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RESUMO 

 

 

 

 

O reparo é um evento complexo que exige mobilização de diferentes células a fim de restaurar 

o tecido lesionado. A ozonioterapia tem sido utilizada a fim de contribuir para a resolução mais 

rápida do reparo. O  objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos do ozônio, sob a forma 

de gás e óleo, na caracterização do infiltrado inflamatório monomorfonuclear e quantitativo de 

mastócitos. Tratou-se de um estudo experimental in vivo no qual Ratos Wistar foram 

submetidos à ozonioterapia como abordagem terapêutica para um ferimento cutâneo 

padronizado. Os espécimes foram alocados randomicamente em três grupos experimentais: 

Controle (GC), tratado com Gás ozônio (GGO) e tratado com Óleo Ozonizado (GOO) após a 

cirurgia cutânea, por três dias consecutivos. Os animais foram sacrificados nos 5o e 10o dias. 

Foi realizada análise histomorfométrica em secções teciduais coradas com HE e Azul de 

Toluidina, para análise semiquantitativa do infiltrado inflamatório monomorfonuclear e 

histomorfométrica dos mastócitos, respectivamente. Foi observado que não houve diferença 

estatisticamente significativa no tocante ao infiltrado inflamatório monomorfonuclear entre os 

grupos em ambos os períodos do estudo (p>0,05). Houve crescente aumento do número de 

mastócitos, intactos e desgranulados nos grupos tratados em relação ao controle (GGO 

P=0,0003; GOO p=0,004). Os resultados apresentados ratificam que embora a ozonioterapia 

não tenha modulado o infiltrado inflamatório monomorfonuclear nos periodos avaliados, 

influenciou a participação dos mastócitos em atapas mais tardias do reparo, sugerindo assim 

uma aparente modulação da atividade funcionaldestas células. 

 

 

Palavras-chave: Cicatrização, Inflamação, ozônio, mastócito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

INFLUENCE OF OZONE THERAPY ON MONOMORFONUCLEAR 

INFLAMMATORY INFILTRATE AND MAST CELLS IN WOUND HEALING – 

EXPERIMENTAL STUDY IN VIVO 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

Tissue repair is a complex event requiring different cell mobilization to restore the injured 

tissue. Ozone therapy has been used to contribute to faster resolution of the repair. The objective 

of the present study was to analyze the effects of ozone, as gas and as ozonated oil, on the 

characterization of the monomorphonuclear inflammatory infiltrate and mast cells. This was an 

in vivo experimental study in which Wistar rats were subjected to ozone therapy as a therapeutic 

approach for a standardized skin wound. The specimens were randomly allocated into three 

experimental groups: Control (CG), treated with ozone gas (GGO), and treated with Ozonated 

Oil (GOO) after cutaneous surgery, for three consecutive days. The animals were sacrificed on 

the 5th and 10th days. Histomorphometric analysis was performed on tissue sections stained 

with HE and Toluidine Blue, for semiquantitative analysis of the monomorphonuclear 

inflammatory infiltrate and histomorphometric analysis of mast cells, respectively. It was 

observed that there was no statistically significant difference regarding monomorphonuclear 

inflammatory infiltrate between the groups in both study periods (p>0.05). There was an 

increase in the number of intact and degranulated mast cells in the treated groups in comparison 

to the control (GGO P=0.0003; GOO p=0.004). The results confirm the participation of mast 

cells in the late stages of repair, thus suggesting an apparent modulation of the functional 

activity of these cells. 

 

 

Keywords: Wound Healing, Inflammation, Ozone, Mast Cell. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O reparo tecidual envolve uma sequência de eventos moleculares e bioquímicos que 

culminam na cicatrização de uma determinada lesão. Pode ser desencadeado por diferentes 

agentes etiológicos de natureza física, química ou biológica. A cicatrização de feridas tem se 

constituído um desafio para as profissões de saúde em razão do crescente aumento de doenças 

crônicas e condições clínicas que requerem maior mobilização celular em variados tipos de 

tecido1. Em particular, tem sido relatado na literatura que ferimentos com dificuldade cicatricial 

resultam em maior tempo de permanência de pacientes nos leitos hospitalares e representam 

maiores gastos de recursos financeiros, tanto por desembolso individual quanto pelo Sistema 

de Saúde de uma dada população2.  

O reparo é um evento complexo que compreende múltiplas etapas, nas quais diferentes 

tipos de células são ativadas.  Em especial, os mastócitos (MCs) se destacam por participarem 

em todas as fases desse processo fisiopatológico. A fase inflamatória do reparo se inicia logo 

após o estabelecimento da lesão. Diversos mediadores pré-formados são liberados, entre eles a 

histamina proveniente de MCs residentes no tecido, a qual promove a vasodilatação e como 

consequência ocorre uma maior permeabilidade endotelial, viabilizando o recrutamento de 

outras células de defesa ao sítio da lesão3. Há biossíntese e liberação de substâncias 

vasodilatadoras além da histamina, como as prostaglandinas e outras aminas vasoativas 

decorrentes da desgranulação de MCs, além da geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

- a exemplo do óxido nítrico produzido por células endoteliais e leucócitos4. A fase inflamatória 

ocorre mais intensamente até as primeiras 48 horas após a lesão e em sequência os eventos 

proliferativos e o infiltrado linfo-plasmocitário passam a predominar no microambiente da 

lesão. Um estudo conduzido por Egozi5 e colaboradores (2003) avaliou o relevante papel 

biológico desempenhado pelos MCs na fase inflamatória aguda, e observouque esses foram 

capazes de modular a transmigração tanto de células polimorfo quanto monomorfonucleares. 

Além dos MCs, a crescente diapedese de monócitos resulta em sua diferenciação no tecido 

como macrófagos, que secretam mediadores químicos recém-sintetizados, a exemplo das 

citocinas e fatores de crescimento6, entre eles TGF-α, TGF-β, VEGF, FGF, entre outros7.  
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A fase proliferativa é caracterizada por intensa proliferação celular e crescente biossíntese 

de novos constituintes da matriz extracelular (MEC) com o propósito de formar uma MEC 

provisória8. Nesse contexto, os MCs secretam fatores pró-angiogênicos, interleucina-8, além de 

proteases e heparina9. Já a fase de remodelamento consiste na reorganização da MEC recém- 

sintetizada. Ocorre um estímulo à biossíntese de colágeno tipo I, elastina e outros componentes 

fibrilares que são reorganizados e compactados a fim de atribuir força tênsil ao leito da cicatriz. 

No que diz respeito a essa fase do reparo, ainda há escassez de estudos que avaliaram a 

participação dos MCs. 

Levando em consideração a ocorrência de agravos que impedem o reparo tecidual de 

forma eficaz, têm sido propostas abordagens terapêuticas biomoduladoras, dentre as quais se 

destaca a ozonioterapia, que se constitui no uso medicinal do ozônio, uma molécula alotrópica 

de oxigênio formada por três átomos desse elemento10. Os mecanismos através dos quais o 

ozônio é capaz de exercer seus efeitos terapêuticos incluem a melhora da oxigenação no tecido, 

a eliminação de produtos tóxicos gerados pelas células e a regulação de mecanismos 

imunológicos de defesa do organismo. Ademais, tem sido relatado que o ozônio tem 

propriedades bactericidas, antivirais, fungicidas, assim como estimuladoras da regeneração11. 

Ao interagir com os ácidos graxos insaturados das membranas celulares, pode promover a 

formação de peróxidos hidrófilos que estimulam a produção de compostos desoxigenantes, os 

quais podem acelerar a degradação da oxihemoglobina e a liberação de oxigênio para os 

tecidos12 . 

Diferentes formas de apresentação e vias de administração do ozônio têm sido propostas 

na literatura. Pode ser utilizado sob a forma de gás, associado a óleo, água ou nanopartículas13. 

Adicionalmente, pode ser aplicado por via retal, sublingual, auricular, subcutânea, 

intramuscular ou tópica, com utilização do gás e veículos ozonizados14.  

Diante dos possíveis benefícios oriundos da ozonioterapia na cicatrização de ferimentos, 

urge a necessidade de se analisar os efeitos desse recurso terapêutico em modelos experimentais 

de cicatrização in vivo. Em particular, o presente estudo objetivou avaliar a ação da 

ozonioterapia sobre os MCs e sua relação com o processo inflamatório que se desenrola na 

MEC durante a cicatrização cutânea em ratos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da ozonioterapia sobre o infiltrado inflamatório monomorfonuclear e 

mastócitos em um modelo experimental clássico de cicatrização cutânea in vivo.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Caracterizar o infiltrado inflamatório monomorfonuclear por meio de análise 

semiquantitativa em secções de pele que compreendem a área do ferimento induzido 

experimentalmente; 

Identificar o quantitativo de mastócitos intactos e desgranulados em secções de pele 

coradas com Azul de Toluidina (AT) nos diferentes grupos experimentais; 

Comparar as variáveis descritas em dois períodos distintos do reparo cutâneo em ratos 

pertencentes aos diferentes grupos experimentais; 

Indicar qual dos métodos de aplicação do ozônio pode ter influenciado mais a inflamação 

e a desgranulação dos mastócitos durante a cicatrização cutânea em ratos. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O reparo de ferimentos representa um desafio comum a diferentes áreas das ciências da 

saúde, com variáveis determinadas pelo tipo da população afetada em razão de lesões 

decorrentes de traumas ou doenças pré-existentes15. Os ferimentos são caracterizados pela 

interrupção dos tecidos lesionados, e a regeneração tem como objetivo restabelecer a 

integridade morfológica e funcional das células envolvidas nesse processo4. Diante da 

existência de fatores complicadores do reparo, que impactam em custos financeiros elevados 

tanto por parte de pacientes quanto pelo sistema de saúde, novas propostas terapêuticas que 

incluem o uso de terapias biomoduladoras têm sido relatadas na literatura científica. 

Nesse sentido, o emprego terapêutico do ozônio tem sido evidenciado com vistas a 

otimizar o reparo tecidual e biomodular os fenômenos biológicos complexos que caracterizam 

esse evento. Adicionalmente, através de seus efeitos microbicidas, a ozonioterapia pode ativar 

leucócitos que participam de relevantes respostas, tanto celulares quanto humorais, do sistema 

imunológico16. Considerando as feridas como limitantes e dispendiosas, o uso do ozônio tem 

sido considerado promissor em razão do baixo custo operacional envolvido em sua utilização e 

devido à escassez de estudos que avaliaram a sua ação in loco durante a cicatrização, em 

modelos experimentais in vivo. 

Mais recentemente, Andrade17 e colaboradores (2022) analisaram cinco estudos 

experimentais que avaliaram o potencial terapêutico da ozonioterapia sobre o reparo tecidual, 

de forma isolada ou associada a outras terapias biomoduladoras. Em tais estudos, a ênfase está 

primariamente voltada para a caracterização do processo inflamatório. Contudo, até o momento, 

não foram identificados estudos na literatura que objetivaram analisar a influência da 

ozonioterapia sobre a inflamação crônica e a desgranulação de mastócitos. 

Nesse contexto, o presente estudo permitiu avaliar o contingente dos mastócitos em duas 

fases específicas do reparo cutâneo em ratos submetidos ao tratamento com ozônio.  
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4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Nesta seção da dissertação, são descritos os aspectos do reparo tecidual com ênfase na 

descrição dos mastócitos. Essas informações são derivadas de minuciosa pesquisa bibliográfica 

e constituem um capítulo de livro que será publicado pelo Programa de Pós-Graduação 

Processos Interativos dos Órgãos e Sistemas (Anexo 1). 

 

4.1. ASPECTOS GERAIS DA CICATRIZAÇÃO DE FERIMENTOS 

 

A cicatrização de lesões, sejam de origem traumática ou decorrentes de patologias, tem  

apresentado um crescente escopo de mobilização de esforços e recursos. As feridas de perfil 

crônico emergem como objeto de preocupação de interesse amplo na área da saúde, pois o 

indivíduo acometido por tais agravos têm probabilidade de ter maior tempo de hospitalização, 

bem como se torna mais suscetível a contrair infecções que podem levar a maiores prejuízos à 

sua saúde2. O processo de reparo dessas feridas é complexo e envolve diferentes aspectos em 

cada uma de suas fases pois pode sofrer influência de comorbidades, apresentar retardo da 

cicatrização ou até mesmo progressão para uma lesão crônica18. No Brasil, a escassez de dados 

referentes a feridas crônicas se deve à subnotificação deste agravo no atendimento ao paciente, 

o que impede uma análise estatística ampla. Neste país, estima-se que cerca de 3% da população 

seja acometida por algum tipo de lesão cutânea com dificuldade cicatricial19.   

Dentre os inúmeros fatores que podem influenciar na resposta esperada à cicatrização, 

destaca-se a Diabetes mellitus. Aproximadamente 500 milhões de pessoas sofrem atualmente 

com tal comorbidade, e uma parcela desses indivíduos pode desenvolver úlceras crônicas não-

cicatrizantes. Ademais, a hiperglicemia contribui para que arteriosclerose se estabeleça, 

impedindo que os nutrientes circulantes alcancem a matriz extracelular das feridas e tem sido 

apontada como potencial causa de disfunções endoteliais20.  Além desta síndrome metabólica, 

a hipertensão arterial e condições que determina a ocorrência de isquemia, hipóxia, anemia, 

alterações hormonais e avitaminoses, repercutem sistematicamente e apresentam potencial de 

retardar o reparo e/ou desencadear uma resposta cicatricial anormal, e devem ser consideradas 

no manejo dos pacientes com feridas21,22. A incidência de feridas crônicas, influenciada por 
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comorbidades, representa uma demanda para alocação de profissionais e recursos financeiros, 

sobretudo na saúde pública23. Os insumos de medicamentos e curativos para otimizar o processo 

de cicatrização oneram o orçamento público em saúde, bem como demandam do paciente 

comprometimento  no decorrer do tratamento e a cronificação dessas feridas é apontada como 

segunda causa de afastamento do trabalho24. 

O processo de cicatrização é dividido didaticamente em fases, que não necessariamente 

ocorrem em sequência e que muitas vezes, podem ser concomitantes. Inicialmente, ocorre a 

fase inflamatória aguda, na qual uma cascata de respostas vasculares é acionada, com 

consequente agregação de plaquetas e formação inicial de rede de fibrina. A formação do 

coágulo objetiva restabelecer a hemostasia, e organizar uma matriz provisória, que 

posteriormente viabilizará a migração e proliferação celular, eventos necessários para o reparo 

final da lesão15. A vasodilatação e a congestão representam alterações hemodinâmicas precoces 

que contribuem para a exsudação, e são primariamente estimuladas pela histamina e serotonina 

oriundas dos MCs, além do óxido nítrico proveniente das células endoteliais. 

Em recente revisão integrativa, Raziyeva25 et al., (2021) relatam que após a transmigração 

inicial dos neutrófilos, tais células realizam surto oxidativo e autólise e/ou heterólise ao chegar 

no local da lesão. Os neutrófilos representam a primeira linha de defesa da resposta imune inata 

e a sua desgranulação é um evento característico da fase inflamatória aguda. Paralelamente, 

MCs residentes nas proximidades dos capilares  reconhecem também sinais de lesão pois 

expressam receptores em suas membranas que amplificam a sinalização para o recrutamento de 

mais células inflamatórias para o microambiente que sofreu a agressão. Os autores comentam 

que, embora os MCs desempenhem  ações efetoras em todas as fases do reparo, seus fenótipos 

e funções são regulados pelo ambiente em que está inserido.  

Com o avanço do tempo, o infiltrado predominantemente polimorfonuclear passa a ceder 

lugar para as células monomorfonucleares. De fato, a própria matriz  extracelular em formação 

oferece uma rede de sustentação para a crescente infiltração de células do sistema imune26. No 

decorrer das primeiras 48 horas após a lesão inicial, a diapedese de monócitos se intensifica e 

estes, após a transmigração se diferenciam em subpopulações de macrófagos (M1 e M2) no 

interstício. Os macrófagos M1, em geral, expressam fenótipo pró-inflamatório com síntese de 

IL-12, IL-23 e IL-1. São também eficientes produtores de moléculas efetoras como os EROs e 

citocinas inflamatórias, tais como TNF-alfa e IL-6. Participam como células mediadoras da 

resistência contra parasitas e neoplasias a partir da indução de respostas efetoras do tipo Th127. 
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Os macrófagos M2 apresentam um perfil funcional voltado para a reconstrução do tecido 

lesado e liberam fatores de crescimento fundamentais para o processo de reparo, entre os quais 

procedem o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento 

transformador (TGF), o fator de crescimento fibroblástico (FGF) e o fator de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF). Tais proteínas são essenciais para a formação do tecido de 

granulação8. 

Entre as células monomorfonucleares, destacam-se também as subpopulações de 

linfócitos. A infiltração de linfócitos T, é fundamental para o sucesso da cicatrização, ao passo 

que um atraso ou deficiência deste processo resulta em uma cicatrização ineficaz28. O principal 

subtipo de células T envolvido nas fases iniciais da cicatrização de feridas são os Th1, tendo o 

IFN-γ como um mediador da polarização em direção ao fenótipo Th1. Em resposta, as células 

Th1 também produzem IFN-γ e mantêm as características pró-inflamatório no leito da ferida, 

promovendo a inflamação e inibindo a cicatrização do tecido. Além disso as células T CD8+ 

citotóxicas também estão envolvidas nos estágios iniciais da cicatrização aguda de feridas26. 

O subtipo Th2 atua no reparo.  imunidade Th2 envolve as citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e 

IL-13, que atuam em outras células e promovem a angiogênese, a contração da ferida, e a 

formação de uma nova barreira epitelial. Outro tipo de linfócito T CD4+ que desempenha um 

papel importante na cicatrização de feridas cutâneas e mucosas é o Th17 esse subtipo em 

específico, elimina patógenos, modula superfícies e ajusta a morfologia das células epiteliais. 

Citocinas específicas tais como IL-6, TGF-α e IL-1β ativam o subtipo Th17. As células Th17, 

por sua vez, expressam TNF-α, IL-17 e IL-22, que aumentam a taxa de sobrevivência e 

proliferação e promovem a regeneração do tecido. O linfócito B se diferencia em plasmócitos 

que secretam anticorpos que vão contribuir para o aumento do grau de especificidade da 

resposta inflamatória29. 

Na fase proliferativa, forma-se uma matriz transitória representada pelo tecido de 

granulação, o qual é caracterizado pela presença de fibroblastos, fluido seroso residual, vasos 

sanguíneos recém-formados e colágeno tipo III. Dessa forma, a fase proliferativa é 

caracterizada pela substituição das estruturas especializadas com diferenciação dos tipos 

celulares inicialmente envolvidos no processo de cicatrização, e o estímulo para proliferação 

fibroblástica, iniciado nas primeiras horas da lesão é mantido até pelo menos, o 14 º dia após o 

dano tecidual30. Nesta fase, ocorre também a re-epitelização do ferimento através da migração 

de células epiteliais dos bordos da lesão31.  
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A fase final do processo de cicatrização cutânea é denominada remodelamento, e inicia-

se de duas a três semanas após o estabelecimento da lesão. Essa fase tem como objetivo 

aumentar a força tênsil do tecido através da reorganização da matriz extracelular (MEC) com a 

maturação de seus constituintes estruturais. Sendo assim, ocorrem simultaneamente degradação 

e biossíntese de novos elementos da MEC, em especial das fibras colágenas, com progressivo 

espessamento e organização, para que seja conferido ao tecido maior resistência8. 

O colágeno é o principal produto secretado pelos fibroblastos da matriz extracelular. Essa 

proteína é classificada estruturalmente como rígida, alongada e grande e tem como função 

conferir resistência, coesão e elasticidade ao tecido onde é encontrado. O colágeno é agrupado 

de acordo com sua estrutura e especialização e classificado como colágeno tipo I, II, III, V e XI 

que formam longas fibrilas; os tipos IX, XII e XIV são colágenos associados às fibrilas, ligadas 

umas às outras e à matriz extracelular; colágeno IV, formador de rede; e o colágeno tipo VII, 

considerado integrante da membrana basal e responsável pela  ancoragem do tecido epitelial à 

matriz conjuntiva. O tipo III é encontrado em tecidos como a derme, fáscias e vasos sanguíneos, 

e o tipo I é mais encontrado em ossos e tendões1. 

No tecido conjuntivo propriamente dito, as células mais frequentes são os fibroblastos, e 

sua principal função é a síntese de moléculas que compõem a matriz extracelular, tais como: 

colágeno, elastina, proteoglicanas e glicoproteínas adesivas. O colágeno está presente desde a 

fase inflamatória do reparo, atuando em conjunto com plaquetas e trombina na formação do 

coágulo, e servindo de reserva protéica para produção de citocinas e fatores de crescimento. 

Participa da fase proliferativa em um frouxo arranjo de colágeno do tipo III, e é parte integrante 

do tecido de granulação junto com fibroblastos, macrófagos, fibronectina e ácido hialurônico. 

Por fim, na fase de maturação, o colágeno tipo I é responsável por conferir força tênsil, com a 

remodelação do colágeno depositado anteriormente e crescente espessamento das fibras8. 

No contexto do reparo tecidual, os mastócitos parecem exercer função chave na  ativação 

de fibroblastos e contribuir indiretamente para a biossíntese de colágeno, por meio de uma 

variedade de mediadores químicos, que incluem citocinas, enzimas e fatores de crescimento 

como o fator derivado do crescimento de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador 

beta (TGFß) e fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF)8 

A formação de fibras elásticas envolve diferentes proteínas especializadas, entre elas a 

Fibrilina-1, glicoproteína da matriz extracelular que se organiza estruturalmente em conjunto e 

forma uma estrutura de microfibrilas ligada ao cálcio. Há também a tropoelastina, substância 

precursora da elastina que é secretada na superfície celular. Os glóbulos de elastina são 
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depositados em microfibrilas associados às proteínas para formar fibras elásticas. De acordo 

com Zhang32 et al., (2022), as Fibulinas 4 e 5 demonstram importância fundamental na 

formação da fibra elástica e são capazes de regular a automontagem da elastina.  Segundo estes 

autores, a não expressão dessas proteínas acarreta em patologias relacionadas à estrutura 

tecidual deficiente como a síndrome da pele dura e prolapso da válvula mitral. A 

neoelastogênese tem início na fase proliferativa, mas a  maturação das fibras elásticas  requer 

mais tempo do que aquela observada nas fibras colágenas33. 

Diante do exposto, pode-se afirmar que todos os eventos citados que caracterizam o 

reparo tecidual revelam uma crescente complexidade. Esta tem sido explorada cada vez mais 

na literatura a fim de que se possa compreender melhor a inter-relação de todos os componentes 

da MEC. 

 

4.2. PARTICIPAÇÃO DE MCS NO REPARO TECIDUAL  

 

4.2.1 Aspectos Gerais dos Mastócitos 

 

Após o estabelecimento de uma lesão, ou dano tecidual, uma sequência de eventos que 

envolvem diferentes vias de sinalização, células sanguíneas e componentes da matriz 

extracelular, é acionada com objetivo de restabelecer as funções do tecido que sofreu o dano. 

Neste contexto, destacam-se os MCs. Essas células desempenham distintas funções biológicas 

e estão presentes em praticamente todos os tecidos vascularizados. São responsáveis pela 

liberação de aminas vasoativas e biossíntese de citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento34,35. Sua morfologia é descrita na literatura como oval e apresenta diâmetro 

variável, de 8 a 20 μm, de acordo com o tecido em que está localizado36.  

Os MCs são conhecidos por desempenhar ações regulatórias de defesa imune. Esse tipo 

celular é recrutado mediante estímulos quimiotáticos como primeira resposta à lesão, e participa 

de reações inflamatórias, de hipersensibilidade e combate às infecções bacterianas e parasitárias 

ou às substâncias exógenas, como drogas, alimentos e picadas de insetos37.  Os MCs são células 

móveis, com origem na medula óssea, que são recrutados a um local específico no qual o 

processo de desgranulação é ativado. Normalmente, encontram-se localizados próximos aos 

capilares e vasos sanguíneos de maior calibre e integram a resposta inflamatória inicial que é 

caracterizada pela intensa transmigração de neutrófilos38. Essa ação biológica representa apenas 
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um dos mecanismos por meio dos quais o MC pode agir como regulador do sistema 

imunológico. 

A distribuição dessas células nos diferentes tecidos conectivos é abundante, em especial 

na derme e nas mucosas dos tratos gastrointestinal e respiratório. Os mastócitos migram para 

tecidos periféricos, onde finalizam seu processo de maturação e diferenciação, de acordo com 

o microambiente no qual estão inseridos. Quando esse estágio de maturação acontece, o 

fenótipo apresentado pela célula pode variar, pois, uma vez aderidos ao tecido conjuntivo, 

podem apresentar forma mais alongada, ao passo que, isolados, costumam exibir forma mais 

arredondada39.  Estabelecem, por meio de receptores celulares específicos, contato com os 

constituintes estruturais da matriz extracelular, assim como com algumas células que ali se 

encontram constitutivamente presentes. 

Dentre suas características estruturais, destaca-se o núcleo grande, centralizado e 

redondo, que pode apresentar dois ou mais nucléolos. Em seu citoplasma, podem ser 

visualizados inúmeros grânulos eletrodensos, e sua membrana citoplasmática apresenta 

microvilos finos40,41. Ademais, o mastócito maduro pode apresentar formato oval, poligonal ou 

fusiforme, e é uma célula relativamente grande, com dimensão média em torno de 15 a 20 µm 

42. Os grânulos presentes em seu citoplasma apresentam dimensões ainda menores, de 0,2 a 1,5 

µm, e ocupam de 0 a 55% do total da área do citoplasma e se distribuem em meio às organelas. 

Do ponto de vista ultraestrutural, tais grânulos, presentes no interior do mastócito, apresentam 

diferentes formas, podendo ser particulados ou espiralados43. 

Devido à característica de síntese e secreção de diferentes mediadores químicos, esse tipo 

celular é conceituado como uma célula metabolicamente ativa e capaz de exercer um papel 

biológico essencial em diferentes contextos44. Os MCs podem se apresentar por meio de um 

agrupamento heterogêneo de células, com estágios distintos de maturação e morfologia variada, 

de acordo com sua atuação, conteúdo granuloso e mediadores químicos secretados (Figura 1).   
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Figura 1 – Secção de pele que apresenta mastócitos dérmicos intactos (circulados em 

vermelho) e mastócitos com evidências de desgranulação (circulados em verde). Azul de 

Toluidina, 400 X. 

 

Fonte: autoria própria. 

 

Sua localização estratégica perivascular pode estar relacionada à proximidade de contato 

com patógenos e antígenos ambientais. O MC pode apresentar diferenças relevantes na 

sensibilidade aos patógenos, que estimulam a liberação de mediadores químicos. Dessa mesma 

forma, pode responder aos fármacos que competem pelos mesmos receptores, ou bloquear 

mecanismos de ação da histamina ou de algum de seus mediadores químicos ou enzimas45. 

O estudo dos MCs tem sido pouco explorado na literatura e limitado aos mecanismos 

inflamatórios e de hipersensibilidade. Faz-se, portanto, necessário ampliar a descrição de sua 

morfologia, bem como da ação de seus principais mediadores químicos a fim de compreender 

melhor a sua complexidade funcional.  

 

4.2.2 Histórico 

 

É provável que o mastócito tenha sido observado pela primeira vez pelo patologista 

alemão von Recklinghausen, em 1863, in vivo, no mesentério de rãs46. Tais células granulares 
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foram descritas alguns anos depois por Paul Ehrlich, na ocasião ainda estudante de Medicina, 

em 1878, com base em sua característica de metacromasia, a qual consiste basicamente em uma 

propriedade que permite obter uma coloração de cor diferente daquela do corante utilizado para 

o processamento histológico. Seus estudos foram capazes de comprovar a singularidade dos 

MCs entre os outros tipos de células presentes nos tecidos, sendo o biólogo o responsável pela 

nomenclatura a eles atribuída, mast cell, que se refere às células do tecido conjuntivo positivas 

para corantes da família anilina, que considerou super nutridas, surgindo, assim, o termo mast, 

do alemão para “alimentação” 47,48. 

 Anteriormente, o MC foi classificado como plasmócito em razão de sua similaridade 

morfológica, e associado ao processo inflamatório, com ação observada sobre os nervos e os 

vasos sanguíneos49. A partir de sua descoberta, houve uma onda crescente de estudos que se 

propuseram a elucidar as funções e os mecanismos pelos quais o MC pode agir, sua origem e 

seus mediadores químicos. Com o passar dos anos, não somente o MC, mas também outros 

tipos de células sanguíneas e residentes na matriz extracelular, passaram a ser intensamente 

investigados com a crescente popularização das técnicas de microscopia de luz, microscopia 

eletrônica de transmissão e de varredura, assim como por meio de estudos imuno-

histoquímicos. 

 

4.2.3 Origem 

 

 Os mastócitos, assim como outras células imunes, basófilos, eritrócitos, eosinófilos, 

monócitos e neutrófilos, são originados de células hematopoiéticas multipotentes com 

expressão de CD13, CD34 e CD11739. Alguns precursores, com origem na medula óssea, foram 

identificados como os AA+(positivos para ácido araquidônico)/ BGD6+50. Passam a se 

diferenciar sob influência do fator de células tronco (stem cell factor – SCF) e seu 

desenvolvimento, a partir de células progenitoras, ocorre por meio da ativação de receptor 

tirosina quinase tipo III CD117 (c-KIT), expresso na membrana dos mastócitos51, em resposta 

ao fator de células-tronco, que é produto de células epiteliais, endoteliais e fibroblastos.   

As células progenitoras migram, de maneira específica, através da corrente sanguínea, até 

os tecidos periféricos, nos quais amadurecem e se diferenciam devido ao estímulo de citocinas, 

podendo alcançar um longo tempo de vida em razão da ação do fator de células-tronco. A 

sobrevivência e a apoptose dos mastócitos são reguladas por vias extrínsecas e intrínsecas, e as 
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proteínas Bcl-2 constituem seus principais reguladores52 (Gilfillan et al., 2011). A constante 

exposição dos mastócitos aos fatores de crescimento citados, em conjunto com a expressão de 

receptores (c-KIT, FcεRI), permitem sua identificação morfológica antes mesmo da maturação 

de seus grânulos39. Estudos apontam que a expressão do receptor SCF ou c-KIT é um fator de 

crescimento específico do mastócito, pois promove a diferenciação de células pluripotenciais e 

permite a liberação de mediadores53. 

Os mastócitos estão envolvidos em uma série de processos imunológicos e patológicos; 

entre eles estão: inflamação, remodelamento tecidual, angiogênese, fibroplasia, reações 

alérgicas e neoplasias. Por expressar o receptor FcεRI, que tem alta afinidade para a fração Fc 

do anticorpo IgE, ocorre reconhecimento de antígenos específicos e, assim, padrões 

bioquímicos são alterados. O mastócito passa a secretar seus grânulos, e esse processo é 

denominado de desgranulação,  culminando na liberação de diversos mediadores biológicos 

num lócus específico. 

 

4.2.4 Métodos de Análise – Colorações Histoquímicas 

 

À luz da microscopia óptica, o MC pôde ser identificado devido à sua propriedade de 

metacromasia, característica evidenciada pelo contato do corante azul de anilina básica com a 

heparina ácida. Sendo assim, os grânulos se coram de vermelho mesmo quando expostos ao 

corante azul, e, em razão dessa diferença cromática, observada por Ehrlich em 1876, foi 

possível sua distinção dos plasmócitos. Ademais, para realizar a coloração, é comumente 

empregado o corante azul de toluidina (AT), sendo essa técnica de coloração descrita 

originalmente por Luna (1968). O AT de caráter básico forma ligações eletrostáticas com os 

radicais ácidos dos tecidos. Um estudo de Holmgren & Wilander de 1937, com base nos 

achados prévios de Ehrlich & Jorpes, no mesmo ano, a respeito do anticoagulante heparina e a 

coloração metacromática, conseguiu correlacionar o número de mastócitos positivos para azul 

de toluidina em diversos tecidos com o seu conteúdo de heparina46. No processamento 

histológico de rotina, no qual usualmente utiliza-se os corantes hematoxilina e eosina (HE), os 

MCs se apresentam intensamente basófilos, sendo muitas vezes difícil a identificação do seu 

núcleo e a sua distinção dos grânulos citoplasmáticos. 
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4.2.5 Ações Biológicas 

 

4.2.5.1 Reparo Tecidual 

 

Os mastócitos atuam em todas as fases do reparo tecidual, desde a fase inflamatória 

inicial. Essa célula é ativada para modular a resposta imune contra antígenos e patógenos, bem 

como sinalizar o recrutamento de outras células do sistema imune com papéis fundamentais 

nessa fase do reparo, a exemplo dos monócitos e neutrófilos. Seu envolvimento na fase 

proliferativa influencia diretamente na formação de novos vasos, deposição de colágeno e de 

matriz extracelular. Na fase de remodelamento, os mastócitos ainda atuam promovendo a 

biossíntese de colágeno no leito da cicatriz54. 

Os grânulos dos mastócitos contêm glicosaminoglicanos, enzimas e fatores 

quimiotáticos. Com a ativação do sistema complemento, esses mediadores são exocitados 

(Figura 2).  Tais mediadores químicos promovem vasodilatação, maior permeabilidade de 

proteínas plasmáticas nos tecidos, além do recrutamento e diferenciação de leucócitos e 

fibroblastos55. 

 

Figura 2 – Aspecto ilustrativo do mastócito intacto (A), mastócito sensibilizado pela 

imunoglobulina IgE liberando seus grânulos (B) e mastócito em evidente desgranulação (C). 

Fonte:  própria autora. 
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A interação do mastócito com o fibroblasto desempenha papel fundamental na 

fibroplasia. Alguns estudos têm demonstrado que esta associação pode contribuir para o 

aumento da biossíntese de fibras colágenas, num contexto patológico, a exemplo do que ocorre 

em cicatrizes hipertróficas e quelóides, caracterizados por intensa fibroplasia com consequente 

hialinização3. 

Por sua característica armazenadora de grânulos, o mastócito é observado como uma 

célula estratégica, que libera tais grânulos para participar de processos refinados de sinalização. 

Dessa forma, o estudo das ações biológicas desempenhadas pelo mastócito pode tanto descrever 

sua atuação como propor inovações para regular suas respostas em diferentes contextos 

patológicos56. 

Os eventos celulares e moleculares que se desenrolam durante o reparo tecidual são 

didaticamente divididos em fases, ainda que elas possam ocorrer de forma concomitante. A fase 

inicial é marcada por hemostasia e inflamação aguda, deflagrando uma cascata de sinalização 

para promover a formação do coágulo, com o objetivo de restabelecer a hemostasia. Dessa 

forma, ocorre a agregação de plaquetas e formação de uma rede de fibrina e o estabelecimento 

de uma matriz provisória no leito da lesão15. No que diz respeito à inflamação, ocorre intensa 

transmigração de leucócitos polimorfonucleares mediada por moléculas de adesão como 

selectinas e seus receptores glicoprotéicos, assim como por integrinas e receptores da 

superfamília das imunoglobulinas. Tal diapedese é estimulada pela vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular resultantes, principalmente, da ação da histamina e serotonina 

exocitadas pelos MCs. 

A segunda fase é caracterizada pela modulação do infiltrado inflamatório, o qual é 

gradativamente substituído por células monomorfonucleares representadas pelos monócitos e 

linfócitos. Nesta fase, há formação de um tecido de granulação, constituído por fibroblastos, 

colágeno tipo III, fluido seroso residual além da neoangiogênese57. Há uma intensa 

transmigração de monócitos, que se diferenciam em macrófagos M1 ou M2 no leito da lesão e 

atuam na liberação de fatores de crescimento, como o fator endotelial vascular (VEGF), o fator 

de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento fibroblástico (FGF), e o 

fator de crescimento transformador beta (TGF-β). Essa etapa é denominada fase proliferativa, 

e esse tecido de granulação é capaz de sustentar a matriz extracelular provisória8. 

Um estudo recente ressaltou que a ação do MC modula o microambiente tecidual, por 

meio da secreção de glicosaminoglicanos, que desempenham um papel iniciador na ativação do 

fibrinogênio. A presença de fibrina na matriz extracelular, organizada em rede, estimula a 
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crescente biossíntese de constituintes fibrilares como o colágeno e a elastina 59. Dessa forma, 

tem início a fase final final do reparo tecidual que consiste no remodelamento da matriz recém-

formada, com consequente compactação e organização de fibras colágenas do tipo I as quais 

irão conferir maior força tênsil à área lesada. Ainda são escassas na literatura informações a 

respeito da participação dos mastócitos neste período do reparo, embora sua participação tenha 

sido associada á crescente fibroplasia.  

O quadro a seguir sumariza as propriedades dos principais mediadores químicos dos MCs 

(Quadro 1). Alguns deles já se encontram pré-formados em grânulos secretórios e são 

caracterizados por seu baixo peso molecular, ao passo que outros são classificados como 

mediadores de nova geração, pois são sintetizados a partir dos lipídios de membrana. Nessa 

segunda categoria, enquadram-se os tromboxanos (TXs), as prostaglandinas (PGs), o fator de 

ativação plaquetária (PAF) bem como os leucotrienos (LTs) LTC4 e LTB4, que tem ação 

semelhante à da histamina, num intervalo de tempo mais prolongado. A produção de tais 

mediadores ocorre após o processo de desgranulação, com sua síntese ativada no intervalo de 8 

a 12 horas. Adicionalmente, nesse grupo, pode-se citar ainda o fator estimulador de colônias 

granulócito/macrófago (GMCSF), além das interleucinas IL-3, IL4, IL5, IL6 e IL-33. As 

interleucinas citadas contribuem também para a maturação dos MCs, segundo evidências 

apresentadas na literatura60,61.  
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Quadro 1 – Síntese de alguns dos principais mediadores químicos dos MCs. 

Mediador químico Classificação Caracterização 

Histamina Pré-formada Amina vasoativa que atua primariamente na fase inicial da inflamação. 

Após a lesão, macrofágos e neutrófilos são recrutados para o local da 

lesão, ao passo que o acúmulo de mastócitos, no leito da lesão, promove 

a liberação de histamina55. A histamina contribui para o angioedema a 

partir de uma ação mediada por IgE, pois os MCs apresentam alta 

afinidade para IgE, em razão do grande número de receptores em sua 

superfície. A histamina promove aumento da permeabilidade vascular e 

aumento do fluxo sanguíneo, o que é fundamental para o recrutamento 

de diferentes grupos celulares ao leito da lesão. Essa é a única amina 

vasoativa contida nos grânulos dos MCs62. 

Heparina Pré-formada Proteoglicano mais abundante nos MCs. Quando liberada, a heparina 

desempenha  ação anticoagulante e, no contexto do reparo tecidual, atua 

na fase de remodelamento, pois ativa fatores de crescimento bem como 

estimula a ligação do colágeno com a fibronectina63. 

Triptase Recém-

sintetizada 

Enzima apontada como principal produto secretado pelos mastócitos, e 

sua presença é constante na totalidade dos MCs humanos, de modo que 

a identificação da presença de triptase pode ser interpretada como um 

indicativo da ativação dos mastócitos. No contexto do reparo tecidual, 

atua como indutor de proliferação celular, estimulando a mitose de 

células epiteliais, bem como a expressão de moléculas de adesão 

intercelular (ICAM-1) e a angiogênese64. 

Tromboxanos Recém-

sintetizados 

São componentes lipídicos da família dos eicosanoides, conhecidos por 

sua ação vasoconstritora, e como agonista da agregação plaquetária. 

Também atuam como indutores da exposição dos sítios de ligação GB 

IIb/IIIa, que, por sua vez, interagem com o fibrinogênio e deflagram a 

ativação plaquetária65. 

Prostaglandinas Recém-

sintetizadas 

Componentes lipídicos gerados principalmente no sítio inflamatório, as 

prostaglandinas são apontadas por induzir o processo de vasodilatação, 

o aumento da permeabilidade vascular, a dor e o aumento da temperatura 

corporal66. 

Leucotrienos Recém-

sintetizados 

Componentes lipídicos, assim como os tromboxanos, pertencentes à 

família dos eicosanoides. São formados a partir do metabolismo do ácido 

aracdônico e atuam como mediadores potentes na indução de citocinas66. 

Fatores de 

crescimento 

Recém-

sintetizados 

Proteínas que promovem a proliferação e a diferenciação celular. Os 

MCs regulam a atuação das células T que, por sua vez, interagem com a 

IL-9 e secretam TGF-β 67.São considerados importantes fatores para  a 

indução da angiogênese e, dessa forma, as evidências apontam para um 

papel refinado dos MCs na formação de novos vasos68. 

Interleucinas Recém-

sintetizadas 

Proteínas capazes de atuar como sinalizadores para recrutamento e ação 

de células efetoras. Existem muitos tipos expressos pelos MCs , dentre 

eles, IL-3, IL4, IL5, IL6 e IL-33. A IL-33 se relaciona intimamente com 

os MCs, pois são conhecidas por promover a sua maturação69. Em 

resposta à agregação por meio do FcεRI, IL-6 estimula a proliferação, 

maturação e atuação dos MCs70. 

 Fonte: autoria própria. 
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4.2.5.2 Alergia 

 

Os MCs participam ativamente das reações alérgicas. Os chamados alérgenos estão 

presentes em grande quantidade no meio ambiente e são capazes de provocar respostas imunes 

adaptativas no organismo sensibilizado. Tais respostas são guiadas pelos linfócitos T CD4+, 

também conhecidos como linfócitos T auxiliares, do subtipo Th2, ou T helper, que secretam 

IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. O linfócito T estimula a produção de anticorpos IgE, específicos para 

cada alérgeno, por parte dos plasmócitos diferenciados a partir de linfócitos B. Os mastócitos 

associados às células T apresentam uma tendência de aparecer em maior número nas reações 

alérgicas e nas doenças parasitárias, em especial no combate a helmintos71. 

A IgE possibilita a ligação do antígeno aos receptores de alta afinidade para IgE na 

superfície dos MCs e basófilos, entre eles o FcεRI. Quando ocorre o reconhecimento dos 

antígenos pelos anticorpos IgE, o receptor FcεRI desencadeia vias de sinalização intracelulares 

complexas, que resultam na liberação de mediadores químicos, tais como histamina, heparina, 

proteases, triptases e quinases72,51. 

As reações de hipersensibilidade são caracterizadas de acordo com a cascata de 

sinalização que é deflagrada e, a do tipo I, tem a participação destacada dos MCs. A 

hipersensibilidade tipo I é uma reação rápida e imediata ao antígeno, que produz a resposta 

imune. O alérgeno é ligado ao IgE, que, por sua vez, está ligado ao mastócito. Procede, então, 

a intensa desgranulação dos MCs (Figura 3). No geral, ocorre uma resposta imune inicial e, 

posteriormente, uma resposta de fase tardia37. A participação dos MCs nos outros tipos de 

hipersensibilidade – a exemplo daquela do tipo II, que é mediada por anticorpos, a 

hipersensibilidade tipo III, mediada por imunocomplexos, e a hipersensibilidade tipo IV, 

mediada por células – não é tão direta e decisiva como na do tipo I73. 
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Figura 3 – MCs (setas) com diferentes densidades citoplasmáticas que exibem desgranulação 

em reação alérgica na derme. Azul de Toluidina. 400X. 

 

 

Fonte: autoria própria. 

 

4.2.5.3 Neoplasias 

 

Os MCs representam um infiltrado dominante nas neoplasias malignas de células B 

humanas, e o seu grau de infiltração acompanha a gravidade da doença. Os MCs representam 

uma fonte de diferentes citocinas, incluindo IL-1, IL-2, IL-6 e fator de células tronco (SCF) que 

podem induzir a proliferação de plasmócitos. Dessa forma, são comumente atraídos para o locus 

do tumor por SCF, secretado pelas células tumorais. Adicionalmente, o MC é uma das 

principais fontes secretoras de histamina no microambiente tumoral, sendo capaz de modular o 

crescimento tumoral mediado por H1 e H246. No contexto inflamatório das neoplasias, a 

histamina contribuirá para crescente vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular. 

Resta investigar mais detalhadamente de que forma os MCs poderiam contribuir de forma direta 
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para a metástase local e à distância, por meio desta recém adquirida  maior permeabilidade dos 

vasos sanguíneos. 

Segundo a literatura, a associação de mastócitos às células neoplásicas, no contexto da 

tumorigênese, aponta para uma ação indireta onde tal tipo celular, por promover angiogênese, 

contribui para o crescimento da neoplasia74.  A presença de mastócitos no estroma tumoral pode 

ocorrer a partir de mutações no proto oncogene c-KIT, que codifica o receptor da tirosina 

quinase e também pode estar relacionado  à falha no mecanismo de apoptose, com aumento da 

expressão da proteína anti-apoptótica bcl-275. 

Dessa forma, os mastócitos são recrutados em resposta à inflamação crônica, e os fatores 

de crescimento angiogênicos contidos em seus grânulos, contribuem para a neovascularização 

bem como para a deposição de fibras, contribuindo para o crescimento do tumor. Os mastócitos 

têm sido amplamente investigados em diversos contextos patológicos em que sua atuação como 

indutor da formação de novos vasos retroalimentam as células neoplásicas. Varricchi76. et 

al.(2019) destacaram, em sua revisão da literatura, um possível papel dual desempenhado pelos 

MCs na tumorigênese. O subtipo MC1 é apontado como anti-tumorigênico, e o MC2, apontado 

como pró-tumorigênico. Dentre os mecanismos anti-tumorigênicos estimulados por moléculas 

quimiotáticas oriundas do MC1, podem-se citar citotoxicidade e inibição do crescimento do 

tumor. A ação do MC2 é descrita de forma divergente, em que os estímulos das moléculas 

quimiotáticas promoveriam a angiogênese e a diferenciação de células epiteliais para 

mesenquimais. 

Um estudo desenvolvido por Majorini77 et al (2020) aponta para uma perspectiva na qual 

os mastócitos impactam no prognóstico do câncer de mama, por afetarem diretamente o 

fenótipo do tumor em consequência da ativação da cascata de sinalização por receptor de 

estrogênio. A característica do MC de promover a angiogênese é apontada como um importante 

indicativo da participação desse grupo celular na gênese desse tipo de tumor78,79. 

Tendo em vista a participação do MCs na formação de novos vasos, há possibilidade de 

modular essa ação biológica a partir de um tratamento adjuvante específico e inibir 

seletivamente a angiogênese, o remodelamento tecidual e o crescimento de tumores46,80. 

A Figura 4 ilustra esquematicamente a participação dos MCs nos processos biológicos já 

descritos. 
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Figura 4 – Aspecto ilustrativo do mastócito sensibilizado pela imunoglobulina,  IgE, em 

sequência liberando seus grânulos  

 

 

Fonte: autoria própria. 

 

Em virtude da pluralidade de atuações dos MCs, em diferentes contextos biológicos, nota-

se a importância do desenvolvimento de estudos que ampliem o conhecimento dos mecanismos 

atualmente descritos. Acredita-se que tais células podem ainda participar de outros eventos 

celulares e moleculares que não foram totalmente compreendidos e registrados na literatura. 

Embora, sua participação nas reações de hipersensibilidade e na inflamação venha sendo cada 

vez mais estudada, no contexto tumoral ainda necessita ser elucidada. Em especial, urge 

conhecer melhor as subpopulações que residem na matriz extracelular, ou aquelas mobilizadas 

a partir de células tronco adultas residentes no tecido de origem e oriundas da medula óssea. 

Em razão da sua complexidade morfofuncional, a realização de estudos que contemplem os 

MCs como alvos terapêuticos em potencial, através do desenvolvimento de fármacos e/ou 

terapias adjuvantes capazes de modular a função dessas células, representa uma abordagem 

promissora. A maturação, o fenótipo e a função dos MCs se constituem uma consequência 

direta de sua inter-relação como o microambiente e representam uma influência decisiva sobre 
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a sua habilidade de reconhecer e responder especificamente aos mais variados estímulos através 

de uma complexa biossíntese de mediadores químicos. 

 

4.3 A OZONIOTERAPIA E O REPARO TECIDUAL 

 

O ozônio possui geometria molecular triatômica e é formado por três moléculas de 

oxigênio (O3). Ainda que se apresente como uma molécula simples, cabe destacar sua 

capacidade de polarização conferida por sua geometria angular e a disposição de um par de 

elétrons não compartilhados em um de seus átomos. Devido à sua alta instabilidade molecular, 

dissociada em uma molécula de O2 e um átomo de O-, pode reagir com outros átomos em função 

da sua capacidade altamente oxidativa. O O3 retira elétrons de outras moléculas por oxidação e 

adiciona um elétron não pareado81. 

Historicamente, o ozônio é descrito desde o século XIX e a sua utilização para fins 

medicinais foi introduzida no contexto da primeira guerra mundial, pelo médico George Stoker, 

com finalidade de tratar ferimentos em soldados. Inicialmente, o uso do ozônio objetivava tratar 

infecções anaeróbias causadas por Clostridium sp, que são sensíveis aos efeitos do O3
82. Dessa 

forma, em 1916, foi publicado, no periódico The Lancet, um dos primeiros estudos sobre a 

aplicabilidade terapêutica do ozônio, e suas propriedades microbicidas e vasodilatadoras foram 

relatadas83. 

Um estudo avaliou o efeito do O3  no perfil inflamatório e proteômico de macrófagos e 

células epiteliais das vias aéreas. Células epiteliais brônquicas humanas (HBEpC) e macrófagos 

humanos (diferenciados a partir da linhagem celular monocítica) foram expostas ao O3 na 

concentração de 240 μg/m3 (120 ppb), correspondente ao Limiar de alerta da União Europeia. 

Variáveis como viabilidade celular, produção de ROS e efeitos pró-inflamatórios à liberação 

de citocinas (IL-8 e TNF-α) foram avaliadas. Os resultados indicaram que a exposição ao O3 

aumentou a produção de ROS em ambos os tipos de células e também aumentou a liberação de 

citocinas em macrófagos. O O3 estimulou a biossíntese de IL-8 e TNF-α em HBEpC quando as 

células foram pré-tratadas com lipopolissacarídeo, usado para mimetizar uma condição 

inflamatória pré-existente.  

Seus efeitos terapêuticos também têm sido investigados em patologias específicas. No 

contexto do tratamento de neoplasias, uma hipótese para o emprego do ozônio permitiria uma 

redução na hipoxemia tumoral, podendo promover maior eficácia da radioterapia ou da 
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quimioterapia, ou ainda inibir seletivamente o crescimento de tumores72. Ainda nesse sentido, 

uma revisão sistemática conduzida por Baeza-Noci85 (2022) apontou o ozônio como uma 

potencial quimioterapia nova. Tal revisão abarcou estudos in vitro com resultados para o 

possível efeito citotóxico. Os estudos in vivo apontaram para uma melhora na resposta imune e 

na radiossensibilidade, e um ensaio clínico avaliou a sobrevida de pacientes. Dessa forma, 

concluiu-se que os efeitos pré-clínicos foram positivos, mas a extrapolação desses resultados 

para a prática clínica ainda não são considerados completamente elucidativos. 

Nos dias atuais, a utilização do ozônio com propósito terapêutico tem sido apontada como 

aceleradora do reparo tecidual devido à sua interação com diferentes componentes celulares, 

como leucócitos, eritrócitos, células endoteliais e plaquetas. A aplicação do ozônio no local da 

lesão pode favorecer os processos metabólicos envolvidos na cicatrização por promover síntese 

de matriz extracelular, aumentar o quantitativo de leucócitos presentes no local do ferimento, 

bem como estimular a liberação de fatores de crescimento com vistas à biossíntese da matriz 

extracelular e restabelecimento funcional do tecido86. 

As propriedades do ozônio são amplamente conhecidas na literatura. Entre seus efeitos 

no tecido, têm sido relatados melhora na oxigenação, degradação de produtos tóxicos celulares, 

além de potenciais bactericida, antifúngico e antiviral. São várias as formas de apresentação e 

vias de administração do ozônio. Pode ser empregado como gás, podendo ser insuflado por via 

retal, auricular, vaginal, bem como associado a veículos para aplicação tópica, como água, óleo 

e nanopartículas ozonizadas14. Para administração do ozônio por injeção subcutânea em tecidos, 

é recomendável que sua concentração não ultrapasse 20 μg/mL e um volume de gás de 20 mL, 

a fim de não causar dor e evitar o risco de embolia86. 

 O óleo ozonizado foi elaborado por médicos alemães em 1905, com o objetivo de 

formular produtos derivados do ozônio, com melhor estabilidade e melhores condições de 

armazenamento que o gás87. Para produção do óleo ozonizado, o gás é borbulhado, 

ininterruptamente durante o período de dois dias, em óleo vegetal, obtendo uma concentração 

de 160 mg de ozônio a cada grama de óleo. O ozônio interage com as ligações duplas de ácidos 

graxos que compõem os óleos vegetais, produzindo ozonídeos (anéis 1,2,4 -trioxolanos) e 

espécies epoxídicas, tais como: peróxidos poliméricos, peróxidos de hidrogênio, assim como 

outros peróxidos orgânicos88. 

Do ponto de vista terapêutico, as composições ozonizadas têm capacidade de fornecer O2 

ativo no interior da lesão, sem causar uma irritação primária nesse tecido, sendo capaz de 

estimular os sistemas antioxidantes82. Seu poder oxidativo é considerado sua principal 
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característica, além de estimular a produção de antioxidantes endógenos. Como descreve 

Galiè89., et al (2019), o Nrf2, Fator 2 relacionado ao fator nuclear eritróide, representa um 

ponto-chave para a eficácia dos tratamentos com ozônio. A translocação nuclear desse fator é 

aumentada através da ozonização leve, o que induz a transcrição dependente de Keap1 mediada 

por Nrf2 de genes acionados por elementos responsivos antioxidantes, que codificam diversas 

proteínas envolvidas em muitas funções metabólicas vitais, sendo uma dessas funções a 

resposta ao estresse oxidativo. O Nrf2 é capaz de prevenir estresse oxidativo por meio da 

transcrição de enzimas antioxidantes, como, por exemplo, as subunidades catalíticas e 

moduladoras de Glutamato Cisteína Ligase, as Glutationa Peroxidases (GPX2 e GPX4), entre 

outras. Devido à característica química de instabilidade do gás ozônio, que permite uma reação 

instantânea a nível molecular e induz a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs), é 

gerado um estresse oxidativo transitório e moderado.91 

 A concentração do ozônio administrado deve ser compatível com a capacidade 

antioxidante do sangue e, assim, ocorre a formação do peróxido de hidrogênio e produtos de 

oxigenação lipídica (LOP’s) capazes de estimular a produção endógena de enzimas 

antioxidantes, entre elas, a superóxido dismutase  (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a 

catalase (CAT)90. O ozônio estimula o fluxo de oxigênio através da membrana e essa ação eleva 

os níveis de oxigênio dentro da célula, tornando a cadeia respiratória mitocondrial mais 

eficiente. 

A ozonioterapia também tem demonstrado efeitos na ativação do sistema imune. O ozônio 

interage com ácidos graxos poli-insaturados e outros antioxidantes, e o peróxido de hidrogênio 

se difunde facilmente nas células de defesa. Desempenha também o papel de regulador da 

sinalização para que um grande número de respostas imunes aconteça91.  

Existe uma crescente discussão nas áreas de saúde quanto ao uso terapêutico do ozônio, 

em especial, no que tange à administração efetiva e segura. Em razão do aumento de métodos 

de aplicação, os quais muitas vezes são instituídos por profissionais não capacitados, urge a 

necessidade de estudos com maior rigor científico que comprovem a eficácia desse tipo de 

terapia88. O Sistema Único de Saúde do Brasil, em sua Política Nacional de Práticas Integrativas 

e Complementares (PNPIC)93, implementada em 2006, incluiu, em março de 2018, a 

ozonioterapia. Em agosto de 2023, autorizou o seu uso em todo o território nacional como uma 

modalidade terapêutica para profissionais da saúde devidamente registrados em seus 

respectivos conselhos de classe. 
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5. METODOLOGIA  

 

5.1 DESENHO DE ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo experimental in vivo. Este estudo foi encaminhado para a Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade Adventista da Bahia (FADBA). Foi 

registrado com o número de protocolo 67/2019. O número do parecer de aprovação pelo CEUA 

foi CIAEP: 01.0039.2013. (ANEXO 2) 

 

5.2 AMOSTRA DO ESTUDO 

 

A amostra contemplou 30 ratos machos Wistar com peso entre 200-400 gramas (g) 

provenientes do biotério da Faculdade Adventista da Bahia. Os animais foram alocados 

randomicamente em 3 grupos experimentais de 10 ratos cada, os quais foram sacrificados no 5o 

e 10o dias após o início dos testes. Em cada um desses períodos, 5 ratos de cada grupo 

experimental foram sacrificados. O Grupo 1 correspondeu ao Grupo Controle (GC) e foi tratado 

com solução salina a 9%, sem utilização de ozônio; o Grupo 2, chamado de Grupo gás Ozônio 

(GGO), recebeu terapia com ozônio gasoso insuflado na borda da lesão; e o Grupo 3, Óleo 

Ozonizado (GOO), foi tratado com óleo na superfície da lesão. 

Durante o experimento, os animais ficaram alojados em condições sanitárias de biotério 

convencional. Foram acondicionados em gaiolas individuais, etiquetadas, com chão coberto por 

maravalha, mantidos em condições padrão de temperatura (22-25oC), umidade relativa (50-

52%), com ciclos de luz-escuro por 12 horas, e expostos à luminosidade artificial doze horas 

por dia. A alimentação dos ratos foi feita com ração balanceada Nuvilah® (Suprilab) e água ad 

libitum. 

 

5.3 PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS E OZONIOTERAPIA  

 

Seguindo os protocolos preconizados para experimentos com animais (Damy et al., 

2010), esses foram submetidos à pesagem e anestesiados com cloridrato de quetamina 10% 
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(Dopalen®, São Paulo, Brasil) 75 mg/ml e cloridrato de xilazina 2% (Anazedan, São Paulo, 

Brasil) 5 mg/ml, com a dosagem de 2mg/kg e 3mg/kg, respectivamente. Em seguida, efetuou-

se a tricotomia dorsal. 

Foi realizada uma incisão circular na região dorsal com o auxílio de um bisturi circular 

metálico, punch (Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha), com 6mm de diâmetro, para a obtenção de 

uma ferida uniforme e padronizada, a qual foi executada por um único operador devidamente 

calibrado, de acordo com o modelo descrito por Medrado et al., (2003). 

  O ozônio foi produzido pelo gerador Philozon® (Philozon - Indústria e comércio de 

geradores de ozônio - LTDA, Santa Catarina, Brasil) na concentração de 13μg/ml de ozônio, a 

partir de oxigênio medicinal, com fluxo constante de 1L/min. A mistura com oxigênio foi 

capturada em uma seringa de 4ml e, através de uma agulha de insulina, o gás foi insuflado com 

volume de 1ml, de forma uniforme, em 4 pontos correspondentes aos vértices diametrais, na 

borda da lesão. Esse procedimento foi repetido por três dias consecutivos, após a cirurgia. 

 Foi administrado óleo de girassol ozonizado a 100% (Philozon - Indústria e comércio 

de geradores de ozônio - LTDA, Santa Catarina, Brasil). Aplicou-se uma gota, com conta-gotas 

padronizado com volume de 1 ml, na superfície da lesão por 3 dias consecutivos nos mesmos 

moldes dos grupos anteriores. 

Os animais foram submetidos às duas modalidades de ozonioterapia descritas nos dias 1, 

2 e 3 do estudo. Cada grupo com 10 animais teve metade dos espécimes sacrificados no 5º dia 

e a outra metade no 10º dia. 

 

 5.4 MORTE DOS ANIMAIS 

 

Após sedação profunda com a solução anestésica já descrita, os animais foram alocados 

em caixas nas quais gás carbônico foi liberado em uma concentração de 5 litros por minuto.  

 

 5.5 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO 

 

Após a confirmação de morte, foi removida uma porção de tecido do dorso dos ratos, 

compreendendo a ferida cirúrgica. O material foi fixado por um período mínimo de 18 horas, 

em solução de formol 10%, tamponado. Em seguida, esse tecido foi processado para a coloração 

com azul de toluidina e HE, para estudo dos MCs, em secções de 4 µm de espessura.  
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 5.6 AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA E MORFOMÉTRICA 

 

A captura das imagens dos cortes teciduais submetidos às colorações descritas foi 

realizada através do software Motic Images Advanced 3.0® (Motic China Group CO. LTD) do 

Laboratório de Bioquímica Oral do Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal da 

Bahia. Foi estabelecida uma área padrão para análise de todos os casos (100 µm2), que 

compreendem a região central do ferimento, tendo como limites laterais o tecido normal 

adjacente. Cinco imagens padrão correspondentes a cada caso foram capturadas com a 

dimensão pré-estabelecida e utilizadas tanto para a análise quantitativa dos mastócitos quanto 

para análise semi quantitativa do infiltrado inflamatório monomorfonuclear. Cada área foi 

capturada no aumento de 400x e salva em formato JPEG. Todas as análises foram realizadas e 

documentadas por um único examinador calibrado e com vasta experiência. 

  Foi realizada contagem de mastócitos intactos e desgranulados em secções corados com 

Azul de Toluidina em cada micrografia, nos mesmos moldes de Correia et al., (2013). 

O grau de inflamação no tecido foi analisado de acordo com o estudo de Alvarenga et al., 

(2020). Foi realizado um estudo semiquantitativo das secções, que incluiu a análise das 

variáveis infiltrado inflamatório monomorfonuclear. Foram adotados os seguintes critérios no 

tocante à variável infiltrado inflamatório: grau 1 para inflamação aguda; grau 2 para 

predominância de inflamação aguda difusa; 3 para predominância de processo inflamatório 

crônico; e 4 para indicar resolução completa e cicatrização. Com relação à intensidade da 

inflamação, considerou-se 1 para grau leve, 2 para moderada, 3 para intensa e 4 muito intensa. 

 

5.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Foi elaborada uma planilha em Excel (versão para windows 10) para análise descritiva 

com valores correspondentes a medianas e quartis. 

Para análise dos dados, foram utilizados os testes ANOVA, T de Student e o teste exato 

de fischer, não-paramétricos, com a finalidade de identificar as características gerais e 

específicas da amostra estudada. 

Para verificar a existência de diferença significativa entre os grupos de interesse, foi 

utilizado o teste t. O nível de significância estabelecido para este trabalho é de 5%. 
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6. RESULTADOS 

 

No GC foi observado intenso infiltrado inflamatório monomorfonuclear na área da lesão, 

o qual aumentou até o 10º dia do período pós-operatório (p=0,008). Os grupos tratados GGO e 

GOO apresentaram escores semelhantes no 5º dia, os quais refletiram moderado infiltrado 

monomorfonuclear na derme (p>0,05). (Figura 5 A,C e E). Contudo, no 10º dia o grupo GOO 

apresentou intensidade de infiltrado inflamatório monomorfonuclear semelhante ao controle. 

No 10º dia, GGO e GOO apresentaram infiltrado leve de células monomorfonucleares em 

relação ao GC, mas essa diferença não foi estatisticamente significativa nesse período, embora 

a análise intragrupos tenha revelado diferença significativa da transição de infiltrado 

monomorfonuclear moderado para leve no GOO (p=0,016); (Tabela 1).(Figura 5 B,D e F). 

No GC, houve aumento do número total de mastócitos no 5º. dia quando comparado ao 

10º dia, em especial, representado pelos mastócitos desgranulados, ao passo que o número de 

intactos tendeu a diminuir. Contudo, tais diferenças não foram estatisticamente significativas 

(p>0,05). Aspectos semelhantes foram observados no grupo submetido à terapia com gás 

ozônio, embora neste grupo experimental tenha sido constatada diferença estatisticamente 

significativa no aumento do número de mastócitos desgranulados, do 5º. para o 10º. dia 

(p=0,04). No grupo que recebeu a terapia com óleo ozonizado, o quantitativo de mastócitos 

totais, intactos e desgranulados exibiu aumento, mas sem significância estatística (p>0,05); 

(Tabela 2). 

No 5º dia, observou-se que os grupos experimentais submetidos à terapia com gás ozônio 

e óleo ozonizado apresentaram um maior número total de mastócitos em relação ao grupo 

Controle, entretanto essa diferença não foi significativa (p> 0,05). Houve diferença 

estatisticamente significativa apenas no tocante ao número de mastócitos desgranulados, com 

evidente aumento dessas células tanto entre os grupos Controle e gás ozônio quanto Controle e 

óleo ozonizado (p=0,0003 e p=0,004, respectivamente); (Tabela 3); (Figura 6 A, C e E). 

No período pós-operatório correspondente ao 10º dia, o número total de mastócitos 

apresentou perfil semelhante ao do 5º dia de análise, pois ambos os grupos tratados exibiram 

maior contingente de MCs em relação ao Controle (p>0,05). Os números de MCs intactos e 
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desgranulados entre os diferentes grupos experimentais (p.0,05); (Tabela 3); (Figura 6 B, D e 

F). 

 

Tabela 1: Registro do infiltrado inflamatório monomorfonuclear entre os grupos experimentais 

com respectivas medianas e intervalos interquartis. 

Variável Resultado GC GGO GOO 

  5º dia 

Med 

(q1-q3) 

10º dia 

Med 

(q1-q3) 

5º dia 

Med 

(q1-q3) 

10º dia 

Med 

(q1-q3) 

5º dia 

Med 

(q1-q3) 

10º dia 

Med 

(q1-q3) 

Infiltrado 

Inflamatório 

 3(2,5-3) 4(4-4) 3(3-3) 3(3-3,5) 3(3-3) 4(3,5-4) 

 p-valor 0,008 0,690 0,063 
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Tabela 2: Registro do quantitativo de mastócitos, intactos e desgranulados nos diferentes 

grupos experimentais com respectivas medianas e intervalos interquartis. 

  Quantitativo Soma Mediana (quartis) p valor 

 MCs Intactos 68   12 (10-14)  

GC 5º dia   90   

 MCs Desgranulados 22  4 (4-4)  

      

 MCs Intactos 87  13 (12-14)  

GGO 5º dia   130  0,01* 

 MCs Desgranulados 43  8 (8-9)  

      

 MCs Intactos 63  15(9-15)  

GOO 5º dia   119  0,02* 

 MCs Desgranulados 56  10 (10-14)  

      

 MCs Intactos 60  13 (12-14)  

GC 10º dia   105   

 MCs Desgranulados 45  8 (8-9)  

      

 MCs Intactos 84  14 (24-17)  

GGO 10º dia   142  0,09 

 MCs Desgranulados 58  10 (10-14)  

      

 MCs Intactos 77  20 (10-22)  

GOO 10º dia   145  0,37 

 MCs Desgranulados 68  14 (12-15)  

* p<0,05 

Grupos 

Intactos               

p valor 

Desgranulado

s 

p valor 

Grupo Controle 5º X Ozônio Gás 5º 0,28 0,0003* 

Grupo Controle 5º X Ozônio Óleo 5º   0,39 0,004* 

Grupo Controle 5º X Grupo Controle 

10º 0,25 0,006* 

Grupo Controle 10º X Ozônio Gás 10º  0,10 0,21 

Grupo Controle 10º X Ozônio Óleo 

10º 0,23 0,07 

Ozônio Gás 5º X Ozônio Gás 10º 0,46 0,04* 

Ozônio Óleo 5º X  Ozônio Óleo 10º 0,27 0,14 
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Tabela 3: Registro Intergrupos e Intragrupos nos 5º e 10º dias do período pós operatório. 

* p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos Intactos p valor Desgranulados p valor 

Grupo Controle 5º X Ozônio Gás 5º 0,28 0,0003* 

Grupo Controle 5º X Ozônio Óleo 5º   0,39 0,004* 

Grupo Controle 5º X Grupo Controle 10º 0,25 0,006* 

Grupo Controle 10º X Ozônio Gás 10º  0,10 0,21 

Grupo Controle 10º X Ozônio Óleo 10º 0,23 0,07 

Ozônio Gás 5º X Ozônio Gás 10º 0,46 0,04* 

Ozônio Óleo 5º X  Ozônio Óleo 10º 0,27 0,14 
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Figura 5: Análise histomorfométrica dos grupos experimentais. Registro de fotomicrografias 

de secções histológicas de pele de ratos Wistar representativa do ferimento cutâneo 

padronizado, nos períodos de 5º e 10º dias. São evidenciados o infiltrado inflamatório 

monomorfonuclear de todos os grupos. Percebe-se que no 5º dia, os grupos GC (A), GGO (C) 

e GOO (E) evidenciaram características semelhantes e apresentaram aspectos de inflamação 

crônica com intensidades moderada e intensa. No período de 10º dias, os grupos GC (B), GGO 

(D) e GOO (F) evidenciaram características correspondentes com as etapas mais tardias do 

reparo, e inflamação leve. Microscopia de luz, Hematoxilina-eosina, 100X (ICS-UFBA). 

 5º dias 10º dias 

GC 

A B 

GGO 

C D 

GOO 

E F 
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Figura 6: Análise histomorfométrica dos grupos experimentais. Registro de fotomicrografias 

de secções histológicas de pele de ratos Wistar representativa do ferimento cutâneo 

padronizado, nos períodos de 5º e 10º dias. São evidenciados numerosos mastócitos na derme 

em todos os grupos, em especial os tratados. percebe-se que no 5º dia, os grupos GC (A), GGO 

(C) e GOO (E) evidenciaram maior quantitativo de mastócitos intactos. No período de 10º dias, 

os grupos GC (B), GGO (D) e GOO (F). Microscopia óptica, Azul de Toluidina, 400X (ICS-

UFBA) 

 5º dias 10º dias 
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7. DISCUSSÃO 

 

O presente estudo experimental objetivou analisar o reparo tecidual sob a influência da 

ozonioterapia a fim de avaliar os efeitos do ozônio na cicatrização, administrado através de duas 

diferentes vias: óleo ozonizado e insuflação local do gás ozônio. Em especial, por meio de 

estudo histomorfométrico, foi possível identificar o contingente de mastócitos intactos e 

desgranulados, assim como o infiltrado inflamatório monomorfonuclear. Tal estudo 

histomorfométrico foi realizado  em períodos correspondentes à fase inflamatória crônica que 

corresponderam aos 5º e 10º  dias do período pós-operatório. Essa fase do reparo tecidual já foi 

objeto de análise de outros estudos, a exemplo do desenvolvido por Rodrigues94 e colaboradores 

(2019), e apresenta como principal vantagem permitir a observação da população de células 

que participam da fase proliferativa do reparo, a qual se torna mais evidente com a formação 

de uma matriz extracelular provisória representada pelo tecido de granulação.  

De acordo com Aarabi95 e colaboradores (2007), durante o reparo tecidual há uma 

transição gradual do infiltrado de células polimorfonucleares para monomorfonucleares, em 

especial na fase correspondente à inflamação crônica. No presente estudo, observou-se tal 

tendência. Contudo, apenas o GGO apresentou menor escore de células monomorfonucleares 

em relação aos demais grupos experimentais no 10º dia da cicatrização, embora esse dado não 

tenha  sido estatisticamente significativo (p=0,69). 

Diversos estudos experimentais in vivo apresentaram resultados significativos quanto ao 

potencial biomodulador do ozônio no reparo, como o desenvolvido por Pires14 e colaboradores 

(2021). Esses autores constataram diferenças estatisticamente significativas quanto ao estágio 

inflamatório em dois períodos distintos. No sétimo dia do pós-operatório, foi observado um 

reparo mais avançado pois houve uma resolução mais significativa da inflamação crônica em 

relação ao grupo controle. No período de 15 dias, a análise morfológica demonstrou ausência 

de inflamação para todos os grupos experimentais. Os autores concluíram que a ozonioterapia 

com aplicação local do gás ozônio foi eficaz em amenizar o grau do infiltrado inflamatório e 

acelerar o reparo da ferida, com maior contração desta. Tais resultados ratificam os achados da 

presente pesquisa e sugerem um potencial efeito anti-inflamatório do ozônio em fases mais 
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tardias do reparo. Contudo, faz-se necessário investigar mais detalhadamente a ação do ozônio 

na fase inflamatória inicial, em especial ao se considerar o seu papel indutor de processos de 

oxi-redução96.  

Até o presente momento, alguns estudos publicados na literatura científica avaliaram a 

participação de mastócitos no reparo tecidual, mas com maior ênfase destinada à fase 

inflamatória inicial. As ações dos MCs dependem de contextos, como o microambiente no qual 

está inserido e a severidade da lesão. Tais células conduzem respostas que podem variar entre 

pró e anti-inflamatórias. Beghdadi97 e colaboradores (2011) sugerem que os MCs 

desenvolveram sensores celulares que permitem identificar o microambiente com o propósito 

de deflagrar uma resposta adequada, a fim de favorecer a inflamação ou até mesmo limitar esse 

processo.  Dessa forma, o presente estudo apresenta resultados inéditos, pois não só 

compreendeu uma análise da fase proliferativa do reparo como também permitiu verificar a 

influência da ozonioterapia nesse processo, em especial sobre os mastócitos. 

Tem sido demonstrado na literatura que a ativação de MCs teciduais é capaz de induzir 

secreção de uma variedade de moléculas biologicamente ativas que implicam atividades 

quimiotáticas. Esses mediadores, a exemplo da histamina e serotonina, modulam o 

microambiente por produzir uma reação que promove a permeabilidade vascular. Na fase inicial 

da inflamação, tal aumento da permeabilidade vascular viabiliza a infiltração de células 

polimorfonucleares onde os neutrófilos assumem um papel de destaque. Já na fase mais tardia, 

os MCs também contribuem para a infiltração tecidual de células monomorfonucleares por 

meio da estimulação proveniente de fatores quimiotáticos para os leucócitos98,99. Assim, 

durante as primeiras 6 a 24 horas, à proporção que a transmigração de monócitos aumenta 

gradativamente, os macrófagos se tornam mais numerosos no leito da ferida e ocorre um 

crescente processo de cronificação da inflamação, a partir de 24 horas em diante. Quanto aos 

neutrófilos, após sua diapedese, diminuem em número por autólise, necroptose e apoptose. 

Desses componentes do infiltrado, o mais longevo é o macrofago, o qual passa a predominar 

no microambiente local e orquestrar reações inflamatórias mais prolongadas100. 

No tocante ao contingente de MCs no presente estudo, constatou-se um crescente 

aumento dessa população celular, do 5º para o 10º dia, em todos os grupos experimentais. Tal 

achado ratifica a hipótese de que os MCs participam efetivamente em todas as fases do reparo 

tecidual101. Contudo, na literatura, há uma ênfase maior direcionada para estudos dos MCs na 

fase inflamatória aguda, a qual não foi objeto de análise na presente investigação. Um estudo 

in vivo conduzido por Shiota102 e colaboradores (2009) propôs a observação dos MCs durante 
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o processo de cicatrização de feridas resultantes de dano térmico, comparando grupos em que 

havia presença dessas células e outro com deficiência delas. Os resultados encontrados 

demonstraram que o reparo foi prejudicado nas linhagens de ratos que não expressavam os 

MCs, principalmente nos tempos de 14º e 21º dias, que correspondem à fase de remodelamento. 

Dessa forma, os autores sugeriram que pode ter ocorrido uma maior participação dos MCs nas 

fases tardias do reparo. Nesse mesmo sentido, um estudo realizado por Atiakshin103  e 

colaboradores (2020) enfatizou a relação entre os MCs e o fibrinogênio, indicando que através 

da secreção de glicosaminoglicanos, substância que desempenha papel fundamental no 

estímulo inicial do fibrinogênio presente no tecido, os MCs podem também atuar como 

moduladores do microambiente tecidual e estimular a formação de uma rede de fibrina que, por 

consequência, poderia determinar maior estímulo à biossíntese do colágeno. 

A desgranulação mais tardia dos MCs na fase proliferativa parece estar relacionada com 

a biossíntese de colágeno e de outros constituintes estruturais da MEC, etapa fundamental para 

o tecido adquirir a força tênsil necessária104. Embora a análise das fibras colágenas não tenha 

integrado o escopo desse estudo, o maior número de MCs, em especial desgranulados, nos 

grupos tratados, sugere que a ativação dessa célula poderia contribuir para a evolução do reparo 

tecidual, apresentando um perfil funcional mais voltado para o estímulo de fenômenos 

proliferativos. Neste estudo, a análise realizada ao 10º dia permitiu avaliar que a presença de 

MCs intactos e desgranulados ao final da fase proliferativa do reparo foi maior nos grupos 

submetidos à ozonioterapia, em especial no grupo experimental que recebeu a insuflação local 

do gás. De fato, os resultados do presente estudo sugerem que a forma de aplicação do ozônio 

pode também ser uma variável determinante para a observação de um efeito pró ou anti-

inflamatório mais significativo, a depender da fase do reparo em questão.  

O potencial terapêutico do ozônio como agente pró e antinflamatório tem sido discutido 

na literatura. Há evidências de que o seu principal mecanismo de ação consiste na exacerbação 

inicial da resposta inflamatória de forma controlada no tecido, mediante o equilíbrio das reações 

de oxirredução105. Ainda de acordo com Liu106 (2018), o ozônio é capaz de controlar o estresse 

oxidativo por meio da ativação do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB). Sendo assim, 

a expressão precoce de NF-kB ativaria a transcrição de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-

alfa e IL-1 beta, que induzem a fase inicial da inflamação. Por outro lado, a diminuição da 

expressão do gene que codifica tal fator de transcrição resulta na produção de enzimas 

antioxidantes, entre elas, a glutationa peroxidase e a catalase. 
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Entre as ações do ozônio no contexto do reparo, por sua característica de potente oxidante, 

tem sido documentado que também é capaz de eliminar microrganismos patogênicos, como 

bactérias, vírus e fungos, presentes no leito da lesão106. A ação antimicrobiana do ozônio in 

vitro foi demonstrada em resultados de um estudo realizado por Silva107 e colaboradores (2021) 

no qual foram encontradas justificativas para o emprego tanto do gás ozônio quanto do óleo 

ozonizado como microbicida capaz de eliminar microrganismos patogênicos, como 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli. e Staphylococcus aureus resistente à meticilina. 

Nesse estudo para fim de profilaxia, os autores relataram resultados superiores para o gás ozônio 

em relação ao óleo ozonizado. Ademais, pode se afirmar, com base na literatura, como 

vantajoso o custo-benefício do ozônio para ação antimicrobiana em detrimento a outros agentes 

de desinfecção e antissepsia. Além disso, tem sido relatado que a ozonioterapia disponibiliza 

O2 no tecido, por sua grande instabilidade molecular. Dessa forma, por meio de uma melhor 

oxigenação tecidual, a atividade funcional dos fibroblastos pode ser aumentada e, assim, 

contribuir para a aceleração das fases subsequentes do reparo108. Diante do exposto, pode se 

esperar uma intensificação da inflamação no tecido, seguida por uma rápida resolução desse 

evento. 

A fim de elucidar os possíveis mecanismos moleculares e celulares que expliquem a ação 

terapêutica do ozônio, algumas hipóteses têm sido discutidas na literatura. Estudos que 

abordaram a ozonioterapia apontam para evidências de que a liberação do óxido nítrico e das 

aminas vasoativas dos MCs, induzidas pelo ozônio, podem promover o desencadeamento de 

reações vasodilatadoras e, por consequência, aumento da perfusão de sangue e aceleração do 

reparo no tecido109. Ademais, o ozônio pode induzir um acréscimo na carboxilação oxidativa 

do piruvato, assim como adicionar a produção de ATP no ciclo de Krebs e reduzir espécies 

oxidantes, como citocromo C. Também aumenta a produção de enzimas como a catalase, a 

peroxidase e a glutationa, que atuam como protetoras para células saudáveis, por sua ação 

eliminadora de radicais livres98. Outro possível mecanismo está ligado ao estímulo à produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs). Tais moléculas apresentam um elétron não pareado 

em sua orbital externa e se tornam radicais reativos. Essas moléculas podem ser originadas da 

fosforilação oxidativa mitocondrial, a partir do aumento da síntese de ATP110. 

Em uma revisão sistemática realizada por Dunnill111 e colaboradores (2017), são descritos 

os papéis desempenhados pelos EROs nas diferentes fases do reparo tecidual. Tais mediadores 

recrutam células imunes e estimulam a formação de novos vasos sanguíneos, além da ação 

indutora de morte celular por apoptose. Também é descrita na literatura uma via específica de 
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ativação do reparo através da interação do ozônio com o fator nuclear eritrocitário 2 (Nrf2). A 

translocação do fator é aumentada pela ozonização suave que ativa a transcrição dependente de 

Keap1 e é mediada por Nrf2, que impulsionadas por elementos responsivos a oxidantes 

codificadores de proteínas, envolvem-se em diversas funções metabólicas importantes, sendo o 

estresse oxidativo uma delas. O Nrf2 é capaz de bloquear essa função metabólica, induzindo a 

produção de enzimas antioxidantes, entre elas as subunidades catalíticas e moduladoras do 

glutamato, cisteína ligase e da glutationa peroxidase89. 

No presente estudo, a desgranulação dos MCs foi crescente do 5º para o 10º em todos os 

grupos experimentais, mas esse aumento só apresentou significância para os grupos tratados 

com ozônio. Esse achado pode não estar relacionado exclusivamente ao processo inflamatório, 

pois, conforme já citado anteriormente, estudos atuais têm descrito a participação dos MCs na 

fase proliferativa e de remodelamento do reparo103. Apesar de verificar que o gás ozônio e o 

óleo ozonizado modularam a desgranulação de MCs, os resultados observados em nosso estudo 

não permitem inferir a influência da desgranulação sobre outras variáveis do reparo, a exemplo 

da densidade vascular, biossíntese de fibras colágenas e elástica, assim como outros 

constituintes da MEC, nos períodos avaliados. 

Ainda no que diz respeito à eficácia da ozonioterapia na cicatrização de ferimentos, 

Vinnik112 e colaboradores (2022) realizaram um estudo experimental comparativo, através da 

análise de feridas infectadas, em ratos Wistar acometidos por diabetes mellitus. Os animais 

foram submetidos à intervenção cirúrgica no 7º e 14º dias. Os autores comprovaram a eficácia 

do tratamento combinado com ozonioterapia tópica e ultrassom de baixa frequência. Esse 

método de tratamento normalizou a taxa de fluxo sanguíneo na fronteira entre o tecido saudável 

e a ferida infectada, reduziu o tempo de cicatrização da ferida e acelerou os processos de 

limpeza do exsudado purulento e preenchimento da ferida com tecido de granulação, bem como 

re-epitelização marginal.  

Um outro estudo avaliou os efeitos da injeção subcutânea de ozônio em queimaduras. 

Nesse estudo, queimaduras de segundo grau superficiais de espessura parcial foram provocadas 

na parte inferior do dorso dos animais agrupados em três grupos comparativos: controle e dois 

grupos adicionais que foram submetidos ao tratamento com sulfadiazina de prata e ozônio gás, 

respectivamente. Na análise das secções teciduais, constatou-se que a cicatrização das feridas 

no grupo do ozônio foi significativamente mais rápida do que nos outros grupos, de modo que 

os autores concluíram que a ozonioterapia subcutânea foi mais eficaz do que a sulfadiazina de 

prata no processo de cicatrização de queimaduras de segundo grau113. 
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Para além da ação antimicrobiana e dos efeitos no período inflamatório, linhas de 

pesquisa têm se dedicado a investigar os efeitos do ozônio sobre outros eventos biológicos do 

reparo tecidual. Soares114 e colaboradores (2019) demonstraram seu efeito na modulação do 

fator de crescimento fibroblástico 2 (FGF2), redução do infiltrado inflamatório presente no 

tecido de granulação, bem como uma maior deposição de colágeno114. Nesse mesmo sentido, 

um experimento conduzido por Pai115 e colaboradores (2014) avaliou o efeito do óleo ozonizado 

sob a contratura da ferida, força tênsil, área de colágeno e atividade do superóxido dismutase 

na área da ferida, no período de 10 dias. O desfecho encontrado demonstrou que o grupo tratado 

com óleo ozonizado apresentou melhores resultados para os aspectos avaliados em relação aos 

outros grupos. Ainda, tal estudo ratifica que a eficácia terapêutica do ozônio tem como potencial 

mecanismo o estresse oxidativo, ainda que seja necessário um equilíbrio tênue entre sua 

efetividade e toxicidade116.  

Outros estudos se propuseram a investigar a influência da ozonioterapia sob (não seria 

“sobre” ?) o número de fibroblastos e do colágeno a partir do espessamento de suas fibras. Foi  

realizado um estudo experimental que comparou o grupo controle com um grupo tratado com 

óleo de aloe vera ozonizado, nos tempos 3º e 7º dias. Os resultados demonstraram significância 

entre os grupos nos dois tempos propostos, com maior número de fibroblastos, maior 

biossíntese de colágeno e redução do tamanho da ferida no grupo tratado com óleo de aloe vera 

ozonizado117. Esses resultados diferem do presente estudo, uma vez que a redução da severidade 

da inflamação no 10º dia foi mais acentuada no GGO em relação ao GOO, o qual apresentou 

aspectos semelhantes ao grupo controle. Contudo, em relação ao contingente de MCs, os 

resultados evidenciados tanto pelo GGO quanto pelo GOO demonstraram que o ozônio foi 

capaz de modular a desgranulação dessas células. Adicionalmente, quanto à indicação do 

método de aplicação do ozônio, cumpre destacar que outros fatores também devem ser 

considerados, tais como o custo, o grau de invasividade do tratamento e o potencial de resposta 

individual à terapia. 

Embora haja evidências favoráveis à utilização da ozonioterapia nos estudos 

experimentais já citados, no tocante à sua aplicabilidade em seres humanos, ainda existe muita 

divergência sobre sua ação terapêutica. Em uma revisão sistemática da Cochrane, conduzida 

por Liu106 e colaboradores (2015), tais autores selecionaram ensaios clínicos randomizados a 

fim de comparar a ozonioterapia com outra intervenção. Consideraram todos os estudos 

incluídos na revisão como de baixa ou muito baixa qualidade, e concluíram que a eficácia da 

ozonioterapia no tratamento de feridas, com base nos três estudos elegíveis para revisão, não 
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poderia ser avaliada, pois esses apresentavam falhas metodológicas, com amostras muito 

pequenas para detecção de diferenças clínicas significativas. Sendo assim, a realização de 

estudos experimentais in vivo, como no caso da presente investigação, e aqueles realizados in 

vitro podem contribuir significativamente para a identificação de possíveis alterações teciduais 

decorrentes da ozonioterapia. 
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8. CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados observados no presente estudo, pode se concluir que: 

● A análise semiquantitativa do infiltrado inflamatório monomorfonuclear não evidenciou 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos experimentais, embora o grupo tratado 

com o gás tenha exibido um infiltrado inflamatório crônico mais discreto. Os autores sugerem 

a necessidade de se avaliar também, no futuro,  o infiltrado inflamatório polimorfonuclear na 

fase inicial do reparo cutâneo.  

● O estudo histomorfométrico da população de MCs evidenciou que nos grupos 

submetidos à ozonioterapia, tanto com o gás quanto com o óleo, houve aumento do número de 

MCs intactos e desgranulados. Os autores sugerem ampliar a análise de outras variáveis do 

reparo tecidual correspondentes aos períodos do presente estudo, a exemplo da densidade 

vascular e biossíntese de fibras colágenas e elásticas, assim como correlacioná-las com os MCs. 

● Houve maior desgranulação de MCs no 10º dia do período pós-operatório, em todos os 

grupos experimentais, em especial nos grupos tratados com ozônio. Tal evidência ratifica a 

participação dos MCs em etapas tardias do reparo, assim como sugere uma aparente modulação 

da atividade funcional dessas células induzida pela ozonioterapia.  

A ozonioterapia com gás pareceu atenuar o infiltrado inflamatório monomorfonuclear no 10º 

dia, embora esse dado não tenha apresentado significância estatística. Entre os grupos tratados, 

com base nas variáveis analisadas no presente estudo, não  houve diferença em relação ao 

método de aplicação do ozônio. 
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