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Reparacao do retalho axial dorsal em ratos tratados com dleo ozonizado
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Resumo

O retalho de padrio axial representa uma importante op¢ao na cirurgia reconstrutiva, sendo composto por uma
artéria e uma veia cutinea direta em sua base, permitindo que uma grande 4rea de pele possa constituir o
retalho para recobrir a ferida. Entretanto, a técnica pode apresentar complicagdes, principalmente com a
necrose devido ao comprometimento vascular. Nesse contexto, a ozonioterapia pode ser utilizada para acelerar
o processo de cicatrizagdo de feridas pouco vascularizadas e contaminadas. Com o presente estudo, objetivou-
se avaliar os efeitos e o reparo do retalho axial dorsal em ratos Wistar, empregando tratamento com o6leo
ozonizado de alta peroxidagdo. Utilizaram-se 18 ratos, distribuidos em dois grupos com 9 animais, grupo GG
(6leo de girassol comum) e grupo GO (6leo de girassol ozonizado). Durante o periodo experimental foram
realizadas avaliagdes macroscopicas e microscopicas a fim de observar a cicatrizagdo e a reparagdo da ferida
cirargica. Os dados foram submetidos a anélise estatistica. O aspecto cosmético em GO foi significativamente
melhor que GG, e a contagem de vasos sanguineos, hemorragia e reepitelizacdo foram significativamente
maiores em GO quando comparado ao GG. A presenca de necrose ndo diferiu entre os grupos. A média da
area total dos retalhos entre os grupos diferiu estatisticamente, sendo maior nos retalhos em GO. Os resultados
evidenciaram que a utilizagdo do 6leo ozonizado em retalhos de padrdo axial resulta em aspecto favoravel e
melhor reepitelizagdo.

Palavras-chave: ozonioterapia; cirurgia reconstrutiva; angiogénese; colageno.

Abstract

Axial pattern flap represents an important option in reconstructive surgery, consisting of an artery and a direct
cutaneous vein at their base and allowing a large area of skin to form the flap to cover the wound. However,
the technique can present complications, mostly necrosis due to vascular involvement. In this context, ozone
therapy can be used to accelerate the healing process of poorly vascularized and contaminated wounds. The
objective of this article was to evaluate the effects and repair of the dorsal axial flap in Wistar rats at the
receiving bed, using treatment with high-peroxidation ozonized oil. The study was carried out with 18 rats,
divided into two groups with 9 animals: GG group (common sunflower oil) and GO group (ozonized sunflower
oil). During the experimental period, macroscopic and microscopic evaluations were carried out, in order to
observe the healing and repair of the surgical wound. Data were submitted to statistical analysis. The cosmetic
appearance on GO was significantly better than GG. Blood vessel count, hemorrhage and reepithelialization
were significantly higher in GO when compared to GG, while the presence of necrosis did not differ between
groups. The mean total area of the flaps between the groups was statistically different, higher in the flaps in
GO. The results showed that the use of ozonized oil in an axial pattern flap results in a favorable appearance
and better reepithelialization in the treated group.

Keywords: ozone therapy; reconstructive surgery; angiogenesis; collagen.
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Introduciao

O emprego de cirurgias reconstrutivas, para
recobrimento de feridas traumadticas extensas ou
apos exérese tumoral com amplas margens
cirargicas, permite o fechamento da ferida e evita
o excesso de contratura cicatricial, quando
comparado ao fechamento por segunda intensdo
(Pavletic, 2018). Os retalhos de padrao axial sao
algumas das opgdes em cirurgias reconstrutivas, ¢
incorporam uma artéria e veia cutinea direta em
sua base (angiossoma), permitindo que uma grande
area de pele possa constituir o retalho para recobrir
a ferida (Mankin, 2017). O retalho ¢é robusto e nao
necessita de tecido de granulagdo do leito receptor,
sendo, o principal cuidado, garantir que o
angiossoma esteja viavel para fornecer o
suprimento necessario para sua sobrevivéncia.
Quando ocorre a falha, essa geralmente é parcial,
marcada pela necrose na extremidade distal
(Pavletic, 2018).

Buscando otimizar o processo ¢ diminuir as
falhas pods cirargicas, estudos t€m sido realizados
empregando substincias que possam auxiliar a
cicatrizagdo e estimulo de angiogénese em modelos
experimentais de retalho cutaneo dorsal de padrao
axial em ratos (Ersel et al., 2016; Pedretti et al.,
2017). A ozonioterapia, por sua vez, pode ser
utilizada para acelerar o processo de cicatrizagao
de feridas pouco vascularizadas e contaminadas
(Kushmakov et al., 2018), entretanto, pouco se
sabe sobre 0 seu uso em cirurgias reconstrutivas. O
objetivo deste estudo foi avaliar o reparo tecidual
por meio da analise macroscopica e histoquimica
de retalho cutdneo de ratos Wistar tratados com
oleo ozonizado de alta peroxidagao.

Material e Métodos

Foram utilizados 18 ratos (Rattus
norvegicus albinus Wistar), saudaveis, machos,
adultos, provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais, em
condigdes ideias e semelhantes entre si. Para o
procedimento cirargico os ratos foram submetidos
a0 mesmo protocolo anestésico composto por
medicacdo  pré-anestésica com  midazolam
(2mg/kg) e cetamina (40mg/kg) por via
intramuscular e posterior aplicacdo de metadona (1
mg/kg) pela mesma via. A manutengdo anestésica
foi realizada com isofluorano na dose de 1 a 3%
diluido em 100% de oxigénio, utilizando o
vaporizador anestésico para manutencdo do plano

cirargico. Todos o0s procedimentos foram
realizados pelo mesmo médico veterinario.

Os animais foram preparados para o
procedimento cirurgico com tricotomia e
antissepsia. Para o procedimento, iniciou-se a
confeccdo do retalho cutaneo dorsal seguindo a
medida de 10cm de comprimento por 3cm de
largura, com a criacdo dos retalhos conforme a
padronizacdo do modelo de McFarlene modificado
(Camargo et al., 2014). A demarcagdo do retalho
foi realizada com caneta propria para demarcacao
em pele (Texta 700®). As referéncias anatdmicas
foram o angulo inferior das escapulas e as cristas
iliacas, centralizado sobre a coluna vertebral.

Em condigdes estéreis, apos a incisdo para
demarcar o retalho (Figura 1A), este foi
divulsionado incluindo o paniculo carnoso até a
base cranial para ser elevado (Figura 1B) e
reposicionado de volta ao leito original para
dermorrafia com sutura em padrdo simples
interrompido, com pontos equidistantes a cada 1
cm, utilizando fio de Nylon 3-0 (Figura 1C). Os
animais receberam nos sete dias subsequentes, pela
via intradérmica, cloridrato de peptidina
(10mg/kg), a cada 24 horas para analgesia.

Os animais foram distribuidos em dois
grupos, sendo nove ratos pertencentes ao grupo
tratado com o6leo de girassol comum (GG) e nove
ratos pertencentes ao grupo tratado com oleo de
girassol ozonizado (GO). O tratamento foi
realizado mediante aplicacdo de Iml de 6leo de
girassol comum ou o6leo de girassol ozonizado
(concentragdo de 70 pg/mL) nos grupos GG e GO,
respectivamente. Foi utilizado produto obtido
estéril de forma comercial. A aplicacao foi feita por
via topica, diretamente na pele, entre o retalho e o
leito receptor no momento trans cirtirgico € no pos-
operatorio, por via topica (duas vezes por dia), na
superficie do retalho, por 7 dias consecutivos
(Figura 2).

A avaliacdo macroscopica foi realizada no
39, 7° e 14° dias de pds-operatdrio. As variaveis
observadas foram presenca de edema, exsudato,
necrose, coloragdo e aspecto cosmético, sendo as
variaveis quantificadas de 0 a 4, exceto a necrose,
quantificada de 0 (ausente) ou 1 (presente),
conforme preconizado por Paim et al. (2002). No
15° dia de pds-operatdrio todos os animais foram
submetidos a eutanasia.

As medidas do retalho foram coletadas pelo
método de gabarito descrito por Sasaki ¢ Pang
(1980) e calculadas em cm? pelo sofiware Image
I®.
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Figura 1. Imagem fotografica do procedimento cirargico visando a confecgdo de retalho cutaneo dorsal em rato Wistar.
(A) Inciséo do retalho com base cranial com auxilio de bisturi. (B) Elevacdo do retalho apés incisdo da pele, divulsdo do
tecido subcutaneo e paniculo carnoso. (C) Dermorrafia com nylon 3-0 em pontos simples separado apos reposicionamento
do retalho no leito doador.

Figura 2. Imagem fotografica do retalho cutdneo demonstrando esquematicamente a distribui¢do da aplicagdo do 6leo
sobre o retalho e ao redor da ferida cirrgica com auxilio de uma seringa de 1 ml.
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Trés amostras de cada retalho foram
coletadas e posteriormente processadas conforme a
rotina convencional de processamento histologico.
As amostras obtidas foram coradas pelo método
histoquimico de rotina com Hematoxilina e Eosina
(HE) e com a coloragdo de Picrosirius Red
(Campos et al., 2007) para avaliacdo do tipo de
colageno.

Na coloracdo de HE foram avaliadas a
epiderme e derme quanto a presenca de necrose,
células polimorfonucleares, células
mononucleares, hemorragia e reepitelizagdo. Os
dados obtidos foram classificados de acordo com a
intensidade em que foram encontrados e
transformados em variaveis semiquantitativas
mediante atribuicdo de indice para o achado
histoldgico, conforme preconizado por Garros et al.
(2006) e registrados em fichas individuais para
cada animal. A quantificacdo de vasos foi
determinada pela técnica de contagem de
microvasos, sendo considerado um vaso unitario
qualquer grupo de células endoteliais, assim como
vasos contendo hemdcias em seu limen. A
contagem foi realizada em cinco campos,
previamente selecionados pela maior densidade
vascular na profundidade da lesdo com
microscopio ajustado para uma ampliagao de 400x
e expresso em um valor médio de vasos para cada
caso estudado semelhante ao estudo realizado por
Pazzini et al. (2017).

Para a avaliacdo do colageno foi empregada
a colora¢do de Picrosirius. Os dados foram
analisados por microscopia sob luz polarizada
(Olympus BX-53 ®, Japdo). A observagdo das
fibras colagenas por esse método permitiu a
diferenciacdo do colageno tipo I (vermelho) e tipo
II (verde). De cada lamina foram selecionados e
fotomicrografados dez campos histologicos com
uma camera digital (5,0 megapixels) no aumento
de 20x. As imagens foram analisadas com o auxilio
do software Image J®, com o plug-in Color
Threshold, obtendo-se o percentual de colageno
pela analise de particulas automatizadas de acordo
com a selegdo e extensdo das arecas baseadas na cor.

A analise dos cortes histologicos foi
realizada pelo mesmo patologista sem o
conhecimento prévio da identificacdo dos grupos.
A avaliagdo histologica das laminas foi realizada
em microscopio Optico no aumento de 400x. As
fotomicrografias foram realizadas no programa
Motic Images Plus 2.0.

Para as anélises estatisticas relacionando as
variaveis categoricas macroscopicas foi realizado a

correlacdo entre o grupo controle e experimental
utilizando a correlagdo de Pearson. Em todos os
testes, valores de p iguais ou inferiores a 0,05
(p<0,05) foram considerados significativos. As
médias obtidas das avaliagdes microscopicas e
porcentagem das avaliagdes macroscopicas em
relacdo ao grupo controle e experimental foram
submetidas a analise de varidncia (ANOVA) com
diferenca significativa entre as médias (p<0,05). Os
dados de colagenizacdo dos diferentes tipos de
fibras colagenas, segundo o grau de diferenciacao
foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) para um delineamento inteiramente ao
acaso, considerando os valores de p iguais ou
inferiores a 0,05. Para as analises estatisticas
utilizou-se o programa computacional R.

Resultados

Dentre os 18 animais inicialmente utilizados
para o estudo, um foi excluido do experimento por
obito, restando um total de 17 animais distribuidos
em: oito animais do grupo tratado com o6leo de
girassol ozonizado (GO) e nove animais tratados
com 6leo de girassol comum (GG).

Na avaliagao macroscdpica, observou-se que
o retalho cutaneo apresentou evolugdo para necrose
na porcdo médio distal da ferida em todos os
animais, iniciando-se com exsudacdo, edema e
hiperemia até o 3° dia, progredindo para necrose
bem delimitada a partir do 10° dia de pos-
operatorio (Figura 3). Entretanto, em todos os
tempos avaliados de pds-operatdrio o aspecto
cosmético foi significativamente (p= 0,046)
melhor no grupo GO em relagdo ao grupo GG,
conforme demonstrado pela comparacdo das
qualidades macroscopicas (Tabela 1).

A porcentagem de necrose dos dois grupos
foi avaliada, e a média da porcentagem da necrose
de GG e GO foi 62,82% (35,51 - 85,21) ¢ 50,82%
(30,922 - 77,71) respectivamente. Os valores
mostram que nao houve diferenca significativa
referente & porcentagem de necrose entre os dois
grupos. Os valores médios da area total do retalho
de GG e GO foram 25,24 cm? (+ 7,14) ¢ 31,83 cm?
(£ 3,28) respectivamente. Os valores, a analise de
varidncia (ANOVA), demonstraram diferenca
significativa (p= 0,000031) em GO em relagdo a
GG.

Para a avaliagdo histologica, a média da
quantificacdo de vasos, hemorragia e reepitelizacao
foi significativa entre os grupos (p<0,05). Em GG
a média de vasos foi 3,64 (£13,53) ¢ para GO a
média de vasos foi 14,45 (£17,83) (Figura 4). Os
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fatores hemorragia (p=0,03) e reepitelizacdo
(p=0,01) (Figura 5) foram significativamente
maiores em GO em relagdo a GG. Quanto a
presenca de células mononucleares (macréfagos) e
polimorfonucleares (neutréfilos) nao foram
observadas diferengas significativas entre o0 GG e
GO (p =0,46 e p=0,37, respectivamente).

Nao houve diferenga estatistica (p>0,05)
entre os grupos GO e GG em relagdo as
porcentagens do colageno tipo I (vermelho -
maduro) e tipo III (verde - imaturo) (Figura 6). Em
ambos os grupos se observou predominio das fibras
de colageno tipo I em comparagdo ao colageno tipo
I (Figura 7).

Tabela 1. Evolugdo qualitativa macroscopica de coloragdo, necrose, exsudato, edema e aspecto cosmético, nos dias 3, 7
¢ 14 do pds-operatorio, nos grupos GO (6leo de girassol ozonizado) e GG (6leo de girassol comum).

GG GO
Caracteristica . , .. . , .
, . Dias pés-operatorio Dias pés-operatorio
macroscépica
3° dia 7° dia 14° dia 3° dia 7° dia 14° dia
Edema Moderado Moderado/ Discreto Moderado Moderado/ Discreto
Discreto Discreto
Exsudato Moderado Discreto Ausente Moderado Discreto Ausente
Aspecto cosmético Bom Bom/ Regular Excelente/ Bom Bom
Regular Bom
Necrose Ausente Presente Presente Ausente Presente Presente
Coloracao Hiperémico Hiperémico Enegrecido Hiperémico Palido Enegrecido
3°DIA 7° DIA 14° DIA

Figura 3. Fotografias comparativas dos retalhos cutaneos dorsais em ratos nos grupos GG (6leo de girassol comum) e
GO (6leo de girassol ozonizado) nos trés momentos de avaliagdo. Aparéncia do retalho cutaneo no 3° dia (A e D), 7° dia
(B e E) e 14° dia (C e F) de pos-operatorio. Notar area hemorragica da porcéo distal do retalho (circulos). Notar a
demarcacdo da area de necrose e area viavel (seta amarela). Observar area palida bem demarcada por uma linha horizontal
(seta branca). Notar a diferenga de retragao cicatricial do GG (retangulo amarelo) e GO (retdngulo branco).
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Figura 4. Fotomicrografia da derme de rato submetido ao procedimento cirtrgico. (A) Vaso sanguineo identificado (seta)
no grupo GG (6leo de girassol comum). (B) Presenca de maior neovascularizag@o na area circunscrita e identificagéo de
vasos (seta) no grupo GO (6leo de girassol ozonizado). Coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE) em aumento de 400x.

Figura 5. Fotomicrografia de derme e epiderme em
ratos submetidos ao procedimento cirirgico. Notar a
intensidade da reepitelizagdo (seta) dos ratos tratados
com Oleo de girassol ozonizado. Coloracdo
Hematoxilina e Eosina (HE) em aumento de 200X.

Discussao
Os efeitos pr6 angiogénicos do oOleo

ozonizado ja foram relatados (Kirkil et al., 2016),
embora o seu mecanismo de a¢do sobre os retalhos
cutaneos ndo esteja completamente elucidado.

Areas de necrose podem ocorrer apds
procedimentos dessa natureza, devido a reperfusao
pos-isquémica. A lesdo ocorre apés a injuria
tecidual que desencadeia um aumento de radicais
livres em niveis criticos, logo apds a reperfusdo de
sangue aos tecidos. O organismo possui
mecanismos antioxidantes endogenos, no entanto,
estes sdo insuficientes para equilibrar o estresse
oxidativo, o que gera a lesdo tecidual por
peroxidacado lipidica da membrana celular (Freitas
et al., 2002; Cymrot et al., 2004).

Neste contexto, considerando as elevadas
taxas de necrose, e dificuldades relacionadas a
cicatrizagdo, associadas a cirurgias reconstrutivas,
empregou-se o Oleo ozonizado, que apresenta
propriedades como sinalizador do estresse
oxidativo, responsavel por estimular a via
antioxidante endogena (Valacchi et al., 2011).
Contudo, mais estudos sdo necessarios para
quantificar a capacidade antioxidante da
ozonioterapia.

A concentrag¢do de dleo ozonizado utilizada
no estudo (70mcg/ml) estda  disponivel
comercialmente e ¢ empregada para o reparo de
feridas cutaneas, por ser considerado de alta
peroxidagdo (Smith et al., 2017). A determinagdo
do indice de peroxidacdo do o6leo ozonizado no
reparo de ferida ¢ importante, a fim de padronizar
estudos futuros e correlacionar os efeitos
encontrados a concentracdo do produto (Valacchi
etal., 2011).

Collins et al. (2000) demonstraram que a
vascularizagdo do retalho cutdneo permanece
dependente da vasculariza¢do do pediculo até o 7°
dia, e a partir desse momento o0s Vasos
neoformados do leito receptor passam a auxiliar na
vascularizacdo, com a neovascularizagdo se
mostrando suficiente para manutencao do retalho a
partir do 10° dia. No presente estudo optou-se pela
observagdo por 14 dias apdés procedimento
cirargico, de forma a assegurar a definicao
completa da area de necrose do retalho. Dessa
forma, a area de necrose e a area viavel ficaram
definidas a partir do décimo dia.
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Figura 6. Fotomicrografia com microscopio de luz polarizada (Olympus BX-53) das areas de transi¢do dos retalhos
cutaneos dorsais de ratos da linhagem Wistar apos 15 dias de pos-operatério. A e B: Fotomicrografia empregando
software Image J delimitam em amarelo o local de captura das imagens para quantificagdo de colageno tipo III (fibras em
verde) nos grupos GO (6leo de girassol ozonizado) e GG (6leo de girassol comum). C e D: Fotomicrografia analisada
pelo software Image J delimitam em amarelo o local de captura das imagens para quantificacdo de colageno tipo I (fibras
em vermelho) nos grupos GO (6leo de girassol ozonizado) e GG (6leo de girassol comum). Coloragdo de Picrosirius Red
em aumento de 500x.

No presente trabalho ndo foi observada

diferenga estatistica entre grupos quanto a

— 87,50% porcentagem média de necrose do retalho apds 14

5.18 % dias de tratamento. De modo semelhante, no estudo

W% colageno vermelho de Kirkil et al. (2016), que avaliou a viabilidade de

m% colageno verde retalhos cutaneos em ratos tratados com azeite de

— 90,42% oliva ozonizado ap6s 7 dias, também ndo foram

e observadas diferenca entre grupos referente a

porcentagem média de necrose do retalho (Kirkil et

G.G

al., 2016).
Figura 7. Representagdo grafica em colunas da No trabalho de Gorgulu (2016) a
porcentagem média de expressdo de porcentagem média de necrose em retalhos

colageno tipo I (vermelho) e III (verde)
para o grupo GG (6leo de girassol comum)
e GO (0leo de girassol ozonizado).

cutdneos com pediculo cranial foi de 54,54%
(13,80-81,20), comparado aos 50,82% (30,922 -

Observar predominincia de colageno 77,71) do GO e 62,82% (35,51 - 85,21) do GG
vermelho em ambos os grupos. Entre deste estudo. Em todos os retalhos cutaneos foi
grupos ndo houve diferenca significativa observado necrose na por¢do médio distal, o que
(p>0,05). demonstra padronizagdo e consisténcia técnica

(Cymrot et al., 2004; Camargo et al., 2014).
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A contagem de microvasos para a
determinacdo do indice de angiogénese foi
determinada pelo método quantitativo, seguindo
padronizacdo proposta por Pazzini et al. (2017).
Observou-se que o grupo GO apresentou
porcentagem média de vasos maior que o grupo
controle o que corrobora com o trabalho Kirkil et
al. (2016), comprovando efeitos benéficos do 6leo
ozonizado para a neovascularizagdo e
consequentemente melhor reparo de feridas
dérmicas em ratos.

Estudos anteriores demonstraram que o 6leo
ozonizado estimula a expressio do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) associado
a maior contagem de vasos (Xiao et al., 2017). A
expressio de VEGF foi identificada em
fibroblastos dérmicos, células endoteliais e fibras
de colageno (Kim et al., 2009).

A presengca  discreta de  células
mononucleares e polimorfonucleares pode ser
justificada pelo tempo de avaliagdo da ferida (14
dias) quando o material foi coletado, momento esse
em que o tecido ja ndo se encontrava na fase
inflamatoria.

Ao se avaliar o colageno total e as diferentes
fibras colagenas (tipo I e III), mesmo na auséncia
de diferenca significativa entre as variaveis
categoricas, foi possivel observar na microscopia
optica uma melhor organizacio das fibras
colagenas do GO em relagdo ao GG em 14 dias.
Com isso podemos inferir uma correlagdo positiva
entre a qualidade do colageno e o tamanho total do
retalho, que foi melhor no GO.

Estudos apontam que a atividade do 6leo
ozonizado no processo de reparo de feridas
dérmicas, leva a um melhor fechamento da ferida
com melhor deposicdo de colageno e maior
atividade de fibroblastos apos sete dias de ferida,
durante a formagao do tecido de granulacdo e fase
inicial de remodelacdo do tecido de cicatrizagdo
(Kim et al., 2009; Travagli et al., 2010; Xiao et al.,
2017). Esta avaliacdo ndo foi possivel no presente
estudo, uma vez que a coleta do material foi
realizada apos 15 dias de tratamento.

A maior area total do retalho cutaneo em GO
observada na avaliagdo macroscopica permite
inferir a correlagdo a uma menor fibrose cicatricial.
Uma hipotese seria a agdo dos miofibroblastos nas
propriedades mecénicas do tecido, com a sua
permanéncia na lesdao levando a fibrose cicatricial
excessiva (Masseno et al., 2010). Mais estudos
devem ser avaliados dentro do contexto
biomecanico.

A maior reepitelizagdo observada no GO,
permitiu considerar o 6leo de girassol ozonizado
como fator positivo para a reepitelizagdo tecidual,
sendo esse achado condizente com Pazzini et al.
(2016), que demonstrou que a aplica¢ao de plasma
rico em plaquetas promoveu maior angiogénese e
consequente maior reepitelizagdo em enxertos
cutaneos.

Conclusiao

O oleo ozonizado influenciou na vitalidade
do retalho cutdneo e no processo de reparagdo
tecidual. Os animais tratados com 6leo ozonizado
apresentaram  neovascularizagdo e  aspecto
cosmético superiores aos do grupo controle que
apresentaram menor fibrose cicatricial. Entretanto,
em nenhum dos grupos foi observada modificagdo
na porcentagem de necrose distal do retalho
cutineo. Assim, observou-se, no presente trabalho,
uma influéncia positiva da utilizagdo do o6leo
ozonizado sobre o processo de reparacdo do retalho
cutaneo dorsal em ratos.
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