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RESUMO 
 

Óleo de girassol ozonizado favorece a cicatrização de feridas induzidas pelo 
veneno de Lachesis muta muta em ratos wistar 

 
O acidente pela serpente do gênero Lachesis muta muta de ocorrência na floresta 
Amazônica provoca tanto efeito local como sistêmico e a gravidade na hora do 
atendimento depende do tempo de sua ocorrência. O antiveneno é indispensável, 
mas tem pouco efeitos locais, desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os 
efeitos da dose de 1mg/Kg de veneno laquético no local da inoculação, o tratamento 
tópico com óleo de girassol ozonizado, associado ou não ao antiveneno em ratos. 
Quatro grupos de ratos (n=10 cada grupo) foram distribuídos em: controle- solução 
de cloreto de sódio 0,9% (C); veneno + óleo de girassol ozonizado (VOZ); veneno 
(V); óleo de girassol ozonizado (OZ). Seis horas após aplicação do veneno os 
animais receberam o antiveneno. O membro inoculado foi avaliado durante 17 dias 
por meio de avaliação morfológica, termográfica, histológica e pela dimensão fractal 
(FD). O veneno provocou dor, edema, inflamação, úlcera, crosta e necrose, 
hipotermia local no segundo dia e redução das áreas de maior temperatura para os 
grupos V e VOZ. No grupo VOZ houve redução da dor, úlcera, crosta, necrose e 
menor infiltrado inflamatório; o colágeno na FD foi maior para os grupos V, seguido 
do VOZ e OZ. Conclui-se que o veneno de Lachesis muta muta na dose de 1mg/Kg 
causa severos efeitos locais no membro inoculado, o óleo de girassol ozonizado 
favorece a reparação destes efeitos e não causa reação adversa local. 
 
Palavras chave: acidente ofídico, cicatrização, dimensão fractal, ferida cutânea, 
ozonioterapia, termografia. 
  



ABSTRACT 
Ozonized sunflower oil encourages the healing of wounds induced by Lachesis 

muta muta poison in wistar rats 
 
The accident by the snake of the genus Lachesis muta muta occurring in the Amazon 
rainforest causes both local and systemic effects and the severity at the time of care 
depends on the time of its occurrence. Antivenom is indispensable, but has little local 
effects, therefore, the objective of this study was to evaluate the effects of the dose of 
1mg/Kg of laquetic poison at the inoculation site, topical treatment with ozonated 
sunflower oil, associated or not to antivenom in rats. Four groups of rats (n = 10 each 
group) were distributed in: control - 0.9% sodium chloride solution (C); poison + 
ozonized sunflower oil (VOZ); poison (V); ozonized sunflower oil (OZ). Six hours after 
application of the poison, the animals received the antivenom. The inoculated limb 
was evaluated for 17 days by means of morphological, thermographic, histological 
and fractal dimension (FD) evaluation. The poison caused pain, edema, 
inflammation, ulcer, crust and necrosis, local hypothermia on the second day and 
reduced areas of higher temperature for groups V and VOZ. In the VOZ group there 
was a reduction in pain, ulcer, crust, necrosis and less inflammatory infiltrate; 
collagen in FD was higher for groups V, followed by VOZ and OZ. It is concluded that 
the poison of Lachesis muta muta at a dose of 1mg/Kg causes severe local effects 
on the inoculated limb, ozonated sunflower oil favors the repair of these effects and 
does not cause a local adverse reaction. 
 
Keywords: ophidic accident, healing, fractal dimension, skin wound, ozone therapy, 
thermography. 
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HIGHLIGHTS  
 

o A dose de 1mg/Kg de veneno Lachesis muta muta causa lesão local severa em 

rato 

o Óleo de girassol ozonizado via tópica em rato favorece recuperação da lesão 

local causada pelo veneno laquético 

o Óleo de girassol ozonizado via tópica não causa reações adversas locais em rato 
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Resumo 
Terapias que minimizem os efeitos locais do veneno de Lachesis muta muta 

são escassos na literatura. Neste estudo, o objetivo foi avaliar o efeito da dose de 

1mg/Kg de veneno laquético no local da inoculação, o tratamento tópico com óleo de 

girassol ozonizado, associado ou não ao antiveneno em ratos. Quarenta ratos foram 

distribuídos nos grupos: controle-solução de cloreto de sódio 0,9% (C); veneno + 

óleo de girassol ozonizado (VOZ); veneno (V); óleo de girassol ozonizado (OZ). Seis 

horas após o veneno administrou-se o antiveneno e avaliou-se o membro inoculado 

durante 17 dias pela análise morfológica, termográfica, e ao 17º dia avaliou-se 

através da histologia e dimensão fractal (FD). O veneno provocou dor, edema, 

inflamação, úlcera, crosta e necrose, hipotermia local no segundo dia e redução das 

áreas de maior temperatura para os grupos V e VOZ. No grupo VOZ houve redução 

da dor, úlcera, crosta, necrose e menor infiltrado inflamatório; o colágeno na FD foi 

maior para os grupos V, seguido do VOZ e OZ. Conclui-se que na avaliação local do 

membro inoculado com o veneno de Lachesis muta muta, a dose de 1mg/Kg causou 

severos efeitos locais, o óleo de girassol ozonizado via tópica favoreceu a 

cicatrização das feridas induzidas pelo veneno e não causou nenhum efeito adverso 

local.  
 
 

Palavras chave: acidente ofídico, cicatrização, dimensão fractal, ferida cutânea, 

ozonioterapia, termografia 
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Introdução 

Com cerca de 5,4 milhões de acidentes ofídicos humanos e mais de 125.000 

mortes a cada ano¹,², os mesmos foram reinseridos na lista de doenças tropicais 

negligenciadas da Organização Mundial de Saúde (OS) em 2017³,⁴,⁵ . 

As serpentes do gênero Lachesis, família Viperidae, classificadas de acordo 

com sua dentição como solenóglifa, de reprodução ovípara são conhecidas 

popularmente no Brasil como surucucu, pico de jaca, surucutinga, malha de fogo e 

habita principalmente a floresta amazônica e mata atlântica⁶,⁷. A serpente é capaz de 

injetar grandes quantidades de veneno (acima de 300 mg) e seu acidente é 

considerado grave com efeitos local e sistêmico com sinais de síndrome vagal, 

importante no diagnóstico diferencial do acidente botrópico⁷. 

Segundo levantamento do Ministério da Saúde, no Brasil durante todo o ano 

de 2018 houve 28.946 casos de acidentes ofídicos, número maior que o ano 

anterior, 2017 de 28.736 e menor que 2011 com 31.145 casos. Porém, apesar do 

grande número, considerado subnotificado, houveram apenas 104 óbitos sendo 40 

destes provenientes da região nordeste, no ano de 2018⁸. 

Machado9, relatou que entre 2007 a 2015 o gênero Lachesis foi responsável 

por 3,13% das notificações, sendo excluídos os casos onde não foi identificado o 

gênero da serpente (11,77%). Neste mesmo período, o gênero foi responsável por 

7.736 notificações, onde a região norte foi a mais acometida, responsável por mais 

de 90% dos registros. 

O acidente pode atingir todas as espécies de animais domésticos¹⁰,¹¹ e a 

gravidade dos sinais clínicos no atendimento, tanto locais (dor, edema, eritema, 

hemorragia, equimose, necrose) como sistêmico (alteração do tempo de 

coagulação, bradicardia, dor abdominal, êmese, diarreia, hipotensão arterial, 

sonolência, nefrotoxicidade, choque)¹²,¹³,¹⁴,⁶,⁷ estão relacionados a vários fatores mas 

principalmente ao tempo da ocorrência do acidente até o atendimento¹⁵. 

As toxinas conhecidas da Lachesis muta são as serinoproteinases, L-

aminoácido oxidase, fosfolipases A 2 (PLA 2), hialuronidase e leticina tipo c ¹⁶,¹⁷. 

Embora a aplicação do antiveneno seja o tratamento convencional, possui 

pouco efeito local, apresenta problemas como falta de disponibilidade em regiões 

distantes, possibilidade de reação de hipersensibilidade imediata e tardias, 

problemas de regionalização das espécies das serpentes, alto custo de produção 
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com baixa margem de lucro, reduzindo o interesse das indústrias 

farmacêuticas¹⁸,¹⁹,²⁰,³. Colombini et.al21,  notaram que o antiveneno polivalente para 

Bothrops  e Lachesis é insuficiente para neutralizar a ação hemorrágica e os efeitos 

de incoagulabilidade que o veneno de Lachesis muta muta pode ocasionar, e 

correlacionam este efeito com as diferenças estruturais entre os dois gêneros de 

serpentes²¹. 

No Brasil ano de 2018, por meio da Portaria nº 702/GM/MS, o Ministério da 

Saúde declarou a ozonioterapia como uma prática de ação integrativa, de baixo 

custo, comprovada e segura, incluindo-a como tratamento alternativo para usuários 

da rede pública de saúde, as chamadas de Práticas Integrativas e Complementares 

no Sistema Único de Saúde (SUS), que são oferecidas gratuitamente aos usuários 

quando há recomendação médica e interesse do paciente²². 

Na literatura, encontramos uma diversidade de estudos que utilizaram 

diferentes vias de administração do ozônio, via subcutânea²⁴, intramuscular²⁴, 

intradiscal²⁵,²⁶, intra-articular²⁷, intracavitária no espaço peritoneal ou pleural²⁸, 

intravaginal, intra-uretral e vesical²⁹, tópica³⁰,³¹,³², odontológica³³ e auto-hemoterapia 

ozonizada³⁴,³⁵. Como formas tópicas têm-se o uso de óleo ozonizado principalmente 

os de girassol e oliva³⁶,³⁷ e evidências apoiam seu efeito satisfatório em feridas 

cutâneas³⁸, como fístulas e feridas pós-cirúrgicas, úlceras de pressão, tróficas, 

isquêmicas e feridas diabéticas. Promove redução da infecção microbiana, tem 

efeito de desbridamento, modulação da fase inflamatória, estimulação da 

angiogênese e também reações biológicas e enzimáticas que favorecem o 

metabolismo do oxigênio melhorando a cicatrização das feridas³⁹,²⁸.  

Embora haja pesquisas sobre os efeitos terapêuticos do ozônio em vários 

processos cicatriciais, não há na literatura estudo que demonstre os efeitos do óleo 

ozonizado em lesões causadas pelos venenos ofídicos e em específico o veneno 

laquético. Com isso, levantamos a hipótese de que o óleo ozonizado via tópica 

poderia trazer benefício como terapia complementar minimizando os efeitos locais 

provocados pelo veneno laquético, favorecendo a cicatrização e recuperação do 

paciente. 

Considerando a importância deste acidente ofídico, as graves lesões locais 

provocadas pelo veneno e não ter sido encontrado na literatura nenhum estudo 

científico utilizando óleo de girassol ozonizado usado via tópica, nosso objetivo foi 
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avaliar a dose de 1mg/Kg de veneno laquético no local da inoculação, o tratamento 

tópico com óleo de girassol ozonizado, associado ou não ao antiveneno em ratos 
 
 
Material e Métodos 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da Universidade (protocolo nº 5612), desenhado e monitorado de acordo com os 

princípios éticos preconizados pela Resolução Normativa 33 do CONCEA⁴⁰ e as 

diretrizes ARRIVE⁴¹. 

Quarenta ratos Wistar, 90 dias, 250g, machos, foram mantidos em gaiolas 

individuais, com água e ração à vontade, em ambiente climatizado com temperatura 

de 22ºC±2oC e fotoperíodo 12 horas claro/escuro e aclimatados com uma semana 

anterior ao início do experimento. Foi realizado tricotomia no membro posterior 

esquerdo no dia anterior à inoculação do veneno. Os animais alocados em quatro 

grupos (n=10 cada grupo) receberam: solução fisiológica (C = controle); veneno + 

óleo de girassol ozonizado (VOZ); veneno (V); óleo de girassol ozonizado (OZ). 

 
Veneno bruto e antiveneno 

Amostras liofilizadas do "Pool" de venenos de Lachesis muta muta foram 

fornecidas pelo Centro de Estudos e Pesquisas Biológicas da PUC de Goiás e 

mantidas congeladas a -20ºC até o momento de uso. O veneno foi inoculado no 

membro posterior esquerdo, via intramuscular (IM) na dose de 1,0mg/Kg.  

O antiveneno Master Soro Plus® (Vencofarma) foi administrado seis horas 

após a aplicação do veneno via intraperotineal (IP), na dose preconizada pelo 

fabricante para neutralizar a quantidade de veneno inoculado. 

 
Óleo de girassol ozonizado 

O óleo de girassol ozonizado contendo índice de peróxido equivalente padronizado 

de 700meq/kg foi adquirido pronto para uso da Ozone&Life® - Tecnologia em 

Geradores de Ozônio, Brasil.  Foi instilado duas gotas (cerca de 0,1mL) via tópica no 

local de inoculação do veneno e por toda a extensão da lesão, com auxílio de hastes 

de algodão realizando 5 movimentos circulares. Os animais foram tratados a cada 

24 horas durante 16 dias. 
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Avaliação morfológica 

Os parâmetros clínicos relacionados à evolução do processo cicatricial 

utilizados neste estudo foram baseados no estudo de Abegão et al., (2015)⁴² e  

Barrionuevo et al., (2015)⁴³, com os seguintes escores: sensibilidade dolorosa (0- 

ausente; 1- presente (considerada quando havia uma ou mais mudanças no 

comportamento do animal, tais como: inquietude, agitação, vocalização e 

movimento de virar a cabeça com intenção de morder após contato com a lesão), 

cor do membro (1- rósea; 2- amarelada; 3- pálida; 4- cianótica), edema, necrose 

úlcera sendo (0-ausente; 1-presente). Os animais foram avaliados nos momentos 

1(dia 1), 2(dia 2), 3(dia 3), 4(dia 4), 5(dia 5), 6(dia 6), 7(dia 7), 10(dia 10), 13(dia 

13), 17(dia 17) 

As lesões foram fotografadas por câmera digital modelo Coolpix P510 

(Nikon®) em todos os momentos de avaliação. 

 

Avaliação termográfica 

Foi utilizado técnica de imagem por meio de emissão infravermelha de calor 

da superfície corporal, não invasiva, onde foi gerado uma imagem que expressou 

um gradiente térmico em um padrão de cores, sendo a cor branca de maior 

temperatura e a cor azul escuro de menor temperatura, utilizando câmera 

termográfica Flir One Pro® acoplada ao celular com Aplicativo Flir One para 

avaliação da temperatura da imagem (Figura 1A). As imagens foram realizadas 

sempre no mesmo horário em ambiente controlado com temperatura ambiente de 

22oC±2oC.  

Para determinar a área de lesão do membro inoculado foram usadas fotos 

termográficas na resolução padronizada de 17,5 x 23,5 cm, dessa maneira 

utilizando a formula A = b . h ⁴⁴ totalizam uma área de 411,25 cm2 de imagem a 

uma distância também padronizada de 34cm. Através do programa de edição 

vetorial CorelDRAW Graphics Suite 2020 foi aplicado uma máscara quadriculada 

de 30x30 medindo cada um 11,3 mm2, resultado esse obtido através da equação 

de determinação de área do quadrado: A = L2 ⁴⁴. Foram contados quantos 

quadrados representam a área mais quente (representada pela cor branca) e 

todos os seus arredores (representada pela cor vermelha) (Figura 1B). A avaliação 
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termográfica foi realizada nos momentos 1(dia 1), 2(dia 2), 3(dia 3), 4(dia 4), 5(dia 

5), 6(dia 6), 7(dia 7), 10(dia 10), 13(dia 13).  

 

 

 

 
Figura 1. A) Imagem termográfica do membro do rato inoculado com veneno 

laquético, indicando a área branca de maior temperatura, utilizando a câmera 

termográfica Flir One Pro® acoplada ao celular com Aplicativo Flir One. B) 

Imagem termográfica do membro do rato inoculado com veneno laquético com 

imagem quadriculada, realizada através do programa de edição vetorial 

CorelDRAW Graphics Suite 2020.  

 

Análise histológica  

No dia 17 (último dia de experimento), após a eutanásia dos animais com 

cloridrato de xilazina 2% (Xilazin® 2%) 7,5mg/Kg intraperitoneal (IP) e cetamina 

(Ketamina®) 60mg/Kg IP⁴⁶ foi realizada a extração do membro posterior inteiro, tanto 

direito quanto o esquerdo, e fixados em solução de formalina tamponada a 10% por 

24 horas e posteriormente realizados corte perpendicular a ferida, armazenado em 

cacetes histológicos e obtidos cortes de 5 µm de espessura e corados com 

Hematoxilina e Eosina (HE) para análise de neovascularização, infiltrado inflamatório 

mononuclear, infiltrado inflamatório polimorfonuclear, fibroblastos, necrose, edema, e 

tipo de tecido conjuntivo. As alterações foram classificadas em 0-ausente, 1-discreto 

(1% a 25%), 2-moderado (26% a 50%) e 3-acentuado (51% a 100%) e o tecido 

conjuntivo classificado em denso ou frouxo.  
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Análise Fractal  

A dimensão fractal (FD) para o colágeno foi realizada em amostras preparadas 

de acordo com a análise histológica, porém as lâminas foram coradas com Tricômio 

de Masson, e o cálculo baseado em 4 imagens de cada animal, de cada grupo. As 

imagens foram submetidas ao processo de binarização para leitura, tornando-as 

pretas e brancas, onde as fibras colágenas se apresentaram brancas. 

Sequencialmente a análise ocorreu utilizando o método de contagem de caixas (box-

couting), com quantificação da distribuição em pixels, para isso foi utilizado o 

software Image J (Instituto Nacional de Saúde, Estados Unidos – NIH), disponível 

gratutitamente na internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Os tamanhos das caixas 

analisadas foram calculados pelo software (2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 32 and 64) (Figura 

2). O gráfico log/log foi realizado de acordo com o método descrito por Garcia, et al. 

(46), onde foi verificada a média de números na caixa de cada grupo e seu tamanho, 

ficando sempre entre 0 e 2. 

 

 
Figura 2. A) Printscreen da tela do Software Image J analisando o colágeno em uma 

lâmina corada em Tricômio de Masson; B) Printscreen da tela do Software Image J 

da lâmina da imagem “A” após ser submetida ao processo de binarização. 

 

Análise estatística 

Para análise dos dados foi utilizado o software Action Stat, um sistema 

estatístico que utiliza a linguagem R e trabalha de forma integrada ao Excel. Para 

todos os testes foi adotado nível de significância de 5% (p<0,05). 
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Para verificar a existência de associação entre variáveis qualitativas foi 

aplicado o Teste Qui-Quadrado ou, em algumas situações, o Teste Exato de Fisher. 

Os testes aplicados para a termografia foram o teste de normalidade nos dados 

(Shapiro Wilk), nos casos onde os dados não seguem uma distribuição normal foi 

aplicado um teste não-paramétrico de comparação, o teste de Kruskal-Wallis. E nos 

dados onde os dados seguem uma distribuição normal, foi utilizado o teste Tukey, 

também foram aplicados testes de comparação múltipla (Kruskal-Wallis) para 

verificar se os resultados das variáveis Área Branca e Área Vermelha podem ser 

considerados diferentes por grupos e por momentos. Para análise da dimensão 

fractal foi aplicado o teste de normalidade dos dados (Shapiro Wilk), que obteve p-

value menor que 0,01, portanto, foi constatado que os dados não seguem uma 

distribuição normal. Sendo assim, foi necessário aplicar um teste não-paramétrico 

para comparar os 4 grupos, o teste de Kruskal-Wallis. 

 
Resultados 

 Na avaliação morfológica, as variáveis sensibilidade dolorosa, cor, edema e 

úlcera se comportaram de forma diferente (p<0,01) entre os grupos e entre 

momentos. A evolução do processo de cicatrização das feridas nos diferentes 

grupos pode ser observada na Figura 3. 

 

 

 
Figura 3. Imagens macroscópicas das lesões no membro posterior esquerdo de 

ratos inoculados com veneno laquético na dose de 1mg/Kg nos dias 1, 7 e 17 nos 
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grupos controle (C1, C7, C17); veneno+óleo de girassol ozonizado (VOZ 1, VOZ 7, 

VOZ 17); grupo veneno (V1, V7, V17); grupo óleo de girassol ozonizado (OZ1, OZ7, 

OZ17). 

 

O grupo V foi o que apresentou maior sensibilidade dolorosa entre os grupos 

(50%), seguido do VOZ (23%) e OZ (7,8%), já o grupo C foi o único a apresentar 

100% de ausência de sensibilidade dolorosa. Avaliando por momentos, observou-se 

no primeiro dia 50% de sensibilidade dolorosa, chegando a quase 0% no dia 13 

(Figura 4). 

 
Figura 4. Análise morfológica da porcentagem de sensibilidade dolorosa no membro 

de rato inoculado com veneno laquético na dose de 1mg/Kg, comparação entre 

grupos C (controle), VOZ (veneno + óleo ozonizado), V (veneno). 

 

A coloração rósea do membro no local da inoculação do veneno predominou 

nos animais de todos os grupos, no entanto, coloração cianótica foi observada em 

maior porcentagem dos animais do grupo V (22%) seguido do VOZ (17%), além de 

palidez em 8% dos animais do grupo V. A coloração cianótica foi presente nos três 

primeiros dias com 48%, 28% e 13% dia respectivamente, enquanto que a coloração 

pálida foi presente nos diaa 2 (5%) e 3 (13%) (Figura 5). 

A presença de edema se deu em 28% dos animais no grupo VOZ, 19% do 

grupo V e ausente nos demais com presença de 50% nos primeiros sete dias, 

seguido de redução significativa (p<0,01) no M10 (Figura 5). 
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Figura 5. Análise morfológica da coloração e edema no membro inoculado, 

comparação entre grupos C (controle), VOZ (veneno + óleo ozonizado), V (veneno) 

e OZ (óleo ozonizado) nos momentos 1 ao 7, 10 e 13. 

 

A formação de úlceras no membro inoculado foi presente em 60% no grupo 

V, 50% no VOZ, e 1% OZ. Porém quando avaliadas por momentos a ulceração 

esteve presente em todos os momentos de avaliação com maior porcentagem (45%) 

nos dias 6 e 7 (Figura 6). 
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Na análise morfológica, os animais do grupo V apresentaram a maior 

incidência de necrose (70%), seguido do grupo VOZ (30%), desde o primeiro dia até 

o quarto dia de avaliação (Figura 6). 

 

 
Figura 6. Análise morfológica da úlcera e necrose no membro inoculado, 

comparação entre grupos C (controle), VOZ (veneno + óleo ozonizado), V (veneno) 

e OZ (óleo ozonizado). 

 

Na avaliação termográfica no dia 2 houve queda significativa (p<0,01) na 

média da temperatura local do membro inoculado (Figura 7) e na áre branca e 

vermelha dos animais dos grupos V (34,9oC) e VOZ (34,8oC) sendo a média mais 

baixa de todos os momentos (Figura 7). A área da lesão foi menor 
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Figura 7. Gráfico das médias da temperatura no exame de termografia, comparação 

entre momentos nos diferentes grupos C (controle), VOZ (veneno + óleo ozonizado), 

V (veneno) e OZ (óleo ozonizado), nos dias 1 ao 9, dia 11 e dia 13. 

 

Na análise histológica as variáveis, infiltrado mononuclear, infiltrado 

polimorfonuclear, fibroblastos e necrose diferiram de maneira significativa (p<0,01). 

As demais variáveis, neovascularização, tecido conjuntivo e edema não diferiram 

entre grupos. 

No grupo VOZ foi presente 70% de infiltrado mononuclear moderado, e 20% 

acentuado e 10% discreto; grupo V 40% moderado, 30% acentuado e 30% discreto; 

grupos C e OZ foi de ausente a discreto. O infiltrado polimorfonuclear no grupo VOZ 

foi 60% discreto, 20% moderado e 10% acentuado; no grupo V 40% acentuado, 30% 

moderado e 20% discreto. A presença de fibroblastos foi de 70% moderado, 20% 

discreto e 10% acentuado no VOZ e no V 30% moderado e 70% acentuado. Para 

necrose no VOZ foi 40% moderado, 30% discreto e 20% acentuado; no V 60% 

moderado, 20% acentuado e 20% discreto (Figura 8). 
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Figura 8. Fotomicroscopia de algumas alterações encontradas no tecido muscular no 

membro inoculado dos animais dos diferentes grupos no dia 17. A-Animal do grupo 

VOZ indicando na seta intenso infiltrado inflamatório mononuclear (Objetiva de 40x); 

B-grupo V, indicando na seta intenso infiltrado inflamatório polimorfonuclear 

(Objetiva de 10x).; C-grupo V, indocando na seta presença de fibroblastos (Objetiva 

de 10x).; D-grupo VOZ, indicando na seta necrose em camada muscular indicado 

pela seta (Objetiva de 10X). 

 

Os resultados da dimensão fractal para o colágeno analisadas pela 

coloração de Tricômio de Masson, indicaram que o grupo controle diferiu (p˂0,01) 

dos demais grupos e houve semelhança estatística entre os grupos V e OZ, já os 

grupos C e VOZ são diferentes entre si, e entre os grupos V e OZ, sendo o V com 

maior média entre os grupos (Figura 9). 
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Figura 9. Análise da dimensão fractal para o colágeno dos grupos C (controle), VOZ 

(veneno + óleo ozonizado), V (veneno), OZ (óleo ozonizado) no dia 17. 

 

 
Discussão 

Embora a reação inflamatória seja importante para o organismo quando se 

trata de proteção a patógenos e a reparação do tecido danificado, ela apresenta 

mecanismos que causam desconfortos físicos, conhecidos também como sinais 

cardinais do processo inflamatório como o aumento da temperatura, rubor, dor e 

edema⁴⁷,⁴⁸. O veneno da Lachesis muta muta tem grave efeito local e sistêmico e a 

maioria dos autores utilizam a dose de 1,5 mg/Kg nos estudos experimentais⁷, 

diferente da dose usada no atual estudo de 1mg/Kg, mas que induziu efeitos locais 

severos de dor, edema e necrose e sem ocorrência de óbito o que favoreceu o 

estudo a longo prazo (17 dias). O antiveneno é a única terapia eficaz para o acidente 

ofídico, no entanto ele possui uma fraca ação sobre os efeitos locais¹ e na literatura, 

não há estudos sobre os efeitos do óleo ozonizado em feridas dessa natureza. 

De acordo com alguns autores, o ozônio pode reagir com os componentes do 

sangue afetando o metabolismo do oxigênio, o sistema de defesa antioxidante, a 

energia celular e a microcirculação, ativar a expressão de citocinas importantes para 

a cicatrização de feridas, aumentar a perfusão sanguínea, induzir a expressão do 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformador-

β (TGF-β) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)⁴⁹.  
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Nos animais do grupo VOZ a diminuição da sensibilidade dolorosa no membro 

pode ser atribuída ao óleo de girassol ozonizado uma vez que os animais tratados 

somente com veneno e antiveneno manifestaram maior porcentagem de dor. Esta 

ação atribuída ao óleo ozonizado foi descrita em pacientes com herpes zoster⁵⁰ e na 

estomatite aftosa recorrente⁵¹, no entanto, Travagli et al (2009) é quem descreve que 

semelhante a ação do ácido hialurônico, muito provavelmente quando ozônio entra 

em contato com a ferida ele se dissocia lentamente em vários peróxidos produzindo 

peróxido de hidrogênio explicando esta atividade específica do óleo ozonizado⁵². 

 De acordo com os achados morfológicos houve predominância de coloração 

rósea, menor formação de úlceras e menor porcentagem de necrose nos animais do 

grupo VOZ comparado aos do grupo V. A presença significativa de edema nos 

grupos VOZ e V só pôde ser observada na análise morfométrica e se justifica pela 

ação direta do veneno¹⁶. 

 Aos 17 dias, houve menor infiltrado inflamatório para o VOZ comparado ao V e 

predominou infiltrado inflamatório mononuclear para o VOZ e infiltrado inflamatório 

polimorfonuclear para o grupo V. O processo inflamatório se inicia com células 

polimorfonucleares e posteriormente se torna mononuclear, sendo importante para o 

processo cicatricial, porém quando ocorre uma inflamação contínua isso pode 

prejudicar a cicatrização⁴⁷,⁵³. A necrose local é um dos sinais clínicos conhecido no 

acidente laquético¹²,¹³,¹⁴,⁶,⁷ e ela ocorre pela ação direta das suas toxinas nos tecidos 

por ação das serinoproteinases (SVSP), metaloproteinases (SVMP), L-aminoácido 

oxidase (LAAO), fosfolipases A 2 (PLA 2 ) e hialuronidase¹⁶,⁵⁴.  Recentemente um 

estudo demonstra que o veneno de  L . muta muta induz a morte dos queratinócitos 

por apoptose e necrose, que não podem ser separadas temporalmente. No entanto, 

a proporção de células apoptóticas é maior do que de células necróticas, sugerindo 

que a apoptose pode ser a forma predominante de morte celular⁵⁴.  

Nossos dados corroboram com os achados de alguns autores, onde os 

pesquisadores observaram que o óleo ozonizado contribui para reduzir a resposta 

inflamatória, podendo assim reduzir a ulceração e necrose, o que ocorre devido a 

ação bactericida, fungicida, e antiviral do ozônio, e seus efeitos de modulação da 

fase inflamatória, estimulação da angiogênese e reações biológicas e enzimáticas 

que auxiliam no metabolismo do oxigênio³⁹,²⁸,⁵³,⁵⁷,⁴⁸. 

O processo de cicatrização tem diferentes fases e nos primeiros dois dias, fase 

inflamatória, diferentes células, neutrófilos, monócitos e linfócitos regulam o 
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processo inflamatório. Após a fase inflamatória, ou seja, nas próximas duas a três 

semanas, na fase da reparação do tecido conjuntivo e epitélio ocorre a fase 

proliferativa com uma desaceleração dos processos ativados e proliferação de 

fibroblastos. Nesta fase de fibroplasia os fibroblastos iniciam a síntese de 

glicosaminoglicanos e fibras colágenas tipos III e I, em seguida os fibroblastos 

ativados e diferenciados em miofibroblastos promovem a contração da lesão e o 

colágeno tipo I se intensifica, os feixes de fibras colágenas ficam mais espessas, a 

maioria das células desaparece e ocorre a apoptose de fibroblastos (fase de 

remodelação)³⁹,⁵⁶.  

No estudo de Xiao, et al. (2017), os pesquisadores observaram que o óleo 

ozonizado promoveu supressão da inflamação e acelerou a cicatrização por ativação 

e migração de fibroblastos gradualmente ao longo do tempo durante a fase inicial da 

cicatrização através da transição epitélio-mesenquimal (epitelial-mesenchymal 

transition-EMT) , ou seja o óleo ozonizado acelerou o processo de fibroblasto EMT 

por meio da regulação positiva das proteínas mesenquimais e diminuição das 

proteínas epiteliais⁵³. 

No atual estudo, na análise de colágeno realizada pela dimensão fractal, com a 

coloração de Tricômio de Masson no dia 17 observou-se maior FD para o grupo V, 

seguido do VOZ e OZ, ordem que também aparece na avalição de fibroblastos. De 

acordo com os achados, podemos dizer na comparação entre os grupos que em 

ordem decrescente de cicatrização o grupo OZ, por apresentar menor porcentagem 

de presença de fibroblastos e colágeno se encontrava aos 17 dias em fase mais 

adiantada no processo de cicatrização, seguido do grupo VOZ e V. 

Kim et al., 2009 observaram em porquinho da índia elevado número de fibras 

colágenas no grupo óleo de oliva ozonizado quando comparado com outros 

grupos³⁹. Autores relataram que em camundongos tratados com óleo de gergelim 

ozonizado, apresentaram cicatrização mais rápida, e que através da coloração de 

picrosirius pode quantificar as fibras colágenas tipo I e III predominando aos 14 dias 

o colágeno tipo III ⁵⁷,⁵⁸. Estudo em ratos, onde foi induzido queimaduras com laser de 

CO2 relatam que as lesões tratadas com o oléo de girassol ozonizado reduziram 

tiveram maior redução na análise macroscópica⁵⁹. O atual estudo apresenta como 

limitação a não avaliação dos tipos e qualidade das fibras colágenas pela coloração 

de picrosirius o que seria de fundamental importância. 
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A injúria tecidual inicialmente causa vasodilatação, aumentando o fluxo 

sanguíneo e causando hiperemia, porém como consequência o sangue se torna 

mais viscoso e a circulação mais lenta, levando a uma hipóxia local que pode 

ocasionar aparecimento de trombos, diminuindo assim a temperatura local⁴⁷. Este 

efeito fisiológico associado a ação necrosante direta local do veneno laquético fez 

com que houvesse uma diminuição significativa da temperatura observada por meio 

da termografia no membro inoculado no dia 2 para os animais dos grupos V e VOZ e 

uma redução da área (mm²) tanto da área branca quanto da vermelha, no grupo V. 

Lembramos que os animais foram aclimatados com 5 dias de antecedência e a sala 

se manteve em todas as avaliações na mesma temperatura (22oC ±2). Silva et al, 

(2020) relataram em equinos que o uso da ozonioterapia injetável reduziu a 

temperatura em aproximadamente 2 graus após o tratamento completo⁶⁰. No atual 

estudo, utilizamos o ozônio via tópica e observamos queda na temperatura de 

ambos os grupos com o veneno e não observamos no grupo OZ, acreditamos que a 

procedência deste achado seja o efeito do veneno, já que conhecidamente ele 

causa graves efeitos locais⁷.  

Autores relatam que a tecnologia de termografia infravermelha prospectiva 

(FLIR) é um método promissor como um complemento às modalidades de imagem 

atuais, mas requer mais estudos para comparação⁶¹. Outros autores relatam que 

seu uso na medicina veterinária deve ser mais explorado para acompanhamento de 

processos inflamatórios⁶² e por ser um método não invasivo, indolor, não 

necessitando do uso de sedativos e por não emitir radiação ionizante⁶³,⁶⁴. As 

limitações do estudo atual com relação a avaliação termográfica incluem o tamanho 

pequeno da amostra e a falta de comparação com outra metodologia como por 

exemplo o ultrassom com doppler, desta forma, sugerimos que outros estudos sejam 

realizados com maior número de animais, comparando os dados da termografia com 

outra metodologia. 

Conclui-se que na avaliação local do membro inoculado com o veneno de 

Lachesis muta muta, a dose de 1mg/Kg causou severos efeitos locais, o óleo de 

girassol ozonizado favoreceu a cicatrização das feridas induzidas pelo veneno e o 

mesmo não causou nenhum efeito adverso local.  
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relevant Ethics Committee or Institutional Review Board provided (or waived) 
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whether participants provided informed consent and whether the consent was written 
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Information on informed consent to report individual cases or case series should be 
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