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RESUMO GERAL

Introducdo: A dermatologia € uma das especialidades de maior crescimento na
medicina veterinaria, pois as doencas da pele constituem a maior parte dos
atendimentos clinicos em hospitais veterinarios. Apesar dos grandes avancos
verificados nas ultimas décadas na compreensdo dos diversos fatores e fendbmenos
envolvidos com o processo de reparacgao tissular e da evolucdo da pesquisa produzir
novos recursos e tecnologia, muito ha de ser descoberto. Até agoraa
medicina oficial ainda ndo reconheceu o uso tépico do ozonio (O3) e seus derivados na
terapia, pois poucos estudos clinicos sao publicados em revistas cientificas. Objetivo :
Avaliar o poder cicatrizante do 6leo de girassol ozonizado em lesédo aguda de pele em
ratos. Método : Foram utilizados 100 ratos Wistar fémeas, provenientes do biotério da
PUCPR (CEUA/PUCPR n° 650). Foi retirado um fragment o de pele (2x1cm) do dorso
dos animais. Os animais foram divididos em 5 grupos para tratamento da lesao
cirdrgica: grupo controle 1 — NaCl 0,9%; grupo controle 2 — NaCl 0,9% + o6leo de
girassol; grupo O3 (90) — NaCl 0,9% + 6leo de girassol ozonizado (90 g/L — pH 5); grupo
O3 (60) - NaCl 0,9% + dleo de girassol ozonizado (60 g/L - pH 6); grupo gentamicina-
NaCl 0,9% + pomada de gentamicina (5mg/g). As lesbes foram avaliadas diariamente
com relacdo a dor e a cicatrizacdo. Foram coletadas amostras para cultura e
antibiograma no primeiro, quarto e sétimo dia de tratamento. A cada sete dias, cinco
animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia para analise histolégica da pele.
Resultados : A avaliacdo macroscoépica da lesdo mostrou uma melhor evolucdo do
processo cicatricial nos animais dos grupos O3 (90 e 60g/L) (p<0,05) em relacdo aos
demais grupos. O grupo gentamicina apresentou 0s piores resultados relacionados a
cicatrizacdo (p<0,05). 57,3% das amostras foram positivas para Staphylococcus
aureus, 34,6% para Staphylococcus pseudintermedius e 8% para Staphylococcus sp.
(coagulase negativa). Na avaliacdo histoldgica, verificou-se uma melhor colagenizagéo
nos animais do grupo Oz (60) na primeira semana de tratamento (p<0,05) e um maior
grau de células mononucleares (p<0,05) no grupo Oz (90). Piores resultados de
colagenizacao e reepitelizagdo aos 28 dias foram verificados no grupo controle 1 em
relacdo aos demais grupos (p<0,05). Discussdo: Os animais tratados com oOleo de
girassol ozonizado 60 e 90 g/L obtiveram uma boa e rapida cicatrizacdo, porém ocorreu
uma intensa reacdo inflamatoria nos primeiros dias de tratamento no grupo O3z (90),
provavelmente devido ao pH mais &cido deste grupo. Os animais tratados com a
pomada de gentamicina apresentaram um retardo na cicatrizacdo quando comparado
com 0s outros grupos. Conclusdo: O grupo O3 (60) apresentou os melhores resultados
relacionados a cicatrizacao de pele em ratos.

Palavras Chave: Dermatologia veterinaria; Microbiota da pele; Ozonioterapia
veterinaria.



ABSTRACT

Introduction: ~ Dermatology is one of the fastest growing specialties in veterinary
medicine because skin diseases constitute the majority of victims in veterinary
hospitals. Despite major advances seen in recent decades in understanding the various
factors and phenomena involved in the process of tissue repair, and development of
research to produce new features and technology, there is much to be discovered. So
far, the official medicine has not yet recognized the topical use of ozone (O3) and its
derivatives in therapy, because few studies are published in journals. Objective: To
evaluate the healing power of the ozonized sunflower oil in acute injury in rat skin.
Methods: 100 female Wistar rats from the vivarium of PUCPR (CEUA/PUCPR n%50)
were used. A piece of skin (2x1cm) were removed from the back of the animals. The
animals were divided equal into 5 groups (n=20), for the treatment of surgical injury:
control group 1 - 0.9% NaCl; control group 2 - NaCl + 0.9 % sunflower oil ; O3 group (
90 ) - 0.9% NaCl + oil ozonized sunflower (90 g/ L - pH 5), group O3 ( 60 ) - 0.9%
NaCl + ozonized sunflower oil ( 60 g / L - pH 6 ), group gentamicin - NaCl + 0.9 %
ointment gentamicin (5 mg / g).The lesions were daily evaluated in relation to pain and
healing. Samples were collected for culture and sensitivity in the first, fourth and
seventh days of treatment. Every seven days, five animals from each group were
sacrificed for histological analysis of the skin. Results: The macroscopic lesion showed
a better evolution of healing in animals in groups O3 (90 and 60 g / L) (p < .05)
compared to the other groups. The gentamicin group showed the worst results related
to healing (p < .05). 57.3 % of the samples were positive for Staphylococcus aureus,
34.6% to Staphylococcus pseudintermedius and 8% for Staphylococcus sp. (coagulase
negative). Histological evaluation showed a higher degree of collagen in the first week
of treatment on O3 (60) group (p <0.05) and a higher degree of mononuclear cells (p <
.05) in-group O3 (90). Worst results of collagen and epithelium formation at 28 days
were observed in the control group 1 compared to the other groups (p < .05).
Discussion:  Animals treated with ozonized sunflower oil obtained good and rapid
healing, but there was an intense inflammatory reaction in the early days of treatment
group O3 (90), probably due to the acidic pH of the ozonated oil. The animals treated
with gentamicin ointment had delayed healing, despite the infection was absent.
Conclusion: _The group O3 (60) showed the best results related to wound healing in rat
skin.

Keywords: Veterinary dermatology; Skin microbiota; Veterinary ozonetherapy.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A maior parte dos casos atendidos em hospitais veterinarios refere-se a
problemas cutaneos. Isso se deve, em parte, ao fato de que a pele € um dos maiores
orgaos do corpo, sofrendo alteracées em potencial, a partir da acdo de uma variedade
de fatores enddgenos e exdgenos. Além disso, lesdes de pele sdo facilmente
observadas pelos proprietarios. Dessa maneira, a pele tem uma importancia econémica
significativa na pratica veterinaria pelo grande nimero de casos apresentados para

avaliacao clinica (Hargis, 1998).

Segundo Cuzzel e Krasner (2003) existem no mercado atualmente
aproximadamente 2.500 itens que se destinam ao tratamento de feridas agudas e
cronicas, desde a mais simples cobertura, solu¢cdes para higienizacdo e antissepsia até
0S mais complexos tipos de curativos, chamados "curativos inteligentes" ou "bioativos”,
gue interferem, de forma ativa, nas diversas fases do processo cicatricial dos varios

tipos de feridas.

Apesar dos grandes avancos verificados nas Ultimas décadas, muito ha que ser
descoberto na compreensao acerca dos diversos fatores e fendbmenos envolvidos com
0 processo de reparacao tissular, 0 que implica em maior investimento em pesquisas
para buscar novos recursos e tecnologias com menor custo e maior eficacia
(Mandelbaum et al., 2003).

Atualmente a Ozonioterapia é reconhecida pelo Sistema de Saude da
Alemanha, da Suica, Austria, Italia, Cuba, Ucrania, Russia, Grécia, Israel, Egito e da
Australia, além de ser praticada em 13 estados dos Estados Unidos. Cuba conta com
39 centros clinicos de ozonioterapia e, na Russia, é utilizada em todos os hospitais
governamentais. Atualmente, aproximadamente 10.000 médicos utilizam este método
na Europa (ABOZ, 2013). A atividade fungicida, bactericida e virostatica fazem do
oz6nio um excelente agente de limpeza e desinfeccdo de feridas, acelerando o

processo de cicatrizagao (Hansler, 2007).



A principal contribuicdo cientifica deste estudo sera a avaliacdo do uso do 0Oleo
ozonizado no processo de cicatrizacdo de lesbes agudas da pele de ratas e uma

possivel nova opcéo de tratamento auxiliar na cicatrizacao.

CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PELE

A pele é o maior e mais exploravel érgado do corpo, sendo fundamental para a
manutencédo da vida (Conceicao e Santos, 2011).

A pele consiste em epiderme, derme, foliculos pilosos, anexos digitais, glandulas
sebaceas, sudoriparas e outras glandulas. O tecido subcutdneo conecta a epiderme e

derme as fascias e musculaturas subjacentes (Scott e Yager, 1993).

A epiderme é um epitélio estratificado ndo vascular de espessura variada. Ela
pode ser dividida em uma parte seca, dura, superficial, o estrato cérneo, e uma parte
profunda, umida, macia, o estrato germinativo (Sisson et al., 1986). O estrato cérneo
consiste em varias camadas de células queratinizadas achatadas (Hargis, 1998). A
funcdo dos queratindcitos é produzir uma barreira de protecdo. Elas sdo produzidas
pelas células do estrato germinativo (Merck, 2005). Os queratinécitos estdo em
constante divisdo e migracao para as camadas ascendentes da epiderme. Tornam-se
preenchidas por queratina, perdem seu nucleo e sao liberadas como células corneas
mortas (Concei¢do e Santos, 2011). Entre as células basais do estrato germinativo
estdo os melandcitos, as células de Langerhans e as células de Merkel (Hargis, 1998).
Os melandcitos séo responsaveis pela pigmentacdo da pele. Eles protegem o nucleo
dos queratinocitos das radiacdes ultravioletas. As células de Langerhans servem a
mediacéo da resposta imunoldgica (Bragulla et al., 2004). Estas células se originam da
medula 0ssea, fagocitam o antigeno e migram para a area paracortical dos linfonodos
via vasos linfaticos e estimulam a proliferacdo de linfécitos T auxiliares (Conceicéo e

Santos, 2011). As células de Merkel tém a funcéo de receptores de contato, 0s quais
2



transmitem a informacdo de um estimulo de contato para as fibras nervosas aferentes
(Bragulla et al., 2004).

A derme é constituida por fibras coldgenas e elasticas imersas em uma matriz
de sustentacdo formada por glicosaminoglicanos e fornece sustentacdo aos foliculos
pilosos, glandulas, vasos e nervos. A camada mais superficial possui fibras colagenas
mais delgadas e a camada mais profunda, fibras colagenas mais grosseiras (Hargis,
1998). Todas essas fibras sédo sintetizadas pelos fibroblastos (Conceicdo e Santos,
2011). Fibroblastos, mastocitos, linfécitos, plasmocitos, macréfagos e, raramente,
eosinofilos e neutrdfilos podem ser encontrado na derme normal. A hipoderme ou
tecido subcutaneo une a derme a um musculo ou 0sso subjacente e € formada por
tecido adiposo e fibras colagenas e elasticas, responsaveis pela flexibilidade. O tecido
adiposo pode servir de isolante contra variacbes de temperatura e, nos coxins
plantares, amortece os choques (Hargis, 1998).

A pele participa na regulacdo da temperatura e da pressédo sanguinea, evita a
perda de fluidos e eletrdlitos, serve de barreira contra agentes fisicos, quimicos e
microbiologicos, produz vitamina D, € um 0rgédo sensorial e armazena lipideos, agua,
vitaminas, carboidratos, proteinas e outros nutrientes (Hargis, Ginn, 2001). Devido a
acdo combinada das células imunocompetentes presentes na epiderme e derme, a

pele pode ser vista como um 6rgao imunoldgico (Conceicao e Santos, 2011).

A pele € um espelho da saude e, assim, de grande significado para o veterinario,
uma vez que, de cada cinco atendimentos, um se refere a doenca de pele (Bragulla et
al., 2004). Varias doencas internas e o estado nutricional repercutem na aparéncia da

pele e pelagem (Conceicao e Santos, 2011).

A pele é um 6rgdo que apresenta um espectro limitado de respostas a agressao.
Por esse motivo, muitas vezes, é necessdario obter-se histérico completo, realizar
exames cutaneo e sistémico completos, considerar os padrbes de distribuicao
anatbmica e predilecbes de ragcas e faixa etaria e fazer testes diagnosticos

relacionados a enfermidade cutanea ou sistémica, com o objetivo de determinar a

causa da lesdo. Biopsias de pele podem ser (teis para chegar a um diagnéstico
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definitivo, especialmente se 0 agente etioldgico for encontrado nas amostras colhidas.

As alteracBes microscopicas podem auxiliar no diagndstico (Hargis, 1998).

As infeccdes cutédneas ocorrem por ruptura nos mecanismos de defesa da pele,
gue incluem as barreiras fisicas — pelagem, pigmentacao, estrato cérneo da epiderme,
e as barreiras quimicas — emulsdo de lipideos, eletrolitos, proteinas, vitaminas,
horménios, transferrina, imunoglobulinas e flora microbiana. Os fatores predisponentes
as infeccbes da pele sdo friccdo, trauma, umidade excessiva, sujeira, pelos
aglutinados, irritantes quimicos, congelamento e queimadura, irradiacdo, dieta
inadequada e infeccdo parasitaria. As infeccbes bacterianas de pele sdo as mais

comuns (Hargis, 1998).

2.2 PROCESSO DE CICATRIZACAO

Como desencadeante da cicatrizacdo, ocorre a perda tecidual, a partir da qual o
fisiologismo volta-se para o reparo de um evento danoso ao organismo (Mandelbaum
et al., 2003).

A cicatrizacdo € um processo organico de restauracao da lesdo induzida por
agressdo local. Desde os mais remotos tempos, pesquisam-se incessantemente
drogas que acelerem o processo cicatricial normal. A principio procura-se proteger a
ferida de complicacdes fisicas, quimicas ou bacteriolégicas que possam retardar e até
impedir a cicatrizacdo. Normalmente a protecdo das feridas, que cicatrizardo por
segunda intencao, é feita pelo uso de curativos artificiais que, basicamente, consistem

de gaze impregnada com substancias emolientes ou antissépticas (Araujo et al.,1994).

A cicatrizacdo exige do organismo a ativacdo, producado e inibicdo de grande
namero de componentes moleculares e celulares que, em sequéncia ordenada e
continua, patrocinam todo o processo de restauracdo tissular (Meneghin e Vattimo,
2005). Existe uma sequéncia de estagios interdependentes e sobrepostos descritos
como inflamacéo (fase exsudativa), reconstrucdo (fase proliferativa), epitelizacéo (fase

regenerativa) e maturacdo (Martins et al., 2006).



Os principais fatores que podem favorecer a cicatrizacdo séo: a) programas de
controle de infecgdes; b) controle ao estresse, devido a sua interferéncia negativa no
equilibrio hormonal organico; c¢) uso de substancias farmacoldgicas que
comprovadamente apresentem favorecimento do processo cicatricial (Martins et al.,
2006). A cicatrizacdo depende de varios fatores, como: localizacdo anatémica, tipo da

pele, raca, técnica cirlrgica realizada (Mandelbaum et al., 2003).

A capacidade auto-regenerativa € um fendmeno universal nos organismos Vvivos.
Nos organismos unicelulares, esté restrita a presenca de enzimas responsaveis pela
recuperacdo de elementos estruturais (como 0s constituintes do citoesqueleto,
membranas e paredes celulares) e de moléculas de alta complexidade (como proteinas
de elevada complexidade estrutural, RNAs e o DNA). Em organismos superiores, além
destes, também ocorre o reparo de tecidos que pode se dar de duas formas: (1) pela
regeneracdo com a recomposicao da atividade funcional do tecido ou (2) pela
cicatrizacdo com restabelecimento da homeostasia do tecido com perda de sua
atividade funcional pela formagéo de cicatriz fibrética (Balbino et al., 2005).

Apds uma lesdo, ocorre uma sequéncia determinada de eventos que levam a
correcao do defeito e a restauracdo da superficie da pele (Irion, 2005). As feridas
podem ser classificadas como superficiais (epiderme), de espessura parcial (atingem
uma parte da derme), de espessura total (atingem toda a espessura da derme) e,

mesmo, estender-se ao tecido subcutaneo (Mandelbaum et al., 2003; Irion, 2005).

O processo de cicatrizacdo pode ocorrer de trés formas, descritas abaixo,
levando-se em consideracdo os agentes causadores da lesdo, a quantidade de tecido

perdido e o conteddo microbiano (Meneghin e Vattimo, 2005).

A cicatrizagdo por primeira intencdo, ou fechamento primario, ocorre em feridas

cirdrgicas ou feridas com bordos limpos e regulares (suturas) (Irion, 2005).

A cicatrizagdo por segunda intencdo ocorre em lesbes abertas, grandes, com
contaminacdo microbiana elevada, perda de tecido e bordos irregulares (Irion, 2005),
onde nado é possivel realizar a juncdo dos bordos e consequentemente requer maior

tempo de cicatrizagdo (Meneghin e Vattimo, 2005).



O fechamento priméario adiado ou cicatrizacdo por terceira intencdo ocorre
quando h& contaminagdo, perda de tecido ou risco de infec¢do. A lesdo €, entéo,

primeiramente limpa e monitorada, antes de sofrer a sutura (Irion, 2005).

O processo de cicatrizacéo de feridas cutaneas passa por trés fases antes que
seu reparo completo ocorra (Singer e Clark, 1999; Gogia, 2003; Campos et al. 2007,
Mendonca e Coutinho-Neto, 2009).

A fase inflamatoria, caracterizada por aumento de temperatura tecidual, edema,
dor, rubor e perda de funcéo, tem como funcéo impedir a infeccéo e € essencial para a

cicatrizacao (Susman e Bates-Jensen, 2007).

A fase inflamatéria prepara a ferida para a cicatrizagdo e remove restos
celulares e tecidos desvitalizados. Ela dura de 24 a 48 horas e é completada em 2
semanas (Gogia, 2003). ApOs o trauma, ocorre uma vasoconstricdo transitéria, para
parar a perda sanguinea da area afetada. A norepinefrina é secretada pelos vasos
sanguineos e serotonina pelos mastécitos e plaquetas (Gogia, 2003; Balbino et al,
2005). A parede endotelial dos vasos torna-se aderente e os leucocitos comecam a
aderir a parede do vaso (marginagdo neutrofilica). Apds a vasoconstricdo, ocorre uma
vasodilatacdo e aumento de permeabilidade vascular devido a liberacdo de histamina
pelos mastécitos e prostaglandinas pela membrana celular danificada. A
permeabilidade aumentada leva a extravasamento plasmatico para a area lesada.
Tampdes de fibrina bloqueiam o fluxo linfatico, fecham a ferida, localizam a reacédo
inflamatdria e evitam a disseminacdo de infeccdo. Leucdcitos, eritrocitos e plaguetas
aderem as paredes endoteliais dilatadas dos vasos sanguineos. Alteragbes quimicas
induzem e atraem essas células a passar pelos capilares dilatados e adentrar o local
da ferida (Gogia, 2003). Os leucécitos polimorfonucleares sdo os primeiros a chegar e
iniciar a fagocitose do tecido desvitalizado e substancias estranhas (Gogia, 2003;
Mandelbaum et al., 2003). Eles fagocitam micro-organismos e liberam enzimas e
radicais livres (Irion, 2005). Limpam a area da ferida de bactérias e corpos estranhos e
depois sdo fagocitadas por macrofagos (Singer e Clark, 1999). A medida que os
leucécitos morrem, eles tornam-se parte do exsudato ou pus. Em seguida, o0s

mondcitos, leucOcitos mononucleares, migram para o local da lesdo e viram
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macrofagos (Gogia, 2003). Estes fagocitam bactérias, neutréfilos esgotados, e material
desvitalizado de células (Irion, 2005). A medida que os macréfagos ingerem o material,
eles excretam peréxido de hidrogénio (controle do crescimento de anaerodbios), acido
ascorbico e &cido latico. O acumulo dessa secrecdo na ferida pode prejudicar a
cicatrizacdo, por isso recomenda-se a limpeza do local. Ao final, a fibrinolisina é
produzida para auxiliar na dissolu¢ao dos coagulos. Os canais linfaticos se abrem para

reduzir o edema (Gogia, 2003).

Ha evidéncias de que uma subpopulacdo de células T reside na pele. Apos o
reconhecimento antigénico, as células apresentadoras de antigeno (APC, células de
Langerhans) apresentam estes antigenos aos linfocitos residentes cutaneos,

aumentando a velocidade da resposta imunoldgica (Conceigéo e Santos, 2011).

A fase fibroblastica ou proliferativa reconstréi as estruturas danificadas e
proporciona forca tensil a ferida (Gogia, 2003). Nesta fase ocorre tanto a reepitelizacéo
como a formacgdo de tecido de granulagdo (Irion, 2005). O tecido de granulacdo é
composto de novos capilares e proteinas de tecido conjuntivo (matriz extracelular),
fibroblastos e células inflamatorias. Nesta fase, também a integridade vascular é
restaurada (Doughty e Sparks-Defriese, 2007). As células epiteliais migram da periferia
para dentro da ferida, proliferando-se e situando-se abaixo do coagulo e,
posteriormente, abaixo da crosta. Inicialmente hd uma camada epitelial fina ao redor da
periferia da lesdo. A epitelizacdo gradual cobre a superficie da ferida para fechar o
defeito epitelial. Enquanto a reepitelizacdo esta ocorrendo, o processo de contracdo é
iniciado. Os fibroblastos diferenciam-se em miofibroblastos. Estas células se aderem as
margens da pele e puxam toda a epiderme para dentro e sdo responsaveis pela
contracdo da ferida. Substancias presentes na ferida (acido latico, acido ascoérbico e
outros cofatores) sao indispensaveis para a estimulacdo de fibroblastos para a sintese
de colageno. O colageno proporciona resisténcia e rigidez a ferida. Os fibroblastos
sintetizam uma substancia chamada pro-colageno para o espaco extracelular, onde
sofrem clivagem e passam a se chamar tropocoldgeno. Estes formam espirais com
outros tropocolagenos para formar fibrilas de colageno. As fibrilas de colageno séo

compostas de feixes de filamento de coldgeno os quais, posteriormente, combinam-se
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para formar fibras de colageno. Os fibroblastos também sintetizam glicosaminoglicanos
(GAG) que ocupam o0s espacos entre as fibras de tecido conjuntivo e proporcionam
lubrificacdo e densidade (Gogia, 2003). A angiogénese é estimulada pelo fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e é caracterizada pela migracdo de células endoteliais e
formacéo de capilares, essencial para a cicatrizacdo adequada (Mandelbaum et al.,
2003). As células endoteliais formam brotos na extremidade de capilares intactos e
crescem para dentro da area lesada para juntar-se a outros brotos, a fim de formarem
uma rede capilar. Juntamente com o coladgeno, esta rede capilar forma o tecido de

granulacéo (Gogia, 2003).

A fase de remodelamento ou maturacdo é a deposicédo de colageno de maneira
organizada (Campos et al., 2007). Ela modifica a cicatriz imatura para uma madura, a
fim de ajustar-se ao tamanho da ferida e também da forma final a les&o. Inicia-se apés
2 a 4 semanas, dependendo do local e tamanho da lesdo (Gogia, 2003). Durante esta
fase ocorre a producédo de um novo colageno enquanto o antigo é degradado (Doughty
e Sparks-Defriese, 2007). A degradacdo do coldgeno é mediada por colagenases
especificas e se inicia precocemente ja durante o processo inflamatorio (Campos et al.,
2007). H& uma diminuicdo da vascularizacdo, dos fibroblastos, o aumento da forca
ténsil e reorientacdo das fibras do colageno (Meneghin e Vattimo, 2005). O
remodelamento do colageno permite que o tecido cicatricial depositado aleatoriamente
seja arranjado tanto em orientacéo linear como lateral. A teoria da inducdo diz que a
cicatriz tenta imitar as caracteristicas do tecido que esta cicatrizando. A teoria da
tensdo diz que as tensfes sofridas durante a cicatrizagdo afetam a area da leséo
durante a fase de remodelamento (Gogia, 2003). O volume da cicatriz diminui e a
coloracdo passa de vermelho para o branco palido, caracteristico do tecido cicatricial
(Meneghin e Vattimo, 2005).

2.3 ESTAFILOCOCOS DA PELE

H& cerca de 10° - 10* micro-organismos/cm? de pele (Muller et al., 2001). A

maioria localiza-se superficialmente no estrato cérneo porém, algumas se encontram



nos foliculos pilosos e atuam como reservatorio para substituir a microbiota superficial
(Levinson, 2010).

As bactérias gram-positivas, particularmente 0s cocos, Sao 0S micro-organismos
isolados com maior frequéncia de amostras clinicas (Koneman e Winn, 2008).

O Staphylococcus foi descrito pela primeira vez em 1880, em pus de abscessos
cirdrgicos, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston e atualmente € um dos micro-
organismos mais comuns nas infec¢cdes piogénicas em todo o mundo (Santos et al.,
2007).

De acordo com Quinn et al. (2005) e Levinson (2010) os estafilococos s&o cocos
gram-positivos esféricos, com aproximadamente 1 p de didmetro, organizados em
agrupamentos irregulares em forma de arranjos semelhantes a cachos de uvas, forma
predominante ou encontrados na forma de células isoladas, em pares, tétrades e
cadeias curtas.

As espécies do género Staphylococcus estdo amplamente distribuidas no
mundo todo como comensais na pele de animais e na de humanos. Existem no minimo
30 espécies de Staphylococcus, sendo eles comensais da pele e de membranas
mucosas. Algumas dessas espécies podem desempenhar o papel de patégenos
oportunistas causando assim infec¢des (Quinn et al., 2005). Segundo Koneman e Winn
(2008), o Staphylococcus pseudintermedius € encontrado como parte da microbiota
dos animais e, em determinadas situagbes com condi¢cdes apropriadas, pode causar
infeccdes em diversos sistemas, incluindo o cutaneo.

A maioria dos estafilococos é anaerébio facultativo e catalase-positivo. Sao
imoveis, oxidase-negativa e nao formam esporos. Os estafilococos coagulase-
positivos sdo os Staphylococcus aureus e o Staphylococcus pseudintermedius.
Estafilococos coagulase-negativos sdo pouco virulentos, porém, ainda assim, é
possivel encontrar alguns micro-organismos desta mesma classificacdo que
ocasionalmente geram doencas nos animais € no homem (Quinn et al., 2005).

O Staphylococcus aureus € considerado o patdgeno mais importante entre 0s
estafilococos. Mesmo que este micro-organismo frequentemente constitua parte da
microbiota normal, ele pode gerar infec¢cdes oportunistas quando encontra fatores

predisponentes. Com frequéncia o Staphylococcus aureus € isolado de infeccbes poés-
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cirdrgicas de feridas, que podem atuar como foco para desenvolvimento de infecgfes
sistémicas (Koneman e Winn, 2008).

Muitas infecgcOes sao oportunistas e associadas a trauma, imunossupressao,
infecgBes parasitarias ou fungicas intercorrentes, condi¢cdes alérgicas ou disturbios
enddcrinos e metabdlicos (Quinn et al., 2005).

A implantacdo da terapia antimicrobiana em 1932 por Gerard Domagk
(sulfanilamida) aparentemente ditava o fim das doencas infecciosas. Logo surgiram
outros farmacos como a penicilia G (1943) e meticilina (1960), sendo que logo os
Staphylococcus passaram a exibir resisténcia (Santos et al., 2007).

MRSA ou Staphylococcus aureus resistente a meticilina sdo bactérias que
expressam o gene MecA que pode ser expresso por algumas ou por todas as células
de uma determinada populagcdo, de modo que a resisténcia é denominada
heterorresisténcia. O determinante mecA de Staphylococcus aureus heterorresistentes
também € encontrado nos estafilococos coagulase-negativos resistentes a meticilina
(Koneman e Winn 2008).

2.4 TRATAMENTO DE FERIDAS

Ha evidéncias de que na pré-histéria eram utilizadas plantas ou seus extratos
para o tratamento de feridas. O historico do tratamento de feridas revela uma enorme
preocupacdo dos povos da antiguidade com as complicacfes infecciosas. No final do
século XIX, com o desenvolvimento da “teoria dos germes” por Pasteur, surge o
conceito de que as feridas deveriam ser mantidas secas e tratadas com antibiéticos. No
final da década de 1950 comecaram a surgir 0s primeiros estudos sobre cicatrizacao
de feridas em ambiente Umido. No Brasil, somente na década de 1990, curativos

Uumidos comecaram a ser usados (Dantas, 2005).

O mecanismo que provocou a leséo, o tempo da ferida, a limpeza e a extenséo
da lesdo sao fatores criticos para o plano de tratamento das feridas agudas (Irion,
2005). As infeccdes de pele podem ser tratadas de forma tépica, sistémica, cirdrgica ou

por uma combinacéo destas (Muller et al., 2001).
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As drogas de aplicacdo topica tém numerosos usos indispensaveis para 0s
animais produtores de alimentos e de companhia (Huber, 1992).

Diversos produtos podem ser utilizados topicamente em uma ferida. Os mais
utilizados séo sabfes e antissépticos, antimicrobianos, agentes anti-inflamatorios,
anestésicos e analgésicos, enzimas debridantes, colas teciduais e agentes

cicatrizantes (Bolton et al., 2003).

Um antisséptico é um agente quimico que reduz a populacdo microbiana na pele
e em outros tecidos vivos (Heit e Riviere, 2003). Ele é sugerido em situacdes que
requerem a maxima reducdo da contaminacao bacteriana (Huber, 1992). Entretanto, é
importante enfatizar que eles ndo auxiliam na cicatrizacdo e, ao contrario,
frequentemente podem prejudicar (Paulino, 2006). Desde a década de 1960, estudos

demonstram a toxicidade dos antissépticos as células epiteliais (Ribeiro, 2005).

Dentre 0s agentes antissépticos e desinfetantes estdo: os alcoois (etilico e
isopropilico); halégenos e compostos halogenados (cloro, iodo e derivados); aldeidos
(formaldeido e glutaraldeido); compostos fenodlicos (hexaclorofenol, triclosan, cresol,
acido picrico); surfactantes (catibnicos e anibnicos); biguanidas (clorexidina e
hexamedina); metais pesados (mercurio, prata e zinco); agentes alcalinos e acidos;
agentes oxidantes (peréxido de hidrogénio, peroxido de benzoila, permanganato de
potassio); nitrofuranos (nitrofurazona e nitrofurantoina) (Huber, 1992; Brito, 2002;
Paulino, 2006). A selecdo do produto depende das preferéncias do proprietario e do

clinico e da condic&o da pele do animal (Muller et al., 2001).

Para a maioria das feridas, o cuidado comeca com a limpeza para remover
tecido necrotico, tecidos desvitalizados ou bactérias e minimizar as chances de
infeccdo (Bolton et al., 2003). A limpeza da ferida com o uso de fluidos/solu¢des
envolve a selecdo de uma solucdo biocompativel e de um artificio mecanico para
transferir a solugdo para o interior da ferida. Pode-se utilizar: solu¢des salinas, agua,
solucdo de papaina, solucdes com surfactantes e antissépticos e, para a limpeza,
gazes, esponjas ou escovas. A forca e o tipo de solugcédo dependerdo da condicdo da
ferida (Yamada, 2005).
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O debridamento, quando necessario, visa a deixar a ferida em condigcédo

adequada para cicatrizar e reduzir o contetdo bacteriano (Yamada, 2005).

Os curativos tém como principais finalidades: protecdo fisica da ferida,
prevencdo de contaminacao, promocdo de debridamento, preenchimento do espaco
morto, controle da secre¢do e retencdo da umidade (Irion, 2005). Além disso, devem
ser faceis de remover, confortaveis, faceis de aplicar e ndo exigir trocas frequentes
(Mandelbaum et al., 2003).

A escolha do tratamento € um grande desafio para o clinico e as decisbes
precisam ser modificadas ao longo da terapia, baseadas na condi¢céo do paciente. Mais
de 2000 materiais de curativo estdo disponiveis comercialmente (Cuzzel e Krasner,
2003).

Curativos nao-oclusivos sao adequados para feridas agudas, feridas infectadas
e feridas que necessitem de debridamento ou inspecédo frequente (Irion, 2005). A
manutencdo do meio umido, ao contrario do que se pensava antigamente, favorece e

aumenta a velocidade da cicatrizacao (Bajay et al., 2005).

O tipo béasico de curativo envolve compressas de gaze nao-aderente,
compressas de gaze e rolos de atadura (Irion, 2005). Segundo Mandelbaum et al.
(2003) e Bajay et al. (2005) estes sdo os principais recursos disponiveis no Brasil para
auxiliar na cicatrizacdo: acidos graxos essenciais, alginato de calcio, antissépticos e
degermantes, bandagens para compressdo, carvao ativado e prata, filmes
semipermeaveis, colageno biolégico, fator de crescimento celular, hidropolimeros,
hidrogel, hidrocolbides, enzimas proteoliticas, sulfadiazina de prata, acetato de
celulose, protetores cutaneos, membrana permedveis ao vapor e curativos com gaze. A
utilizacdo de insulina, antioxidantes topicos e substitutos da pele também s&o utilizados
(Sarabahi, 2012).

Alguns agentes fisicos tém sido utilizados no auxilio da cicatrizacdo de feridas
(Irion, 2005): estimulag&o elétrica, luz ultravioleta C, oxigénio hiperbarico, radiacédo

infravermelha, ultrassom terapéutico, laser, sanguessugas e larvas.
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A estimulacao elétrica consiste na aplicacdo de eletrodos proximos as feridas
para a passagem de uma corrente pulsatil de alta voltagem (Irion, 2005). Ela influencia
a proliferacdo e a migracdo celular, diminui o edema, melhora o fluxo sanguineo, inibe

0 crescimento bacteriano e aumenta a fagocitose (Brown, 2003).

A luz ultravioleta C a partir de lampadas de quartzo frias tem efeito fungicida e
bactericida. A terapia com pressao negativa remove secrecdes excessivas da ferida,

através da geragdo de um sistema de vacuo (Gogia, 2003).

A utilizacdo do oxigénio hiperbérico consiste em aumentar a disponibilidade de
oxigénio para a cicatrizagdo da ferida (Irion, 2005). A hipoxia tecidual causa edema,

isquemia e infeccéo (Gogia, 2003).

A radiacédo infravermelha desidrata as feridas como um meio de evitar infecgdes,

além de promover um aquecimento (Irion, 2005).

O ultrassom terapéutico promove um aquecimento (Dyson, 2003) e auxilia na
cicatrizacdo de lesbes de tecidos moles, como estiramentos, entorses e tendinites
(Irion, 2005).

O tratamento com laser diminui o0 edema, a inflamacao e aumenta a epitelizacéo.

Porém, sua utilizagcdo ainda requer mais estudos (Gogia, 2003).

O uso de sanguessugas diminui o risco de trombose de dedos, orelhas e
retalhos de pele reimplantados e é direcionado para a resolugcédo da congestao venosa.
A larvaterapia promove um desbridamento altamente seletivo de tecido necratico (Irion,
2005).

Além destes métodos mais tradicionais, alguns fitoterapicos sado utilizados no
auxilio da cicatrizacdo: babosa, alfazema, arnica, assa-peixe, caléndula, camomila,

confrei, erva de sdo-jodo, hamamelis, hissopo, salvia, aroeira, entre outros.

Os beneficios da fitoterapia sdo reconhecidos pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS). Periodicamente, o orgao divulga recomendacdes para incentivar 0s

paises a formularem politicas e regulamentacdes nacionais referentes a utilizacdo de
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medicamentos tradicionais de eficacia comprovada. Desde 2006, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, foi aprovada. Ela constitui parte essencial das
politicas publicas de saude, meio ambiente, desenvolvimento econémico e social como
um dos elementos fundamentais (Ministério da Saude, 2009). No Brasil, o Ministério da
Saude dobrou este ano (2013) o orcamento destinado para projetos de estruturacéo de
Arranjos Produtivos Locais (APLS) sobre plantas medicinais e fitoterapicos (Ministério
da Saude, 2013).

2.5 OZONIOTERAPIA

Atualmente a ozonioterapia é reconhecida pelo Sistema de Saude da Alemanha,
da Suica, Austria, Itdlia, Cuba, Ucrania, Russia, Grécia, Israel, Egito e da Austrélia,
além de ser praticada em 13 estados dos Estados Unidos. Cuba conta com 39 centros
clinicos de ozonioterapia e, na RuUssia, € utilizada em todos os hospitais
governamentais. Atualmente, aproximadamente 10.000 médicos utilizam este método
na Europa. No Brasil iniciou-se em 1975 com o médico Heinz Konrad e em 2006 foi

fundada a Associac¢éao Brasileira de Ozonioterapia (ABOZ, 2013).

O o0zbnio é um composto quimico que consiste de 3 atomos de oxigénio, uma
forma mais energética do oxigénio atmosférico normal (Bocci, 2006). A temperatura
ambiente, ndo tem cor e possui um odor bastante caracteristico. Seu home vem do
grego que significa “cheiro” e foi descoberto pelo quimico aleméo Christian Friedrich
Schonbein em 1840. O precursor do uso do ozonio foi Werner von Siemens, que em
1857 construiu o primeiro tubo de inducéo para a destruicdo de micro-organismos. E
um dos gases mais importantes na estratosfera do planeta. Em condi¢cdes normais de
temperatura e pressdo a espessura da camada de o0zbnio atinge somente alguns
milimetros. Possui uma grande capacidade de absorcdo de raios UV, funcionando,
assim, como um filtro protetor. Seu cheiro pode ser detectado apds o aparecimento de
raios em dias de chuva. O aumento da polui¢cdo faz com que outras substancias reajam
com o oxigénio, impedindo, assim, a formacao da molécula de ozdnio. Por este motivo

a concentracdo de ozénio é utilizada como um indicador de poluigdo (Hansler, 2007).
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O ozobnio é um poderoso germicida empregado em engenharia sanitaria para
a desinfec¢do da agua de piscinas, na remocao de sabores e odores indesejaveis, em
tratamentos estéticos, tratamento de enfermidades dermatoldgicas em seres humanos
e em animais (Aboz, 2013). E uma terapia versatil utilizada em infeccdes agudas ou
cronicas causadas por bactérias, virus e fungos; doencas isquémicas; enfermidades
ortopédicas; na odontologia; doencas dermatolégicas, pulmonares, renais e

hematolégicas (Bocci, 2004).

A atividade fungicida, bactericida e virostatica fazem do o0zdnio um excelente
agente de limpeza e desinfeccdo de feridas, acelerando o processo de cicatrizagdo. O
ozbnio libera moléculas ativas de oxigénio ao entrar em contato com a pele,
estimulando o metabolismo celular, e ativa os antioxidantes do préprio organismo
(Hansler, 2007).

O ozdnio € um poderoso oxidante, parecendo um contrassenso propor 0 seu uso
terapéutico (Bocci, 1999). Surpreendentemente, um estresse oxidativo calculado
(terapia com 0z6nio), pode corrigir um desequilibrio causado por uma injdria oxidativa
cronica e excessiva (infecgdes, desordens vasculares, depressédo imunologica, doenca
degenerativa, patologias ortopédicas) (Bocci, 1999). A recomendacédo de Bocci (1999)
€ de que a terapia comece com doses baixas para que 0 organismo de adapte ao
estresse oxidativo gradualmente. Porém esta dose ndo pode ser muito baixa, pois o

o0zo6nio pode ser neutralizado pelos antioxidantes plasmaticos (Sagai e Bocci, 2011).

Embora a atividade desinfetante do 0zo6nio fosse conhecida desde os primeiros
testes com sua descoberta, o conhecimento sobre as diversas propriedades

farmacoldgicas séo recentes e ainda ha muito a ser descoberto (Hansler, 2007).

Na aplicacdo local do o0zonio, usa-se principalmente sua propriedade
antimicrobiana e de cicatrizacdo. O seu efeito sistémico € notavel na sua habilidade de
ativar o metabolismo celular (auto-hemoterapia). No organismo e no 6leo a reacédo do
oz6nio ocorre na dupla ligacdo dos acidos graxos insaturados (do 6leo ou da
membrana celular), resultando na formacdo de varios peroxidos. Esse peroxidos

formados conseguem entrar na célula e influenciar o metabolismo (células vermelhas e
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células brancas). Eles ativam o sistema de protecdo oxidativa (dose dependente). Além
disso, assumem uma funcdo de moléculas mensageiras secundarias, regulando os
antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, glicose-6-fosfato desidrogenase,
glutation peroxidases, glutation redutase). Desta forma, o organismo adquire uma maior

tolerancia ao estresse oxidativo (Hansler, 2007).

O ozonio de uso médico pode ter diferentes propriedades, dependendo da
concentracdo da mistura de ozodnio e oxigénio (Caquetti 2013). E um gas
extremamente reativo, reagindo preferencialmente com acidos graxos insaturados
(Bocci, 2006). Diversas formulacdes trazem 0Oleos vegetais como solucdes liquidas que
estabilizam o 0z6nio. Em reacdo com 6leos, o 0zénio quebra a dupla ligacdo entre os
atomos de carbono das moléculas lipidicas, resultando em novas moléculas estaveis.
Enquanto o tempo de meia-vida do gas é efémero, na forma de Oleo permite o
armazenamento por meses, além de dispensar a utilizacdo do gerador (Guinesi et al.,

2011).

E interessante que o 0z6nio, um gas instavel, pode ser estabilizado como um
ozonido entre a dupla ligagdo dos acidos graxos insaturados. Ao entrar em contato com
as substancias do local onde é aplicado, promove uma esterilizacdo e oxigenacao,
responsaveis por acelerar a cicatrizagéo (Bocci, 2006).

Ainda € uma questdo aberta a maneira como o0s 6leos ozonizados agem
(Travagli et al., 2010). Sabe-se que a reagdo entre 0s 6leos e 0 0z6nio produz varios
componentes oxigenados como: hidroperéxidos, ozonidos, aldeidos, peréxidos,
diperoxidos e poliperoxidos (Almeida et al., 2012), e que ha um decréscimo gradual de

acidos graxos insaturados com o aumento gradual da ozonizagéo (Diaz et al., 2006).

Os olhos e pulmbes sdo muito sensiveis ao 0zénio, pois eles tém capacidades
antioxidantes e neutralizantes minimas, sendo que, desta forma, o 0z6nio ndo deve
entrar em contato com estes 6rgdos. Ndo deve ser administrado pela via intravenosa
diretamente na forma de gas (risco de embolismo), mas pode ser feito pelas seguintes
vias parenterais: Intra-arterial (sangue do proprio paciente previamente ozonizado),

intramuscular, subcutaneo, intraperitoneal, intrapleural, intravenosa (sangue do préprio
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paciente previamente ozonizado), periarticular, intradiscal, intra-lesional, topica, nasal,
auricular, oral, vaginal, uretral, retal, dental (Bocci, 2006).

Na medicina veterinaria a maioria dos estudos esté voltada para o seu poder
bactericida. Pereira et al. (2003) dizem que os efeitos contra micro-organismos da
mastite em vacas sao satisfatérios quando o 0zonio é insuflado diretamente nos ductos
galactoforos. A acdo € mais rapida e intensa e, além disso, o leite da vaca afetada pela
mastite pode ser utilizado imediatamente, o que ndo é possivel com vacas tratadas

com antibioéticos.

Pereira et al. (2005) evidenciaram em seu estudo que o gas ozonio foi o Unico
gue impediu o crescimento bacteriano em laminocultivos com: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococcus aureus, quando comparado aos gases

diéxido de carbono e hélio.

Sanches (2008) obteve sucesso ao utilizar o 6leo de girassol ozonizado em uma

lesdo de pele de Cavia porcellus (Porquinho-da-india).

N&o houve diferenca da atividade antimicrobiana in vitro entre os oleos de

girassol e 6leo de oliva ozonizados num estudo realizado por Diaz et al. (2006).

Sechi et al. (2001) avaliaram o efeito antimicrobiano do 6leo de girassol
ozonizado contra diversas espécies de bactérias. O estudo mostrou que o Oleo
ozonizado se mostrou eficaz contra todas as bactérias testadas e que a Mycobacterium
foi a mais susceptivel. Diversas bactérias testadas eram resistentes a diversos

antibioticos.

De acordo com um experimento de Rodriguez et al. (2007), 40 coelhos foram
tratados em 6leo ozonizado (Oleozon®), e 40 foram tratados com solucéo de Lugol. O

tempo de cicatrizagcdo nos animais tratados com ozonio foi menor.

Diaz et al. (2006) realizaram um estudo com coelhos e porquinhos-da-india para
avaliar a irritabilidade dérmica e oftalmica do 6leo de girassol ozonizado. No mesmo
estudo verificou-se que o mesmo nao irrita a pele e a estrutura ocular, cumprindo um

dos requisitos necessarios para ser aceito como medicamento.
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Kim et al. (2009) avaliaram o efeito topico do 6leo de oliva ozonizado em
porquinhos-da-india. No estudo, constatou-se que o Os acelera o reparo de feridas
agudas, promovendo uma sintese de colageno e fibroblasto e promovendo a expressao
de alguns fatores de crescimento, dados, estes, verificados pelo uso das técnicas de

histologia e imunohistoquimica.

Até hoje, nenhuma resisténcia bacteriana ao ozénio foi relatada (Sechi et al.,
2001). Com o aumento dos custos médicos e resisténcia antimicrobiana, a
ozonioterapia merece atencdo porque ndo produz resisténcia e € extremamente barata
(Bocci, 1999).

Estudos bioldgicos e clinicos sobre o efeito do O3 sobre a pele mostram que ele
pode ser tanto toxico, como seguro, dependendo da sua dosagem, tempo de exposi¢ao
e capacidade antioxidante do tecido exposto a ele. A utilizacdo do O3 juntamente com
um Oleo, mantém o 0z6nio estavel por 2 anos a 4C e, quando aplicado a infec¢des
cutdneas agudas e cronicas, tem um efeito desinfetante e estimula atividades que

levam a uma rapida cicatrizacdo (Valacchi et al., 2005).

Rodriguez et al. (2007) verificaram que a Ulcera gastrica induzida por etanol, em
ratos, foi reduzida em animais previamente tratados com o 6leo de girassol ozonizado e

isto ocorreu, parcialmente devido a estimulacdo de algumas enzimas antioxidantes.

Rodrigues et al. (2004) verificaram o poder cicatrizante do 6leo de girassol
ozonizado in vivo e in vitro. No estudo in vitro contra S. aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, S. typhimurium e Escherichia coli, o 6leo ozonizado teve
o efeito mais significante contra as cepas. No estudo in vivo, realizado em ratos com
lesbes de pele induzidas e inoculadas com S. aureus, o 6leo ozonizado demonstrou

uma maior rapidez no processo de cicatrizacao.

Em equinos, a terapia endovenosa com Oj provocou discreta diminuicdo da
glicose e aumentou os valores de fibrinogénio num estudo realizado com 12 equinos
(Haddad et al., 2009).
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Até agoraa medicina oficialainda n&8o reconheceu 0  uso topico
de O3 e derivados na terapia porque nao sao rentaveis e estudos clinicos ndo tém sido
publicados em revistas cientificas: a terapia permaneceu em maos de “praticos” e o0s
resultados permanecem anedoticos (Travagli et al., 2010). Bocci (2006) listou alguns
problemas que levam a técnica da ozonioterapia a ndo ser reconhecida. Entre eles
estdo: poucos trabalhos cientificos sdlidos, empirismo excessivo, falta de geradores de
0z06nio precisos, muitos charlatdes, toxicidade, desinteresse das autoridades publicas,

falta de suporte financeiro, grande numero de cientistas céticos e uniformes.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA TERAPIA COM OLEO DE GIRASSOL OZONIZAD O NO REPARO
DE PELE EM RATOS
RESUMO

Introducdo: A dermatologia € uma das especialidades de maior crescimento na
medicina veterinaria, pois as doencas da pele constituem a maior parte dos
atendimentos clinicos em hospitais veterinarios. Apesar dos grandes avancos
verificados nas Ultimas décadas na compreensao dos diversos fatores e fendmenos
envolvidos com o processo de reparacéao tissular e da evolugdo da pesquisa produzir
Nnovos recursos e tecnologia, muito ha de ser descoberto. Até agora a medicina oficial
ainda ndo reconheceu o uso tépico do ozénio (O3) e seus derivados na terapia, pois
poucos estudos clinicos sdo publicados em revistas cientificas. Objetivo : Avaliar o
poder cicatrizante do 6leo de girassol ozonizado em lesdo aguda de pele em ratos.
Método : Foram utilizados 100 ratos Wistar fémeas, provenientes do biotério da
PUCPR (CEUA/PUCPR n° 650). Foi retirado um fragment o de pele (2x1cm) do dorso
dos animais. Os animais foram divididos em 5 grupos para tratamento da lesao
cirdrgica: grupo controle 1 — NaCl 0,9%; grupo controle 2 — NaCl 0,9% + o6leo de
girassol; grupo O3 (90) — NaCl 0,9% + 6leo de girassol ozonizado (90 g/L — pH 5); grupo
O3 (60) - NaCl 0,9% + dleo de girassol ozonizado (60 g/L - pH 6); grupo gentamicina-
NaCl 0,9% + pomada de gentamicina (5mg/g). As lesGes foram avaliadas diariamente
com relacdo a dor e a cicatrizacdo. Foram coletadas amostras para cultura e
antibiograma no primeiro, quarto e sétimo dia de tratamento. A cada sete dias, cinco
animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia para analise histolégica da pele.
Resultados : A avaliacdo macroscépica da lesdo mostrou uma melhor evolucdo do
processo cicatricial nos animais dos grupos Oz (90 e 60g/L) (p<0,05) em relacdo aos
demais grupos. O grupo gentamicina apresentou os piores resultados relacionados a
cicatrizacado (p<0,05). 57,3% das amostras foram positivas para Staphylococcus
aureus, 34,6% para Staphylococcus pseudintermedius e 8% para Staphylococcus sp.
(coagulase negativa). Na avaliacdo histologica, verificou-se uma melhor colagenizagéo
nos animais do grupo Oz (60) na primeira semana de tratamento (p<0,05) e um maior
grau de células mononucleares (p<0,05) no grupo Oz (90). Piores resultados de
colagenizacao e reepitelizagdo aos 28 dias foram verificados no grupo controle 1 em
relacdo aos demais grupos (p<0,05). Discussdo: Os animais tratados com Oleo de
girassol ozonizado 60 e 90 g/L obtiveram uma boa e rapida cicatrizacdo, porém ocorreu
uma intensa reacdo inflamatoria nos primeiros dias de tratamento no grupo O3z (90),
provavelmente devido ao pH mais &cido deste grupo. Os animais tratados com a
pomada de gentamicina apresentaram um retardo na cicatrizacdo quando comparado
com os outros grupos. Conclusdo: O grupo Oz (60) apresentou os melhores resultados
relacionados a cicatrizacao de pele em ratos.

Palavras Chave: Dermatologia veterinaria; microbiota da pele; ozonioterapia
veterinaria.
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EVALUATION OF THE THERAPY WITH SUNFLOWER OZONISED O IL ON SKIN
HEALING IN RATS
ABSTRACT

Introduction: _ Dermatology is one of the fastest growing specialties in veterinary
medicine because skin diseases constitute the majority of victims in veterinary
hospitals. Despite major advances seen in recent decades in understanding the various
factors and phenomena involved in the process of tissue repair, and development of
research to produce new features and technology, there is much to be had discovered.
So far, the official medicine has not yet recognized the topical use of ozone (O3) and its
derivatives in therapy, because few studies are have published in journals. Objective:

To evaluate the healing power of the ozonized sunflower oil in acute injury in rat skin.
Methods: 100 female Wistar rats from the vivarium of PUCPR (CEUA/PUCPR n%50)
were used. A piece of skin (2x1cm) was removed from the back of the animals. The
animals were divided equal into 5 groups (n=20), for the treatment of surgical injury:
control group 1 - 0.9% NaCl; control group 2 - NaCl + 0.9 % sunflower oil ; O3 group (
90 ) - 0.9% NaCl + oil ozonized sunflower (90 g/ L - pH 5), group O3 ( 60 ) - 0.9%
NaCl + ozonized sunflower oil ( 60 g / L - pH 6 ), group gentamicin - NaCl + 0.9 %
ointment gentamicin (5 mg / g).The lesions were daily evaluated in relation to pain and
healing. Samples were collected for culture and sensitivity in the first, fourth and
seventh days of treatment. Every seven days, five animals from each group were
sacrificed for histological analysis of the skin. Results: The macroscopic lesion showed
a better evolution of healing in animals in groups O3 (90 and 60 g/L) (p < 0.05)
compared to the other groups. The gentamicin group showed the worst results related
to healing (p <0.05). 57.3 % of the samples were positive for Staphylococcus aureus,
34.6% to Staphylococcus pseudintermedius and 8% for Staphylococcus sp. (coagulase
negative). Histological evaluation showed a higher degree of collagen in the first week
of treatment on O3 (60) group (p <0.05) and a higher degree of mononuclear cells (p<
.05) in-group O3 (90). Worst results of collagen and epithelium formation at 28 days
were observed in the control group 1 compared to the other groups (p< .05).
Discussion:  Animals treated with ozonized sunflower oil obtained good and rapid
healing, but there was an intense inflammatory reaction in the early days of treatment
group O3 (90), probably due to the acidic pH of the ozonated oil. The animals treated
with gentamicin ointment had delayed healing, despite the infection was absent.
Conclusion: _The group O3 (60) showed the best results related to wound healing in rat
skin.

Keywords: Veterinary dermatology; Skin microbiota; Veterinary ozonetherapy.
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3.1 INTRODUCAO

A pele é o maior e mais exploravel érgdo do corpo, sendo fundamental para a
manutencdo da vida (Conceicdo e Santos, 2011). Lesdes de pele sdo facilmente
observadas pelos proprietarios. Dessa maneira, a pele tem uma importancia econémica
significativa na pratica veterinaria pelo grande nimero de casos apresentados para
avaliacao clinica (Hargis, 1998).

A cicatrizacdo € um processo organico de restauracdo da lesdo induzida por
agressdo local (Araujo et al, 1998). Apos uma lesdo, ocorre uma sequéncia
determinada de eventos que levam a corre¢cado do defeito e a restauracdo da superficie
da pele (Irion, 2005). E um complexo processo sistémico que exige do organismo a
ativacdo, produgdo e inibicdo de grande numero de componentes moleculares e
celulares que, em sequéncia ordenada e continua, favorecem todo o processo de

restauracao tissular (Meneghin e Vattimo, 2005).

O processo de cicatrizacao de feridas passa por trés fases antes que seu reparo
completo ocorra (Singer e Clark, 1999; Gogia, 2003; Campos et al., 2007; Mendonca e
Coutinho-Neto, 2009).

A fase inflamatoria, caracterizada por aumento de temperatura tecidual, edema,
dor, rubor e perda de funcéo, tem como fungéo impedir a infec¢@o e é essencial para a
cicatrizacdo (Susman e Bates-Jensen, 2007). A fase fibroblastica ou proliferativa
reconstroi as estruturas danificadas e proporciona forca ténsil a ferida (Gogia, 2003).
Nesta fase ocorre tanto a reepitelizagdo, como a formacao de tecido de granulacdo
(Irion, 2005). A fase de remodelamento ou maturacdo é a deposicdo de colageno de
maneira organizada (Campos et al., 2007). Ela modifica a cicatriz imatura para uma
madura, a fim de ajustar-se ao tamanho da ferida e também d& forma final a leséo
(Gogia, 2003).

A ozonioterapia é uma terapia versatil utilizada em infec¢cdes agudas ou cronicas
causadas por bactérias, virus e fungos; doencas isquémicas; enfermidades
ortopédicas; na odontologia; doencas dermatolégicas, pulmonares, renais e

hematolégicas (Bocci, 2004).
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A atividade fungicida, bactericida e virostatica faz do ozénio um excelente
agente de limpeza e desinfec¢ao de feridas, acelerando o processo de cicatrizacdo. O
ozbnio libera moléculas ativas de oxigénio ao entrar em contato com a pele
estimulando o metabolismo celular e, ativa os antioxidantes do préprio organismo
(Hansler, 2007).

Contudo, 0 0zbnio é um poderoso oxidante, parecendo um contrassenso propor
0 seu uso terapéutico (Bocci, 1999). Surpreendentemente, um estresse oxidativo
calculado (terapia com 0z6nio) pode corrigir um desequilibrio causado por uma injaria
oxidativa cronica e excessiva (infeccbes, desordens vasculares, depressao

imunoldgica, doenca degenerativa, patologias ortoédicas) (Bocci, 1999).

O o0zbnio é um composto quimico que consiste de 3 atomos de oxigénio, uma
forma mais energética do oxigénio atmosférico normal (Bocci, 2006). A ozonioterapia €
uma técnica que utiliza o 0zénio como agente terapéutico em um grande numero de
doencas. E uma terapia natural, com poucas contraindicacdes e efeitos secundarios
minimos, se realizada corretamente. A descoberta e o0 uso médico do ozénio datam de
1840 (Christian Friedrich Schonbein). O precursor do uso do ozoénio foi Werner von
Siemens, que em 1857 construiu 0 primeiro tubo de inducdo para a destruicao de

micro-organismos (Aboz, 2013).

O ozbdnio € um gés extremamente reativo, reagindo preferencialmente com
acidos graxos insaturados (Bocci, 2006). Diversas formulagcfes trazem Oleos vegetais
como solugdes liquidas que estabilizam o ozbénio. Em reacdo com 0leos, 0 0z6nio
guebra a dupla ligagédo entre os atomos de carbono das moléculas lipidicas, resultando
em novas moléculas estaveis. Enquanto o tempo de meia-vida do gas é efémero, na
forma de 6Oleo permite 0 armazenamento por meses, além de dispensar a utilizacdo do

gerador (Guinesi et al., 2011).

E interessante que o 0zonio, um gas instavel, pode ser estabilizado como um
ozonido entre a dupla ligacdo dos acidos graxos insaturados e, ao entrar em contato
com as substancias do local onde € aplicado, promove uma esterilizacdo e oxigenacao,

responsaveis por acelerar a cicatrizagéo (Bocci, 2006).
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Ainda € uma questdo aberta a maneira como os 06leos ozonizados agem
(Travagli et al., 2010). Sabe-se que a reacdo entre os 6leos e 0 0zdnio produz varios
componentes oxigenados como: hidroperéxidos, ozonidos, aldeidos, peréxidos,
diperoxidos e poliperéxidos, e que ha um decréscimo gradual de acidos graxos
insaturados com o aumento gradual da ozonizacdo (Diaz et al.,, 2006). O Oleo
ozonizado tem sido utilizado no tratamento de feridas crbnicas, porém poucos estudos

foram feitos em modelos animais em lesGes agudas (Kim et al, 2009).

Embora a atividade desinfetante do 0zo6nio fosse conhecida desde os primeiros
testes com sua descoberta, o conhecimento sobre as diversas propriedades
farmacoldgicas sdo recentes e ainda ha muito a ser descoberto (Hansler, 2007). Ele é
contraindicado nas situagcdes de gravidez, doenca autoimune, hipertireoidismo, anemia,
intoxicacdo por alcool, infarto, hemorragia, AVC (acidente vascular cerebral) e

miastenia (Saini, 2011).

Este trabalho tem como objetivo avaliar o poder cicatrizante do 6leo de girassol
ozonizado em lesfes de pele induzidas cirurgicamente em ratas através da avaliacdo

macroscopica e microscopica.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Animais, ambiente e grupos

O estudo foi realizado com 100 ratas fémeas da linhagem Wistar (Rattus
norvergicus albinus) provenientes do biotério central da Pontificia Universidade Catolica
do Parana. Os animais tinham média de idade de 75 dias e 240 gramas de massa
corporal. Foram alojados em gaiolas individuais forradas com cepilho (Figura 1), com
fornecimento de agua “ad libitum e racdo controlada (6 pellets/dia). O local possuia
climatizacdo de 21-23T e iluminacao artificial das 7h as 18h. O projeto foi aprovado

pelo comité de ética da PUCPR, tendo como numero de protocolo 650.

Os animais foram separados em cinco grupos, de 20 animais cada, para

tratamento da lesdo cirdrgica durante 28 dias: Grupo controle 1 — a lesédo foi limpa
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diariamente com NaCl 0,9%; Grupo controle 2 — limpeza diaria com NaCl 0,9% e
aplicacdo de o6leo de girassol; Grupo O3z (90) — limpeza diaria com NaCl 0,9% e
aplicacdo de Oleo de girassol ozonizado (90g de O3/L de 6leo; pH 5); Grupo O3 (60) -
limpeza diaria com NaCl 0,9% e aplicacdo de 6leo de girassol ozonizado (60g de Os/L
de dleo; pH 6); Grupo gentamicina - limpeza diaria com NaCl 0,9% e aplicacdo da

pomada de gentamicina (5mg/g).

Figura 1 — Local de alojamento das ratas durante todo o projeto.

3.2.2 Protocolo Anestésico e Procedimento Cirdrgico

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados nas dependéncias do
laboratério de farmacologia veterinaria do curso de Medicina Veterinaria da PUCPR. O
acompanhamento das lesfes era realizado mensalmente com somente um grupo, ou

seja, 20 animais por vez.

O seguinte protocolo anestésico foi utilizado: cetamina 75 mg/kg e xilazina 10
mg/kg pela via intraperitoneal. A analgesia pos-cirirgica foi realizada com aplicacéo de
morfina 2,5mg/kg/12h por 2 dias pela via subcutanea.

Os animais foram submetidos a cirurgia para a extracdo de um fragmento de
pele da regido dorsal central entre as escapulas, compreendendo 2 cm de comprimento
por 1 cm de largura (Figura 2). O procedimento cirargico foi realizado em condi¢des
estéreis com 0 seguinte material: pinga anatdmica pequena, tesoura e bisturi. Foi
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realizada a remocao manual dos pelos da regido dorsal toracica das ratas, em seguida
foi feita a antissepsia com alcool 70% e o desenho retangular da area de pele a ser
removida com auxilio de uma régua e caneta. Apds a remoc¢ao do fragmento de pele,
os animais foram colocados individualmente em suas caixas e 0 acompanhamento do

retorno anestésico realizado no biotério.

Figura 2 — Remocéao do fragmento de pele da regido dorsal das ratas.

3.2.3 Amostras para cultura e antibiograma

O objetivo da realizacéo da cultura e antibiograma neste estudo foi identificar os
micro-organismos presentes na pele dos animais e escolher a pomada antibiética a ser
utilizada em um dos grupos de tratamento.

As amostras utilizadas para cultura e antibiograma foram enviadas ao laboratério
de microbiologia da Unidade Hospitalar de Animais de Companhia (UHAC) da
Pontificia Universidade Catodlica do Parana, e consistiam no swab da ferida cirargica
realizada em cinco animais de cada grupo no primeiro, quarto e sétimo dia apos a
cirurgia.

Os swabs utilizados para a coleta eram armazenados em tubos de vidro com

tampas de rosca esterilizadas e posteriormente identificadas.
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Todas as amostras foram inseridas em agar sangue de carneiro a 5% e em agar
MacConkey. A identificacdo do micro-organismo isolado foi realizada a partir da
observacdo morfolégica da coldnia (tamanho, forma, elevacdo, margem e coloragéo),
leitura da lamina (microscépio), realizacdo de testes quimicos (catalase, oxidase,
coagulase) e insercdo em agar manitol. Em seguida, as diferentes coldnias bacterianas
identificadas eram inoculadas em caldo BHI (meio de cultura liquida) para realizacéo do
antibiograma.

Nove discos de antibioticos para culturas de pele foram utilizados: Amoxicilina +
Acido Clavulanico (AMC); Cefadroxil (CFD); Cefotaxima (CTX); Enrofloxacina (ENO);
Ciprofloxacina (CIP); Clindamicina (CLI); Azitromicina (AZl); Gentamicina (GEN) e
Oxacilina (OXA).

3.2.4 Avaliacdo e acompanhamento das lesdes

Os animais foram acompanhados diariamente por para a avaliacdo dos
parametros indicadores de dor (apetite, comportamento, postura anti-algica, dor a
palpacéo) adaptados de Hardie (2002) e de cicatrizacdo (edema, hemorragia, secrecao
sanguinolenta, secre¢do purulenta, tecido de granulagéo, epitelizacdo, cor e tamanho
da lesdo) em ficha especifica (Anexo A), assim como para a limpeza da ferida e
aplicacdo do tratamento respectivo ao grupo e registro fotografico. Todas as analises
macroscoépicas e de comportamento foram feitas sempre no mesmo horario e utilizando
escalas pré-estabelecidas para dor e cicatrizacdo (Anexo B). Além disso, os animais

foram pesados no dia da cirurgia e uma semana apos.

Para a medicdo da ferida foi utilizado um paquimetro digital na escala de
milimetros, sendo que o paquimetro era sempre posicionado na regido central do
comprimento e da largura para averiguar as medidas (Figura 3). As medidas eram

feitas antes da limpeza da lesé&o.

Os registros fotograficos foram realizadas uma vez ao dia antes da limpeza da
ferida com a camera digital Canon PowerShot SD1200IS /10MP / LCD 2.5" posicionada
a 20 cm de distancia dos animais.
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A limpeza da ferida era feita com gaze embebida com 3 mL de solugdo de
cloreto de sodio a 0,9%. A gaze era dobrada e passada trés vezes sobre a ferida no
sentido craniocaudal. Em seguida era realizada a aplicacdo de 6leo de girassol nos
animais do grupo controle 2, de 6leo de girassol ozonizado nos animais dos grupos
oz6nio, ou da pomada no grupo gentamicina. A aplicacdo dos Oleos era feita com o
auxilio de uma seringa de 1 mL de maneira que a ferida fosse totalmente encoberta
pelo liquido (1 a 3 gotas dependendo do tamanho da lesdo) e a pomada era passada
com o auxilio de uma haste de algodao.

Figura 3 — Medigéo do tamanho da ferida com o auxilio de um paquimetro digital.

3.2.5 Avaliacao microscopica da pele

A cada sete dias, cinco animais de cada grupo eram submetidos a eutanasia
com xilazina e cetamina pela via intraperitoneal. O fragmento de pele era retirado com
bordas extras de 1 cm além da leséo, fixado em papel cartdo para que a amostra de
pele se mantivesse distendida, sendo entdo colocado em solucéo de formol a 10% por
48 horas (Figura 4). As amostras foram enviadas ao laboratdrio de histopatologia da

PUCPR. Cada fragmento de pele originou trés laminas para microscopia (corte cranial,
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corte central e corte caudal da lesdo) e foram coradas com Hematoxilina—Eosina e
Tricromico de Mallory.

A analise das amostras de tecido foi realizada pelo patologista sem o
conhecimento da identificacdo dos grupos. Os parametros histolégicos avaliados foram
proliferacdo  vascular, células mononucleares, células polimorfonucleares,
colagenizacao e reepitelizacdo. Os graus atribuidos eram ausente (0), discreto (1),
moderado (2) e acentuado (3), adaptados de Garros et al. (2006) e Barroso et al.
(2010).

Figura 4 — Amostras de pele encaminhadas a histopatologia fixadas sobre o papel cartao.

3.2.6 Andlise estatistica dos dados

Para a analise estatistica dos dados utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s. Os dados sdo demonstrados em
mediana. O nivel de significancia adotado foi de 5% (0=0,05). Todos os calculos foram
realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism version 5.00 for Windows,
San Diego California, EUA.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Resultados microbiolédgicos

Houve crescimento bacteriano em agar sangue de todas as amostras de pele e
nenhum crescimento em agar MacConkey. As colbnias eram circulares e planas,
possuiam cor branco, cinza ou amarela, independente da espécie de estafilococos, e
apresentaram as mesmas caracteristicas microscopicas: €0Oc0S gram-positivos,
arredondados, tamanho médio e em vérios tipos de disposicdo, como isoladas, aos
pares, em triades, tétrades ou em cachos.

Destas amostras 57,3% foram positivas para Staphylococcus aureus, 34,6%
para Staphylococcus pseudintermedius e 8% para Staphylococcus sp. (coagulase

negativa).

Os antibidticos que obtiveram um melhor resultado, contra 0os micro-organismos
presentes na pele, foram a gentamicina, enrofloxacina e ciprofloxacina (Tabela 1).
Diante deste resultado, optou-se pela manipulacdo da pomada de gentamicina,

pela maior facilidade de obtencé&o do produto e menor custo.

Tabela 1 - Sensibilidade antimicrobiana de colénias bacterianas isoladas da pele de ratas mantidas em

biotério.

AMC CFD CTX ENO CIP CLI AZ| GEN OXA

S 925% 93,75% 93,75% 98,75% 98,75%  86,25% 83,75%  98,75% 85%

PS 5% 2,5% 1,25% - - 6,25% 8,75% - 3,75%

R 2,5% 3,75% 5% 1,25% 1,25% 7,5% 7,5% 1,25% 11,25%

S (sensivel); PS (parcialmente sensivel); R (resistente). Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMC);
Cefadroxil (CFD); Cefotaxima (CTX); Enrofloxacina (ENO); Ciprofloxacina (CIP); Clindamicina (CLI);
Azitromicina (AZl); Gentamicina (GEN) e Oxacilina (OXA).
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3.3.2 Avaliacdo clinica e resultados macroscépicos

Na avaliacdo macroscopica todos 0s grupos apresentaram processo de
cicatrizacdo completo aos 28 dias de tratamento. Houve uma perda de apetite nos dois
primeiros dias apés a cirurgia em alguns animais, porém todos 0s animais mantiveram
0 peso inicial ou engordaram. A formacao da secrecdo purulenta, indicativa de infec¢éao
ocorreu a partir do terceiro dia. Além disso, pode-se observar que 0os animais do grupo
O3 (90) apresentaram uma cicatrizacdo mais acelerada nos sete primeiros dias e que
ndo houve alteracdo no padréo de cor das lesdes em todos 0s grupos.

Os animais do grupo O3z (90) e gentamicina, nos sete primeiros dias,
apresentaram dermatite por lambedura ao redor da lesao (Figura 6), sendo evidente o
incdmodo destes animais logo apds a aplicacdo do 6leo ozonizado ou da pomada de
gentamicina.

Nos parametros relacionados a dor, houve maior sensibilidade dolorosa a
palpacdo, na primeira semana, nos animais do grupo Oz (90) em relacdo ao grupo
gentamicina (p<0,05) (Figura 5).

Figura 5 — Escore da dor a palpagdo nos sete primeiros dias de cicatrizagdo em ratos Wistar tratados
com NacCl 0,9% (controle 1), 6leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (Os 90g/L),

6leo de girassol ozonizado 60 g/L (O3 60g/L) e gentamicina (Gen).

1.5+

1.0

0.5 T

0.0 &l T
1 2 90 60 Gen
Controle O3 (g/L)

Dor a Palpagéao

*p<0,05 em relagdo ao grupo 90 g/L de Os. As linhas indicam as
medianas.
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Figura 6 — Evolugdo do processo de cicatrizacdo das lesdes de pele induzida em ratas.

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

Controle 1 Controle 2 Ozbnio (90) Ozbnio (60) Gentamicina

v~

Dia 1

Dia 7

Dia 14

Dia 21

Dia 28

. A%

Os animais do grupo gentamicina apresentaram maior edema e hemorragia nos
primeiros sete dias de tratamento em relacdo aos demais grupos (p<0,01) (Figura 7 e
8). Porém, apresentaram menor quantidade de secrecdo purulenta em relacdo aos

demais grupos (p<0,001) (Figura 9) e tecido de granulacdo em relacdo aos grupos O,
(60) e controle 2 (p<0,01) (Figura 10).



Figura 7 — Escore do edema nos sete primeiros dias de cicatrizacdo em ratos Wistar tratados com NacCl
0,9% (controle 1), éleo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O3 90g/L), 6leo de

girassol ozonizado 60 g/L (Os 60g/L) e gentamicina (Gen).

1.5+

1]

0.5+ —|—

1 1 \_'_l l
0.0 |
1 2 90 60 Gen
Controle O3 (glL)

Edema

*p<0,01 em relagéo ao controle. As linhas indicam as
medianas.

Figura 8 — Escore da hemorragia nos sete primeiros dias de cicatrizagcdo em ratos Wistar tratados com
NaCl 0,9% (controle 1), 6leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O; 90g/L), 6leo

de girassol ozonizado 60 g/L (Os 60g/L) e gentamicina (Gen).
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**p <0,01 em relagédo aos demais grupos. As linhas indicam as
medianas.
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Figura 9 — Escore da secrecdo purulenta nos sete primeiros dias de cicatrizagdo em ratos Wistar tratados
com NacCl 0,9% (controle 1), 6leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (Os 90g/L),

6leo de girassol ozonizado 60 g/L (O3 60g/L) e gentamicina (Gen).
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** p <0,001 em relac&o ao controle (1 e 2) e O5 (90 e 60g/L). As linhas indicam as
medianas.

Os animais do grupo O3 (60) apresentaram maior grau de tecido de granulacao
nos sete primeiros dias de cicatrizacdo em relacdo ao grupo O; (90) e controle 1
(p<0,01) (Figura 10). Aos 14 dias o grupo gentamicina apresentou 0S menores escores
de tecido de granulagcdo em relacdo aos grupos controle 1, controle 2 e O; (60)
(p<0,001) e aos 21 dias os maiores em relacdo aos grupos O; (60 e 90) (p<0,05)
(Figura 11).
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Figura 10 — Escore do tecido de granulagdo nos sete primeiros dias de cicatrizagdo em ratos Wistar

tratados com NaCl 0,9% (controle 1), éleo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O3

90g/L), 6leo de girassol ozonizado 60 g/L (Os; 60g/L) e gentamicina (Gen).

Tecido de Granulagdo

31 *
o - &5 T %
T
1_
0
1 2 90 60 Gen
Controle O3 (g/L)

***p < 0.01 em relacdo grupo 90 g/L de Og;

**p < 0.01 em relag&o aos grupos Controle 2 e 60 g/L de Og;
*p<0,01 em relacéo ao grupo Controle 1.

As linhas indicam as medianas.

Figura 11 — Escore do tecido de granulagdo no 14°( A) e 219B) dias de cicatrizagdo em ratos Wistar

tratados com NaCl 0,9% (controle 1), éleo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O3

90g/L), 6leo de girassol ozonizado 60 g/L (O; 60g/L) e gentamicina (Gen).
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**p < 0.001 em relagéo aos grupos controle 1,2 e 60 g/L O . *p<0,05 em relagdo aos grupos 60 e 90 g/L de Os.

As linhas indicam as medianas.

As linhas indicam as medianas.
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Houve diferenca na reepitelizacdo. No 7° dia os grupos que receberam o

tratamento com o 6leo ozonizado obtiveram os melhores resultados (Figura 12).

A

partir do 14°dia, melhores resultados foram observ ados no grupo O3 (60) em relacéo

aos grupos controle 1, controle 2 e gentamicina (Figura 13). No 21° dia melhores

resultados na reepitelizacdo foram observados nos grupos O3 (60 e 90) e controle 2 em
relacéo ao controle 1 (p<0,01) (Figura 13).

Figura 12 — Escore da reepitelizagdo no 7°dia de cicatrizagdo em ratos Wistar tratados com NaCl 0,9%

(controle 1), 6leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O3 90g/L), 6leo de girassol

ozonizado 60 g/L (Os 60g/L) e gentamicina (Gen).
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***p < 0,001 em relagéo ao grupo Controle 1;
**p < 0,001 em relagéo ao grupo Controle 2;

*p < 0,001 em relagéo aos grupos 90 g/L de O5 e Gen.
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Figura 13 — Escore da reepitelizagdo no 149A) e 21 {(B) dias de cicatrizagdo em ratos Wistar tratados
com NacCl 0,9% (controle 1), 6leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (Os 90g/L),

6leo de girassol ozonizado 60 g/L (O3 60g/L) e gentamicina (Gen).
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**p < 0.001 em relagé@o aos grupos controle 1 e Gen;
*p<0,05 em relagédo ao grupo controle 2. * p<0,01 em relagéo ao grupo controle 1.
As linhas indicam as medianas. As linhas indicam as medianas.

A area da lesdo mostrou maior reducéo na primeira semana no grupo Oz (90) em
relacdo aos grupos controle 1 e controle 2 (p<0,01) (Figura 14). O grupo gentamicina
apresentou os menores valores de reducdo da area desde a primeira semana (Figura

14 e 15). Aos 28 dias todos 0s grupos apresentaram completa cicatrizacao.
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Figura 14 — Area das lesbes no 7°e 14°dias de cic atrizac&o em ratos Wistar tratados com NaCl 0,9%
(controle 1), éleo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O3 90g/L), 6leo de girassol

ozonizado 60 g/L (Os 60g/L) e gentamicina (Gen).
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** p< 0,05 em relagédo ao 03 (90g/L) *p< 0,001 em relagdo aos outros grupos

Figura 15 — Area das lesBes aos 21 dias de cicatrizagdo em ratos Wistar tratados com NaCl 0,9%
(controle 1), 6leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O3 90g/L), 6leo de girassol

ozonizado 60 g/L (Os 60g/L) e gentamicina (Gen).
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p< 0,001 em relagéo aos outros grupos
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3.3.3 Resultados Histopatoldgico

Nao foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos,

guando foi considerada a proliferacao fibroblastica e células polimorfonucleares.

Em relacdo as células mononucleares notou-se uma maior quantidade aos sete
primeiros dias de cicatrizagcdo no grupo O3 (90) em relagdo aos demais grupos
(p<0,001) (Figura 16 e 17).

Figura 16 — Escore das células mononucleares encontradas ap0s sete dias de cicatrizagdo em ratos
Wistar tratados com NaCl 0,9% (controle 1), leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90
g/L (Os 90g/L), 6leo de girassol ozonizado 60 g/L (Os 60g/L) e gentamicina (Gen).

Células Mononucleares
N

N DB

Controle Os(g/L)

p<0,001 em relacéo aos outros grupos estudados.

Figura 17 - Corte histoldgico de pele apresentando infiltrado inflamat6rio aos 7 dias de cicatrizagao.
Lamina A (ozénio 90) com mais mononucleares que a lamina B (controle 1). Hematoxilina-Eosina.
Aumento de 400x.
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Maiores valores de colageno foram constatados no 7° dia de cicatrizacdo no
grupo O3 (60) em relacdo aos demais grupos (p<0,05), e menores no 28° dia de

cicatrizagao no grupo controle 1 em relagédo aos demais grupos (p<0,05) (Figura 18).

Figura 18 — Escores da colagenizacao apds sete (A) e 28 (B) dias de cicatrizacdo em ratos Wistar
tratados com NaCl 0,9% (controle 1), 6leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O3
90g/L), 6leo de girassol ozonizado 60 g/L (O; 60g/L) e gentamicina (Gen).
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Constatou-se um menor grau de reepitelizacdo nos animais do grupo controle 1
no 28°dia de cicatrizagdo em relacdo aos demais gr upos (p<0,01) (Figura 19).
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Figura 19 — Escores da reepitelizagdo apos 28 dias de cicatrizagcdo em ratos Wistar tratados com NacCl
0,9% (controle 1), 6leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O3 90g/L), 6leo de
girassol ozonizado 60 g/L (Os 60g/L) e gentamicina (Gen).
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p<0,01 em relagéo aos demais grupos

Observou-se uma maior proliferacdo vascular aos 21 dias de cicatrizacdo no

grupo gentamicina em relagcéo ao grupo O3 (60) (p<0,001) (Figura 20).

Figura 20 — Escores da proliferagéo vascular apds 21 dias de cicatrizagdo em ratos Wistar tratados com
NaCl 0,9% (controle 1), 6leo de girassol (controle 2), 6leo de girassol ozonizado 90 g/L (O; 90g/L), 6leo
de girassol ozonizado 60 g/L (O; 60g/L) e gentamicina (Gen).
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*p<0,001 em relagdo grupo Gen.
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3.4 DISCUSSAO

Neste trabalho optou-se pela utilizagdo do 6leo ozonizado pela facilidade de
aplicacdo do produto, por dispensar a necessidade de se ter um gerador de ozénio, por
ser estavel nesta associacdo e pelo baixo custo. Na sua condigdo gasosa, 0 0z6nio
possui um tempo de meia-vida de 55 minutos e na agua de 10 horas (Hansler, 2007).
No 6leo, mantém-se estavel por 2 anos a 4C (Valacc hi et al., 2005).

Os dados analisados em relacéo a cicatrizagdo estdo de acordo com a revisédo
realizada por Lima et al. (2012). A microscopia de luz demonstrou importancia na
avaliagdo dos resultados, mesmo que, muitas vezes, sua subjetividade seja
guestionada. Quando realizada por patologistas experientes e imparciais, geram dados
importantes de comparacao (Campos et al., 2007).

A leséo teve um aumento de tamanho no primeiro dia apos a cirurgia. Rezaie et
al.,, (2011) também observaram este dado em seu trabalho. No primeiro dia apds a
cirurgia ainda ndo havia a formacéo da crosta que auxilia na aproximacao dos bordos
de pele, o que provavelmente contribuiu para o aumento da lesao.

A lesdo cirurgica (remocdo do fragmento de pele) permitiu a entrada de
patégenos, gerando uma infeccao. Os estafilococos isolados da pele dos animais neste
estudo estdo de acordo com Quinn et al. (2005) e Levinson (2010): cocos gram-
positivos esféricos, com aproximadamente 1 p de didmetro, organizados em
agrupamentos irregulares, em forma de arranjos semelhantes a cachos de uvas, forma
predominante, ou encontrados na forma de células isoladas, em pares, tétrades e
cadeias curtas.

As piodermites tém como principal agente o Staphylococcus coagulase-positiva
(Hargis, 1998). Mesmo que estes micro-organismos frequentemente constituam parte
da microbiota normal, sabe-se que podem gerar infec¢cdes oportunistas, quando
encontram fatores predisponentes (Koneman, 2008). Staphylococcus aureus é isolado
de animais que tem contato proximo com pessoas (lhrke, 2006), aléem disso, é o agente
predominante na pele de ratos (Muller et al., 2001). Neste estudo, a maior parte das
amostras teve o Staphylococcus aureus isolado. As ratas eram manipuladas
diariamente por pessoas para a limpeza das caixas e analises do processo de
cicatrizacdo, podendo assim também gerar a predominancia deste agente.
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Rubin et al. (2011) realizaram um estudo de susceptibilidade do Staphylococcus
aureus e Staphylococcus pseudintermedius isolados de diversas espécies animais, no
gual constataram que a maior parte destes micro-organismos eram sensiveis a maioria
dos antibidticos testados, sendo que, no estudo os animais das quais as amostras
foram obtidas, passavam por um primeiro atendimento no hospital. Resultados
semelhantes foram encontrados neste trabalho, fato este que pode ser atribuido a
auséncia de tratamentos prévios dos animais do estudo aos antibiéticos testados. Os
estafilococos s&o raramente resistentes a cefalexina, cefadroxil, amoxicilina+acido
clavulanico, oxacilina, gentamicina, tobramicina, enrofloxacina, mupirocina, bacitracina
e polimixina B. Quando ndo é possivel a realizacdo de cultura/antibiograma e
desconfia-se de infec¢do por este agente, um destes antibidticos pode ser escolhido

(Cox, 20086).

Vale ressaltar que ja foi isolado de ratos selvagens o Staphylococcus
pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP). Himsworth et al. (2013) isolaram este

agente resistente da narina e orofaringe em 2,1% dos ratos testados (n=237).

Foi constatada maior dor a palpacdo nos animais no grupo Oz (90) e um maior
edema e hemorragia no grupo gentamicina. Estes animais apresentaram uma
dermatite por lambedura mais intensa, demonstrando certo desconforto logo apds a
aplicacdo do produto. O O3 (90) apresentava um pH proximo de 5, e uma maior
concentracdo de o0zb6nio, 0 que pode ter contribuido para o quadro descrito
anteriormente. Diaz et al. (2006) constataram que, quanto maior a ozonizacao do 6leo,
menor o valor do pH, fato este comprovado no 6leo ozonizado com maior concentracdo
e pH mais acido. Hiporexia foi observada nos dois primeiros dias em todos 0s grupos e
segundo Hardie (2002), o comportamento patente de dor € raro em roedores, mas um

consumo alimentar diminuido pode ser observado.

Nas andlises macroscopicas realizadas, observou-se um retardo na cicatrizagéo
no grupo gentamicina (menor formacdo de tecido de granulagdo, mais edema e
hemorragia e mais tempo para completo fechamento da les&o). Além disso, uma maior
proliferacdo vascular foi constatada aos 21 dias. A utilizacdo de antissépticos e

antibidticos ja € conhecida por sua toxicidade celular (Sarabahi, 2012). Trindade et al.
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(2010) constataram retardo no aparecimento de miofibroblastos em lesfes tratadas
com metronidazol. Quando empregados em concentracbes adequadas apresentam
acdo citotoxica e, quando em concentracdes muito baixas, podem provocar o
aparecimento de resisténcia e ainda dermatite de contato (Mandelbaum et al., 2003;
McHugh et al., 2011).

Apesar dos resultados ruins no processo cicatricial, o grupo gentamicina
apresentou uma menor quantidade de secrecdo purulenta significativa em relagéo aos
demais grupos. A contaminacdo bacteriana € um processo que retarda a cicatrizacao,
além de trazer maiores custos em tratamento (White et al., 2001). Porém, a resisténcia
antimicrobiana a diversos antibidticos € um problema na medicina veterinaria e na
medicina humana e constitui um problema de salde publica (Beco et al., 2013).
Relatos desta resisténcia em animais sdo descritos ha tempos (Hariharan e Barnum,
1974). Além disso, antibidticos topicos podem causar reacdes de hipersensibilidade e
super-infeccdes por selecionar bactérias resistentes (White et al., 2001). Desta forma, a

sua utilizacao deve ser feita com precaucéao.

A contaminacdo bacteriana baseada na secrecdo purulenta ndo foi diferente
entre os animais tratados somente com a solucéo fisioldgica, o 6leo de girassol e o 6leo
de girassol ozonizado. Apesar disso, sabe-se do poder bactericida destes
componentes. Até hoje nenhuma resisténcia antimicrobiana ao ozénio foi relatada
(Bocci, 1999; Sechi et al., 2001). A atividade fungicida, bactericida e virostética fazem
do ozbnio um excelente agente de limpeza e desinfeccdo de feridas (Hansler, 2007).
Ele promove uma oxidacdo da parede celular e inativa esses micro-organismos (Elvis e
Ekta, 2011). Pereira et al. (2005) evidenciaram, em seu estudo, que o gas ozo6nio foi o
Unico que impediu o crescimento bacteriano em laminocultivos com: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococcus aureus, quando comparado aos gases
dioxido de carbono e hélio. Sechi et al. (2001) avaliaram o efeito antimicrobiano do 6leo
de girassol ozonizado contra diversas espécies de bactérias. O estudo mostrou que o
O0leo ozonizado se mostrou eficaz contra todas as bactérias testadas e que a
Mycobacteria foi a mais susceptivel. Diversas bactérias testadas eram resistentes a

diversos antibioticos. Sabe-se também que os acidos graxos possuem um efeito
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inibidor no crescimento bacteriano (Greenway e Dyke, 1979; Mandelbaum et al., 2003).
Manhezi et al. (2008) verificaram, em sua revisdo, que 0s acidos graxos possui um dos
Seus usos mais comuns no tratamento de feridas abertas, porém estudos clinicos

consistentes sdo escassos.

A limpeza da ferida foi realizada com gaze embebida com solugéo fisiologica em
todos os grupos antes da aplicacdo do medicamento. White et al. (2001) e
Mandelbaum et al. (2003) recomendam a utilizagdo do soro ou de agua corrente para a
limpeza de feridas. O acumulo de secrecdo na ferida pode prejudicar a cicatrizacdo
(Gogia, 2003). Este processo de remocgdo de exsudato, corpo estranho, tecido
necrotico e outras substancias além de facilitar a absor¢do do produto aplicado apos
esta limpeza, também acelera a cicatrizacdo. Porém, microscopicamente somente a
limpeza da ferida com solucéo fisiolégica mostrou ndo promover bons resultados ao

final do processo de cicatrizagcdo (menores valores de colagenizacao e reepitelizacdo).

Na primeira semana de cicatrizacdo, o grupo O; (90) apresentou maior reducao
no tamanho da lesédo (p<0,05). Resultado semelhante foi encontrado por Kim et al.,
2009, em porquinhos-da-india e por Rodrigues et al., 2004, em ratos. Contudo, a partir
do 14°dia este parametro se equiparou com os demai s grupos, com excec¢ao do grupo
gentamicina.

Na primeira semana, o grupo O; (90) mostrou um processo inflamatorio mais
intenso em relacdo aos demais (maior quantidade de células mononucleares). Este fato
pode ser atribuido a dermatite de lambedura presente na primeira semana. Os
neutréfilos sdo as primeiras células a chegar na ferida (24 horas) e em seguida os
macrofagos (48-96 horas) (Balbino et al., 2005; Campos et al., 2007). Desta forma, aos

sete dias, espera-se encontrar um maior infiltrado de células mononucleares.

Valacchi et al. (2011) evidenciaram, em seu trabalho, a importancia de se
determinar niveis adequados de peroxidacdo dos Oleos para a escolha da melhor
concentracdo. Em seu estudo, niveis moderados de peroxidagdo promoveram uma
melhor cicatrizagdo. Houve uma melhor cicatrizacdo no grupo Oz (60) evidenciada

macroscopicamente por uma melhor epitelizacdo até a segunda semana e maior
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formacdo de tecido de granulagdo e microscopicamente por uma melhor
colagenizacao, além de apresentar uma reacao inflamatdria menos intensa que o grupo
O3 (90). Bocci (1999) recomenda que um estresse oxidativo calculado e gradual seja
realizado na terapia com o0 oz6nio. Segundo Sagai e Bocci (2011) em doses muito
baixas, o0 0zdnio pode ser neutralizado pelos antioxidantes plasmaticos e, em doses

muito elevadas, pode ser tdxico e gerar um reacao ndo desejada.

Cardoso et al. (2002) encontraram uma maior neovascularizagdo na avaliagédo
microscopica da pele no grupo que recebeu o 6leo ozonizado em seu estudo. Porém,

no presente estudo, nenhuma diferenca estatistica (p>0,05) foi encontrada.

A ozonioterapia ainda é uma técnica pouco conhecida na medicina veterinaria.

Estudos voltados para a terapia animal ainda s&o bastante escassos.

Embora o mecanismo de agéo do 6leo ozonizado ainda néo esteja totalmente
elucidado, sabe-se que a sua utilizagéo tdpica possui efeitos cicatrizantes que vao além
do simples controle da infec¢do. Trabalhos que ajudem a elucidar essa forma de acéo
podem levar ao encontro de melhores formas terapéuticas. Além disso, poucos
trabalhos que relacionem diferentes concentra¢des do 6leo ozonizado com 0 processo
de cicatrizacdo foram realizados. O presente estudo evidenciou essa diferenca. O 6leo

em menor concentragdo promoveu melhores resultados.

3.5 CONCLUSAO

O Oleo de girassol ozonizado revelou ser de facil aplicacdo nos animais, porém
possui um odor caracteristico que pode ser um inconveniente para sua
comercializacdo. O oleo de girassol ozonizado na concentragdo mais baixa (60g de
Os/L de 6leo) apresentou o melhor resultado no processo de reparo da pele em ratas
podendo ser considerado uma nova opcéao de tratamento topico de feridas em animais.
Além disso, o0 uso tépico da pomada de gentamicina retardou o processo de reparacao
tecidual nas ratas.
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CAPITULO 4

4 CONCLUSAO GERAL
A ozonioterapia tOpica demonstrou ser eficaz no auxilio do processo de
reparacdo tissular em ratas, podendo ser considerada como uma nova opc¢ao de

tratamento em lesfes de pele agudas e contaminadas, em animais.

A medicina oficial ainda ndo reconheceu o uso topico de O; e seus derivados,
principalmente pela falta de estudos clinicos consistentes. Poucos trabalhos que
relacionem diferentes concentracbes do Oleo ozonizado com o0 processo de
cicatrizacao foram realizados. Também ainda sdo necessarios trabalhos que elucidem
melhor o seu mecanismo de acdo para que se aperfeicoem melhores formas

terapéuticas.

Na medicina veterinaria, a técnica da ozonioterapia € pouco conhecida e
difundida. Espera-se que novos trabalhos deem continuidade a elucidacdo desta

terapia nos animais.

A busca por novos produtos tépicos, que possam ser utilizados na pele de uma
forma segura, eficaz e com baixo custo, sera constante e novos produtos deverdo

surgir a medida que surjam novos problemas e novas duvidas.
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ANEXO A — TABELA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO
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AP — apetite; COMP — comportamento; PAA — postura anti-algica; APA — palpacao; ED — edema; HEM —
hemorragia; SS - secrecao sanguinolenta; SP — secre¢do purulenta; TG — tecido de granulacao; EPIT —
epitelizacdo; COR — cor; TAMANHO - comprimento x largura.
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ANEXO B — PARAMETROS MACROSCOPICOS ANALISADOS

Legenda

ED; HEM; SS; SP; TG; EPIT

Grau Caracteristica
0 Ausente
1 Leve
2 Moderado
3 Intenso

Apetite

Grau Caracteristica
0 Apetite normal
1 Hiporexia
2 Anorexia

Postura Anti -Algica

Grau Caracteristica
0 Ausente
1 Arqueada
2 Rigida
Palpacéo
Grau Caracteristica
0 Normal - sem reagao

Dor leve - desconforto

Dor moderada

w| N|

Dor intensa




Coloracéao

Grau Caracteristica
Vi Vermelho intenso
VC Vermelho claro
VE Vermelho escuro
A Amarelado

Cor da pele do rato
Comportamento
Grau Caracteristica
0 Hiperatividade
1 Alerta - normal
2 Apatia
3 Letargia

58



