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RESUMO

Introducdo: O efeito antinociceptivo do ozénio tem sido descrito na literatura e pode estar
relacionado com o aumento do sistema de defesa antioxidante enddgeno, com impactos sobre o
metabolismo celular e a oxigenacao tecidual. Contudo, o efeito desta terapia minimamente invasiva
no tratamento de dores miofasciais permanece controverso, especialmente naquelas dores
relacionadas com a disfuncdo temporomandibular. Objetivo: Avaliar os efeitos da ozonioterapia
sobre a nocicepgdo, o processo inflamatério e o reparo tecidual no muasculo masseter de ratos, em
um modelo de inflamacdo induzida pela carragenina. Materiais e Métodos: O processo
inflamatdrio foi induzido pela administracdo de carragenina lambda na solucdo a 2% de 100 uL, no
masseter direito dos ratos, e para o limiar nociceptivo avaliado utilizou-se o analgesimetro digital
para o teste de von Frey, nos tempos de 5 horas, 1, 3 e 7 dias apds sua administracdo. O grupo
controle recebeu salina nas mesmas condi¢Ges. Para avaliar o efeito da ozonioterapia sobre a
nocicepc¢édo causada pela carragenina, os ratos foram tratados com ozonio na dose de 0,0016 mg/Kg,
em um volume de 0,01ml logo apds administracdo da carragenina ou salina (O3+Car e O3+Sal).
Ibuprofeno na dose de 14mg/Kg foi wusado como controle positivo (Ibup+Car e
Ibup+Sal). Decorridos 1 e 8 dias apds a administracdo da carragenina ou salina, os animais foram
eutanasiados e 0s masseteres processados para analise histolégica semiquantitativa. Resultados: O
estudo antinociceptivo mostrou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos Sal e Car
nos periodos de 5h, 1d, 3d e 7d, entre os grupos Ca e lbup+Car em 1d, 3d e 7 d e entre 0s grupos
Sal e 0O3-Sal em 5h e 7d. Ndo houve diferenca na variacdo do limiar nociceptivo entre 0s grupos
Car e O3+Car. Um dia pds a carragenina, a avaliacdo histoldgica do grupo Car mostrou hemorragia,
edema e um infiltrado inflamatdrio agudo ocupando areas de intensa destruicdo tecidual, que eram
discretamente mais severas no grupo O3+Car. No periodo de 8 dias, os grupos Car e O3+Car
compartilhavam os mesmos achados histoldgicos, ou seja, infiltrado inflamatério crénico com
alguns linfécitos, muitos macréfagos e raros mastdcitos associados a um severo dano tecidual.
Distintamente dos grupos Sal e lbup+Sal, o grupo O3+Sal mostrou um infiltrado inflamatdrio
cronico discreto que preenchia pequenas areas de destruicdo tecidual. Alguns neutréfilos foram
observados nas proximidades de fibras musculares em regeneracdo nos grupos submetidos a
ozonioterapia. Conclusdo: A ozonioterapia pela via intramuscular ndo foi capaz de diminuir a
nocicepc¢do, necrose e degeneracdo muscular, inflamacédo e edema induzidos pela carragenina no
musculo masseter, mas se mostrou potencialmente capaz de estimular o reparo em injurias teciduais
de origem inflamatdria por uma via relacionada com os neutréfilos.

Palavras-chave: Ozo6nio. Nocicepcdo. Sindromes da dor miofascial.
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ABSTRACT

Introduction: The antinociceptive effect of ozone (O3) has been described in the literature and may
be related to the increase in the endogenous antioxidant defense system, with impacts on cellular
metabolism and tissue oxygenation. However, the effect of this minimally invasive therapy in the
treatment of myofascial pain remains controversial, especially in those pains related to
temporomandibular disorders. Objective: To evaluate the effects of ozone therapy on nociception,
the inflammatory process and tissue repair in the masseter muscle of rats in a model of
inflammation induced by carrageenan. Material e Methods:The inflammatory process was induced
through the administration of lambda carrageenan in a 2% solution of 100 pL, in the right masseter
of the rats, and the nociceptive threshold was evaluated using the digital analgesimeter for the von
Frey test at 5 hours, 1, 3 hours and 7 days after its administration. The control group received saline
under the same conditions. To evaluate the effect of ozone therapy (O3) on the nociception caused
by carrageenan, the rats were treated with O3 at a dose of 0.0016 mg/kg in a volume of 0.01 ml
immediately after administration of carrageenan or saline (O3+Car and O3+Sal). Ibuprofen at a
dose of 14mg/kg was used as a positive control (Ibup+Car and Ibup+Sal). One and 8 days after the
administration of carrageenan or saline, the animals were euthanized and the masseters processed
for semiquantitative histological analysis. Results: The antinociceptive study showed statistically
significant differences between the Sal and Car groups at 5h, 1d, 3d and 7d, between the Ca and
Ibup+Car groups at 1d, 3d and 7, and between the Sal and O3-Sal groups at 5h and 7d. There was
no difference in the nociceptive threshold variation between the Car and O3+Car groups. One day
after carrageenan, histological evaluation of the Car group showed hemorrhage, edema and an acute
inflammatory infiltrate occupying areas of intense tissue destruction, which were slightly more
severe in the O3+Car group. In the period of 8 days, the Car and O3+Car groups shared the same
histological findings, that is, chronic inflammatory infiltrate with some lymphocytes, many
macrophages and rare mast cells associated with severe tissue damage. Unlike the Sal and Ibup+Sal
groups, the O3+Sal group showed a mild chronic inflammatory infiltrate that filled small areas of
tissue destruction. Some neutrophils were observed in the vicinity of regenerating muscle fibers in
the groups submitted to ozone therapy. Conclusion: Intramuscular ozone therapy was not able to
reduce nociception, muscle necrosis and degeneration, inflammation and edema induced by
carrageenan in the masseter muscle, but it was potentially capable of stimulating repair in tissue
injuries of inflammatory origin through a neutrophil-related pathway.

Keywords: Ozone; Nociception; Myofascial Pain Syndromes
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1 INTRODUCAO

A dor é uma queixa comum nos consultérios médicos, odontoldgicos e de fisioterapia,
incluindo a regido orofacial. Apesar dos avancos recentes na compreensao, diagndstico e
tratamento, a dor, especialmente a dor cronica, ainda permanece um problema de salude
publica. Uma condi¢do dolorosa comum é a dor miofascial, especialmente nos musculos
mastigatérios. Nos musculos mastigatorios, a dor miofascial geralmente esta relacionada a
uma condicdo de cunho inflamatoério, denominada de Sindrome da Dor Miofascial (SDM).
Pode estar relacionada com algum tipo de disfuncdo temporomandibular (DTM), bruxismo,
apertamento dentario, habitos parafuncionais, estresse e distirbios nutricionais.“** Apresenta
uma prevaléncia aproximada 10 a 20% na populagdo e é duas vezes mais frequente nas

mulheres.*

A SDM ¢é uma condic¢do clinica especifica de dor muscular regional, muitas vezes
associada a presenca de um ou mais pontos dolorosos, chamados de pontos-gatilho. O
aumento da tensdo muscular, diminuicdo do pH local e reducdo do fluxo sanguineo e da
oxigenacdo causam injaria muscular, que estimula a producdo e liberacdo de mediadores
quimicos inflamatorios, relacionados com a sensibilizacdo de nociceptores e com o
aparecimento da dor. Em geral, isso resulta em pacientes que sofrem de sensibilidade local,
dor referida, cefaleia, rigidez e limitacdo dos movimentos musculares.” O tratamento dessa
condicdo visa ao alivio da dor e a correcdo dos fatores precipitantes. Dentre as opc¢des de
tratamento, podem-se destacar as placas miorelaxantes, laserterapia, fisioterapia, estimulacéo

nervosa elétrica transcutanea, relaxantes musculares, drogas anti-inflamatérias e analgésicos.

Uma opcdo para o tratamento de dor nos masculos mastigatorios seria a ozonioterapia.
O ozbnio € um gas natural encontrado na atmosfera ou produzido por meio de geradores,
constituindo-se em um potente agente oxidante para fins terapéuticos. Ele tem sido utilizado
em muitas doengas, como cancer, sequelas produzidas pelo virus da imunodeficiéncia humana
e artrite reumatoide, além de ser empregado na eliminacdo de virus, bactérias e fungos.®”® De
carater pouco invasivo, a ozonioterapia pode ser uma importante opcao para o tratamento na
dor miofascial, em virtude dos possiveis efeitos sobre o metabolismo celular, a oxigenacgéo
tecidual e a regulacdo da inflamagé&o, a partir da agdo antioxidante, removendo radicais livres,
agindo como um protetor de células sadias, com impacto sobre a nocicep¢do do tecido
injuriado. Os poucos estudos sobre as suas propriedades antinociceptivas foram realizados em
humanos e apontam para um resultado favoravel nos grupos tratados pela ozonioterapia.>*

Entretanto, ainda que se observe um efeito importante da ozonioterapia no tratamento da dor
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miofascial, tem sido comum constatar uma melhora nos grupos tratado com placebo

(substancia ou tratamento sem efeito) em humanos.?

Alguns parametros de nocicep¢do podem ser estudados em modelos animais, cujos
mecanismos fisioldgicos sejam razoavelmente andlogos aqueles de uma doenca humana. Um
modelo experimental capaz de reproduzir uma mialgia é a hiperalgesia muscular induzida
pela carragenina. A carragenina, substancia extraida de algas marinhas, produz uma resposta
inflamatoria aguda inicial, que aumenta a sensibilidade térmica e mecénica por estimular a
liberagdo de substancias pro-inflamatérias, como a bradicinina e histamina, dentre outros,
com recrutamento de neutrofilos e macrofagos. A estratégia de aplicar a carragenina na
articulacdao femorotibial e no masculo gastrocnémico de roedores tem sido empregada como
modelo para estudar a inflamacéo aguda nas primeiras 24 horas e de inflamac&o crénica ap6s

1 semana.’

A sensibilidade mecénica produzida pela carragenina e o efeito de terapias sobre este
modelo podem ser mensurados pelo teste de von Frey. Trata-se de um método muito utilizado
na clinica que avalia a sensibilidade tecidual ao estimulo mecanico.l* Tradicionalmente
empregado para avaliar a eficAcia de drogas sobre a inflamacdo induzida nas patas de
roedores, 0 presente estudo propds avaliar o efeito de drogas ou terapia sobre o musculo

masseter.

O mausculo masseter é o principal e maior misculo da mastigacao, sendo responsavel
por receber elevada carga de forca e tensdo durante os movimentos mandibulares.?
Modificacdes da articulacdo temporomandibular (ATM) por traumas ou doencas
degenerativas, habitos parafuncionais ou deficiéncia de aporte nutricional podem gerar uma
sobrecarga ao musculo, gerando quadros inflamatérios agudos ou crénicos, responsaveis por

quadros algicos nesse mésculo.'%*3

Os poucos trabalhos em humanos e disponiveis na literatura tém testado os efeitos da
ozonioterapia sobre a dor miofascial pela aplicacdo intramuscular de misturas de oxigénio e
0z6nio no mlsculo masseter de pacientes com desordens temporomandibulares.®** Apesar
desses trabalhos mostrarem um efeito antinociceptivo aparentemente positivo da
ozonioterapia, ndo existem estudos mostrando o impacto bioldgico dessa terapia sobre a

estrutura tecidual dos musculos da mastigacg&o.
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Em estudo anterior, o0 modelo experimental de hiperalgesia em masseter de ratos,
induzida pela carragenina, foi utilizado para avaliar os efeitos da toxina botulinica sobre a dor
miofascial, cujos achados indicaram uma redugdo na hiperalgesia no muasculo masseter de
ratos, porém, sem efeito sobre o edema inflamatorio e sobre o dano tecidual induzido pela
droga carragenina.'® No presente trabalho, tendo em vista o crescente interesse pela utilizagéo
da ozonioterapia na Odontologia, o presente estudo investigou os efeitos dessa terapia em
musculo masseter de ratos, em um modelo experimental de inflamagdo induzida pela

carragenina.
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2 JUSTIFICATIVA

A ozonioterapia tem se tornado uma opcdo terapéutica em Medicina, Odontologia e
Fisioterapia, especialmente por tratar-se de uma terapia de baixo custo, pouco invasiva e
acessivel. Assim, o aprofundamento cientifico dos efeitos benéficos da ozonioterapia é
relevante para promocédo da salde da populagdo que procura nesses servicos, especialmente
na indicacdo adequada, maior eficacia dessa terapia e na prevencdo de possiveis efeitos
colaterais. Contudo, ainda que a sua atividade antimicrobiana e o seu potencial toxico ao ser
inalado estejam bem estabelecidos na literatura'®*"*¥, ha uma grande lacuna no conhecimento
dos seus efeitos terapéuticos sobre o reparo tecidual, inflamagéo e nocicepgéo, especialmente
com relagéo as vias celulares e moleculares envolvidas nesses processos. Ha alguns trabalhos
mostrando um efeito antinociceptivo da ozonioterapia sobre as dores miofasciais, mas a
compreensdo bioldgica dos seus mecanismos de acdo € limitada, uma vez que sdo estudos

clinicos realizados em humanos %4,

O modelo experimental de inflamac&o induzida pela carragenina em patas de roedores
¢ um modelo reproduzivel e muito empregado em testes de eficicia de analgésicos e anti-
inflamatérios™. No presente trabalho, tivemos a ideia de reproduzi-lo em um dos mésculos da

mastigacdo mais comumente acometidos por dores miofasciais, 0 mdsculo masseter.

Diante desse panorama, com o objetivo de investigar o efeito da ozonioterapia sobre a
nocicepcao e sobre a tecido muscular lesionado, o presente trabalho avaliou os efeitos dessa
terapia em um modelo experimental de dor infamatdria em ratos, por meio de teste de
avaliacdo do limiar nociceptivo (teste de von Frey) e de estudo de cortes histolégicos por

microscopia de luz.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Auvaliar o efeito da ozonioterapia sobre a nocicepcdo e o reparo tecidual no musculo
masseter de ratos em um modelo de inflamag&o induzida pela carragenina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito antinociceptivo da ozonioterapia por meio do teste de avaliagdo do
limiar nociceptivo (teste de von Frey) em masseteres de ratos infiltrados com
carragenina;

e Analisar o processo inflamatorio e o reparo teciduais em masseteres de ratos
infiltrados com carragenina e submetidos a ozonioterapia, por meio da analise
histologica em microscopia de luz.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 DOR

A Associacédo Internacional do Estudo da Dor (IASP) conceitua a dor como uma experiéncia
sensitiva ou emocional desagradavel, ligada a um dano tecidual, potencial ou ja pré-existente,
podendo ser caracterizada, de acordo com a intensidade e duracdo, em dor aguda ou crénica. A dor
atua como um mecanismo de protecdo pelo qual o corpo reage contra uma agressao que, por sua
vez, responde, afastando-se da fonte de estimulo doloroso. Quando a dor persiste por tempos

prologados, o seu significado biolégico é perdido.**?°

A dor € uma experiéncia Unica e individual, pois fatores subjetivos (emocionais, cognitivos e
afetivos) podem interferir na sua percepcdo. Diante disso, o termo dor e nocicep¢do tém
significados diferentes. A dor envolve a agressdo de determinada regido por um estimulo térmico,
mecanico ou quimico, cuja intensidade ¢ modulada por fatores subjetivos, enquanto a nocicepgao
compreende 0s processos de transducdo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais, gerados em

resposta & um estimulo nocivo externo.?*??

A dor aguda, quando presente, tem o potencial de alterar a fisiologia corporal, influenciando
a producdo de hormdnios, como a secrecdo de corticosterona, elevando a pressdo arterial, ativando
0 sistema nervoso simpatico e aumentando a frequéncia cardiaca. Distintamente da dor aguda, a dor
cronica é mais duradoura, apresentando uma duracao superior a trés meses. Pode ser a consequéncia
de uma doenca pré-existente ou ndo apresentar causa reconhecivel, consistindo, muitas vezes, na
prépria doenca. A dor crbnica pode impactar negativamente na vida dos portadores,
comprometendo fisica, psiquica e socialmente o individuo.?® Uma condicdo de dor cronica muito

comum na clinica e que afeta o sistema musculoesquelético é a dor miofascial.?*

4.2 DOR MIOFASCIAL

A Sindrome da Dor Miofascial (SDM), também conhecida como sindrome dolorosa
miofascial, é associada a presenca de pontos gatilhos, nddulos focais e muito sensiveis, localizados
na porcdo mais tensa do masculo afetado. Sdo dolorosos a palpacdo, estando, muitas vezes,
acompanhados de espasmo muscular, limitacdo de movimento e fraqueza muscular. Caracteriza-se

por uma dor percebida ndo apenas no local de origem, mas também a distancia, sendo clinicamente
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descrita pelo paciente como uma dor irradiada que pode afetar a cabeca e pescogo, onde 0s

musculos mais afetados s&o os da mastigacdo, sendo o principal e maior masculo o masseter. 3%

4.3 DADOS EPIDEMIOLOGICOS DA DOR MIOFASCIAL

Dados epidemiologicos indicam que aproximadamente 85% da populacdo mundial queixa
de dor miofascial em algum momento da vida, podendo ser de origem cronica ou aguda. A SDM ¢ a
principal causa de dor musculoesquelético e acomete preferencialmente individuos na faixa etéria

entre 30 e 60 anos, sendo mais prevalente em mulheres (cerca de 65% dos casos).?

Fishbain e colaboradores (1986) e Fricton (1990) observaram, em estudo clinico com 164
pacientes, que a dor miofascial é a origem de 85% das lombalgias e 54,6% das cefaleias e das dores
da regido cervical, enquanto que Schiffman e colaboradores (1990) demonstraram que 50% da

populacdo americana é portadora da dor miofascial nos musculos mastigatorios.?” 2%

Constitui-se em um sério problema de saude publica, visto que pode agir como uma porta de
entrada para outros quadros sintomaticos, afetando a qualidade do sono do paciente e estimulando o

aparecimento de distdrbios psicoldgicos, dentre eles, a ansiedade e a depressao. +2>27:2829.30

4.4 ETIOLOGIA

A etiologia da dor miofascial é multifatorial e pode estar relacionada ao desiquilibrio
postural, habitos parafuncionais, traumas locais, estresse, distirbios do sono e alteracoes
nutricionais, sendo uma queixa comum na clinica odontolégica, médica e de fisioterapia. Essa
condicdo esta relacionada a presenca de pontos dolorosos nos musculos e leva ao encurtamento das
fibras musculares, tenddes e ligamentos circunvizinhos. Nesses musculos, é percebida a presenca de
nddulos nas fibras musculares devido ao alongamento e ao estreitamento repetido. Ha& fadiga, com
consequente falta do aporte nutricional e de oxigénio no musculo comprometido, além de um
esforgo excessivo de tais fibras musculares para suprir as taxas metabdlicas, que compreendem o
nivel minimo de energia para manter as fungdes do corpo em repouso, as quais, quando ndo

supridas de maneira adequada, podem levar ao quadro de dor miofascial. *

Os pontos gatilho sdo classificados em primarios, secundarios, ativos e latentes. Os
primarios referem-se aos pontos dolorosos intimamente relacionados com a fadiga da fibra

muscular, enquanto os pontos gatilho secundarios sdo provenientes de pontos situados nas regides
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com queixa de dor referida. Ja os pontos ativos incluem regides em que ha sintomatologia dolorosa
espontanea e ndo precisam de estimulo fisico ou térmico para gerar a dor e durante a compressao
expdem um nivel maior de dor. Ja os pontos latentes sO apresentam sintomatologia dolorosa
silenciosa e ndo é causa de dor espontanea, a qual necessita de um estimulo como pressdo ou
palpacdo da regido, o que pode gerar espasmo no local, fraqueza muscular e diminuicdo da
flexibilidade."

O processo de desenvolvimento da dor miofascial esta relacionado com os fatores que
modulam ou perpetuam essa alteracdo neuromuscular, em que se destacam 0S mecanicos que
envolvem as mais diversas disfungfes temporomandibulares, como estresse, bruxismo e
apertamento dentério; o estresse compreende diversos problemas que podem resultar em dor e
desconforto na articulacdo temporomandibular (ATM) e nas estruturas circunvizinhas (regido
periauricular e musculos mastigatorios), com possiveis impactos na audicdo, na fala e na
mastigacdo, e ainda com limitagdo dos movimentos mandibulares. Aproximadamente 25% da
populacdo mundial apresenta algum distarbio da ATM, com cerca de 65% desses pacientes
relatando dor associada a esse disturbio. Outros fatores relacionados ao desenvolvimento da dor
miofascial sdo os ndo mecanicos, que envolvem processos infecciosos, desequilibrio imunoldgicos,

hormonal e psicolégico.*%

4.5 FISIOPATOLOGIA

Parece haver uma correlacdo entre a dor miofascial e a liberacdo exacerbada da acetilcolina,
neurotransmissor produzido no sistema nervoso central e periférico, relacionado com a transmissdo
do estimulo da fibra nervosa para a célula muscular estriada esquelética. As células musculares,
guando estimuladas com maior frequéncia, podem tornar-se sobrecarregadas, havendo um desgaste
das fibras musculares, o que resulta em anomalias nas placas motoras relacionadas, geradas pela
liberagcdo anormal de acetilcolina. Além disso, as sucessivas contra¢fes musculares e encurtamentos
dos sarcOmeros acarretam a compressdo dos vasos sanguineos, com diminuicdo do aporte de
nutrientes e de oxigénio aos musculos e com liberacdo de substancias neuroativas que perpetuam a

mialgia.*

4.6 TRATAMENTOS DA DOR MIOFASCIAL

O tratamento da dor muscular é um desafio na préatica clinica, estando relacionado com a

extensdo do dano muscular e com a duracdo e severidade dos sintomas. O tratamento dessa dor

requer primordialmente um diagndstico correto para que haja eficacia no tratamento, visto que a
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sintomatologia da sindrome, quando irradiada, pode ser confundida com diversas condigdes de
etiologia distinta, sendo necessario agir diretamente nos fatores desencadeantes. Existem diversas
opcdes de tratamento reversiveis e irreversiveis para tratar a condi¢do associada aos musculos da
mastigacdo, mas nos casos em que o fator causal € uma desordem funcional, quando o paciente
relata sintomas fisicos, o tratamento de eleicdo pode ser a placa miorrelaxantes, laserterapia,
fisioterapia, estimulacdo nervosa elétrica transcutanea e drogas, como relaxantes musculares, anti-
inflamatdrios e analgésicos. Os tratamentos mais invasivos, como cirurgias, estdo indicados para as

sindromes dolorosas relacionadas com uma alteracéo estrutural severa da ATM.>?%

Uma boa opcao para tratamento da dor miofascial orofacial seria a ozonioterapia, em virtude
dos seus possiveis efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério e do seu potencial para aumentar a

oxigenaco tecidual e estimular a ativacdo do sistema imunoldgica.?**

4.7 0ZONIO

Uma opcdo conservadora para a atenuacdo de dor nos musculos mastigatdrios seria a
ozonioterapia. O 0z6nio é um gas natural que pode ser encontrado na atmosfera ou produzido por
meio de geradores, através da mistura de O, e Os; além da forma de gas, pode apresentar-se
associado & &gua ou aodleo.” O oxigénio é um 4tomo simples que tende a formar uma molécula
muito estavel denominada de O,. Quando a eletricidade ou a luz ultravioleta € aplicada sobre uma
molécula de O,, os dois 4&tomos de oxigénio sdo separados em atomos Unicos que rapidamente
tenderdo a formar um par, recuperando a forma de uma molécula de O,. Mas uma pequena
porcentagem desses atomos se unird para formar uma molécula formada por trés atomos de
oxigénio conhecida como o0zénio. O 0z6nio (O3), assim, € uma molécula composta por atomos de
oxigénio, todos compartilhando os mesmos elétrons. Como ndo ha elétrons suficientes para serem
compartilhados pelos trés atomos de oxigénio, o 0z6nio é uma molécula relativamente instavel.
Essa aparente instabilidade seria o motivo pelo qual o ozbnio é considerado um estimulante

bioldgico poderoso.*®

4.8 PROPRIEDADES FISICAS, QUIMICAS E BIOLOGICAS DO 0ZONIO

O 0; é um gas instavel que tem em sua molécula 18 elétrons, que formam um sistema
ressoante estavel em diferentes estados. O gas do 0z6nio assume um estado gasoso em temperatura

ambiente e apresenta-se de forma incolor com um cheiro caracteristico, enquanto a sua forma
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liquida exibe uma cor azul escura, quando realizada a solubilidade parcial em &gua. Devido a sua
instabilidade, quando ele passa por uma liberacdo de calor, é rapidamente transformado em

oxigénio.”’

Do ponto de vista bioldgico, 0 0; € um potente elemento antimicrobiano, atuando como
fungicida, bactericida e virucida. Outra propriedade estd relacionada com ativacdo do sistema
imunolodgico por meio da melhora da atividade do fluxo sanguineo, uma vez que ele estimula o
metabolismo celular, a partir dos hidroperoxidos produzidos pelos agentes da ozonolise, sendo
considerado um agente terapéutico seletivo, quando usado em baixas concentracGes; ademais, ele
tem propriedades antioxidantes, uma vez que evita o acumulo de radicais livres, moléculas essas
liberadas durante esse metabolismo, com elétrons altamente instaveis e reativos, que podem causar

injaria e morte celular.*

4.9 OZONIOTERAPIA

A ozonioterapia se constitui em uma modalidade de tratamento menos invasiva e mais
confortavel do que alguns tratamentos convencionais. Embora o 0; seja conhecido por sua a¢do
destrutiva contra bactérias, fungos e virus, sua acdo antioxidante parece ser a mais importante para
o tratamento médico, uma vez que atua na protecdo de células sadias do organismo liberando

radicais livres.®

Adicionalmente, tem sido descrita a sua capacidade de estimular a oxigenacéo tecidual pela
vasodilatacdo e por promover a angiogénese, além de possiveis efeitos antinociceptivos
relacionados ao controle da inflamacéo local.*® Também alguns estudos tém mostrado que o 0zénio
estimula o reparo dos tecidos musculoesqueléticos por induzir o aumento do fator de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF) e do fator de crescimento transformante beta (TGF-B), além de
aumentar a atividade do fator nuclear Kappa B (NF-kB), importante agente imunomodulador da
inflamacéo.***°
A ozonioterapia pode ser administrada por inimeras formas, podendo ser aplicada por auto-

hemotransfusdo, insuflacdo retal, vias intramusculares, intradiscal, subcutanea e dermatolégica.*

4.10 MODO DE ACAO DA OZONIOTEARAPIA
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Os efeitos da ozonioterapia se estabelecem pela interacdo do géas oz6nio com as fibras
musculares, promovendo uma acdo antioxidante. Tais reagcdes podem ser reativas ao oxigénio, uma
vez que estimulam o metabolismo celular, causando melhora da circulacdo sanguinea e
desintoxicacdo do organismo. Contudo, por se tratar de um oxidante extremamente toxico, deve-se
respeitar a dosagem e a concentracdo adequadas para que haja eficacia e seguranca na sua

realizacdo.*

Do ponto de vista médico, apontam-se trés mecanismos que explicam a acao terapéutica do
0zonio. Um deles envolve a ativagdo do metabolismo das hemécias e a ativagdo e inducdo de
antioxidantes bioldgicos; nestes, as moléculas de 0z6nio reagem com radicais hidroxil para formar
perdxidos de 0zonio; na presenca do perdxido de o0zdnio, observa-se uma alteracao da proporc¢éo de
Oxido de hemoglobina (HbO2)/hemoglobina (Hb), uma vez que a diferenca de concentragdo e a
instabilidade da oxiemoglobina provocam uma dissociacdo de oxigénio da hemoglobina usada para
respiracdo celular. O segundo mecanismo de acdo € a ativacdo de enzimas antioxidantes atuando
sobre os radicais livres, realizando um efeito protetor sobre tecidos inflamados, por eliminarem
radicais livres, enquanto o terceiro mecanismo consistiria na ativacao de células imunocompetentes,

a fim de reproduzir uma resposta imunitéria especifica para responder a estimulacéo antigénica.>**

4.11 APLICACAO DA OZONIOTERAPIA NA MEDICINA

Na Medicina, a ozonioterapia tem sido utilizada principalmente por meio da insuflacéo retal
e da administracdo oral e retal de agua ozonizada com efeitos significativos sobre as respostas
imunolégicas intestinais, tendo a capacidade de combater quadros de toxicidade e disfuncao,
provocados pela acdo de microrganismos invasores. Outras vias de administracdo tém se mostrado
eficazes e seguras também e a escolha da via adequada dependera diretamente da patologia e da

regido afetada.*

Na terapia com o0z6nio, visando a potencializar sua acdo sobre a parede microbiana, 0 gas
pode ser manipulado com outras substancias como 06leo e agua. O 0z6nio associado com 6leos
vegetais (girassol, azeitona, coco e palmeira) é utilizado para o tratamento de infecgdes e
inflamacdes de pele. O 0zbdnio associado com agua (agua ionizada) tem sido utilizado para tratar
gastrite, esofagite, Ulceras e colicistite cronica. Alguns otorrinolaringologistas tem recomendado a

inalacdo da agua ionizada para alguns problemas respiratérios.>”*
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4.12 APLICACAO DA OZONIOTERAPIA NA ODONTOLOGIA

A ozonioterapia também tem sido aplicada na &rea de Odontologia, com resultados bastante
promissores em diversas situagdes clinicas, como terapia coadjuvante para estimular o reparo de
enxertos gengivais e 0sseos, tratar lesdes bucais e atenuar dor pds-operatéria em cirurgias
dentérias.> Também tem sido utilizada como descontaminante no tratamento das desordens
periodontais e da carie dentéria, na terapia endoddntica e no tratamento da osteomielite,

osteorradionecrose e de outros tipos de necroses induzidas por medicamentos.*°

Pelo fato de a ozonioterapia ser minimamente invasiva e apresentar propriedades
potencialmente efetivas para atuar sobre os mecanismos fisiopatologicos da dor miofascial, sugere-
se que este tratamento pode ser um importante elemento coadjuvante para o tratamento da Sindrome
da Dor Miofascial. Contudo, é necessarios estudos adicionais, para maior compreensdo dos seus

efeitos biolégicos, especialmente no tratamento das mialgias.***
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5 METODOLOGIA

5.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Lei n° 11.794 de 8 de outubro de
2008, que estabeleceu procedimentos para o uso cientifico de animas, tendo sido previamente
aprovados pela Comissdo de Etica e Uso dos Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias da Satde
(ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), sob registro de n° 5523240320 (Anexo 1).

Foram utilizados no total de 77 ratos, Ratus norvegicus, Wistar, machos, com peso corporeo
entre 200 e 250 gramas foram aclimatados por 15 dias no Biotério de Experimentacdo do
Laboratdério de Neuro-imunoendocrinologia e Toxinologia do ICS/UFBA, nutridos com racédo
solida peletizada (Nuvilab CR- 1,20 Kg- Nuvital Agropecuaria Ltda.) e hidratados com agua a
vontade. Os animais foram divididos em trés grupos e seis subgrupos, conforme a Quadro 1,

seguindo a linha experimental da pesquisa (Figura 1).

Com base nos principios norteadores do uso humanitario de animais em pesquisas
cientificas (Os trés Rs), os subgrupos compreendendo os masseteres tratados apenas com solucdo

salina (grupo Sal) nos periodos de 1 e 8 dias foram compostos pelos mesmos animais.**

Quadro 1 - Distribuicdo dos animais nos dois tempos experimentais de acordo com 0s grupos.

Controle Ibuprofeno Ozonioterapia
Periodo Salina Carragenina Salina Carragenina Salina Carragenina
(Sal) (Car) (Ibup+Sal) (Ibup+Car) (O3+Sal) (O3+Car)
1 dia =7 n=7 n=7 n=7 n=7 n=7
8 dias n=7 n=7 n=7 n=7 n=7

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 1 - Linha experimental delimitando as drogas e terapias utilizadas (carragenina, ibuprofeno e ozénio) bem como
tempo e os testes realizados na pesquisa (teste de von Frey e microscopia de luz).

Aplicagdo da

carragenia Microscopia de luz

Ibuprofeno . . / \
DE/DE por 1 dia Ozonlotera;_:l-la . L
12/12 por 7 dias Oh - 24h - 2 dias Eutanasia Eutanasia
] 30 1= di = di - -
15 dias o Sh 12 3" dia 7° dia B dia

i
- L i L

L L 'l il >
I I I I i

I I I

Teste de Von-Frey

Aclimatizagio

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2 DROGAS

As substancias utilizadas no presente estudo foram carragenina e ibuprofeno e o gas ozonio.
A carragenina foi utilizada na forma de uma solugéo a 2% de carragenina lambda (type 1V, Sigma
Chemical Company, St. Louis, USA).

O ozobnio foi produzido por um gerador de ozénio Philozon Medplus MX e Medplus MX
Maleta® (Philozon®, Santa Catarina, Brasil) (Figura 2A), sendo empregado sob a forma de uma
mistura gasosa constituida por 5% de ozonio e 95% de oxigénio, com concentracdo de 20 pg/ml. A
concentra¢do de ozonio foi medida usando um espectrofotdmetro de UV a 254 nm. A mistura
gasosa foi injetada por via intramuscular em cada animal utilizando-se uma dose de 0,0016 mg/Kg
em um volume de 0,02ml. Nos animais dos grupos O3+Sal e O3+Car, a ozonioterapia foi realizada
em trés sessdes durante 1 semana, sendo administrada imediatamente ap0s a aplicacdo da solugdo

salina ou carragenina, 24 horas e 3 dias ap6s a injtria inflamatéria.>**

Figura 2 - Imagens dos procedimentos experimentais. Gerador de ozénio Philozon Medplus MX e Medplus MX
Maleta® (A). Infiltragdo da carragenina no musculo masseter direito do rato (B). Realizacdo do teste de von
Frey por meio de um analgesimetro digital (C).

2

Fonte: Fotos do arquivo do autor.
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A droga ibuprofeno foi administrada por via oral na dose de 14mg/Kg e na forma de uma
suspensdo em gotas, 100mg/ml (Geolab®, Goiés, Brasil), com auxilio de uma ponteira pléastica
endodontica acoplada a uma seringa de insulina Ultra-fine™, nos animais dos grupos Ibup+Sal e
Ibup+Car, sendo empregada 30 minutos antes da aplicacdo da injdria experimental e no periodo de

060/6 horas no primeiro dia e de 12/12 horas por mais seis dias apds a inducéo da inflamagé&o.

5.3 INDUCAO DA INFLAMACAO

Uma solucgéo a 2% de 100 pL de carragenina lambda (type 1V, Sigma Chemical Company,
St. Louis, USA) foi aplicada no musculo masseter dos animais, em um ponto situado inferiormente
10 mm de um ponto localizado no centro de uma linha imaginaria tracada entre a Orbita e o tragus
do animal (Figura 2B). Um subgrupo de ratos de cada grupo (Car, Ibup+Car e O3+Car) recebeu
uma solucdo de carragenina (diluida em solugdo salina), enquanto os demais subgrupos de ratos
(Sal, lbup+Sal e O3+Sal) foram tratados com 100 puL de uma solucdo salina, ambos com uma

seringa de insulina Ultra-fine™ acoplada & uma agulha de 0,3 x 13 mm (30G).

5.4 AVALIACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA (HIPERALGESIA MUSCULAR)

A técnica de deteccdo de alteracOes nas respostas comportamentais nociceptivas dos animais
foi adaptada a partir do método para avaliacio da alodinia mecanica proposto por Ren (1999).* Os
ratos foram habituados a se manterem eretos sobre as patas traseiras sobre uma superficie, sempre

encostados a médo do avaliador protegida por uma luva de couro comum.

A mensuracao do limiar do reflexo da retirada da cabeca foi executada com analgesimetro
digital de Von Frey (modelo EFF 301, Insight) antes da infiltracdo de carragenina (basal), 5 horas,
1, 3 e 7 dias apds a aplicacdo deste agente inflamatdrio (Figura 2C). Baseado no fato de que as
sondas nociceptivas com o diametro igual ou maior a 1,6 mm refletem o limite de nocicepcéo
mecanica em tecidos mais profundos, como os mésculos,* a ponta metalica rigida do analgesimetro
foi revestida por uma capa arredondada (diametro de 3 mm), confeccionada previamente com resina
acrilica autopolimerizavel DuraLay (Reliance Dental MFG. CO.) com objetivo de promover uma
pressdo muscular efetiva, evitando um estimulo cutaneo.

A ponta foi pressionada gradualmente contra a superficie cutanea da area correspondente ao
musculo masseter, perpendicularmente ao plano sagital até o animal ter o reflexo de retirada da

cabeca ou emitir um sinal fonético, havendo o registro automatico em gramas da maior forca
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aplicada. O limiar do reflexo de retirada da cabeca de cada animal foi calculado como uma média
de cinco medidas realizadas, com um intervalo de 1 minuto entre as mensuracgdes. Para todos 0s
protocolos, o examinador desconheceu o tratamento empregado em cada animal.

As médias de cada grupo e de cada periodo foram convertidas em percentuais calculados a
partir das médias obtidas nos testes de nocicepcdo coletados no tempo O, ou seja, antes da
administracdo das drogas testadas e da carragenina (valor basal).

5.5 PREPARACAO TECIDUAL

Decorridos 1dia (35 ratos) e 8 dias (42 ratos) da infiltracdo intramuscular da carragenina ou
da solucéo salina, os animais foram eutanasiados com sobredosagem de uma associagdo de solucéo
a 10% de cloridrato de cetamina (Cetamin®, Syntec) e solucdo a 2% de cloridrato de xilazina
(Sedanew®, Vetnil), via intraperitoneal. Apds a confirmacdo da eutanasia, os masseteres foram
dissecados de forma a obter a por¢do posterior do masseter profundo, a qual foi fixada em solucéo a

4% de formaldeido tamponado em fosfato de sddio 0,1M, pH 7,4, por 24 horas.

5.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apos fixacdo, os espécimes indicados para o estudo em microscopia de luz foram
processados e corados para H&E, de forma a obter cortes semi-seriados com 5 um de espessura e

transversais ao longo eixo do masculo masseter.

5.7 ANALISE HISTOLOGICA

As seccOes coradas com H&E foram analisadas por um Unico observador e capturadas
com auxilio de um sistema  digital de  aquisicdo  de imagem
contendo microscopio Nikon Eclipse E-200 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA)
posicionado em objetiva de 40X, acoplado a uma cdmera Tucsen TrueChrome Metrics
(International Stemmer Imaging, Puchheim, Germany). O software utilizado para captura e
analise das imagens foi o TUCSON Tcapture (International Stemmer Imaging, Puchheim,
Germany). O estudo morfolégico compreendeu a avalia¢do das fibras musculares esqueléticas
e dos demais tecidos associados. Os resultados foram descritos observando a presenca e a

natureza da inflamacdo, hemorragia, edema, fibrose, vascularizacdo, alargamento dos espacos
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perimisial e endomisial e aspecto das células musculares esqueléticas (nucleo, integridade do
sarcoplasma, espessura das fibras e acidofilia). Alguns eventos histoldgicos foram submetidos
a uma analise semiquantitativa adaptada a partir dos trabalhos de Soares e colaboradores

(2014) e De Castro e colaboradores (2015), cujos critérios empregados estdo descritos na

Tabela 2.4

Quadro 2 — Critérios semiquantitativos empregados na andlise histolégica.

Critério

Discreto

Moderado

Intenso

Inflamacéo aguda

Inflamag&o cronica

Hemorragia

Edema

Alargamento do
espaco endomisial e
perimisial

Necrose e
degeneragao
muscular

Fibrose

Presenca de <25% de
neutrofilos em relacdo ao
total de células na érea
observada

Presenca de <25% de
linfécitos em relagdo ao
total de células na area
observada

Presenca de <25% de
heméacias  extravasculares
em relacdo ao total de
células na area observada

Cerca de <25% dos espagos
que separam as miofibras
estavam  ocupados  por
material amorfo ou fibrilar,
eosindfilo

<25% da area observada
estava ocupada pelo
endomisio e perimisio

<25% da éarea observada
estava ocupada por fibras
musculares em degeneracdo
Ou necrose

<25% da area observada
estava ocupada por material
fibrilar eosindfilo palido
(deposicéo de colageno).

Presenca de 25 a 50% de
neutrofilos em relacdo ao
total de células na érea
observada

Presenca de 25 a 50% de
linfécitos em relagdo ao
total de células na é&rea
observada

Presenca de 25 a 50%
heméacias  extravasculares
em relacdo ao total de
células na area observada

De 25 a 50% dos espacos
que separam as miofibras
estavam  ocupados  por
material amorfo ou fibrilar,
eosindfilo

Entre 25 a 50% da é&rea
observada estava ocupada
pelo endomisio e perimisio

Entre 25% a 50% da érea
observada estava ocupada
por fibras musculares em
degeneragdo ou necrose

Entre 25% a 50% da area
observada estava ocupada
por material fibrilar
eosinofilo pélido (deposicdo
de colageno).

Presenca de > 50% de
neutréfilos em relacdo ao
total de células na 4érea
observada

Presenca de > 50% de
Linfécitos em relacdo ao
total de células na aérea
observada

Presenca de >50% hemdcias
extravasculares em relagdo
ao total de células na area
observada

Presenca de >50% dos
espagos que separam as
miofibras estavam ocupados
por material amorfo ou
fibrilar, eosinéfilo

>50% da érea observada
estava ocupada pelo
endomisio e perimisio

> 50% da area observada
estava ocupada por fibras
musculares em degeneracdo
Ou necrose

> 50% da area observada
estava ocupada por material
fibrilar  eosindfilo palido
(deposicao de colageno).

Fonte: Dados da pesquisa.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (epm) das amostras

analisadas. Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade atraves dos testes de Shapiro-

Wilk e Kolmogorov-Smirnov. As andlises estatisticas foram feitas utilizando o teste de Anova-Two
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Way, seguido de pds-teste de Bonferroni, usando o software GraphPad Prism 8 (GraphPad, San

Diego, CA, USA). Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.
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6 RESULTADOS

Esta secdo apresenta os resultados obtidos neste estudo, considerando a avaliagéo da
resposta nociceptiva e a avaliagdo histologica.

6.1 AVALIACAO DA RESPOSTA NOCICEPTIVA

A analise comparativa entre 0s grupos testados com os farmacos e a ozonioterapia mostrou

diferenca no limiar da resposta de nocicepcdo, conforme descrigdo que segue.

Os resultados observados demonstraram que a administracdo intramuscular da carragenina
no masseter dos ratos reduziu o limiar de nocicep¢do em todos os tempos testados. O tratamento
dos animais com ibuprofeno alterou esta resposta, elevando o limiar de nocicep¢do acima dos
valores do grupo tratado com carragenina (Car), nos periodos de 1d (p<0,001), 3d (p<0,001) e 7d
(p<0,001) e do grupo controle (Sal) (Figura 3).

Figura 3 — Efeito da administracéo da carragenina (Car) (A) e do tratamento dos animais com ibuprofeno (dose de 14
mg/ Kg) (B) sobre o percentual de variagdo do limiar de resposta nociceptiva mecénica, mensurado com
analgesimetro digital — teste de von Frey. Os resultados foram normalizados como porcentagens dos
valores basais (100%) em cada grupo e representam a média do limiar de retirada da cabega do animal (g) +

epm (n = 7). *p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 comparado com grupo salina (Sal). **p<0,001comparado
com grupo carragenina (Car). Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A ozonioterapia nos animais injetados com carragenina (O3+Car) ndo alterou o limiar de
nocicepgdo em relacdo ao grupo sem tratamento e quando comparados ao grupo controle (Sal), a

administracdo da mistura de gas ozénio (O3+Sal) diminuiu o limiar de nocicepcdo, nos periodos de
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5h (p<0,05) e 7 d (p<0,01), sugerindo que esse agente, quando administrado por via intramuscular,
causou hipernocicepg¢éo nos animais (Figura 4).

Figura 4 — Efeito do tratamento com ozbnio nos animais inoculados com carragenina ou lbuprofeno sobre o
percentual de variacdo do limiar de resposta nociceptiva mecéanica, mensurado com analgesimetro digital
(teste de von Frey). Os resultados foram normalizados como porcentagens dos valores basais (100%) em
cada grupo e representam a média do limiar de retirada da cabeca do animal (g) £ epm (n=7). (A) *p<0,05,
** p<0,01 comparado com grupo controle (Sal). (B) ** p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo
carragenia. * p<0,05, xxx p<0,001 em relacdo os grupos Ibup+Car. Two-way ANOVA seguido do teste de
Bonferroni.
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Fonte: Dados da pesquisa.

6.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

A fim de examinar os efeitos da ozonioterapia sobre a estrutura tecidual do musculo
masseter, o presente estudo fez uma andlise em microscopia de luz de amostras do masseter de
animais submetidos aos diferentes tratamentos propostos. Os principais achados estdo descritos a

sequir.

Os grupos Sal (controle) e Ibup+Sal mostraram padrbes semelhantes de alteracdes teciduais
durante o primeiro dia apos a injecdo de solucdo salina. Edema, hemorragia, inflamacdo e aumento
dos espagos endomisial e perimisial ndo foram observados em ambos os grupos. Alguns espécimes
apresentavam areas discretas de mionecrose e de fibras musculares em regeneracdo, provavelmente
causadas pela insercdo da agulha durante a administracdo de solucdo salina no musculo. Apés oito
dias, as pequenas areas de tecido desorganizado estavam completamente reparadas e sem
inflamacéo, principalmente no grupo Ibup+Sal. Algumas amostras de ambos 0s grupos mostravam
deposicdo de um material fracamente eosinéfilo (deposicdo colagénica), separando feixes de fibras

musculares e compativel com uma discreta fibrose.
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Os masseteres dos animais do grupo O3+Sal ndo mostraram edema, hemorragia, fibrose e
alargamento dos espacgos endomisiais e perimisiais em nenhum dos tempos estudados. Um dia ap6s
a infiltracdo da solucdo salina, um discreto infiltrado inflamatorio agudo estava associado com
discretas areas com fibras musculares em degeneracao, as quais exibiam hiperacidofilia, perda de
estriacdo transversal, fragmentacdo e ruptura. Tais achados contrastaram com a auséncia de
infiltrado inflamatdrio e de destruicdo tecidual nos demais grupos tratados com solugdo salina. Qito
dias apo6s a intervencdo, um infiltrado inflamatorio crénico, as vezes misto, constituido por
macrofagos, raros linfocitos e alguns neutrofilos, estava associado a areas com discreta ou
moderada perda de fibras musculares. Diferente dos grupos Sal e lIbup+Sal, o grupo O3+Sal
mostrou alguns neutrofilos difusamente distribuidos pelas areas lesionadas no Gltimo periodo de
analise. Nas suas proximidades, muitos fibroblastos e algumas midcitos em regeneracdo foram

observados, sugerindo uma tentativa de reparo do tecido lesado.

Um dia apos a lesdo inflamatdria, os controles hiperalgésicos (grupo Car) apresentaram uma
inflamacdo aguda intensa ou moderada, acompanhada de muitos macrofagos, alguns mastécitos e
muitos neutrofilos em areas de mionecrose severa. Alguns macréfagos e alguns mastécitos e
plasmocitos também foram vistos nos espacos perimisiais. O endomisio e o perimisio estavam
discretamente aumentados e acompanhados de edema moderado e generalizado. A severidade de
hemorragia foi varidvel, sendo predominantemente leve. Oito dias apds o trauma, um intenso
infiltrado de células mononucleares estava associado a uma severa degeneracdo e destruicdo de
fibras musculares. O infiltrado consistia em muitos macrofagos e alguns linfécitos. O endomisio e
perimisio estavam moderadamente ampliados. ComplicacBes como edema, hemorragia e fibrose
ndo foram observadas. Havia poucos achados histoldgicos compativeis com a regeneracdo das
fibras musculares em degeneracdo e a extensdo da area destruida era maior do que a observada no

primeiro dia de anélise.

Um dia apds a injecdo de carragenina, 0s masseteres dos ratos do grupo Ibup+Car
apresentaram uma inflamacao aguda que variou entre moderada e severa. O infiltrado inflamatorio
era composto principalmente por macrofagos, mastdcitos e muitos neutrofilos. Algumas areas de
endomisio e perimisio estavam ligeiramente aumentadas. Em contraste com o grupo Car, 0 grupo
Ibup+Car exibiu uma mionecrose moderada, hemorragia e edema mais discretos. Oito dias apos a
administracdo de carragenina, complicagdes como edema, hemorragia e fibrose estavam ausentes
no musculo afetado. O perimisio e 0 endomisio estavam discretamente ampliados. Um infiltrado
inflamatdrio crénico intenso composto por muitos macrofagos, alguns linfocitos e mastdcitos

preenchia os amplos espacos deixados pela mionecrose. Muitos macréfagos estavam vacuolizados.
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Algumas alteragdes microscopicas compativeis com fibras musculares em degeneracdo foram
observadas. Similarmente ao grupo Car, a area de degeneracdo e necrose tecidual era maior do que
a observada no primeiro dia de analise e foram raros os achados indicativos de regeneracdo das

fibras musculares danificadas.

Um dia apds a administracdo da carragenina, os animais do grupo O3+Car apresentaram
predominantemente uma inflamacdo aguda intensa (neutréfilos, muitos macréfagos e alguns
mastdcitos dispersos), associada a areas com intensa mionecrose e com fibras musculares em
degeneracdo. O endomisio e o perimisio estavam moderadamente espessados. O edema era intenso,
enguanto a hemorragia variava de moderada a intensa. Oito dias ap6s a indugédo da inflamacéo,
uma amostra mostrava uma hemorragia e um edema discretos. Os demais espécimes ndo mostravam
edema, hemorragia e fibrose. Os espacos endomisial e perimisial estavam menos espessados quando
comparados com 0 mesmo grupo no primeiro dia de analise e com os grupos Car e lbup+Car, no
ultimo periodo de avaliacdo. Decorridos oito dias da infiltracdo de carragenina, um intenso
infiltrado inflamatdrio cronico, as vezes misto, composto por alguns linfécitos e muitos macréfagos,
invadia as areas de severa destruicdo tecidual. De permeio, muitos fibroblastos ativos estavam
distribuidos ao longo das &reas de mionecrose. Em muitas areas de inflamacdo, alguns neutréfilos e
muitas miofibras em regeneracdo foram observados. Nas amostras dos grupos Car e lbup+Car,
esses achados apresentaram menor frequéncia. A area de destruicdo muscular era maior que no
primeiro periodo de avaliacdo, mas equivalente a areas dos demais grupos tratados com

carragenina.



Figura 5- Fotomicrografias mostrando secc¢des transversais das fibras musculares do musculo masseter dos
grupos tratados com carragenina. No 1° dia apds a infiltracdo de carragenina, todos os grupos, Car,
Ibup+Car e O3+Car (A, C e E) mostraram areas de necrose e degeneracdo das fibras musculares
esqueléticas no local de infiltracdo da carragenina, associadas a um infiltrado inflamatério agudo com
muitos neutrofilos. Notar que os grupos Car e O3+Car (A e E) exibiam areas mais amplas de
mionecrose € um endomisio espessado quando comparados com o grupo lbup+Car (C) (setas).
Decorridos 8 dias da inoculacdo de carragenina, a inflamacdo aguda inicial foi convertida em uma
inflamacdo crénica com muitos macrdéfagos e alguns linfécitos em todos os grupos tratados com
carragenina (B, D e F). Notar que as areas de necrose e degeneracdo foram maiores em comparagdo
com o periodo de 1 dia, sendo semelhantes em todos grupos no Ultimo periodo. Coloragdo H&E.
100X.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 6 - Fotomicrografias mostrando seccfes transversais das fibras musculares do musculo masseter dos
grupos Sal, Car, Ibup+Car e O3-Car no tempo experimental de 1 dia. Em (A), pode-se observar feixes
de fibras musculares esqueléticas poliédricas, aciddfilas e bem preservadas envolvidas
individualmente por endomisio e perimisio de aspecto normais nos animais tratados apenas com
solucdo salina (Sal). Em (B), (C) e (D), pode-se observar a expansao do tecido intersticial (perimisio e
endomisio) por material amorfo ou fibrilar, claro ou palido e eosin6filo compativel com edema,
separando as miofibras individuais e os feixes de fibras musculares. Notar diferencas na largura do
endomisio e perimisio em funcdo do edema (setas) entre os grupos Car, lbup+Car e O3-Car.
Coloragdo H&E. 100X.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 7- Fotomicrografias mostrando secc@es transversais das fibras musculares do muisculo masseter dos grupos
Car, Ibup+Car e O3-Car no tempo experimental de 8 dias. Em (A) e (B), os grupos Car e Ibup+Car
mostram areas com infiltrado inflamatério crénico com muitos macréfagos e alguns linfocitos. Em (C)
e (D), uma fileira de ndcleos vesiculados (asteriscos) no interior das fibras musculares em regeneracao
pode ser observada nas amostras dos ratos do grupo O3+Car. Notar a presenca de neutrdfilos, uma
célula incomum no periodo de 8 dias apds a administragdo de carragenina, nas proximidades das fibras
musculares em regeneragdo (setas). Coloracdo H&E. 400X.

Fonte: Dados da pesquisa.
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7 DISCUSSAO

Em estudo anterior, relatamos que a administragdo intramuscular de toxina
botulinica reduziu a hiperalgesia no musculo masseter de ratos, induzida pela carragenina, porém

sem efeito sobre o edema inflamatério e sobre o dano tecidual.*®

No presente trabalho, a fim de buscar novas alternativas para o alivio da dor nas mialgias,
especialmente nos musculos mastigatorios, investigamos os efeitos da ozonioterapia sobre a
nocicepgdo relacionada ao processo inflamatério e a estrutura tecidual do musculo masseter apos
sua administracdo por via intramuscular. A ozonioterapia tem sido utilizada nas Gltimas trés décadas
como agente terapéutico coadjuvante, mas muitas vezes como principal opc¢édo para o tratamento de
diversos disturbios ou doencas; muitos trabalhos experimentais e clinicos tém confirmado o seu
efeito benéfico em patologias relacionadas & carga oxidativa e inflamatéria®, embora seu
mecanismo molecular ndo tenha sido completamente elucidado. Apesar dos resultados favoraveis
observados na literatura, a presente investigacdo mostrou que a ozonioterapia nao foi eficaz em
neutralizar a acdo nociceptiva da droga carragenina, além de ndo ter sido capaz de proteger o
muasculo masseter da destruicdo tecidual inflamatdria induzida pela carragenina nos periodos

estudados.

A nocicepcdo experimental tem sido estudada principalmente pela inoculacdo de drogas
inflamatorias nas patas de roedores com o objetivo de testar o potencial analgésico e/ou anti-
inflamatério de drogas.!” No presente estudo, com base no método desenvolvido por Ren (1999)*
para avaliar o limiar nociceptivo mecéanico e a alodinia nos ratos, optamos por inocular a droga
inflamatoria carragenina no musculo masseter a fim de testar o gas ozénio como alternativa para o
tratamento de mialgias de musculos mastigatérios, especialmente aquelas relacionadas a DTM.
Apbs a injecdo de carragenina, observou-se 0 desenvolvimento de um edema inicial, seguido por
um periodo de alodinia, cujo pico foi alcancado 4 horas apos a inoculacdo, permanecendo por 24 a
96 horas.**? Em nosso modelo, a inoculagdo da carragenina no muasculo masseter produziu uma
inflamacdo aguda, modificando o limiar nociceptivo da regido afetada de forma similar ao modelo
de hiperalgesia induzida por carragenina em pata de roedores.""***! A avaliacdo histolégica
mostrou vérias alteracGes teciduais produzidas pela carragenina. Um dia ap6s a administracdo da
carragenina, a area central do musculo masseter mostrava hemorragia, edema e uma destruicao
tecidual severa com presenca de um infiltrado inflamatorio agudo com muitos neutréfilos.
Decorridos oito dias apds a intervengdo, hemorragia e edema estavam ausentes, mas havia areas de

necrose e degeneracdo das fibras muscular associadas a um infiltrado inflamatério crénico intenso,
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com muitos macréfagos. Esses achados histoldgicos foram similares aos observados por
Radhakrishnan et al. (2003), quando injetaram carragenina na articulagdo femorotibial e no musculo
gastrocnémio de ratos. Em ambos o casos, a inflamacdo inicial foi convertida posteriormente em

uma resposta inflamatéria com macréfagos e alguns mastécitos.

O estudo antinociceptivo comparativo mostrou ndo haver diferenca estatisticamente
significante entre os grupos Car e O3+Car nos periodos de 5 horas, 1, 3 e 7 dias. No presente
trabalho, o pico da hiperalgesia ocorreu no periodo de 5 horas e ndo foi neutralizada por nenhuma
das drogas terapéuticas empregadas, visto que o ibuprofeno, padrdo-ouro para determinacdo de
efeito de uma terapia em nosso modelo experimental, somente elevou o limiar de nocicepcdo acima
dos valores do grupo tratado com carragenina, apos um dia de acompanhamento. Portanto, a analise
adequada do efeito da ozonioterapia somente pode ser realizado um dia ap6s a aplicacdo da
carragenina. Nossos resultados estdo de acordo com o trabalho de Lorama et al. (2007) que
observaram um pico nociceptivo no local da injecdo de carragenina por volta de 6 horas apos a
administracdo de carragenina, coincidindo com uma infiltracdo de moderada a severa de células
inflamatorias. Os resultados de nocicepcédo, observados para o grupo O3+Car, se relacionaram com
os achados histoldgicos, os quais mostraram um infiltrado inflamatdrio, necrose e degeneracao

severas na area de inoculacao da carragenina.

Com base nessas evidéncias, acredita-se que a ozonioterapia ndo foi capaz de regular a
inflamacao inicial responsavel pela atracdo de células inflamatorias e pela liberacdo de mediadores
inflamatorios envolvidos na sensibilizacdo de nociceptores, facilitacdo da transmissdo dolorosa e,
consequentemente, no estabelecimento de um quadro hiperalgesia. A aparente inexisténcia de efeito
antinociceptivo da ozonioterapia no presente estudo é surpreendente, uma vez que estudos clinicos
em humanos tém mostrado resultados favoraveis no alivio da dor muscular em pacientes com
SDM.1'14'52

Um aspecto a ser considerado é o fato de o0 modelo experimental empregado ser inadequado
para avaliar efeitos benéficos da ozonioterapia, visto que o modelo de inflamagdo induzida pela
carragenina se caracteriza pela ativacao de neutrofilos, células com potencial de liberar as enzimas
lisossémicas presentes em seus granulos e as espécies reativas de oxigénio para o0 meio extracelular.
Essas substancias, quando liberadas, podem danificar as células normais e o endotélio vascular.
Considerando os provaveis mecanismos de acdo da ozonioterapia, que incluem a liberacéo de 6xido
nitrico e radicais livres de oxigénio, pode-se supor que esta terapia poderia amplificar os efeitos do

agente injuriante inicial sobre o mdsculo masseter.
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De fato, 0 bom senso proibiria 0 uso do ozénio em condi¢gdes em que a inflamagéo esta
relacionada com a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, ativacdo de cicloxigenases e producao
excessiva de ROS. Contudo, na ultima década, tem sido demonstrado 0 uso exitoso da
ozonioterapia em doencas degenerativas cronicas, tendo em comum uma inflamacéo expressa por
um estresse oxidativo crénico. Andreula e colaboradores (2003), por exemplo, observaram que a
injecdo intradiscal e periganglionar combinada de ozonio medicinal, em pacientes com sinais
clinicos de compresséo da raiz nervosa do disco lombar, e a evidéncia imaginologica de hérnia de
disco exibiram melhora clinica.>® Calunga e colaboradores (2012) mostraram que a ozonioterapia
diminuiu o estresse oxidativo, alcancando um equilibrio redox intra-articular e uma reducédo
significativa da dor em pacientes com osteoartrite, apresentando uma resposta satisfatoria em 80%

desses pacientes, ap6s um ano de acompanhamento.**

O conhecimento sobre os mecanismos celulares e moleculares é limitado, mas cogita-se que
o0s beneficios terapéuticos da ozonioterapia poderiam ser alcancados pelo aumento da liberacdo de
oxido nitrico, levando a vasodilatagdo e aumentando o fluxo sanguineo nos tecidos. Além disso,
uma maior expressdo de fatores importantes no processo de reparo de feridas, como fator de
crescimento transformante f (TGF-b) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), tem sido
descrita em estudos clinicos e experimentais de cicatrizacdo de feridas por Zanardi e coc¢laboradores
(2016). Tais evidéncias sinalizam que a ozonioterapia pode ser utilizada para o tratamento de
condigdes fisiopatoldgicas nas quais o processo inflamatério € intenso e o sistema imunoldgico

precisa ser acionado eficazmente.>

Um provavel mecanismo de acdo da ozonoterapia tem sido proposto a partir do seu efeito
sobre enfermidades relacionadas ao estresse oxidativo. Diversas patologias tém sido associadas a
presenca de estresse oxidativo crbnico, caracterizado por altos niveis de ROS e RNS, que levam a
formacdo de varias moléculas bioativas (aldeidos, isoprostanos e produtos de peroxidacdo em
geral). Tais moléculas, quando presentes, atuariam como segundos mensageiros e podem contribuir
para danificar os componentes proteicos, lipidicos e 0 material genético das células. O principio do
efeito terapéutico da mistura de oxigénio e ozdnio sobre os fluidos biologicos esta pautado na
ativacdo mais eficiente de um sistema ndo enzimatico (acido Urico, acido ascorbico, glicose,
cisteina, cisteamina, taurina, triptofano, histidina, metionina e glutationa), capaz de induzir um
estresse oxidativo mais discreto e transitorio e de ativar o sistema celular enzimético defensivo
(catalase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa transferase e
heme oxigenasse 1), os quais poderiam diminuir o estresse oxidativo lesivo, ativado por

determinadas patologias.'®
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Um achado importante no presente estudo e bastante comum em outros trabalhos com
carragenina foi a presenca de macrofagos em todas as amostras infiltradas com carragenina,
independente da terapia utilizada.>*® A avaliagdo histolégica dos musculos inflamados mostrou um
tecido desorganizado, com fibras musculares parcialmente hialinizadas e fragmentadas e
acompanhadas por muitas neutrofilos e macréfagos no primeiro dia apds injecdo de carragenina.
Oito dias apds o tratamento com carragenina, a quantidade de macréfagos tinha aumentado,
estando, muitas vezes, em intima associacdo com as miofibras em degeneracdo. Os macrofagos
parecem ser muito importantes para o reparo muscular. Seu papel no tecido danificado extrapola a
sua fungdo na remocao de restos celulares. Em um primeiro momento, os macréfagos com perfis
pro-inflamatorios invadem o tecido danificado e, apos alguns dias, essas células sdo convertidas em
macréfagos anti-inflamatérios.””*® Enquanto isso, células satélites e células-tronco do tecido
muscular esquelético sdo ativadas, proliferam e sofrem diferenciacdo miogénica terminal e
recompbem as fibras musculares perdidas. A presenca concomitante de células precursoras
miogénicas e de macrofagos nas areas em regeneragdo demonstra que os macréfagos podem ser
importantes na orquestracdo da miogénese durante a regeneracdo de mausculo esquelético
danificado.”® Ainda que o presente trabalho ndo tenha pretendido realizar um estudo
histomorfométrico dos macréfagos em fungdo dos grupos, a avaliacdo histoldgica qualitativa ndo
indicou diferencas importantes na quantidade de macréfagos entre os grupos Car, lbup+Car e
O3+Car, nos periodos estudados. Estudos histomorfométricos e imuno-histoquimicos, com énfase
na identificacdo de subclasses de macréfagos e das células percussoras miogénicas, em um modelo
de injaria muscular tratado com ozonioterapia, podem apresentar a acuracia necessaria para
demonstrar uma relacéo entre o gas o0zonio e a regeneragdo, com foco na sua capacidade de regular

as células inflamatdrias, especialmente os macréfagos e as células satélites do musculo esquelético.

A avaliacdo histolégica mostrou que os ratos tratados com carragenina e submetidos a
ozonioterapia (O3+Car) mostraram areas extensas de necrose e de degeneracdo de midcitos
equivalentes aos dos animais tratados apenas com carragenina (Car), nos dois periodos estudados,
sugerindo que o protocolo de ozonioterapia empregado foi incapaz de neutralizar o dano tecidual
provocado pela inflamacdo. Surpreendentemente, o grupo nédo tratado com carragenina (O3+Sal)
tambeém exibiu areas discretas ou moderadas de necrose e degeneracdo muscular, sugerindo que a
ozonioterapia produziu uma lesdo tecidual. N6s postulamos que a penetracdo da agulha por trés
sessOes consecutivas (Oh, 24h e 3 dias) nos grupos O3+Car e O3+Sal tenham gerado um dano

tecidual adicional, com prejuizos para o reparo muscular em ambos os grupos O3+Car e O3+Sal.
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Calunga e colaboradores (2007)** afirmaram que outras vias de administracdo para ozonio,
como a via intraperitoneal e via retal, podem ser menos danosas em areas com dano tecidual
inflamatdrio preé-existente. Alguns trabalhos tém mostrado que o ozonio administrado pela via
intraperitoneal apresenta um efeito protetor sobre o musculo cardiaco, o tecido désseo e o
mesentério, especialmente em modelos experimentais de lesdo tecidual causada por isquemia e
posterior reperfusdo sanguinea.”®®®®®? \v/ale destacar que o presente estudo optou pela via
intramuscular, em decorréncia desta via ser utilizada nos estudos clinicos do efeito da ozonioterapia
sobre a dor miofascial em humanos.?'* Contudo, considerando a possivel interferéncia do modo de
administragdo empregado sobre os resultados histoldgicos em nosso estudo, sugere-se o
desenvolvimento de estudos sobre ozonioterapia, utilizando outras formas de administragédo, como a

via intraperitoneal.

Oito dias ap6s a inoculacdo de solucdo salina, metade das amostras dos grupos Sal e
Ibup+Sal mostraram muitos fibroblastos e muitas fibras colagenas que preenchiam uma pequena
area originalmente ocupada por fibras musculares esqueléticas degeneradas ou necrosadas,
provavelmente pela acdo mecénica de uma agulha hipodérmica. Tal achado histolégico foi
compativel com um estégio inicial de uma fibrose e ndo foram observados nos grupos O3+Sal, Car,
Ibup+Car e O3+Car. O fato de a fibrose ndo ser um evento comum nas nossas amostras esta de
acordo com a concepcdo de que drogas tdxicas, como a carragenina, podem causar danos
musculares extensos, mas, em geral, o reparo é extremamente favordvel e a ocorréncia de uma
fibrose é minima.'® Ainda que uma anélise criteriosa da fibrose s6 possa ser feita com periodos mais
longos de acompanhamento, quando ha o desfecho final do reparo, postulamos que a auséncia de
indicios de fibrose nos grupos O3+Sal, Car, Ibup+Car e O3+Car esteja relacionado com fato de suas
lesbes serem mais extensas e, portanto, demandarem mais tempo para serem resolvidas. Alguns
trabalhos tém indicado um efeito benéfico da ozonioterapia sobre a fibrose em varios modelos
experimentais. Di Filippo e colaboradores (2010)>°, demonstraram que o tratamento com a mistura
02 e O3 reduziu a fibrose estromal e a quantidade de fibrdcitos no tecido cardiaco e no musculo
gastrocnémico de ratos submetidos a uma atividade fisica prolongada e de alta intensidade. Somay e
colaboradores (2017)% observaram que a ozonioterapia estimulou a regeneragdo do nervo ciatico
lesionado, sem causar aumento da fibrose. Contudo, em virtude das limitagdes do presente estudo,
ndo foi possivel deduzir algum efeito da ozonioterapia sobre a fibrose muscular, apds uma injdria

provocada por agente toxico.

Um achado histologico curioso foi a presenca discreta de neutrofilos nas proximidades de

fibras musculares esqueléticas, exibindo sinais de regeneracao (fibras musculares com sarcoplasma
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basdfilo e fileiras de nucleos de mioblastos no interior das fibras), nos grupos O3+Sal e O3+Car, no
periodo de oito dias, enquanto que esses leucécitos ndo foram observados nos demais grupos
experimentais nesse tempo experimental. Tal aspecto pode estar relacionado a um possivel efeito
regenerativo, com participacdo dos neutréfilos da ozonioterapia. Hyde e colaboradores (1999)%, por
exemplo, demonstraram que a inalacdo de ozonio em macacos-rhesus produziu um influxo de
neutrdfilos para a area injuriada, os quais foram importantes para a remocéao de células epiteliais
danificadas e, portanto, no reparo das vias areas. Os neutrofilos estdo envolvidos na resposta imune
inata que envolve uma série de respostas rapidas e coordenadas que culminam na fagocitose e morte
de patégenos invasores.® Os neutréfilos produzem e armazenam muitos elementos antimicrobianos
como oxidantes, proteinases e peptideos antimicrobianos, além de sintetizarem elevadas
quantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS).**®” Durante a fagocitose
de patdgenos invasores, 0S compostos antimicrobianos, contidos nos seus granulos, e ROS gerados
na membrana do fagossomo sdo liberados diretamente no fagossomo, gerando produtos citotoxicos
que potencializam a morte intracelular.’” Contudo, em algumas circunstancias patolégicas, 0s
neutrofilos podem liberar compostos citotoxicos potentes no espaco extracelular que danificam os
tecidos do préprio hospedeiro.®” 8% Por outro lado, ha evidéncias indicando um papel para 0 ROS e
RNS na regulagdo de eventos de sinalizagdo celular, essenciais envolvidas na homeostase,

proliferacdo e diferenciacdo celular e respostas inflamatérias e imunes’®’""?

, permitindo a
especulacdo de que algumas moléculas produzidas pelos neutréfilos poderiam estar envolvidas na
regulacdo da inflamacdo, porém ndo necessariamente no estimulo a este processo. Teixeira e
colaboradores (2003)%°, por exemplo, mostraram que camundongos tratados com anticorpos
neutralizantes para neutrofilos e mondcitos exibiram uma resposta regenerativa deficiente em um
modelo de miotoxicidade induzida por veneno de cobra. Estudos futuros devem se concentrar na
identificacdo dos fatores especificos liberados pelos neutréfilos e envolvidos nos eventos de reparo

do musculo esquelético, a fim de direciona-los para alcangcar uma cura ideal.

O exame histolégico das amostras de musculos dos ratos do grupo O3+Sal no tempo
experimental de oito dias mostrou um infiltrado inflamatério discreto, com alguns linfécitos e
neutrofilos, um padrdo histologico ndo observado nos grupos Sal e lbup+Sal. Considerando os
danos sucessivos provocados pela agulha hipodérmica, um aumento do suprimento de oxigénio é
crucial para a recuperagdo das células danificadas. O estimulo da irrigagdo sanguinea efetuado pela
ozonioterapia poderia aumentar a liberagcdo de fatores de crescimento e de citocinas, contribuindo
para a instalagdo de um processo inflamatério controlado que favorece o reparo tecidual.**** A

presenca de inflamacdo pode ser justificada pelo fato de o processo de ozonizagdo em um tecido-
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alvo representar um estresse oxidativo agudo. Contudo, a depender da dose do o0zonio, 0 estresse
oxidativo ndo é deletério, sendo capaz de desencadear uma infinidade de respostas bioldgicas que

visam a restaurar a homeostase e estimular o reparo tecidual.>

A droga ibuprofeno mostrou um efeito antinociceptivo nos periodos de 1 dia, 3 dias e 7 dias,
qguando comparado com 0s grupos apenas com carragenina (Car) e com carragenina e ozonioterapia
(O3+Car). Também demonstrou um pequeno efeito protetor no primeiro dia ap6s a inoculacdo da
carragenina, visto que o edema, o alargamento dos espacos endomisiais e perimisiais e a destruicao
tecidual induzida pela carragenina foram menos severos nos animais do grupo Ibup+Car. No
presente estudo, o anti-inflamatorio nao esteroide (AINE) ibuprofeno foi utilizado nos grupos
controle positivo pelas suas atividades anti-inflamatoria e analgesica. Os AINEs inibem a
ciclooxigenase (COX), enzima responsavel pela transformacdo do &cido araquidénico em
prostaglandinas e tromboxanos. As prostaglandinas exercem uma acgdo vasodilatadora potente,
resultando em um aumento da permeabilidade vascular, com extravasamento de liquidos e glébulos
brancos, fendmenos observados nas fases iniciais do processo inflamatorio induzido pela
carragenina. Portanto, o ibuprofeno poderia exercer um importante efeito anti-inflamatério no
modelo de dor inflamatéria empregado no presente estudo, visto que a inibigdo da sintese da COX a
base da acdo dos AINEs pode ser eficaz no tratamento da dor e inflamacgdo. A inflamacédo induzida
por carragenina demonstrou ser altamente preditiva da atividade de drogas anti-inflamatorias, na
doenca inflamatéria humana, e as doses de AINESs, neste modelo, se correlacionam bem com a dose

efetiva em pacientes.’

Este trabalho foi o primeiro estudo que avaliou o efeito da ozonioterapia em um
modelo de inflamacdo mediado pela carragenina, no musculo masseter de ratos. Os resultados
apresentados aqui revelaram que a ozonioterapia por via intramuscular no local da injuria nao
reduziu a nocicepcao induzida pela carragenina, além de ndo mostrar um efeito reparador sobre o

musculo esquelético lesado quimicamente.

Uma das limitagdes do presente estudo foi o emprego de oito dias como Gltimo periodo de
avaliacdo histologica e de nocicepcao, visto que o reparo tecidual completo da leséo induzida pela
carragenina pode se estender por mais de dois meses em roedores.’® Os préximos estudos devem se
concentrar nos efeitos de mdaltiplas injecBes de ozbnio e na combinacdo de injecGes em outros
grupos musculares e em outros modelos experimentais de inflamagdo, bem como a investigacéo da

eficacia de outras nas vias de administracdo da ozonioterapia.
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8 CONCLUSAO

e A ozonioterapia, por via intramuscular, ndo reduziu a nocicepcdo a um modelo de

inflamac&o induzida por carragenina no musculo masseter dos ratos;

e A ozonioterapia administrada por via intramuscular ndo apresentou efeito reparador sobre o
muasculo masseter injuriado pela droga carragenina nos tempos estudados, visto que 0s
animais submetidos a ozonioterapia mostraram areas de necrose e degeneracdo muscular,

edema e inflamacdo equivalentes ao grupo tratado apenas com carragenina;

e A presenca de mais achados histolégicos sugestivos de regeneracao das fibras musculares
danificadas nos grupos submetidos a ozonioterapia indicam um possivel efeito regenerativo

do gas 0z6nio sobre a injdria no masculo esquelético.
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CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada *Efeitos da Ozonioterapia em Masseteres de Ratos em Modelo Experimental de Dor
Inflamatdria®, protocolada sob o CEUA n® 5523240320 (o eoo146), 500 a responsabilidade de Marcio Cajazeira Aguiar e eguipe;
Lwciana Lyra Casais e Silva; Kelvin Borges Rocha de Souza | Felipe Chaimsohn Goncalves da Silva - que envolve a producaa,
manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ow ensing - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de & de outubro de 2008, com o Decreto 6899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacdao Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Sadde)
[CEUAACS.UFEA) na reunido de 15/05/2020.

We certify that the proposal "Effects of Ozone Therapy on Rat Masseters in an Experimental Model of Inflammatory Pain®, utilizing
115 Heteregenics rats (115 males), protocol number CEUA 5523240320 oo osi145), under the responsibility of Marcio Cajazeira
Aguiar and team; Luciana Lyra Casais e Silva; Kelvin Borges Rocha de Souza ! Felipe Chaimsohn Goncalves da Silva - which
involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes ar teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the MNational Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Bahia (Health Sciences Institute) (CEUANCS UFBA) in
the mesting of 05/15/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa {Académica)
\iigéncia da Propasta: de 06/2020 a 02/2022 Area: Ciéncias da Sadde
Origem:  SUPRILAE SUPRIMENTO DE LABORATORIO E BIOTERIO LTDA

Espécie:  Ratos heterogénicos sexp:  Machos idade: 2 a3 meses H: 115
Linhagem: WistarfAlbino Peso:  200a 250 g

Local do experimento: Sala de cirurgia do Laboratdrio de Histotecnologia, Departamento de Biomorfologia, 1o andar, Instituto de
Ciéncias da Salde

Salvador, 21 de maio de 2020

Dr. Marcos Borges Ribeino Dra. Deboraci Brito Prates
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Sadde} Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Sadde)

Ay Rgitor Miguwsl Cabmen, o, Vake 83 Canala, SabadenSa - CEF 40110-803 - tel: 55 (71) 32E3-8958
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