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RESUMO | INTRODUGAO: Novas terapéuticas para as le-
sdes de dificil cicatrizagdo tém-se tornado necessdrias e estéio
sendo pesquisadas. Nesse contexto, a carboxiterapia tem se
destacado pelos seus efeitos sobre a microcirculagéio tecidu-
al. OBJETIVO: avaliar os efeitos da carboxiterapia, infusdo
no tecido subcutéineo de CO, medicinal, na cicatrizagdo de
lesdes cutdneas em ratos Wistars. MATERIAIS E METODOS:
Trata-se de um estudo experimental e quantitativo, com uma
amostra de 10 animais, divididos em grupo controle e gru-
po carboxiterapia. Todos os animais sofreram uma lesdo
com punch metdlico de 5mm de didmetro na regido dorsal
e, o grupo com terapia, tratado por 10 dias consecutivos.
A regido foi fotografada em vdrios momentos da pesquisa
e, em seguida, as imagens foram analisadas pelo software
ImagelJ. RESULTADOS: Na andlise descritiva dos dados o GC
apresentou reducdo progressiva da drea de 0,2051+0,025
para 0,155+0,017 no 3° dia, 0,109+0,034 no 7° dia e
0,028%+0,092 apds o 10° dia. O GCa apresentou aumen-
to da drea de 0,198+0,040 para 0,207+0,035 no 3° diq,
com redugdo para 0,109+0,012 no 7° dia e 0,044+0,030
apéds o 10 dia, demonstrando ser menos eficiente na cicatri-
zagdo de feridas cutdneas do que a auséncia de tratamento.
CONCLUSAO: A carboxiterapia ndo mostrou resultado sig-
nificativo para acelerar o processo de cicatrizagéio de lesdes
cut@ineas na fase aguda, sugerindo esse periodo como néo
ideal para sua utilizagéo.
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ABSTRACT | INTRODUCTION: New therapies for difficult-to-
healinjurieshave become necessary and are being researched.
In this context, carboxytherapy has been highlighted by its
effects on tissue microcirculation. OBJECTIVE: evaluate the
effects of carboxytherapy, infusion in the subcutaneous tissue
of medicinal CO,, in the healing of skin lesions in Wistars
rats. MATERIALS AND METHODS: This is an experimental
and quantitative study, with a sample of 10 animals divided
into a control group and a carboxytherapy group. All the
animals suffered a metallic punch injury of 5mm diameter in
the dorsal region and the group with therapy, treated for 10
consecutive days. The region was photographed at various
times of the research and then the images were analyzed by
Image) software. RESULTS: In the descriptive analysis of the
data, the CG presented a progressive reduction of the area
of 0.205 £ 0.025t0 0.155 £ 0.017 on the 3rd day, 0.109 +
0.034 on the 7th day and 0.028 X 0.092 after the 10th day,
GCa presented an area increase of 0.198 + 0.040 for 0.207
+ 0.035 on the 3rd day, with reduction to 0.109 + 0.012 on
the 7th day and 0.044 + 0.030 after 10 days, demonstrating
to be less efficient in the healing of cutaneous wounds than the
absence of treatment. CONCLUSION: Carboxitherapy did
not show significant results to accelerate the healing process
of cutaneous lesions in the acute phase, suggesting this period
as not ideal for its use.
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Introducgédio

Novas terapéuticas para as lesdes de dificil cica-
trizagdo tém-se tornado necessdrias e estdo sendo
pesquisadas. Nesse contexto, a carboxiterapia tem
destacado-se pelos seus efeitos sobre a microcircu-
lagdo tecidual'?. Essa técnica consiste em adminis-
trar terapeuticamente o anidro carbdénico (denomi-
nado gds carbdnico ou CO,) através de injegdo no
tecido subcuté@ineo diretamente nas dreas afetadas
com objetivo de melhorar a oxigenagdo tecidual®*“.

Resultados de outros experimentos com o empre-
go da carboxiterapia®® para o tratamento de le-
sdes cronicas contextualizam um panorama positivo
quanto a aplicagdo dessa técnica para essa condi-
¢do. Vale ressaltar que, nestes experimentos foram
relatados reduzidos ndmeros de reacdes adversas,
aumentando a expectativa de bons resultados.

O levantamento bibliogrdfico revelou um reduzi-
do nimero de estudos voltados para aplicacdo da
carboxiterapia no tratamento de reparo tecidual®”
e um crescente nimero de pesquisas direciona-
das para o seu uso em tratamentos estéticos*® ',
Percebe-se, portanto, a necessidade da realizagdo
de mais estudos para analisar os resultados da apli-
cagdo da carboxiterapia em reparo tecidual, sob a
luz do método cientifico, oferecendo mais respaldo
a essa sua aplicacdo. Com base nisso o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da car-
boxiterapia no processo de cicatriza¢do cut@nea de
ferida em ratos Wistars sadios.

Material e métodos
Tipo de Estudo

Esse trabalho foi realizado através de pesquisa ex-
perimental, por meio de estudo quantitativo, obser-
vando-se o comportamento de uma amostra especi-
fica, durante intervalo de tempo de 11 meses.

Local e Periodo

O desenvolvimento da pesquisa ocorreu no Biotério
do Instituto Esperanca de Ensino Superior (IESPES)
em Santarém. O periodo de realizagdo da pesqui-
sa foi entre agosto de 2017 a junho de 2018.

Principios Eticos da Pesquisa

Todos os animais foram manejados segundo as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA) e legislagéio nacional para vivis-
seccéio animal em vigor (Lei federal 6.638 de 08 de
maio de 1979), que define normas para a realiza-
¢do de pesquisas com animais de laboratério, 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.

Amostra

Para essa pesquisa foram utilizados 10 ratos da li-
nhagem Wistar, todos machos, adultos, sadios, com
idade superior a 90 (noventa) dias e peso entre
250 (duzentos e cinquenta) e 300 (trezentos) gra-
mas. Esses animais foram escolhidos devido as suas
vdrias vantagens: sdo de fdcil manuseio, ocupam
pequenos espacos, tém elevada resisténcia a infec-
¢do e apresentam semelhangas clinicas, laborato-
riais e histopatolégicas com os humanos. Além disso,
devido a essas vantagens, possibilitam trabalhar
simultaneamente com vdrios grupos e subgrupos ex-
perimentais.

Durante o periodo da pesquisa, os ratos foram man-
tidos em gaiolas apropriadas de polipropileno com
medidas de 41cmx34cmx16cm, forradas com ma-
ravalha, acomodando 5 (cinco) animais em cada um
desses microambientes. Esses animais foram obser-
vados 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-observacdo dos ani-
mais antes de qualquer estudo cientifico.
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Vale ressaltar que o laboratério de experimenta-
cdo teve acesso restrito aos autores dessa pesquisa
e demais membros do laboratério, apresentando
condi¢des ambientais controladas (12 horas de ciclo
claro/escuro; ambiente higienizado; temperatu-
ra de 22 * 2°C e ventilagéo adequada), além da
oferta de alimento e dgua ad libitum aos animais
durante todo o experimento.

Grupos da Pesquisa

Para essa pesquisa os 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 eutandsia no
11° dia apéds a lesdo. O motivo dessa escolha con-
siste no fato de, geralmente, as prescricdes médi-
cas serem em torno de 10 sessdes. A partir desta
rotina, pretendeu-se aproximar essa pesquisa aos
tratamentos realizados no cotidiano da prdtica pro-
fissional.

Experimento

A técnica de inducdo anestésica empregada foi
o método de inje¢do intraperitoneal de Ketamina
10% (0,10ml/100g), droga anestésica geral, e
Xilazina 2% (0,25 ml/100mg), substéncia com pro-
priedades sedativas, analgésica e relaxante muscu-
lar. A eutandsia consistiu na aplicagdo de sobredose
de tiopental.

Apds anestesia, todos os animais foram submetidos
lesdes traumdticas padronizadas. O procedimento
foi iniciado com a tricotomia e antissepsia com po-
vidine-iodine (PVPI). A seguir, o animal foi posicio-
nado em decUbito ventral com os quatros membros

estendidos e a cabeca alinhada ao tronco. Entdo,
foi realizado 1 (uma) ferida excisional circular. Para
isso, foi utilizado um punch metdlico de 5mm com
ldmina cortante na sua borda inferior. Em seguida
foi retirado um fragmento cuténeo, com remocéo da
pele, até a exposicdo da fdscia muscular dorsal.

Apds a ocorréncia da lesdo, os animais iniciaram as
sessdes de terapia didrias com durag¢do aproximada
de 5 minutos/cada, por dez dias consecutivos. Para
a aplicagéio da carboxiterapia, a lesdo foi dividida
em quadrantes e os pontos de aplicagdo tiveram
distéincia angular de aproximadamente 90° um do
outro, um total de 4 pontos de aplicagéo. O gas foi
injetado a aproximadamente 0,5cm da borda da
les@io. A administragéio do gds carbdnico foi rea-
lizada através de agulhas 30G, introduzidas com
angulagéo de aproximadamente 30° em relagdo &
pele, com a ponta da agulha em diregéio ao centro
da lesdo. Essa agulha é conectada ao aparelho de
carboxiterapia. Nessa pesquisa, o modelo de apa-
relho de carboxiterapia foi o Ares produzido pela
empresa lbramed®. O fluxo de infusdo utilizado foi
de 80 ml/min, sendo injetado 10ml em cada ponto.

Analise Fotogramétrica

A avaliag@io morfométrica das lesdes consistiu na
mensuracdo relativa das dimensdes fisicas das le-
sdes. Para isso, foi empregada a técnica de fotogra-
metria computadorizada a partir de imagens digi-
tais das lesGes obtidas em cada sessdo realizada.

Para a obten¢do destas imagens foi emprega-
da uma cémera fotogrdafica digital da marca
Samsung®, modelo Samsung es?5® de 16.2 mega-
pixels. As imagens foram obtidas sem zoom, sempre
em um plano frontal e a uma disténcia padronizada
de 30cm das lesdes, com auxilio de um tripé. Essas
imagens enquadraram a lesdo e uma fita milime-
trada, que serviu como referéncia para calibragdo
das medidas obtidas pelo software de andlise foto-
gramétrica (Figura 1).
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Figura 1. Utilizagdio do Software Image)®. Enquadramento da lesdo e da régua de referéncia

Fonte: Os autores (2019).

O software empregado para realizar as andlises
de pardmetros morfométricos deste estudo foi o
Image)® que vem sendo largamente utilizado em
estudos sobre o acompanhamento da evolucdo de

Ulceras'?'4,

O parémetro morfométrico de avaliagdo das lesdes
utilizado neste estudo foi a drea. Para essa men-
suracdo, apds a visualizagdo da imagem da lesdo
pelo software Imagel®, inicialmente se ajustou a
programacdo no software para que a apresenta-
¢do do resultado final demonstre somente o para-
metro desejado. Esse ajuste foi necessdrio apenas a
cada uso do programa e para isso se clicou nos se-
guintes comandos: Analyze >>> Set Measurements...
Na janela que se abriu (Set Measurements) selecio-
na-se entdo o seguinte comando: “Area”.

Em seguida se realizou a calibra¢do de cada ima-
gem para a andlise. Tal calibracdo consistiv em
tracar uma linha na fita de disténcia de Tem (dis-
tdncia conhecida) e em seguida clicar nos seguintes
comandos: Analyze >>> Set Scale. Dentro da janela
aberta pelo comando (Set Scale) foi preenchido o
espaco “Konwn Distance” com o valor “1” (que cor-
responde & disténcia de 1cm da fita) e por fim se
informou a unidade de medida em “ecm” no espaco
“Unit of Length”.

A partir desses ajustes iniciais do programa se ini-
ciou entdo o procedimento de mensuragdo do pa-
rametro de avaliagdo. Com a ferramenta “freehand
selections” (“ ") se desenhou com o mouse o exato
contorno definido pelas bordas das lesdes.

Em seguida se clicou nos comandos Analyze >>>
Measure, que entdo apresentou uma Ultima janela
com o resultado de morfometria da lesdo.

Para ndo haver variag@o no padrdo de definicdo
das bordas das lesdes, um Unico e previamente trei-
nado avaliador realizou essas mensuracdes, man-
tendo os mesmos critérios para sua execucdo.

Tratamento Estatistico

Os dados relativos a essas andlises foram tabulados
em planilhas do software Excel (Microsoft ® - EUA) e
apresentados em intervalos de tempo em horas Oh,
inicio do processo inflamatirio’®, 48h, inicio da con-
tragdo da ferida'®, 144h, aumento na proliferacdo
de fibroblastos'” e 240h, periodo correspondente
a 10 sessées didrias de tratamento. Posteriormente
os dados receberam o tratamento estatistico pelo
software BioEstat 5.0. Para este estudo experimen-
tal foi admitido o nivel de significGncia de 0,05
(0=0,05 ou 5%), para um erro amostral de 5% em
todas as andlises.
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Para andlise descritiva foram utilizados medidas de tendéncia central e dispersdo. Na andlise inferencial

foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro wilk. Os dados com distribuigdo normal foram submetidos
ao teste paramétrico t de student.

Resultados

Para uma melhor demonstra¢do dos dados obtidos nessa pesquisa, a tabela 1 apresenta todos os tama-
nhos absolutos das dreas das lesdes, tanto do grupo controle quanto do grupo carboxiterapia, de acordo
com o tempo transcorrido de lesdo. o GC apresentou redugéo progressiva da drea de 0,205+0,025 para
0,155+0,017 no 3° dia, 0,109£0,034 no 7° dia e 0,028+0,092 apés o 10° diq, j@ o GCa apresentou au-
mento da drea de 0,198+0,040 para 0,207+0,035 no 3° dia, com redu¢do para 0,109+0,012 no 7° dia e
0,044+0,030 apés o 10 dia.

Tabela 1. Areas em centimetros das feridas em ratos Wistar, nas Oh, 48h, 144h e 240h apés a produgdo da les@o, conforme os grupos dessa pesquisa

GC Oh 48h 144h 240h
GC1 0,247 0,168 0,084 0,037
GC2 0,194 0,175 0,156 0,023
GC3 0,196 0,134 0,110 0,034
GC4 0,182 0,148 0,123 0,030
GCS 0,208 0,148 0,070 0,014
GCa Oh 48h 144h 240h

GCal 0,186 0,171 0,111 0,072
GCa2 0,250 0,200 0,089 0,081
GCa3 0,140 0,181 0,111 0,023
GCa4 0,204 0,256 0,109 0,025
GCa$ 0,208 0,226 0,123 0,018

CG: grupo controle; GCa: grupo carboxiterapia

Fonte: Os autores (2019).

Através da observagdo da Figura 2, constata-se a evolu¢do decrescente do tamanho da lesdo em todos os
momentos avaliados e em todos os animais desse estudo.
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Figura 2. Evolugéio do tamanho da drea em cm? no Grupo Controle, conforme as horas apés a produgdo da leséo

Fonte: Os autores (2019).

Ao se avaliar a Figura 3, observa-se que 3 animais do grupo tratado com carboxiterapia aumentaram suas
dreas nas primeiras 48 horas e, em seguida, mostraram uma linha decrescente no restante do tempo avaliado.
Os outros 2 animais diminuiram suas lesdes em todos os momentos desse estudo.

Figura 3. Evolugéio do tamanho da drea em cm? no Grupo Carboxiterapia, conforme as horas apés a produgdo da leséo

Fonte: Os autores (2019).

Para facilitar ainda mais a visualiza¢do das varia¢des da drea, a Tabela 2 e a Figura 4 abaixo apresentam
os resultados dos dados através do teste estatistico Teste t de Student, a fim de identificar as correlagdes sig-
nificantes entre os grupos.
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Tabela 2. Area em centimetros das feridas em ratos Wistar no Oh, 48h, 144h e 240h de experimento

Oh 48h 144h 240h
Média DP Média DP Média DP Média DP
GC 0,205 0,025 0,155 0,017 0,109 0,034 0,028 0,092
GCa 0,198 0,040 0,207 0,035 0,109 0,012 0,044 0,030
T 0,371 -3,042 0,000 -1,150
P 0,720 0,016 1,000 0,314

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

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

Fonte: Os autores (2019).

O teste t de Student mostrou uma modificagéio significativa (p<0,05) entre o grupo controle e o grupo carbo-
xiterapia, porém, é uma alteragdo invertida com valor de t negativo.

Figura 4. Correlagéio entre os tamanhos das dreas dos grupos dessa pesquisa, pelo Teste t de Student

Fonte: Os autores (2019).

O tratamento de carboxiterapia, as 2 sessées nas
primeiras 48h, aumentou a média da drea da ferida
nos animais. J& o grupo controle diminuviuv a média
de sua drea em todos os momentos avaliados.

Discussdo

O rato Wistar é muito utilizado em pesquisas para
avalia¢cdo de cicatrizagdo. A pele desse animal é
bastante parecida com a dos humanos, mas ndo é
igual. Wistar ndo forma cicatrizes hipertréficas ou
queloides, ndo forma tecido adiposo subcutdneo,

ndo hd definicdo entre derme papilar e derme re-
ticular, sua derme é mais espessa, seus vasos san-
guineos sdo subdérmicos'®. Essas peculiaridades
podem gerar resultados diferentes entre pesquisas
com animais e em humanos.

A carboxiterapia pode sofrer grande influéncia na
sua administragcdo em ratos wistar, o gds, por ser
uma substéncia de fdcil dispersdo, difundi-se rapi-
damente pela falta do tecido adiposo subcutdneo
no rato. Isso dificultaria a ag@o do gds que é de
estimular a liberagdo do oxigénio para o tecido
e melhorar a microcirculagéo do local, o chamado

efeito Bohr'%-?,
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O processo de cicatrizagéo é dificultado por fato-
res internos do organismo e fatores relacionados &
lesGo. Pacientes com diabetes, vasculite, imunode-
primido, uso de corticoides, Hanseniase tém maior
facilidade de cronificar lesdes cuténeas??. Feridas
infectadas, queimaduras, necrosadas tém maior di-
ficuldade em cicatrizar?. Essa pesquisa realizou le-
sdes em ratos sadios e em feridas limpas. Apds as
240h (10 dias) apés a lesdo, todas as feridas ainda
ndo tinham fechadas completamente.

Observa-se um dado relevante nos resultados do
presente estudo. A média da drea da lesdo aumen-
tou com a aplicagdo de carboxiterapia nas primei-
ras 48h, apds 2 sessdes. A possivel explicagdo para
essa ocorréncia pode residir em possiveis efeitos
pré-inflamatdrio da terapia com diaxido de carbo-
no, entre eles pode-se aludir o efeito vasodilatador
do gds carbédnico e processo inflamatério causado
pela penetragdo da agulha no tecido?'!, acentuando
desta forma o periodo de inflamacdo do processo
de reparo tecidual que ocorre logo apds um lesdo,
o qual hd intenso extravasamento de liquido e cé-
lulas imunes?®24, Nesse contexto, a carboxiterapia
potencializaria a inflamagéio, aumentando a drea
da lesdo, demonstrando ser menos eficiente na cica-
trizagdo de feridas cutdneas do que a auséncia de
tratamento.

O estudo sustenta outros estudos que buscaram ava-
liar os efeitos da carboxiterapia sobre a cicatriza-
¢do em tecido cutdineo. Em um estudo foi realizado
a analise volumétrica e histologia da lesGo em ratos
com feridas sépticas, os autores ndo observaram di-
ferencas estatistitcas no infiltrado inflamatério, drea
necrosada, edema e volume da ferida, por 10 dias
de tratamento quando comparado ao controle®.
Em outra pesquisa foi realizada o tratamento em
um grupo de ratos foi submetidos a uma lesdo por
queimadura de 2° grau onde avaliou-se a prolife-
racdo de fibroblastos, neoangiogénese e infiltrados
inflamatérios, o estudo ndo apresentou diferengas
estatisticas significativas entre o grupo de tratamen-
to e o grupo controle?,

Este estudo ndo demonstrou efeitos positivos sobre a
cicatrizacdo de feridas cutdneas com o uso da car-
boxiterapia, no entanto vale ressaltar que as lesdo-
es estavam em sua fase aguda, o que ndo descarta

a possibilidade do tratamento com carboxiterapia
no uso de feridas crénicas. Como limitagées para a
pesquisa atual pode-se apontar a auséncia de ana-
lise histologia ou imunolégica e o tamanho limitado
da amostra.

Conclusao

Ao final do presente estudo foi possivel observar
que a carboxiterapia ndo apresenta efeitos de me-
Ihoria no processo de cicatriza¢do em feridas culta-
nea de ratos Wistars sadios, apresentando aumento
da drea no periodo inflamatério do processo de
reparo tecidual, sugerindo esse periodo como ndo
ideal para sua utilizagdo. Entretanto, novas pesqui-
sas, com outras metodologias sdo necessdrias para
uma melhor avaliagéo dos efeitos do gds carbénico
no processo de cicatrizagdo de feridas.
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