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EPIGRAFE

“Aquilo que vocé pode sonhar, vocé pode realizar”

Walt Disney



RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos da carboxiterapia, infusdo no
tecido subcutaneo de CO2 medicinal, na cicatrizacdo de lesdes cutaneas em ratos Wistars.
Trata-se de um estudo experimental e quantitativo, com uma amostra de 10 animais,
divididos em grupo controle e grupo carboxiterapia. Todos 0s animais sofreram uma leséo
com punch metalico de 5mm de diametro na regido dorsal e, 0 grupo com terapia, tratado
por 10 dias consecutivos e, em seguida, eutanasiado no 11° dia do experimento. A regiéo foi
fotografada em varios momentos da pesquisa para analise de evolu¢cdo morfométrica da area
da lesdo e amostras de tecido contendo a lesdo foram retiradas para analise microscopica. A
analise histologica consistiu em verificar o deposito de colageno, proliferagéo de fibroblastos
e novos vasos sanguineos. Os resultados da morfométricos mostraram que ndo houve
aumento da velocidade de fechamento de area da lesdo. O grupo tratado com carboxiterapia
apresentou maior depdsito de colageno total, tipo | e tipo Il e maior proliferacdo de
fibroblastos comparado com o grupo controle, mas dados ndo estatisticamente significativos.
Ja a avaliagdo da formacgdo de novos vasos sanguineos teve um resultado positivo, com
nameros estatisticamente significativos (p<0,05). Ao final dessa pesquisa, conclui-se que a
carboxiterapia pode ser uma boa opcao de tratamento de feridas cutaneas, principalmente,
em lesdes com dificuldade de cicatrizacdo devido ao deficit microcirculatorio.

Palavras-chave: Carboxiterapia. Cicatrizacdo. Feridas Cutaneas.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of carboxytherapy, infusion in the subcutaneous
tissue of medicinal CO2, in the healing of cutaneous lesions in Wistars rats. This is an
experimental and quantitative study, with a sample of 10 animals divided into a control group
and a carboxytherapy group. All animals suffered a metallic punch injury of 5mm diameter
in the dorsal region and the group with therapy treated for 10 consecutive days and then
euthanized on the 11th day of the experiment. The region was photographed at various
moments of the research to analyze the morphometric evolution of the lesion area and tissue
samples containing the lesion were removed for microscopic analysis. . Histological analysis
consisted of checking for collagen deposition, proliferation of fibroblasts and new blood
vessels. The morphometric results showed that there was no increase in the velocity of
closure of the lesion area. The carboxytherapy group presented higher total collagen
deposition, type | and type Ill, and a greater proliferation of fibroblasts compared to the
control group, but non-statistically significant data. The evaluation of the formation of new
blood vessels had a positive result, with statistically significant numbers (p <0.05). At the
end of this research, it was concluded that carboxitherapy may be a good treatment option

for cutaneous wounds, especially in lesions with scarring due to microcirculatory deficit.

Keywords: Carboxitherapy. Healing. Skin Wounds.
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1. INTRODUCAO

As feridas ocorrem por uma perda da continuidade e da integridade cutanea. O
processo de cicatrizacdo de feridas € dindmico e complexo, depende da organizacdo de
células, matriz extracelular e sinais quimicos, que variam no tempo e em sua sequéncia, para
poder reparar o tecido lesionado. Muitas patologias acabam por dificultar esse processo, um
grande exemplo, € o caso das Ulceras de pés diabéticos (MENDONCA, COUTINHO-
NETTO, 2009; BRASILEIRO FILHO, 2017). Estas tém tratamento prolongado e dificil,
muitas vezes, responsaveis por significativos indices de morbidade e mortalidade. Por isso,
a importancia de estudos de tratamentos que busquem o fechamento rapido da lesdo de forma
a se obter cicatriz funcional e esteticamente satisfatoria (BRASILEIRO FILHO, 2017).

A medicina, apesar de toda evolucéo cientifica, ainda tem o desafio do tratamento de
muitos tipos de feridas. Com isso, 0 estudo de terapias alternativas e mais modernas que
combatam as lesdes de dificil cicatrizacdo constituem um vasto campo de pesquisa a ser
explorado no ramo da reabilitacdo. Nesse sentido, 0 emprego da carboxiterapia no
tratamento dessas lesdes contextualizam um panorama positivo (BRANDI et al., 2010;
PIAZZOLLA, 2011).

Essa técnica consiste em administrar terapeuticamente gas carbonico medicinal (CO2)
através de injecdo hipodérmica no tecido subcutaneo diretamente nas areas afetadas com
objetivos de melhorar a microcirculacdo e, consequentemente, a oxigenacao tecidual (LOBO
et al., 2005; CARVALHO et al., 2005; GOLDMAN et al., 2006; WORTHINGTON,
LOPEZ, 2006; LEE, 2010). Vale ressaltar, que nestes experimentos, foram relatados um
reduzido namero de reagdes adversas, portanto, um tratamento com bons resultados,
alcancados de forma segura.

O levantamento bibliografico revelou, porém, um reduzido nimero de estudos
voltados para aplicacdo da carboxiterapia no tratamento de reparo tecidual (BRANDI et al.,
2010; PIAZZOLLA, 2011, MORALES, 2008), enquanto ha um crescente nimero de estudos
direcionados para o seu uso em tratamentos estéticos (GOLDMAN et al, 2006; BRANDI et
al, 2004; CORREA et al, 2008; FERREIRA et al, 2008; CARVALHO et al, 2005). Percebe-
se necessidade a realizacdo de mais estudos para analisar os resultados da aplicacdo dessa
terapia no reparo tecidual.

Essa tematica justificou-se, portanto, pela possibilidade de oferecer respaldo cientifico

para aplicacdo de carboxiterapia, com grande potencial para alcangar bons resultados, com
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0 minimo de efeitos adversos, para um acometimento frequente que séo as lesdes crbnicas,
bastante resistentes as terapéuticas atuais e de grande repercussdo funcional para o paciente,
podendo, recomendar a carboxiterapia como méetodos que podem ser somados ao arsenal de
técnicas para o combate de lesGes de dificil cicatrizacao.

Com base no exposto, esse estudo analisou a hipdtese de que a carboxiterapia
potencialize o processo de reparo tecidual. E teve como objetivos avaliar a evolugao

macroscopica e os efeitos microscopicos do tratamento na cicatrizacdo de Ulceras cutaneas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
- Avaliar os efeitos da carboxiterapia no processo de cicatrizagdo cuténea de ferida em
ratos Wistars sadios.

2.2. Especificos

- Observar a evolugdo macroscépica da area das lesdes dos ratos saudaveis tratados
com carboxiterapia;

- Avaliar os efeitos do gas carbdnico na estimulacdo do depdsito de colageno nas
feridas de ratos saudaveis;

- Avaliar os efeitos da carboxiterapia na proliferacéo de fibroblastos no local da leséo
dos ratos;

- Avaliar a neovascularizacdo das lesbes cutaneas dos ratos tratados com

carboxiterapia.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Cicatrizagao de Feridas Cutaneas

O processo de cicatrizacdo e reparo tecidual consiste na reconstrucdo do tecido
lesionado mediado pelo sistema imunoldgico cuja finalidade € restabelecer a morfologia e a
funcéo local o mais préximo possivel da normalidade (KUMAR et al., 2013), trata-se de um
processo extremamente complexo que envolve sinais quimicos, alteracdes vasomotoras,
deposito de proteinas e remodelagem da matriz extracelular (MENDONCA, COUTINHO-
NETTO, 2009).

A cicatrizacdo envolve 3 estagios principais: inflamacao, proliferacdo e remodelacéo.
Essas etapas ndo ocorrem em momentos definidos e diferentes, mas associados entre si
(ISAAC et al., 2010; KUMAR et al., 2013; BRASILEIRO FILHO, 2017).

A etapa inflamatoria ocorre logo apds a les@o e representa a resposta imediata do
corpo ao estimulo nocivo. No momento da ocorréncia da leséo ocorre vasoconstricao reflexa
que promove hipdxia tecidual, logo em seguida 0 vaso sanguineo dilata aumentando o aporte
de sangue trazendo consigo celulas do sistema imunitario. Além das células imunitarias sao
liberadas no local substancias quimiotaxicas que estimulam ainda mais a resposta
inflamatéria (BRASILEIRO FILHO, 2017). O extravasamento de liquidos e células
imunitarias no local da lesdo caracteriza o exsudato inflamatdrio e tem como funcéo remover
as células mortas e microrganismos preparando o local para a reconstituicdo celular. Devido
a vasodilatacdo e fatores associados, a inflamacéo, primeira etapa da cicatrizacdo, € bem
caracterizado pela presenca de edema, vermelhidéo, calor, dor e perda funcional (ISAAC et
al., 2010; KUMAR et al., 2013).

A segunda etapa do processo de cicatrizacdo, estdgio migratério e proliferativo,
acontece simultaneamente ao processo inflamatdrio e é caracterizado por formacao de novos
vasos sanguineos, angiogénese, e tecido de granulacdo. Células especializadas na sintese de
colageno, fibroblastos, aumentam em ndmero e apresentam-se metabolicamente ativo
depositando matriz extracelular. Nessa etapa o tecido lesionado apresenta uma certa
resisténcia a tracdo ou novas lesdes (CAMPOS et al., 2007; PAGGIARO, 2010).

Conforme os macréfagos e outras células removem o tecido necrético a nova matriz
de colageno e outras proteinas ocupam o local da lesdo promovendo seu fechamento. A
moderada resisténcia oferecida pelo colageno depositado favorece a integridade dos novos

vasos formados oferecendo aspecto granular ao tecido. No final desse processo a lesdo esta
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completamente fechada e o tecido é predominantemente acelular abundante de proteinas da
matriz (ISAAC et al., 2010; BRASILEIRO FILHO, 2017).

A etapa final do processo de cicatrizagdo, remodelacdo, caracteriza-se por
substituicdo do tecido formado na fase de migragdo por um tecido cicatricial altamente
resistente a nova lesdo. A remodelacdo da matriz é executada por fibroblastos que depositam
colageno de forma mais ordenada as linhas de formagdo promovendo maior resisténcia ao
tecido. Nessa fase a cicatriz sofre contracdo e células epiteliais migram para as bordas da
cicatriz multiplicando-se até que as margens opostas se encontrem (TAZIMA et al., 2008;
KUMAR et al., 2013).

3.2. Carboxiterapia

A técnica é definida como a administracao terapéutica do anidro carbonico (também
denominado géas carbdnico ou CO2) através de injecdo hipodérmica no tecido subcutaneo
diretamente nas areas afetadas com objetivos terapéuticos como melhora da circulacéo e
oxigenacdo tecidual (LEE, 2010; CARVALHO et al., 2005; GOLDMAN et al., 2006;
WORTHINGTON; LOPEZ, 2006).

A administracdo do CO2 pela via subcutanea tornou-se terapéutica frequente na
Europa desde os anos 30, principalmente na Italia e na Francga, sendo inicialmente utilizada
para o tratamento de arteriopatias obliterantes (PARASSONI, VARLARO, 1997; BRANDI
et al., 2001; BRANDI et al., 2004; CORREA et al., 2008).

Os principios fisiologicos da aplicacdo terapéutica de gas carbdnico nos tecidos
podem ser explicados como: ao injetar CO2 no tecido subcutaneo este serve de estimulo para
gue imediatamente haja uma vasodilatacdo local, e consequentemente um maior aporte
sanguineo na area tratada, fazendo com que os eritrocitos captem o CO2 presente nos tecidos
e liberem o O2 (alteracdo da curva de dissociacdo da hemoglobina), oxigenando o tecido,
enquanto o excesso de CO2 ¢ eliminado ao nivel pulmonar. Percebe-se, portanto, que 0s
efeitos da aplicacdo de CO2 ocorrem, sobretudo, na microcirculacdo (LEE, 2010; SCORZA,
BORGES, 2008; MORALES, 2008).

Existem também outros efeitos, como o aumento da drenagem veno-linfatica, a
melhora do fluxo de nutrientes (dentre eles estdo as proteinases necessarias para remodelar
0s componentes da matriz extracelular e para acomodar a migracgao e reparacdo tecidual),

angiogénese, estimulacéo da formacdao de fibras colagenas e elasticas, melhora do ténus e da
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elasticidade da pele (MORALES, 2008; CORREA et al., 2008; PARASSONI, VARLARO,
1997; BRANDI et al., 2001; BRANDI et al., 2004; SCORZA; BORGES, 2008).

Outro mecanismo de atuacdo inclui o rompimento da membrana adipocitaria, que
associada a alteracdo na curva de dissociacdo da hemoglobina com o oxigénio (ja
comentada), promove uma contundente acdo lipolitica oxidativa (LEE, 2010; SCORZA,;
BORGES, 2008; CORREA et al., 2008; BRANDI et al., 2001).

E importante destacar que a carboxiterapia ¢ mencionada por diversos autores
(GOES, 2005; BRANDI et al., 2001; MORALES, 2008; CORREA, 2008), como sendo uma
técnica segura, sem importantes reacfes adversas descritas e sem grandes contraindicagdes.

Isto se justifica devido o gas carbdnico ser um metabdlico presente na circulagdo
sanguinea, e devido a quantidade de gas injetado durante o tratamento esté abaixo do volume
produzido pelo organismo, ndo tendo sido descrita até a presente data nenhum dano ao tecido
conjuntivo, vascular ou estrutura nervosa dos pacientes que ja fizeram seu uso (BRANDI et
al., 2001; SCORZA; BORGES, 2008).

Em relacdo a embolia estudos com a utilizacdo de injecdes intravasculares de até
100ml e fluxos continuos entre 20 e 30ml/segundo, acompanhados de angiografia em
contraste, ja foram realizados demonstrando que o dioxido de carbono ndo acarretou esta
complicacdo (TORYAMA et al., 2002; ZWAAN et al., 1996; LANG et al., 1999).

Os efeitos adversos ja descritos na literatura cientifica para a aplicacdo terapéutica
de gas carbonico subctaneo, limitam-se a dor no local da aplicacdo; sensacdo de aumento de
temperatura local; hiperemias, hematomas ou equimoses devido as punturas e sensacao de
crepitacdo devido a formacédo de um enfisema local. Todos estes efeitos, porém, sdo descritos
como transitorios, abolindo-se em no maximo 30 minutos (SCORZA; BORGES, 2008;
CARVALHO et al., 2005; GOLDMAN et al., 2006).

Entre as contraindicaces ja descritas observa-se: infarto agudo do miocérdio, angina
instavel, insuficiéncia cardiaca, hipertensdo arterial, tromboflebite aguda, gangrena,
infeccdes localizadas, epilepsia, insuficiéncia respiratoria, insuficiéncia renal, gravidez e
disturbios psiquiatricos (GOLDMAN et al., 2006; BROCKOW et al., 2000).

Por todos os seus efeitos e pela sua baixa capacidade de produzir danos aos tecidos
humanos, o uso do gas carbbnico ja é bastante conhecido e aceito na area da saude, sendo
atualmente amplamente empregado como um recurso para tratamentos estéticos, como no
tratamento do fibroedema gel6ide (celulite) (GOLDMAN et al., 2006; BRANDI et al., 2001;
FRANCESCO et al., 1998; CORREA et al., 2008), rugas (FERREIRA et al., 2008), flacidez
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cutanea (WORTHINGTON; LOPEZ, 2006; CARVALHO et al.,, 2005; BRANDI et al.,
2001) e como terapia complementar pds-lipoaspiracdo (BRANDI et al., 2004).

Contudo a aplicacéo terapéutica do gas carbdnico subcutaneo também é indicada, e
j& possui evidéncias de seus beneficios, em diversas outras condi¢des patoldgicas:
arteriopatias periféricas (AMBROSI; DELANOE, 2005; FABRY et al., 1995), ulceragdes
em membros inferiores (MORALES, 2008; WOLLINA et al., 2004), psoriase (GULIAEVA
et al.,1999) e pacientes portadores do fendmeno de Raynauld (SCHMIDT et al., 2005), por
exemplo. De uma maneira geral pode-se, portanto, considerar que a indicacdo da
carboxiterapia estd voltada para patologias que se beneficiam com o incremento da
microcirculacédo tecidual (SCORZA; BORGES, 2008).

Em seu estudo, Brandi et al. (2010) estudaram 70 pacientes com ulceras cronicas de
etiologia traumatica, venosa e arterial, divididos em dois grupos: um grupo realizando
tratamento com aplicacéo de carboxiterapia subcutanea e curativos habituais, e 0 outro grupo
se valendo apenas da aplicacdo de curativos. Os resultados mostraram cicatrizagdo em 71%
das ulceras tratadas com carboxiterapia, resultado superior aos 51% das Ulceras tratadas
apenas com curativos. Em outro estudo, Piazzolla (2011) realizou carboxiterapia em 39
Ulceras vasculares e os resultamos mostraram cicatrizacdo complete de 38,5% e melhora da

cicatrizacdo e reducdo da dor em todas as Ulceras.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Tipo de Estudo

Esse trabalho foi realizado através de pesquisa experimental, por meio de estudo
quantitativo, observando-se 0 comportamento de uma amostra especifica, durante intervalo
de tempo definido. De acordo com as premissas, esse estudo cientifico pode ser assim
classificado:

* Natureza: quantitativa, uma vez que trabalhara com dados quantificaveis, requerendo
0 uso de recursos e de técnicas estatisticas;

* Objetivo: explicativa, pois identificar os fatores que determinardo a ocorréncia dos
fendmenos estudados;

* Procedimento: como do tipo experimental, ja que as variaveis que podem interferir
sobre o fenbmeno estudado serdo controladas com intuito de observar as modificacfes

ocorridas no objeto de estudo.

4.2. Local e Periodo

O desenvolvimento da pesquisa experimental ocorreu no Biotério do Instituto
Esperanca de Ensino Superior (IESPES) em Santarém e o registro fotografico das laminas
ocorreu no laboratério da Universidade Federal do Oeste do Pard (UFOPA).

O periodo de realizacéo da pesquisa foi entre janeiro de 2018 a junho de 2019.

4.3. Principios Eticos da Pesquisa

Todos os animais foram manejados segundo as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e legislacdo nacional para vivisseccao animal em vigor
(Lei federal 6.638 de 08 de maio de 1979), que define normas para a realizacdo de pesquisas
com animais de laboratorio, e da lei n. 9605/98 que versa sobre crimes ambientais.

Esse estudo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da UFOPA protocolo
n° 10014-2017, e devidamente aprovado (ANEXO I).

4.4. Amostra

Para essa pesquisa foram utilizados 10 ratos da linhagem Wistar, todos machos,
adultos, sadios, com idade superior a 90 (noventa) dias e peso entre 250 (duzentos e
cinquenta) e 300 (trezentos) gramas. Esses animais foram escolhidos devido as suas varias

vantagens: sdo de facil manuseio, ocupam pequenos espagos, tém elevada resisténcia a
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infeccdo e apresentam semelhancas clinicas, laboratoriais e histopatoldgicas com 0s
humanos. Além disso, devido a essas vantagens, possibilitam trabalhar simultaneamente
com VArios grupos e subgrupos experimentais.

Durante o periodo da pesquisa, os ratos foram mantidos em gaiolas apropriadas de
polipropileno com medidas de 41cmx34cmx16¢cm, forradas com maravalha, acomodando 5
(cinco) animais em cada um desses microambientes. Esses animais foram observados
durante um periodo minimo de 15 (quinze) dias antes do inicio do estudo propriamente dito.
O objetivo desse periodo foi promover a melhor adaptacdo ao ambiente do laboratério,
seguindo as diretrizes do COBEA (2006), que define esse como periodo minimo de pré-
observacao dos animais antes de qualquer estudo cientifico.

Vale ressaltar que o laboratério de experimentacdo teve acesso restrito aos autores
dessa pesquisa e demais membros do laboratorio, apresentando condicdes ambientais
controladas (12 horas de ciclo claro/escuro; ambiente higienizado; temperatura de 22 + 2°C
e ventilacdo adequada), além da oferta de alimento e agua ad libitum aos animais durante

todo o experimento.

4.5. Grupos da Pesquisa

Para essa pesquisa 0s animais foram separados em 2 (dois) grupos quanto ao tipo de
tratamento, compostos por 5 (cinco) animais cada. Esses grupos foram assim compostos:

1 - Grupo GC (Grupo Controle - recebeu a lesdo, entretanto, sem nenhum tratamento).

2 - Grupo GCa (Grupo Carboxiterapia — recebeu a lesdo e foi tratado com
carboxiterapia).

Os grupos dessa pesquisa sofreram eutanasia no 11° dia apos a lesdo, conforme os
estudos de Silva (2010) e Cunha (2008). Nestas pesquisas, também foram realizadas 10
sessOes de tratamento consecutivos, no caso, laser de baixa poténcia, e, no dia seguinte a
Gltima sessdo, ocorria a eutanasia. Paulo (2016) avaliou os efeitos da carboxiterapia em ratos
e também utilizou o 11° dia para eutanasia.

Além disso, o motivo dessa escolha consiste no fato de, geralmente, o nimero de
sessOes de fisioterapia prescritas pelos profissionais médicos é em torno de 10 sessbes. A
partir dessa rotina, pretendeu-se aproximar essa pesquisa aos tratamentos realizados no

cotidiano da pratica profissional.
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4.6. Experimento
4.6.1. Anestesia
A técnica de indugdo anestésica empregada foi 0 método de injecdo intraperitoneal
de Ketamina 10% (0,10ml/100g), droga anestésica geral, e Xilazina 2% (0,25 mi/100mg),

substancia com propriedades sedativas, analgésica e relaxante muscular.

4.6.2. Producéo da Leséo
Apds anestesia, todos os animais foram submetidos a lesBes traumaticas
padronizadas. O procedimento foi iniciado com a tricotomia manual e antissepsia com
povidine-iodine (PVPI). A seguir, o animal foi posicionado em decubito ventral com o0s
quatros membros estendidos e a cabeca alinhada ao tronco. Entdo, foi realizado 1 (uma)
ferida excisional circular. Para isso, foi utilizado um punch metalico de 5mm com lamina
cortante na sua borda inferior. Em seguida, a retirada de fragmento cutaneo até a exposicao

da fascia muscular dorsal.

4.6.3. Eutanésia
A eutanasia consistiu na aplicacdo da dose dobrada de xilazina 2% e ketamina 10%.
Ap0s 0 Obito dos animais, era retirada uma amostra de tecido, com bisturi, incluindo a area
da lesdo tratada. A tira de pele era aberta em uma placa quadrada de EVA (Espuma Vinilica
Acetinada) e fixada com ajuda de alfinetes. Logo em seguida, o tecido era armazenado em

um pote pequeno com Formol a 10% para posterior confeccdo das laminas histoldgicas.

4.6.4. Aplicacdo da Carboxiterapia

Apos a ocorréncia da lesdo, os animais iniciaram as sessdes de terapia diarias com
duracdo aproximada de 5 minutos/cada, por dez dias consecutivos. A aplicacdo da
carboxiterapia foi realizada em 4 pontos, com distancia aproximada de 0,5cm da borda da
ferida, formando um quadrado ao redor da lesdo. A administracdo do gas carbbnico foi
realizada através de agulhas 30G, introduzidas com angulacdo de aproximada de 30° em
relacéo a pele, com a ponta da agulha em direcéo ao centro da lesdo. Essa agulha é conectada
ao aparelho de carboxiterapia. Nessa pesquisa, 0 modelo de aparelho de carboxiterapia foi o
Ares produzido pela empresa Ibramed® (Figura 01). O fluxo de infusdo utilizado foi de 80

ml/min, sendo injetado 10ml em cada ponto, total de 40ml por sesséo.
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Figura 01. Aparelho de carboxiterapia utilizado na
pesquisa.

Fonte: autores

4.7. Métodos de Analise

4.7.1. Analise Fotogramétrica

A avaliacdo morfométrica das lesbes consistiu ha mensuracdo relativa das dimensdes
fisicas das lesGes. Para isso, foi empregada a técnica de fotogrametria computadorizada a
partir de imagens digitais das lesdes obtidas em cada sesséo realizada.

Para a obtencdo destas imagens foi empregada uma camera fotografica digital da
marca Samsung®, modelo Samsung es95® de 16.2 megapixels. As imagens foram obtidas
sem zoom, sempre em um plano frontal e a uma distancia padronizada de 30cm das lesdes,
com auxilio de um tripé. Essas imagens enquadraram a lesdo e uma fita milimetrada, que
serviu como referéncia para calibracdo das medidas obtidas pelo software de analise

fotogramétrica (Figura 02).
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Figura 02. Utilizagdo do Software ImageJ®. Enquadramento da
lesdo e da régua de referéncia
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Fonte: autores
O software empregado para realizar as analises de parametros morfométricos deste

estudo foi o ImageJ® que vem sendo largamente utilizado em estudos sobre o
acompanhamento da evolucdo de ulceras (MINATEL et al., 2009; KORELO, 2013).

O parametro morfométrico de avaliacdo das lesdes utilizado neste estudo foi a area.
Para essa mensuracao, apos a visualizacdo da imagem da lesdo pelo software Imagel®,
inicialmente se ajustou a programacao no software para que a apresentacéo do resultado final
demonstre somente o parametro desejado. Esse ajuste foi necessario apenas a cada uso do
programa e para isso se clicou nos seguintes comandos: Analyze >>> Set Measurements...
Na janela que se abriu (Set Measurements) seleciona-se entdo o seguinte comando: “Area”.

Figura 03. Utilizagdo do Software ImageJ®. Selecdo da medida area.
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Em seguida se realizou a calibragdo de cada imagem para a analise. Tal calibracéo
consistiu em tracar uma linha na fita de distancia de 1cm (distancia conhecida) e em seguida
clicar nos seguintes comandos: Analyze >>> Set Scale. Dentro da janela aberta pelo comando
(Set Scale,) foi preenchido o espago “Konwn Distance” com o valor “1” (que corresponde a
distancia de 1cm da fita) e por fim se informou a unidade de medida em “cm” no espago
“Unit of Length”.

Figura 04. Utilizacdo do Software ImageJ®. Delineamento da
referéncia e calibracdo.
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Fonte: autores
A partir desses ajustes iniciais do programa se iniciou entdo o procedimento de

mensuracao do pardmetro de avaliagdo. Com a ferramenta “freehand selections” (““=2) se

desenhou com o0 mouse o exato contorno definido pelas bordas das lesdes.

Figura 05. Utilizacdo do Software ImageJ®. Obtencdo do
resultado morfométrico da leséo.
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Em seguida se clicou nos comandos Analyze >>> Measure, que entdo apresentou
uma ultima janela com o resultado de morfometria da leséo.

Para ndo haver variacdo no padrdo de definicdo das bordas das lesbes, um Unico e
previamente treinado avaliador realizou essas mensuracdes, mantendo 0s mesmos critérios

para sua execucao.

4.7.2. Analise Histopatoldgica
4.7.2.1. Preparacdo das ldminas histologicas

Apos fixar as amostras em formol, estas foram desidratadas em banhos crescentes de
alcool para entéo clarifica-las com xilol, seguido de infiltracdo de parafina a 60° C. Com o
término do processamento, o material foi incluido em blocos de parafina, cortados em
microtomo (5um) e montado em laminas silanizadas.

Para colorag&o de Hematoxilina e Eosina as laminas foram desparafinizadas em xilol,
hidratadas em banhos decrescentes de alcool até a agua destilada, corada em Hematoxilina
de Mayer, seguida da coloracdo de Eosina-Floxina. Foi desidratada em banhos crescentes de
alcool e clarificada em xilol. Uma vez coradas, as laminas estavam prontas para serem
montadas e analisadas.

A coloracéo de Picro-Sirius Red ocorreu apos desparafinizacdo das laminas com xilol
e re-hidratacdo com o uso de concentragdes decrescentes de alcool. Os cortes histoldgicos
foram mantidos por 15 minutos em solucdo de Sirius Red (F 3B 200, Mobay Chemicol Co.,
Union, NJ, USA) dissolvido em acido picrico aquoso saturado. Em seguida, os cortes foram

lavados em &gua corrente e contra-corados com hematoxilina de Harris, por cinco minutos.

4.7.2.2. Registro fotogréafico das laminas em Microscopio

A retirada imagens histoldgicas das laminas ocorreu no Laboratorio de Reproducéo,
Sanidade e Nutricdo Animal (LARSANA) da UFOPA. O registro foi feito no Microscéopio
Nikkon E200, de luz polarizada. Esse aparelho tem como opcional Camera 5mp Moticam
Quimis que funciona em conjunto com o computador do laboratorio.

A captura das imagens foi feita sempre pelo mesmo avaliador, previamente treinado,
em estudo cego. Inicialmente, a lamina era visualizada com a objetiva de 4x para localizar o
centro da lesdo. Em seguida, para objetiva de 10x, depois, para objetiva de 40x. Entéo,

retirava-se 10 fotos de campos diferentes de cada ldmina, com a imagem do tecido
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preenchendo toda a tela, com o melhor foco possivel, sempre com a mesma intensidade de

luz.

Figura 06. Registro fotografico utilizando Microscopio com camera
acoplada. Aumento de 400x.

- : F ‘/' oy
Fonte: Autores

4.7.2.3. Avaliacdo Quantitativa do Colageno no Software ImageJ®

Para quantificar as fibras de colageno, foram utilizadas as imagens das laminas
coradas com Picro-Sirius Red. Estas foram avaliadas no Software ImageJ®, com o plug-in
Threshold Colour, que obtém o percentual de colageno por meio da analise de particulas
automatizadas de acordo com selecdo e medida das areas com base na cor. Esse software é
gratuitamente disponivel na internet e muito utilizado em pesquisas cientificas. Essa
pesquisa seguiu o protocolo usa por Bedoya (2016) e por Melo (2017).

Esse programa possibilita avaliar a area percentual ocupada pelos tipos de fibras
coladgeno em cada corte histologico. As fibras de colageno tipo I (maduras) e Il (imaturas)
coradas com picrosirius tém propriedades birrefrigentes, possibilitanto a diferenciagdo
conforme as suas variacBes de cores. O Colageno tipo | apresenta-se mais espesso,
justaposto, com cores entre amarelho, laranja e vermelho. Ja o colageno tipo 111, suas fibras
sdo mais finas, dispersas, pouco refrigentes e com coloragéo verde.

Para essa mensuracdo, visualizava-se a imagem histoldgica no software ImageJ®.
Inicialmente, para analise do colageno tipo I, clicava-se nos seguintes comandos: Image >>>
Adjust >>> Color Threshold (Figura 07).



29

Figura 07. Utilizacdo do Software ImageJ®. Abertura do plug-in
Threshold Colour para anélise de particulas automotizadas.
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Fonte: autores

Na janela que se abriu (Threshold Color), ajustava-se o Hue para ficar entre 0 e 40
(matiz para colageno tipo I, cor vermelha), Saturation entre 0 e 255 e Brightness entre 5 e
225 (Figura 08).
Figura 08. Utilizacdo do Software ImageJ®. Ajuste cor, saturacéo e

brilho para colageno tipo .
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Fonte autores

A partir desses ajustes iniciais do programa, era solicitado o resultado quantitativo
do percentual da area do colageno tipo I, seguindo os seguintes comandos: Analyze >>>

Analyze Particles... (Figura 09).
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Figura 09. Utilizacdo do Software ImageJ®. Solicitacdo dos
resultados quantitativos.
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Apos solicitado a Analyze Particles, abria-se uma aba com os resultados da area
percentual de colageno tipo I, objeto de estudo dessa pesquisa (Figura 10).

Figura 10. Utilizacdo do Software ImageJ®. Aba com resultado de

percentual de area de colageno.
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Fonte: autores

A avaliacdo do coldgeno tipo 11 é parecida com a do tipo 111, muda apenas que se
ajusta o Hue para ficar entre 45-120, matiz para a cor verde (Figura 11).



Figura 11. Utilizagdo do Software ImageJ®. Ajuste cor, saturacao
e brilho para colageno tipo I11.
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4.7.2.4. Avaliacdo Quantitativa de Fibroblastos e VVasos Sanguineos

no Software ImageJ®.

Figura 12. Utilizac8o do Software ImageJ®. Contagem de fibroblastos

com o auxilio da ferramenta Multi-point.
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Fonte: autores

A contagem de fibroblastos e vasos sanguineos foi realizada nas imagens obtidas das
laminas de Hematoxilina e Eosina, seguindo 0 mesmo protocolo, em momentos distintos.
Apos a visualizacdo da imagem no Software ImageJ®, os fibroblastos ou vasos sanguineos
presentes eram reconhecidos e marcados pelo pesquisador com o auxilio da ferramenta
Multi-point (Figura 12). Foram avaliados 10 campos de grande aumento (400x).
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4.8. Tratamento Estatistico

Os dados relativos a essas analises foram tabulados em planilhas do software Excel
(Microsoft ® - EUA), e posteriormente receberam o tratamento estatistico pelo software
BioEstat 5.0. Para este estudo experimental foi admitido o nivel de significancia de 0,05
(0=0,05 ou 5%), para um erro amostral de 5% em todas as analises.

Para analise descritiva foram utilizados medidas de tendéncia central e dispersao. Na
analise inferencial foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro wilk. Os dados com
distribuicdo normal foram submetidos ao teste paramétrico t de student e os dados com

distribuicdo ndo normal foram submetidos ao teste ndo-paramétrico Mann-whitney.



33

5. RESULTADOS

Os resultados observados na avaliagdo morfométrico da &rea da leséo, tanto do grupo
controle quanto do grupo carboxiterapia, sdo apresentados na Tabela 01 e no Gréfico 01
abaixo. Os dados de area em centimetros quadrados entdo dispostos conforme o dia do
experimento e seu respectivo grupo, a média e o desvio padrdo. Foi realizado também a
aplicacdo do teste estatistico Teste t de Student, a fim de identificar as correlacdes
significantes entre 0s grupos, no 1°, 3°, 7° e 11° de experimento.

Tabela 01. Area em centimetros quadrados das feridas em ratos Wistar no 1°, 3°, 7°e 11° de experimento.
1° 3° 7° 11°
Média DP Média DP Média DP Média DP

GC 0,21 0,03 0,16 0,02 0,11 0,03 0,03 0,09
GCa 0,20 0,04 0,21 0,04 0,11 0,01 0,04 0,03
t de T P T P T P T P

student 0,371 0,720 -3,042 0,016* 0,000 1,000 -1,150 0,314

DP: Desvio Padrdo; CG: Grupo Controle; GCa: Grupo Carboxiterapia; Teste t de Student para correlacdo

entre os grupos, com os valores de t e p.

*p<0,05.

Fonte: autores

Grafico 01. Correlacdo entre os tamanhos das areas dos grupos dessa pesquisa, pelo
Teste t de Student.
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Fonte: autores

No primeiro dia de pesquisa, dia do procedimento cirurgico de producédo da lesdo, o
grupo controle teve como area 0,21+0,03cm?, reduziu no 3°, 7° e, no Gltimo dia de

experimento, 11° dia, apresentou 0,03+0,09cm? de area e seu quase total fechamento. O
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grupo carboxiterapia teve area 0,20+0,04cm? no 1° dia, aumentou no 3° para 0,21+0,04cm?,
em seguida teve reducgdo no 7° e 11° dia e seu quase total fechamento.

Figura 13. Imagens das feridas dos ratos Wistar no 1°, 3°, 7° e 11° de experimento.
GRUPO CARBOXITERAPIA GRUPO CONTROLE

A) e B) 1° dias de experimento; C) e D) 3° dia de experimento; E) e F) 7° dia de experimento; G) e H)
11° dia de experimento.
Fonte: autores
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O teste de correlagdo t de Student mostrou uma modificacdo significativa (p<0,05)
entre o grupo controle e o grupo carboxiterapia e um valor de t negativo. O tratamento de
carboxiterapia, as 2 sessdes dos primeiros dias, aumentou a média da area de seus animais.

J& o grupo controle diminuiu a média de sua area em todos os momentos avaliados.

Figura 14. Avaliacéo histoldgica ap6s 11 dias de experimento, no grupo controle e carboxiterapia, aumento
de 400x
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A) Lamina corada com Picro-Sirius Red para avaliacdo de coldgeno, grupo carboxiterapia; B) Lamina
corada com Picro-Sirius Red para avaliagdo de coldgeno, grupo controle; C) ldmina corada com
Hematoxilina e Eosina para analise de fibroblastos e neovascularizagéo, grupo carboxiterapia; D) lamina

corada com Hematoxilina e Eosina para analise de fibroblastos e neovascularizagéo, grupo controle.
Fonte: autores

Para facilitar ainda mais a visualizacdo das variagdes do percentual de &rea de
coladgeno produzido por cada grupo, a Tabela 02 e a Grafico 02 abaixo apresentam o0s
resultados dos dados através do teste estatistico Teste t de Student, a fim de identificar as
correlagdes significantes entre os grupos. Esses resultados foram obtidos no 11° dia de

experimento, apos 10 sessGes consecutivas de carboxiterapia no grupo tratado.
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Tabela 02. Percentil de drea média de colageno tipo | e 11l dos grupos controle e carboxiterapia.

Colégeno | Colégeno 111 Colégeno Total
Média DP Média DP Média DP
GC 14,29 5,72 15,60 10,00 29,89 15,25
GCa 19,98 4,44 22,82 4,44 42,79 7,60
T -1,7561 -1,3423 -1,6926
P 0,1171 0,2163 0,1289

DP: Desvio Padrdo; CG: Grupo Controle; GCa: Grupo Carboxiterapia; Teste t de Student para correlacio
entre 0s grupos, com os valores de t e p.
Fonte: autores

Graéfico 02. Comparacéo entre as porcentagens médias de colageno total, tipo | e tipo 11l
nos grupos controle e carboxiterapia.
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Fonte: autores

O grupo tratado com carboxiterapia, apds 10 sessdes, apresentou media e desvio
padrdo de 42,79+7,60% de colageno total, divididos em 19,98+4,44% a area de coladgeno
tipo | e 22,82+4,44% a area de colageno tipo Ill. JA o grupo controle, observou-se
29,89+15,25%, 14,29+5,72% e 15,60+10,00%, respectivamente, para colageno total, tipo |
e tipo I1. Esses resultados podem ser melhores comparados no Grafico 02.

O teste de correlacdo t de Student mostrou relacdo com valor de T negativo, 0 que
determina que a carboxiterapia produziu maior area percentual de colageno total, tipo I e
tipo 111, comparado ao grupo controle. Entretanto, esses dados ndo sdo estatisticamente
significativos (p>0,05).

A seguir, a Tabela 03 e os Gréaficos 03 e 04, apresentam 0s numeros da média e o
desvio padrdo de fibroblastos e de novos vasos sanguineos formados, no 11° dia de pds-

operatorio e 10 sessdes consecutivas de carboxiterapia no grupo tratado.
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Tabela 03. Numeros de fibroblastos e vasos sanguineos nos grupos controle e carboxiterapia.

Fibroblastos Vasos Sanguineos
Média DP Média DP
GC 136,92 5,55 1,88 0,30
GCa 145,68 6,68 3,04 0,46
T - 2,2543 -4,7357
P 0,0541 0,0015*

DP: Desvio Padrdo; CG: Grupo Controle; GCa: Grupo Carboxiterapia; Teste t de Student
para correlacdo entre os grupos, com os valores de t e p. *p<0,05
Fonte: autores

Gréfico 03. Comparacdo entre o nimero total de fibroblastos nos grupos
controle e carboxiterapia, no 11° de experimento.
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Fonte: autores

Os resultados dessa pesquisa referente ao niumero de fibroblastos foram 145,68+6,68
para o grupo carboxiterapia e 136,92+5,55 para o grupo controle. O teste de correlacdo t de
Student mostrou valor de T negativo, ou seja, no grupo de tratamento, houve maior
proliferacdo de fibroblasto, resultado melhor visualizado no Grafico 03. Entretanto, apesar
do grupo carboxiterapia ter maior namero de fibroblasto, esse resultado ndo foi significativo

estatisticamente (p>0,05).
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Gréfico 04. Comparagdo entre os grupos controle e carboxiterapia, quanto ao nimero
de vasos sanguineos.
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Fonte: autores

Os resultados apresentados na Tabela 03 e no Grafico 04, referente ao processo de
neovascularizagdo das lesdes cutaneas de ratos sadios. Apds 10 sessdes de terapia com
aplicacdo de gas carbdnico medicinal por via subcutanea, o grupo tratado apresentou media
e desvio padrdo de 3,04+0,46, ja 0 grupo controle dessa pesquisa teve resultado de
1,88+0,30. A avaliacéo de correlacdo pelo teste t de Student teve T negativo, o que mostra
gue houve maior nimero de novos vasos sanguineos no grupo carboxiterapia. Vale ressaltar

que esse resultado foi estatisticamente significativo (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

O rato Wistar é muito utilizado em pesquisas para avaliacdo de cicatrizagdo. A pele
desse animal é bastante parecida com a dos humanos, mas ndo € igual. Wistar ndo forma
cicatrizes hipertroficas ou queloides, ndo forma tecido adiposo subcuténeo, ndo ha definicao
entre derme papilar e derme reticular, sua derme é mais espessa, seus vasos sanguineos sdo
subdérmicos (SANTOS, 2006; BETTES, 2003, CEPEDA, 2015). Essas diferencas podem
gerar resultados diferentes entre pesquisas com animais e em humanos. Entretanto, a
pesquisa experimental € um grande passo para comprovagdo de terapias, para posteriores

serem utilizadas em humanos de forma segura e com comprovada eficécia.

A carboxiterapia, por ser uma técnica de aplicacdo hipodérmica, pode sofrer grande
influéncia na sua administracdo nesse animal. O gas, por ser uma substancia de facil
difuséo, pode se perder com maior facilidade pela falta do tecido adiposo subcutaneo. Isso
dificultaria a acdo do gas que é de estimular a liberacdo do oxigénio para o tecido e melhorar
a microcirculacdo do local, o chamado efeito Bohr (BORGES, 2008; LEE, 2010; DE LYRA
et al., 2012). Nessa pesquisa, observou-se em algumas aplicacGes, principalmente na

primeira sessdo, o escape do gas pela propria lesdo produzida no animal.

O processo de cicatrizacao € dificultado por fatores internos do organismo e fatores
relacionados a lesdo. Pacientes com diabetes, vasculite, imunodeprimido, uso de corticoides,
Hanseniase tém maior facilidade de cronificar lesdes cuténeas. Feridas infectadas,
queimaduras, necrosadas tém maior dificuldade de fechar (DUTTON, 2010; KUMAR,
2013). Essa pesquisa realizou lesGes em ratos sadios e em feridas limpas. Os grupos
seguiram seu processo natural de cicatriza, passando pelas fases inflamatéria, proliferativa e
remodelacdo. Talvez um estudo com feridas cronicas, complexas trariam um resultado

diferente quanto a contracdo e fechamento da ferida.

Penhavel (2013) avaliar também o efeito cicatrizante da terapia com diéxido de
carbono em feridas cutaneas induzidas em 16 ratos. As lesdes forma de 2,5cm de didametro,
tratadas no dia 1°, 3°, 6° e 9° de pds-operatorio, um total de 4 sessbes. As imagens das lesdes
foram registradas no dia da operacdo, 6° e no 14° apds producéo das lesbes. Seus resultados
foram parecidos com a presente pesquisa, ao final de seu experimento o grupo carboxiterapia

ndo obteve cicatrizacdo significativa compara ao grupo controle. Outra pesquisa, de S6nmez
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et al. (2009), apesar de mostrar resultado significativo quanto a formagdo de novos vasos,

ndo teve nimeros satisfatorios quanto o parametro area da leséo ap0s carboxiterapia.

Paulo (2016) verificar o efeito da carboxiterapia em ferida cutanea 1,5cm de didmetro
aberta contaminada no dorso de 15 ratos Wistar. Os animais receberam 5 sessoes, do 1° dia
ao 5° dia de pos-operatorio, injetado 2 ml de gas carbénico em cada local. Houve diminuicéao
da ferida em ambos os grupos constatado pelas fotografias das lesGes. Relata que é possivel
que a dose utilizada ndo tenha sido a ideal, bem como o tempo de aplicacdo do gas carbono,
ou de fato o géas carbonico, apesar do seu efeito vasodilatador ndo alterou a cicatrizacdo. Sua
explicacdo também pode ser usada na presente pesquisa, pois a carboxiterapia ainda ndo tem
protocolo defino para o tratamento de feridas cutaneas.

Um dado chama a atencdo nos resultados dessa pesquisa. A area da lesdo aumentou
com a aplicacdo de carboxiterapia nas primeiras apos 2 sessdes, nas imagens registradas no
3° dia de experimento. Isso pode ser explicado pelo efeito vasodilatador do gas carbénico
(BORGES, 2008; DE LYRA, 2012) e consequente aumento do processo inflamatorio, com
intenso extravasamento de liquido e células imunes (SONMEZ et al 2009; ALVES 2012;
KUMAR, 2013). Outra explicacdo pode ser devido a tensdo da pele e formagdo de um

enfisema subcutanea, observado logo apds aplicacdo da técnica (ZELENKOVA, 2017)

Cepede (2015) também avaliou a evolucdo macroscopica de lesdes cuténeas em
ratos, porem, realizou o tratamento com radiofrequéncia. Seus resultados foram parecidos
com esta pesquisa. Na comparagao entre o grupo controle e o grupo com tratamento, houve
area da ferida no 3° dia significativamente menor no grupo controle. Na mesma pesquisa, a
andlise histoldgica mostrou aumento do processo inflamatério no grupo com terapia. Esta
pesquisa colabora com a hipdtese da carboxiterapia aumentar a area da lesdo devido &s

células de defesa e ao extravasamento de liquido nos primeiros no 3° de experimento.

Piazzolla (2011), em seu estudo em humanos, estudou o efeito da carboxiterapia na
reducdo do didmetro e area das Ulceras vasculares em 32 pacientes com 39 ulceras por meio
de aplicacBes semanais de injecdes subcutaneas de gas carbbnico, nas bordas da Ulcera. As
Glceras eram fotografadas antes e ap6s o tratamento. Houve reducdo da area e dos didametros
das ulceras (p<0,05). A cicatrizagdo completa ocorreu em 38% dos pacientes. O tecido

fibroso das Ulceras vasculares reduziu de 71% para 20%. A carboxiterapia mostrou-se eficaz,
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reduzindo a &rea da ferida, melhorando a cicatrizacdo. Essa pesquisa mostra que Ulceras
cronicas de dificil podem ser beneficiadas com a carboxiterapia.

Quanto aos aspectos histologico, esta pesquisa ndo obteve resultado significativo
quanto ao depésito de colageno e proliferagdo de fibroblastos. Outras pesquisas também
tiveram resultados semelhantes. De Lyra et al. (2012) pesquisou a eficacia do gas carb6nico
no tratamento de queimaduras em ratos 24 ratos Wistar adultos. Sua pesquisa utilizou um
grupo controle, um grupo com 2 sessdes de carboxiterapia por semana e outro com 3 sessoes
semanais. Cada sessdo de carboxiterapia consistiu em uma aplicacdo de 10 a 20 ml de géas
carbdnico na derme das areas queimadas. O estudo histoldgico de proliferacdo de
fibroblastos, avaliado em notas de O a 4 cruzes, ndo mostrou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos pesquisados.

Ferreira et al. (2008) avaliou o aumento do turnover de colageno induzido pela
injecdo intradérmica de didxido de carbono em 10 ratos machos Wistar. Seu grupo controle
recebeu injecdes de solucdo salina 0,9%. Obteve o resultado de maior deposito de colageno
nos animais tratados. Maia-Figueird et al. (2012) também avaliou o estimulo a producao de
colédgeno por fibroblastos dérmicos. Em sua pesquisa, houve proliferacdo de fibroblastos

estatisticamente significante e proliferacao de colageno.

Brochado et al. (2019), examinou a influéncia da carboxiterapia na cicatrizacéo de
feridas sob insuficiéncia venosa em feridas excisionais Wistar, divididos em trés grupos com
32 ratos cada: grupo de limpeza diaria com solugdo salina a 0,9%, grupo tratado com
sulfadiazina de prata a 1% e grupo carboxiterapia, aplicacdo subcutanea de 0,3 mL de
dioxido de carbono. Os periodos predeterminados de analise foram o 3°, 7°, 14° e 30° dia. A
presenca de colageno aumentou significativamente nos grupos sulfadiazina e carboxiterapia,
porém, este Ultimo grupo apresentou melhor organizacdo das fibras. Quanto a migracdo de
fibroblastos, o grupo carboxiterapia aumenta significativamente no 7° de experimento
comparado aos outros grupos. Duraes (2012) também teve resultado significativo no uso de
carboxiterapia quanto ao aumento da quantidade de colageno em seu estudo dos possiveis
efeitos da carboxiterapia na integracdo de enxertos condrocutaneo em orelhas de coelhos.
Estes estudos mostram um possivel beneficio da carboxiterapia quanto ao depésito de

colageno e fibroblastos.
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Essa pesquisa teve resultado estatisticamente significativo para o grupo tratado com
carboxiterapia quanto a formagao de novos vasos sanguineos na area da lesdo. Esse resultado
é de grande importancia, pois a cicatrizacdo inadequada de feridas crénicas ocorre em
decorréncia de déficit de perfusdo sanguinea na ferida e nos tecidos proximos. 1sso mostra
que a terapia com diéxido de carbono aplicado artificialmente tem o potencial de melhorar
a perfusdo e a oxigenacao dos tecidos, portanto, é (til para a cicatrizacdo de feridas crénicas
(FINZGAR, 2015).

Irie (2005) pesquisou os efeitos vasodilatadores e angiogénicos dos banhos de dgua
rico em diéxido de carbono. Essa pesquisa induziu isquemia unilateral, dos membros
posteriores de camundongos, pela resseccao das artérias femorais. Os membros inferiores
entdo eram imersos em agua enriquecida com CO2 ou agua doce como controle, a 37°C por
10 minutos uma vez ao dia. Imagens de doppler a laser, angiografia e imuno-histoquimica
foram avaliadas. Os resultados mostraram aumento significativo da perfusdo sanguinea,
formacdo de vasos colaterais, densidade capilar e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) no plasma. Brochado et al (2019) também teve em sua pesquisa o predominio da
neovascularizagdo ao utilizar a carboxiterapia. Esses estudos ajudam a entender os resultados

apresentados na presente pesquisa.

E importante destacar que esses efeitos da carboxiterapia sobre a microcirculago
local, em parte mediadas pelo o6xido nitrico (NO), aumentam as propriedades
neoangiogénicas, a expressao de fatores angiogénicos, a liberacdo de VEGF e de fator de
crescimento basico de fibroblastos (FGF) e inibem a apoptose de células endoteliais. A
presenca de NO é importante nas fases inicial e tardia cura de feridas. Essa oxigenagao
gerada pela carboxiterapia, especialmente, nas feridas de dificil cicatrizacdo e com
complicacOes isquémicas, tem grande importancia para o equilibrio bioquimico do ambiente
e consequente melhorar o reparo tecidual (IRIE, 2005; BROCHADO et al 2019).

Os efeitos do dioxido de carbono sobre a microcirculagdo também foi objeto de
estudo de Minamiyama (2010) que a microvasculatura in vivo e taxa de fluxo sanguineo
usando um sistema video-microscopico intra-vital em ratazanas. Esse estudo mediu o
didmetro interno e a velocidade das células vermelhas do sangue (Vrbc) para um
microvaso. Apos aplicacdo topica de CO; dissolvido em agua pela pele do rato, foi

observado tanto a vasodilatacdo quanto o aumento do fluxo sanguineo dos capilares.
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7. CONCLUSAO

Ao final do presente trabalho é possivel constatar que a carboxiterapia, apos 10
aplicacOes em feridas cutneas em ratos sadios, em sua anélise morfomeétrica, ndo aumentou
a velocidade de fechamento de &rea da lesdo. Quanto aos aspectos histolégicos, apresentou
maior depdsito de colageno total, tipo | e tipo Il e maior proliferacdo de fibroblastos
comparado ao grupo controle, mas esses dados nao foram estatisticamente significativos. Ja
a avaliacdo da formacdo de novos vasos sanguineos teve um resultado positivo, com
nameros estatisticamente significativos. Isso mostra que a carboxiterapia pode ser uma boa
opgéo de tratamento de feridas cuténeas, principalmente, em lesdes com dificuldade de
cicatrizacao devido ao déficit microcirculatorio.

Novas pesquisas, com outras métodos e variaveis, sdo necessarias para uma melhor
avaliacdo dos efeitos do gas carbdnico no processo de cicatrizacdo de feridas cutéaneas.
Principalmente, para verificar o melhor momento de inicio de aplicagdo da teécnica, a

dosimetria e o nimero e intervalo de sessoes.
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