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RESUMO

As feridas cronicas representam um importante problema de saude publica, pois
apresentam reparo tecidual prolongado, elevada suscetibilidade a complicag¢des e impacto
significativo na qualidade de vida dos pacientes. Nesse contexto, a ozonioterapia € 0s
bioestimuladores de colageno apresentam potencial para favorecer a cicatrizagao. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da hidroxiapatita de calcio (CaHA), do acido
poli-D-lactico (PDLA) e da ozonioterapia, utilizados isoladamente ou em associagao,
sobre a contragdo de feridas cronicas induzidas em ratos Wistar. Foram utilizados 30 ratos
Wistar machos, distribuidos em seis grupos experimentais, com cinco animais cada:
controle, ozonioterapia, CaHA, CaHA associada a ozonioterapia, PDLA e PDLA
associado a ozonioterapia. As lesdes cutaneas foram produzidas na regido dorsal por meio
de punch circular de 6 mm e submetidas a aplicagdo topica de peroxido de hidrogénio a
35% para indugdo da cronicidade. Os tratamentos foram iniciados apos dez dias da
inducdo das feridas. A evolucao das lesdes foi acompanhada por registros fotograficos, e
suas areas foram determinadas no software Imagel para célculo do percentual de
contracdo. Os dados foram avaliados pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido
de andlise de variancia de uma via e pos-teste de Dunnett, considerando-se p < 0,05. O
grupo tratado com PDLA apresentou o maior percentual médio de contragdo das feridas
(57,83%), diferindo significativamente do controle (p = 0,0012). A ozonioterapiaisolada
também promoveu aumento significativo da contracdo, com média de 49,03% (p =
0,0052). Os grupos CaHA, CaHA associada a ozonioterapia e PDLA associado a
ozonioterapia ndo apresentaram diferencas significativas em rela¢do ao controle. Conclui-
se que o PDLA e a ozonioterapia, utilizados isoladamente, favoreceram a contracio das
feridas no modelo experimental avaliado, enquanto suas associa¢des ndo produziram
beneficio estatisticamente significativo adicional.

Palavras-chave: cicatrizagdo; feridas crdnicas; acido poli-D-lactico; hidroxiapatita de

calcio; ozonioterapia.



ABSTRACT

Chronic wounds represent an important public health problem because they are associated
with prolonged tissue repair, increased susceptibility to complications, and a significant
negative impact on patients’ quality of life. In this context, ozone therapy and collagen
biostimulators have the potential to improve wound healing. This study aimed to evaluate
the effects of calcium hydroxylapatite (CaHA), poly-D-lactic acid (PDLA), and ozone
therapy, administered alone or in combination, on the contraction of experimentally
induced chronic wounds in Wistar rats. Thirty male Wistar rats were allocated into six
experimental groups of five animals each: control, ozone therapy, CaHA, CaHA
combined with ozone therapy, PDLA, and PDLA combined with ozone therapy.
Cutaneous wounds were created on the dorsal region using a 6-mm circular biopsy punch
and were subjected to topical application of 35% hydrogen peroxide to induce chronicity.
Treatments were initiated ten days after wound induction. Wound progression was
monitored through serial photographic documentation, and wound areas were measured
using ImageJ software to calculate the percentage of wound contraction. Data normality
was assessed using the Shapiro-Wilk test, followed by one-way analysis of variance and
Dunnett’s multiple-comparison post hoc test, with statistical significance established at p
< 0.05. The PDLA-treated group showed the highest mean wound contraction percentage
(57.83%) and differed significantly from the control group (p = 0.0012). Ozone therapy
alone also significantly increased wound contraction, with a mean value of 49.03% (p =
0.0052). The CaHA, CaHA combined with ozone therapy, and PDLA combined with
ozone therapy groups showed no statistically significant differences compared with the
control group. In conclusion, PDLA and ozone therapy administered separately improved
wound contraction in the experimental model, whereas their combinations did not provide
a statistically significant additional benefit.

Keywords: wound healing; chronic wounds; poly-D-lactic acid; calcium

hydroxylapatite; ozone therapy.
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1.INTRODUCAO

1.1 Feridas Cronicas

As feridas cronicas representam um importante desafio para os sistemas de satde
devido a elevada prevaléncia, ao prolongado tempo de cicatrizacao, ao elevado custo
assistencial e ao impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes. Essas lesoes
caracterizam-se pela interrup¢do do processo fisioldogico de reparo tecidual,
permanecendo em um estado inflamatdrio persistente que compromete a progressao
ordenada das fases de cicatrizacdo. Em condig¢des fisiologicas, o reparo tecidual ocorre
por meio das fases de hemostasia, inflamagao, proliferacao e remodelacao. Nao obstante,
nas feridas cronicas, a persisténcia da fase inflamatoria impede a adequada formacdo do
tecido de granulacdo e a remodelagdo da matriz extracelular, culminando na falha do
processo cicatricial (Harding, Morris e Patel, 2002; Bowers e Franco, 2020).Diversos
fatores podem contribuir para a cronicidade da ferida, como a presenga de infecgao,
insuficiéncia vascular e hiperglicemia. Essas condi¢des podem alterar a resposta
imunologica e o fornecimento de nutrientes essenciais para o processo de reparacdo. A
presenca de biofilmes bacterianos também dificulta a resposta inflamatéria e o processo
de cicatrizagdo, criando um ambiente favoravel a persisténcia da infec¢do (Harding,
Morris e Patel, 2002; Zhao et al., 2016).

O tratamento das feridas cronicas permanece um desafio clinico, exigindo
abordagem multifatorial que envolve controle da infec¢dao, manejo do microambiente da
lesdo e utilizacdo de terapias capazes de estimular o reparo tecidual. Entre essas
estratégias destacam-se curativos avancados, oxigenoterapia hiperbarica, terapias

celulares e biomateriais regenerativos (Zhao et al., 2016).

1.2 Pele

A compreensao da estrutura e da organizagao funcional da pele ¢ fundamental para
o entendimento dos mecanismos envolvidos na cicatrizacdo, uma vez que esse tecido
constitui o principal alvo das alteragdes estruturais e celulares observadas durante o
reparo das feridas cronicas.

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha fungdes essenciais para a

manutenc¢do da homeostase, atuando como barreira fisica, quimica e imunologica entre o
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organismo e o ambiente externo. Além da prote¢do contra agentes mecanicos, quimicos
e microbiologicos, participa da termorregulacdo, percepcao sensorial, metabolismo da
vitamina D e manuten¢ao do equilibrio hidrico, sendo fundamental para a sobrevivéncia
do organismo (BLAIR et al., 2020; GUSHIKEN et al., 2021).

Estruturalmente, a pele ¢ composta por trés camadas principais: epiderme, derme
e hipoderme. A epiderme constitui a camada mais superficial e ¢ formada
predominantemente por queratindcitos organizados em diferentes estratos celulares. Essa
camada ¢ responsavel pela protecdo contra a invasdo de microrganismos e pela reducao
da perda transepidérmica de agua. Além dos queratinocitos, a epiderme contém
melanoécitos, células de Langerhans e células de Merkel, que participam de funcgdes

relacionadas a pigmentagao, resposta imunoldgica e percepgao sensorial, respectivamente

(ABDO et al., 2020).

—— Stratum corneum

Stratum granulosum

Papilkary layer—

;_'___,_T..Hai: follicle
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Figura 1: Representagdo esquematica das camadas da pele Fonte: Carvalho et al. (2024).

(A)Representagdo esquematica da organizagdo estrutural da pele; (B) a epiderme
corresponde a camada mais externa da pele; (C) a derme encontra-se conectada a
epiderme e ¢ constituida por tecido conjuntivo rico em coldgeno, responsavel pela

resisténcia e elasticidade cutanea. Nessa camada localizam-se glandulas sudoriparas,
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glandulas sebéceas, pelos, foliculos pilosos, musculos, terminagdes nervosas, vasos
sanguineos e células dendriticas; (D) a hipoderme constitui a camada mais profunda da

pele, localizada abaixo da derme, sendo também denominada tecido subcutaneo.

A derme localiza-se abaixo da epiderme e € composta principalmente por tecido
conjuntivo rico em fibras colagenas, fibras eldsticas e matriz extracelular. Essa camada
fornece resisténcia mecanica e elasticidade a pele, além de abrigar vasos sanguineos,
terminagdes nervosas € anexos cutaneos. Os fibroblastos representam a principal
populacdo celular dérmica e sdo responsaveis pela sintese e remodelagdo dos
componentes da matriz extracelular, desempenhando papel fundamental na manutengao
estrutural do tecido e nos processos de reparacdo apds lesdes (BLAIR et al., 2020;
BORALDI et al., 2024).

A hipoderme, ou tecido subcutaneo, ¢ constituida predominantemente por tecido
adiposo associado ao tecido conjuntivo frouxo. Essa camada atua como reserva
energética, isolante térmico e amortecedor mecanico, contribuindo para a prote¢ao das
estruturas mais profundas e para a distribuigdo das forgas exercidas sobre a superficie
corporal (ABDO et al., 2020).

A integridade da pele depende da interacdo coordenada entre células residentes,
matriz extracelular e mediadores bioquimicos. Quando ocorre uma lesao, inicia-se uma
complexa cascata de eventos biologicos que envolve inflamagdo, proliferagdo celular,
angiogénese e remodelagdo tecidual. Nesse contexto, os fibroblastos desempenham papel
central na deposic¢ao de coldgeno e na formagao do tecido de granulagdo, contribuindo
diretamente para a restauracao da arquitetura tecidual. O colageno, principal proteina
estrutural da matriz extracelular cutanea, ¢ indispenséavel para a resisténcia mecanica da
pele e para a adequada evolugdo do processo cicatricial (MATHEW-STEINER; ROY;
SEN, 2021).

Embora o processo fisiologico de cicatrizacdo seja eficiente na maioria dos casos,
diversas condi¢des podem interromper essa sequéncia coordenada de eventos, resultando
no desenvolvimento de feridas cronicas. Alteragdes estruturais ou funcionais nos
componentes da pele podem comprometer o reparo tecidual e favorecer o
desenvolvimento de feridas de dificil cicatrizagdo. Essas alteracdes frequentemente
resultam na manutencdo de um ambiente inflamatorio persistente, caracteristico das

feridas cronicas, que representam um importante problema de satde publica devido a
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elevada morbidade, impacto na qualidade de vida e custos associados ao tratamento

(CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019; GUSHIKEN et al., 2021)

1.3 Bioestimuladores

Nos tultimos anos, biomateriais bioestimuladores tém despertado crescente
interesse como estratégias terapéuticas para favorecer o reparo tecidual. Entre os
materiais mais estudados destacam-se a hidroxiapatita de calcio (CaHA) e o acido poli-
D-lactico (PDLA), capazes de estimular a atividade fibroblastica e a sintese de colageno
por meio de resposta inflamatoria subclinica controlada, seguida pela deposi¢ao de matriz
extracelular e neocolagénese (Breithaupt; Fitzgerald, 2015). Contudo, ainda sdo escassos
os estudos que investigam seus efeitos em modelos experimentais de feridas cronicas,
especialmente quando associados a ozonioterapia.

O o0zdnio, uma molécula oxidante altamente reativa, tem sido empregado como
terapia coadjuvante para doengas cutdneas devido ao seu baixo custo e a sua acdo nao
invasiva. Estudos in vitro demonstraram que o ozonio ¢ capaz de ativar fibroblastos,
alterando estruturalmente essas células, que possuem papel crucial no processo cicatricial.
Tal caracteristica apresenta importantes implicagdes terapéuticas, destacando a
necessidade de avaliagdo em sistemas vivos que apresentem uma multiplicidade de
interagdes humorais e celulares (CISTERNA et al., 2021).

Diante da dificuldade de cicatrizacdo de feridas cronicas com a terapia
convencional, o estudo da acdo cicatricial in vivo da hidroxiapatita de calcio (CaHa), do
acido polilatico (PDLA) e do 0z6nio ¢ promissor. Paraisso, a indugao cirtrgica de feridas
cronicas na regiao dorsal de ratos Wistar, da espécie Rattus norvegicus, utilizando
peroxido de hidrogénio, surge como abordagem relevante, pois gera uma resposta
inflamatoria intensa, sendo necessario o uso de doses de analgésicos para controle da dor

(LOSS, 2013).

1.4 Ozonioterapia

A ozonioterapia consiste na utilizagdo terapéutica do ozénio medicinal (Os),
reconhecido por suas propriedades antimicrobianas, imunomoduladoras ¢ moduladoras
da resposta oxidativa. Nas ultimas décadas, essa abordagem vem sendo investigada como
alternativa complementar para o tratamento de diferentes condigdes clinicas, incluindo

feridas cronicas, devido ao seu potencial para favorecer a regeneracdo tecidual.
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O principal mecanismo de a¢do da ozonioterapia envolve a capacidade do 0zénio
de estimular a formagdao de espécies reativas de oxigénio (EROs), promovendo a
oxigenac¢ao dos tecidos e aumentando a capacidade antioxidante local. Essa resposta
contribui para a ativagao de processos bioquimicos que favorecem a cicatriza¢ao, como a
sintese de colageno e a formagao de novos vasos sanguineos. Além disso, o 0zonio atua
na reducgdo de biofilmes bacterianos, dificultando a persisténcia de infecgdes no local da
ferida (ELVIS et al., 2011).

No contexto das feridas cronicas, a ozonioterapia tem mostrado beneficios
significativos, especialmente em condi¢des como ulceras diabéticas e tlceras de pressao.
Estudos demonstram que o uso combinado de 0zénio com outras terapias, como
bioestimuladores, pode acelerar o processo de cicatrizagdo e melhorar a qualidade do
tecido regenerado, a sua administracdo pode ser feita de diversas formas, incluindo
aplicacao topica, insuflagdo ou agua ozonizada, devendo respeitar os protocolos de
seguranca, ja que o ozonio em concentracdes inadequadas pode causar danos aos tecidos
(SILVA FILHO et al., 2024).

Diante desse cenario, torna-se relevante investigar estratégias terapéuticas capazes
de favorecer a reparacdo de feridas cronicas. Embora a ozonioterapia e os
bioestimuladores apresentem potencial regenerativo, permanecem limitadas as
evidéncias experimentais comparando seus efeitos isolados e associados. Assim, o
presente estudo busca contribuir para o avango do conhecimento acerca dessas
abordagens terapéuticas utilizando um modelo experimental padronizado de feridas

cronicas em ratos Wistar.

2.0bjetivo geral

Avaliar os efeitos da hidroxiapatita de calcio, do acido poli-D-lactico e da
ozonioterapia, empregados isoladamente ou em associagdo, sobre a contracdo de feridas

cronicas experimentalmente induzidas em ratos Wistar.

2.1 Objetivos especificos

1. Realizar lesdo cutaneanos ratos Wistar e as tornar cronicas por meio de protocolo
com peroxido de hidrogénio;
2. Tratar as feridas com os bioestimuladores e ozonioterapia;

3. Verificar e quantificar a contragdo das feridas;
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4. Realizar analise macroscopica das feridas tratadas;

5. Realizar fotografia e medicao das feridas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo animal

O projeto foi apresentado a Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Uberlandia e aprovado conforme protocolo n°
23117.026478/2024-33 se encontrando de acordo com os preceitos da Lei n°11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas ditadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).

O marco regulatorio brasileiro para a utilizacdo de animais em atividades de
ensino e pesquisa cientifica foi estabelecido pela Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
conhecida como Lei Arouca. Essa legisla¢ao regulamenta os procedimentos relacionados
ao uso cientifico de animais, visando garantir sua utilizagdo de forma ética, responsavel
e em conformidade com os principios do bem-estar animal. Além disso, a lei instituiu o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e tornou
obrigatoria a criagdo das Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUAs) nas institui¢des
que desenvolvem atividades de pesquisa e ensino envolvendo modelos animais,
atribuindo a esses Orgdos a responsabilidade de avaliar, normatizar e fiscalizar os
protocolos experimentais, assegurando sua adequacgao ética e cientifica (BRASIL, 2008).

A utilizagdo de modelos animais permanece essencial para o avango do
conhecimento biomédico, especialmente em estudos relacionados ao reparo tecidual, uma
vez que os processos envolvidos na cicatriza¢do dependem de interagdes complexas entre
células, mediadores inflamatorios, matriz extracelular, vascularizagdo e resposta
imunoldgica sistémica, aspectos que ndo podem ser completamente reproduzidos em
modelos in vitro. Nesse contexto, os ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus)
destacam-se como um dos modelos experimentais mais utilizados em pesquisas
biomédicas devido a sua facilidade de manejo, curto ciclo de vida, baixo custo de
manutencdo e ampla caracterizacao fisiologica e genética.

Além disso, os roedores apresentam elevada homologia genética com os seres
humanos, compartilhando uma parcela significativa de genes e vias biologicas

conservadas entre as espécies, o que permite a obtengdo de resultados com relevante
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potencial translacional para a medicina humana. Dessa forma, a utilizagao desses animais
contribui para a compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos na
cicatrizagdo e para a avaliagdo da eficaciae seguranga de novas abordagens terapéuticas
destinadas ao tratamento de feridas cronicas.

Paralelamente aos aspectos éticos e cientificos, a qualidade sanitaria dos animais
constitui um fator determinante para o bem-estar animal e para a reprodutibilidade dos
resultados experimentais. Alteragdes no estado microbiologico podem influenciar
respostas fisiologicas e imunologicas, comprometendo a confiabilidade dos dados
obtidos. Assim, instalagdes destinadas a criagdo e experimentagdo animal devem adotar
programas rigorosos de monitoramento sanitdrio, seguindo protocolos reconhecidos
internacionalmente, como aqueles propostos pela Federation of European Laboratory
Animal Science Associations (FELASA), visando assegurar condi¢des adequadas de
satide e manejo dos animais utilizados em pesquisa (MAHLER et al., 2014).

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), com sete semanas
de idade, pesando em média 300-330g provenientes da rede do Biotério central da UFU
(REBIR) para induc¢ao de feridas cronicas.

Os animais foram alojados em mini isoladores, proprios para a espécie, medindo
32 cm de comprimento, 20 cm de largura e 21 cm de altura e receberdo como cama,
maravalha de Pinus eliotti, autoclavada, posicionados em Racks ventilados. A agua
filtrada por radiagdo ultravioleta e a ragdo irradiada foram fornecidas ad libitum. Os
animais foram mantidos em ciclo de claro/escuro de 12/12 horas respectivamente, em sala
com controle de temperatura e umidade (22°C + 2°C/ 55% =+ 5%)).

A troca dos animais foi realizada semanalmente, ou quando houve necessidade.
No mini isolador a entrada de ar e a exaustdo sdo filtradas por filtro HEPA, isolando o
animal do macroambiente. Ademais, em cada mini-isolador foi alojado no maximo 5

animais por gaiola.

3.2 Calculo do tamanho amostral

Para calculo do tamanho minimo e maximo da amostra em estudo de grupos
experimentais diferentes, utilizando o teste one-way ANOVA, utilizaremos o grau de
liberdade (degree of freedom -DF) minimo do teste = 08 e maximo = 20, conforme Arifin,

Zahiruddin 2017.
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O grau de liberdade nas formulas sera substituido com graus de liberdades minimo
(08) e maximo (20) para obter o nimero minimo ¢ maximo de animais por grupo:
Minimo n=08/k +1
Miéximo n=20/k + 1
Sendo n = niimero de individuos por grupo e

k =namero de grupos

Para a confeccao dos graficos e analise estatistica iremos analisar cada animal
separadamente, nao iremos fazer um comparativo entre as diferentes linhagens de animais
nem entre os diferentes sexos. Deste modo serdo utilizados 6 grupos experimentais para
a comparacao dos testes analisados, por exemplo.

n=DF/k +1
n minimo sera, n=8/2 +1=4,0
n maximo sera, n=20/2 +1=11,0
Dessa forma o nimero minimo € maximo de animais por grupo, mantera os graus

de liberdade dentro dos limites minimo e maximo, como mostrado abaixo:

DF =N-k

N= numero total de individuos

Por exemplo, utilizando-se um n minimo de 4,0: DF = N — k, DF=12-2=10 ¢
utilizando-se um n maximo de 11: DF = N — k, DF=22-2 = 20. Entdo, utilizaremos o
nimero de 5 animais por grupo que estd entre o limite minimo e méximo dos graus de

liberdade.

3.3 Inducio de lesdo cronica

As lesdes cutaneas foram induzidas nos animais utilizando punch circular de
biopsia de 6 mm de diametro, sendo confeccionadas duas feridas paralelas na regidao
dorsal superior de cada animal. Inicialmente, os animais foram submetidos a anestesia
inalatoria com isoflurano, utilizando concentragdo de 3—5% para indugdo anestésicae 1—
3% para manuteng¢do, administrado em oxigénio medicinal. Adicionalmente, foi realizada
anestesia por via intraperitoneal com associac¢do de cetamina (90 mg/kg) e xilazina (10

mg/kg), a fim de garantir adequada analgesia e profundidade anestésica durante o
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procedimento. Apos a confirmagao do plano anestésico, foi realizada a tricotomia da
regido dorsal, seguida de antissepsia com gaze embebida em alcool etilico a 70%.

Como protocolo analgésico pods-operatorio, foi administrado tramadol na dose de
10 mg/kg por via subcutdnea imediatamente apos o procedimento cirtrgico e a cada 12
horas durante os trés primeiros dias subsequentes a indu¢ao das lesdes. Adicionalmente,
foi administrada morfina na dose de 2 mg/kg por via subcutanea, conforme necessidade
clinica e avaliagdo dos parametros de dor e desconforto dos animais, de acordo com o
protocolo de bem-estar animal estabelecido para o estudo.

ApoOs a antissepsia, foram realizadas duas lesdes cutdneas excisionais na regiao
dorsal, uma se utilizando de punch circular de biopsia de 6 mm de diametro, tesoura
cirtirgica e pinga e outra ferida se utilizando de pinga e tesoura com cerca de 12mm de
comprimento e 6mm de largura. Para inducdo da cronicidade das feridas, foram aplicados
topicamente 50 uL. de peroxido de hidrogénio (H202) a 35%, duas vezes ao dia, durante
20 dias consecutivos. Durante esse periodo, as lesdes foram fotografadas para
acompanhamento macroscépico do processo cicatricial.

As feridas foram registradas por meio de documentacao fotografica diariamente
e mensuradas com o auxilio de um paquimetro digital, nos dias zero, dois, quatro, seis,

sete, oito, 10, 12, 14, 16, 18, 20.

3.4 Analise das imagens

As imagens das feridas realizadas com punch circular de 6mm foram analisadas
utilizando o software ImageJ bundled with 64-bit Java 8. Inicialmente, foi realizada a
calibracdao da escala das imagens utilizando como referéncia as medidas obtidas com
paquimetro durante o acompanhamento experimental. Apds a calibracdo, a area das
feridas foi determinada por meio do delineamento manual de suas bordas, permitindo a
obtencao da area lesionada em mm?.

As fotografias foram obtidas de forma padronizada ao longo de todo o periodo
experimental, mantendo-se a mesma distancia focal, angulacdo e posicionamento dos
animais durante os registros fotograficos. Todas as mensuragoes e registros fotograficos
foram realizados por um unico avaliador, visando reduzir variacdes metodologicas e
garantir maior uniformidade na obtenc¢ao dos dados.

As imagens foram analisadas individualmente em cada periodo experimental,

possibilitando o acompanhamento da evolugdo do processo cicatricial ao longo do estudo.
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Os valores obtidos foram posteriormente organizados para elaboragdo de graficos e

realizagdo das analises comparativas entre os grupos experimentais.

3.5 Tratamentos

Os tratamentos foram iniciados apds 10 dias da inducdo das feridas. A 4gua
ozonizada 8mg/mL foi administrada topicamente sobre as lesdes na quantidade de 100
uL por ferida (200 puL por animal), uma vez ao dia, durante 20 dias consecutivos. Nos
animais pertencentes ao grupo controle, foi aplicada solugdo de cloreto de sddio a 0,9%
na mesma quantidade e frequéncia de administragdo.

A hidroxiapatita de calcio (CaHa) na concentragcdo de 300 mg/mL foi diluida em
solugdo fisioldgica estéril, ozonizada ou ndo, conforme o grupo experimental, seguindo
as recomendagdes do fabricante para preparo do produto. Apds a preparacdo, foram
administrados 100 pL por ferida (200 puL por animal) por via intralesional nos dias 10 e
20 apds a indugdo das lesdes.

O 4acido poli-D-lactico (PDLA) foi reconstituido em dgua destilada estéril na
concentracdo de 18,75 mg/mL, ozonizada ou ndo, de acordo com o grupo experimental,
seguindo as orientacdes do fabricante para obtencdo de uma suspensdo homogénea e
estéril. Apds a reconstitui¢cdo, foram administrados 100 pL por ferida (200 pL por animal)
por via intralesional nos dias 10 e 20 apds a inducao das lesdes.

Os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais: grupo controle
tratado com solugao de cloreto de s6dio a 0,9%; grupo tratado com dgua ozonizada; grupo
tratado com hidroxiapatita de calcio (CaHa); grupo tratado com hidroxiapatita de calcio
associada a agua ozonizada; grupo tratado com 4cido poli-D-lactico (PDLA); e grupo

tratado com acido poli-D-lactico associado a d4gua ozonizada.



Tabela 1: Grupos experimentais
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associado a d4gua ozonizada

topica

Controle Solucdo de cloreto de sodio | Topica 100 pL por
(NaCl) 0,9% ferida (200
pL/animal)
0Os Agua ozonizada Topica 100 upL por
ferida (200
pL/animal)
CaHa Hidroxiapatita de calcio diluida | Intralesional 100 pL por
em soro fisioldgico estéril ferida (200
pL/animal)
CaHa + Hidroxiapatita de calcio diluida | Intralesional +| 100 uL por
0 em soro fisioldgico ozonizado | topica ferida (200
associada a d4gua ozonizada pL/animal)
topica
PDLA Acido poli-D-lactico diluido em | Intralesional 100 pL por
agua destilada estéril ferida (200
pL/animal)
PDLA + Acido poli-D-lactico diluido em | Intralesional +| 100 upL por
0O agua  destilada  ozonizada | topica ferida (200

pL/animal)

3.6 Método de Eutanasia
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Os procedimentos foram realizados na Rede de Biotérios de Roedores da
Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU). Ao término do periodo experimental,
os animais foram submetidos a eutanasia mediante administragdo intraperitoneal de uma
associacdo de cetamina (Syntec do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e xilazina (Syntec do
Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil), utilizando-se uma superdose anestésica correspondente
a dez vezes a dose anestésica recomendada para a espécie, promovendo anestesia
profunda seguida de 6bito. A confirmagao da morte foi realizada por meio da auséncia de
movimentos respiratdrios, auséncia de batimentos cardiacos e auséncia de reflexos.
Todos os procedimentos foram conduzidos em conformidade com as diretrizes
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), respeitando os principios éticos e de bem-estar animal adotados pela Rede
de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia.

Apos a eutanasia, as carcacas foram acondicionadas e descartadas de acordo com
os procedimentos operacionais da REBIR-UFU. Inicialmente, foram mantidas sob
congelamento e, posteriormente, encaminhadas para incineracdo por empresa
especializada contratada pela Universidade Federal de Uberlandia para a coleta,

transporte e destinagdo final desse tipo de residuo biologico.

3.7 Analise Macroscopica

As feridas foram acompanhadas macroscopicamente ao longo de todo o periodo
experimental por meio de observagdo direta e registros fotograficos. Durante as
avaliacdes, foram observadas caracteristicas relacionadas ao processo de cicatrizagao,
incluindo coloragcdo da lesdo, aspecto das bordas, presenca de crostas, tecido de
granulacgdo, sinais de inflamagao, sangramentos e secrecoes.

As observagdes macroscopicas foram utilizadas para acompanhar
qualitativamente a evolucao das lesdes durante o periodo experimental, complementando

as analises de area obtidas por meio dos registros fotograficos.

3.8 Analise Estatistica

Os dados referentes a contragdo das feridas foram analisados no programa
GraphPad Prism 9.0. Inicialmente, a normalidade da distribui¢do dos dados foi verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk. Como todos os grupos apresentaram distribui¢cao compativel

com a normalidade (p > 0,05), as comparagdes entre os grupos experimentais foram



24

realizadas por analise de variidncia de uma via (One-Way ANOVA), seguida do pos-teste
de Dunnett, empregado para comparar individualmente cada grupo tratado com o grupo
controle. Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p < 0,05. Os

resultados foram expressos como média + desvio-padrao, considerando cinco animais por

grupo.

4. RESULTADOS

4.1 Analise Macroscépica

A evolucdo macroscopica das lesdes foi acompanhada por documentagdo
fotografica seriada obtida nos dias 0, 4, 8, 12, 16 e 20 apds o inicio dos tratamentos
(Figura 2). No dia 0, todas as lesdes apresentavam aspecto semelhante entre os grupos
experimentais, caracterizado por areas ulceradas bem delimitadas, exposi¢ao do leito da

ferida e auséncia de tecido cicatricial visivel.

A partir do quarto dia experimental, observou-se formagao de crostas superficiais
em todos os grupos avaliados, associada a redu¢do inicial da area das lesdes. Nesse
periodo, verificou-se também a presenca de tecido de granulagdo e sinais de

reorganizagao tecidual nas regides periféricas das feridas.

Entre os dias 8 e 12, foi possivel observar progressao do processo cicatricial em
todos os grupos experimentais, evidenciada pela reducao da area lesional e pela maior
organizagdo do tecido em reparagdo. Durante esse periodo, as crostas tornaram-se mais
evidentes, especialmente nos grupos tratados com hidroxiapatita de célcio e acido poli-

D-lactico, refletindo a dindmica do processo inflamatorio e de remodelagdo tecidual.

Nos periodos finais do experimento, correspondentes aos dias 16 e 20, evidenciou-
se continuidade da contracao das feridas e redugdo da exposi¢do do leito lesionado. O
grupo tratado com ozonioterapia isoladamente, e o grupo tratado com PDLA
isoladamente, apresentaram visualmente menor area residual da lesdo e aspecto mais
organizado do tecido cicatricial quando comparados ao grupo controle. Além disso,
verificou-se diminui¢do progressiva das crostas e maior evidéncia de reepitelizagdo nas

bordas das feridas.
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De maneira geral, todos os tratamentos promoveram evoluc¢do favoravel do
processo de cicatrizagdo ao longo do periodo experimental. Porém, diferencas visuais
foram observadas entre os grupos quanto a velocidade de fechamento das lesdes,
organizagdo do tecido cicatricial e persisténcia de crostas, sugerindo influéncia dos
tratamentos empregados sobre o reparo tecidual. A confirmacao dessas observacdes foi

posteriormente complementada pela anélise quantitativa da contracao da ferida.

CONTROLE
(SORO)

HIDER Y chRBsO3 PDLA HIDROXIAPATITA

PDLA+ 03

DIAO DIA 4 DIA 8 DIA 12 DIA 16 DIA 20

Figura 2: Evolu¢do macroscopica representativa das feridas cronicas nos diferentes
grupos experimentais durante o periodo de tratamento. Fonte: Proprio autor

Além da redugdo progressiva da area das lesdes, constatou-se a formacdo de
crostas superficiais em todos os grupos experimentais durante os primeiros dias de
acompanhamento. Nos grupos tratados com bioestimuladores, as crostas apresentaram-

se mais espessas e persistentes ao longo do periodo experimental, enquanto os grupos
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submetidos a ozonioterapia demonstraram visualmente menor acumulo de tecido crostoso

nos periodos finais.

Também foi possivel observar alteragdes no aspecto das bordas das lesdes ao
longo do experimento. Inicialmente irregulares e hiperémicas, as bordas tornaram-se
progressivamente mais definidas e aproximadas do centro da ferida, indicando evolugdo

do processo de contragao tecidual.

Nao foram observados sinais macroscopicos sugestivos de infeccdo secunddria,
como presenca de exsudato purulento ou necrose extensa, durante o periodo
experimental. Embora duas lesdes tenham sido produzidas em cada animal, apenas as
feridas circulares de 6 mm foram utilizadas para analise macroscdpica e quantitativa da

contracdo devido a maior padronizagdo morfologica.
4.2 Avaliacao de contracio de ferida

A evolugdo da contragdo das feridas foi determinada por meio da mensuracao
seriada da area lesional nos dias experimentais 12, 14, 16, 18 e 20. O percentual de
contragdo foi calculado em relagdo a area inicial da lesdo no inicio do tratamento,

permitindo a comparagdo da dindmica de cicatriza¢do entre os grupos experimentais.

Conforme apresentado na Figura 3, foram observados diferentes padrdes de
evolugao da contragao. O grupo tratado com acido poli-D-lactico (PDLA) apresentou
aumento progressivo e acentuado da contragdo ao longo do periodo avaliado, alcangando
os maiores valores no dia 20. O grupo submetido a ozonioterapia também apresentou

aumento expressivo da contragdo, com progressao ao longo dos periodos analisados.

Os grupos tratados com hidroxiapatita de calcio associada a ozonioterapia (H+O)
e PDLA associado a ozonioterapia (PDLA+O) apresentaram comportamento
intermediario. A hidroxiapatita de calcio isolada demonstrou aumento mais tardio da
contracao, principalmente entre os dias experimentais 18 e 20. Em contraste, o grupo
controle permaneceu com valores proximos ou inferiores a zero durante grande parte do
acompanhamento, indicando auséncia de contracdo expressiva e, em determinados

periodos, aumento da area lesional em relagdao a medida inicial.
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Evolucdo da contracéo das feridas
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-®- Controle
-2 H
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[+] 0 g
12 14 16 % 20
50 = Dias experimentais

Figura 3 — Evolucdo temporal da contracido das feridas nos diferentes grupos
experimentais. O percentual de contragao foi avaliado nos dias experimentais 12, 14, 16,
18 € 20. Controle: solug¢do de cloreto de sodio a 0,9%; H: hidroxiapatita de calcio; PDLA:
acido poli-D-lactico; O: ozonioterapia, H+O: hidroxiapatita de célcio associada a
ozonioterapia; PDLA+O: acido poli-D-lactico associado a ozonioterapia. Fonte: Proprio

autor (2026).

Para comparar quantitativamente os tratamentos, foi calculado o percentual médio
de contracdo de cada animal durante o periodo avaliado. Inicialmente, os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, ndo sendo observados desvios
significativos da distribui¢do normal em nenhum dos grupos experimentais (p > 0,05).
Dessa forma, foi utilizada a andlise de variancia de uma via, seguida do pds-teste de

Dunnett, para comparagdo de cada tratamento com o grupo controle.
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Contracao de Ferida
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Figura 4 — Comparaciao do percentual de contracio das feridas entre os grupos
experimentais. Cada ponto representa o valor individual de um animal, enquanto as
barras representam a média + desvio-padrao, com cinco animais por grupo. Os dados
foram analisados por ANOVA de uma via, seguida do pds-teste de Dunnett para
comparacao de cada tratamento com o grupo controle. Controle: solugdo de cloreto de
sodio a 0,9%; H: hidroxiapatita de calcio; PDLA: 4cido poli-D-lactico; O: ozonioterapia;
H+O: hidroxiapatita de célcio associada a ozonioterapia; PDLA+O: 4cido poli-D-lactico
associado a ozonioterapia. **p < 0,01 em comparagdo ao grupo controle. Fonte: Proprio

autor (2026).

O grupo controle apresentou percentual médio de contracao de —5,49%, enquanto
o grupo tratado com hidroxiapatita de calcio apresentoumédia de 9,20%. O grupo PDLA
apresentou o maior percentual médio de contragdo entre os tratamentos avaliados, com
valor de 57,83%, seguido pelo grupo submetido a ozonioterapia, que apresentou média
de 49,03%. Os grupos H+O e PDLA+O apresentaram médias de contracdo de 24,98% e
31,59%, respectivamente.

O pos-teste de Dunnett demonstrou que o grupo tratado com PDLA apresentou

contracao significativamente superior & do grupo controle (p = 0,0012). De maneira
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semelhante, a ozonioterapia isolada promoveu aumento significativo da contragdo em
comparacgao ao controle (p = 0,0052). Como ambos os valores foram inferiores a 0,01,
essas comparagoes foram indicadas por dois asteriscos no grafico.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o grupo
controle e os grupos tratados com hidroxiapatita de célcio isolada (p = 0,7797),
hidroxiapatita de célcio associada a ozonioterapia (p = 0,1789) ou PDLA associado a
ozonioterapia (p = 0,0750). Embora o grupo PDLA+O tenha apresentado valor médio de
contragdo superior ao controle, a diferencanao atingiu o nivel de significancia estatistica
estabelecido.

Em conjunto, os resultados demonstraram que o PDLA e a ozonioterapia, quando
administrados isoladamente, promoveram maior contrag¢ao das feridas em comparagdo ao
grupo controle. Apesar disso, as associagdes dos bioestimuladores com a ozonioterapia
ndo produziram aumento estatisticamente significativo da contragdo no periodo

analisado.

5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da hidroxiapatita de célcio, do acido poli-L-
lactico e da ozonioterapia, administrados isoladamente ou em associacdo, sobre a
contragdo de feridas cronicas induzidas em ratos Wistar. Os principais resultados
demonstraram que os grupos tratados com PDLA e ozonioterapia isolada apresentaram
percentuais de contragdo significativamente superiores aos observados no grupo controle.
Em contrapartida, a hidroxiapatita de calcio isolada e as associagdes CaHA+Os e
PDLA+Os nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao
controle.

A avaliacdo macroscopica demonstrou formacao de crostas e redugdo progressiva da
area lesional em todos os grupos. Ademais, os grupos PDLA e ozonioterapia apresentaram
visualmente menor area residual nos periodos finais, em concordancia com os resultados
quantitativos. O grupo controle apresentou valores médios de contragdo préximos ou
inferiores a zero, indicando que algumas lesdes permaneceram estaveis ou apresentaram
aumento de drea em relacdo a medida de referéncia. Uma possivel explicagdo para esse
comportamento reside ou na manutencao do processo inflamatorio, ao edema das bordas,
a formacdo de crostas irregulares ou na propria variabilidade morfoldgica das feridas

durante o acompanhamento.
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O grupo tratado com PDLA apresentou o maior percentual médio de contracao, com
57,83%, diferindo significativamente do controle. O PDLA ¢ um material biodegradavel
particulado capaz de desencadear uma resposta tecidual localizada, inicialmente marcada
pelo recrutamento de células inflamatoérias e, posteriormente, pela ativacdo de
fibroblastos e deposi¢do de componentes da matriz extracelular. Em diferentes modelos
animais, a aplicacao de PDLA produziu resposta inflamatoria e regeneragao de colageno,
embora a intensidade desses efeitos tenha variado conforme a espécie e o periodo avaliado
(HE et al., 2025).

Por outro lado, o periodo de avaliagdo deste estudo foi relativamente curto. Os
tratamentos foram iniciados no décimo dia experimental, e a contragdo foi analisada até
o vigésimo dia, correspondendo a apenas dez dias apos a primeira aplica¢do. Assim, ndo
¢ possivel atribuir o efeito observado exclusivamente a neocolagénese madura, que
geralmente se desenvolve de maneira gradual. A resposta inicial ao PDLA pode ter
favorecido o recrutamento celular, a atividade fibroblastica e a contracdo mediada por
miofibroblastos, mas a confirmag¢do desses mecanismos exigiria analises histologicas e
moleculares. Estudos experimentais com PDLA avaliaram alteragdes inflamatorias e
deposi¢do de coldgeno em periodos de uma a doze semanas, indicando que a resposta ao
material continua evoluindo apos o intervalo analisado neste trabalho.

A ozonioterapia isolada também promoveu aumento significativo da contraciao das
feridas, com média de 49,03%. Os achados observados neste estudo corroboram
resultados previamente descritos na literatura cujos estudos experimentais demonstraram
efeitos favoraveis de formulagdes ozonizadas sobre o reparo cutaneo. Huang et al. (2010)
observaram melhora da cicatrizacdo de feridas infectadas em ratos tratadas com agua
ozonizada, principalmente nas concentragdes de 10 e 20 mg/L. Em outro modelo animal,
a aplicagdo topica de 6leo ozonizado em ulceras infectadas por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina promoveu reducdo da carga bacteriana e melhor regeneragdo
epidérmica em comparacao ao tratamento ndo ozonizado (SILVA et al., 2021).

O efeito observado no grupo submetido a ozonioterapia pode estar associado a
modulacao do microambiente da ferida e a reducao da carga microbiana superficial.
Contudo, como ndo foram realizadas culturas microbioldgicas, analises de estresse
oxidativo ou quantificacdo de mediadores inflamatdrios, esses mecanismos ndo podem
ser confirmados diretamente. Dessa forma, os resultados demonstram efeito sobre a
contracdo, mas ndo permitem determinar qual via bioldgicafoi responséavel pelo beneficio

observado.
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A hidroxiapatita de célcio isolada ndo apresentou diferenca significativa em relacao
ao controle. A auséncia de diferenca estatistica ndo deve ser interpretada como auséncia
de atividade bioldgica. Estudos histomorfologicos demonstraram que a CaHA pode
estimular remodelacdo gradual da matriz extracelular, com aumento de colageno tipo I1I
apods aproximadamente quatro meses e de coldgeno tipo I em periodos mais avangados.
Portanto, o intervalo de dez dias apds a primeira aplicacao pode ter sido insuficiente para
que seus principais efeitos bioestimuladores se refletissem em uma alteragao
macroscopica significativa da area da ferida (YUTSKOVSKAYA; KOGAN;
LESHUNOV, 2014).

Além do periodo reduzido, a resposta da CaHA pode ter sido influenciada pela
diluicdo, pela concentragdo final efetivamente administrada, pela distribuicdo das
particulas no leito da ferida e pelo estado inflamatoério previamente induzido. A maior
parte dos estudos sobre CaHA foi realizada em pele integra, especialmente em aplicagodes
estéticas, enquanto o presente trabalho utilizou um tecido lesionado e submetido a
aplicacdo repetida de perdxido de hidrogénio. Dessa forma, a resposta bioldgica no leito
de uma ferida cronica pode diferir daquela observada em tecidos dérmicos integros.

As associagdes CaHA+O; e PDLA+O; ndo apresentaram diferencas significativas em
relacao ao controle. Embora o grupo PDLA+Os tenha alcangado média numericamente
superior a do controle, o valor de p = 0,0750 ndo atingiu o nivel de significancia adotado.
Dessa forma, ndo se pode afirmar a existéncia de beneficio ou de tendéncia estatistica,
apenas que houve diferenca numérica entre as médias. Da mesma maneira, a auséncia de
significancia ndo permite concluir que o 0zonio tenha antagonizado os bioestimuladores.

A faltade efeito adicional das associagdes pode estar relacionada a variabilidade entre
0s animais, ao tamanho amostral de cinco individuos por grupo, ao curto periodo de
observacdo ou a possiveis interagcdes entre o meio ozonizado e os materiais. A
documentagdo do Sculptra® informa que as interagdes do PDLA com outros
medicamentos, substancias ou dispositivos ndo foram sistematicamente avaliadas.
Portanto, qualquer hipotese sobre interagao quimica entre o 0zonio € o polimero deve ser
considerada especulativa até que sejam realizados estudos especificos de estabilidade,
tamanho das particulas, pH e comportamento do material apos contato com a solugdo
ozonizada.

Outro aspecto importante ¢ que a segunda aplicagdo intralesional dos
bioestimuladores foi realizada no vigésimo dia experimental. Como esse também

correspondeu ao ultimo periodo utilizado na andlise da contracdo, os resultados
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quantitativos apresentados refletem essencialmente a resposta a primeira administragao.
A segunda aplicagdo provavelmente ndo teve tempo para produzir efeito mensuravel
sobre o desfecho analisado. Esse ponto deve ser considerado na interpretagdao dos
resultados e na elaboragdo de estudos posteriores.

Entre as limitagdes deste estudo estdo o numero reduzido de animais por grupo, a
utilizagdo exclusiva de machos, a avaliagdo de uma unica concentracdo de cada
tratamento e o curto periodo de acompanhamento. Além disso, a contragdo macroscopica,
embora seja um pardmetro objetivo do fechamento da ferida, ndo permite avaliar
isoladamente a qualidade do tecido formado, a organizagao do colageno, a reepitelizagao,
a vascularizacdo ou a intensidade da resposta inflamatoria.

Também deve ser considerada a diferencga entre a cicatrizagao cutanea de roedores e
a humana. Em ratos, o fechamento de feridas ocorre de forma expressiva por contracao,
enquanto em humanos ha maior contribui¢ao da formacao de tecido de granulacao e da
reepitelizacdo. Estudos que reduzem mecanicamente a contragdo em ratos produzem
cicatrizacdo mais lenta e mais proxima daquela observada em feridas humanas de dificil
reparo, evidenciando essa limitacgao translacional (SAMI; ABDELLATIF, 2021).

Apesar dessas limitacdes, os resultados indicam que o PDLA e a ozonioterapia isolada
favoreceram a contracao das feridas no modelo experimental utilizado. A auséncia de
beneficio estatisticamente significativo nas associagcdes demonstra que a combinagao de
tratamentos ndo resultou, nas condi¢des avaliadas, em efeito adicional sobre esse
desfecho. Estudos futuros devem incluir periodos mais prolongados, diferentes
concentragdes, maior numero de animais e analises histoldgicas, imunohistoquimicas e
moleculares, permitindo esclarecer os mecanismos envolvidos e avaliar a qualidade do

tecido reparado.

6. CONCLUSAO

Nas condic¢des experimentais deste estudo, o PDLA e a ozonioterapia, quando
utilizados isoladamente, promoveram maior contragdo das feridas cronicas induzidas em
ratos Wistar em comparagao ao grupo controle. O PDLA apresentou o maior percentual
médio de contragdo entre os tratamentos avaliados, seguido pela ozonioterapia, sendo
ambos estatisticamente superiores ao controle.

A hidroxiapatita de célcio, isolada ou associada a ozonioterapia, e a associacao
entre PDLA e ozonioterapia ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas

em relagdo ao grupo controle. Dessa forma, nas condig¢des e no periodo avaliados, as
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associagdes terapéuticas nao proporcionaram beneficio adicional sobre a contragao das
feridas, ndo sendo possivel demonstrar efeito sinérgico entre os bioestimuladores e a
ozonioterapia.

Os resultados indicam potencial do PDLA e da ozonioterapia como estratégias
capazes de favorecer a contragao de feridas cronicas. Entretanto, como o estudo avaliou
predominantemente um desfecho macroscopico e utilizou um periodo relativamente curto
de acompanhamento, sdo necessarios estudos adicionais com maior tempo experimental
e analises histoldgicas, moleculares € imunohistoquimicas para esclarecer os mecanismos
envolvidos e avaliar a qualidade do tecido reparado.

Como perspectiva para estudos futuros, outros métodos de indugao da cronicidade
poderao ser utilizados para avaliar se os efeitos observados se mantém em diferentes
condi¢des fisiopatologicas. Entre as alternativas estdo os modelos de diabetes
experimental, associados ou ndo a inoculagao bacteriana, que reproduzem alteragdes
metabolicas, inflamatoérias e infecciosas presentes em ulceras diabéticas; os modelos de
isquemia, nos quais a reducgdo da perfusdo sanguinea compromete a oxigenacao e retarda
o reparo; ¢ os modelos de infeccao por biofilme, capazes de manter uma resposta
inflamatoria persistente e dificultar o fechamento da lesdo. Estudos também podem
combinar diabetes, isquemia e infec¢do, proporcionando um modelo mais complexo e
proximo das condigdes encontradas em feridas cronicas humanas.

Adicionalmente, pode-se empregar um anel de silicone ao redor da ferida para
limitar a contracdo da pele dos roedores. Embora essa técnica ndo constitua, isoladamente,
um método de cronificacao, elareduz a participagao da contracao no fechamento da lesdao
e favorece a cicatrizacdo por formacdo de tecido de granulacdo e reepitelizacdo,
aproximando o modelo experimental do processo observado em seres humanos. A
utilizagcdo desses protocolos, isolados ou combinados, podera ampliar a validade
translacional dos resultados e permitir uma avaliacdo mais abrangente dos efeitos dos
bioestimuladores e da ozonioterapia.

Embora os resultados sejam promissores, estudos futuros incorporando analises
histologicas, imunohistoquimicas ¢ moleculares serdo importantes para elucidar os
mecanismos bioldgicos envolvidos na resposta aos tratamentos avaliados e ampliar o

potencial translacional dessas abordagens para o manejo de feridas cronicas.
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