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RESUMO

A fotobiomodulacdo laser e a ozonioterapia apresentam-se como possibilidades
terapéuticas para o controle antimicrobiano e a biomodulacdo do reparo tecidual. O
objetivo desta revisdo sistematica foi comparar o efeito da fotobiomodulacéo laser
com o do gas ozbnio no reparo de lesdes provocadas intencionalmente sobre
tecidos de ratos. A pesquisa pelos estudos foi realizada mediante a busca eletronica
de artigos indexados nas bases de dados, PubMed, BVSalud, Cochrane, Scielo e
Google Académico, a partir dos descritores: “cicatrizagéo”, “oz6nio”, “laser”, “terapia
com laser de baixa poténcia”, “fotobiomodulacéo laser”; e seus correspondentes na
lingua inglesa: “wound healing”, “ozone”, “low level laser therapy (LLLT), “laser
photobiomodulation”; conjugados através da expressao booleana AND. A amostra
incluiu estudos publicados no periodo de 2013 a 2020. Cinco estudos foram
selecionados para a presente revisdo de acordo com os critérios de inclusdo e
exclusdo delineados para a pesquisa. Todos o0s estudos realizaram andlise
histol6gica das seccdes teciduais tratadas. O uso das terapias biomoduladoras
evidenciou diferengas significativas em favor do reparo de diferentes tecidos quando
comparadas aos achados dos grupos controle. A longo prazo, o laser demonstrou
ter uma acdo mais eficiente em relacdo ao processo de contracdo de feridas. A
maioria dos estudos destacou a falta de uniformidade no protocolo das terapias
como a maior dificuldade encontrada, embora tenham sido unanimes em afirmar que
a fotobiomodulacéo laser e a ozonioterapia tenham contribuido para a melhora do
padrao cicatricial.

Palavras chave: Cicatrizacdo. Oz0nio. Laser. Terapia com Laser de Baixa Poténcia.
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ABSTRACT

Laser photobiomodulation and ozone therapy are therapeutic possibilities for
antimicrobial control and biomodulation of tissue repair. This systematic review aimed
to compare the effect of laser photobiomodulation with that of ozone gas in the repair
of injuries intentionally caused by mouse tissues. The search for the studies was
performed through the electronic search of articles indexed in the databases,
PubMed, BVSalud, Cochrane, Scielo and Google Scholar, based on the descriptors:
“healing”, “ozone”, “laser”, “laser therapy low power ”,“ laser photobiomodulation ”;
and its correspondents in English: “wound healing”, “ozone”, “low-level laser therapy
(LLLT),“ laser photobiomodulation ”; conjugated using the Boolean expression AND.
The sample included studies published from 2013 to 2020. Five studies were
selected for the present review according to the inclusion and exclusion criteria
outlined for the research. All studies performed histological analysis of the treated
tissue sections. The use of modulatory therapies showed significant differences in
favor of the repair of different tissues when compared to the findings of the control
groups. In the long run, the laser has been shown to have a more efficient action
concerning the process of contracting wounds. Most studies highlighted the lack of
uniformity in the therapy protocol as the greatest difficulty encountered, although they
were unanimous in stating that laser photobiomodulation and ozone therapy
contributed to the improvement of the healing pattern.

Keywords: Healing. Ozone. Lasers. LLLT.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o laser e a ozonioterapia apresentam-se como possibilidades
terapéuticas nas diversas areas de saude, em especial, para controle antimicrobiano
e biomodulacéo do reparo tecidual*?.

A fotobiomodulacédo laser, também denominada de terapia laser de baixa
intensidade ou laserterapia, promove efeitos biolégicos que podem ser classificados
como de curto e longo prazo. O efeito imediato da fotobiomodulag&o inclui o
aumento da produgcdo de ATP mitocondrial, e a longo prazo, incremento dos
processos de biossintese celular. Na fase proliferativa da cicatrizacdo esta
modalidade terapéutica é capaz de estimular a neoangiogénese, sendo este evento
biolégico crucial para o suprimento de nutrientes teciduais e ativacdo de fatores pro-
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que resulta
na formacdo de novos capilares®. Acredita-se que o mecanismo de acdo da
laserterapia envolva a absorcdo de fétons com comprimentos de onda idénticos,
pelos fotorreceptores, como a enzima citocromo C oxidase, de modo a interferir
diretamente na sintese de ATP através da aceleracdo da cadeia de transporte de
elétrons®. A fotobiomodulaco laser impacta positivamente na modulacdo do reparo
tecidual pois contribui para o aumento e a melhora do padrdo organizacional das
fibras colagenas. Ademais, essa terapia estimula a biossintese de importantes
fatores de crescimento e & proliferacdo de fibroblastos®.

O ozbnio € um gas presente na atmosfera composto por trés atomos de
oxigénio que exerce uma forte acdo oxidante. Contém uma estrutura molecular
variavel de alta energia sob temperatura normal e € decomposto de forma rapida e
espontanea em O, e um atomo de oxigénio®. Durante este processo, chamado de
ozonolise, h4 a formagdo de espécies reativas de oxigénio altamente instaveis. O
efeito antimicrobiano do ozénio faz-se resultante da interacdo desses radicais com
acidos graxos insaturados e proteinas da membrana citoplasmatica das células
bacterianas, o0 que provoca a reducao da atividade enzimatica e interrompe a fungéo
respiratéria desses microrganismos. Essa acao € inespecifica e seletiva para células
microbianas, visto que n&o possuem sistema antioxidante’. A ozonioterapia detém
uma acao terapéutica no reparo tecidual pela ativacdo dos mecanismos de sintese

protéica, aumento da quantidade de ribossomos e mitocéndrias nas células. Essas
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mudancas no nivel celular explicam a elevagéo da atividade funcional e o potencial
de regeneracéo de tecidos e 6rgdos modulado por esta terapia®.

Diante da falta de consenso sobre qual terapia € mais efetiva no reparo
tecidual, o objetivo da presente revisdo sistematica foi avaliar comparativamente a
eficAcia das terapias biomoduladoras, fotobiomodulacdo laser e ozonioterapia, no
microambiente do reparo tecidual em estudos experimentais controlados.
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2 METODOLOGIA

A presente revisdo sistematica adotou as diretrizes do PRISMA
(Preferred. Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) para
compilacdo e selecdo de estudos, que respondessem a seguinte pergunta central:
Qual terapia biomoduladora €é mais eficaz na cicatrizacdo de feridas, a
fotobiomoducéao laser ou a ozonioterapia? Para responder a esta pergunta realizou-
se uma pesquisa nhos bancos de dados: PUBMED, BVSALUD, COCHRANE,
SCIELO e GOOGLE ACADEMICO.

Como estratégia de busca utilizou-se os seguintes descritores da biblioteca
virtual em saude (DeCS): “cicatrizacao”, “ozénio”, “laser”, “terapia com laser de baixa
poténcia”, “fotobiomodulagao laser”; e seus correspondentes na lingua inglesa:
“‘wound healing”, “ozone”, “low level laser therapy (LLLT), “laser photobiomodulation”;
conjugados através da expressao booleana AND.

A busca bibliografica ocorreu nos meses de fevereiro e marco de 2020. Foi
utilizado o anagrama PICO, no qual a populacdo incluiu estudos que avaliaram
testes com animais e a intervencéo contemplou a fotobiomodulacéo laser e o 0zénio,
usados no mesmo estudo. O controle foi representado pelos grupos experimentais
gue néo receberam tratamento e para o desfecho foram considerados os efeitos
dessas terapias no reparo tecidual.

Os critérios para selecdo dos artigos incluiram estudos experimentais
realizados em animais, publicados entre os anos 2013 a 2020 e que se
constituissem em testes comparativos feitos com fotobiomodulagéo laser e ozo6nio.
Estudos que realizaram testes com humanos ou in vintro, e do tipo revisdo de
literatura, assim como relatos de caso clinico, ndo foram incluidos nesse estudo.

A estratégia de busca inicial resultou na selecao de 22 artigos retirados do
Pubmed, 36 do BVSalud, 9 do Cochrane, 2 do Scielo e 260 do Google Académico.
Duzentos e quarenta manuscritos foram eliminados devido a duplicidade. Apds a
leitura dos titulos da amostra, 82 manuscritos foram descartados, resultando em 7
artigos selecionados. Apos a leitura seletiva dos resumos, eliminou-se 1 artigo, e,
posteriormente a leitura do artigo completo mais 1 estudo foi eliminado por néo
atender a tematica proposta. Desta forma, apenas 5 artigos atenderam aos critérios
de inclusdo delineados para a presente revisado sistematica (Figura 01).
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Figura 01 — Fluxograma da selecdo de artigos através das diferentes etapas da

revisdo sistematica (PRISMA). Periodo de busca: fevereiro a marco de 2020.

ldentificacio

Selecio

Elegibilidade

Inclusio

Pubmed
(n=22)

BYSalud Cochrane Scielo
(n=36) (n=9) (n=2)

Google
Académico
(n=260)

329 artigos seleciocnados

240 artigos duplicados

Fonte: Préprio autor

89 artigos pré selecionados

B2 eliminados a
partir do titulo

T artigos pré selecionados

1 artigo excluido
pelo resumo

6 artigos pré selecionados

5 artigos selecionados

1 artigo excluido
por abordagem
distinta dos critérios
de inclusdo

Os artigos foram avaliados quanto a sua qualidade metodol6gica pela escala

de Jadad et al.’. Tal escala baseia-se em trés critérios e pode atingir até cinco

pontos: um ponto para a referéncia ao desenho de estudo como randomizado; um

ponto se o método de randomizacao foi adequado ao estudo; um para a indicagédo

de estudo duplamente cego; um ponto se o método de cegamento foi adequado e

um ponto para a descrigéo das desisténcias ou perdas do estudo.
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Dentre os cinco estudos catalogados, observou-se a inclusdo de 2 espécies

diferentes de ratos. Quatro estudos utilizaram ratos Wistar e 1, animais da linhagem

Sprague-Dawley. Houve uma uniformidade no tocante ao sexo dos animais, pois em

todos os estudos apenas ratos machos foram utilizados, os quais apresentavam

peso variando entre 200 a 300 g aproximadamente. Em meédia, os grupos

experimentais de cada estudo incluiram de 8 a 12 animais. Foram utilizados, nos

cinco estudos, um total de 127 ratos. O estudo desenvolvido por Alan et al.’ utilizou

36 ratos alocados em 3 grupos com 12 ratos cada; Bayer et al.’° utilizaram 24 ratos

alocados em 3 de grupos de 8 animais; Kazancioglu et al.** delinearam um estudo

com 30 ratos designados em 3 grupos contendo 10 animais em cada; Yucesoy et

al.'?

ratos divididos em 3 grupos de 10 animais (Tabela 1).

utilizaram 27 ratos, com 9 alocados em cada grupo e Yusufyuca et al.'®, 30

Tabela 1 - Caracteristicas dos artigos selecionados no periodo de fevereiro a marco

de 2020.

Autor Populacdo Intervencdo: terapias Controle Resultados Concluséo
Foi criado um defeito . .
06sseo de 5 mm de A ozonioterapia
didmetro na calvéria ﬁv:r;;serteraﬁﬁ

30 ratos dos ratos, preenchido Analises histomorfométricas . -
Wistar; posteriormente  com evidenciaram que nos efeito p05|t|Yo
Grupo laser enxerto sintético. O grupos LLLT e ozbnio, houve na f°fma9?‘°
. (n=10) grupo LLLT (4Jd/cmz maior neoformacao 6ssea do ossea no defeito
Kazanciogl Grupo 808 nm 126 N&o ue no rupo controle calvarial em
u et al, ozérr:io segundos Syvezes por recebeu ?p<0 05) N% grupo LLLT ratos,
(2013) (n=10) semana ’14 dias) foi fratamento forarﬁ éncontradas taxaé comparado a0
Grupo comparédo ao grupo mais altas de areas 6sseas O -P° controle.
controle ozbnio que recebeu novas quando comparadas No _entanto, a
(n=10) gas ozbnio a 80% ao grupo ozénio (p< 0,05). terfip.'a . com
(120 segundos, 3 ' 0zonio foi mais
vezes por semana, 14 EEchrz que a
dias). )
. O grupo laser apresentou
Comparar os efeitos menor indice de formacéo
do laser infravermelho 6ssea e maior nimero de O grupo laser
36  ratos (810 nm, 0.3W, 12 células positivas a apresentou
machos Jiem?, 3 vezes por osteocalcina, presentes no maior grau de
Alan et al..  Wistar semana, 28 dias) e tecido conjuntvo e na formagdo Gssea
' Grupo laser do  gas  ozonio, superficie oOssea, ap6s 4 em relagdo ao
(2015) (n=12) rea_llzaolo . por semanas. No entanto, apés controle. o]
Grupo ap!:ca(;ao topica a L\Ieé(‘:(;beu 8 semanas, exibiu maior grupo 0z6nio em
0z0nio 80% em feridas nos wratamento  OSt€0génese e presenca de  comparagéo
(n=12) fémures de ratos osteocalcina na medula com o laser,
Grupo durante 30 segundos dssea. neste estudol
controle através de  uma O grupo ozébnio exibiu maior ndo apresentou
sonda,  preenchidas formacdo Ossea (p>0.05) diferencas
(n=12) com nano- apés 4 semanas e maior estatisticamente

hidroxiapatita.

expressao de células
positvas a  osteocalcina
apos 8 semanas (p<0.05).

significativas.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos artigos selecionados no periodo de fevereiro a marco
de 2020. (Continuacéo)

Autor Populacdo Intervencdo: terapias Controle Resultados Concluséo
Foi realizada a
dissecgdo e sutura do
nervo mentual em 27
ratos. Um grupo
recebeu
fotobiomodulacéo
laser (618 nm, 20 O nUmero de células de
mW/cm?) na parte Schwan foi maior nos grupos
27 ratos proximal e na parte que receberam terapia com Os autores
Wistar distal a sutura. A ozbnio e fotobiomodulagdo consideraram o
Yucesoy Grupo laser terapia foi realizada NA em comparacdo com o laser e o 0z6nio
et al., (n=9) por 5 minutos ] aob grupo controle. Obteve-se como métodos
(2017) Grupo diariamente por 21 eceh eu um maior ndmero de células alternativos
ozbnio (n=9) dias. A quantidade de t':ggmue?to de Schwan no segmento seguros para o
Grupo energia total foi 6 proximal (p>0.05) tratamento da
controle. J/lcm2.  Outro grupo comparado ao segmento lesdo nervosa.
(n=9) recebeu  tratamento distal da lesdo (p< 0.05) nos
com 0z6nio grupos tratados, em relagcao
administrado uma vez ao controle.
a cada 3 dias por 21
dias, numa
concentragdo de 75%
por 60 segundos
através de uma sonda
via oral.
Comparar os efeitos
da LLLT e
ozonioterapia na
mucosite induzida por Observou-se
) - que 0s
5-fluorouracil arametros  de
(intraperitoneal, IF;ser e 0z6nio
24 ratos 100mg/kg no primeiro O grupo tratado com LLLT
. foram bem
Sprague- dia e 65mg/kg no obteve um aumento do definidos A
Dawley. terceiro dia). Apés a PDGF-BB (p<0,0001). S ~
h ~ ! - ~ - fotobiomodulaca
Grupo laser indugdo da ferida, o N&o Embora o grupo 0zbnio
> o] laser
Bayer et (n=8) grupo laser (940 nm, 7 recebeu tenha estimulado a  Joresentou
al., (2017)  Grupo e 14 J/cm?) recebeu a nenhum expressao de bFGF, o grupo mpelhores
o0zbnio (n=8) aplicacdo do laser por tratamento LLLT apresentou resultados resultados. mas
Grupo 20 segundos, durante mais significativos '
. _ 0s autores
controle 5 dias. (p=0,0002). P
_ A também indicam
(n=8) O grupo  0z0nio 0 uso do 0z6nio
recebeu  tratamento no  tratamento
com gas ozbnio a de mucosite
80%, na area oral
ulcerada, por 120 ’

segundos, durante 5
dias.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos artigos selecionados no periodo de fevereiro a margo
de 2020. (Continuacéo)

Autor Populacdo Intervencdo: terapias Controle Resultados Concluséo

Apoés avaliacéo
histomorfométrica, o grupo
ozbnio revelou resultados
estatisticamente

significativos apos a lesdo
do nervo facial em

Comparagao da
laserterapia de baixa
intensidade  (850nm,

30 ratos  qg mW/cm?, 4J/cmz. comparagcdo com o laser e A ozonioterapia
Wistar - 0s grupos controle em apresentou
em 21 dias e !
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et al, Grupo laser 0z6nio e oxigénio com  nenhum e nuameros de axbnios grupos LLLT e
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N LLLT tenha revelado um proporcionou
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dias), para o s . -
10). controle, o resultado ndo foi para lesbes do

tratamento da lesdo
do nervo facial em
ratos, avaliado por
analise
histomorfométrica.

estatisticamente significativo nervo facial em
em termos de ramificacdo ratos.

das fibras nervosas

(p=0,6804), diametros das

fibras nervosas (p=0,7424),

areas de fibras nervosas

(p=0,7048) e numeros de

axénio (p=0,7588).

Em relacéo a laserterapia, os dispositivos exibiram comprimento de onda que
variaram entre 618nm a 940nm. A dosimetria também apresentou variacdo situando-

se na faixa de 4 a 12J/cm?. Dois estudos optaram pelo protocolo clinico de aplicacdo

9,11 10,12,13

da fotobiomodulacao laser em dias alternados™ " e trés, em dias consecutivos

Todos o0s grupos experimentais que foram tratados com ozonioterapia
utilizaram o ozénio sob a forma de gas. No entanto o modo da aplicacéo divergiu
entre os estudos. Em trés investigagbes a administracdo do ozbnio ocorreu via
perilesional®**. Na pesquisa realizada por Yucesoy et al.'> o gas ozénio foi

1
|53

administrado com o auxilio de uma sonda oral e Yusufyuca et al.” utilizaram o gas

por via intraperitoneal. A concentracdo do géas ozo6nio utilizada foi de 75% em

apenas um estudo? e 80%, nos demais manuscritos®°+13,

Em relacédo ao nivel de qualidade dos estudos, segundo a escala de Jadad, et
al.®, os estudos obtiveram pontuacdes entre dois e cinco. Trés experimentos n&do
informaram se houve alguma perda da populacdo do estudo e um nao informou

sobre a randomizacao (Quadro 1).
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Quadro 1 - Qualidade metodologica dos estudos de acordo com a escala de JADAD

et al., (1996).

Caracteristicas | Alan et al., | Bayer et | Kazancioglu | Yucesoy et | Yusufyuca
dos estudos 2015 al., 2017 |etal., 2013 |al., 2017 et al., 2020
Randomizado 1 1 1 1 1

A 1 1 1 1 1
Randomizacéo

foi descrita e é

adequada?

Duplo cego 1 0 1 0 0

O cegamento foi 1 0 1 0 0
descrito e é

adequado?

Descreve 0 1 1 0 0
perdas

Pontuacao 4 3 5 2 2
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4 DISCUSSAO

O presente artigo compilou estudos experimentais que avaliaram o impacto do
o0zo6nio e da laserterapia sobre o processo de reparo tecidual em diferentes modelos
experimentais de cicatrizagdo. As terapias biomoduladoras demonstraram potencial
eficAcia sobre os variados tipos de tecidos estudados em comparagdo com 0S
grupos controle em todos os estudos. Estudos mais antigos comumente
apresentavam maior diversidade de protocolos ao passo que os estudos mais atuais
tem procurado adotar consenso no que diz respeito aos aspectos metodologicos.
Tendo em vista a tendéncia atual de padronizacdo de protocolos, os autores da
presente revisdo sistematica optaram pela selecdo de estudos publicados nos
altimos 8 anos.

Contudo, neste estudo, observou-se variacdo de alguns parametros das
terapias utilizadas a exemplo do comprimento de onda dos lasers e a concentracéo
do gas oz6nio. Alan et al.® utilizaram a fotobiomodulacdo laser com comprimento de
onda na faixa do vermelho (810nm), fluéncia de 12 J/cmz, trés vezes por semana,
por quatro semanas. Os autores confrontaram a fotobiomodulacdo laser com
aplicacdo de gas ozénio a 80% por 30 segundos e observaram que em um prazo
maior houve maior formacéao de tecido ésseo no grupo laser, mas com concentracdo
maior de células reagentes & osteocalcina no grupo ozénio. Bayer et al.l°
compararam o laser de 940 nm com diferentes fluéncias por 5 dias e tratamento com
gas ozodnio a 80%, 120 segundos por dia, por 5 dias, sobre mucosa oral de ratos
com mucosite oral induzida e relataram melhores resultados com a
fotobiomodulagc&o. Todavia, os autores destacaram a perda de animais do grupo
controle decorrente do quadro de desnutricao, resultante do modelo experimental de
inducdo de mucosite. Mas ainda assim, as duas terapias apresentaram efeitos locais
e sistémicos positivos sobre a mucosa dos ratos.

Kazancioglu et al.** fizeram uso da terapia laser com um comprimento de onda
de 808 nm, com fluéncia de 4 J/cm2 a cada 3 dias por 15 dias e em outro grupo,
aplicaram ozonio a 80 % por 120 segundos com a mesma periodicidade. Os autores
obtiveram resultados semelhantes para ambos os grupos no tocante a formacao de
tecido 6sseo. J& Yucesoy et al.'? testaram o laser vermelho (680nm) com 6 J/cm? de

fluéncia, por 5 minutos diariamente durante 21 dias e gas o0z6nio, numa
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concentracédo de 75% por 60 segundos, uma vez a cada 3 dias, por 21 dias. Em
comparagcdo ao grupo controle os grupos tratados demonstraram um padrao
cicatricial do nervo lesado mais favoravel em relacéo a cicatrizacao.

O Estudo de Yusuf*® utilizou a laserterapia com energia de 4J/cm? por 32
segundos em 21 dias consecutivos, esse dispositivo possui comprimento de onda de
850nm. No grupo ozdnio, através da insuflacdo intraperitoneal, a mistura gasosa de
oxigénio e oxoénio, 97,5% e 2,5% a concentracdo respectivamente, foi insuflada a
uma dose de 2ml (80 ym/ml) por 21 dias, sendo uma vez a cada 2 dias. Nessa
perspectiva, esse estudo obteve melhor resultado no grupo ozonioterapia
comparado ao grupo controle e LLLT, além disso, evidenciou-se que a ozonioterapia
nao deve ser realizada com uma mistura de gas 0z6nio e soro fisiologico.

Desta forma, pode-se observar que, nos estudos compilados, os resultados
favoraveis foram descritos para ambas as modalidades terapéuticas, pois tanto a
fotobiomodulacao laser quanto a ozonioterapia demonstraram eficacia no processo
de reparo tecidual. Todavia, em razéo da diversidade de tipos de tecidos avaliados
nos modelos experimentais, ndo foi possivel realizar um tratamento estatistico dos
resultados relatados, a despeito de um préximo padrdo de similaridade de protocolos
em todos os estudos.

Sabe-se que o0 0zonio reduz o estresse oxidativo da inflamacéo e aumenta o
oxigénio parcial dos tecidos**>. Trés artigos'*™*® demonstraram bons resultados do
ozbnio. Nesse sentido, foram evidenciadas as propriedades antibacterianas e
estimuladoras do sistema imune, sobretudo na prevencéo de infec¢cdo permitindo ao
organismo desenvolver as etapas do reparo tecidual de forma fisiologica.

Nos estudos analisados, 0 método mais utilizado no tratamento de feridas foi
a insuflacido do gas ozénio, sendo perilesional®*!, bucal*? e intraperitoneal®™.
Contudo, o estudo de Chagas em 2015 demonstrou resultados favoraveis na
cicatrizacdo de feridas com a aplicacdo topica do Oleo ozonizado comparada ao
grupo controle e documentou diferenga significativa para hiperemia, infiltrado
inflamatdrio, colageno, erosao e inflamagao da epiderme e derme. Além disso, 0s
autores relataram a automutilagdo dos animais devido ao odor desagradavel
provocado pelo 6leo ozonizado durante os 15 dias do seu estudo. *°

A absorcao da energia da fotobiomodulacéo laser sobre os tecidos é capaz de

estimular a acdo das mitocondrias de modo a induzir maior producdo de ATP além
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de regular sintese de DNA e RNA com consequente proliferacdo celular °. Um
estudo in vitro demonstrou haver maior estimulo da sintese de colageno, liberacao
de fatores de crescimento e transformacao de fibroblastos em miofibroblastos'’. Os
achados dos estudos dessa revisdo sistematica corroboraram alguns desses efeitos
nos tecidos avaliados submetidos a fotobiomodulacgédo laser e ozonioterapia.

Bayer et al.'® destacaram que ainda existe falta de consenso sobre as
dosagens das terapias. Alguns resultados conflitantes de diferentes protocolos
demonstram a importancia do avanco das pesquisas acerca desse tema. Ademais,
nenhum dos artigos selecionados nesta revisdo utilizaram o gerador de alta
frequéncia associado ao laser, diferentemente do estudo de S& em 2010, no qual
demonstra uma melhora do padréo cicatricial apds esta associacdo terapéutica em
feridas cutaneas de ratos no periodo de 7 dias . No entanto, segundo Souza et al.
em 2015, percebe-se que a utilizacdo apenas do gerador de alta frequéncia como
terapia biomoduladora, com a finalidade de acelerar o reparo tecidual, exibiu
resultados inferiores comparado ao laser de baixa frequéncia de 660nm, seja 8J/cm?
ou 5J/cm?, apés 14 dias do estudo™.

A quantidade de estudos sobre laser e/ou 0zénio é muito grande e as duas
modalidades terapéuticas veem sendo utilizadas na area da saide ha muitos anos.
Os critérios de inclusdo e ndo inclusdo desta revisdo, na intencdo de filtrar
metodologias que podem servir de base para outros projetos, demonstrou a
existéncia de um numero pequeno de estudos ja realizados com ratos que
compararam estas terapias biomoduladoras.

A avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos, selecionados pela
Escala de Qualidade de Jadad®, evidenciou um bom escore de qualidade em trés
estudos. O rigor metodoldgico possibilita a extrapolacdo dos resultados de estudos
experimentais para a pratica clinica. Apesar do grande numero de artigos
encontrados com a selecdo inicial por descritores na base de dado Google
Académico, muitos deles estavam repetidos e tangenciavam dos descritores
estabelecidos. No entanto, nas demais bases de dados — Scielo, Pubmed, Cochrane

e BVSalud - foi notério o pequeno numero de artigos existentes.
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5 CONCLUSOES

Estudos experimentais incluidos nesta revisdo sistematica que avaliaram
comparativamente a fotobiomodulagdo laser e o gas ozbdnio revelaram efeitos
favoraveis sobre reparo e contracao de tecido cutaneo, osseointegracdo de enxerto
sintético e reparo de tecido nervoso. Contudo, essas variaveis diversificadas
analisadas em cada estudo dificultaram a realizacdo de um tratamento estatistico
dos dados. O laser e ozonio promoveram resultados melhores do que aqueles
observados nos grupos que nao foram tratados com estas terapias e,
proporcionalmente, o gas o0zbnio se destacou mais. Ademais, verificou-se a
existéncia de poucos trabalhos comparando a efetividade do laser de baixa

frequéncia e a ozonioterapia acerca da cicatrizacao tecidual.



23

REFERENCIAS

. Silva DCGG, da Costa MM, de Sa MCA, Plapler H, Silva SRG, Silva BSL. Low
Level Laser therapy ( AlGalnP) aplplied at 5 J/cm2 reduces the prolifwration of
Staphylococcus aureus MRSA in infected wounds and intact skin of rats. An Bras
Dermatol. 2013;88(1):50-5.

. Bayer S, Kazancioglu HO, Acar AH, Demirtas N, Kandas NO. Comparison of
laser and ozone treatments on oral mucosits in an experimental model. Lasers
Med Sci. 2017;32(3):673-7.

. Fortuna T, Gonzalez AC, Sa MF, Andrade ZdA, Reis SRA, Medrado ARAP.
Effect of 670 nm laser photobiomodulation on vascular density and fibroplasia in
late stages of tissue repair. Int Wound J. 2017;1-9. https://doi.org/10.
1111/iwj.1286.

. Freitas LF, Hamblin MR. Proposed Mechanisms of Photobiomodulation or Low-
Level Light Therapy. IEEE J Sel Top Quantum Electron. 2016 ; 22(3): .
doi:10.1109/JSTQE.2016.2561201.

. Isler SC, Uraz A, Guler B, Ozdemir Y, Cula S, Cetiner D. Effects of Laser
Photobiomodulation and Ozone Therapy on Palatal Epithelial Wound Healing
and Patient Morbidity. Photomed and Laser Surg. 2018;
DOI:10.1089/ph0.2018.4492.

. Schulz S. The role of ozone/oxygen in clindamycin-associated enterocolitis in the
Djungarian hamster (Phodopussungorussungorus). Labo atory Animals (1986)
20, 41-48.

. Grootveld M, Holmes J, Silwood C, Claxson A, Prinz J, History of the Clinical
Applications of Ozone. Ozone: the revolution in dentistry. London: Quintessence
Publishing Co., 2004.

. Jadad AR, Moore RA, Carroll D, Jenkinson C, Reynolds DJ, Gavaghan DJ et al.
Assessing the quality of reports of randomized clinical trials: is blinding
necessary? Controlled Clinical Trials. 1996;17(1):1-12.

. Alan H, Vardi N, Ozgur C, Huseyin A, Yolcu U, Dogan DO. Comparison of the
Effects of Low-Level Laser Therapy and Ozone Therapy on Bone Healing. The J
of Craniofacial Surg. 2015;26( 5):396-400.

10. Bayer S, Kazancioglu HO, Acar AH, Demirtas N, Kandas NO. Comparison of

laser and ozone treatments on oral mucosits in an experimental model. Lasers
Med Sci. 2017;32(3):673-7.

11. Kazancioglu HO, Ezirganli S, Aydin MS. Effects of Laser and Ozone Therapies

on Bone Healing in the Calvarial Defects. The J of Craniofacial Surg. 2013; 24(6):
2141-6.



24

12.Yucesoy T, Kutuk N, Canpolat DG, & Alkan A. Comparison of Ozone and Photo-
Biomodulation Therapies on Mental Nerve Injury in Rats. J of Oral and Maxillofl
Surg. 2017; 75(11):2323-32. doi:10.1016/].joms.2017.04.016.

13.YucaY, Yucesoy T, Tok OE, Alkan A, The efficiency of ozone therapy and low-
level laser therapy in rat facial nerve injury, Journal of Cranio-Maxillofacial
Surgery, https:// doi.org/10.1016/j.jcms.2020.01.017.

14.Bocci VA. Scientific and medical aspects of ozone therapy. State of the art. Arch
Med Res. 2006;37(4):425-35.

15.Yildirim AO, Eryilmaz M, Kaldirnrm U, Eyi YE, Tuncer SK, Eroglu M, Durusu
M, Topal T, Kurt B et al. Effectiveness of hyperbaric oxygen and ozone
applications in tissue healing in generated soft tissue trauma model in rats: an
experimental study. Ulus Travma Acil Cerrahi Derg. 2014;20(3):167-75.

16. Chagas LH, Mira A. Efeito do 6leo ozonizadi em lesbes cutaneas em ratos. Rev
Cultivando o Saber. 2015; edig&o especial: 168-181.

17.Hopkins JT, McLoda TA, Seegmiller JG, Baxter GD. Low-level laser therapy
facilitates superficial wound healing in humans: a triple-blind, sham-controlled
study. J Athl Train. 2004;39(3):223-9.

18.Leal CT, Bezerra AL, Lemos A. Effectiveness of HeNe 632.8 nm laser on skin
tissue integrity repair in experimental animals: a systematic review. Fisioter
Pesqui. 2012; 19(3):290-6.

19.Sa PH, Nunes HM, Santo LAE, Oliveira Junior GC, Silva JMN, Carvalho KC,
Alves WS. Estudo comparativo da agao do laser GaAllInP e do gerador de alta
frequéncia no tratamento de feridas cutaneas em ratos: estudo experimental.
ConScientia Saude, 2010; 9(3): 360-366.

20.Sousa RC, Maia Filho ALM, Nicolau RA, Mendes LMS, Barros TL, Neves SMV.
Action of AlGalnP laser and high frequency generator in cutaneous wound
healing. A comparative study. Acta Cirurgica Brasileira. 2015; 30 (12):2015-79.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ery%C4%B1lmaz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kald%C4%B1r%C4%B1m%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eyi%20YE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tuncer%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ero%C4%9Flu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Durusu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Durusu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Topal%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936837
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kurt%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936837

25

MANUSCRITO I

AVALIACAO TERMOGRAFICA DE FERIDAS CUTANEAS DE RATOS SOB
EFEITO DE TERAPIAS BIOMODULADORAS

THERMOGRAPHIC ASSESSMENT OF CUTANEOUS WOUNDS IN RATS UNDER
THE EFFECT OF BIOMODULATIVE THERAPIES

Paulo Badar6 de Souzal, Antdnio Marcio Teixeira Marchionni2, Alena Ribeiro Alves

Peixoto Medrado3

1 Mestrando em Odontologia pela Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica.
Salvador, Bahia, Brasil.

2 Professor adjunto do curso de Odontologia da Bahiana de Medicina e Saude
Publica. Salvador, Bahia, Brasil.

3 Professora adjunta do curso de Odontologia da Bahiana de Medicina e Saude

Publica. Salvador, Bahia, Brasil.



26

RESUMO

O uso de terapias biomoduladoras no processo inflamatério que causam pouco ou
nenhum efeito colateral ao paciente tem sido cada vez mais comuns. A
fotobiomodulacéo laser interfere positivamente na cicatrizacdo de ferimentos atraves
do aumento da sintese de ATP e de colageno. A ozonioterapia ativa 0S mecanismos
de sintese protéica e aumenta a atividade dos ribossomos e mitocondrias nas
células. Durante as diversas fases do reparo tecidual acontecem alteragfes nos
tecidos que modificam a temperatura local, que podem ser verificados através de
termografia infravermelha. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da
fotobiomodulacéo laser de 660nm, ozonioterapia e 6leo ozonizado sobre a variacéo
térmica do tecido através da termografia infravermelha, em feridas cutédneas de
ratos. Foram utilizados 40 ratos distribuidos em 4 grupos de 10 ratos cada. Um
grupo controle, grupo laser, grupo gas ozonio e grupo 6leo ozénio. Cada grupo foi
dividido em subgrupos de 5 ratos, o quais foram fotografados e sacrificados aos 5 e
10 dias respectivamente. Foi observado reducdo da temperatura média na area da
ferida no grupo controle e com maior variagdo nos grupos submetidos as terapias no
primeiro dia. Aos 5 dias os grupos tratados com as terapias biomoduladoras
apresentaram médias de temperaturas menores que 0 grupo controle. Com
destaque para o grupo gas ozonio que apresentou diferenca de 1,8°C em relacao ao
controle. Aos 10 dias houve aproximacdo das médias termograficas da temperatura
basal com exce¢do do grupo gas ozbnio que manteve a média de temperatura
elevada em 35,1°C. A utilizacdo de termogramas pode ser (til para monitorar o
padrao da microcirculacdo durante o reparo tecidual. E que as terapias
biomoduladoras aqui estudadas causam alteracdo no tecido cutaneo submetido a
uma agressao fisica, perceptivel a luz da termografia.

Palavras chave: Cicatrizacdo. Oz6nio. Laser. Terapia com Laser de Baixa Poténcia.
Termografia infravermelha.
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ABSTRACT

Biomodulatory therapies in the inflammatory process that cause little or no side
effects to the patient are increasingly common today. A biomodulation with low
frequency laser shows positive changes in healing through an increase in the
average of ATP and fibroblasts for example. Ozone therapy already activates
prosthetic synthesis mechanisms and increases the amount of ribosomes and
mitochondria in cells. During the various phases of tissue repair, changes in tissues
that modify the local temperature can be verified using infrared thermography. The
aim of this study was to evaluate the effects of 660nm laser photodynamics, ozone
therapy and ozonized oil on a thermal variation of the tissue using infrared
thermography, on skin wounds of rats. 40 rats were used, distributed in 4 groups of
10 rats each. A control group, laser group, ozone gas group and ozone oil group.
Each group was divided into subgroups of 5 rats, which were photographed and
sacrificed at 5 and 10 days respectively. A reduction in mean temperature was
observed in the wound area in the control group and with greater variation in the
groups used in therapies on the first day. At 5 days in which the groups have access
to biomodulatory therapies that show media with a lower temperature than the control
group. The highlight was the ozone gas group, which showed a difference of 1.8°C in
relation to the control. At 10 days, there was an average of basal thermographic
temperatures, with the exception of the ozone gas group, which maintained a high
temperature average of 35.1°C. The use of thermograms can be useful to monitor the
microcirculation pattern during technical repair. The biomodulatory therapies studied
here cause changes in the skin tissue subjected to physical aggression, which is
visible to light by thermography.

Keywords: Healing. Ozone and Laser. Low Power Laser Therapy. Infrared
thermography.
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1 INTRODUCAO

A insercdo de terapias biomoduladoras na area de saude que visam o reparo
tecidual com pouco ou nenhum efeito colateral para o paciente tém despertado o
interesse de muitas comunidades cientificas. Meétodos que utilizam a
fotobiomodulacéo laser e 0 0z6nio tem sido cada vez mais investigados com vistas a
obtencdo de protocolos clinicos padronizados. Tais terapias biomoduladoras
induzem efeitos analgésicos, anti-inflamatorios e biomoduladores teciduais que
colaboram para a melhora do padrao cicatricial de diversos tipos de feridas®.

A fotobiomodulacdo laser, com comprimento de onda que se situa no
espectro de luz visivel e invisivel, interfere positivamente no processo cicatricial
através do aumento da biossintese de ATP, proliferacdo de linfocitos e aumento da
atividade funcional e do numero de fibroblastos®®. Esses efeitos sdo
interdependentes e podem variar de acordo com o tipo do tecido tratado, da fluéncia
e da irradiancia da fotobiomodulacéo laser, assim como do tempo e dos intervalos
de aplicacdo delineados para o paciente®.

O ozoOnio, componente da atmosfera na natureza, forma-se por meio da
juncao de trés atomos de oxigénio e possui uma forte acéo oxidante. Disp6e de uma
estrutura molecular variavel de alta energia sob temperatura normal, a qual é
decomposta de forma rapida e espontanea em O, e um atomo de oxigénio °.
Durante este processo, denominado ozondlise, ha a formacdo de espécies de
radicais de oxigénio altamente reativas. A ozonioterapia detém uma acao terapéutica
pautada na ativacdo de mecanismos de sintese protéica e aumento da quantidade
de ribossomos e mitocondrias nas células °. Desta forma, essas mudancas no nivel
celular explicam a elevacdo da atividade funcional e do potencial regenerativo de
tecidos e 6rgdos submetidos ao tratamento com 0z6nio’® .

Durante o processo cicatricial de feridas, a microcirculagdo no leito do
ferimento passa por uma complexa mudanga. Nos primeiros dias, ha o predominio
da fase inflamatéria aguda que resulta em modificacbes hemodinamicas
significativas com intensa exsudacdo e posterior proliferacdo vascular®*°.
Atualmente, tem sido utilizado um recurso de imagem que permite avaliar a variagdo
do coeficiente térmico resultante do incremento do padréo circulatério em um dado

tecido — a termografia infravermelha®®.
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A termografia infravermelha capta a imagem através de uma camera especial
gue mapeia o corpo do paciente e transforma a deteccdo da emisséo infravermelha
de cada sitio anatdmico em temperatura®®. Foi introduzida como método de
diagnéstico na Medicina desde 1960'%. Todavia, com o avanco da tecnologia em
coleta de dados, transferéncia e afericdo de temperatura, evoluiu significativamente
em termos de sensibilidade, especificidade e resolucdo de imagens'. Essa técnica
nao invasiva, sem contato e indolor, ndo fornece informacdes sobre as
caracteristicas morfolégicas, mas das alteragdes funcionais, térmicas e vasculares
do tecido'. E um exame que possibilita a identificacdo da provavel origem da dor,
mediante uma analise da temperatura gerada pela microcirculacdo na regido
afetada. Pode ser aplicada no diagndstico de doencas diversas como, dermatites,
disfuncbes vasculares, lesbes em nervos sensitivos, processos inflamatorios e no
monitoramento do cancer de mama'*>*®. Contudo, ainda ndo existem estudos que
documentaram comparativamente a variacdo do coeficiente térmico em diferentes
fases da cicatrizacao de feridas, em especial quando estas sdo submetidas a acéo
das terapias biomoduladoras ja descritas.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da fotobiomodulacéo laser
de 660nm, da ozonioterapia e do 6leo ozonizado no padrdo de variacao térmica do

tecido cuténeo de ratos durante o reparo, através da termografia infravermelha.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo foi encaminhado para a Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade Adventista da Bahia (FADBA). Foi registrado com o numero
de protocolo 67/2019. O numero do parecer de aprovacédo pelo CEUA foi CIAEP:
01.0039.2013.

2.2 Amostra

A amostra incluiu 40 ratos machos Wistar com peso médio de 250 gramas(g)
provenientes do biotério da Faculdade Adventista da Bahia. Os animais foram
alocados randomicamente em 4 grupos de 10 ratos cada, os quais foram
sacrificados no 5° e 10° dias (20 animais em cada periodo) apés o inicio dos testes.
O Grupo 1 correspondeu ao Grupo Controle (GC) e ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento; O Grupo 2, denominado Grupo Laser (GL), foi submetido a
fotobiomodulacéo laser com comprimento de onda de 660nm; O Grupo 3,
denominado Grupo Géas Ozobnio (GG), recebeu terapia com 0zbnio gasoso através
de insuflacdo subepitelial e o Grupo 4, Oleo Ozonizado (GO), foi tratado com 6leo de
girassol 100% ozonizado gotejado sobre a superficie da lesao.

Durante o experimento os animais ficaram alojados na Faculdade Adventista
da Bahia (FADBA), em condigbes sanitarias de biotério convencional desta
Instituicdo. Foram acondicionados em gaiolas individuais, etiquetadas, com chao
coberto por maravalha e mantidos em condicdes padrdo de temperatura (22-25°C),
umidade relativa (50-52%), com ciclos de luz-escuro por 12 horas e expostos a
luminosidade artificial doze horas por dia. A alimentacdo dos ratos foi feita com
racao balanceada Nuvilah® (Suprilab) e agua ad libitum.

2.3 Procedimentos cirurgicos e utilizacdo das terapias biomoduladoras

Os animais foram submetidos a pesagem, anestesiados com Cloridrato de
guetamina 10% (Dopalen®, Sao Paulo, Brasil) 75 mg/ml e cloridrato de xilazina 2%

(Anazedan, Sao Paulo, Brasil) 5 mg/ml, com a dosagens de 2mg/kg e 3mg/kg
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respectivamente. Em seguida, efetuou-se a tricotomia dorsal e antissepsia com
iodopovidine (Rioquimica, Sdo Paulo, Brasil).

Foi realizada uma incisdo circular na regido dorsal com o auxilio de um bisturi
circular metélico, punch, (Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha) com 6mm de diametro
para a obtencdo de uma ferida uniforme e padronizada, executada por um unico
operador devidamente calibrado.

As feridas dos ratos do Grupo Laser (GL) foram submetidas a 4 aplicacdes
pontuais de 1 J/cm? com dosimetria total de 4 J/cm?, por dia de aplicacdo. Utilizou-
se um aparelho semicondutor de laser de arseneto de aluminio e galio (AsAlGa, 9
mW, 670 nm, Laser de diodo de 0,031 W/cm?), com emiss&o continua e area da
ponta ativa de 0,28 cm? (Laser VR-KC-610- Dentoflex, Brasil). A dosimetria final foi
de 12 Jicm? pois os ratos foram irradiados em 3 dias consecutivos apds o
procedimento cirurgico.

O ozdnio foi produzido pelo gerador Philozon® (Philozon - IndUstria e comércio
de geradores de ozoénio - LTDA, Santa Catarina, Brasil) na concentracédo de 13ug/ml
de ozbnio, a partir de oxigénio medicinal, com fluxo constante de 1L/min. A mistura
com oxigénio foi capturada em uma seringa de 5ml e, através de uma agulha de
insulina, o gas foi insuflado com volume de 1ml na borda da lesdo, em cada
aplicacdo. Este procedimento foi repetido por trés dias consecutivos, apés a cirurgia.

Foi administrado 6leo de girassol ozonizado a 100% (Philozon - IndUstria e
comércio de geradores de ozbnio - LTDA, Santa Catarina, Brasil). Aplicou-se apenas
uma gota na superficie da lesdo por 3 dias consecutivos nos mesmos moldes dos
grupos anteriores.

Os animais foram submetidos as terapias biomoduladoras nos dias 1, 2 e 3 do
estudo. Cada grupo com 10 animais teve metade dos animais sacrificados no 5° dia

e a outra metade, no 10° dia.

2.4 Andlise termografica

Para avaliacdo do padrdo circulatério local foi utilizada uma camera
infravermelha (FLIR T430sc, Victoria, Suécia) com 320%x240 pixels de resolucdo e
frequéncia de imagem de 60 Hz que captura imagens em tempo real e conectividade
Wi-Fi (E60). O equipamento realiza estudos na faixa de temperatura de -15°C a

50°C e possui sensibilidade térmica (N.E.T.D.) maior que 0,05°C e até 30°C. Atua na
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faixa espectral de ondas eletromagnéticas compreendida entre 7,5 a 13um,
correspondendo a uma faixa de infravermelho distante.

Para obter um padrdo das imagens adotou-se 0 seguinte protocolo: os ratos
foram posicionados em decubito ventral sobre um objeto fixo a 0,5m em relacédo ao
solo e aclimatizados por um periodo minimo de 10 minutos antes da coleta dos
dados. A distancia da camera em relacao aos animais foi de 0,5 m. O ambiente teve
a sua temperatura controlada em torno de 20°C + 1°C.

No 1° dia, os ratos foram fotografados nos seguintes momentos: 10 minutos
apos a tricotomia; imediatamente ap0s a cirurgia e imediatamente apos a terapia
(exceto o grupo controle). No 5° e 10° dias, os ratos de cada grupo foram novamente
anestesiados e fotografados apds 10 minutos de equalizacéo térmica. Os critérios de
normalidade e anormalidade adotados foram baseados nos estudos de Uematsu *”
8 no qual se estabeleceu o padrdo de anormalidade clinica de acordo com a
variagdo de temperatura. Se o coeficiente de variacdo térmica for superior a 0,3,

considera-se a alteracédo significativa.

2.5 Eutanésia

Apés sedacao profunda com a solucdo anestésica ja descrita, 0s animais
foram alocados em grupos na camara de gas onde foi liberado gas carbénico em

uma concentracdo de 5 litros por minuto.

2.6 Analise estatistica

Foi criado um banco de dados no Microsoft® Excel® 2010 (versao
14.0.7132.5000), Microsoft® Office Professional Plus 2010, USA e analisado no
software R (verséo 3.1.1). A distribuicdo dos dados quanto a normalidade foi testada
com o teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado o teste ANOVA, seguido do teste post hoc

Bonferroni. O nivel de significancia foi p<0,05.
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3 RESULTADOS

A temperatura basal média dos ratos foi aferida com termémetro de mercurio
introduzida no reto e registrada em 33,2°C. A TABELA 2 ilustra os valores da
temperatura dos animais em diferentes momentos do experimento. Observou-se que
a temperatura basal média de todos os ratos foi de 33,2°C. ApGs a tricotomia, houve
um aumento da temperatura basal média para 34,3° C nos 40 animais que
pertenciam aos quatro grupos de estudo (p<0,05), com Delta T (AT) de +1,1°C. Logo
apos o procedimento cirdrgico, houve uma diminui¢cdo da temperatura em todos os
ratos, com média de 33,7°C e delta T de -0,6°C (p>0,05).

Uma vez determinado que a temperatura média a ser adotada como base
para a avaliacdo das terapias biomoduladoras, correspondeu aquela calculada apos

a cirurgia cutanea, os resultados de cada grupo experimental sdo descritos a seguir.

A. Grupo controle

Ao final do 5° dia, a temperatura média foi de 35,7°C, com incremento da
temperatura da ordem de +2,0C (AT=+2.0°C; p<0,05). No 10° dia, a
temperatura média foi de 33,3°C. A variacdo do coeficiente térmico foi negativa
neste grupo com AT de -2,4°C (p<0,05); (Figuras 5 e 9).

B. Grupo Géas Ozbnio

Constatou-se que imediatamente apds a utlizacdo do gas ozbnio a
temperatura média dos animais tratados caiu para 33,1°C, com AT de -0,6°C
(p<0,05). Ao final do 5° dia, a temperatura média foi de 33,9°C, com incremento
da temperatura da ordem de +0,8°C (p>0,05). Por volta do 10° dia, no grupo
tratado com gas ozonio, a temperatura média foi de 35,1°C. A variacdo do
coeficiente térmico foi ascendente neste grupo, para este periodo (AT =+1,2°C;
p<0,05); (Figuras 6 e 10).

C. Grupo Oleo ozonizado

Foi verificado que logo ap6s a utilizagdo do 6leo ozonizado a temperatura
média local dos animais tratados caiu para 31,1°C, com delta T de -2,6°C
(p<0,05). Ao final do quinto dia, a temperatura média foi de 34,7°C, com
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incremento da temperatura da ordem de +3,6°C (p<0,05). Por volta do décimo
dia, no grupo tratado com 6leo ozonizado, a temperatura média foi de 33,3°C.
A variacdo do coeficiente térmico foi negativa (AT =-1,4°C; p<0,05); (Figuras 7
e 11).

D. Grupo Fotobiomodulag&o Laser

Neste grupo experimental, foi observado que a utilizacdo da fotobiomodulacéo
laser logo ap6s o procedimento cirargico promoveu uma diminuicdo da
temperatura média em relagcdo ao poés-operatério da ordem de 32,7°C, com
delta T de -1,0°C (p<0,05). No quinto dia apdés o inicio da terapia, a
temperatura média no local da ferida ascendeu para 35°C, apresentando delta
T de +2,3°C. Dez dias ap0s os procedimentos iniciais, a temperatura média foi
de 33,7°C (AT =-1,3°C; p<0,05); (Figuras 8 e 12).

Tabela 1 - Temperatura média com desvio padrdo dos grupos experimentais em
diferentes periodos do estudo.

GRUPOS TEMPERATURA MEDIA
EXPERIMENTAIS EM °C E DESVIO
PADRAO
POS POS 12
CIRURG|A SESSAODE  5DIAS 10 DIAS
TERAPIA
GRUPO
CONTROLE 33,7+0,8 - 35,7+1,0 33,3°+1,1
(GC)

GRUPO GAS  337%0,8  33,1°+04  339°%0,7  3517+04
OZONIO (GG)

GRUPO OLEO 33,74 +0,8 31,1°+0,7  34,7"+0,4 33,3'+2,2
0zONIO (GO)

GRUPO LASER 33,7 40,8 32,7°+0,6 35+0,7 33,7M+1,3
(GL)

ANOVA, diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre ¢/ PIA EIA GIAHA, JI
A L/ B,C/B,E/B,G/B,H/B,I/B,L/B,M/ C,D/IC,FIC,G/C,HIC,I/IC,JC,LUIC,N D,G/D,HD,I D M E,GIE, HE,|I

[E,M/IF,G/F, H F,LUF, MG, HI G,JG,LIG,NH,I/H, I H,L/H MHNI1II LI NJI ML, ML, NM,N
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A tabela 2 ilustra, comparativamente os coeficientes de variacdo térmica (AT)
dos grupos experimentais nos diferentes periodos do estudo. Observou-se que no
periodo imediato apds a realizacdo das 3 terapias biomoduladoras, todos os animais
apresentaram delta T negativo em relagdo ao grupo controle (GG AT=-0,6°C; GO
AT=-2,6°C e GL AT=-1,0°C); (p<0,05).

Cinco dias ap0s o inicio das terapias, quando as temperaturas médias obtidas
nos grupos experimentais foram comparadas as do grupo controle, foi constatado
que a variacdo do coeficiente térmico foi significativamente negativa para todos os
grupos tratados, sendo o maior AT observado entre 0 GC e 0 GG (GC/GG AT=-
1,8°C; GC/GO AT=-1,0°C e GC/GL AT=-0,7°C); (p<0,05); (Tabela 2).

No 10° dia, verificou-se que as temperaturas médias dos grupos GO e GL
foram proximas as do grupo controle e o delta T apresentou pequena variacao
(GC/GO AT=0,0°C; GC/GL AT=-0,4°C); (p>0,05). O grupo gas o0zb6nio exibiu um
aumento da temperatura média em relacdo aquela do grupo controle e delta T
ascendente, com diferenca estatisticamente significativa (GC/GG AT=+1,8°C);
(p<0,05); (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacao entre grupos das médias de temperaturas durante as etapas
do experimento

GRUPOS

EXPERIMENTAIS TEMPERATURA MEDIA EM °C

POS 12 SESSAO DE 5 DIAS 10 DIAS
TERAPIA
GC GG GO GL GC GG GO oL GC GG GO GL
GC - -0,6 -2,6*  -1,0* - -1,8* -1,0r -0,7* - +1,8* 0,0 +0,4
GG -0,6 - -2,0* 0,4 -1,8* - +0,8 +1,1* +1,8* - -1,8* -1,4*
GO 2,6 -2,0* - -1,6 -1,0¢  +0,8 - +0,3 00 -1,8* - +0,4
GL -1,0* 0,4 -1,6* - -0,7* +1,1* +0,3 - +0,4 -1,4* +0,4

Comparacao termogréafica das médias encontradas em cada grupo GC/GG, GC/GO, GC/GL, GG/GO,
GG/GL, GO/GG e GO/GL, nos momentos apds a primeira sesséo de terapia, apds 5 dias e ap6s 10
dias. *fANOVA, p<0,05
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Figura 1 - Termograma de animal do GC que exibe a temperatura maxima, média e
minima na &rea da ferida cuténea, 5 dias.

Ell Max 34,7 °C o(C
Min 26,8 °C
Average 31,9 °C

Fonte: Préprio autor

Figura 2 - Termograma de animal do GG que exibe a temperatura maxima, média e

minima na &rea da ferida cuténea, 5 dias.
Bl Max 372°C ol

Min 29,7°C A7RA

i "y . 2 h

Average 34,1 °C S A0

p e

A

Fonte: Préprio autor

Figura 3 - Termograma de animal do GO que exibe a temperatura maxima, média e
minima na area da ferida cutanea, 5 dias.
Ell Max 36,6 °C oC

min 30,4 °C

Average 34,2 °C

Fonte: Préprio autor
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Figura 4 - Termograma de animal do GL que exibe a temperatura maxima, média e
minima na &rea da ferida cuténea, 5 dias.
El1 Max 35,8 °C oy ™\
Min 28,8°C A
Average 34,4 °C

Fonte: Préprio autor

Figura 5 - Termograma de animal do GC que exibe a temperatura maxima, média e
minima na &rea da ferida cutanea, 10 dias.
El1 Max 35,0 °C oC
Min 31,4 °C v’
Average 33,2 °C ,/
-

Fonte: Préprio autor

Figura 6 - Termograma de animal do GG que exibe a temperatura maxima, média e
minima na &rea da ferida cutanea, 10 dias.

Ell Max 36,3 °C OC
Min 33,4 °C
Average 34,7 °C

Fonte: Préprio autor
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Figura 7 - Termograma de animal do GO que exibe a temperatura maxima, média e
minima na &rea da ferida cutanea, 10 dias.
El1 Max 34,7 °C oC
Min 31,4 °C W

Average 33,9 °C !"

Fonte: Préprio autor

Figura 8 - Termograma de animal do GL que exibe a temperatura maxima, média e
minima na area da ferida cutanea, 10 dias.

Ell Max 35,0°C oC &
min 30,6 °C
Average 33,3 °C

Fonte: Préprio autor
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4 DISCUSSAO

O presente estudo foi 0 primeiro a documentar o padrdo de variacado térmica a
luz da termografia infravermelha na area correspondente aos ferimentos cutaneos
induzidos experimentalmente em ratos, submetidos as terapias biomoduladoras com
fotobiomodulacdo laser de 660nm, ozonioterapia e Oleo ozonizado. Os efeitos
induzidos por tais agentes terapéuticos em diferentes tipos de tecido tém sido
descritos como potencialmente anti-inflamatorios, analgésicos e estimuladores do
reparo tecidual®®?*. Por outro lado, a utilizagdo da TIV (termografia infravermelha)
em modelos experimentais de cicatrizacdo também tem sido explorada®’. Contudo, o
emprego da TIV para avaliagdo cronoldgica do gradiente térmico observado durante
o reparo tecidual associado ao uso de terapias biomoduladoras ainda é escasso na
literatura.

A utilizagdo da TIV na Medicina foi descrita pela primeira vez em 1963, por
Barnes, que demonstrou que os termogramas fornecem informacdes sobre
possiveis disfungbes, e, portanto, poderiam auxiliar no diagnéstico de estados
patolégicos™®. Com uma camera com detectores infravermelhos, o termograma
registra os coeficientes térmicos na superficie do corpo determinados a partir da
dissipacao de calor. A variagdo térmica pode estar relacionada a fatores circulatorios
e sofrer alteracdes devido as variacdes de fluxo e volume sanguineo®?*°. As
alteracdes vasculares registradas pelo termograma em uma regido lesionada podem
ajudar a identificar a provavel origem da dor. A TIV é considerada uma técnica nao
invasiva, ndo radioativa e indolor, portanto, ndo possui restricdes de uso apesar de
suas limitacdes de aplicabilidade sobre caracteristicas morfoldgicas™® 2.

No presente estudo, foi constatado através da TIV um significativo aumento
da temperatura local em todos os ratos logo apos a realizacdo da tricotomia, a qual
representou uma injuria fisica que deflagrou a inflamacéo do tecido subcutaneo.
Sabe-se que no microambiente da lesdo ocorrem alteragbes na composicao fisico-
quimica tecidual como, por exemplo, a baixa tensdo de O,, reducdo de pH, presenca
de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio. Essas reacdes deflagram a
biossintese de mediadores quimicos que ativam as ceélulas envolvidas no processo
de reparo tecidual, assim como a vasodilatacdo da rede capilar®®. Embora, a

tricotomia tenha ocasionado um significativo aumento da temperatura em todos 0s
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ratos incluidos no estudo, os termogramas sO foram realizados apdés o tempo
necessario para equalizacdo térmica, que foi de 10 minutos. Como todos os animais
foram submetidos aos mesmos procedimentos de remocéo de pelos e inducédo da
ferida cirdrgica, acredita-se que os padrbes de variacdo térmica encontrados neste
estudo, possam de fato ser atribuidas as terapias biomoduladoras utilizadas.

Neste modelo experimental de cicatrizagdo cutanea, assim como em outros
modelos que avaliaram o reparo tecidual, os primeiros eventos que ocorrem no
tecido lesado sédo vasoconstric¢ao, na tentativa de conter o sangramento, e aumento
da permeabilidade vascular, que contribui para a transmigracdo de leucécitos para o

microambiente da ferida®®?,

No primeiro dia de tratamento com as terapias
biomoduladoras, houve uma diminuicdo das temperaturas médias nas areas das
feridas dos grupos tratados, com maior significancia no GO (grupo 6leo ozonizado).
Além de um possivel efeito anti-inflamatério, é importante destacar que essa
aparente diferenca no GO também pode ser justificada pelo fato de o éleo ozonizado
ser mantido resfriado para garantir a manutencdo da estabilidade do ozénio?:. E
provavel que o tempo de equalizacdo da temperatura para o uso do 6leo tenha sido
insuficiente para que este atingisse temperatura similar a do ambiente. O GG e o
GL também apresentaram reducdo de temperatura da ordem de 0,6°C e 1,0°C,
respectivamente. A acdo anti-inflamatéria imediata induzida por estas duas terapias
biomoduladoras no tecido, tem sido descrita na literatura e pode justificar este
resultado 2% *°,

No 5° dia do experimento, foi observado aumento de temperatura em todos 0s
grupos, em especial no GC. Nesta etapa do reparo tecidual que corresponde a
transicdo da fase exsudativa para a proliferativa no tecido conectivo, ha aumento da
migracao celular, extravasamento de moléculas séricas, anticorpos e proteinas pelos
capilares, viabilizados pelo aumento do aporte sanguineo e da permeabilidade
vascular’®®. Tal fato é essencial para a formacdo de tecido de granulacdo,
responsavel pela nutricdo das novas células da regido em reparo 10

Embora estas alteragbes teciduais ndo tenham sido objeto de andlise do
presente estudo, pode-se perceber que, a luz da termografia infravermelha, o Delta
T foi menor nos grupos submetidos as terapias biomoduladoras. Existem duas
possiveis explicagBes para este achado termografico. Uma delas estad amparada na

documentada acéo anti-inflamatéria da fotobiomodulagdo laser e do 0z6nio®.
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Marchionni et al.'®, demonstraram que a irradiacdo com laser de baixa poténcia
(660nm) no 5° dia da cicatrizacéo, foi capaz de induzir um menor grau de inflamagao
exsudativa, com menor percentual de células polimorfonucleares. Os autores
também verificaram que houve maior presenca de miofibroblastos e biossintese de
colageno. Os resultados histolégicos deste estudo também evidenciaram uma
cicatrizacdo mais acelerada para o periodo de 5 dias. Embora, o presente estudo
tenha se detido apenas a analise termoscopica e termografica, € possivel sugerir
gue nesta fase do reparo cutaneo correspondente ao 5° dia, 0s grupos tratados ja
tivessem acelerado o processo de cicatrizacdo e os fenOmenos proliferativos se
instauraram no tecido. Desta forma, poder-se-ia hipotetizar que houve um equilibrio
entre a acdo bioestimuladora tecidual e o potencial efeito anti-inflamatério das
terapias biomoduladoras. Este aspecto ressalta a necessidade de realizacdo de um
estudo histopatolégico da pele correspondente aos ferimentos cutaneos a fim de
avaliar comparativamente a temperatura captada pelo termograma e as alteracdes
teciduais, como o grau de inflamacao e a proliferacao fibroblastica e endotelial.

O estagio proliferativo € caracterizado por alta atividade celular nos
procedimentos de fibroplasia, angiogénese e reepitelizacdo. Neste sentido, a agao
dos macréfagos infiltrados representa um fator determinante, pois estimula a

3132 Colombo et al.® |

angiogénese através da inibicdo de RIP1 quinase
compararam a formacdo de novos vasos sanguineos de feridas cirdrgicas de ratos
submetidos a fotobiomodulacdo laser 660nm com controles normais, e observaram
aumento significativo do nimero de vasos no grupo laser, a partir do 4° dia de
experimento. No 6° dia, os niveis de colageno apresentados no grupo laser foram
estatisticamente maiores do que os observados no grupo controle. Mais uma vez, é
fato que tais autores realizaram uma minuciosa analise histopatologica das sec¢des
teciduais, porém os seus resultados nos permitem fazer ilacées sobre o aumento da
temperatura na area do ferimento dos animais submetidos as terapias
biomoduladoras em nosso estudo. E possivel que o incremento da vascularizacio a
custa do brotamento de novos vasos sanguineos nesta etapa do reparo, também
possa justificar o aumento da temperatura nos grupos tratados, no 5° dia de
avaliacao.

Alguns estudos na literatura indicam similaridades terapéuticas entre o 0zénio

e a fotobiomodulacdo laser. O o0zbnio é conhecido por sua interacdo com oS
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componentes teciduais. Ele reage com os acidos graxos poli-insaturados, cisteina,
albumina, carboidratos, enzimas e até com o &cido desoxirribonucleico (DNA) e
acido ribonucleico (RNA)***. Todos participam do processo de ozonizacdo e doam
elétrons por serem passiveis de oxidacdo. Estas reacbes formam as espécies
reativas de oxigénio (EROs) e os produtos de oxidacao lipidica (POLs). Essas
moléculas séo responsaveis pelas a¢des bioquimicas do ozénio e funcionam como
reguladores bioquimicos®” 8. As espécies reativas de oxigénio (EROs) s&o radicais
livres como os peroxidos de hidrogénio (H.O,), principais exemplos deste
subproduto, que apesar de serem agentes oxidantes, sdo capazes de induzir a
expressado de VEGF nos macréfagos e queratindcitos. Estimulam a angiogénese e a
producado de colageno. Isto mostra que a reparacdo tecidual esta sujeita ao controle
de oxidacdo e reducdo, conhecido por controle redox®. Os produtos de oxidacdo
lipidica (POLs) sdo moléculas mais estaveis, que se distribuem facilmente pelos
tecidos, com a funcdo de minimizar potenciais toxicidades. S&o produzidos apos a
oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados da membrana celular e geram
processos oxidativos agudos®’2.

O sistema antioxidante enziméatico corresponde a primeira linha de defesa do
tecido vivo, e € composto pelas enzimas superéxido dismutase, glutadiona-
peroxidase, glutadiona-reductase, catalase e hemeoxigenase-l. O oz6nio é capaz de
ativar tais enzimas e dessa forma, estimular o aumento da migracdo de células
tronco e células da medula 6ssea, da expressao de hemeoxigenase-I, envolvida na
proliferacdo e apoptose celular e das metaloproteinases, envolvidas no equilibrio

entre sintese e reabsorgdo da matriz extracelular® ",

Em nosso estudo, os
animais do GG (grupo gas ozénio) foram 0s que apresentaram temperatura mais
préxima da basal inicial, no 5°. dia p6s-operatério. O grupo 6leo ozonizado, por sua
vez, também apresentou resultado menor que o controle e o laser, apesar de maior
que o grupo gas. Com base nos estudos que demonstram a cronologia do processo
de reparo nos ratos, neste periodo, a cicatrizacdo transita entre a granulacéo e a
producdo de colageno para compensar a perda tecidual. A modulacédo da resposta
inflamatoria reflete a capacidade de reduzir agentes pro-inflamatérios como o TNF-q,
IL1-3 e COX-2 na area da lesdo, mediadores relacionados ao aumento da
temperatura®. Este fato também poderia explicar as temperaturas mais baixas nos

grupos submetidos as terapias biomoduladoras exibidas no 5°. dia.
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Alguns trabalhos de pesquisa tém mostrado que o éleo ozonizado é eficiente
em modular o processo inflamatério, estimular a angiogénese e promover reacdes
enzimaticas que favorecem o metabolismo do oxigénio, de modo a melhorar a
cicatrizacdo da ferida cutanea®?. No presente estudo, observou-se que o 6leo
ozonizado foi capaz de alterar o padréo térmico na area da ferida, com indicativos de
melhores resultados cicatriciais. Essas especificacdes quantitativas e qualitativas
poderiam ser melhor observadas a partir do estudo morfolégico das areas
lesionadas e tratadas do estudo

No estudo de kazancioglu®?, verificou-se que a terapia com gas 0zonio teve
um efeito positivo na cicatrizacdo 0ssea, atribuido as propriedades bactericidas e de
estimulo aos agentes antioxidantes celulares. No mesmo trabalho foi observado que
a terapia com ozoénio obteve melhores resultados relacionados a formacao Ossea

que a LLLT (880nm, 4J). Adicionalmente, Eroglu et al *3

verificaram que as feridas
cirirgicas orais de porcos tratados com gas o0zbdnio tdpico apresentou maior
expressdo de VEGF em comparagcdo com 0O grupo controle que ndo recebeu
tratamento. Tal fato indica que o o0z6nio pode contribuir para uma possivel
cicatrizacdo precoce. Entretanto, um dos maiores desafios da ozonioterapia é
comparar os resultados de diferentes estudos, pois existem muitas vias de
administracdo do gas, ampla possibilidade de dosimetria e diferentes indicacfes
para seu uso. De antemé&o, Himuro** descobriu que mesmo utilizando doses altas de
ozbnio dentro da janela terapéutica ndo houve inflamacao letal causado pelo gas.
Mas foi capaz de induzir vias de sinalizacdo ao dano tecidual pré-existente.

No 10° dia do estudo, foi verificado que os grupos controle, Oleo e laser,
apresentaram temperaturas proximas da temperatura média inicial dos animais,
temperatura basal. Esta informacdo indica que, neste periodo, as feridas destes
grupos de animais ja estavam em adiantado processo de cicatrizacdo. O grupo gas
ozonizado, entretanto, apresentou um valor maior de temperatura quando
comparado aos demais grupos. Ha relatos de que o ozénio produz efeitos bioldgicos
sistémicos e ndo apenas locais e que € capaz de interferir na atividade celular por
um longo periodo de tempo, apesar de ter uma rapida reacao inicial nos tecidos*>*°

A presente pesquisa sugere fortemente que a utilizacado de termogramas pode
ser Gtil para monitorar quali e quantitativamente, de forma néo invasiva e indolor, o

padrao da microcirculagdo—durante o reparo tecidual. Em especial, comprovou a
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acao das terapias biomoduladoras aqui estudadas no tecido cutaneo submetido a
uma agressao fisica, através da variagdo do coeficiente térmico. Contudo, cabe
destacar que este estudo apresenta algumas limitacbes. A analise pontual de
apenas dois periodos do reparo poderia ter sido ampliada. Ademais, idealmente, faz-
se necessério analisar as alteracdes histopatoldgicas que se desenrolaram no tecido
cutdneo dos animais a fim de verificar a ocorréncia dos processos biologicos ja
citados, como a neoangiogénese, proliferacdo fibroblastica e a biossintese de
colageno. E por fim, os autores sugerem também o desenvolvimento de estudos que
avaliem o potencial bactericida das terapias biomoduladoras utilizadas a fim de
correlaciona-lo com as alteracdes termoscopicas e termograficas que podem ser

documentadas pela termografia infravermelha.
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5 CONCLUSAO

A termografia infravermelha mostrou-se uma eficaz ferramenta para captura de
variacbes de temperatura durante todas as etapas da pesquisa. Foi possivel
perceber que as terapias biomoduladoras utilizadas causaram alteragdes vasculares
sensiveis ao termograma. A analise das imagens permitiu concluir que houve uma
variacdo térmica significativa nos grupos testados com as terapias, se comparados
ao controle. Sobretudo, o g4s 0zdnio se destacou dos outros grupos por apresentar
médias de temperaturas menores durante a fase inflamatéria do reparo e por elevar

a média de temperatura no 10° dia, fase de remodelamento.
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