e favorece a
atividade fibroblastica e angiogénica na prevengao e no tratamento de area com
osteonecrose, principalmente aquelas decorrentes de exodontias em pacientes

tratados com bifosfonados. Os autores relataram utilizagdo benéfica do gas ozb6nio
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durante os periodos pré, trans e pds-operatério destas exodontias, como medida
profilatica de complicacdes, evitando também superinfeccoes.

Segundo Muller, Guggnheim e Schmidlin (2007), a agao antimicrobiana do
ozbnio é eficiente contra inUmeras espécies bucais. Os autores verificaram que a
aplicacdo do gas de ozb6nio reduziu mais de 99% da populagdo bacteriana de
microorganismos cariogénicos incubados isoladamente. Quando biofilmes foram
testados, o gas teve efeito minimo na viabilidade microbiana, indicando que as
bactérias organizadas no biofilme estavam protegidas da agao do ozbnio.

Aparentemente, segundo Hems et al. (2005), as espécies bacterianas
presentes no biofilme s&o resistentes ao ozo6nio, fato que deve ser atribuido a
composi¢cao organica da matriz polissacaridea. Os autores comprovaram que 0
ozébnio, tanto se aplicado na forma de gas ou incorporado em agua, teve efeito
antibacteriano nas espécies Enterococcus faecalis, mas pouco efeito quando estas
foram embebidas no biofilme.

De acordo com Filippi (1997b, 1999a), a utilizagdo do ozdnio para desinfecgao
da unidade de agua dos equipamentos odontolégicos tem sucesso estabelecido
desde a década de 90. Em 1997b, ja com oito anos de monitoramento, comparando
varios sistemas para esta desinfeccdo, o autor confirmou que ha boa evidencia
sobre a eficiéncia da desinfecgédo desta agua pelo ozdnio. Em 2001, Filippi enfatizou
que esta ozonizagao é o método de desinfecgao que tem vantagens superiores em
relacdo a outros, principalmente pelo fato de proporcionar rapidamente a
esterilizacdo. Mesmo assim, o autor lembrou que nenhum método péde manter o
equipamento livre de contaminacdo durante seu uso, sendo necessarias mais
pesquisas.

No estudo realizado por Walker et al. (2003), a utilizagdo do ozénio nao foi



53

capaz de reduzir eficientemente as bactérias constituintes do biofilme presente no
sistema da unidade de agua do equipamento odontolégico.

Gardufio et al. (1995) salientaram bons resultados terapéuticos na redugéo da
placa bacteriana pelo emprego da agua ozonizada apds seu estudo in vivo, que
comparou a quantidade de Streptococcus mutans depois de bochechos com agua
ozonizada e com agua nao ozonizada por sessenta segundo.

Velano et al. (2001) mostraram, in vitro, que o tempo maximo para a
inativagao total de Streptococos aureus tratados com agua néo ozonizada foi muito
superior quando comparado com a utilizagdo de agua ozonizada (0,6mg/ml),
indicando efeito mais rapido desta.

Os resultados do estudo in vitro de Nagayoshi et al. (2004a) demonstraram
que, a agua ozonizada, na concentracdo de 2 a 4mg/L, foi eficiente para matar
bactérias bucais gram-positivas e gram-negativas e a Candida Albicans em culturas
puras. Os autores consideraram que esta agua apresentou forte efeito contra
bactérias do biofilme e teve potencial de inibir o acumulo experimental de placa
bacteriana. Assim, sugeriram que esta agua tem potencial de ser utilizada na
reducao de infecgdes causadas por microorganismos bucais.

Segundo Estrela et al. (2006), o emprego da agua ozonizada também pode
ser uma opgao para os aparelhos de ultra-som para lavagem de instrumental
odontoldgico. Os autores constataram in vitro a efeciéncia deste sistema de lavagem
com agao antimicrobiana comprovada contra Stafilococcos aureus.

Segundo Filippi (1997a), a agua ozonizada pode ter propriedades
terapéuticas, como favorecer a hemostasia, promover a reparacdo de feridas e
estimular a vascularizagdo. Este fato associado a atividade antimicrobiana desta

agua deveria ser explorado visando a utilizagao desta forma de aplicagao do ozdnio
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em cirurgia bucal como alternativa ao soro fisioldgico estéril, sendo que este néo
possui nenhuma propriedade terapéutica. A agua ozonizada, mesmo sendo
isotdnica ndo apresentaria desvantagens em relagdo ao uso do soro. De acordo com
esse autor, a dgua ozonizada utilizada nas unidades de agua dos equipamentos
odontoldgicos durante os procedimentos cirurgicos poderia alcangar concentragdes
adequadas (acima de 4ugOs/ml de agua) para terem atividade antimicrobiana e
desinfeccdo da area operada. Lembraram que ndo ha conhecimento da
concentracdo ideal para se alcancar efeitos terapéuticos, sendo necessario mais
pesquisas.

Pesquisando o potencial terapéutico da utilizagdo no trans-operatério da agua
ozonizada diretamente dos equipamentos odontolégicos, Filippi (1999b) constatou
que a concentragdo do ozbnio na agua diminuia conforme o aumento da
temperatura (a concentragao diminuia aproximadamente 40% quando a temperatura
passava de 20°C para 37,5°C). O gerador utilizado nesta pesquisa produziu agua
ozonizada na concentragao inicial de 12,48ugOs/ml. Quando amostras desta agua
saida de irrigadores foram analisadas, a concentragcdo encontrada foi de
5,52ug0s/ml e, quando aquecida a 37,5°C, de 2,64ugOs/ml. O autor péde observar
que a utilizagdo da agua ozonizada na concentragao de 2,5 a 3,5ugOs/ml n&o
produziu nenhum efeito positivo ou negativo na reparagdo pdés-operatéria de
exodontias de terceiros molares com osteotomia quando comparados a irrigacéo
com soro fisiologico estéril. Esse estudo também constatou que nao foi encontrado
ozbénio em nenhuma concentragdo quando a agua ozonizada foi utilizada na alta
rotagao, micromotor e aparelhos de ultra-som.

Um estudo envolvendo 250 pacientes, comparando a aplicagdo da agua

ozonizada com o soro fisiolégico durante a osteotomia para cirurgia de exodontia de
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terceiros molares, verificou idéntica reparacao pos-operatéria com as duas irrigagdes
e, quando a agua ozonizada foi utilizada, observou-se redugdo da ocorréncia de
infeccdes apods as cirurgias (BRAUNER?, 1992, apud STUNBINGER; SADER;
FILIPPI, 2006).

De acordo com Ebensberger, Pohl e Filippi (2002), a agua ozonizada pode
ser utili na limpeza de dentes acidentalmente avulsionados, previamente ao
reimplante, devido suas caracteristicas antimicrobianas e bioquimicas que poderiam
ter algum efeito benéfico nos cementoblastos e fibroblastos remanescentes.
Pesquisando esta possibilidade, os autores descobriram que aquelas células de
dentes extraidos e irrigados por dois minutos com agua ozonizada (2,5-3,5 pug ml™)
mostraram um discreto aumento da marcagdo do Antigeno nuclear de proliferagao
celular, em relagdo a outro grupo irrigado com soro fisiolégico. De acordo com os
mesmo autores, os resultados evidenciaram que a agua ozonizada pbde ter efeito
estimulador na proliferacao dos cementoblastos e fibroblastos periodontais, melhorar
o metabolismo celular e oferecer desinfeccdo adicional, ndo apenas pelos
mecanismos mecanico da irrigagao. Além disso, a agua ozonizada nao apresentou
efeito prejudicial na viabilidade dos remanescentes celulares da superficie radicular.

Segundo Stlbinger, Saber e Filippi (2006), a agua ozonizada representa um
importante agente terapéutico na regeneragcado periodontal, para tratamento de
gengivites e periodontites, devido a seu possivel estimulo na proliferagdo celular e
suas propriedades antimicrobianas.

Em estudo in vitro, de acordo com Krozer, Hall e Ericsson (1999), o uso da

agua ozonizada na implantodontia pode ser util para descontaminagao da superficie

2 Brauner AW. Periodontology: New methods. Ozone Sci Eng 1992;14:165-76.
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do implante no tratamento da perimplantite, pois proporcionou a remogao de
microorganismos sem deixar residuos que prejudicasse a osseointegracéao, fato que
ocorreu quando outros produtos quimicos foram utilizados.

Erdosi, Filippi e Meyer (2005) pesquisaram a possibilidade de utilizar agua
ozonizada na desinfec¢ado do osso coletado em sugador apropriado durante cirurgias
bucais, visando a utilizagdo deste procedimento antes de enxertos autdégenos na
implantodontia. Os autores verificaram que a agua ozonizada nao atingiu o efeito
antimicrobiano (concentragdo aproximadamente de 12mgOs/L). Os autores
justificaram que a acgédo antimicrobiana da agua ozonizada foi impossibilitada pela
presengca de proteinas organicas na mistura coletada, composta de fragmentos
0sseos, sangue, saliva e bactérias. Sugeriram que pesquisas viabilizassem a coleta
isolada dos fragmentos 6sseos, nos quais a agua ozonizada poderia ter melhor
efeito antimicrobiano.

O uso da agua ozonizada como agente anti-séptico foi sugerido por Huth et
al. (2006), uma vez que o ozbnio tem alto poder antimicrobiano e nédo tem sido
notado desenvolvimento de resisténcia farmacoldégica com sua utilizagdo na
purificacdo de agua de abastecimento e preservagao de alimentos.

Pesquisando a citotoxidade da aplicagdo do gas ozbénio por um minuto em
culturas de células epiteliais e em fibroblastos gengivais, Huth et al. (2006),
verificaram que nas concentracdes de gas utilizadas (6x10° a 2x10% ug m®) houve
reducdo da viabilidade celular, com nitido aumento no numero de morte celular. Os
autores lembraram que em muitos trabalhos, concentracdes inferiores sao utilizadas.
Em contraste com o gas, quando utilizaram solugdo de tampao fosfato tamponado
ozonizado (1,25 a 2,0 ug ml™"), nenhum efeito téxico foi revelado, demonstrando sua

alta biocompatibilidade com células bucais, melhor do que outros produtos testados
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(digluconato de clorexidina, hipoclorito de sédio e agua oxigenada). Sendo assim,
segundo os autores, a alta biocompatibilidade do ozénio aquoso permite que este
seja utilizado em irrigagdes de dentes e alvéolos, sem nenhum efeito negativo para
as células bucais.

Nagayoshi et al. (2004b), em estudo experimental, verificaram baixa
citotoxidade da agua ozonizada em fibroblastos de ratos, fato atribuido a rapida
degradacgao do ozbnio quando entra em contato com os compostos organicos. Os
autores verificaram que a viabilidade de Enterococcus faecalis e Streptococcus
mutuans, presentes em tubulos dentinarios, diminuiu significativamente apos
irrigacdo com agua ozonizada (4mg/L), resultados que sugeriram a indicagdo do uso
desta agua na endodontia. Para eles as vantagens do uso da agua ozonizada
incluem seu potencial antimicrobiano, sua rapida agao antimicrobiana, sua facil
aplicagao e auséncia de mutagénese.

Nas condig¢des in vitro analisadas por Estrela et al. (2007), nenhum dos
metodos testados foi adequado para inativar a Enterococcus faecalis dos canais
radiculares de dentes humanos, bactéria freqientemente associada a lesbes
persistentes ao tratamento endoddntico. Os autores testaram as irrigagoes por 20
minutos com agua ozonizada (4mg/L™), hipoclorito de sédio (2,5%) e clorexidina
(2%) ou a aplicagcéo do gas ozdnio.

Tanto a agua como o gas pode ser utilizado para limpeza de préoteses totais
(STUBINGER; SABER; FILIPPI, 2006). O estudo de Arita et al. (2005) verificou que
a imersao de proteses totais com base de resina acrilica em agua ozonizada (2 ou
4mg/L) foi util na eliminagdo da Candida albicans.

Apos revisao sistematica da literatura sobre o uso da ozonioterapia na

odontologia, Azarpazhooh e Limeback (2008) constataram que: ha evidéncias



58

conflitantes para uso na endodontia e como agente antimicrobiano; ha resultados
positivos comprovados para a desinfeccdo da unidade de agua e para limpeza de
préteses totais; e que os relatos do uso do o0zbnio na cirurgia bucal sdo escassos.
Segundo os autores, as aplicagdes clinicas do ozénio em odontologia ndo tém
alcangado forte nivel de evidéncia nem boa relagdo custo beneficio (devido ao alto
custo de aparelhos com sistemas de vacuo), sendo necessarias pesquisas clinicas
melhores conduzidas do que as encontradas na literatura atual.

Com finalidades terapéuticas na odontologia, o 6leo ozonizado ja foi testado,
e tém sido relatados bons resultados quando empregado em gengivo-estomatite
herpética aguda (RODRIGUES; CEPERO; PERDOMO, 1994), estomatite protética
(LOPEZ et al., 2003; PILOTO; URRUTIA, 2000), alveolites (GUERRA et al., 1997) e
como medicamento intracanal (PEREIRA, 2002; SIQUEIRA et al., 2000) e agente

antimicrobiano (SECHI et al., 2001),
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3 PROPOSICAO

A proposicéo desta pesquisa foi avaliar in vivo os efeitos biolégicos do ozbdnio
diluido em &gua, em duas concentragdes diferentes, na reparagédo tecidual de
feridas dérmicas induzidas em ratos, apds irrigagdes cirurgicas trans e pos-

operatdrias, por meio de avaliagcdo macroscopica e microscopica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra experimental

Foram utilizados 48 ratos (Rattus novergicus albinus Wistar), machos, com
peso entre 350mg-450mg e idade entre 3-6 meses. Durante todo o periodo da
pesquisa, os animais foram mantidos, em condicdo padrdao de alimentagcdo com
ragdo e agua ad libitum. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP),

que emitiu parecer favoravel a sua realizagao, protocolo n° 26/05 (Anexo A).

4.2 Procedimentos realizados

Os procedimentos realizados seguiram o seguinte protocolo:

e Anestesia geral pela aplicagdo do anestésico via intramuscular na dose de
1ml/kg (cloridrato de cetamina, Dopalen® - Vetbrands) e do relaxante
muscular via intramuscular na dose de 0,3mg/kg (cloridrato de xilazina,
Rompum?® - Bayer SA).

= Realizagdo de tricotomia no dorso do animal, em area dimensionada para a
realizagao das feridas cirurgicas e para as instalagées dos apésitos;

= Anti-sepsia no dorso do animal, com digluconato de clorexidina a 2%.
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= Execucdo do procedimento cirurgico que compreendeu a realizacdo de
incisdo no dorso do animal, com formato de circunferéncia de 5mm de didmetro
e 5mm de profundidade, e excisdao da derme e subcutaneo, expondo a fascia
muscular subjacente. Para padronizagdo dessas feridas foi utilizado punch
metalico de 5mm de didmetro, estéril e com cursor de borracha para delimitar

sua profundidade durante a aplicagao (Figuras 4.1 e 4.2).

Figura 4.1 - Utilizagdo do punch Figura 4.2 - Excis&o do tecido

= Apés a realizagado das feridas cirurgicas, os animais foram divididos em 4
grupos (12 animais para cada grupo), de acordo com o tratamento realizado:
o GOsz> - Grupo que foi irrigado com agua ozonizada na concentragao de
4ppm - 47,7 mgOs/L (maior concentragao);
0 GOgs< - Grupo que foi irrigado com agua ozonizada na concentragao de
1ppm - 13,0 mgOs/L (menor concentragao);
0 Gagua - Grupo que foi irrigado com agua ndo ozonizada, Agua MilliQ®
(Millipore), controle positivo;

0 Gpada- Grupo que néao recebeu irrigagao, controle negativo.
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= As irrigacbes, nos trés grupos indicados, foram realizadas com fluxo
constante, de intensidade e velocidade regulares, e foram realizadas por meio
de seringas (20ml) e agulhas (0,7x30mm) estéreis descartaveis, com aspiragao
concomitante. Foram realizadas imediatamente apds a cirurgia, de modo que se
perdurasse por 10 minutos o contato dos tecidos cruentos com o liquido, e
foram repetidas diariamente por 5 minutos no pds-operatério até o dia do
sacrificio do animal.

= Apés a realizagao das feridas e irrigagdes, o tecido cruento foi protegido pela
colocagcao de apdsito individual, diariamente até o segundo dia de pods-
operatério. Foram utilizados Band-aid® (Johnson & Johnson) adaptados no
formato das lesbes e esses recobertos por esparadrapo impermeavel (Cremer
S.A°).

= Para realizagado das irrigagcdes e/ou troca dos apdsitos, os animais foram
sedados pelos mesmos farmacos utilizados para os procedimentos cirurgicos
(anestésico e relaxante muscular) em doses reduzidas, suficientes para a
execucao dos procedimentos.

= Os animais foram sacrificados no periodo de 2 dias, 7 dias e 14 dias de pos-
operatério, por inalacdo de dioxido de carbono. Em cada periodo foram
sacrificados 16 animais, que corresponderam a 4 amostras de cada um dos 4
grupos, totalizando 48 animais.

= Apéds o sacrificio, cada ferida foi fotografada e, em seguida, uma pecga
cirurgica foi obtida da regido submetida a cirurgia. Quando necessario, no
segundo e terceiro periodo do sacrificio, foi realizada nova tricotomia na regiao
em torno da lesao, para facilitar o acesso fotografico e a obtengdo do material

para fixagao.
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= Os espécimes removidos foram fixados em formol 10% por no minimo 24
horas e, posteriormente, processados histologicamente para inclusdo em
parafina, cortes semi-seriados em seu longo eixo de 5 um e coloragdo em

Hematoxilina-Eosina (HE) e reagdes de imunoistoquimica.

Todos os procedimentos experimentais foram criteriosamente realizados
dentro dos principios gerais e fundamentais de cirurgia, junto ao Laboratério de
Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia Protese e Traumatologia da
FOUSP. O ato operatério transcorreu sem contaminagdo e com o menor trauma
possivel e foi realizado por um unico cirurgido. As pegas cirurgicas obtidas apos o
sacrificio dos animais foram processadas, pelo mesmo profissional, junto a Disciplina
de Patologia Bucal e a Disciplina de Patologia Geral, do Departamento de

Estomatologia da FOUSP.

4.3 Producao da dgua ozonizada

A agua ozonizada foi produzida por meio do gerador de 0zdnio (Ozone & Life®
3.0), utilizado nas poténcias de 10 e 5. A fonte de oxigénio empregado foi
proveniente de cilindro de oxigénio medicinal com fluxo de 1mL/min ajustado e
regulado por fluxdmetro de precisdo (Rotarex®, USA). Nestas condigdes, a
quantidade de ozbnio produzida pelo gerador era de 47,7mgOs/L e 13,0mgOs/L,
respectivamente para aquelas duas poténcias. O ozbdnio gerado era transportado por

mangueira de silicone para 2 litros de agua Milli-Q® (Millipore), contida em um
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lavador de gas em vidro com 1,58m de altura. O tempo de ozonizagao foi
cronometrado e padronizado em 10 minutos.

A concentracao final de O3 na agua foi monitorada imediatamente apds sua
producdo e previamente a sua utilizagdo, emoregando o analisador colorimétrico
pelo kit Chemets™ (Chemetrics, INC-USA) (modelo GM6000), garantindo uma dose
precisa e conhecida. Estas concentracdes aferidas correspondiam a 4,0ppm
(quando o gerador foi utilizado em 10 de poténcia com producao de 47,7mgQOs/L) e a
1,0 ppm (quando o gerador foi utilizado em 5 de poténcia com produgédo de
13,3mgOs/L).

Previamente a cada produgdo da agua ozonizada que seria utilizada na
pesquisa, o lavador de vidro empregado era submetido a ozonizagao de 2 litros de
agua Milli-Q® em potencia maxima do gerador com fluxo de oxigénio de 1ml/min por
5 minutos, para proporcionar a limpeza daquele vidro.

As temperaturas ambientes da sala e a umidade relativa do ar foram
monitoradas em todos os dias durante a produgdo da &gua ozonizada, e
correspondiam aproximadamente a 26°C e 66% de umidade.

Apos a producdo da agua ozonizada, esta era coletada por meio de
mangueiras de silicone estéreis e acondicionada em recipientes de vidros com
tampa de Teflon® também estéreis, que foram mantidos sob refrigeracao, entre 8 a
10°C, até o momento do seu uso, que ocorreu no maximo em até uma hora da sua
ozonizagao. Para o preenchimento das seringas utilizadas para a irrigagao, a agua

era acondicionada em recipientes de vidros estéreis.
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4.4 Andlise das lesdes induzidas

4.4.1 Avaliagao macroscopica — analise morfométrica

Imediatamente apds o sacrificio dos animais, as feridas foram fotografados
por meio de camera digital (Sony® Cybershot, 5 megapixels) afixada de forma a
manter a padronizag¢ao de distancia focal, utilizando sempre aumento 6tico de 3X.
As imagens das feridas foram submetidas ao software Adobe® Photoshop®
Elements 6.0, e transferidas para o software de morfometria digital (ImageLab2000%)
utilizando computador Pentium® IV, 512MHz, monitor HP Pavillion®, 800X600 dpi.
Essa avaliacao foi realizada pelo mesmo examinador que nao teve conhecimento da
identificacdo das amostras e que foi submetido a um periodo de padronizagao para
esta avaliagao.
As feridas foram analisadas pelo software quanto a porcentagem de perimetro
(Figura 4.3) e area (Figura 4.4), medidas em pixels, bem como quanto a relagao
entre essas duas dimensdes, obtendo-se o fator de forma (fator de forma =

3rareal/perimetro?). A mesma analise foi realizada em quatro feridas no momento da

sua confecgédo, cuja média foi utilizada como referéncia inicial.
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Figura 4.3 - Delimitacao do perimetro. Figura 4.4 - Calculo da area.

Com essas dimensdes obtiveram-se dados quanto ao processo de contragao
da ferida nos diferentes tempos experimentais. A contragao tecidual foi considerada
mais regular quanto mais proximo o valor do fator de forma estivesse do valor de
referéncia, e irregular, quanto mais inferior do mesmo.

Os dados obtidos por esta andlise foram objeto de estudo quantitativo e, os
referentes a area e ao fator de forma, também de estudo estatistico.

Para estudo estatistico foi utilizado o Teste de Hipotese Wilcoxon, que pertence
a uma categoria estatistica de procedimentos chamados de nao paramétricos ou
livres de distribuicdo. O nivel de significancia (o) utilizado foi de 5%, com intervalo
de confianga de 95% e com 3 graus de liberdade . Em fungédo das caracteristicas
especificas das amostras, essas foram distribuidas em pares e pela associacdo dos
grupos que empregaram agua ozonizada (GOs> e GO3<) e dos grupos controles
(Gagua © Gnada), para testar a hipotese de semelhanca ou diferenca na comparagéo
das distribuicbes dos grupos. Foi utilizado para tal estudo o software estatistico

SPSS® (Statistical Package for Social Sciences), para Windows® em versao 13.0.
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4.4.2 Avaliagao microscopica

4.4.2.1 anélise histomorfolégica

Os cortes corados com HE foram analisados em microscopio de luz
convencional (OIimpus® CH2 - Olimpus Optical Co. Ltd — Japan), sob foco fixo e
clareza de campo, com aumento final de 400X. Esta analise foi realizada em duplo
cego, por dois observadores independentes que nao conheciam os dados das
amostras. Empregou-se uma escala arbitraria de expressao classificada de 0 a 3
(O=ausente; 1=pouco; 2=moderado; 3=intenso) para identificacdo de: re-
epitelializacdo, infiltrado inflamatdrio, presenca de necrose, edema, vasos
neoformados, populagédo de fibroblastos jovens, sintese de colageno e deposigao e
distribuicao de fibras da matriz extracelular (matriz colagénica). Com esta analise foi
possivel avaliar de forma quantitativa as diferengas histomorfolégicas entre os

grupos.

4.4.2.2 analise histomorfométrica

Foi realizada analise de histomorfometria digital, que seguiu protocolo
estabelecido por Matos et al. (1994) no Laboratério de Informatica Dedicado a

Odontologia (LIDO) da FOUSP. Essa avaliagao foi realizada pelo mesmo avaliador
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que nao teve conhecimento da identificacdo das amostras e que foi submetido a um
periodo de padronizacao para esta avaliagao.

Para o estudo de histomorfometria digital, as imagens das laminas
histolégicas coradas com HE foram capturadas por camera tipo CCD (Sony®)
acoplada a microscopio Jeol® e placa de digitalizacdo de imagens (Captivator®) e
transferidas para software de morfometria digital (ImageLab2000®), utilizando
computador Pentium® IV, 512MHz, monitor HP Pavillion®, 800X600 dpi. As imagens
do campo histologico (aumento de 400X), na regidao da lesdo induzida, foram
digitalizadas e analisadas (em porcentagem de pixels) quanto a celularidade
(quantidade dos elementos celulares presentes, tais como células inflamatérias e
fibroblastos, medida pela presenga de tons roxos indicativas de nucleos celulares),
ao espacgo branco (podendo ser interpretado por edema, vasos sanguineos, artefato
e/ou espacgos entre fibras colagenas dentro da matriz organizada) e quanto as fibras
colagenas e matriz colagénica (medida pela porcentagem de tons roseo indicativas
de tais fibras e matriz). Esses elementos teciduais forneceram uma estimativa da
evolucao do processo inflamatoério/reparativo em cada tempo experimental.

Para cada animal foram analisadas trés imagens histoldgicas, sendo que, no
periodo de 2 dias, foram quantificados 12 campos consecutivos para cada imagem
(seis em cada borda da ferida), e nos periodos de 7 e 14 dias, esse numero foi de 9
campos, conforme ilustragcdo esquematica nas figuras 4.5, 4.6 e 4.7,
respectivamente, obtendo-se uma média final.

Todos os dados obtidos por esta histomorfometria foram analisados de forma
quantitativa e foram objetos de estudo estatistico, seguindo a metodologia descrita

anteriormente.



Figura 4.7 - Esquema dos campos escolhidos para histomorfometria no periodo de 14 dias
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4.4.2.3 andlise imunoistoquimica

Para as reacdes imunoistoquimicas foi utilizada a técnica de estreptoavidina-

biotina-peroxidase e foram utilizados os anticorpos colageno tipo-1 (20141-

NOVOTEC®) e anti-actina (KO609 — DAKO®), sendo que as diluicdes, o tempo de

incubacdo e a recuperagdo antigénica foram otimizados para cada anticorpo

seguindo o protocolo estabelecido pelo Laboratorio de Imunoistoquimica da

Disciplina de Patologia Bucal da FOUSP, descrito resumidamente a seguir:

1.

Desparafinizagdo dos cortes de 5 ym de espessura em dois banhos de xilol, a
temperatura ambiente por 20 minutos;

Reidratacdo em série de etanol em concentragdes decrescentes, com passagem
em etanol absoluto por trés vezes, etanol 95% e 85%, durante 5 minutos cada;
Remocédo de pigmentos formolicos por imersdo em solugdo de hidroxido de
amonia a 10%, em etanol 95%, durante 10 minutos;

Lavagem em agua destilada, 2 banhos de 5 minutos cada;

Recuperacédo dos sitios antigénicos em solugdo de acido citrico monoidratado,
pH 6,0 em banho-maria a 95°C por 30 minutos, para as laminas que receberam
os anticorpos anti-actina;

Lavagem em agua destilada, 2 banhos de 5 minutos cada;

Bloqueio da peroxidase enddgena tecidual com imersdo do material em solugéo
de peroxido de hidrogénio 20 volumes (6%) e alcool metilico na proporgéo 1:1,
em dois banhos de 15 minutos cada;

Lavagem em agua destilada, 2 banhos de 5 minutos cada;
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Trés banhos de solugdo tampao de TRIS (Tri-hidroxi-metil-aminometano, Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, USA), pH 7,4 por 5 minutos cada.

10. As etapas seguintes foram realizadas automaticamente, com o auxilio do

11.

sistema de coloragdo universal Autostainer DAKO® (Corporation, Glostrup,
Denmark). Apos serem acopladas no equipamento, as laminas contendo os
cortes foram submetidas a incubagdo com os anticorpos primarios diluidos em
solugdo TRIS, pH 7,4, acrescido de albumina a 1%, contendo azida sodica a
0,1% (BSA — Biotest® S/A — Sao Paulo, Brasil). A diluigdo de trabalho para o
anticorpo primario colageno tipo-lI foi 1:300 com tempo de incubagdo de 30
minutos, e para o anti-actina de 1:200 por 40 minutos. Em seguida, as laminas
foram lavadas em agua destilada e em solugao tampao de TRIS, pH 7,6. Como
soro secundario e complexo terciario foi utilizado o kit Envision Dako®- LSAB
(Corporation, Glostrup, Denmark) por 30 minnutos. A revelagdo da reagao foi
feita por imersdo em solugdo de cromodgeno diaminobenzidina (DAB, 3,3 —
diaminobenzidina, Sigma Chemical® CO., St Louis, MO/USA) por 10 minutos. Os
cortes foram entdo lavados em TRIS pH 7,6 e agua destilada, e contra-corados
com Hematoxilina de Mayer por 10 minutos. Posteriormente, lavados novamente
por 10 minutos em agua destilada.

Concluida as etapas automaticas, as laminas foram retiradas do equipamento e
foram desidratadas manualmente em uma série de etanol em concentracdes
crescentes (80%, 95% e 100%) e diafanizados em xilol seguindo para montagem
em Permount® (Fisher Scientific, Fair Law, NJ/USA).

Como controle positivo foi utilizado fragmento da pele normal do dorso do

animal, e o controle negativo foi obtido com a suspensdo do anticorpo primario

durante a realizagao da reacéo.
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As laminas coradas pela imunoistoquimica foram analisadas em microscopio
de luz convencional (Olimpus® CH2 — Olimpus Optical Co. Ltd — Japan), sob foco
fixo e clareza de campo, com aumento final de 400X. Este estudo foi realizado em
duplo cego, por dois observadores independentes que n&o conheciam as
identificacbes das amostras. Os dados desta analise foram avaliados de forma
quantitativa.

A analise da marcacdo dos anticorpos colageno tipo-l, foi baseada na
distribuicdo da expressdo antigénica e na intensidade de matriz formada,
classificada em escala arbitraria de expressdo de 0 a 3 (O=ausente; 1=pouco
expressivo; 2=expressao moderada; 3=expressao intensa). Para esta classificagao,
no periodo de 2 dias foi observada a regido da borda da ferida; no periodo de 7 dias
a regido do centro da ferida; e no ultimo periodo foram classificados tanto o centro
como a borda da ferida. A reacéao foi considerada positiva quando houve coloragao
castanha, e negativas para as laminas que nao apresentaram tal coloragao.

Para analise imunoistoquimica comparativa entre os grupos com relagdo a
coloracéo do anticorpo anti-actina, no periodo de 7 dias, foi utilizado um sistema de
contagem de miofibroblastos, sendo que foram considerados células positivas,
aquelas com citoplasma de coloracdo castanho escuro. Considerou-se 100% da
populacdo de miofibroblastos dividida pelo numero de campos presentes no corte da
lesdo, obtendo-se uma média. Nas laminas correspondentes aos periodos de 2 e 14

dias foi realizado a verificacdo da auséncia da marcagao.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagcdo macroscoépica — analise morfométrica

Os resultados da analise morfométrica com relagdo a porcentagem de
perimetro, area e fator de forma estdo demonstrados nas tabelas 5.1, e ilustrados
pela figura 5.1. Os mesmos valores calculados no momento da confecc¢do da ferida,
como referéncia inicial, foram: 1134,61 de perimetro; 93180,12 de area; e 0,87 de

fator de forma.

Tabela 5.1- Dados da analise morfolégica com relagéo a porcentagem de perimetro, area e fator

de forma
Perimetro Area Fator de forma
Periodos Grupos . . o . . 3
Média — pixels Média- pixels Desvio Padrio Média  Desvio Padrdo
% % +/- +/-
GOs> 639,22 29178,86 6691,59 0,83 0,04
2 dias GO3< 704,42 32587,42 4017,32 0,83 0,06
Gagua 605,39 24753,06 3850,75 0,85 0,02
Ghada 628,49 26794,03 3272,82 0,85 0,02
GOs> 566,68 21910,34 1275,87 0,86 0,02
7 dias GOs< 537,84 20030,61 5817,55 0,86 0,02
Gagua 546,74 20568,68 20568,68 0,86 0,02
Ghada 474,21 14824,70 8296,04 0,77 0,09
GOs> 239,75 3869,15 3768,09 0,76 0,11
14 dias GOs< 206,81 2306,74 939,13 0,67 0,08
Gagua 235,77 3301,00 2285,36 0,70 0,15

Grada 185,70 2444,38 1800,28 0,81 0,05
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Figura 5.1 - Fotografias das feridas de acordo com os grupos e periodos
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Com relagao ao estudo quantitativo da area, no primeiro periodo, a maior
média encontrada foi no GOs<, seguido em ordem decrescente pelos GO3>, Gpaga ©
Gagua- NO periodo de 7 dias, os grupos que receberam irrigagéo (GOs>, GOs< e
Gagua) apresentaram area maior do que o grupo néo irrigado (Gnada), Sendo que a
mesma ordem foi GO3>, Gagua, GO3< € Gnaga. NO periodo de 14 dias, a area se

tornou similar entre todos os grupos (Grafico 5.1).
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Grafico 5.1 - Morfometria - representagdo da area da ferida

Nos trés periodos, o estudo estatistico de distribuicdo da area verificou que
houve diferengas significantes entre o GO3> em relagdo aos Gagua, Gnada € GO3<, €
entre 0 GO3< e Gyyua. As demais distribuigbes analisadas revelaram-se

estatisticamente pouco significantes (Anexo B).

No periodo de 2 dias, pelo estudo quantitativo, a média do fator de forma
entre os grupos irrigados com agua ozonizada foi igual, da mesma forma para os
outros grupos controles No periodo de 7 dias, os valores desta caracteristica para os

grupos que receberam irrigacdo foram iguais e superiores ao grupo controle
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negativo. No periodo de 14 dias, o GO3> e Gpaga revelaram fatores de forma

semelhantes e superiores com relagao aos outros, que também foram similares

entre si (Grafico 5.2).

Fator de Forma

Média

@ GO3>
0 GO3<
B Gagua
& Gnada
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Periodos

14dias

Grafico 5.2 - Morfometria - representagao do fator de forma

Nos trés periodos, o estudo estatistico de distribuicdo do fator de forma

verificou que houve diferengas significantes entre o0 GO3> em relagéo ao Gagua € @0

Ghada, € semelhancas entre 0 GO3< e 0 Gygua. A comparagdo do grupo irrigado com

agua ozonizada na menor concentragdo com o controle negativo foi estatisticamente

diferentes nos dois primeiros periodos e semelhante no Uultimo. As demais

distribuicbes analisadas revelaram-se estatisticamente pouco significantes (Anexo

C).
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5.2 Avaliagdo microscopica

5.2.1 Analise histomorfolégica

Os dados da analise histomorfolégica dos cortes corados com HE, de acordo

com a escala arbitraria de expressao, estdo demonstrados na tabela 5.2.

Tabelas 5.2 - Dados da analise histomorfolégica de acordo com escala arbitraria de expressao

Periodos  Grupos Re- Infitrado N Vasosneo- Fibroblastos  Sintese de Matriz
ecrose  Edema
epiteializacdo  inflamatdrio formados jovens : colagénica

GO> 1 27 13 20 17 1,0 20 20

odias GOx< 0 23 18 25 23 13 1,0 23
Gye 0 17 13 10 10 03 07 20

Gan 1 25 15 23 10 08 05 10

GOy> 23 23 20 10 13 28 10 23

7dias GOx< 23 18 15 10 15 25 05 18
Gya 13 28 20 13 18 20 13 20

Gan 20 20 15 05 15 20 15 15

GOy> 30 1,0 00 03 10 23 20 27

14dias GOx< 30 1,0 00 0,7 17 27 13 30
Gye 30 1,0 00 10 13 27 13 23

Gan 30 1,0 00 03 10 30 17 27

Os principais aspectos histologicos analisados de forma quantitativa em
microscopio de luz convencional de acordo com escala arbitraria de expressao estao

ilustrados pelas figuras 5.2 a 5.4 e descritos a seguir:
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-no periodo de 2 dias: discreta proliferagéo epitelial apenas nos GO3< e Gsgua; menor
expressao de infiltrado inflamatorio, de necrose e de edema no grupo Gagua, S€guido
em ordem crescente pelos GO3<, Gnaga € GO3>; expressdo mais intensa da
neoformacao vascular, fibroblastos jovens e de sintese de colageno para os grupos

GO3> e GOs<; e matriz menos expressiva para 0 grupo nao irrigado.

-no periodo de 7 dias: menor expressédo da proliferacdo epitelial para os Gagua €
Gnada; caracteristicas do processo inflamatorio mais expressivas no grupo Gagua,
seguido em ordem decrescente pelos GO3>, GO3< e Gpaga; pouca diferenca entre os
grupos com relagcdo a neoformacdo vascular; expressdo mais marcante de
fibroblastos jovens em ambos grupos que foram irrigados com agua ozonizada;
formagao de matriz colagénica mais expressiva nos grupos que receberam irrigagao,

principalmente para o GO3>; e relagao inversa para a sintese de colageno.

-no periodo de 14 dias: epitélio sempre continuo sobre a ferida em todos os cortes
analisados; pouca expressao de infiltrado inflamatério e edema e auséncia de
necrose em todos os grupos; vascularizagao mais evidente no grupo GO3<; menor
expressao de fibroblastos jovens para o GOs>; expresséo intensa de sintese de
colageno mais evidente nos GO3> e Gpaga; €Xpressao intensa de matriz colagénica
nos grupos irrigados com agua ozonizada e no grupo controle positivo com relagao

ao grupo controle positivo.
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Figura 5.2 - Fotomicrografia dos cortes histolégicos de cada um dos grupos no periodo de 2 dias. Em
a (GO3>), b (GO3<), ¢ (Gagua) € d (Gnada) foram observados: discreta re-epitelializagéo das
bordas (principalmente em a e c¢), infiltrado inflamatério (maior expressdo em a), edema
(menor expressao em c), necrose, aberturas de espagos vasculares, fibroblastos jovens,
sintese de colageno e deposicdo de matriz colagénica desorganizada (menos
expressivas em d) (HE, aumento 200X)
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Figura 5.3 - Fotomicrografia dos cortes histolégicos de cada um dos grupos no periodo de 7 dias. Em
a (GO3>), b (GO3<), € (Gagua) © d (Graga) foram observados: re-epitelializagdo da ferida
(menos expressivo em ¢ e d), infiltrado inflamatério mais expressivo em c, aberturas de
espacgos vasculares, fibroblastos jovens (principalmente em a e b), sintese do colageno
(maior expressao em c e d) e deposicéo de fibras colagenas (maior expressdo em a e b)
(HE, aumento 200X)
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Figura 5.4 - Fotomicrografia dos cortes histoldgicos de cada um dos grupos no periodo de 15 dias.
Em a (GOs>), b (GO3<), ¢ (Gasgua) © d (Gnada) foram observados: re-epitelializagéo
completa sobre o local da feridas aberturas, espacgos vasculares, fibroblastos jovens,
sintese do colageno (maior expressao em a e d), sintese de colageno e intensa
expressao da deposicao de fibras da matriz extracelular, de forma mais organizada em a
e d (HE, aumento 200X)
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5.2.2 Analise histomorfométrica

Os dados da andlise histomorfométrica digital, com relagdo as porcentagens

de celularidade, espaco branco e matriz colagénica, estdo descritos na tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Dados da analise histomorfométrica digital

. Celularidade Espaco Branco Matriz Colagénica
Periodo Grupo Média Desvio Média Desvio Média Desvio
% padrao % padréao % Padrao
+/- +/- +/-
GO;> 9,4 8,6 13,1 6,8 77,5 7,2
2 dias GO;< 13,0 8,8 17,8 57 69,2 8,9
Gagua 11,0 7,7 15,8 4,8 73,2 8,0
Gnada 10,5 9,3 17,8 11,2 71,7 9,0
GO3> 6,7 2,3 6,3 3,2 87,0 4,2
7dias GO;< 8,3 4,3 9,3 5,6 82,4 9,2
Gagua 7,6 3,2 9,2 4,9 83,2 5,6
Ghada 6,9 5,0 8,2 3,5 84,9 5,0
GO3> 5,6 2,5 14,7 8,4 79,7 7,7
14dias GO;< 4.1 1,5 12,6 7,0 83,3 6,5
Gagua 4,4 2,2 12,1 9,0 83,5 7,7
Gada 5,3 1,9 15,7 9,0 79,0 8,4

Pelo estudo quantitativo, tanto no primeiro como no segundo periodo, o GO3<
apresentou maior porcentagem de celularidade, seguido em ordem decrescente
pelos Gagua, Gnada € GO3>. No ultimo periodo, esta relagéo se inverteu (Grafico 5.3).
Pelo estudo estatistico, ndo foram encontradas diferencas ou semelhangas

significantes (Anexo D).
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Grafico 5.3 - Histomorfometria - representagao da celularidade

Com relagéo a porcentagem de espago branco pelo estudo quantitativo, no
periodo de 2 dias, o valor desta porcentagem foi menor para o GOs>, seguido
crescentemente pelos valores dos Ggagua, GO3< e Gpaga. Os dados desta
caracteristica para os GO3< e Gpaga, €M comparagao aos outros dois grupos, foram
superiores no periodo de 7 dias e inferiores no de 14 dias, sendo a diferenca maior

neste ultimo periodo (Grafico 5.4).
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Grafico 5.4 - Histomorfometria — representagao do espaco branco
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O estudo estatistico da porcentagem do espago branco verificou que: com
relacdo ao GO3z> houve diferencas significantes em comparacdo aos Ggagua € Gnadas
exceto com relagao a este ultimo grupo no segundo e terceiro periodos, nos quais
foram semelhantes; com relagdo ao GOs< existiram semelhancgas significantes em
comparagéo aos Gagua € Gnada, €XCeto com relacdo a este ultimo grupo no primeiro
periodo, no qual foram diferentes. As demais distribuicdes analisadas mostraram-se

estatisticamente pouco significantes (Anexo E).

No periodo de 2 e 7 dias pelo estudo quantitativo, a porcentagem de matriz
colagénica foi maior para o GO3s>, havendo pouca diferenga entre os demais grupos.
No periodo de 14 dias, a porcentagem desta matriz foi menor para os grupos GO3>
€ Gnada, € maior para os outros dois grupos (Grafico 5.5). Pelo estudo estatistico, ndo

foram encontradas diferengas ou semelhangas significantes (Anexo F).
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Grafico 5.5 - Histomorfometria — representagdo da matriz colagénica

O grupo GOs< se comportou de forma similar com 0 Gggua, principalmente

para as analises das porcentagens de celularidade no ultimo periodo e de espaco
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em branco e de matriz colagénica no segundo e terceiro periodo de observagao.
Nas mesmas ocasides, os dados identificados para o grupo GO3;> se comportaram
de forma mais semelhante dos observados para o grupo Gnaga do que com relagéo

aos demais grupos.

5.2.3 Analise imunoistoquimica

As informacdes obtidas pela analise quantitativa dos cortes corados pelas
reagdes imunoistoquimicas para colageno tipo-1 estéo ilustradas pelas figuras 5.5 e
5.6. A disposicdo das fibras colagenas em alguns campos observados se
apresentou ora em feixes finos e paralelos, ora de forma densa ou enovelada, nao
sendo possivel correlaciona-la com o tipo de tratamento realizado. Os resultados da
classificagdo em escala arbitraria da expressdo de intensidade de matriz formada

estao representados na tabela 5.4, a seqguir:

Tabela 5.4 — Dados da andlise da imunoistoquimica para colageno

tipo-1 de acordo com escala arbitraria de expresséo

Colageno 2dias 7dias 14dias
Tipo | Borda Centro Borda Centro
Média Média Média Média
GO3> 2 2 3 2
GO3< 1,6 3 2,5
Gégua 1 ’3 1 ’6 3 2’5
Gnada 2 1 3 2
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Os resultados quantitativos da contagem de miofibroblastos nos cortes
corados pelas reagdes imunoistoquimicas para anticorpos anti-actina, no periodo de
7 dias, foram: para o GO3s> de 0,61 (célula/campo); para o GO3< de 0,90; para o
Gagua de 0,38; e para o Gnada de 0,57. As diferencas na forma de distribuicdo e de
localizacdo dessas células nao foram consideradas relevantes, bem como a

presenca das mesmas no periodo de 2 e 14 dias.
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Figura 5.5 - Fotomicrografia dos cortes histolégicos corados pela reagdo de imunoistoquimica para
anticorpo colageno tipo-lI de cada um dos grupos no periodo de 7 dias. Em a (GO3>), b
(GO3<), € (Gagua) € d (Gnada) foram observados: forte expressdo para este anticorpo, ora
em feixes finos e paralelos, ora de forma densa e enovelada (aumento 400X)
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Figura 5.6 - Fotomicrografia dos cortes corados pelas rea¢des de imunoistoquimica para anticorpo
colageno tipo-I de cada um dos grupos no periodo de 14 dias. Em a (GO3>), b (GO3<), ¢
(Gagua) € d (Gnada) foram observados: forte expresséo para este anticorpo no estroma,
com disposigéo das fibras colagénicas em feixes finos (principalmente em a, b e d) e em
forma mais densa (principalmente em c) (400X)
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6 DISCUSSAO

O ozbnio, quando em contato com o organismo, € capaz de desencadear
respostas bioldgicas por influenciar no balango redox, pois, devido suas
caracteristicas bioquimicas, desencadeia reagdes oxidantes que originam moléculas
sinalizadoras de varios processos celulares (ERO e LOP) (BOCCI, 2004a, 2006c,
2007).

Porquanto ndo ha duvidas que o estado redox modula a reparacao tecidual
(KANDLER et al., 2005; HERNANDEZ, 2007; SEN et al., 2002; SEN; ROY, 2008) e
esta envolvido no desenvolvimento de muitas doengas (BOCCI, 2006a; CANAKCI;
CICEK; CANAKCI, 2005; HERNANDEZ, 2007; SCHULZ; STECHMILLER, 2006). De
tal modo, a ozonioterapia pode ter papel terapéutico para a reparacido tecidual
(SCHULZ; STECHMILLER, 2006; SEN; ROY, 2008).

Nos acreditamos que o ozénio, tanto na forma de gas como diluido em agua,
pode ser capaz de interferir na reparagao tecidual quando em contato com tecidos
cruentos, uma vez que alguns autores tém comprovado in vitro que a exposi¢cao
celular a este oxidante suscita performance sobre as ERO (HERNANDEZ, 2007; RE
et al., 2008). Lembramos também que tém sido descritas boas evidéncias da
interagcdo do ozdnio com diferentes componentes celulares (BOCCI, 1996), seja
aplicado local ou sistemicamente (BOCCI, 1996, 2006c¢; RE et al., 2008).

Enfatizamos que tém sido pesquisados e comprovados efeitos biologicos na
epiderme e derme da exposi¢cédo ao gas ozonio (JANIC et al., 2005; LIM et al., 2006;
VALACCHI et al., 2002, 2003, 2004; VALACCHI; FORTINO; BOCCI, 2005), citando

a capacidade desta exposicdo de alterar a arquitetura e a elasticidade desses
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tecidos (CARLETTO; NOCOLAY, 2000; COTOVIO et al., 2001). Acreditamos que
este tecido representa um apropriado modelo de estudo para pesquisar a reparacao
tecidual.

Outras caracteristicas do ozo6nio indicadas na literatura poderiam contribuir
para torna-lo util na resposta bioldgica, como o fato de ser uma molécula produzida
fisiologicamente durante o processo de inflamacédo (WENTORTH et al., 2002) e de
atuar via sistemas enddgenos de antioxidante (RE et al., 2008), estimulando a
capacidade natural de reparacgéao tecidual (BOCCI, 2006b).

As analises macroscoépicas e microscopicas dos resultados encontrados nesta
pesquisa demonstraram que houve diferencas no processo de reparagao tecidual
entre os métodos propostos, o que pdde indicar alguma interagdo do ozbénio neste
processo.

Com relagédo aos resultados da analise morfologica quantitativa, no periodo
de 7 dias, todos os grupos que receberam irrigagao apresentaram area maior do que
0 grupo nao irrigado; diferencga justificada parcialmente pela agdo mecanica exercida
pela lavagem diaria. Detalhamos que entre esses grupos irrigados, os que
empregaram agua ozonizada apresentaram uma redu¢do maior da area entre o
primeiro e segundo periodo de observagao, principalmente o GOs;<. Adicionalmente,
no periodo de 14 dias, a menor area encontrada entre todos os grupos foi para o
GOs<, e a maior para o GO3z>.

Complementarmente, o estudo estatistico da area dos resultados
morfolégicos revelou que ambos o0s grupos irrigados com agua ozonizada
apresentaram diferengas significantes em comparag¢ao ao grupo controle positivo.

Dessa forma, os resultados com relagdo a area puderam sugerir atuagéo do

ozbnio diluido em agua na reparagdo das lesdes teciduais, com possivel
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favorecimento ao fechamento tecidual, e evidenciaram a importadncia da
concentracao.

Embora tenha sido possivel identificar pelo estudo quantitativo e estatistico
diferengas significantes dos dados morfolégicos da area entre os grupos testados
(GO3> e GO3<) e os controles, ponderamos que nao houve retardo no processo de
reparacao tecidual em nenhuma situacédo, sendo que todas as lesdes apresentaram
fechamento condizente com o processo normal de reparacgao.

Foi possivel constatar que a diminuicdo da area entre os periodos teve
correlagcdo com o fendmeno de contracdo tecidual da ferida, avaliada por meio do
fator de forma. Durante o intervalo de tempo entre o primeiro e segundo periodo de
observagéao, todos os grupos irrigados apresentaram menor diminuicdo da area em
relagdo ao grupo néo irrigado, o que provavelmente possibilitou uma contragdo mais
lenta e consequentemente mais regular, fato comprovado pelos valores dos seus
fatores de forma que foram superiores em relagdo ao outro grupo; esses dados
puderam ser interpretados como uma ferida de formato mais regular. Do mesmo
modo, o grupo néo irrigado, teve uma redugdo maior da area e consequentemente
um formato mais irregular, constatada pelo seu valor do fator de forma, que foi o
menor. Neste momento, ambos o0s grupos irrigados com agua ozonizada
apresentaram fator de forma estatisticamente diferente com relacdo ao controle
negativo.

No ultimo intervalo de tempo, aquela correlacdo entre velocidade de
fechamento e formato da lesdo pdde ser identificada de maneira inversa, na qual os
grupos que foram irrigados tiveram maior redugdo da area acarretando em uma
contracao e formato mais irregulares (fator de forma inferior), e o grupo néo irrigado

apresentou menor redugao e consequentemente as mesmas caracteristicas mais
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regulares. Contudo, entre os grupos irrigados, o que utilizou agua ozonizada na
maior concentragao apresentou maior fator de forma. Isto nos permitiu sugerir que o
ozénio diluido em agua na concentragao de 4ppm teve efeito na contragao tecidual
durante o processo de reparagao, contribuindo para um fechamento mais regular da
ferida. Especificamente, neste ultimo periodo, apenas o GO3;> apresentou diferenca
estaticamente significante do fator de forma com relagao ao grupo controle positivo e
negativo.

Assim, os resultados encontrados pela avaliagdo macroscopica
demonstraram que supostamente a utilizagdo continua da agua ozonizada por meio
de irrigagdes cirurgicas, dependendo da concentragao, possa implicar possivelmente
em uma reducdo mais rapida da area da ferida e em alteragdes da contracao
tecidual no processo de reparacdo. Na pratica, dependendo da situacdo clinica,
essas alteragcdes podem representar beneficios a reparagao tecidual, principalmente
em feridas que necessitam de auxilio para o fechamento tecidual, por exemplo,
feridas crénicas, como mencionou Schulz e Stechmiller (2006) e Valacchi e Bocci
(1999).

O processo de contracdo tecidual &€ modulado principalmente pelos
miofibroblastos. A aplicagdo do ozénio ja teve efeito demonstrado em muitos
mediadores bioquimicos que participam da diferenciacdo, proliferacdo, atuacédo e
apoptose dessas células (FEUGATE; LI; MARTINS-GREEN, 2002; KWON et al.,
2006). Podemos citar, por exemplo, sua interferéncia comprovada in vitro no PDGF,
TGF-B (VALACCHI; BOCCI, 1999) e in vivo na expressao direta do éxido nitrico
(CHEN et al., 2008a, b).

A identificacdo dos miofibroblastos por meio das reacdes de imunoistoquimica

para anticorpos anti-actina foi adequada com relacdo ao periodo de atuacado destas
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células no transcorrer do processo de reparacéo, sendo que normalmente aparecem
em periodos intermediarios e desaparecem nos estagios mais avangados (KWON et
al., 2006). A despeito destes achados, nao foi possivel correlacionar a quantidade de
miofibroblasto com a contragdo da ferida. Contudo, o fato da contagem de
miofibroblastos ter sido maior para os grupos irrigados com agua ozonizada em
relacdo aos grupos controles subsidiou a hipotese de que o 0zdnio pode interferir na
atividade dessas células e consequentemente no processo de contragao tecidual.

Neste ponto, ressaltamos a importancia da concentragdo do ozbnio na agua,
pois variagcdes da dose podem representar efeitos favoraveis ou prejudiciais, uma
vez que o ozébnio interfere na quantidade de componentes bioquimicos, cujas
expressdes também sdo determinantes para o desempenho dos mesmos.
Lembrando que, dependendo da concentragdo de ozbnio, este pode induzir ou
desfavorecer a expressao de 6xido nitrico, um dos reguladores da apoptose dos
miofibroblastos, sendo que tanto o excesso como a falta deste 6xido pode acarretar
em dano tecidual (SHI et al., 2001; RE et al., 2008). Este fato poderia explanar o
porque do GOs< ter apresentado na analise imunoistoquimica menor quantidade de
miofibroblasto em relacdo ao GO3>.

A analise histomorfolégica revelou que, no inicio, o processo inflamatério foi
evidentemente menos expressivo no grupo controle positivo do que no negativo.
Esta evidéncia demonstrou que irrigagdes de tecidos cruentos podem inicialmente
contribuir para a diminuicdo da inflamagao, provavelmente pelo fato de remover
residuos e restringir a presenga de microorganismos. Ja nos grupos irrigados com
agua ozonizada, principalmente para o GOs;>, a expressdo das caracteristicas

histolégicas da inflamagao foi mais intensa e semelhante ao controle negativo,
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sugerindo que, neste primeiro momento, o ozénio diluido em agua foi capaz de
aumentar a resposta inflamataéria.

A presenca inicial de um processo inflamatério mais intenso para os grupos
que empregaram agua ozonizada p6de ser facilmente visualizado nos resultados da
analise histomorfométrica para o GOs<, por ter revelado para este grupo maior
porcentagem de celularidade e de espago em branco (respectivamente interpretados
como infiltrado inflamatoério e edema), mesmo sem diferengas aos outros grupos
estatisticamente relevantes. Em especial para a interpretacdo dos dados desta
andlise para o GOs>, que contrariamente apresentou menores porcentagens
daquelas caracteristicas, devemos observar que este grupo apresentou maior
porcentagem de matriz colagénica, o que pode indicar uma formagao de colageno
maior no periodos iniciais e explicar as porcentagens anteriormente citadas.

Confirmando aquela interpretacdo de maior formacéo de matriz colagénica
para o grupo irrigado com agua ozonizada na maior concentragdo no primeiro e
segundo periodos estudados, os resultados histomorfoldgicos revelaram expressao
mais intensa da sintese de colageno para o grupo em questdo. Esses fatos
indicaram que o oz6nio diluido em agua possa ter favorecido uma produgdo de
matriz colagénica mais precoce. Citamos também que, que nos mesmos periodos, o
estudo quantitativo da marcacdo do colageno tipo-l pelas reagdes de
imunoistoquimica indicou maior expressao deste colageno para o mesmo grupo.

A associagao encontrada entre o uso da agua ozonizada com aumento inicial
do processo inflamatdrio, ndo condiz com a crenga encontrada na literatura de que o
ozodnio teria acdo antiinflamatéria (BULIES, 1996; BULIES et al., 1997). Acreditamos
que este tipo de citacao reflita outras propriedades deste composto que podem

causar diminuicao clinica da inflamacao.
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Todavia, no periodo de sete dias, a correlagao entre resposta inflamatoéria e
irrigacdo se modificou: 0 Gagua apresentou de forma mais expressiva o processo
inflamatdrio do que Gnaga. Provavelmente, apds varios dias de irrigacéo, o trauma
mecanico dificultou a redugédo do processo inflamatério no grupo controle positivo.
Por outro lado, a utilizagdo da agua ozonizada deve ter contribuido tal redugdo, uma
vez que ambos grupos irrigados com esta agua apresentaram menor resposta
inflamatéria, muito préxima ao do controle negativo (tanto na andlise
histomorfolégica como na histomorfométrica), fatos estaticamente comprovados para
0 GO3>. Dessa forma, em um segundo momento, a atuagéo do ozénio diluido em
agua na reparagdo possivelmente contribuiu para uma redugdo do processo
inflamatorio.

Corroboramos com autores, os quais mencionam o 0zénio como modulador
do processo inflamatério (BOCCI, 2006c; CARDOSO et al., 2000; MADEJ et al.,
2007) elou estimulador do sistema imune (TOROSSIAN et al.,, 2004), sendo que
desta forma sua utilizacdo acarrete em efeito estabilizador e consequentemente
regenerador (VALACCHI; BOCCI, 1999). Pode estar envolvido também um estimulo
inflamatério como mecanismo de protecdo em consequéncia da exposicdo ao
oxidante ozénio, representando uma resposta adaptativa do organismo (VALACCHI
et al.,, 2002, 2003, 2004). Essas hipdteses ajudam a compreender do porque da
observagdo de uma menor resposta inflamatoéria nos grupos que empregaram agua
ozonizada no segundo periodo.

Como a resposta inflamatéria € a primeira reagao do organismo frente a um
dano, esta influencia todas as fases da reparacéo tecidual (KWON et al., 2006;
WASSERBACER; PEREZ-MEZA; CHAO, 2008; WILGUS et al., 2005). Verificamos

que, no inicio do processo de reparagao em relagdo aos controles, os grupos
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irrigados com agua ozonizada (que apresentavam maior resposta inflamacgao)
demonstraram de forma mais expressiva as caracteristicas histolégicas do tecido de
granulagcdo em formagdo, como maior expressdo de vasos neoformados, de
fibroblastos jovens, de sintese de coladgeno e de matriz extracelular. No entanto, o
grupo controle negativo, mesmo apresentando inflamagéo semelhante aos grupos
ozonizados, nao demonstrou dados histolégicos do tecido de granulacéo similares a
estes, mas, muito inferiores; igualmente para o grupo controle positivo que
apresentou menor resposta inflamatdria. Assim, esses fatos iniciais em conjunto
levam a supor que o ozébnio diluido em agua possa ter produzido estimulos
inflamatodrios e reparadores que favoreceram a sintese de tecido.

Durante o transcorrer dos periodos, foi possivel identificar caracteristicas
histomorfolégicas do tecido neoformado de forma mais expressivas nos grupos que
empregaram a 4gua ozonizada. O GOs> foi se tornando histologicamente
semelhante ao Ga4a, Sendo que, no final do periodo de observagao, foram estes
dois grupos que apresentaram as caracteristicas microscopicas do processo
evolutivo da reparagao de forma mais evidente, com expressao intensa de sintese
de colageno e formagao de matriz colagénica. Além disso, no periodo de 14 dias,
pela avaliagdo histomorfométrica, pudemos interpretar que aqueles dois grupos
apresentaram uma matriz colagénica mais organizada em comparag¢ao aos demais,
pelo fato de terem revelado uma baixa porcentagem de matriz juntamente com alta
porcentagem de espag¢o em branco (identificado neste caso como espagos entre as
fibras colagenas), semelhancgas estatisticamente significantes.

Curiosamente, a analise histomorfométrica identificou que, em varias
situagdes, o grupo GOs< foi estatisticamente semelhante ao Ggzgua, cOMo no ultimo

periodo de observagao em relagdo a porcentagens de celularidade e no segundo e
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terceiro periodo de espago em branco e de matriz colagénica. Devemos lembrar que
os resultados desta analise devem ser interpretados pela associacdo da fase
inflamatdria e da fibro-produtiva da reparacao tecidual.

A coloragao do colageno tipo-I pelas reagdes de imunoistoquimica foi regular
e bem marcada, com forte expressédo em todos os grupos. A disposi¢ao das fibras
colagenas em alguns campos observados se apresentou ora em feixes finos e
paralelos, ora de forma densa ou enovelada, ndo sendo possivel correlaciona-la com
o tipo de tratamento realizado. Outros estudos sao necessarios para se determinar
possiveis diferencas de deposicdo da matriz extracelular, empregando métodos
adicionais de avaliagdo, como a identificagdo dos outros tipos de colagenos.
Contudo, pudemos afirmar que em nenhum dos grupos ocorreu prejuizo na
produgao colagénica.

Os aspectos histolégicos demonstrados neste estudo nos levam a supor que,
em feridas limpas de organismo saudaveis, a presenga de irrigacdo, embora
inicialmente favoravel devido a limpeza da ferida, pode ao longo dos dias prejudicar
0 processo de reparacao pelo trauma mecanico local, por acarretar na permanéncia
da inflamacao e na diminuicdo da formacao da matriz extracelular; contrariamente a
nao irrigagcado, embora esta situacado seja inicialmente desfavoravel por aumentar a
inflamacdo. No entanto, quando se empregou agua ozonizada, principalmente na
maior concentracdo, a formagao tecidual nao foi prejudicada, mesmo apresentando
aumento inicial da resposta inflamatéria. Esses achados sugeriram atuagdo do
o0zobnio no arranjo tecidual

Existem inumeras hipoteses de como o ozbnio poderia interferir de forma
favoravel a reparacado tecidual, quase todas relacionadas a possibilidade deste

oxidante representar o estimulo antioxidante para o organismo (BOCCI, 2004a,
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2006c, 2008; LARINI; BOCCI, 2005; RE et al., 2008). Podemos lembrar que ja foi
comprovada experimentalmente in vivo a atuagado do ozdénio na forma de gas na
expressdo de citocinas inflamatérias (TOROSSIAN et al., 2004), de enzimas
antioxidantes (MADEJ et al., 2007), da heme-oxigenase |, das metaloproteinases
(VALACCHI et al., 2002, 2003, 2004), do NFkB e do TGF-B (JANIC et al., 2005; LIM
et al., 2006), e in vitro do IFN-y, do TNF-a e interleucinas (LARINI; BOCCI, 2005).

Independente das hipoteses bioquimicas de como o 0zdnio em agua pode
interagir com a resposta celular, a simples presenga da maior quantidade de
oxigénio, nas feridas irrigadas, proveniente da agua ozonizada, com certeza, pode
ser favoravel a reparacdo tecidual das mesmas e, provavelmente, pdde estar
relacionada aos efeitos terapéuticos observados (FRIES et al., 2005; LIM et al.,
2006; OTER; KORKMAZ, 2006; VALACCHI; FORTINO; BOCCI, 2005).

Acreditamos que suplementos adicionais de oxigénio interfiram na indugao de
alguns oxidantes, porque podem ser sinalizadores para eventos oxigénio-
dependente, sensiveis ao estado redox, representando um componente fundamental
para todos os fatores relacionados a reparagao (SEN; ROY, 2008). Lembramos do
oxidante peroxido de hidrogénio, cujas acdes benéficas ja foram comprovadas no
processo de reparagao e sao extremamente dependentes da concentragao (SEN et
al., 2002; WASSERBACER; PEREZ-MEZA; CHAO, 2008).

O fato da aplicagdo local da agua ozonizada representar aumento na
quantidade de oxigénio disponivel no tecido superficial pode ter grande utilizada em
situacoes que apresentam déficit daquele composto, como tecido com hipoxia, em
feridas cronicas (WILGUS et al., 2005), osteomielite (STEINHART; SCHULZ;
MUTTERS, 1999) e em paciente diabético (AL-DALAIN et al., 2001; MARTINEZ-

SANCHES et al., 2005; RE et al., 2008). Talvez, estas situagdes e/ou outras que
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apresentem algum prejuizo da fungao celular possam interagir de forma diferente
com o ozOnio e conduzir a resultados mais favoraveis e mais evidentes, do que no
tecido saudavel.

Mesmo atuando em animais saudaveis e feridas n&o infectadas, os nossos
resultados demonstraram que a realizagao diaria de irrigagdo com agua ozonizada
foi capaz de atuar no processo de reparagao, de forma depende da concentragao
utilizada. Os motivos bioquimicos responsaveis por esta atuacido devem ainda ser
elucidados por outras pesquisas, bem como se as alteracbes produzidas
representam, na clinica, agcdes favoraveis ou ndo aquele processo.

Também n&o pudemos avaliar se os efeitos bioldgicos induzidos pelo ozénio
diluido em agua foram apenas de forma local ou se alcangaram atuagdes sistémicas,
como ja foi comprovado para aplicagdo do gas ozénio (TOROSSIAN et al., 2004).
Igualmente, ndo pudemos determinar se aqueles efeitos ocorreram apenas durante
os minutos da irrigagcdo, quando havia contato da agua ozonizada com o tecido
cruento, ou se esta pode modificar a fungao celular por um periodo longo apés sua
aplicagao, como os relatados por Foucaud et al. (2006).

Nao ha duvidas que os efeitos da ozonioterapia estao relacionados a dose do
ozénio utilizada, bem como as condicbes do equilibrio redox do organismo
(BAYSAN; WHILEY; LYNCH, 2000; BOCCI, 2004a, 2006a, b, c; CATALDO;
GENTILINI, 2005; GROOTVELT et al., 2004a, b; TRAVAGLI; ZANARDI; BOCCI,
2006; TRAVAGLI et al., 2007). Embora Bocci (2006¢c, 2008) relate, apesar das
controvérsias, que uma dose segura ja esteja estabelecida com relagao a aplicagéao
do gas, ndo ha referéncia na literatura com relacdo a concentragdo terapéutica

adequada do ozénio na agua.
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Acreditamos que realmente seja de extrema dificuldade o estabelecimento de
uma dose ou janela terapéutica, sendo o balango redox regulado por inumeros
eventos bioquimicos (HERNANDEZ, 2007) e alterado por condicdes especificas de
cada organismo (BALLAS; DAVIDSON, 2001; BOCCI, 2006a; LIM et al., 2006).

Enfatizamos que a concentracdo de ozbénio € sempre responsavel pela
existéncia ou nado de atuacdo bioquimica do mesmo, e se esta sera benéfica ou
prejudicial (BOCCI, 2006b). Conquanto os efeitos tenham sido dependentes da dose
de ozébnio utilizada, foi possivel verificar, analisando os resultados obtidos pela
avaliagado macroscopica e microscopica, que a agua ozonizada nas concentragdes e
da forma empregadas, nado apresentou efeito toxico ou prejudicial a reparagéao
tecidual.

Embora seja a quantidade de ozénio diluido em agua determinante para os
efeitos biolégicos do mesmo, € impressionante o numero de trabalhos cientificos que
utiizam a agua ozonizada sem elucidar o monitoramento da sua concentragao
(EBENSBERGER POHL; FILIPPI, 2002; ERDOSI; FILLIP; MEYER, 2005; ESTRELA
et al., 2006; ESTRELA et al., 2007; GARDUNO et al., 1995, KROZER; HALL;
ERICSSON, 1999; VELANO et al., 2001). Este fato acarreta em contestagédo sobre
as metodologias empregadas, o que colabora para o nao desenvolvimento e para
ceticismo da técnica, como ja muito citado na literatura (BOCCI, 2004a, 2006c,
2008).

Algumas publicagbes, como de Arita et al. (2005), Hems et al. (2005), Huth et
al. (2006) e Nagayoshi et al. (2004a), especificaram utilizagdo de testes fotométricos
ou colorimétricos para determinagao da concentragdo do ozénio na agua. Embora
estes autores tenham descrito estas concentracdes por medidas diferentes, essas

variaram entre 0,5 e 5 ppm, intervalo no qual nossas concentra¢gdes utilizadas se
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encontraram. O teste colorimétrico por nés utilizado revelou-se ser fundamental para
o controle desta concentragdo, uma vez que apenas uma pequena quantidade de
ozbénio produzido é mantido e incorporado ao fluido. Além disso, este teste
apresentou facil execugao, boa precisao e baixo custo.

Em nossa opinido, a aplicagdo da agua ozonizada na boca nao apresenta
risco relacionado a toxidade do oz6nio quando respirado, fato que seria de dificil
controle se o gas fosse empregado, visualizando a seguranga do paciente e do
profissional. Duvidamos da possibilidade de mecanismo de sucg¢ao suficiente para a
aplicacao do gas de ozénio durante procedimentos cirurgicos e/ou sob tecido mole e
0sseo, como proposto por Stubinger, Saber e Filippi (2006) e realizado por Agrillo et
al. (2006, 2007). Acreditamos que para estas aplicagdes, seria necessario o
desenvolvimento de dispositivos capazes de garantir simultaneamente vacuo e
sucg¢ao naquelas circunstancias, como propostos para o tratamento de caries no
dente, que é um tecido mineralizado de facil isolamento e acesso (BAYSAN;
LYNCH, 2004; BAYSAN; WHILEY; LYNCH, 2000; HOLMES, 2003; KRASSE, 2004).

A alta biocompatibilidade da agua ozonizada com os tecidos bucais,
necessaria para sua utilizagao clinica, ja foi comprovada (EBENSBERGER; POHL,;
FILIPPI, 2002; HUTH et al., 2006), inclusive em ambas concentragdes empregadas
nesta pesquisa. Estamos de acordo com Filippi (1997a) e Ebensberger, Pohl e Filippi
(2002) que a isotonia desta agua nao representaria desvantagem em comparagao
ao uso do soro fisiologico.

O ozbnio incorporado em agua também oferece facilidade de uso clinico
devido a sua maior estabilidade quando se apresenta desta forma, o que permiti seu
armazenamento até varios dias, desde de que corretamente manipulado (BOCCI,

2004a, b, 2006c; BULIES et al., 1997). E importante explanar que, durante o
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exercicio do método proposto, a produgao da agua ozonizada por meio do gerador
confiavel a partir de oxigénio medicinal mostrou-se segura, simples e econdmica,
nao requerendo espacgo fisico ou instalagbes adicionais (BOCCI, 2004a, 2006b)
Lembramos ainda que para esta produgao nao ha contra indicagao relacionada ao
risco de ozénio liberado no ar (FILIPPI, 1998).

A acao antimicrobiana do oz6nio tem sido seguramente referendada na
literatura desde os primérdios da utilizacdo da ozonioterapia (BULIES, 1996; BULIES
et al., 1997; GROOTVELT et al., 2004a; STUBINGER; SABER; FILIPPI, 2006). A
efetividade desta acdo do ozdnio, na forma de gas e diluido na agua, contra muitas
bactérias bucais ja foi comprovada (ESTRELA et al., 2006; GARDUNO et al., 1995;
NAGAYOSHI et al.,, 2004a; VELANO et al., 2001), enquanto, contra bactérias
organizadas em biofime ainda é questionada (HEMS et al., 2005; MULLER;
GUGGNHEIM; SCHMIDLIN, 2007; WALKER et al., 2003).

Como a cavidade bucal € acometida por inumeras doencas infecciosas,
julgamos, como Nagayoshi et al. (2004a) e Velano et al. (2001), que o efeito
antimicrobiano da agua ozonizada, a torna de grande utilidade em muitas praticas da
odontologia. Devido aos métodos empregados, que utilizou feridas limpas de
animais jovens e saudaveis, ndo pudemos analisar ou comprovar tal efeito.

Se além das caracteristicas ja referendadas, como efeito antimicrobiano,
auséncia de toxidade e facilidade de uso, a agua ozonizada apresentasse também
atividades proé-inflamatérias e reparadoras favoraveis a reparacao tecidual em
determinadas situagdes clinicas, acreditamos que esta apresentaria importantes
indicagdes no campo de cirurgia buco-maxilo-facial, como havia sugerido Filippi
(1997a e 1999b). Porém, divergimos deste autor, quando aconselha, para

procedimentos cirdrgicos, o uso da agua ozonizada diretamente da unidade de agua
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do equipamento odontoldgico, pois, segundo Walker et al. (2003), a desinfeccao
desta unidade pela ozonizagdo nao garante a esterilidade da mesma.

Sa&o inumeras as possibilidades do emprego da agua ozonizada no campo da
cirurgia, como as ja citadas na literatura: para osteotomia durante a exodontia de
dentes inclusos (FILIPPI, 1999b), em reimplantes de dentes (EBENSBERGER,;
POHL; FILIPPI, 2002), na regeneragcéo tecidual guiada, no tratamento de
perimplantite (KROZER; HALL; ERICSSON, 1999), em procedimentos para enxertos
autégenos (ERDOSI; FILIPPI; MEYER, 2005) e para anti-sepsia (HUTH et al., 2006).
Visualizamos seu uso também em irrigagdes cirurgicas e no tratamento de muitas
afecgdes bucais.

E importante lembrar que o emprego do 6leo ozonizado na odontologia
apresenta caracteristicas de uso e efeitos semelhantes ao da agua ozonizada, como
demonstrou os resultados da pesquisa experimental de Sakazaki et al. (2007), que
foram muito similares aos nossos.

Diante da pesquisa explanada, nossos resultados puderam identificar que a
aplicagao do ozonio diluido em agua por meio de irrigagcdes cirurgicas trans e pos-
operatodrias interferiu no processo de reparagao tecidual de organismos saudaveis,
de forma dependente da dose, sem produzir efeito téxico ou prejudicial.
Consideramos que esta interferéncia possa atuar de forma favoravel a reparacao
tecidual dependendo da situagao clinica.

Devidos aos indicios da atuagdo do ozdnio diluido em agua na reparagao
tecidual, acreditamos que a utilizagdo da agua ozonizada deva ser pesquisada com
relagao a varios aspectos bioquimicos e clinicos da reparagdo. Os mecanismos que
acarretam em seus possiveis efeitos bioldégicos, com embasamento na sua

concentragdo, precisam ser elucidados para que a agua ozonizada possa ser
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utilizada com seguranga e para que suas inumeras indicagdes terapéuticas possam

ser aproveitadas.
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7 CONCLUSAO

Esta pesquisa permitiu concluir que o ozénio diluido em agua, aplicado por meio

de irrigagdes cirurgicas:

e nao apresentou efeito toxico ou prejudicial a reparacéo tecidual,

e interferiu no processo de reparacdo tecidual, de forma dependente da

concentracao;

e possibilitou maior reducado da area, principalmente quando a concentragao de
1ppm foi utilizada, e contribuiu para uma contragao tecidual mais regular, quando a

concentragdo empregada foi de 4ppm,;

e contribuiu para o aumento inicial da resposta inflamatoria e posterior
diminuicdo da mesma, e favoreceu a formacao tecidual, principalmente quando a

concentragao de 4 ppm foi empregada.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PARECER DE APROVAGAO
PROTOCOLO n°® 26/05

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa —
Subcomissao de Bioatica de Animais da FOUSP, APROVOU o protocolo de
pesquisa “Avaliacdo do emprego do dlea de girassol ozonizado na
reparagdo Gssea de ratos”, de responsabilidade da pesquisadora Andréia
Aparecida Traina, sob orientagdo da Professora Doutora Maria Cristina
Zindel Deboni.

Cabe ac responsavel enviar relaidrios referentes ao andamento da
pesquisa apds 06 (seis) meses e 01(um) ano desta data, bem como copia do

trabalho em “cd” ou “disquete” ao finaliza-lo, conforme legislacéo vigente.

S8o0 Paulo, 07 de novembro de 2005

W

2
p”ﬂ?
Prof. Dr. CELSO LUIZ CALDEIRA
PRESIDENTE DA SUBCOM@ A0 DE BIOETICA DE ANIMAIS DA FOUSP
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ANEXO B - Andlise Estatistica

Analise estatistica com relacédo a area da morfometria.

Teste de Wilcoxon

Nivel de significancia: 5%
Intervalo de confianga: 95%
Grau de liberdade: 3%

Comparacao entre GO3> € Gsgua

118

Dias Tealculado Teritico
2 22 24
7 14 19

14 11 14

Comparacao entre GO3> e Gpaga
Dias Tealculado Teritico
2 12 18
7 14 20
14 12 14

Comparagéo entre GO3< € Gagua

Dias T calculado Teritico
2 16 22
7 13 17

14 12 15

Comparacao entre GO3z< e Gpaga
Dias Tealculado Teritico
2 13 12
7 9 11
14 15 12

Comparacéo entre GO3> e G3<

(estatisticamente pouco significante)

Dias Tealculado Teritico
2 12 15
7 16 22

14 14 18

Comparacao entre GO3< € Gpaga
Dias Tealculado Teritico
2 11 12
7 9 12
14 11 19

(estatisticamente pouco significante)

Comparagao entre GO3>/GO3< € Gagya/Gnada
Dias Teritico
2 19
7 19
14 17

(estatisticamente pouco significante)



119

ANEXO C — Andlise Estatistica

Analise estatistica com relagéo ao fator de forma da morfometria.

Teste de Wilcoxon

Nivel de significancia: 5%
Intervalo de confianga: 95%
Grau de liberdade: 3%

Comparacao entre GO3> € Gsgua

Comparacéo entre GO3> e Gag,

Dias Tealculado Teritico
2 10 15
7 14 20

14 22 14

Dias Tealculado Teritico
2 10 15
7 19 20

14 22 24

Comparagéo entre GO3< € Gagua

Comparacéo entre GO3< e Gpaga

Dias T calculado Teritico
2 23 15
7 25 20

14 27 24

Dias T calculado Teritico
2 12 15
7 13 18

14 24 20

Comparacéo entre GO3> e G3<

Comparacéo entre GO3< e Gpaga

Dias Tealculado Teritico
2 11 15
7 14 17

14 23 24

(estatisticamente pouco significante)

Dias Tealculado Teritico
2 1 15
7 8 22

14 17 24

(estatisticamente pouco significante)

Comparagao entre GO3>/GO3< € Gagya/Gnada
Dias Tealculado Teritico
2 20 20
7 26 30
14 35 32

(estatisticamente pouco significante)
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ANEXO D — Andlise Estatistica

Analise estatistica com relagéo a porcentagem de celularidade de histomorfometria.

Teste de Wilcoxon

Nivel de significancia: 5%
Intervalo de confianga: 95%
Grau de liberdade: 3%

Comparacao entre GO3> € Gsgua

Comparacéo entre GO3> e Gag,

Dias Tealculado Teritico
2 11 17
7 18 19

14 19 23

(estatisticamente pouco significante)

Dias Tealculado Teritico
2 1 13
7 20 21

14 23 22

Comparagéo entre GO3< € Gagua

(estatisticamente pouco significante)

Comparacéo entre GO3< e Gpaga

Dias T calculado Teritico
2 19 18
7 25 21

14 29 31

(estatisticamente pouco significante)

Dias T calculado Teritico
2 10 10
7 15 16

14 23 23

Comparacéo entre GO3> e G3<

(estatisticamente pouco significante)

Comparacéo entre GO3< e Gpaga

Dias Tealculado Teritico
2 11 13
7 16 14

14 19 20

(estatisticamente pouco significante)

Dias Tealculado Teritico
2 1 12
7 9 10

14 19 20

(estatisticamente pouco significante)

Comparagao entre GO3>/GO3< € Gagya/Gnada
Dias Tealculado Teritico
2 21 20
7 27 30
14 33 31

(estatisticamente pouco significante)
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ANEXO E - Analise Estatistica

Analise estatistica com relagado a porcentagem de espaco branco da histomorfometria.

Teste de Wilcoxon

Nivel de significancia: 5%
Intervalo de confianga: 95%
Grau de liberdade: 3%

Comparagéo entre GO3> e Gagua Comparacao entre GO3> e Gpaga
Dias Tealculado Teritico Dias Tealculado Teritico
2 12 18 2 12 14
7 16 22 7 21 18
14 15 24 14 24 22
Comparacao entre GO3< € Gsgya Comparacao entre GO3< € Gpaga
Dias Tealculado Teritico Dias Tealculado Teritico
2 21 18 2 11 14
7 23 22 7 15 18
14 28 26 14 24 22
Comparacao entre GO3> e G3< Comparacao entre GO3z< e Gpaga
Dias Tealculado Teritico Dias Tealculado Teritico
2 12 13 2 10 14
7 16 11 7 5 12
14 15 12 14 17 23
(estatisticamente pouco significante) (estatisticamente pouco significante)

Comparagéo entre GO3>/GO3< € Gagua/Gnada
Dias Tealculado Teritico
2 10 14
7 8 12
14 14 20

(estatisticamente pouco significante)
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ANEXO F — Andlise Estatistica

Analise estatistica com relagéo a porcentagem de matriz colagénica de histomorfometria.

Teste de Wilcoxon

Nivel de significancia: 5%
Intervalo de confianga: 95%
Grau de liberdade: 3%

Comparacao entre GO3> € Gsgua

Comparacéo entre GO3> e Gag,

Dias Tealculado Teritico
2 11 14
7 15 18

14 13 12

(estatisticamente pouco significante)

Dias Tealculado Teritico
2 10 8
7 15 14
14 12 10

Comparagéo entre GO3< € Gagua

(estatisticamente pouco significante)

Comparacéo entre GO3< e Gpaga

Dias T calculado Teritico
2 11 10
7 8 6

14 11 10

(estatisticamente pouco significante)

Dias T calculado Teritico
2 11 10
7 8 6

14 14 12

Comparacéo entre GO3> e G3<

(estatisticamente pouco significante)

Comparacéo entre GO3< e Gpaga

Dias Tealculado Teritico
2 8 9
7 14 12
14 11 16

(estatisticamente pouco significante)

Dias Tealculado Teritico
2 8 12
7 6 8

14 14 18

(estatisticamente pouco significante)

Comparagao entre GO3>/GO3< € Gagya/Gnada
Dias Tealculado Teritico
2 6 4
7 8 8
14 12 16

(estatisticamente pouco significante)



