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RESUMO

A tatuagem sempre foi algo bastante complexo, os desenhos, os significados e
rito de sua execucao, porém a sua remocao ainda é um procedimento doloroso
realizado em varias sessfes, que desafia os profissionais da area da medicina
estética. O desenvolvimento de técnicas para remocéo de tatuagens de forma
indolor, minimamente invasiva e com minimos efeitos colaterais foi a proposta
deste estudo preliminar. Leitdes (n=3) foram tatuados nas laterais das coxas
pélvicas (direita e esquerda) com pigmento azul com 5 mm de diametro
totalmente preenchido, e ap6s 30 dias, as tatuagens (n=21) foram divididas em
quatro grupos: Controle (n=3), Ozbnio (n=6), Ultrassom (n=6) e hibrido (n=6). O
protocolo experimental foi realizado durante 10 semanas consecutivas (10
sessfes), uma vez por semana totalizando 70 dias de experimento. Os
protocolos consistiram na aplicagdo semanal, no grupo ozénio aplicou-se
intradérmico nas tatuagens o volume de 1,0 mL na concentracdo de 20 mg/L
em cada pigmentacdo, no grupo ultrassom cada tatuagem recebeu 1 W/cm? de
forma continua por cinco minutos, o grupo hibrido recebeu os protocolos 0zénio
e ultrassom seguidos e o grupo controle foi apenas para a observacdo, sem
tratamento. Durante todos os procedimentos nos animais, registros com a
camera termografica foram realizados em cada protocolo testado, ap6s a 102
semana, foram realizadas biopsias dos fragmentos e enviados ao laboratério
para a histopatologia. Com os resultados obtidos observou-se uma reducéo da
pigmentacdo da derme nos grupos 0zb6nio e ultrassom isoladamente, o grupo
hibrido ndo obteve resultados semelhantes aos outros grupos testados, no
entanto, o estudo mostrou-se o potencial do ozoénio e do ultrassom para a
remoc¢do de tatuagens como técnicas promissoras e seguras para a pratica
clinica.

Palavras-chave: Engenharia biomédica. Tatuagem. Modelo Animal. Ozdénio.
Ultrassom terapéutico. Termografia.



ABSTRACT

EVALUATION OF NEW PROTOCOLS USING ULTRASOUND AND OZONE
FOR TATTOO REMOVAL IN ANIMAL MODELS.

Tattoos have always been quite complex, with their designs, meanings and rites
of execution, but their removal is still a painful procedure that takes several
sessions and challenges professionals in the field of aesthetic medicine. The
purpose of this preliminary study was to develop techniques for removing
tattoos in a painless, minimally invasive way and with minimal side effects.
Piglets (n=3) were tattooed on the sides of the pelvic thighs (right and left) with
blue pigment with a diameter of 5 mm completely filled, and after 30 days, the
tattoos (n=21) were divided into four groups: Control (n=3), Ozone (n=6),
Ultrasound (n=6) and hybrid (n=6). The experimental protocol was carried out
for 10 consecutive weeks (10 sessions), once a week for a total of 70 days. The
protocols consisted of weekly application; in the ozone group, 1.0 mL was
applied intradermally to the tattoos at a concentration of 20 mg/L; in the
ultrasound group, each tattoo received 1 W/cm2 continuously for five minutes;
the hybrid group received the ozone and ultrasound protocols in succession;
and the control group was just for observation, without treatment. During all the
procedures on the animals, thermographic camera recordings were made for
each protocol tested, and after the 10th week, biopsies were taken from the
fragments and sent to the laboratory for histopathology. The results obtained
showed a reduction in pigmentation of the dermis in the ozone and ultrasound
groups alone; the hybrid group did not obtain results similar to the other groups
tested. However, the study showed the potential of ozone and ultrasound for
tattoo removal as promising and safe techniques for clinical practice.

Keywords: Biomedical engineering. Tattoos. Animal model. Ozone.
Therapeutic ultrasound. Thermography.
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1 INTRODUCAO

A tatuagem sempre foi algo bastante complexo, os significados dos
desenhos, a forma de sua execucéo, raizes culturais em algumas sociedades e
diferentes técnicas utilizadas foram modificadas de acordo com o tempo
(Azevedo, 2018).

De 1960 a 1990, a tatuagem era uma pratica quase que
predominantemente masculina, mas alcancando popularidade favorecida pela
imagem transmitida por muitos artistas, havendo uma alteracdo na percepcao
publica e nos dias de hoje as tatuagens estdo relacionadas com a autoestima,
expressado da individualidade e moda. A tatuagem pode ser definida como uma
modificacdo corporal que se traduz na alteracdo do pigmento da pele (Elegino,
2014).

A American Academy of Dermatology (2004) identificou cinco tipos
principais de tatuagens: traumaticas, amadoras, profissionais, cosméticas e
meédicas. Destas, as mais utilizadas visam correcdes estéticas e visuais de
cicatrizes, melhorando a autoestima de pacientes vitimas de cirurgias
traumaticas, como por exemplo, a mastectomia (Limbar, 2014).

As tatuagens profissionais sdo feitas com maquinas portadoras de
agulhas vibratérias contendo pigmentos de varias de cores e estes granulos
sdo depositados superficialmente na derme. As tatuagens amadoras séo feitas
com agulhas ou maquinas improvisadas com pigmentos ndo autorizados, tais
como, tinta de caneta, carvao, fuligem. As tatuagens cosméticas séo aplicadas
em sobrancelhas, palpebras como delineador, no contorno dos labios,
reconstrucdo de auréola mamaria e no caso de cobertura de cicatrizes. Sao
utilizados pigmentos marrons, preto, rosa e vermelho.

As tatuagens traumaticas sao aplicadas quando o0 pigmento €
depositado na pele por abrasdo ou forgca resultante de explosao (asfalto,
pélvora) que apds o traumatismo confere uma coloragdo preta ou azulada ao
tecido, e as tatuagens meédicas sao utilizadas em protocolos de radioterapia
(Oliveira et al., 2014).
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As tatuagens resultam na introducdo na epiderme e derme, de
pigmentos insoluveis, que permanecem indefinidamente. O pigmento mais
comum € o pigmento chinés, de cor preta, introduzido por agulhas que de
acordo com a profundidade, a cor pode variar de preta a azulada (Hoffmann,
2011). A aplicacéo dos pigmentos através de agulhas com vibracao retilinea
penetra a epiderme camada mais superficial da pele e derme por ser a camada
mais profunda, assim esses pigmentos permanecerdo estaveis ndo sendo
metabolizados e/ou eliminados pelo organismo mesmo com a agao das células
da série branca com células permanentes como os macréfagos fixos (Teotonio,
2011).

As cores das tintas comerciais para tatuagem mostram que o titanio (Ti)
e béario (Ba), tinta azul, preta e branca, aluminio (Al), tintas coloridas como o
branco e amarela e cobre (Cu), tinta verde sao predominantemente utilizados,
0S metais na composicao e variaveis entre marcas e mesmo entre pigmentos
semelhantes, as tintas sdo resultantes de dois grupos de substancias, os
pigmentos e 0s corantes, que constituem em mais de 50% do produto.
Corantes sao moléculas organicas e quando utilizados combinam-se com um
estabilizador. Pigmentos podem ser constituidos de sais metdlicos (6xidos,
sulfetos, selenetos) ou moléculas organicas de diferentes tipos. Ao aplicar os
pigmentos na pele eles tendem a se aglomerar e formar particulas insollveis
de diferentes tamanhos, podendo ser de 0,5 a 10 um. No entanto, a injecao de
corantes contendo metais podem causar alergias e inflamagdes cutaneas (Arl,
2018). No Brasil os materiais destinados para tatuagem e maquiagem definitiva
deverdo ser registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
segundo a Resolucao da Diretoria Colegiada n° 55/2008 (Arl, 2018; Teotonio,
2011).

As tintas de tatuagem sdo aplicadas na derme e podem ser vistas
gracgas a transparéncia da epiderme que recobre a derme. Técnicas para a sua
remocao, datam desde 543a.c., desenvolvidas pelos gregos que realizavam
abrasdo seguida de aplicacdo de sais e produtos quimicos. A dermoabraséo
bastante utilizada visava a destruicdo local da pele e consequentemente a

remocao do pigmento da tatuagem (Sampaio; Rivitti, 2018).
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A cirurgia para a retirada das tatuagens é uma técnica que pode ser
utilizada, porém podem deixar cicatrizes lineares devido ao procedimento, e é
indicado em casos de tatuagens de grandes extensdes ou em locais de dificil
abordagem. Pode ser indicada em pacientes que apresentam reacles
alérgicas aos pigmentos utilizados (Pereira, 2020).

Uma técnica muito utilizada para a remocao das tatuagens € através do
laser Nd-YAG, o mecanismo de remocao se da a partir da liberacdo de pulsos
de alta poténcia do raio laser, que tem duracdo extremamente curta (ns); entao,
ocorre fragmentacéo da tinta e as altas temperaturas formam ondas acusticas,
e através da propagacdo dessas ondas ocorre destruicdo das estruturas
adjacentes (cromoforo). O pigmento fica na derme, dentro dos fibroblastos e
macrofagos. Depois da exposicéo ao laser, a producdo de CO: e vapor d’agua
na derme causa o branqueamento da pele, o que explica a remog¢ao da tinta
em partes, sendo que outra parte do pigmento sera fagocitada (CHACUR, R. et
al, 2014).

Nos Estados Unidos um pigmento de tatuagens esta sendo
comercializado desde 1999, o Infinitink® (Freedom Ink, EUA), criado
especificamente para obter melhor resposta ao tratamento na remogédo com
laser. Ele é composto de corantes bioabsorviveis encapsulados em esferas de
polimetilmetacrilato (PMMA), além de conter pigmentos adicionais para a
absorcdo por determinados comprimentos de onda. Tatuagens criadas com
Infinitink® podem ser removidas em tempo reduzido do que as tatuagens
tradicionais (Oliveira, 2013).

A busca pela perfeicdo, sempre desafiou os profissionais da area da
medicina estética, cirurgia e dermatologia, a buscarem métodos mais
eficientes, menos invasivos e poucos efeitos adversos.

Destas novas técnicas a utilizagdo do 0zonio se mostrou promissora na
decomposicdo de pigmentos pois se trata de um gés oxidante podendo ser
aplicado em diferentes contextos clinicos (Turhan et al., 2018).

O ozodnio foi descoberto em 1840, por Christian Friedrich Schénbein, ao
submeter agua a uma descarga elétrica, sentiu um cheiro estranho e pungente,

gue ele chamou de o0zoénio. O ozbnio é constituido por uma molécula formada
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por trés atomos de oxigénio e sua primeira aplicacdo clinica foi realizada
durante a | Guerra Mundial para tratar soldados alemé&es afetados pela
gangrena, devido a infec¢cdes microbianas por Clostridium sp. Seus beneficios
e aplicacbes foram difundidos nos tratamentos de tuberculose, reumatismo,
asma, gota e glaucoma sendo utilizado como forma de tratamento em alguns
paises em humanos. A oz6nioterapia é muito estudada e utilizada na medicina,
devido ao seu baixo custo e relativa facilidade em sua aplicacdo comparada as
outras técnicas (Silva et al., 2018).

Outra técnica utilizada para a permeacdo de principios ativos é o
ultrassom terapéutico (UST) que possui capacidade de veicular substancias na
pele através da fonoforese. A fonoforese é a aplicacdo de transdermoterapia
usada com gel ou 6leo de acoplamento através do equipamento de UST
potencializando a permeabilidade dos principios ativos na derme. Esta técnica
para se obter bons resultados depende da frequéncia, intensidade, duracao,

natureza do farmaco utilizado no tratamento (Machado, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudo preliminar para se avaliar novas metodologias de remogé&o de

tatuagens e pigmentos cutaneos minimamente invasivos.

2.2 Objetivos especificos

I.Avaliar a técnica de aplicacdo do gas 0zb6nio na pele de suino tatuado
visando a remocé&o do pigmento;

[I.Avaliar a técnica de ultrassom terapéutico na pele de suino tatuado
visando a remocéao do pigmento;

ll.Avaliar a associacao das técnicas, 0zonio e ultrassom terapéutico, de
forma simultanea (hibrido) na pele de suino tatuado visando a remocédo do
pigmento;
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3 HIPOTESE

As técnicas aplicadas na rotina da Fisioterapia Dermatofuncional
(ozobnio, ultrassom terapéutico e ambas associadas) poderiam favorecer a
despigmentacao na pele tatuada?
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4 JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de tatuagens obsoletas, alergias aos corantes e pigmentos
utilizados e infeccbes apdés o procedimento da tatuagem sdo comuns e
apresentam um impacto negativo nas pessoas. Os procedimentos utilizados
para a remoc¢do de tatuagens podem gerar, desconforto, dor, infeccbes e até
mesmo cicatrizes. Das técnicas utilizadas a laserterapia € a mais utilizada
podendo ser dolorida causando grande desconforto no local, deixando
cicatrizes, além do alto custo. Das técnicas ja consagradas e utilizadas na pele
para tratamentos de feridas e lesdes musculares, o 0zbnio e o0 ultrassom
terapéutico sdo técnicas que apesar de possuirem mecanismos de acgao
distintos podem ser aplicadas juntas ou isoladas. Dos modelos animais para a
experimentacdo, o suino apresenta 78% de compatibilidade com a derme
humana (Roppa, 2012), portanto sendo a espécie mais recomendada para este
proposito visando técnicas minimamente invasivas e com baixos efeitos

colaterais.
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5 REVISAO DE LITERATURA

5.1 Pele

O maior érgao do corpo humano é a pele, sendo responsavel por cerca
de 16% do peso corporal e tem como a principal funcdo isolar as estruturas
internas do ambiente externo, e é formada por trés camadas: epiderme, derme
e hipoderme ou tela subcutanea. A camada externa da pele é a epiderme,
sendo avascular com espessura de 75 a 150 pum, sendo de 0,4 a 0,6 mm de
espessura na palma das maos e planta dos pés, tendo como func¢éo principal:
protecdo com formacdo de barreiras, lubrificacdo de superficies, absorcéao,
secrecdo, transporte, recepcdo de sensacfes térmicas, tacteis e luminosas
(Junqueira et al., 2023).

Constituida de células epiteliais achatadas sobrepostas que as
considerando de dentro para fora, estdo dispostas em; germinativa ou basal,

espinhosa, granulosa, ltcida e cérnea conforme figura 1.
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Figura 1: Distribuicdo das camadas da epiderme da pele humana pelo corte
histolégico. Fonte: Imagem adaptada de Unifal histologia interativa (2022).

Na camada mais interna células denominadas de queratindcitos se
multiplicam e parte se desprende da camada basal e migram para a superficie,
esse processo leva cerca de 28 dias, entdo as células vao sofrendo alteracbes

e em cada camada que passam, uma quantidade de queratina vai se
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acumulando, até perderem seu nucleo e na altura do estrato corneo onde as
células sdo denominadas cornedcitos sofrem seu processo de descamacgao
natural (Bernardo et al., 2019).

A segunda camada é a derme sendo mais profunda, composta por
tecido conjuntivo denso irregular. E uma camada cutanea presente entre a
epiderme e o tecido subcuténeo, ricamente constituido por fibras de colageno e
elastina. E capaz de promover a sustentacdo da epiderme e tem participacao
nos processos fisioldégicos e patolégicos do Orgdo cutaneo. Sua espessura
pode variar de 0,6 mm (regides mais finas) at¢ 3 mm, onde atinge sua
proporcdo maxima, apresenta trés regides distintas: regido superficial ou
papilar, que mantém contato com a epiderme, € composta por tecido conjuntivo
frouxo, com predominancia de feixes de fibras colagenosas mais espessas
onduladas e em disposicdo horizontal, possui pequenos vasos linfaticos e
sanguineos, terminagBes nervosas, colageno e elastina, corpusculo de
meissner com a funcdo de favorecer nutrientes (Tassinary, 2019; Oliveira,
2011).

A segunda camada € profunda ou reticular, constituida por tecido
conjuntivo denso ndo modelado, com fibras de colagenosas mais espessas em
disposi¢des horizontais, formada pela base dos foliculos pilosos, glandulas,
vasos linfaticos e sanguineos, terminacdes nervosas, colageno e elastina, essa
camada fornece oxigénio e nutrientes para a pele; e a terceira regido € a
adventricial, circundada por foliculos pilossebaceos, glandulas e vasos, sendo
constituida por feixes finos de colageno, e na derme estdo presentes 0s anexos
cutdneos como glandulas sebaceas e sudoriparas, pélos e unhas (Tassinary,
2019; Oliveira, 2011).

Entre a epiderme e a derme, esta presente a lamina dermo-epidérmica,
a qual permite que essas duas camadas estejam ancoradas, € sintetizada pela
camada basal e tem como funcdo ser uma barreira e filtro de nutrientes, entre
as camadas (Tassinary, 2019).

A Ultima camada € constituida pela hipoderme ou tela subcutanea,
considerada um o6rgao enddcrino, constituidas por adipécitos, tem as funcdes

de armazenar reserva energética, proteger contrachoques, formar uma manta
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térmica e modelar o corpo como apresentado na figura 2 (Tassinary, 2019). Em
relacdo a avaliagdo microscépica as camadas celulares se encontram na figura

3, caracterizando todas as camadas epiteliais que compdem a camada da pele.

Estruturas:

Epiderme

~ Derme

Tecido
Subcutaneo

Figura 2: Divisdo das camadas da pele e suas estruturas. Fonte: Imagem
adaptada de Unifal histologia interativa (2022).

Camadalcomea

S -

*l

Figura 3: Imagem microscépica pele humana e suas divisdes. Fonte: Imagem
adaptada de Junqueira (2017).
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Quando ocorre uma leséao superficial nas estruturas da pele, como o
processo provocado na estrutura epitelial através da pigmentacdo da pele pela
execucado de uma tatuagem, ocorrera inicialmente o processo de cicatrizacéo
devido a ruptura da pele com danos ao tecido e sua vascularizacéo, levando a
um sangramento, lesdo de endotélio e o extravasamento de proteinas
intravasculares e extravasculares. Este ambiente serve como um estimulo para
hemostasia, inflamacéo e outros eventos (Martelli, 2016).

De 48 a 96 horas apos o ferimento, os leucécitos predominantes nas
feridas sdo os macréfagos que séo derivados de mondcitos extravasados, 0S
macréfagos sdo essenciais para cicatrizacdo de lesdes. Eles executam
diversas tarefas ao longo dos processos inflamatérios e na fase proliferativa da
cicatrizacdo de feridas (Martelli, 2016).

Os macroéfagos, da mesma maneira que os neutrofilos, removem da
ferida detritos através da fagocitose e secrecdo de proteases, servindo como
uma fonte primaria de diversas citocinas e fatores de crescimento, 0s
macrofagos sdo necessarios para apoiar o recrutamento e ativacao celular, a
sintese da matriz extracelular, a angiogénese e a remodelacdo, além da
estimulacdo da formacao de fibroblastos, sintese de colageno e a neoformacgéao
de vasos sanguineos na ferida. Ao contréario dos neutrofilos, os macrofagos
permanecem dentro de um ferimento até a sua cura completa (Medeiros,
2016).

No processo de reepitelizacdo, a restauracdo do epitélio comeca
precocemente no processo de cicatrizacdo, mas nao € facilmente perceptivel
até varios dias apés a lesdo. A reepitelizacdo restabelece a barreira externa
gue minimiza as perdas de liquidos e a invasdo bacteriana. O processo de
reepitelizacdo comeca com espessamento da epiderme ao longo das bordas
da ferida (Neves, 2015).

As células basais nas margens da ferida se alongam emitindo
prolongamentos a semelhanca de pseuddpodes, e os hemidesmossomos que
as unem sao desfeitos, bem como a laminina da camada basal, permitindo a
migracao das ceélulas epiteliais. Os movimentos migratorios séo facilitados pela

expressdo de novas integrinas na superficie celular e a produgédo de actino-
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miosina nos miofibroblastos, que induzem o mecanismo de contracdo das
feridas, também contribui para a progressédo de células através da ferida em
cicatrizacdo. As células epiteliais sdo capazes de secretar metaloproteinase
para quebrar a fibrina, facilitando o processo de migracdo celular (Junqueira,
2017).

O movimento das células basais ocorre paralelamente a orientacdo das
fibras de colageno presentes na ferida, fenbmeno conhecido como “guia por
contato”. As células epiteliais continuam a proliferar e migrar até que encontrem
as células da borda oposta da ferida, quando é concluido o fenémeno
migratorio. Uma nova camada de epitélio € criada e as células se diferenciam,
transformando de células alongadas em cuboidais, com aparéncia de células
basais, quando novamente sdo unidas através de hemidesmossomos ha
membrana basal da pele. A proliferacdo celular subsequente leva ao
restabelecimento da epiderme com multiplas camadas celulares (Martelli,
2016).

Os eventos da reepitelizacdo sado influenciados por sinalizacdes
intercelulares, fatores do crescimento e pelas condicbes metabdlicas
intrinsecas da prépria ferida. A baixa tensdo de oxigénio que ocorre apos a
lesdo estimula a producéo de TGF-B (Fator de crescimento transformante beta
ou transforming growth fator beta) que ajuda a diferenciacdo das células
epiteliais permitindo a migracédo e mitogénese. O TGF-B e o KGF, Keratinocyte
Growth Factor ou fator de crescimento de queratindcitos, estimulam
diretamente a replicacdo celular. Em uma etapa posterior, 0 contrario ocorre
gquando ha a angiogénese: a elevada tensdo de oxigénio estimula a
diferenciacéo de células epiteliais, para completar os eventos da reepitelizacao,
denominada fase proliferativa do 3° dia apds lesao, estendendo-se por trés a
quatro semanas (Medeiros, 2014).

Em relacdo a pigmentacdo melanica da pele ha dois tipos: a cor
intrinseca da pele, geneticamente determinada e imutavel, e a facultativa,
decorrente da acdo dos raios solares e dos hormoénios, que € mutavel. Esta,
quando estimulada pelos raios solares ou UV artificialmente produzidos
(Azulay, 2017).
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Chama-se unidade melanina-epiderme o conjunto constituido
funcionalmente por um melandcito e cerca de 36 queratindcitos. O
funcionamento dessas unidades que dependem a cor genética da pele e a cor
facultativa, pois os melandcitos fabricam granulos, os melanossomos, que
sofrem a melanizagédo por meio da tirosinase, pela oxidagéo da tirosina, leva a
formacao da melanina; os melandcitos injetam, por meio de seus dendritos, 0s
melanossomos no interior dos queratindcitos que os incorporam. Com a
maturacdo dos queratindcitos, 0os melanossomos sdo eliminados (Azulay,
2017).

Em decorréncia dos diferentes padrées de resposta a radiacdo
determinadas geneticamente, criou-se uma classificacdo dos varios fotétipos
de pele (classificacdo de Fitzpatrick), que até certo ponto € arbitraria, porém de

grande valor prético (Azulay, 2017).

Tabela 1: Tabela de classificacao de fototipo.

Fototipo Cor da pele Cor dos cabelos  Cordairis
Fototipo|| | Muito clara Louros Azuis
Fototipo ll Clara Ruivos Azuis/verdes
Fototipo lll Moreno claro Castanho claro Castanho
Claro
Fototipo IV Castanho escuro  Castanho escuro Castanho
escuro
FototipoV Pardo Castanho escuro Castanho
escuro
Fototipo VI Negro Negro Negro

Fonte: Adaptada de Dermatologia de Fitzpatrick (2018).
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51.1
5.1.2 Pele suina

5.1.2.1 Epiderme

A camada externa da pele, a epiderme, € um epitélio escamoso
estratificado avascular que praticamente ndo apresenta terminacdes nervosas,
em sua maioria, a epiderme pode ser dividida em varias camadas histologicas
(Bacha, 2012).

De profunda a superficial, essas camadas sado: (1) uma camada de
células cuboides ou colunares em mitose ativa, 0 estrato basal, segue o
contorno da derme subjacente, a qual é firmemente justaposta; (2) o estrato
espinhoso, que tem aparéncia espinhosa devido aos desmossomos (pontes
intercelulares) que conectam as células adjacentes; (3) o estrato granuloso,
composto por células fusiformes com granulos de cerato-hialina basofilica; (4) o
estrato lacido, variavelmente presente, composto por células que se coram
pouco; (5) o estrato cérneo, formado por camadas de células achatadas
mortas. A presenca e a espessura relativa de cada camada sao refletidas na
espessura total da pele (Bacha, 2012).

As células do estrato basal sofrem divisdo mitética, que empurra as
camadas mais superficiais para ainda mais longe dos vasos sanguineos da
derme subjacente. Com o aumento da distancia da fonte de nutrientes, as
células se achatam e morrem, deixando uma camada densa de seu constituinte
primario, a proteina fibrosa queratina. O ressecamento e o endurecimento das
células superficiais, processos chamados de queratinizacdo e cornificacéo,
tornam a superficie cutdnea mais firme e resistente a desidratacédo. Conforme o
estrato basal continuamente adiciona células as camadas sobrepostas, o

estrato corneo se desprende e é substituido (Kardong, 2016).
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5.1.2.2 Derme

A epiderme forma uma lamina ondulada com projecdes semelhantes a
dedos, as pregas epidérmicas, que se projetam no tecido conjuntivo
subjacente, a derme. A derme apresenta cristas e projecées mamilares (as
papilas dérmicas), que formam interdigitacdes com a epiderme suprajacente
(Konig, 2021). A interface entre as pregas epidérmicas e as papilas dérmicas
aumenta a area superficial para a formacdo de uma juncéo forte entre essas
duas camadas. A derme disple de artérias, veias, capilares e vasos linfaticos
da pele. As fibras nervosas sensoriais, além de suprir a derme, podem se
estender por uma pequena distancia até a epiderme (Konig, 2021).

A cor da pele se deve aos granulos de pigmento gerados no citoplasma
das células pigmentares residentes, os melandcitos, essas células no estrato
basal produzem o pigmento, a melanina, de cor castanha, castanho-amarelada
ou preta (Kardong, 2016).

Os pacotes de melanina sado fabricados pelos melandcitos e transferidos para
as células circundantes da epiderme. O mesmo processo incorpora pigmento
nas células que formam os pelos. A expressao de diferentes cores na pele e no
pelo, provém principalmente da quantidade relativa de melanina produzida nos
melandcitos, e ndo de diferencas no nimero de melandcitos ou da presenca de

outros pigmentos como demonstrado na Figura 4 (Kardong, 2016).

Epiderme

Derme

Tela
Subcuténea
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Figura 4: Estrutura tecidual das camadas da pele suina e suas estruturas.
Fonte: Adapatacéao de Konig (2021).

5.2 Tatuagem

As tatuagens mais antigas foram identificadas em uma mumia com
5.300 anos, encontrada em 1991, em uma regido glaciar nos alpes da Austria.
O corpo de Otzi, como ficou conhecido, estava coberto com mais de 50
tatuagens produzidas por incisdes finas, os cientistas consideraram que as
tatuagens estavam relacionadas aos rituais religiosos e terapéuticos, tatuagens
associadas a nobreza e fertilidade foram identificadas em mumias egipcias
femininas. Na sociedade romana e grega, as tatuagens serviam para identificar
escravos, criminosos e grupos religiosos (Azevedo, 2018).

No Brasil a tatuagem profissional foi introduzida em 20 julho de 1969,
pelo dinamarqués Knud Harld Likke Gregersen ou popularmente conhecido
como Lucky Tattoo ou Mr. Tattoo, que desembarcou no porto de Santos
trazendo a primeira maquina elétrica de tatuagem do Brasil em sua mala. Ele
se instalou préximo ao porto de Santos, e seu estudio possuia um slogan com
um publico alvo bem definido: “It's not a sailor if he hasn’t a tattoo”, “ndo € um
marinheiro se nao tiver uma tatuagem”. Com um nimero impressionante de 45
mil pessoas tatuadas, o sr. Lucky Tattoo faleceu em 17 de dezembro de 1983,
aos 55 anos de idade, em Arraial do Cabo — RJ, vitima de ataque cardiaco. No
Brasil, O dia 20 de Julho é comemorado o dia do tatuador, em homenagem ao
grande Sr. Luck Tattoo e sua chegada ao Brasil (Lise et al, 2013).

O termo "tatatau" ou "tattau" foi devido ao som produzido pelos
instrumentos usados na producdo das tatuagens dando a origem ao termo
inglés "tattoo” atualmente usado. Esta pratica foi utilizada pelos europeus,
sendo inicialmente adotada por marinheiros, mineiros e militares. A tatuagem
ainda foi associada a grupos marginalizados apos a 22 Guerra Mundial e a
pessoas que estiveram em encarceramento na cadeia pertencentes a gangues
ou a circos itinerantes (Elegino, 2014).

A tatuagem é uma modalidade de desenhos artisticos feitos na pele do

corpo que vem crescendo ao longo dos anos, sendo aceita por pessoas de



31

diferentes idades, género ou realidade social. Apesar de muitos anos a
tatuagem foi vista como um ato de delinquéncia e irresponsabilidade, hoje em
dia € cada vez mais aceita em diferentes contextos. No entanto, esta pratica
vem despertando grande preocupacdo para pessoas que apresentam algum
tipo de alergia ou infeccéo ap0s a pratica (Elegino, 2014; Teotdnio, 2011).

Grande parte dessas alergias podem ser causadas pelos metais
presentes nas tintas, tais como, aluminio (Al), bario (Ba), cobre (Cu), ferro (Fe),
estroncio (Sr), cadmio (Cd), manganés (Mn), chumbo (Pb), antiménio (Sb) e
vanadio (V) (Teotbnio, 2011).

No Brasil os materiais usados para tatuagem e maquiagem definitiva
deveram ser registrados na ANVISA de acordo com a RDC 55/2008. A
composicao das tintas de tatuagem varia de acordo com o fabricante, e na sua
maioria sdo misturas complexas compostas por veiculos (dgua, glicerina e
outros  derivados  oxigenados), aditivos (polimeros, surfactantes,
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA), nanoparticulas (NP) e
polimeros) e pigmentos (complexos organicos ou inorganicos e NP)
(HBGSBERG et al., 2011).

Os pigmentos empregados nas tintas de tatuagem podem ser organicos,
compreendendo pigmentos azoicos, hidrocarbonetos aromaticos contendo
heteroatomos (nitrogénio (N), oxigénio (O) ou cloro (Cl)) ou grupos funcionais
(amina, amida, 25 hidroxila, etc.) ou complexos de centros metdlicos e ligantes
organicos. Ja com a tinta preta, ela é formada com a combustéo incompleta de
hidrocarbonetos e é composta basicamente por nanoparticulas de carbono (C)
e a tinta branca é formada basicamente por dioxido de titanio (TiOz) (Hggsberg
et al., 2011, 2013; Regensburger et al., 2010).

Os pigmentos inorganicos sdo geralmente 6xidos metalicos, como por
exemplo, Oxido de aluminio e Oxido de titanio, que sao adicionados
intencionalmente como nanoparticulas para criar base ou efeitos de cor (Laux
et al., 2015).

Misturas entre pigmentos orgénicos e metais sdo comumente utilizados
para criar diferentes matizes, brilho ou tom das cores (Forte et al., 2009). As

concentracOes destes elementos podem ser consideradas bastante elevadas,
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uma vez que as tintas de tatuagem sao misturas toxicologicamente indefinidas
com pureza de pigmentos inferiores a 80% (Engel et al., 2010). Os pigmentos
sao desenvolvidos para utilizacdo em industrias de tintas, vernizes ou plasticos
(Laux et al., 2015) e alguns estudos retratam a similaridade das matizes de
cores em tintas para diversas utilizagbes como esmalte, serigrafia e por fim a
tatuagem (Bentlin; Pozebon; Depoi, 2009).

Em relacéo ao processo profissional de tatuar, o pigmento é depositado
na parte superior e média da derme através de pequenas agulhas vibratérias
adaptadas a uma maquina elétrica manual, que perfuram a pele com uma
profundidade inicial até 2 milimetros, a cerca de 30 Hertz. Apés a introducao da
tinta, um processo inflamatorio € desencadeado com afluxo de células
inflamatoérias e descamacao epidérmica, expondo as camadas basais. Na
tentativa de eliminar a substancia estranha introduzida na pele, os macréfagos
dérmicos incorporam e fagocitam o pigmento, a maioria destes migram através
dos vasos linfaticos para os ganglios regionais e as outras células que
incorporaram o pigmento, como fibroblastos, queratinécitos, e uma escassa
percentagem de pigmento extracelular constituem a tatuagem permanente
(Limbar, 2014).

Estudos indicam que a concentragdo de pigmento na pele
imediatamente apds a tatuagem varia de 0.60 a 9.42 mg/cm?, em média 2.53
mg de pigmento em cada cm? da pele tatuada. Esta concentracdo advém do
tipo de tinta usada e da quantidade inoculada e coincide com a forma da
agulha e numero de pontas (Hogsberg, 2013).

Meses ou anos apoés a tatuagem, a maior parte do pigmento desaparece
estimando-se um decréscimo de 87 a 99%. Esta diminuicdo sera provocada,
ndo sO pela migracao linfatica e eliminacdo de alguns pigmentos durante a
cicatrizacdo, mas também pela decomposicdo do pigmento ap0s exposicao
solar repetida. Até ao momento, ndo ha dados sobre a potencial localizacdo de
produtos ou subprodutos da tinta em outros 6rgéos (Wenzel, 2013).

Os riscos associados ao processo de tatuagem mais comuns Sao:
reacoes inflamatérias exacerbadas, difusdo subcutdnea da tinta,

hipersensibilidade, reacdes alérgicas, granulomas, reacdes liquendides,
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pseudolinfoma cutaneo, infec¢des secundéarias bacterianas, viréticas, fungicas
e parasitarias, além de varios tipos de neoplasias cutaneas que foram
identificadas ap6s a tatuagem, alguns dos metais como chumbo, cadmo,
cromo, niquel, titdnio entre outros metais pesados encontrados na tinta preta
séo potencialmente cancerigenos (Kluger, 2013).

Estudos demonstraram que o carbono preto aumenta a frequéncia de
mutacdo apOs exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) crénica a uma
concentracdo sub-citotoxica. Por isso, carbono preto, mercurio e sais de
cobalto sdo classificados pela comissdo europeia como possiveis
cancerigenos, enquanto o cadmio e 0s seus compostos derivados sdo
cancerigenos (Kluger, 2013). Por esta razdo os pigmentos metalicos foram
substituidos por substancias organicas, principalmente compostos azoicos
(Bittencourt, 2013).

O corpo é um objeto com que podemos expressar nossa singularidade e
experiéncias de vida. A tatuagem pode ser considerada expressdo dessas
experiéncias ou da personalidade do individuo, mas é similar a uma cirurgia
pois sao realizadas com instrumentos adequados que deixa uma marca ou
cicatriz permanente no corpo (Limbar, 2014).

ApOGs a realizagdo da tatuagem h& uma ocorréncia de 7 a 17% dos
individuos lamentando da decisdo tomada e muitos procuram aconselhamento
para a sua remocdao. Entre as razbes mais apontadas estéo a insatisfacdo com
o resultado, a deformacéo da tatuagem que acompanha a mudanca corporal e,
em 5,2% o desvanecimento ou alteracdo da cor. A remocao da tatuagem,
embora pareca a solucdo é, no entanto, um problema, apesar dos avan¢os
tecnolégicos a remocdo € um processo dificil e exaustivo, que envolve
geralmente varios tratamentos, com custo elevado deixando cicatrizes (Pereira,
2018).

5.3 Ultrassom Terapéutico (UST)

A medicina regenerativa utiliza recursos eletrofisicos como o ultrassom

terapéutico (UST) que é empregado na pratica clinica ha mais de 60 anos com
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a finalidade de promover analgesia, tratar lesées musculoesqueléticas e em
tecidos moles (Bem et al., 2010).

No tratamento com ultrassom ocorrem vibracbes de alta frequéncia
devido as ondas ultrassoénicas levando a propagacéo de uma onda longitudinal,
onde as particulas vibram paralelamente a direcdo em que a onda é propagada
(Bem et al., 2010).

Essas vibracbes sédo conduzidas ao cabecote, o qual € constituido com
um cristal piezelétrico, que ao receber a corrente elétrica, muda a sua
espessura na mesma frequéncia das oscilacées elétricas recebidas resultando
na emissao de ondas ultrassonoras. O ultrassom terapéutico pode ser
encontrado em frequéncias de 1,0 a 3,0MHz, dependendo da profundidade a
ser alcancada, UST de frequéncia 1MHz alcanca entre 2,5 e 5,0 cm, o de
frequéncia 3MHz varia entre 0,8 e 1,6 cm (Vasconcelos, 2021).

O modo de emissao da onda ultrassénica pode ser continuo ou pulsada.
No primeiro caso, ha uma saida constante do feixe ultrassonico com ciclo de
funcionamento de 100%, neste caso nao ha interrupcbes ocorrendo uma
predomindncia do efeito térmico, consequentemente aumentando a
permeabilidade da membrana. O efeito térmico causa aumento do metabolismo
local. O modo pulsado, o ciclo é interrompido por alguns instantes e por isso a
liberacdo de calor ndo é tdo intensa diminuindo o efeito térmico (Kuhle;
Oliveira, 2015).

A energia terapéutica € gerada por um transdutor que transforma a
energia elétrica em energia mecanica através do cabecote do equipamento que
ao ser acoplado na pele, essas ondas mecanicas serdao emitidas e propagadas
somente em contato com um meio. As vibracdes geradas causam uma
agitacao celular ocorrendo a ruptura de suas membranas (Borges, 2012).

Uma das técnicas de aplicacdo do ultrassom é feita através do contato
direto, indicado quando a superficie é plana, sem muitas irregularidades, onde
0 cabecote consegue ter bastante contato com o tecido. Deve ser usado com
gel a base de agua para um melhor acoplamento e propagacdo da onda
acustica com os movimentos feitos em forma de circulos, lentamente e de

forma uniforme (Matiello, 2018).
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A onda sonica favorece a liberacdo de ativos com o aumento do fluxo
guando sao aplicados para a finalidade terapéutica aumentando a liberacao
localizada tépica ou em tecidos-alvo através da pele, pois a forca acustica de
baixa frequéncia também €& utilizada na promocdo do aumento da
permeabilidade da pele, facilitando assim a permeacdo de macromoléculas,
aumentando a permeabilidade celular permitindo a passagem de substancias
entre 0 meio extracelular e intracelular devido ao efeito mecanico da cavitacao,
fenbmeno que permite introduzir ativos através da pele (Figura 5), processo

denominado de fonoforese ou sonoforese (Azagury, 2014).
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Figura 5: Efeito da fonoforese devido ao aumento da permeabilidade da
membrana celular gerando fusdo de ativos para o interior da célula. Fonte: de
Fancy Tapis/Shutterstok.com.

Estudos mostraram que a permeacado do ativo através da fonoforese em
ensaios in vitro evidenciaram que inumeros ativos foram absorvidos pela pele e
que a vibracdo sonora de alta frequéncia tem a finalidade de acelerar esse
processo na permeacao cutanea aumentando a taxa de absorcdo (Tassinary,
2018).

Apesar de ser uma técnica extremamente segura, apresenta algumas
contraindicagbes, tais como, tumores, feridas abertas, diabetes
descompensada, insuficiéncia vascular, pacientes com uso de marca-passo,
pacientes com tais condigcbes ndo devem realizar o tratamento com UST para
gue nao agravem seu quadro. Além disso, ndo se deve realizar a aplicacdo na
regido dos olhos e glandulas (Siqueira, 2014).

Quanto ao tempo de tratamento, ele esta diretamente relacionado ao

tamanho da area de aplicacdo e a area de radiacdo efetiva (ERA). Para obter o
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valor da area da regido tratada, basta medi-la com uma fita antropométrica. A
area de radiacéo efetiva, por outro lado, depende do aparelho, que é definida
como a regido da superficie do transdutor do equipamento que gera a onda
ultrassonica. O tempo de aplicacéo é calculado dado pela divisdo da area (cm?)
tratada pela ERA (&rea de radiacdo efetiva), quanto a intensidade da onda
ultrassonica, esta varia de acordo com a regido aplicada e o modo de emissao,
qguando o modo de emissdo é continua a intensidade gira em torno de 1 W/cm?,

atingindo o maximo de 2 W/cm? (Da Rosa, 2018).
- b-h
~ ERA

Figura 6: Equacéo de tempo, e area de radiacdo efetiva do ultrassom.

Como consequéncia da aplicacdo do ultrassom e permeacdo das ondas
ultrassoénicas no tecido, aumentam o fluxo sanguineo acarretando um aumento
do suprimento de oxigénio e, consequentemente, no aumento do metabolismo
local (figura 7). Concomitante ao aumento de metabolismo local, o efeito
tixotropico, no qual o ultrassom é capaz de transformar substancias soélidas em

géis, ou géis em formas mais liquidas (Matiello, 2018).
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Figura 7: Aumento da temperatura local devido a producdo de calor. Fonte:
Imagem adaptada de eletroterapia corporal e facial basica (2018).

5.3.1 Aplicacéo da técnica ultrassdnica na pratica clinica

Na prética clinica para desarmonias corporais e faciais o ultrassom
terapéutico é indicado para o tratamento de gordura localizada e de fibroedema
geldide (celulite). Por causar aumento da permeabilidade da membrana celular,
podemos utilizar ativos que causam lipélise e vasodilatacao, sendo possivel ser
aplicado no poés-operatério de cirurgia plastica favorecendo uma melhor
cicatrizacdo tecidual, drenagem de edemas e aumentando as atividades dos
fibroblastos (da Rosa et al., 2018).

O ultrassom é uma técnica indolor e ndo invasiva, aplicado com uma
substancia acopladora (hidrogel) no transdutor que deve ser posicionado de
forma perpendicular a pele. A técnica pode ser realizada de acordo com o
objetivo do tratamento, na prética totalizando um nimero de 10 a 15 sessdes
para obter o efeito desejado (Vasconcelo, 2021).

5.4 Ozbnio

Em 1785 ocorreu o primeiro contato humano com o 0zonio por meio de
experimentos, quando o fisico e filosofo holandés Martin Van Marum (1750-
1837), submeteu o oxigénio as descargas elétricas geradas por uma maquina
eletrostatica, sem perceber o fisico estava "gerando" ozénio, o qual descreveu
como "odor de matéria elétrica” sem investigar o que havia ocorrido (Crosland,
1970).
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Em 1840 o ozbnio veio a ser descoberto por Christian Friedrich
Schonbein (1799-1868), que trabalhava repetindo o experimento de Martin Van
Marum, com uma pilha voltaica na presenca de oxigénio, a pilha entdo formou
o arco elétrico gerando uma descarga elétrica, fazendo surgir um gas com um
cheiro pungente caracteristico, que Schonbein nomeou de ozbénio (do grego
0Celv "ozein" — cheiro) (Schonbein, 1840).

Apoés a descoberta o primeiro gerador de ozonio foi construido vinte
anos depois em 1857, pelo inventor alemdo Weber von Siemens, na época o
gerador se tratava de um tubo de inducdo de oxigénio, formado por duas
placas de eletrodo interpostas com alta tensdo que gerava 0 0zOnio na
presenca de oxigénio, sendo altamente reativo (Bocci, 2011; Kawahara, 2020).

O ozobnio (O3) também pode ser encontrado na estratosfera terrestre,
que esta de 30 a 50 km de distancia da superficie terrestre, onde ele atua como
uma camada protetora, absorvendo parte da radiacdo UV que é emitida pelo
Sol nos comprimentos de onda entre 100-280nm (Chapman, 1930), desta
forma oferecendo protecdo aos organismos biolégicos que habitam o planeta
(Bocci, 2011).

Na regido da estratosfera o 0z6nio € gerado naturalmente por meio dos
raios UV que incidem sobre o oxigénio ambiente, sendo que uma série de
fatores, como temperatura e pressdo, agem influenciando para a
decomposicdo do Os ocorra rapidamente através da reacdo exotérmica
voltando ao estado natural de moléculas de oxigénio (Oz2) e a formacédo de
subprodutos com um grande potencial oxidativo (Bocci, 2011).

Formado por 3 atomos de oxigénio ligados covalentemente o o0zdnio
apresenta massa molecular de 48 g/mol em comparacao a molécula diatdmica
de oxigénio, com massa molecular de 32 g/mol (Wfot, 2020).

O gas o0zbnio proveniente de geradores costuma ter suas concentracdes
expressas em mg/L, pg/mL, g/m3 e ppm, sendo que 1 ppm Oz = 0,002 ugOs/mL
(Bocci, 2011).

Para que se possa especificar a dosagem do gas 0zonio em um sistema,
um dos métodos utilizados € por meio do calculo da quantidade em massa de

0zb6nio entregue ao sistema (Rakness et al., 1996), através da concentracdo
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(C) de ozonio [ug/mL ou mg/L] multiplicada pela taxa de fluxo de gas Q [L/min],
resultando assim na taxa de producao de ozoénio (TO3s), em massa por tempo
[mg/min], sendo:

TO3=CxQ 1)

Quando se obtém o tempo (t) [min ou h] de exposicdo ao gas ozbnio, é

possivel expressar a quantidade de ozénio em massa (mO3) [mg ou g] inserida
no sistema, assim:

mO3 =TO3 x t (2)

A Dosagem de Ozonio Aplicada também pode ser expressa em mg/cmz,

ao se dividir a quantidade de ozénio em massa (mO3) pela area da superficie

exposta ao gas ozénio, dada em cm? (Van Leeuwen, 2015).

5.5 O mecanismo de a¢do do o0zbénio em organismos e tecidos bioldgicos.

A ozonioterapia consiste na terapia que utiliza uma mistura gasosa com
5% de ozbdnio (Oz3) e 95% de oxigénio medicinal (O2) aplicado em tecidos
biolégicos obtendo alguns efeitos, tais como, imunomodulador, analgesia, anti-
inflamatoério para vérias alteracdes celulares, a técnica pode ser usada de
forma isolada em determinados casos, em conjunto com outras técnicas
convencionais ou nao, como no caso da medicina integrativa (Kawahara,
2020).

Os efeitos biologicos do Os envolvem o conhecimento sobre o balanco
redox, estresse oxidativo e sua correlacdo com as patologias acometidas,
independente da causa ou tempo de evolugédo. Muitos dos estimulos celulares
que o ozbnio promove revertem ou atenuam justamente esses mecanismos,
levando ao restabelecimento da homeostase celular (Bocci, 2011).

Administrado por diferentes vias, tais como, intramuscular, subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa (auto-hemoterapia maior e menor), intraperitoneal,
intradiscal, insuflacdo retal e vaginal, topico, miofascial (Fernandes; Lima;
Zangaro, 2014).

Os mecanismos de a¢ao do 0z6nio que ocorrem no plasma sanguineo,

sdo dois: reacdo imediata com a producdo de espécies reativas de oxigénio
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(EROs), formacéo de perdxido de hidrogénio (H202), aldeidos, ozonideos e em
segundo, a lipoperoxidos que sdo produtos de oxidacao lipidica (LOPs). Estes
produtos, com a atividade de radicais livres, sdo capazes de induzir a resposta
a partir de mecanismos enddégeno-enzimaticos (di Mauro, 2019), em leucdcitos,
macréfagos e neutrdfilos (Diaz, 2015), na medula 6ssea, promovem a liberacao
de células tronco, regulacdo das enzimas antioxidantes e citocinas (Bocci,
2015).

As dosagens baixas (10 a 40 pg/mL) apresentam efeitos
imunomoduladores e sédo utilizadas em doencas de comprometimento do
sistema imunolégico, como por exemplo em cancer e idosos debilitados.
Dosagens médias (40 a 60 pg/mL) além de imunomoduladoras também
estimulam enzimas antioxidantes do sistema de defesa, sdo aplicadas em
doencgas cronico-degenerativas, como diabetes, doenca pulmonar obstrutiva
(DPOC), sindrome de Parkinson, Alzheimer e deméncia senil, com efeito
inibitério sobre os mecanismos, que ocorrem em doencas autoimunes, como
artrites reumatoides, e lupus, e dosagens altas (60 a 80 pg/mL) sé&o
especialmente empregadas em Ulceras infectadas e na preparacdo de Oleo
vegetal e dgua ozonizada (International Scientific Committee of Ozone Therapy
—1SCOs, 2020).
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Efeito imunomodulador, indicados para

——+ | doengas que comprometem o sistema

Doses
Baixas imunolégico
@ D
S&o imunomoduladoras e estimuladoras
Doses _ . do sistema enzimatico de defesa
Medias antioxidante e de grande utilidade nas
doencas crénico- degenerativas .
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Indicadas especialmente em ulceras ou
feridas infectadas, e também para
ozonizar oleo, azeite e agua.

Doses Altas .
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Figura 8: Indicagdes utilizadas para tratamentos. Fonte: Adaptado de ISCOs3
(2020).
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As concentragdes utilizadas, por vias subcutaneas séo baixas, variam de
5 a 20 ug/mL, e volume de gas Os de 1 a 5 mL, por punctura, e empregada nas
desarmonias estéticas (ISCOs, 2020) (Tabela 2).

Tabela 2: Aplicabilidades do ozbnio em desarmonias corporais, faciais e
capilares.

AFECCCAO CONCENTRACAO VOLUME

Gordura localizada 20 meg 200 ml {1 a 5 ml/ponto)
Fibroedema geloide (FEG) 5a20 mcg 200 ml {1 a 2 ml/ponto)

Flacidez Tissular 20 mcg 200 ml {1 ml/ponto)

Estrias 10mcg 200ml {1 ml/ponto)

Fibrose 20mcg 200 ml (5 ml/ponta)

Acne 10 meg 60 ml {1ml/ponto)

Rugas 1—-2 meg 0.5 -1.0 (ponto)
Alopecia 10mcg 60ml (1 mliponto)
Disfuncbes capilares 10mcg 60 ml {1mliponto)

Fonte: Adaptada de ISCO3 (2020).

No Brasil a Portaria MS n°® 702, de 21 de marco de 2018, trata a respeito
da utilizacdo do ozbnio, como pratica complementar e posteriormente no
mesmo ano foi incluido, na Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares - PNPIC no SUS (Portaria N° 971 de Maio de 2006), através
da Portaria 1.988, de 20 de dezembro de 2018, que atualizou os procedimentos
e servico especializado de Praticas Integrativas e Complementares e
Procedimentos, Medicamentos, Orteses, Préteses e Materiais Especiais do
SUS, e no Cadastro Nacional de Estabelecimentos de Saude (BRASIL.
Ministério da Saude, 2018).

Diante de tantas aplicacbes o o0zbnio tem sido utilizado para o
tratamento de retirada de poluentes quimicos em agua, como corantes e
pigmentos utilizados em industrias téxteis, caracterizando sua acao catalitica
nestes agentes quimicos, mostrando-se eficaz na degradacédo de alguns tipos
de metais presentes em tintas utilizadas para o tingimento de tecidos como o
zinco, (Zn) e cobre (Cu), sulfatos, nitrato de prata (Ag) e 6xido de cromo (Cr)
(zhang, 2009).
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Esses metais presentes também nos pigmentos inorganicos que séo
geralmente constituidos por Oxidos, cromatos e sulfatos de metais, muitos
deles toxicos (chumbo (Pb), cromo (Cr), cobalto (Co), antimoénio (Sb) e cadmio
(Cd), que conferem diferentes tonalidades de cor as tintas, e sdo utilizadas nos
procedimentos de tatuagens corporais (Teotonio, 2011).

Ainda n&o hé registros sobre a acdo do poder oxidante e catalitico do
oz6nio em pigmentos em tecidos biologicos, porém devido as suas diversas
areas de utilizacdo, pode ser mais uma possibilidade de tratamento

dermatolégico para a degradacdo desses agentes na pele.

5.6 Termografia

A temperatura da pele do corpo humano é um bom indicador de saude,
embora as diferencas de temperatura entre um individuo saudavel e um doente
sejam relativas (Duarte, 2020). O primeiro uso do diagnostico térmico foi
realizado por Hipocrates em 480 a.C. ao aplicar argila na regido abdominal de
um paciente observando que a regido onde a argila secaria primeiro seria um
indicativo de patologias.

Até o inicio do século XIX, ninguém suspeitava da existéncia da porcéo
infravermelha do espectro eletromagnético. Em 1777, Marsilio Landriani,
através de um experimento com prisma de Newton, observou o aumento de
temperatura em cada cor do espectro visivel. Essa teoria iria ser confirmada
por William Herschel, em 1800, seguindo o mesmo experimento colocando um
termbmetro em cada cor do espectro. Herschel notou que, movendo o
termbmetro para a regido escura além do extremo vermelho do espectro, o
aguecimento continuava aumentando. O ponto maximo de aumento da
temperatura estava muito além da ultima porcéo vermelha visivel o que hoje
conhecemos como ondas de infravermelho (Adam et al.,, 2017; Carvalho;
Pereira; Fernandes, 2014; FLIR, [s. d.]).

John Herschel, em 1840 fez uma impressao de imagem térmica expondo
o calor padrao em filme fino de Oleo apresentando uma imagem térmica pela

luz refletida, onde os efeitos de interferéncia do filme de 6leo tornavam uma
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imagem visivel aos olhos. John também registrou uma imagem térmica no
papel, denominada de "termoégrafo” (FLIR, [s. d.]; Scientific Papers, 2013).

A radiacéo infravermelha (RIV), presente no espectro eletromagnético é
emitida por qualquer corpo que esteja acima do zero absoluto. A RIV é dividida
arbitrariamente em regides de comprimento de onda, denominado banda
espectral. As bandas espectrais incluem o infravermelho préoximo (0,75 a 3
pm), infravermelho médio (3 a 6 uym), o infravermelho longo (6 a 15 ym) e o
infravermelho extremo (15 a 100 um) (Dold, 2016; FLIR, [s. d.]).

Processos inflamatérios e tumores, sao condicées que sofrem diferenca
de temperatura, na pele e regides adjacentes, no caso de um tumor as células
sdo maiores que as células normais, portanto, precisam de mais energia, a
patologia causa o aumento da temperatura da pele, devido ao aumento dos
capilares venosos, aumento de irrigacdo sanguinea que fornece a energia extra
necessaria para eles, em ambos os casos podem ser detectados pela imagem

produzida pela camera infravermelha (Figura 9) (Duarte, 2020).
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Figura 9: Imagem frontal realizada por captacdo térmica em pacientes com
alteracdes mamarias. Fonte: Adaptacado de Resmini (2021).
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A busca por aplicacdes de imagens térmicas na medicina diagndstica foi
iniciada no século XX, os estudos atuais demonstraram que a termografia pode
ser usada para definir o limite entre uma area de tecido normal e uma area de
tecido afetada por lesbes como por exemplo o cancer (Modrzejewska et al.,
2021).

A termografia € uma técnica de imagem segura, ndo invasiva e
reprodutivel que pode ser usada para triagem no diagndéstico precoce, mas
este diagnostico deve ser confirmado por outros tipos de exames mais
complexos, como por exemplos mamografia, ultrassonografia e
histopatolégicos. Em animais esta técnica também ja é aplicada para se avaliar
0 nivel de estresse do animal submetidos a diferentes manejos de producao
(Figura 10).

Figura 10: Imagem térmica captada com camera termografica FLIR T640 para
auxilio em deteccdo de estresse no suino. Fonte: Adaptacdo de Pulido-
Rodriguez (2017).

Vérias estratégias de diagnéstico ndo invasivas, foram propostas nas
Gltimas décadas, as modalidades incluem, ressonancia magnética, cintilografia,
tomografia computadorizada. Porém, a evolugéo tecnoldgica do infravermelho,
aumentou a popularidade da imagem infravermelha na pratica médica nos
altimos anos, por ser um método néo invasivo, baixo custo e uma técnica de
aplicacdo de espectro potencialmente grande, a técnica alcancou o status de

possivel conducao do paciente a recomendacéo de uma biépsia (Lucas, 2015).
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Segundo a International Consensus and Guidelines for Medical
Thermography, a termografia médica € definida como modalidade de captacéo
da radiacéo infravermelha do corpo ou de partes deste, através da mensura e
mapeamento indiretamente na distribuicdo da temperatura da superficie
corporal através de imagens (Lucas, 2015).

Todo objeto emite radiagao infravermelha havendo uma correlagéo entre
a temperatura corporal e a intensidade da radiagdo emitida. E um método
passivo, nao invasivo, sem necessidade de contato com o objeto de estudo
detectando apenas a temperatura da superficie (Covarrubias, 2020).

Na realizacdo do exame termografico uma escala de cores € visivel
devido ao fluxo sanguineo detectado, por duas maneiras: a primeira com
pontos quentes exibindo a imagem em cores brancas ou vermelhas, indicando
maior circulacdo do sangue no local decorrente de processos inflamatérios, e a
segunda os pontos frios, exibidos com coloragcéo azul ou preta, indicativo de
locais com fluxo afetado ou em situacéo de necrose tecidual (Duarte, 2020).

A termografia infravermelha permite mensurar e mapear o grau e a
distribuicdo das mudancas de temperatura na pele que esta sob o controle do
sistema nervoso visceral/neurovegetativo (Duarte, 2020). Pode ser notada no
corpo em forma de calor nas terminagbes nervosas, chamadas de
termorreceptores que conseguem captar essa radiacdo (Brioschi, 2010).

Padrdes assimétricos igual ou maior a 0,3°C ocorrem quando existem
alteracbes simpaticas ou presenca de lesBes traumaticas, alteracdes
inflamatorias ou vasculares locais. Deve-se considerar que a termografia nao é
um exame isolado e deve-se correlacionar o padrao de distribuicdo térmica
com a avaliacao clinica, e ndo é um teste anatémico, mas funcional, quando ha
suspeita de lesdo estrutural deve-se utilizar outros métodos de imagem
(Brioschi, 2010).

A realizagdo do exame termografico devera ser executada a distancia de
no minimo 6 mm com a imagem totalmente preenchida no campo de captura
da camera infravermelha, em relacdo a distancia maxima, dependera da

tecnologia de cada camera, como apresentado na Figura 11.
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Figura 11: Representacdo esquematica da captura de termogramas. Fonte:
Adaptacao de Brioschi (2010).

A energia total emitida por unidade de area denominada corpo negro, €
diretamente proporcional a quarta poténcia de sua temperatura absoluta. A
radiacdo emitida pela maioria dos objetos reais é frequentemente parcial ao
emitido pelo corpo negro do mesmo comprimento de onda e temperatura. A
radiacdo do corpo negro é definida como aquela que absorve toda a energia
gue o alcanca nao refletindo nenhuma energia. Com base na lei de Planck, a
intensidade espectral (I1Ab) da radiacdo térmica na temperatura (T) e em todos
os comprimentos de onda (A) do corpo negro em relagdo ao comprimento de
onda é definida, conforme demonstrado na equacdo a seguir (Adam et al.
(2017):

2
o (. T) =22 1075 2, ]
w(ea)

eAkT —1

Onde:

Velocidade da luz: 3.0x108 m/s

Constante de Planck: 6.6x10-34/s
Constante de Boltzmann: 1.381x10-23/K-1

Temperatura absoluta de um corpo negro

> -4 X T O

Comprimento de onda (um)
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Com isso, a energia radiada por um objeto real é proporcional a
temperatura da superficie que € entdo capturada pelos detectores
infravermelhos (Adam et al., 2017; FLIR, [s. d.]).
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Animais

Este projeto foi aprovado no CEUA sob o n°® 002/2022. Foram adquiridos
para este estudo quatro leitdes (dois machos e duas fémeas) (n=4), apos 24
horas da chegada dos animais a propriedade, uma fémea veio a 0Obito por

causa desconhecida.

Foram utilizados trés leitbes domésticos (n=3), Sus scrofa domesticus,
da mesma ninhada, os animais tinham pele clara, eram mesticos, com 45 dias
de idade e pesavam 10 kg quando chegaram na propriedade rural. Os animais
foram alojados em um recinto coletivo, com alimentacdo adequada a idade,
eram alimentados trés vezes por dia, agua fresca ad libitum e cama de
maravalha como cobertura.Os suinos foram identificados por brincos coloridos.

Os animais foram tatuados por um tatuador profissional, utilizando todos
0S equipamentos e materiais necessarios como é realizado em humanos.

Todos os protocolos de assepsia e normas éticas para experimentacao
animal foram respeitados, garantindo sempre o conforto e o bem-estar. A
contengdo dos leitdes foi feita manualmente e a regido corporal utilizada foi
higienizada e anestesiada topicamente com lidocaina a 2%, conforme

demonstrado na Figura 12.
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Figura 12: Animais selecionados para o0 experimento. (A) Leitdes no
confinamento. (B) Procedimento de tatuagem na pele do animal. Fonte: a
autora.

No dia 0 cada animal (n=3) foi submetido a um total de 7 tatuagens com 5
mm de didmetro cada: 3 tatuagens no lado esquerdo, uma para Controle (C),
duas para Ozoénio (O3 ), e 4 tatuagens no lado direito, duas para ultrassom
terapéutico (UST) e duas para tratamento associado com Oz e UST (Hibrido).
Assim, utilizou-se uma maquina de tatuagem rotativa para injetar a tinta de
tatuagem de cor azul royal (#009, Iron Works Ltda, Brasil) na pele do porco a
uma profundidade de 2 mm.

A distancia entre cada tatuagem e a proxima foi de 2 cm na regiao lateral
das coxas pélvicas. A distribuicdo dastatuagens seguiu o critério de sequéncia
em que a técnica seria aplicada no lado tatuado correspondente, como mostra

a Figura 13.
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Lado esquerdo

Lado direito

Figura 13: Desenho representativo da configuracdo experimental. As setas
mostram a aplicacdo da tatuagem local/grupo nos lados direito e esquerdo dos
leitdes. G: Grupo. H: Hibrido. UST: Ultrassom. Os: Oz6nio. C: Controle. Fonte: a
autora.

Os protocolos terapéuticos ocorreram 30 dias apds o procedimento de
tatuagem na pele dos animais, para que houvesse 0 restabelecimento
morfofuncional do tecido uniformizacdo na derme e diminuicdo da migracao

transepidérmica do pigmento.

Na sequéncia foi realizado a tricotomia, para facilitar o processo da
tatuagem antes da aplicacdo das técnicas que fazem parte deste estudo
(Figura 14).

Figura 14: Procedimento: 30 dias apO6s a tatuagem (A) tricotomia, (B)
verificacdo do tamanho da tatuagem. Fonte: A autora.
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6.2 Equipamentos

Foram utilizados neste estudo os equipamentos: gerador de 0zbnio da
modelo Oxy®, marca Tonederm®, com capacidade de gerar até 100 pg/mL de
O3, acoplado ao cilindro de oxigénio medicinal (O2) para a produgéo da mistura
gasosa 0zonio+oxigénio, com a vazao de 500 mL de O3 medicinal.

O Ultrassom utilizado é modelo Sonomed IV®, marca Carci® operando na
frequéncia de 3 MHz e Camera Termografica modelo Flir C2®, marca FLIR

System®, com resolucdo de 80x80 pixels, emissividade de 0.98.

6.3 Protocolos terapéuticos

Para excluir a variabilidade genética entre os individuos em relacdo as
diferentes respostas individuais aos protocolos terapéuticos propostos devido
ao tamanho da amostra, os animais foram submetidos a todos os protocolos,
sendo subdividido em marcacdes na pele (tatuagens) para cada tratamento por
animal, desta forma as tatuagens foram divididas nos respectivos grupos:

. Grupo Controle (GC) (n=3 total; n=1/animal), a pele foi tatuada,
mas ndo recebeu nenhum protocolo terapéutico, apenas de observacéo;

. Grupo Ozbénio (GOs) (n=6 total; n=2/animal), foram submetidos
ao protocolo com ozbnio através da aplicacdo do fluido gasoso injetado no
centro da tatuagem o volume de 1,0mL por pigmento do gas através da agulha
e seringa de insulina com um angulo de 45°, utilizando a concentracédo de Os
de 20 mg/mL;

o Grupo Ultrassom (GUST) (n=6 total; n=2/animal), foram
submetidos ao protocolo com US, o transdutor foi acoplado a pele utilizando
hidrogel neutro na frequéncia de 3 MHZ, intensidade de 1,0 W/cm?, no modo
continuo pelo periodo de 5 minutos por ERA (Area de Radiac&o Efetiva) para a

area de 3,5 cm?;

o Grupo Hibrido (GH) (n=6 total; n=2/animal) foram submetidos a
este protocolo a associagao dos dois protocolos anteriores, ou seja, primeiro

ocorreu a aplicacdo do protocolo do ozdnio e em seguida foi aplicado o
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protocolo do ultrassom, o intervalo de tempo entre as duas terapias foi de 3 a 4

minutos. A Figura 15 mostra o cronograma da montagem experimental.

Sessoes
T 1° 20 3° 4° 5° @6° 7° 8 9° O°\B
O
0 30 37 44 51 58 65 72 79 86 93 100
Dias

Figura 15: Esquema do cronograma experimental em dias apds a realizacao
das tatuagens. Tatuagem (T - O dia), Sessdes (1-10° - 7 dias de intervalo - 30-
93° dias) e Bidpsia (B - 100 dias).

Apbs as tatuagens (dia 0), aguardou-se 30 dias para diminuir os efeitos
das lesdes causadas na pele pela agulha durante o procedimento da tatuagem
e Iniciaram-se as sessOes terapéuticas experimentais. No total, foram
realizadas 10 sessdes sobre as tatuagens, com intervalo de sete dias em cada
sesséo, totalizando 10 semanas de tratamento. Os animais foram contidos
manualmente com uma focinheira do tamanho correspondente para se evitar a
mordedura, ndo foi necessario a aplicacdo de sedacao para a realizacdo do
protocolo.

Na figura 16 a seguir, a visualizagdo da disposi¢cao dos grupos na pele
do animal, grupo Ozénio ao lado do grupo Controle, e o grupo UST ao lado do

grupo Hibrido no momento dos procedimentos.
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Figura 16: Momento dos protocolos experimentais, (A) grupo Os e grupo
controle, (B) grupo UST e hibrido. Fonte: A autora.

No grupo Hibrido, foi realizado as duas técnicas terapéuticas (O3 e UST)

como representado na figura 17, a seguir.

Figura 17: Momento dos protocolos experimentais. (A) realizacdo da técnica de
Ogs; (B) realizacdo da técnica de UST. Ambas as técnicas utilizadas no grupo
hibrido. Fonte: A autora.

Para a captacdo dos termogramas (antes e apds os procedimentos) a
camera termogréafica foi colocada a 40 cm do objeto de analise (pele do
animal), como demonstrado na Figura 18. Ao final do experimento, os
termogramas registrados nas etapas pré e apos as aplicacbes das técnicas,
foram processados no software FLIR Tools (FLIR®), com a dimensao da ROI

foi de 32 pixels.
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Figura 18: Contencdo e Momento da captacdo dos termogramas pré e pos-
tratamento. Fonte: A autora

6.3.1 Histologia

Na 112 semana foi realizada uma biopsia na pele dos suinos através da
retirada de um fragmento de cada tatuagem com um punch medindo 5mm de
profundidade e 1cm de diametro do tecido bioldgico. Os animais foram contidos
mecanicamente e receberam um bloqueio anestésico local através de lidocaina

a 2% injetavel para a realizacdo da biopsia.

T —

o Mb_TRQ

P ST e i gt

Figura 19: Equipamentos para a biépsia (A) Punch 5mm, (B) lidocaina a 2%
injetavel para anestesia local. Fonte: A autora.
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A Figura 20 a seguir, demonstra a biopsia e coleta dos fragmentos, apds
0s procedimentos, sutura simples com fio absorvivel foram realizadas em cada
tatuagem coletada.

O material coletado foi acondicionado em frascos contendo formaldeido
a 10% separados por grupos, e enviados ao para histopatologia para a
preparacao das amostras.

Figura 20: Procedimentos antes e ap0s a bidpsia. (A) Biopsia da pele dos
animais, (B): Sutura, apds a biopsia. Fonte: A autora.

Foi utilizado um microscépio 6ptico (TNB-01T®, Anatomic®, Brasil) para
aquisicdo das imagens das laminas histoldgicas, utilizando objetiva de 10x, 40x

padronizando a escala em todas as laminas.
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7 RESULTADOS

7.1 Avaliacdo macroscopica

Na avaliagdo visual a pele dos animais foi considerada como fototipo
dois, quando comparadas aos fototipos da pele humana, facilitando a
visualizacdo do pigmento artificial azul na aplicacdo do tecido cutaneo (Azulay,
2017).

Apbs os 30 dias ao procedimento da tatuagem, para a cicatrizacdo do
tecido, foi realizado a primeira sessao dos procedimentos com os diferentes
protocolos. As diferencas das tonalidades do pigmento azul tatuado na pele
dos animais, foram apresentadas com o0 avan¢o das sessdes, comparando a
primeira sessédo (30 dias), quarta sesséo (51 dias) e décima sessao (93 dias),
nos grupos experimentais Oz, UST e Hibrido.

Figura 21: Comparacao da despigmentacao entre os grupos, Controle, Oz6nio,
UST e Hibrido. (A/D): primeira aplicacdo (30 dias), (B/E): quarta aplicacao (51
dias), (C/F): décima aplicacdo (93 dias). Fonte: A autora.
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7.2 Avaliagdo microscopica — Dados histologicos

Em relacdo aos dados histolégicos na comparacdo entre 0s grupos
experimentais, as caracteristicas encontradas em relacdo a quantidade de

pigmentos na derme estéo descritas abaixo na Tabela 3.

Tabela 3: Analise comparativa dos aspectos pigmentares e teciduais dos

grupos experimentais.

Aspecto pigmentar

Aspecto do tecido animal

Grupo  (ex6geno)
Presenca moderada o
NG Edema moderado e infiltrado de
de granulos azulados e PP
Controle N eosinofilos e linfécitos observados
e negros a volta dos o
. adicionalmente na derme
vasos sanguineos
. . Edema moderado a ligeiro e infiltrado
Quantidade discreta . geIro ¢
A N predominantemente linfocitico (menos
Ozbnio  de granulos azulados e -
eosinofilos) observado adicionalmente
e negros
na derme
Uma quantidade e ~
mag ~ Edema moderado e infiltragao por
discreta de granulos e e PP
. eosinofilos e linfécitos observados
pigmentos azulados e o
Ultrassom ) adicionalmente na derme. Na
enegrecidos . . o
R epiderme adjacente, infiltrado
concentrou-se a volta o . .
. neutrofilico e pustulas subcorneais
dos vasos sanguineos
Uma quantidade Edema moderado a ligeiro e infiltrado
moderada de granulos predominantemente linfocitico (menor
Hibrido e pigmentos azulados  quantidade de eosindfilos) observado

e enegrecidos
concentrava-se a volta
dos vasos sanguineos

na derme

Grupos: G:C (grupo Controle); G:Os (grupo Ozoénio); G:UST (Grupo ultrassom);
G:H (grupo hibrido). Fonte: A autora.

Com a bidpsia do fragmento dérmico foram avaliadas as caracteristicas
histol6gicas nos grupos controle e tratadas, laminas de tecido cutaneo coradas
com HE mostraram variagdes na intensidade da cor da tinta das areas tratadas
(Figura 22).
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da pele dos suinos. (A/B) G:C aumento de 10X e 40X;

Figura 22: Diferencgas histolégicas nos pro

(G/H) G:H aumento del0X e

10X e 40X; (E/F) G:UST aumento de 10X e 40X;

40X. Fonte: A autora
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7.3 Termografia

O monitoramento da temperatura superficial da pele dos animais foi
realizado através do registro de termogramas registrados nos periodos: inicial
(primeira a terceira sessao), intermediario (quarta a sexta sessdo) e final
(sétima a décima sessdo). Os termogramas foram captados antes e apos a
aplicacdo das terapias propostas neste trabalho. Os dados obtidos foram
processados em termo da diferenca de temperatura (A= Ti~Ti) e os dados
compilados foram descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Descricdo da diferenca de temperatura nos periodos: inicial,
intermediario e final, para os grupos controle, 0zénio, ultrassom e hibrido.

Grupos Inicial Intermediério Final
Controle 1,2 -0,5 -1,4
Ozobnio 0,7 -0,8 -1,7
UST 0,8 1,6 -0,9
Hibrido 1,3 1,8 -1,8

Fonte: A autora.

A Figura 23, a seguir ilustra as alteracdes de temperaturas promovidas
pelas terapias, correspondente aos periodos: inicial (22 a 4% sessao),
intermediéario (52 a 72 sessao) e final (82 a 102 sessao). No periodo inicial houve
aumento de temperatura em todos 0s grupos, no periodo intermediario houve
diminuicdo de temperatura nos grupos controle e ozbnio e aumento de
temperatura nos grupos UST e hibrido, e no periodo final se observou
diminuicdo de temperatura em todos 0s grupos, juntamente com o erro padrao

do valor de delta, representado a seguir.
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nicla ntermediario Fina

@ Controle Ozonio UST Hibrido

Figura 23: Representacdo grafica dos periodos inicial, intermediario e final dos
grupos: controle, ozoénio, ultrassom e hibrido, com erro padrdo médio, delta de
temperatura entre 0s grupos, inicial, intermediario e final. Fonte: A autora.

A captacdo dos termogramas mostrou um aumento de temperatura no
periodo inicial do estudo na aplicacdo das técnicas, nos grupos hibrido, UST,

Os e controle como estéo apresentadas nas figuras 24, 25, 26.
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Figura 24: Captacao termogréfica A/B; Grupo hibrido e UST; C/D: Grupo Os e
controle, periodo inicial. Fonte: A autora

Figura 25: Imagens termograficas A/B; Grupo hibrido e UST; C/D: Grupo Os e
controle, periodo intermediario. Fonte: A autora.
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Figura 26: Imagens termograficas: A/B; Grupo hibrido e UST; C/D: Grupo O3 e
controle, periodo final. Fonte: A autora.

Em relagdo ao comportamento térmico do grupo Controle (Figura 27),
observou-se aumento de 1,2°C para as primeiras sessdes, mas no periodo
intermediario houve a diminuicdo de -0,5°C, enquanto no periodo final a
diminuicdo na temperatura foi de -1,4°C.

Grupo Controle
1,5
1,0

0,5

0,0

—0!5 —

Temperatura

-1,0

-1,5

2,0 .
Periodos

o Inicial Intermediario m Final
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Figura 27: Representacdo grafica da diferenca de temperatura no periodo
inicial, intermediario e final do grupo controle. Fonte: A autora.

Para o grupo Ozonio (Figura 28), observou-se um aumento de 0,7°C no
periodo inicial, enquanto nos periodos intermediario e final houve reducdes de -

0,8 °C e -1,7°C, respectivamente.

Grupo Ozonio

0,5
. o .
-
g -0,5
a
§
= -1

-1,5

-2 .

Periodos
o Inicial Intermediario Final

Figura 28: Representacdo grafica da temperatura no periodo inicial,
intermediario e final do grupo ozénio. Fonte: A autora.

Na figura 29, fica demonstrado as temperaturas nos trés periodos do
grupo UST, no periodo inicial obteve-se um aumento de temperatura de 0,8°C,
no periodo intermediario o aumento foi de 1,6°C e no periodo final, a

temperatura obteve uma diminui¢do de -0,9 °C.

A partir da quarta sessdo, na terapia de UST, foi utilizado uma
quantidade maior de hidrogel na aplicagdo da técnica, pois 0s animais
demonstraram maior conforto, o que facilitou o manejo, garantindo que a
emissividade das ondas através do acoplamento do UST para maior eficacia na

técnica.
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Grupo Ultrassom
2,0
1,5

1,0 ] |
0,0 e
-

-1,0

Temperatura
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Figura 29: Representacao gréfica da diferenca de temperatura no periodo
inicial, intermediério e final do grupo ultrassom. Fonte: A autora.

Na Figura 30, a diferenca das temperaturas no periodo inicial foi de
1,3°C, no periodo intermediario houve um aumento de temperatura de 1,8°C,

no periodo final a temperatura diminuiu para -1,8°C.

Grupo Hibrido
2,0
1,5
1,0
0,5

0,0
0,5

Tempertura

-1,0
-1,5

-2,0 .
Periodos

o Inicial Intermediario m Final

Figura 30: Representacdo grafica da temperatura nos periodos: Inicial,
intermediario e final do grupo hibrido. Fonte: A autora.
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8 DISCUSSAO

Os suinos sdo os animais que mais se assemelham aos humanos em
aspectos morfofuncionais em estrutura e tamanho anatémico, fisiolégico e
imunologico, com grande potencial para o desenvolvimento de modelos
biomédicos (Lunney et al., 2021).

O modelo animal suino ganhou destaque na pesquisa pré-clinica,
principalmente na fisiologia da reproducdo, geracdo de O6rgdos para
xenotransplante utilizando a expressao de transgénicos em tecidos suinos e na
fisiologia da pele devido as semelhancas entre as peles suina e humana
(Summerfield, Meurens, & Ricklin, 2015; Vodicka et al., 2005). E um modelo
interessante para respostas fisiologicas devido a permeabilidade, agentes que
promovem a cicatrizacdo e novas formulacbes para tecidos (Rodrigues
Hoffmann, 2017; Vasconcelos de Andrade Lima, de Andrade Lima, & Takano,
2013).

Neste estudo, a utilizacdo do modelo animal suino para despigmentacao
de tatuagens visou o desenvolvimento de uma metodologia indolor, segura,
com o minimo e efeitos colaterais em relacdo as técnicas atuais de remocao de
pigmentos de tatuagens da pele humana.

Ja foram efetuados estudos comparativos de remocao de tatuagens em
ensaios in vivo com suinos, utilizando as seguintes técnicas: excisdo tangencial
de espessura da pele com uso de dextrandmero, sal-abrasdo, remocao de
tatuagem excessiva com solucdo de acido tanico, lasers CO2 e Nd:YAG
(Arellano et al, 1982; Baleisis & Rudys, 2023), e confirmaram que a remoc¢ao do
pigmento foi mais completa com &cido tanico e laser de CO2, deixando
cicatrizes esteticamente mais aceitaveis, porém Arellano et al., (1982) nédo
relataram a cor do pigmento e se as tatuagens eram fechadas completamente
como proposto em neste estudo.

Em relag&o ao pigmento azul tatuada nos leitdes deste estudo, Baleisi &
Rudys (2023), utilizando um laser Nd:YAG com duracdo de pulso de 150 ps
(PicoSure), e verificaram que o comprimento de onda do equipamento ajustado

para 1064 nm obteve alta eficiéncia na eliminagcdo de tatuagens pretas com



66

resultados positivos para os pigmentos azul e verde a uma fluéncia de 3.02
J/icm?, mas utilizando o comprimento de onda de 532 nm com uma fluéncia de
0,96 a 2,39 J/cm? , as tatuagens com pigmentos azuis, verdes, vermelhos e
amarelos ficaram mais claras e desbotadas, e em ambas as dosimetrias
opticas nao foram observados efeitos colaterais.

Existem discussdes a respeito de dermatite alérgica apos o0s
procedimentos de pigmentacdo dérmica e 0s possiveis efeitos nocivos para a
saude humana devido a falta de dados sobre substancias nas tintas de
tatuagem (Wang et al., 2021; Weib et al., 2021).

As tintas de tatuagem contém inUmeras substancias, tais como
pigmentos coloridos, impurezas, solventes, emulsionantes e conservantes.
Sabe-se que as particulas de carbono amorfo preto (negro de fumo), diéxido de
tithnio branco ou os pigmentos policiclicos que criam inimeras variedades de
cores no espetro visivel podem conter quimicos alergénicos com potencial
desconhecido (Schubert, Kluger, & Schreiver, 2023; Weib et al., 2021).

Devido as reacfes cutaneas relatadas em diversos estudos de efeitos de
pigmentos de tatuagem na pele humana, principalmente em tons coloridos,
como vermelho, amarelo, laranja e azul, neste estudo optou-se por um
pigmento autorizado pela nossa Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
visando que tais reacOes alérgicas pudessem ser evitadas ou minimizadas,
pois ja foram testados quanto a pureza dos compostos organicos e inorganicos
do pigmento, assim a cor azul foi escolhida para os procedimentos no modelo
animal suino devido a facil visualizacdo da coloracédo na pele do animal e por
ser mais dificl a remocdo por conter ftalocianina, resultando na
decomposicdo/quebra da 2-Butanona (benzenedicarbonitrila) (Schubert et al.,
2023), a presenca de ferro, aluminio, titdnio e cobre, sdo mais comuns em
pigmentos verdes e azuis (Wang et al., 2021).

Durante o periodo experimental de 100 dias, ndo foram observadas
reagbes alérgicas nos animais devido aos pigmentos tatuados ou aos
diferentes protocolos de remocéao de tatuagens.

Os efeitos da sonicacgao relacionados aos estudos in vitro com ultrassom

apresentaram alta variabilidade nas configuracdes experimentais, gerando
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incertezas nos parametros das amostras sonicadas, e baixa reprodutibilidade,
reduzindo a contribuicdo cientifica dos resultados obtidos (Snehota, Vachutka,
Ter Haar, Dolezal, & Kolarova, 2020). Neste estudo foi proposto o modelo in
vivo, visando maior padronizagcdo experimental com os animais de mesma
origem (ninhada), obtendo-se uma menor variabilidade genética em resposta
aos tratamentos e diante dos resultados apresentados nos testes, e entre todos
0S grupos terapéuticos.

Na estética humana o UST é rotineiramente utilizado, apresenta uma
gama de efeitos biol6gicos induzidos pelo nivel de exposicdo, em baixas
poténcias, o UST pode produzir efeitos celulares reversiveis e benéficos, como
no caso da cicatrizacdo 0ssea, fonoforese e diatermia, enquanto que em altas
poténcias sdo aplicados na litotripsia, no ultrassom focalizado de alta
intensidade (HIFU) amplamente difundido no tratamento térmico de tumores
para fins terapéuticos e em tratamentos estéticos para contorno corporal
(Matthew; Stretanski, 2024; Mazzoni, Lin, Dubin, & Khorasani, 2019; Ter Haar,
2007).

O efeito terapéutico através da intensidade da onda é obtido por
mecanismos de interacdo térmicos e ndo térmicos. Em baixas intensidades, a
corrente acustica é suscetivel e significativa, mas em niveis mais elevados, o
aguecimento e a cavitacao acustica irdo predominar (Ter Haar, 2007).

No estudo para avaliar os efeitos térmicos a diferentes profundidades no
musculo axial em equinos, verificou-se que a utilizacdo de UST de 3 MHz, a
uma intensidade de 1 W/cm? e 2 W/cm? , ambos por um periodo de 10
minutos, obteve-se um aumento da temperatura, mas concluiram que dentre as
intensidades testadas, 0 maior aquecimento ocorreu a 1 cm de profundidade da
pele, mais préximo da epiderme, porém quando utilizado 1 MHz - 1 W/cm? ,
foram observados efeitos térmicos a uma profundidade de até 5 cm, atingindo
uma area de até 20cm? (Adair & Levine, 2019). No presente estudo, o
protocolo com UST utilizou uma frequéncia de 3 MHz, e uma intensidade de 1
W/cm? em modo continuo de entrega de energia por 5 minutos em uma area
total de 15 cm? , apesar de ser em uma intensidade maior, por um periodo

menor de tempo, houve efeito térmico com cavitacdo na epiderme e derme no
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modelo animal, possivelmente contribuindo para a remocao da pigmentacao
azul, provavelmente devido as intera¢cbes continuas entre as ondas de
ultrassom e as bolhas de cavitacdo baseadas em uma abordagem de duas
fases continuas para liquidos borbulhantes, ideal para a amplitude de
movimento como um sinal celular, seus efeitos foram cessados apds o
tratamento.

A utilizacao da fonoforese, que consiste na utilizacdo de ondas acusticas
de ultrassom para auxiliar a penetracdo de substancias no tecido subcutaneo
muito utilizado na fisioterapia (Goraj-Szczypiorowska, Zajac, & Skalska-
Izdebska, 2007), em diversas patologias associadas ou ndo a medicamentos,
como osteoartrite de joelho, distirbios musculoesqueléticos (Boonhong,
Suntornpiyapan, & Piriyajarukul, 2018; Coskun Benlidayi, Gokcen, & Basaran,
2018), foi proposto neste estudo no protocolo hibrido relacionado a aplicacéo
intradérmica do gas ozénio (1,0 mL na concentracdo de 20 ug/L) dentro do
pigmento e no seu entorno, e na sequéncia a aplicacdo do UST de alta
frequéncia, acreditava-se na possibilidade da acdo conjunta dos principios da
fonoforese, mas entretanto, tais efeitos ndo foram observados, apesar da
avaliacdo macroscopica demonstrar uma diminuicdo da despigmentacdo da
tatuagem na pele do animal, porém nas avaliacGes histolégicas os pigmentos
exdgenos estavam moderadamente presentes com resultados inferiores
guando comparados aos outros protocolos testados. O UST de alta frequéncia
promove a cavitacdo através de ondas acusticas, gerando um efeito térmico
local, contribuindo negativamente para a lipoperoxidacdo da membrana celular
através da acdo do ozbénio, anulando-o, ou reduzindo suas propriedades de
inducao celular.

Os efeitos do 0z6nio no tecido subcutaneo foram relatados em diferentes
estudos em modelos animais, como queimaduras de segundo grau injetando
0z6nio no tecido subcuténeo lesionado (Karakaya et al., 2021), sinalizacdo
celular para diferenciacdo basal de queratindcitos no tratamento da psoriase
(Gao et al.,, 2020), uso intradérmico de solucdo salina ozonizada como
promotor de crescimento na cicatrizacao de feridas na pele de ratos diabéticos
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(Hesham et al., 2023). Em todos os estudos, os resultados foram confirmados
através de técnicas histoldgicas, como foi feito neste estudo.

Estudos indicam que o 0zb6nio pode facilitar o processo de cicatrizacéo
de feridas através do aumento da microcirculagdo, com uma infiltracdo
sequencial de neutrdfilos, macréfagos e linfécitos, induzindo e regulando
leucécitos e macréfagos, induzindo um processo de cicatrizagdo de feridas
mais precoce, levando a reepitelizacdo para reparacao de feridas (Diaz-Luis,
Menendez-Cepero, Diaz-Luis, & Ascanio-Garcia, 2015; Liu et al., 2023). Na
tatuagem azul, pigmentos que receberam apenas o0zo6nio, foi observada
pigmentacdo exdgena, com leve edema e infitrado predominantemente
linfocitario na derme, muito semelhante aos pigmentos que receberam o UST
para despigmentacdo, mas com edema moderado e infiltrado, eosinofilico e
linfocitario na derme, e os pigmentos tratados com o protocolo hibrido (O3
+UST) além do edema, o infiltrado foi predominantemente linfocitario como
observado no grupo controle.

Sabe-se que 0 o0zdnio desempenha um papel na regulacdo do sistema
imunitario durante o tratamento de doencas, aumentando o numero de
leucécitos e aumentando a capacidade fagocitica dos granuldcitos,
promovendo a formacao de mondcitos e ativando os linfécitos T (Kucuksezer et
al., 2014). Nos trés protocolos desenvolvidos para a remocdo de pigmentos
azuis, observou-se um efeito de maior ou menor intensidade no processo de
despigmentacdo, mas novos estudos devem ser testados como em tatuagens
antigas para saber se o mesmo perfil celular sera mantido. Por fim, outras
dosagens de o0zbnio, intensidades de UST e intervalos entre aplicacbes com
intervalos mais curtos para estabelecé-lo como uma técnica potencial para a
remocao de tatuagens.

A avaliacdo termografica foi empregada neste estudo por tratar-se de
uma técnica ndo invasiva, sem necessidade de contato fisico, ndo causando
estresse ao animal, sendo capaz de medir o calor emitido pela superficie alvo
através da radiacdo infravermelha, correspondendo a temperatura da pele
(Souza et al, 2018), possibilitando avaliar o animal em diversas situacdes. No
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caso deste estudo, utilizamos os termogramas para monitorar a variacao da
temperatura induzida pelas terapias.

A termografia € uma ferramenta atil no bem-estar animal, identificando
lesbes subclinicas, e possiveis alteracdes provenientes do uso das técnicas
propostas, prevenindo lesbes (da Silva, et al, 2022). Tanto o Os quanto o UST,
geraram aumento de temperatura em funcéo de seus mecanismos de acao,
observados pela variabilidade da temperatura no local da utilizacdo nos
protocolos testados durante a execucdo das técnicas. Em todos 0s grupos
houve aumento de temperatura no inicio da aplicacdo dos protocolos. Pode-se
atribuir esse aumento aos mecanismos de agdo do UST (Guirro et al, 2023,
Valandro et al, 2015), e pela acdo da infusdo do gas ozbnio na pele dos
animais (Severo et al, 2019). No entanto, no grupo controle n&do houve
aplicacdo de nenhuma técnica havendo também o aumento de temperatura.
Desta forma, o que se discute é a influéncia do estresse aumentado nos
animais devido a adaptacdo ao manuseio (Pulido-Rodriguez, 2017).

No periodo intermediario, houve um aumento, somente do grupo UST e
hibrido, isso pode ser atribuido ao fato dos mecanismos de acdo da técnica
UST, havendo o efeito térmico e cavitacional, ndo ocorrendo nos demais
grupos, controle e Os.

No periodo final, todos os grupos apresentaram a diminuicdo de
temperatura, ndo foi realizado a medicdo ocular dos animais para avaliar o
estresse, a proposta do estudo foi avaliar a temperatura no local das terapias,
para a seguranca e conforto dos animais. A hipotese que mais se adequa €é
que no periodo final os animais ja estavam adaptados com as técnicas
utilizadas, ambientados ao local em que estavam inseridos e ao manuseio dos
tratadores e pesquisadores.

Neste estudo nao foi realizada a avaliacao da superficie total da pele dos
animais, a temperatura corporal pode ser captada através de termogramas
oculares ou do dorso total, por razdes anatdmicas a temperatura ocular pode
estar associada a temperatura do nucleo corporal por sua proximidade ao
cérebro (Pulido-Rodrigue, 2017).
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Durante a revisdo bibliografica ndo foram encontradas pesquisas que
abordassem a utilizagdo da termografia no monitoramento da temperatura em
técnica intradérmica de gas Os, t&o pouco na captagdo para a utilizacdo de
técnicas de UST, para remocao de tatuagem, porém a utilizacdo da termografia
colaborou para a seguranca no controle de temperatura ao aplicar técnicas que
geram o efeito cavitacional e térmico, sendo util na adequacédo da técnica de
ultrassom, onde foi necessario aumentar a camada do hidrogel no periodo
intermediario para a aplicacdo do UST na pele dos animais, possibilitando
seguranca, conforto e qualidade na emissividade das ondas emitidas pelo
ultrassom.

Os exames histologicos ndo demonstraram leses na pele dos animais
em detrimento a utilizacdo das técnicas Os e UST, caracterizando as técnicas
seguras, com baixas reacdes adversas, sendo um tratamento em potencial

adjuvante na remocao de pigmentos exégenos.
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9 CONCLUSAO

Neste estudo preliminar a aplicacdo do 0zénio gasoso e o ultrassom
terapéutico conseguiram despigmentar de forma parcial os pigmentos azuis
tatuados no modelo animal suino, confirmado com as andlises histoldgicas,
entretanto a associacdo de ambas as técnicas ndo obteve 0sS mesmos
resultados mantendo-se mais préximo ao grupo controle. Novos estudos se
fazem necessarios testando outras dosagens, frequéncias de aplicacoes,
tatuagens antigas, aumentando as possibilidades de ganhos fisiolégicos e
estéticos na fisioterapia dermatofuncional com o uso destas terapias, inclusive
para a prevencdo e/ou melhora de indices preditivos de intercorréncias

dermatoldgicas advindas das praticas de remocao de tatuagens.
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