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RESUMO

O reparo é um evento complexo que exige mobilizacao de diferentes células a fim de restaurar
o tecido lesionado. A ozonioterapia tem sido utilizada a fim de contribuir para a resolugéo mais
rapida do reparo. O objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos do 0zonio, sob a forma
de gés e 6leo, na caracterizacdo do infiltrado inflamatério monomorfonuclear e quantitativo de
mastocitos. Tratou-se de um estudo experimental in vivo no qual Ratos Wistar foram
submetidos a ozonioterapia como abordagem terapéutica para um ferimento cutaneo
padronizado. Os espécimes foram alocados randomicamente em trés grupos experimentais:
Controle (GC), tratado com Géas 0z6nio (GGO) e tratado com Oleo Ozonizado (GOO) ap6s a
cirurgia cutanea, por trés dias consecutivos. Os animais foram sacrificados nos 5° e 10° dias.
Foi realizada anélise histomorfométrica em sec¢des teciduais coradas com HE e Azul de
Toluidina, para analise semiquantitativa do infiltrado inflamatério monomorfonuclear e
histomorfométrica dos mastdcitos, respectivamente. Foi observado que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no tocante ao infiltrado inflamatério monomorfonuclear entre os
grupos em ambos os periodos do estudo (p>0,05). Houve crescente aumento do nimero de
mastocitos, intactos e desgranulados nos grupos tratados em relacdo ao controle (GGO
P=0,0003; GOO p=0,004). Os resultados apresentados ratificam que embora a ozonioterapia
ndo tenha modulado o infiltrado inflamatério monomorfonuclear nos periodos avaliados,
influenciou a participacdo dos mastdcitos em atapas mais tardias do reparo, sugerindo assim
uma aparente modulacédo da atividade funcionaldestas células.

Palavras-chave: Cicatrizacdo, Inflamacéo, ozdnio, mastdcito.



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.



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6

LISTA DE FIGURAS

Seccdo de pele que apresenta mastocitos dérmicos intactos (circulados
em vermelho) e mastdcitos com evidéncias de desgranulacdo
(circulados em verde). Azul de Toluidina, 400 X.

Aspecto ilustrativo do mastdcito intacto (A), mastocito sensibilizado
pela imunoglobulina IgE liberando seus granulos (B) e mastdcito em
evidente desgranulacéo (C).

MCs (setas) com diferentes densidades citoplasmaticas que exibem
desgranulagdo em reacéo alérgica na derme. Azul de Toluidina. 400X.

Aspecto ilustrativo do mastdcito sensibilizado pela imunoglobulina,
IgE, em sequéncia liberando seus granulos.

Analise histomorfométrica dos grupos experimentais. Registro de
fotomicrografias de sec¢des histoldgicas de pele de ratos Wistar
representativa do ferimento cutaneo padronizado, nos periodos de 5 e
10 dias.

Analise histomorfométrica dos grupos experimentais. Registro de
fotomicrografias de sec¢des histoldgicas de pele de ratos Wistar
representativa do ferimento cutaneo padronizado, nos periodos de 5 e
10 dias.

23

26

31

33

44

45



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Registro do infiltrado inflamatério monomorfonuclear entre os grupos 41
experimentais com respectivas medianas e intervalos interquartis.

Tabela 2 Registro do quantitativo de mastdcitos, intactos e desgranulados nos 42
diferentes grupos experimentais com respectivas medianas e intervalos
interquartis.

Tabela 3 Registro Intergrupos e Intragrupos nos 5 e 10 dias do periodo pés 43
operatdrio.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

MC Mastocito

AT Azul de Toluidina

PDGF Platelet-derived growth factor (fator de crescimento derivado de plaquetas)
TGF  Transforming growth factor (fator de crescimento transformador)
FGF  Fibroblast growth factor (fator de crescimento fibroblastico

VEGF Vascular endothelial growth factor (fator endotelial vascular)

TGFR  Transforming growth factor (fator de crescimento transformador beta)
bFGF  Fibroblast growth factor (fator de crescimento fibroblastico basico)
GC Grupo Controle

GO Grupo Ozbnio Gas

GOO  Grupo Oleo ozonizado

SCF  Stem cell factor (fator de células tronco)

Nrf2  Nuclear Factor Erythroid 2 - related factor 2 (fator nuclear eritrocitario 2)
EROs Species reactive oxygen (Especies reactivas a oxigeno)

TNF  Tumor necrosis factor (fator de necrose tumoral)

SCF  Steam cell factor (Célula tronco)

PG Prostaglandinas

TX Tromboxanos

LTs Leucotrienos

IL Interleucinas

IL-6 Interleucina 6



2.1
2.2

4.1

4.2
421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4251
4252
4.2.5.3
4.3

5.1
5.2
5.3

5.4
5.5
5.6
5.7

SUMARIO

INTRODUCAO

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

OBJETIVO ESPECIFICOS

JUSTIFICATIVA

REVISAO BIBLIOGRAFICA

ASPECTOS GERAIS DA CICATRIZACAO DE FERIMENTOS
PARTICIPACAO DOS MASTOCITOS NO REPARO TECIDUAL
Aspectos Gerais dos Mastocitos

Historico

Origem

Métodos de Analise - Coloragdes Histoquimicas
Acdes Biologicas

Reparo Tecidual

Alergia

Neoplasias

OZONIOTERAPIA E O REPARO TECIDUAL
METODOLOGIA

DESENHO DO ESTUDO

AMOSTRA DO ESTUDO

PROCEDIMENTOS CIRURGICOS E UTILIZACAO DA TERAPIA
BIOMODULADORA

MORTE DOS ANIMAIS

PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

AVALIACAO HISTOLOGICA E MORFOMETRICA
ANALISE ESTATISTICA

RESULTADOS

DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

ANEXOS

13
15
15
15
16
17
17
21
21
23
24
25
26
26
30
31
34
37
37
37
37

38
38
39
39
40
46
53
54
63






13

1. INTRODUCAO

O reparo tecidual envolve uma sequéncia de eventos moleculares e bioquimicos que
culminam na cicatrizacdo de uma determinada lesdo. Pode ser desencadeado por diferentes
agentes etioldgicos de natureza fisica, quimica ou bioldgica. A cicatrizacdo de feridas tem se
constituido um desafio para as profissGes de satde em razdo do crescente aumento de doencas
cronicas e condicBes clinicas que requerem maior mobilizagdo celular em variados tipos de
tecido®. Em particular, tem sido relatado na literatura que ferimentos com dificuldade cicatricial
resultam em maior tempo de permanéncia de pacientes nos leitos hospitalares e representam
maiores gastos de recursos financeiros, tanto por desembolso individual quanto pelo Sistema

de Satde de uma dada populagio?.

O reparo é um evento complexo que compreende multiplas etapas, nas quais diferentes
tipos de células sdo ativadas. Em especial, os mastocitos (MCs) se destacam por participarem
em todas as fases desse processo fisiopatoldgico. A fase inflamatéria do reparo se inicia logo
apos o estabelecimento da lesdo. Diversos mediadores pré-formados sao liberados, entre eles a
histamina proveniente de MCs residentes no tecido, a qual promove a vasodilatagdo e como
consequéncia ocorre uma maior permeabilidade endotelial, viabilizando o recrutamento de
outras células de defesa ao sitio da lesdo®. Ha biossintese e liberagdo de substancias
vasodilatadoras além da histamina, como as prostaglandinas e outras aminas vasoativas
decorrentes da desgranulacdo de MCs, além da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
- a exemplo do 6xido nitrico produzido por células endoteliais e leucdcitos*. A fase inflamatoria
ocorre mais intensamente até as primeiras 48 horas ap06s a lesdo e em sequéncia 0s eventos
proliferativos e o infiltrado linfo-plasmocitario passam a predominar no microambiente da
lesio. Um estudo conduzido por Egozi® e colaboradores (2003) avaliou o relevante papel
biolégico desempenhado pelos MCs na fase inflamatdria aguda, e observouque esses foram
capazes de modular a transmigracdo tanto de células polimorfo quanto monomorfonucleares.
Além dos MCs, a crescente diapedese de monadcitos resulta em sua diferenciacdo no tecido
como macrofagos, que secretam mediadores quimicos recém-sintetizados, a exemplo das

citocinas e fatores de crescimento®, entre eles TGF-a, TGF-B, VEGF, FGF, entre outros’.
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A fase proliferativa é caracterizada por intensa proliferacdo celular e crescente biossintese
de novos constituintes da matriz extracelular (MEC) com o proposito de formar uma MEC
provisoria®. Nesse contexto, os MCs secretam fatores pré-angiogénicos, interleucina-8, além de
proteases e heparina®. Ja a fase de remodelamento consiste na reorganiza¢io da MEC recém-
sintetizada. Ocorre um estimulo a biossintese de colageno tipo I, elastina e outros componentes
fibrilares que séo reorganizados e compactados a fim de atribuir forca ténsil ao leito da cicatriz.
No que diz respeito a essa fase do reparo, ainda ha escassez de estudos que avaliaram a

participacdo dos MCs.

Levando em consideracdo a ocorréncia de agravos que impedem o reparo tecidual de
forma eficaz, tém sido propostas abordagens terapéuticas biomoduladoras, dentre as quais se
destaca a ozonioterapia, que se constitui no uso medicinal do ozénio, uma molécula alotropica
de oxigénio formada por trés atomos desse elemento'®. Os mecanismos através dos quais 0
0z0nio é capaz de exercer seus efeitos terapéuticos incluem a melhora da oxigenagéao no tecido,
a eliminacdo de produtos tdxicos gerados pelas células e a regulacdo de mecanismos
imunoldgicos de defesa do organismo. Ademais, tem sido relatado que o ozénio tem
propriedades bactericidas, antivirais, fungicidas, assim como estimuladoras da regeneragdo®®.
Ao interagir com os acidos graxos insaturados das membranas celulares, pode promover a
formacao de peroxidos hidrofilos que estimulam a producdo de compostos desoxigenantes, 0s
quais podem acelerar a degradacdo da oxihemoglobina e a liberacdo de oxigénio para os

tecidos®? .

Diferentes formas de apresentacao e vias de administracdo do ozénio tém sido propostas
na literatura. Pode ser utilizado sob a forma de gas, associado a 6leo, d4gua ou nanoparticulas®®.
Adicionalmente, pode ser aplicado por via retal, sublingual, auricular, subcutanea,

intramuscular ou tdpica, com utilizagdo do gas e veiculos ozonizados**.

Diante dos possiveis beneficios oriundos da ozonioterapia na cicatrizagdo de ferimentos,
urge a necessidade de se analisar os efeitos desse recurso terapéutico em modelos experimentais
de cicatrizacdo in vivo. Em particular, o presente estudo objetivou avaliar a acdo da
ozonioterapia sobre os MCs e sua relagdo com o processo inflamatério que se desenrola na

MEC durante a cicatrizagdo cutanea em ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da ozonioterapia sobre o infiltrado inflamatério monomorfonuclear e

mastdcitos em um modelo experimental clssico de cicatrizacdo cuténea in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o infiltrado inflamatério monomorfonuclear por meio de andlise
semiquantitativa em seccfes de pele que compreendem a area do ferimento induzido

experimentalmente;

Identificar o quantitativo de mastocitos intactos e desgranulados em seccbes de pele

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

Comparar as varidveis descritas em dois periodos distintos do reparo cutaneo em ratos
pertencentes aos diferentes grupos experimentais;

Indicar qual dos métodos de aplicacdo do ozénio pode ter influenciado mais a inflamacéao

e a desgranulacdo dos mastdcitos durante a cicatrizacdo cutanea em ratos.



16

3. JUSTIFICATIVA

O reparo de ferimentos representa um desafio comum a diferentes areas das ciéncias da
salde, com variaveis determinadas pelo tipo da populacdo afetada em razdo de lesdes
decorrentes de traumas ou doencas pré-existentes’®. Os ferimentos sdo caracterizados pela
interrupcdo dos tecidos lesionados, e a regeneragdo tem como objetivo restabelecer a
integridade morfoldgica e funcional das células envolvidas nesse processo*. Diante da
existéncia de fatores complicadores do reparo, que impactam em custos financeiros elevados
tanto por parte de pacientes quanto pelo sistema de salde, novas propostas terapéuticas que

incluem o uso de terapias biomoduladoras tém sido relatadas na literatura cientifica.

Nesse sentido, 0 emprego terapéutico do ozonio tem sido evidenciado com vistas a
otimizar o reparo tecidual e biomodular os fenémenos bioldgicos complexos que caracterizam
esse evento. Adicionalmente, através de seus efeitos microbicidas, a ozonioterapia pode ativar
leucdcitos que participam de relevantes respostas, tanto celulares quanto humorais, do sistema
imunoldgico®®. Considerando as feridas como limitantes e dispendiosas, 0 uso do 0zonio tem
sido considerado promissor em razéo do baixo custo operacional envolvido em sua utilizacdo e
devido a escassez de estudos que avaliaram a sua acdo in loco durante a cicatrizacdo, em

modelos experimentais in vivo.

Mais recentemente, Andrade!’ e colaboradores (2022) analisaram cinco estudos
experimentais que avaliaram o potencial terapéutico da ozonioterapia sobre o reparo tecidual,
de forma isolada ou associada a outras terapias biomoduladoras. Em tais estudos, a énfase esta
primariamente voltada para a caracterizagdo do processo inflamatorio. Contudo, até 0 momento,
ndo foram identificados estudos na literatura que objetivaram analisar a influéncia da

ozonioterapia sobre a inflamag&o crénica e a desgranulacdo de mastocitos.

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

fases especificas do reparo cutaneo em ratos submetidos ao tratamento com ozénio.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo da dissertacdo, séo descritos os aspectos do reparo tecidual com énfase na
descricdo dos mastdcitos. Essas informacdes sdo derivadas de minuciosa pesquisa bibliografica
e constituem um capitulo de livro que serd publicado pelo Programa de Pds-Graduagéo

Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas (Anexo 1).

4.1. ASPECTOS GERAIS DA CICATRIZACAO DE FERIMENTOS

A cicatrizacdo de lesGes, sejam de origem traumatica ou decorrentes de patologias, tem
apresentado um crescente escopo de mobilizacdo de esforcgos e recursos. As feridas de perfil
crébnico emergem como objeto de preocupacdo de interesse amplo na area da salude, pois 0
individuo acometido por tais agravos tém probabilidade de ter maior tempo de hospitalizacéo,
bem como se torna mais suscetivel a contrair infeccdes que podem levar a maiores prejuizos a
sua satide?. O processo de reparo dessas feridas é complexo e envolve diferentes aspectos em
cada uma de suas fases pois pode sofrer influéncia de comorbidades, apresentar retardo da
cicatrizacio ou até mesmo progressao para uma lesdo cronica®. No Brasil, a escassez de dados
referentes a feridas cronicas se deve a subnotificacdo deste agravo no atendimento ao paciente,
0 que impede uma analise estatistica ampla. Neste pais, estima-se que cerca de 3% da populacao
seja acometida por algum tipo de lesdo cutdnea com dificuldade cicatricial®.

Dentre os inumeros fatores que podem influenciar na resposta esperada a cicatrizag&o,
destaca-se a Diabetes mellitus. Aproximadamente 500 milhdes de pessoas sofrem atualmente
com tal comorbidade, e uma parcela desses individuos pode desenvolver Glceras cronicas nao-
cicatrizantes. Ademais, a hiperglicemia contribui para que arteriosclerose se estabeleca,
impedindo que os nutrientes circulantes alcancem a matriz extracelular das feridas e tem sido
apontada como potencial causa de disfuncdes endoteliais?®. Além desta sindrome metabolica,
a hipertensdo arterial e condigdes que determina a ocorréncia de isquemia, hipdxia, anemia,
alteracdes 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 feridas?}?2. A incidéncia de feridas cronicas, influenciada por
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comorbidades, representa uma demanda para alocacéo de profissionais e recursos financeiros,
sobretudo na satde publica?®. Os insumos de medicamentos e curativos para otimizar o processo
de cicatrizacdo oneram 0 orcamento publico em salde, bem como demandam do paciente
comprometimento no decorrer do tratamento e a cronificacdo dessas feridas é apontada como

segunda causa de afastamento do trabalho?.

O processo de cicatrizacdo € dividido didaticamente em fases, que ndo necessariamente
ocorrem em sequéncia e que muitas vezes, podem ser concomitantes. Inicialmente, ocorre a
fase inflamatoria aguda, na qual uma cascata de respostas vasculares € acionada, com
consequente agregacdo de plaquetas e formacdo inicial de rede de fibrina. A formagdo do
codgulo objetiva restabelecer a hemostasia, e organizar uma matriz provisoria, que
posteriormente viabilizard a migracéo e proliferacdo celular, eventos necessarios para o reparo
final da lesdo'®. A vasodilatacéo e a congesto representam alteragGes hemodinamicas precoces
que contribuem para a exsudagéo, e séo primariamente estimuladas pela histamina e serotonina

oriundas dos MCs, além do 6xido nitrico proveniente das células endoteliais.

Em recente revisdo integrativa, Raziyeva® et al., (2021) relatam que apos a transmigragao
inicial dos neutrdfilos, tais células realizam surto oxidativo e autolise e/ou heterdlise ao chegar
no local da les@o. Os neutréfilos representam a primeira linha de defesa da resposta imune inata
e a sua desgranulacdo é um evento caracteristico da fase inflamatoria aguda. Paralelamente,
MCs residentes nas proximidades dos capilares reconhecem também sinais de lesdo pois
expressam receptores em suas membranas que amplificam a sinalizacdo para o recrutamento de
mais células inflamatdrias para o microambiente que sofreu a agressdo. Os autores comentam
que, embora os MCs desempenhem acGes efetoras em todas as fases do reparo, seus fenétipos
e funcdes sdo regulados pelo ambiente em que esta inserido.

Com o avanco do tempo, o infiltrado predominantemente polimorfonuclear passa a ceder
lugar para as células monomorfonucleares. De fato, a propria matriz extracelular em formagéo
oferece uma rede de sustentagio para a crescente infiltracdo de células do sistema imune?®. No
decorrer das primeiras 48 horas apo0s a lesdo inicial, a diapedese de mondcitos se intensifica e
estes, apos a transmigracéo se diferenciam em subpopulacdes de macrofagos (M1 e M2) no
intersticio. Os macréfagos M1, em geral, expressam fenotipo pré-inflamat6rio com sintese de
IL-12, IL-23 e IL-1. Sdo também eficientes produtores de moléculas efetoras como os EROs e
citocinas inflamatorias, tais como TNF-alfa e IL-6. Participam como células mediadoras da

resisténcia contra parasitas e neoplasias a partir da indugdo de respostas efetoras do tipo Th1?’.
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Os macrdfagos M2 apresentam um perfil funcional voltado para a reconstrucéo do tecido
lesado e liberam fatores de crescimento fundamentais para o processo de reparo, entre 0s quais
procedem o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento
transformador (TGF), o fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF). Tais proteinas sdo essenciais para a formacdo do tecido de

granulagio®.

Entre as células monomorfonucleares, destacam-se também as subpopulacGes de
linfdcitos. A infiltracdo de linfocitos T, € fundamental para o sucesso da cicatrizacao, ao passo
que um atraso ou deficiéncia deste processo resulta em uma cicatrizagao ineficaz?. O principal
subtipo de células T envolvido nas fases iniciais da cicatrizacdo de feridas séo os Th1l, tendo o
IFN-y como um mediador da polariza¢do em direcdo ao fenotipo Thl. Em resposta, as células
Th1 também produzem IFN-y e mantém as caracteristicas pro-inflamatorio no leito da ferida,
promovendo a inflamacéo e inibindo a cicatrizagéo do tecido. Além disso as células T CD8+
citotoxicas também estdo envolvidas nos estagios iniciais da cicatrizagio aguda de feridas?®.

O subtipo Th2 atua no reparo. imunidade Th2 envolve as citocinas I1L-4, IL-5, IL-10 e
IL-13, que atuam em outras células e promovem a angiogénese, a contracdo da ferida, e a
formacdo de uma nova barreira epitelial. Outro tipo de linfocito T CD4+ que desempenha um
papel importante na cicatrizacdo de feridas cutdneas e mucosas é o Th17 esse subtipo em
especifico, elimina patdgenos, modula superficies e ajusta a morfologia das células epiteliais.
Citocinas especificas tais como IL-6, TGF-a e IL-1p ativam o subtipo Th17. As células Th17,
por sua vez, expressam TNF-o, IL-17 e IL-22, que aumentam a taxa de sobrevivéncia e
proliferacdo e promovem a regeneracao do tecido. O linfocito B se diferencia em plasmaocitos
que secretam anticorpos que vao contribuir para 0 aumento do grau de especificidade da

resposta inflamatoria?®.

Na fase proliferativa, forma-se uma matriz transitéria representada pelo tecido de
granulacdo, o qual é caracterizado pela presenca de fibroblastos, fluido seroso residual, vasos
sanguineos recém-formados e colageno tipo Ill. Dessa forma, a fase proliferativa é
caracterizada pela substituicdo das estruturas especializadas com diferenciagdo dos tipos
celulares inicialmente envolvidos no processo de cicatrizacdo, e o estimulo para proliferacdo
fibroblastica, iniciado nas primeiras horas da lesdo é mantido até pelo menos, o 14 ° dia ap0s o
dano tecidual®. Nesta fase, ocorre também a re-epitelizagio do ferimento através da migracéo

de células epiteliais dos bordos da lesio®".
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A fase final do processo de cicatrizacdo cutanea é denominada remodelamento, e inicia-
se de duas a trés semanas ap6s o estabelecimento da lesdo. Essa fase tem como objetivo
aumentar a forca ténsil do tecido através da reorganizacdo da matriz extracelular (MEC) com a
maturacao de seus constituintes estruturais. Sendo assim, ocorrem simultaneamente degradacéo
e biossintese de novos elementos da MEC, em especial das fibras colagenas, com progressivo

espessamento e organizacéo, para que seja conferido ao tecido maior resisténcia®.

O colageno é o principal produto secretado pelos fibroblastos da matriz extracelular. Essa
proteina € classificada estruturalmente como rigida, alongada e grande e tem como funcao
conferir resisténcia, coesdo e elasticidade ao tecido onde é encontrado. O colégeno é agrupado
de acordo com sua estrutura e especializag&o e classificado como col&geno tipo I, I1, 111, V e XI
que formam longas fibrilas; os tipos 1X, XII e XIV sdo colagenos associados as fibrilas, ligadas
umas as outras e a matriz extracelular; colageno 1V, formador de rede; e o colageno tipo VII,
considerado integrante da membrana basal e responséavel pela ancoragem do tecido epitelial a
matriz conjuntiva. O tipo Il € encontrado em tecidos como a derme, fascias e vasos sanguineos,

e o tipo | é mais encontrado em 0ssos e tenddes’.

No tecido conjuntivo propriamente dito, as células mais frequentes séo os fibroblastos, e
sua principal funcdo é a sintese de moléculas que compdem a matriz extracelular, tais como:
colageno, elastina, proteoglicanas e glicoproteinas adesivas. O colageno esta presente desde a
fase inflamatdria do reparo, atuando em conjunto com plaquetas e trombina na formacdo do
coagulo, e servindo de reserva protéica para producdo de citocinas e fatores de crescimento.
Participa da fase proliferativa em um frouxo arranjo de colageno do tipo Ill, e é parte integrante
do tecido de granulacdo junto com fibroblastos, macrofagos, fibronectina e acido hialurénico.
Por fim, na fase de maturacdo, o colageno tipo | é responsavel por conferir forga ténsil, com a

remodelagio do colageno depositado anteriormente e crescente espessamento das fibras®.

No contexto do reparo tecidual, os mastdcitos parecem exercer funcdo chave na ativagdo
de fibroblastos e contribuir indiretamente para a biossintese de colageno, por meio de uma
variedade de mediadores quimicos, que incluem citocinas, enzimas e fatores de crescimento
como o fator derivado do crescimento de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador
beta (TGFR) e fator de crescimento fibroblastico basico (0FGF)®

A formacdo de fibras elasticas envolve diferentes proteinas especializadas, entre elas a
Fibrilina-1, glicoproteina da matriz extracelular que se organiza estruturalmente em conjunto e
forma uma estrutura de microfibrilas ligada ao célcio. H& também a tropoelastina, substancia

precursora da elastina que € secretada na superficie celular. Os globulos de elastina s&o
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depositados em microfibrilas associados as proteinas para formar fibras elésticas. De acordo
com Zhang®? et al., (2022), as Fibulinas 4 e 5 demonstram importancia fundamental na
formacéo da fibra elastica e sdo capazes de regular a automontagem da elastina. Segundo estes
autores, a nao expressao dessas proteinas acarreta em patologias relacionadas a estrutura
tecidual deficiente como a sindrome da pele dura e prolapso da valvula mitral. A
neoelastogénese tem inicio na fase proliferativa, mas a maturacao das fibras elasticas requer

mais tempo do que aquela observada nas fibras colagenas®.

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-relacéo de todos os componentes
da MEC.

4.2. PARTICIPACAO DE MCS NO REPARO TECIDUAL

4.2.1 Aspectos Gerais dos Mastocitos

Ap0s o estabelecimento de uma lesdo, ou dano tecidual, uma sequéncia de eventos que
envolvem diferentes vias de sinalizacdo, células sanguineas e componentes da matriz
extracelular, é acionada com objetivo de restabelecer as fun¢des do tecido que sofreu o dano.
Neste contexto, destacam-se 0os MCs. Essas células desempenham distintas funcées bioldgicas
e estdo presentes em praticamente todos os tecidos vascularizados. Séo responsaveis pela
liberagdo de aminas vasoativas e biossintese de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento®*®. Sua morfologia € descrita na literatura como oval e apresenta didmetro

variavel, de 8 a 20 um, de acordo com o tecido em que esta localizado®.

Os MCs sdo conhecidos por desempenhar agdes regulatorias de defesa imune. Esse tipo
celular é recrutado mediante estimulos quimiotaticos como primeira resposta a leséo, e participa
de reacOes inflamatdrias, de hipersensibilidade e combate as infec¢des bacterianas e parasitarias
ou as substancias exdgenas, como drogas, alimentos e picadas de insetos®’. Os MCs s3o células
moveis, com origem na medula 6ssea, que sdo recrutados a um local especifico no qual o
processo de desgranulacdo é ativado. Normalmente, encontram-se localizados préximos aos
capilares e vasos sanguineos de maior calibre e integram a resposta inflamatdria inicial que é

caracterizada pela intensa transmigragdo de neutr6filos®. Essa agdo bioldgica representa apenas
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um dos mecanismos por meio dos quais o MC pode agir como regulador do sistema

imunolégico.

A distribuicdo dessas células nos diferentes tecidos conectivos é abundante, em especial
na derme e nas mucosas dos tratos gastrointestinal e respiratorio. Os mastécitos migram para
tecidos periféricos, onde finalizam seu processo de maturacédo e diferenciagdo, de acordo com
0 microambiente no qual estdo inseridos. Quando esse estdgio de maturacdo acontece, 0
fenotipo 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
arredondada®®. Estabelecem, por meio de receptores celulares especificos, contato com os
constituintes estruturais da matriz extracelular, assim como com algumas células que ali se

encontram constitutivamente presentes.

Dentre suas caracteristicas estruturais, destaca-se o0 nucleo grande, centralizado e
redondo, que pode apresentar dois ou mais nucléolos. Em seu citoplasma, podem ser
visualizados inimeros granulos eletrodensos, e sua membrana citoplasmatica apresenta
microvilos finos*>#*, Ademais, 0 mastdcito maduro pode apresentar formato oval, poligonal ou
fusiforme, e é uma célula relativamente grande, com dimensao média em torno de 15 a 20 um
42, Os granulos presentes em seu citoplasma apresentam dimensdes ainda menores, de 0,2 a 1,5
pm, e ocupam de 0 a 55% do total da area do citoplasma e se distribuem em meio as organelas.
Do ponto de vista ultraestrutural, tais granulos, presentes no interior do mastdcito, apresentam

diferentes formas, podendo ser particulados ou espiralados®.

Devido a caracteristica de sintese e secrecdo de diferentes mediadores quimicos, esse tipo
celular é conceituado como uma célula metabolicamente ativa e capaz de exercer um papel
bioldgico essencial em diferentes contextos**. Os MCs podem se apresentar por meio de um
agrupamento heterogéneo de células, com estagios distintos de maturacdo e morfologia variada,

de acordo com sua atuagéo, contetido granuloso e mediadores quimicos secretados (Figura 1).
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Figura 1 — Seccdo de pele que apresenta mastocitos dérmicos intactos (circulados em
vermelho) e mastocitos com evidéncias de desgranulagdo (circulados em verde). Azul de
Toluidina, 400 X.

Fonte: autoria propria.

Sua localizacdo estratégica perivascular pode estar relacionada a proximidade de contato
com patégenos e antigenos ambientais. O MC pode apresentar diferencas relevantes na
sensibilidade aos patdgenos, que estimulam a liberagdo de mediadores quimicos. Dessa mesma
forma, pode responder aos farmacos que competem pelos mesmos receptores, ou bloguear

mecanismos de agdo da histamina ou de algum de seus mediadores quimicos ou enzimas®.

O estudo dos MCs tem sido pouco explorado na literatura e limitado aos mecanismos
inflamatorios e de hipersensibilidade. Faz-se, portanto, necessario ampliar a descri¢do de sua
morfologia, bem como da agdo de seus principais mediadores quimicos a fim de compreender
melhor a sua complexidade funcional.

4.2.2 Historico

E provavel que o mastocito tenha sido observado pela primeira vez pelo patologista

alemdo von Recklinghausen, em 1863, in vivo, no mesentério de ras*®. Tais células granulares
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foram descritas alguns anos depois por Paul Ehrlich, na ocasido ainda estudante de Medicina,
em 1878, com base em sua caracteristica de metacromasia, a qual consiste basicamente em uma
propriedade que permite obter uma coloracdo de cor diferente daquela do corante utilizado para
0 processamento histologico. Seus estudos foram capazes de comprovar a singularidade dos
MCs entre os outros tipos de células presentes nos tecidos, sendo o bidlogo o responsavel pela
nomenclatura a eles atribuida, mast cell, que se refere as células do tecido conjuntivo positivas
para corantes da familia anilina, que considerou super nutridas, surgindo, assim, o termo mast,

do aleméo para “alimentagdo” /8,

Anteriormente, o MC foi classificado como plasmécito em razdo de sua similaridade
morfolégica, e associado ao processo inflamatério, com acdo observada sobre os nervos e 0s
vasos sanguineos®. A partir de sua descoberta, houve uma onda crescente de estudos que se
propuseram a elucidar as fungdes e os mecanismos pelos quais 0 MC pode agir, sua origem e
seus mediadores quimicos. Com 0 passar dos anos, ndo somente 0 MC, mas também outros
tipos de células sanguineas e residentes na matriz extracelular, passaram a ser intensamente
investigados com a crescente popularizacdo das técnicas de microscopia de luz, microscopia
eletronica de transmissdo e de varredura, assim como por meio de estudos imuno-

histoquimicos.

4.2.3 Origem

Os mastdcitos, assim como outras células imunes, basofilos, eritrocitos, eosindfilos,
mondcitos e neutrdfilos, sdo originados de células hematopoiéticas multipotentes com
expressdo de CD13, CD34 e CD117%. Alguns precursores, com origem na medula 6ssea, foram
identificados como os AA+(positivos para acido araquidonico)/ BGD6+%. Passam a se
diferenciar sob influéncia do fator de células tronco (stem cell factor — SCF)e seu
desenvolvimento, a partir de células progenitoras, ocorre por meio da ativacdo de receptor
tirosina quinase tipo 111 CD117 (c-KIT), expresso na membrana dos mastdcitos®!, em resposta

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

As células progenitoras migram, de maneira especifica, através da corrente sanguinea, até
os tecidos periféricos, nos quais amadurecem e se diferenciam devido ao estimulo de citocinas,
podendo alcangar um longo tempo de vida em razdo da acdo do fator de células-tronco. A

sobrevivéncia e a apoptose dos mastdcitos sao reguladas por vias extrinsecas e intrinsecas, e as
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proteinas Bcl-2 constituem seus principais reguladores® (Gilfillan et al., 2011). A constante
exposicao dos mastdcitos aos fatores de crescimento citados, em conjunto com a expressao de
receptores (c-KIT, FceRI), permitem sua identifica¢do morfologica antes mesmo da maturagdo
de seus granulos®. Estudos apontam que a expressdo do receptor SCF ou ¢-KIT é um fator de
crescimento especifico do mastécito, pois promove a diferenciacdo de células pluripotenciais e
permite a liberacdo de mediadores®,

Os mastdcitos estdo envolvidos em uma série de processos imunoldgicos e patologicos;
entre eles estdo: inflamacdo, remodelamento tecidual, angiogénese, fibroplasia, reacOes
alérgicas e neoplasias. Por expressar o receptor FceRI, que tem alta afinidade para a fracdo Fc
do anticorpo IgE, ocorre reconhecimento de antigenos especificos e, assim, padrdes
bioquimicos sdo alterados. O mastocito passa a secretar seus granulos, e esse processo €
denominado de desgranulacdo, culminando na liberacdo de diversos mediadores biologicos

num l6cus especifico.

4.2.4 Métodos de Analise — Coloracgbes Histoquimicas

A luz da microscopia Optica, 0 MC pdde ser identificado devido & sua propriedade de
metacromasia, caracteristica evidenciada pelo contato do corante azul de anilina basica com a
heparina acida. Sendo assim, os granulos se coram de vermelho mesmo quando expostos ao
corante azul, e, em razdo dessa diferenca cromatica, observada por Ehrlich em 1876, foi
possivel sua distincdo dos plasmaocitos. Ademais, para realizar a coloragdo, € comumente
empregado o corante azul de toluidina (AT), sendo essa técnica de coloracdo descrita
originalmente por Luna (1968). O AT de carater basico forma ligagdes eletrostaticas com 0s
radicais acidos 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
coloragdo metacromatica, conseguiu correlacionar o numero de mastocitos positivos para azul
de toluidina em diversos tecidos com o seu contetido de heparina®®. No processamento
histoldgico de rotina, no qual usualmente utiliza-se os corantes hematoxilina e eosina (HE), os
MCs se apresentam intensamente basofilos, sendo muitas vezes dificil a identificacdo do seu

nucleo e a sua distingdo dos granulos citoplasmaticos.
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4.2.5 AgOes Bioldgicas

4.2.5.1 Reparo Tecidual

Os mastocitos atuam em todas as fases do reparo tecidual, desde a fase inflamatdria
inicial. Essa célula é ativada para modular a resposta imune contra antigenos e patdégenos, bem
como sinalizar o recrutamento de outras células do sistema imune com papeéis fundamentais
nessa fase do reparo, a exemplo dos mondcitos e neutrofilos. Seu envolvimento na fase
proliferativa influencia diretamente na formacao de novos vasos, deposi¢do de colageno e de
matriz extracelular. Na fase de remodelamento, os mastocitos ainda atuam promovendo a

biossintese de colageno no leito da cicatriz>*.

Os granulos dos mastocitos contém glicosaminoglicanos, enzimas e fatores
quimiotéticos. Com a ativacdo do sistema complemento, esses mediadores sdo exocitados
(Figura 2). Tais mediadores quimicos promovem vasodilatacdo, maior permeabilidade de
proteinas plasmaticas nos tecidos, além do recrutamento e diferenciacdo de leucocitos e

fibroblastos®®.

Figura 2 — Aspecto ilustrativo do mastécito intacto (A), mastdcito sensibilizado pela
imunoglobulina IgE liberando seus granulos (B) e mastdcito em evidente desgranulacéo (C).

Fonte: propria autora.
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A interagdo do mastocito com o fibroblasto desempenha papel fundamental na
fibroplasia. Alguns estudos tém demonstrado que esta associacdo pode contribuir para o
aumento da biossintese de fibras colagenas, num contexto patolégico, a exemplo do que ocorre
em cicatrizes hipertroficas e queldides, caracterizados por intensa fibroplasia com consequente
hialinizag&o®.

Por sua caracteristica armazenadora de granulos, o mastdcito é observado como uma
célula estratégica, que libera tais granulos para participar de processos refinados de sinalizagéo.
Dessa forma, o estudo das a¢des bioldgicas desempenhadas pelo mastécito pode tanto descrever
sua atuagdo como propor inovagOes para regular suas respostas em diferentes contextos

patoldgicos®®.

Os eventos celulares e moleculares que se desenrolam durante o reparo tecidual sdo
didaticamente divididos em fases, ainda que elas possam ocorrer de forma concomitante. A fase
inicial é marcada por hemostasia e inflamacdo aguda, deflagrando uma cascata de sinalizacdo
para promover a formacao do coagulo, com o objetivo de restabelecer a hemostasia. Dessa
forma, ocorre a agregacao de plaquetas e formacdo de uma rede de fibrina e o estabelecimento
de uma matriz provisoria no leito da lesdo®®. No que diz respeito a inflamagéo, ocorre intensa
transmigracdo de leucdcitos polimorfonucleares mediada por moléculas de adesdo como
selectinas e seus receptores glicoprotéicos, assim como por integrinas e receptores da
superfamilia das imunoglobulinas. Tal diapedese é estimulada pela vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular resultantes, principalmente, da acdo da histamina e serotonina

exocitadas pelos MCs.

A segunda fase é caracterizada pela modulacdo do infiltrado inflamatério, o qual é
gradativamente substituido por células monomorfonucleares representadas pelos mondcitos e
linfocitos. Nesta fase, ha formagdo de um tecido de granulacdo, constituido por fibroblastos,
colageno tipo I, fluido seroso residual além da neoangiogénese®’. H4 uma intensa
transmigracdo de monacitos, que se diferenciam em macrofagos M1 ou M2 no leito da lesdo e
atuam na liberacdo de fatores de crescimento, como o fator endotelial vascular (VEGF), o fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento fibroblastico (FGF), e 0
fator de crescimento transformador beta (TGF-f). Essa etapa ¢ denominada fase proliferativa,

e esse tecido de granulacéo ¢ capaz de sustentar a matriz extracelular provisoria®.

Um estudo recente ressaltou que a agdo do MC modula o microambiente tecidual, por
meio da secrecdo de glicosaminoglicanos, que desempenham um papel iniciador na ativacéo do

fibrinogénio. A presenca de fibrina na matriz extracelular, organizada em rede, estimula a
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crescente biossintese de constituintes fibrilares como o colageno e a elastina *°. Dessa forma,
tem inicio a fase final final do reparo tecidual que consiste no remodelamento da matriz recém-
formada, com consequente compactacao e organizacdo de fibras colagenas do tipo | as quais
irdo conferir maior forca ténsil a area lesada. Ainda sdo escassas na literatura informacdes a
respeito da participacdo dos mastocitos neste periodo do reparo, embora sua participacao tenha
sido associada & crescente fibroplasia.

O quadro a seguir sumariza as propriedades dos principais mediadores quimicos dos MCs
(Quadro 1). Alguns deles ja se encontram pré-formados em granulos secretorios e sao
caracterizados por seu baixo peso molecular, ao passo que outros sdo classificados como
mediadores de nova geracgdo, pois sdo sintetizados a partir dos lipidios de membrana. Nessa
segunda categoria, enquadram-se 0s tromboxanos (TXs), as prostaglandinas (PGs), o fator de
ativacdo plaquetaria (PAF) bem como os leucotrienos (LTs) LTC4 e LTB4, que tem acédo
semelhante a da histamina, num intervalo de tempo mais prolongado. A producdo de tais
mediadores ocorre ap0s 0 processo de desgranulacdo, com sua sintese ativada no intervalo de 8
a 12 horas. Adicionalmente, nesse grupo, pode-se citar ainda o fator estimulador de col6nias
granulécito/macréfago (GMCSF), além das interleucinas IL-3, IL4, IL5, IL6 e IL-33. As
interleucinas citadas contribuem também para a maturacdo dos MCs, segundo evidéncias

apresentadas na literatura®%6:,
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Quadro 1 — Sintese de alguns dos principais mediadores quimicos dos MCs.

Mediador quimico

Classificacdo

Caracterizacéo

Histamina

Pré-formada

Amina vasoativa que atua primariamente na fase inicial da inflamacéo.
Apos a lesdo, macrofagos e neutréfilos sdo recrutados para o local da
lesdo, ao passo que 0 acimulo de mastécitos, no leito da lesdo, promove
a liberacdo de histamina®. A histamina contribui para o angioedema a
partir de uma acdo mediada por IgE, pois os MCs apresentam alta
afinidade para IgE, em razdo do grande nimero de receptores em sua
superficie. A histamina promove aumento da permeabilidade vascular e
aumento do fluxo sanguineo, o que é fundamental para o recrutamento
de diferentes grupos celulares ao leito da lesdo. Essa € a Unica amina
vasoativa contida nos granulos dos MCs®2,

Heparina

Pré-formada

Proteoglicano mais abundante nos MCs. Quando liberada, a heparina
desempenha ac¢do anticoagulante e, no contexto do reparo tecidual, atua
na fase de remodelamento, pois ativa fatores de crescimento bem como
estimula a ligagdo do colageno com a fibronectina®®.

Triptase

Recém-
sintetizada

Enzima apontada como principal produto secretado pelos mastocitos, e
sua presenca é constante na totalidade dos MCs humanos, de modo que
a identificacdo da presenga de triptase pode ser interpretada como um
indicativo da ativacdo dos mastécitos. No contexto do reparo tecidual,
atua como indutor de proliferacdo celular, estimulando a mitose de
células epiteliais, bem como a expressdo de moléculas de adesdo
intercelular (ICAM-1) e a angiogénese54.

Tromboxanos

Recém-
sintetizados

Séo componentes lipidicos da familia dos eicosanoides, conhecidos por
sua agdo vasoconstritora, e como agonista da agregacdo plaquetaria.
Também atuam como indutores da exposicdo dos sitios de ligacdo GB
IIb/Ila, que, por sua vez, interagem com o fibrinogénio e deflagram a
ativacdo plaquetaria®.

Prostaglandinas

Recém-
sintetizadas

Componentes lipidicos gerados principalmente no sitio inflamatério, as
prostaglandinas séo apontadas por induzir o processo de vasodilatagéo,
0 aumento da permeabilidade vascular, a dor e 0 aumento da temperatura
corporal®,

Leucotrienos

Recém-
sintetizados

Componentes lipidicos, assim como 0s tromboxanos, pertencentes a
familia dos eicosanoides. S&o formados a partir do metabolismo do acido
aracdénico e atuam como mediadores potentes na indugéo de citocinas®®.

Fatores de
crescimento

Recém-
sintetizados

Proteinas que promovem a proliferacdo e a diferenciagdo celular. Os
MCs regulam a atuagdo das células T que, por sua vez, interagem com a
IL-9 e secretam TGF-p ©.Sdo considerados importantes fatores para a
inducdo da angiogénese e, dessa forma, as evidéncias apontam para um
papel refinado dos MCs na formag&o de novos vasos®,

Interleucinas

Recém-
sintetizadas

Proteinas capazes de atuar como sinalizadores para recrutamento e acao
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
0s MCs, pois sdo conhecidas por promover a sua maturacdo®. Em
resposta a agregagdo por meio do FceRI, IL-6 estimula a proliferacéo,
maturacdo e atuacdo dos MCs™.

Fonte: autoria propria.
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4.2.5.2 Alergia

Os MCs participam ativamente das reacOes alérgicas. Os chamados alérgenos estdo
presentes em grande quantidade no meio ambiente e sdo capazes de provocar respostas imunes
adaptativas no organismo sensibilizado. Tais respostas sdo guiadas pelos linfécitos T CD4+,
também conhecidos como linfdcitos T auxiliares, do subtipo Th2, ou T helper, que secretam
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. O linfocito T estimula a producdo de anticorpos IgE, especificos para
cada alérgeno, por parte dos plasmdcitos diferenciados a partir de linfocitos B. Os mastdcitos
associados as células T apresentam uma tendéncia de aparecer em maior nimero nas reaces

alérgicas e nas doencas parasitarias, em especial no combate a helmintos™.

A IgE possibilita a ligacdo do antigeno aos receptores de alta afinidade para IgE na
superficie dos MCs e basofilos, entre eles o FceRI. Quando ocorre o reconhecimento dos
antigenos pelos anticorpos IgE, o receptor FceRI desencadeia vias de sinalizacdo intracelulares
complexas, que resultam na liberacdo de mediadores quimicos, tais como histamina, heparina,

proteases, triptases e quinases’?°L,

As reacOes de hipersensibilidade sdo caracterizadas de acordo com a cascata de
sinalizacdo que é deflagrada e, a do tipo I, tem a participacdo destacada dos MCs. A
hipersensibilidade tipo | € uma reacdo rapida e imediata ao antigeno, que produz a resposta
imune. O alérgeno é ligado ao IgE, que, por sua vez, esta ligado ao mastocito. Procede, entéo,
a intensa desgranulacdo dos MCs (Figura 3). No geral, ocorre uma resposta imune inicial e,
posteriormente, uma resposta de fase tardia®’. A participacdo dos MCs nos outros tipos de
hipersensibilidade — a exemplo daquela do tipo Il, que é mediada por anticorpos, a
hipersensibilidade tipo 111, mediada por imunocomplexos, e a hipersensibilidade tipo 1V,

mediada por células — ndo é t3o direta e decisiva como na do tipo 17,
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Figura 3 — MCs (setas) com diferentes densidades citoplasméticas que exibem desgranulacéo
em reacdo alérgica na derme. Azul de Toluidina. 400X.

Fonte: autoria propria.

4.2.5.3 Neoplasias

Os MCs representam um infiltrado dominante nas neoplasias malignas de células B
humanas, e o seu grau de infiltracdo acompanha a gravidade da doenca. 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 proliferacdo de plasmacitos. Dessa forma, sdo comumente atraidos 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 H2%. No contexto inflamatério das neoplasias, a
histamina contribuira para crescente vasodilatacdo 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 metastase local e a distancia, por meio desta recém adquirida maior permeabilidade dos

Vasos sanguineos.

Segundo a literatura, a associacdo de mastocitos as células neoplasicas, no contexto da
tumorigénese, aponta para uma acdo indireta onde tal tipo celular, por promover angiogénese,
contribui para o crescimento da neoplasia’. A presenca de mastdcitos no estroma tumoral pode
ocorrer a partir de mutagdes no proto oncogene c-KIT, que codifica o receptor da tirosina
quinase e também pode estar relacionado a falha no mecanismo de apoptose, com aumento da

expressio da proteina anti-apoptotica bcl-27.

Dessa forma, os mastdcitos sdo recrutados em resposta a inflamacéo cronica, e os fatores
de crescimento angiogénicos contidos em seus granulos, contribuem para a neovascularizagdo
bem como para a deposicdo de fibras, contribuindo para o crescimento do tumor. Os mastocitos
tém sido amplamente investigados em diversos contextos patolégicos em que sua atuagcao como
indutor da formagdo de novos vasos retroalimentam as células neoplasicas. Varricchi’®. et
al.(2019) destacaram, em sua reviséao da literatura, um possivel papel dual desempenhado pelos
MCs na tumorigénese. O subtipo MC1 é apontado como anti-tumorigénico, e 0 MC2, apontado
como pro-tumorigénico. Dentre 0s mecanismos anti-tumorigénicos estimulados por moléculas
quimiotéticas oriundas do MC1, podem-se citar citotoxicidade e inibi¢cdo do crescimento do
tumor. A acdo do MC2 é descrita de forma divergente, em que os estimulos das moléculas
quimiotéaticas promoveriam a angiogénese e a diferenciacdo de células epiteliais para

mesenquimais.

Um estudo desenvolvido por Majorini’’ et al (2020) aponta para uma perspectiva na qual
0s mastdcitos impactam no progndstico do cancer de mama, por afetarem diretamente o
fendtipo do tumor em consequéncia da ativacdo da cascata de sinalizagdo por receptor de
estrogénio. A caracteristica do MC de promover a angiogénese é apontada como um importante

indicativo da participacio desse grupo celular na génese desse tipo de tumor’®7°,

Tendo em vista a participacdo do MCs na formacdo de novos vasos, ha possibilidade de
modular essa acdo bioldgica a partir de um tratamento adjuvante especifico e inibir

seletivamente a angiogénese, o remodelamento tecidual e o crescimento de tumores*6:80,

A Figura 4 ilustra esquematicamente a participa¢do dos MCs nos processos bioldgicos ja

descritos.
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Figura 4 — Aspecto ilustrativo do mastécito sensibilizado pela imunoglobulina, IgE, em

sequéncia liberando seus granulos
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Fonte: autoria propria.

Em virtude da pluralidade de atuacfes dos MCs, em diferentes contextos biolégicos, nota-
se a importancia 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 ndo foram totalmente compreendidos e registrados na literatura.
Embora, sua participacdo nas reagdes de hipersensibilidade e na inflamagéo venha sendo cada
vez mais estudada, no contexto tumoral ainda necessita ser elucidada. Em especial, urge
conhecer melhor as subpopulagdes que residem na matriz extracelular, ou aquelas mobilizadas
a partir de células tronco adultas residentes no tecido de origem e oriundas da medula dssea.
Em razdo da sua complexidade morfofuncional, a realizacdo de estudos que contemplem o0s
MCs como alvos terapéuticos em potencial, através do desenvolvimento de farmacos e/ou
terapias adjuvantes capazes de modular a funcdo dessas células, representa uma abordagem
promissora. A maturagdo, o fenétipo e a funcdo dos MCs se constituem uma consequéncia

direta de sua inter-relacdo como o microambiente e representam uma influéncia decisiva sobre
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a sua habilidade de reconhecer e responder especificamente aos mais variados estimulos através

de uma complexa biossintese de mediadores quimicos.

4.3 A OZONIOTERAPIA E O REPARO TECIDUAL

O oz6nio possui geometria molecular triatbmica e é formado por trés moléculas de
oxigénio (O3). Ainda que se apresente como uma molécula simples, cabe destacar sua
capacidade de polarizacdo conferida por sua geometria angular e a disposicdo de um par de
elétrons ndo compartilhados em um de seus &tomos. Devido a sua alta instabilidade molecular,
dissociada em uma molécula de O. e um &tomo de O", pode reagir com outros atomos em fungéo
da sua capacidade altamente oxidativa. O Os retira elétrons de outras moléculas por oxidacéao e

adiciona um elétron n&o pareado®..

Historicamente, o ozbnio é descrito desde o século XIX e a sua utilizacdo para fins
medicinais foi introduzida no contexto da primeira guerra mundial, pelo médico George Stoker,
com finalidade de tratar ferimentos em soldados. Inicialmente, 0 uso do 0zdnio objetivava tratar
infeccdes anaerdbias causadas por Clostridium sp, que sdo sensiveis aos efeitos do O3%2. Dessa
forma, em 1916, foi publicado, no periédico The Lancet, um dos primeiros estudos sobre a
aplicabilidade terapéutica do 0zonio, e suas propriedades microbicidas e vasodilatadoras foram
relatadas®®.

Um estudo avaliou o efeito do Oz no perfil inflamatério e protedbmico de macréfagos e
células epiteliais das vias aéreas. Células epiteliais bronquicas humanas (HBEpC) e macrofagos
humanos (diferenciados a partir da linhagem celular monocitica) foram expostas ao Oz na
concentracio de 240 pug/m® (120 ppb), correspondente ao Limiar de alerta da Unido Europeia.
Varidveis como viabilidade celular, producdo de ROS e efeitos pro-inflamatorios a liberagdo
de citocinas (IL-8 e TNF-a) foram avaliadas. Os resultados indicaram que a exposi¢do ao O3
aumentou a producdo de ROS em ambos os tipos de células e também aumentou a liberagéo de
citocinas em macrofagos. O Os estimulou a biossintese de IL-8 e TNF-a em HBEpC quando as
células foram pré-tratadas com lipopolissacarideo, usado para mimetizar uma condigéo

inflamatdria pré-existente.

Seus efeitos terapéuticos também tém sido investigados em patologias especificas. No
contexto do tratamento de neoplasias, uma hipotese para o emprego do 0zonio permitiria uma

reducdo na hipoxemia tumoral, podendo promover maior eficicia da radioterapia ou da
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quimioterapia, ou ainda inibir seletivamente o crescimento de tumores’2. Ainda nesse sentido,
uma revisdo sistematica conduzida por Baeza-Noci®® (2022) apontou 0 0z6nio como uma
potencial quimioterapia nova. Tal revisdo abarcou estudos in vitro com resultados para o
possivel efeito citotoxico. Os estudos in vivo apontaram para uma melhora na resposta imune e
na radiossensibilidade, e um ensaio clinico avaliou a sobrevida de pacientes. Dessa forma,
concluiu-se que os efeitos pré-clinicos foram positivos, mas a extrapolacdo desses resultados

para a pratica clinica ainda ndo sao considerados completamente elucidativos.

Nos dias atuais, a utilizacdo do 0z6nio com proposito terapéutico tem sido apontada como
aceleradora do reparo tecidual devido a sua interacdo com diferentes componentes celulares,
como leucacitos, eritrocitos, células endoteliais e plaguetas. A aplicacdo do 0z6nio no local da
lesdo pode favorecer os processos metabdlicos envolvidos na cicatrizagdo por promover sintese
de matriz extracelular, aumentar o quantitativo de leucdcitos presentes no local do ferimento,
bem como estimular a liberacdo de fatores de crescimento com vistas a biossintese da matriz

extracelular e restabelecimento funcional do tecido®.

As propriedades do 0zonio sdo amplamente conhecidas na literatura. Entre seus efeitos
no tecido, tém sido relatados melhora na oxigenacdo, degradacao de produtos toxicos celulares,
além de potenciais bactericida, antifungico e antiviral. Sdo vérias as formas de apresentacdo e
vias de administracdao do ozénio. Pode ser empregado como géas, podendo ser insuflado por via
retal, auricular, vaginal, bem como associado a veiculos para aplicagao topica, como agua, 6leo
e nanoparticulas ozonizadas!*. Para administracéo do 0zonio por inje¢do subcutanea em tecidos,
¢ recomendavel que sua concentrag¢do nao ultrapasse 20 pg/mL e um volume de gés de 20 mL,

a fim de ndo causar dor e evitar o risco de embolia®®.

O o6leo ozonizado foi elaborado por médicos alemdes em 1905, com o objetivo de
formular produtos derivados do o0z6nio, com melhor estabilidade e melhores condicbes de
armazenamento que o gas®’. Para producio do O6leo ozonizado, o gas € borbulhado,
ininterruptamente durante o periodo de dois dias, em 0leo vegetal, obtendo uma concentracéo
de 160 mg de 0zbdnio a cada grama de 6leo. O 0zonio interage com as ligacOes duplas de acidos
graxos que compdem os 6leos vegetais, produzindo ozonideos (anéis 1,2,4 -trioxolanos) e
espécies epoxidicas, tais como: perdxidos poliméricos, peroxidos de hidrogénio, assim como

outros perdxidos organicos®®.

Do ponto de vista terapéutico, as composi¢cdes ozonizadas tém capacidade de fornecer O2
ativo no interior da lesdo, sem causar uma irritacdo primaria nesse tecido, sendo capaz de

estimular os sistemas antioxidantes®. Seu poder oxidativo é considerado sua principal
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caracteristica, além de estimular a producdo de antioxidantes enddgenos. Como descreve
Galie®., et al (2019), o Nrf2, Fator 2 relacionado ao fator nuclear eritrdide, representa um
ponto-chave para a eficacia dos tratamentos com ozénio. A translocacgdo nuclear desse fator é
aumentada através da ozonizacdo leve, o que induz a transcri¢do dependente de Keapl mediada
por Nrf2 de genes acionados por elementos responsivos antioxidantes, que codificam diversas
proteinas envolvidas em muitas fungdes metabdlicas vitais, sendo uma dessas fungdes a
resposta ao estresse oxidativo. O Nrf2 é capaz de prevenir estresse oxidativo por meio da
transcricdo de enzimas antioxidantes, como, por exemplo, as subunidades cataliticas e
moduladoras de Glutamato Cisteina Ligase, as Glutationa Peroxidases (GPX2 e GPX4), entre
outras. Devido a caracteristica quimica de instabilidade do gas 0zénio, que permite uma reacdo
instantanea a nivel molecular e induz a formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), é

gerado um estresse oxidativo transitorio e moderado.®*

A concentragdo do o0zo6nio administrado deve ser compativel com a capacidade
antioxidante do sangue e, assim, ocorre a formacao do peréxido de hidrogénio e produtos de
oxigenagdo lipidica (LOP’s) capazes de estimular a producdo endogena de enzimas
antioxidantes, entre elas, a superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a
catalase (CAT)%. O ozdnio estimula o fluxo de oxigénio através da membrana e essa agio eleva
0s niveis de oxigénio dentro da célula, tornando a cadeia respiratéria mitocondrial mais

eficiente.

A ozonioterapia também tem demonstrado efeitos na ativacdo do sistema imune. O 0z6nio
interage com acidos graxos poli-insaturados e outros antioxidantes, e o peroxido de hidrogénio
se difunde facilmente nas células de defesa. Desempenha também o papel de regulador da

sinalizacdo para que um grande niimero de respostas imunes acontega®?.

Existe uma crescente discussao nas areas de saude quanto ao uso terapéutico do ozonio,
em especial, no que tange & administracdo efetiva e segura. Em razdo do aumento de métodos
de aplicacdo, os quais muitas vezes sao instituidos por profissionais ndo capacitados, urge a
necessidade de estudos com maior rigor cientifico que comprovem a eficacia desse tipo de
terapia®. O Sistema Unico de Sadde do Brasil, em sua Politica Nacional de Praticas Integrativas
e Complementares (PNPIC)®, implementada em 2006, incluiu, em marco de 2018, a
ozonioterapia. Em agosto de 2023, autorizou 0 seu uso em todo o territorio nacional como uma
modalidade terapéutica para profissionais da salde 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 Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade Adventista da Bahia (FADBA). Foi
registrado com o nimero de protocolo 67/2019. O numero do parecer de aprovacdo 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 (Q)
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 5°
e 10° dias ap6s o inicio dos testes. Em cada um desses periodos, 5 ratos de cada grupo
experimental foram sacrificados. O Grupo 1 correspondeu ao Grupo Controle (GC) e foi tratado
com solucdo salina a 9%, sem utilizacdo de 0zonio; o Grupo 2, chamado de Grupo gas Ozbnio
(GGO), recebeu terapia com 0zdnio gasoso insuflado na borda da lesdo; e o Grupo 3, Oleo

Ozonizado (GOO), foi tratado com 6leo na superficie da leséo.

Durante o experimento, os animais ficaram alojados em condic¢des sanitérias de biotério
convencional. Foram acondicionados em gaiolas individuais, etiquetadas, com ch&o coberto por
maravalha, mantidos em condic¢Bes padrdo de temperatura (22-25°C), umidade relativa (50-
52%), com ciclos de luz-escuro por 12 horas, e expostos a luminosidade artificial doze horas
por dia. A alimentacéo dos ratos foi feita com ragcdo balanceada Nuvilah® (Suprilab) e dgua ad

libitum.

5.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS E OZONIOTERAPIA

Seguindo os protocolos preconizados para experimentos com animais (Damy et al.,
2010), esses foram submetidos a pesagem e anestesiados com cloridrato de quetamina 10%
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(Dopalen®, Sao Paulo, Brasil) 75 mg/ml e cloridrato de xilazina 2% (Anazedan, S&o 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 incisdo circular na regido dorsal com o auxilio de um bisturi circular
metalico, punch (Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha), com 6mm de didmetro, para a obtencgéo de
uma ferida uniforme e padronizada, a qual foi executada por um Unico operador devidamente

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

O ozébnio foi produzido pelo gerador Philozon® (Philozon - Industria e comércio de
geradores de 0zonio - LTDA, Santa Catarina, Brasil) na concentragdo de 13ug/ml de ozonio, a
partir de oxigénio medicinal, com fluxo constante de 1L/min. A mistura com oxigénio foi
capturada em uma seringa de 4ml e, através de uma agulha de insulina, o gas foi insuflado com
volume de 1ml, de forma uniforme, em 4 pontos correspondentes aos vértices diametrais, na

borda da lesdo. Esse procedimento foi repetido por trés dias consecutivos, apés a cirurgia.

Foi administrado 6leo de girassol ozonizado a 100% (Philozon - Industria e comércio
de geradores de 0zonio - LTDA, Santa Catarina, Brasil). Aplicou-se uma gota, com conta-gotas
padronizado com volume de 1 ml, na superficie da lesdo por 3 dias consecutivos nos mesmos

moldes dos grupos anteriores.

Os animais foram submetidos as duas modalidades de ozonioterapia descritas nos dias 1,
2 e 3 do estudo. Cada grupo com 10 animais teve metade dos espécimes sacrificados no 5° dia

e a outra metade no 10° dia.

5.4 MORTE DOS ANIMAIS

Apos sedacdo profunda com a solugdo anestésica ja descrita, os animais foram alocados

em caixas nas quais gas carbonico foi liberado em uma concentragéo de 5 litros por minuto.

5.5 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apos a confirmacdo de morte, foi removida uma por¢do de tecido do dorso dos ratos,
compreendendo a ferida cirdrgica. O material foi fixado por um periodo minimo de 18 horas,
em solucéo de formol 10%, tamponado. Em seguida, esse tecido foi processado para a coloragédo

com azul de toluidina e HE, para estudo dos MCs, em sec¢Oes de 4 um de espessura.
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5.6 AVALIACAO HISTOLOGICA E MORFOMETRICA

A captura das imagens dos cortes teciduais submetidos as coloragdes descritas foi
realizada através do software Motic Images Advanced 3.0® (Motic China Group CO. LTD) do
Laboratorio de Bioguimica Oral do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Bahia. Foi estabelecida uma érea padrdo para analise de todos os casos (100 pum?), que
compreendem a regido central do ferimento, tendo como limites laterais o tecido normal
adjacente. Cinco imagens padrdo correspondentes a cada caso foram capturadas com a
dimensdo pré-estabelecida e utilizadas tanto para a analise quantitativa dos mastocitos quanto
para andlise semi quantitativa do infiltrado inflamatério monomorfonuclear. Cada area foi
capturada no aumento de 400x e salva em formato JPEG. Todas as analises foram realizadas e

documentadas por um Unico examinador calibrado e com vasta experiéncia.

Foi realizada contagem de mastdcitos intactos e desgranulados em sec¢des corados com
Azul de Toluidina em cada micrografia, nos mesmos moldes de Correia et al., (2013).

O grau de inflamac&o no tecido foi analisado de acordo com o estudo de Alvarenga et al.,
(2020). Foi realizado um estudo semiquantitativo das seccdes, que incluiu a analise das
variaveis infiltrado inflamatério monomorfonuclear. Foram adotados os seguintes critérios no
tocante a varidvel infiltrado inflamatério: grau 1 para inflamacdo aguda; grau 2 para
predominancia de inflamacdo aguda difusa; 3 para predominancia de processo inflamatorio
crbnico; e 4 para indicar resolucdo completa e cicatrizacdo. Com relacdo a intensidade da

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

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi elaborada uma planilha em Excel (versdo para windows 10) para analise descritiva

com valores correspondentes a medianas e quartis.

Para analise dos dados, foram utilizados os testes ANOVA, T de Student e o teste exato
de fischer, ndo-paramétricos, com a finalidade de identificar as caracteristicas gerais e

especificas da amostra estudada.

Para verificar a existéncia de diferenca significativa entre os grupos de interesse, foi

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

No GC foi observado intenso infiltrado inflamatorio monomorfonuclear na area da lesdo,
0 qual aumentou até o 10° dia do periodo pos-operatério (p=0,008). Os grupos tratados GGO e
GOO apresentaram escores semelhantes no 5° dia, os quais refletiram moderado infiltrado
monomorfonuclear na derme (p>0,05). (Figura 5 A,C e E). Contudo, no 10° dia o grupo GOO

apresentou intensidade de infiltrado inflamatério monomorfonuclear semelhante ao controle.

No 10° dia, GGO e GOO apresentaram infiltrado leve de células monomorfonucleares em
relacdo ao GC, mas essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa nesse periodo, embora
a andlise intragrupos tenha revelado diferenca significativa da transicdo de infiltrado
monomorfonuclear moderado para leve no GOO (p=0,016); (Tabela 1).(Figura 5 B,D e F).

No GC, houve aumento do namero total de mastdcitos no 5°. dia quando comparado ao
10° dia, em especial, representado pelos mastocitos desgranulados, ao passo que o nimero de
intactos tendeu a diminuir. Contudo, tais diferencas ndo foram estatisticamente significativas
(p>0,05). Aspectos semelhantes foram observados no grupo submetido a terapia com gas
0zonio, embora neste grupo experimental tenha sido constatada diferenga estatisticamente
significativa no aumento do numero de mastocitos desgranulados, do 5°. para o 10° dia
(p=0,04). No grupo que recebeu a terapia com 06leo ozonizado, o quantitativo de mastocitos
totais, intactos e desgranulados exibiu aumento, mas sem significancia estatistica (p>0,05);
(Tabela 2).

No 5° dia, observou-se que 0s grupos experimentais submetidos a terapia com gas ozoénio
e 0leo ozonizado apresentaram um maior nimero total de mastdcitos em relacdo ao grupo
Controle, entretanto essa diferenca ndo foi significativa (p> 0,05). Houve diferenca
estatisticamente significativa apenas no tocante ao nimero de mastocitos desgranulados, com
evidente aumento dessas células tanto entre os grupos Controle e gas 0z6nio quanto Controle e

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

No periodo pos-operatério correspondente ao 10° dia, o numero total de mastocitos
apresentou perfil semelhante ao do 5° dia de analise, pois ambos os grupos tratados exibiram

maior contingente de MCs em relagdo ao Controle (p>0,05). Os nimeros de MCs intactos e
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desgranulados entre os diferentes grupos experimentais (p.0,05); (Tabela 3); (Figura6 B, D e

F).

Tabela 1: Registro do infiltrado inflamatorio monomorfonuclear entre 0s grupos experimentais

com respectivas medianas e intervalos interquartis.

Variavel Resultado GC GGO GOO
| | |
50 dia 10° dia 50 dia 10° dia 5° dia 10° dia
Med Med Med Med Med Med
(91-93) (91-93) (91-93)  (91-93)  (g1l-g3)  (al-g3)
| I ] I I I 1
Infiltrado 3(2,5-3) 4(4-4) 3(3-3) 3(3-3,5) 3(3-3) 4(3,5-4)
Inflamatério
| | ]
p-valor 0,008 0,690 0,063
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Tabela 2: Registro do quantitativo de mastdcitos, intactos e desgranulados nos diferentes

grupos experimentais com respectivas medianas e intervalos interquartis.

Quantitativo Soma Mediana (quartis) p valor
I
MCs Intactos 68 12 (10-14)
GC 5° dia 90
MCs Desgranulados 22 4 (4-4)
MCs Intactos 87 13 (12-14)
GGO 5° dia 130 0,01*
MCs Desgranulados 43 8 (8-9)
MC:s Intactos 63 15(9-15)
GOO 5° dia 119 0,02*
MCs Desgranulados 56 10 (10-14)
MCs Intactos 60 13 (12-14)
GC 10° dia 105
MCs Desgranulados 45 8 (8-9)
MCs Intactos 84 14 (24-17)
GGO 10° dia 142 0,09
MCs Desgranulados 58 10 (10-14)
MCs Intactos 77 20 (10-22)
GOO 10° dia 145 0,37
MCs Desgranulados 68 14 (12-15)

* p<0,05



Tabela 3: Registro Intergrupos e Intragrupos nos 5° e 10° dias do periodo p6s operatorio.

Grupos Intactos p valor Desgranulados p valor
Grupo Controle 5° X Ozénio Gas 5° 0,28 0,0003*
Grupo Controle 5° X Oz6nio Oleo 5° 0,39 0,004*
Grupo Controle 5° X Grupo Controle 10° 0,25 0,006*
Grupo Controle 10° X Ozbnio Gas 10° 0,10 0,21
Grupo Controle 10° X Ozdnio Oleo 10° 0,23 0,07
Ozbnio Gés 5° X Ozbnio Gés 10° 0,46 0,04*
0z6nio Oleo 5° X Oz6nio Oleo 10° 0,27 0,14

* p<0.05.
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Figura 5: Andlise histomorfométrica dos grupos experimentais. Registro de fotomicrografias
de seccles histoldgicas de pele de ratos Wistar representativa do ferimento cutaneo
padronizado, nos periodos de 5° e 10° dias. Sdo evidenciados o infiltrado inflamatdrio
monomorfonuclear de todos os grupos. Percebe-se que no 5° dia, os grupos GC (A), GGO (C)
e GOO (E) evidenciaram caracteristicas semelhantes e apresentaram aspectos de inflamacéo
cronica com intensidades moderada e intensa. No periodo de 10° dias, os grupos GC (B), GGO
(D) e GOO (F) evidenciaram caracteristicas correspondentes com as etapas mais tardias do
reparo, e inflamacdo leve. Microscopia de luz, Hematoxilina-eosina, 100X (ICS-UFBA).

5° dias 10° dias
GC
GGO
GOO
E F
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Figura 6: Andlise histomorfométrica dos grupos experimentais. Registro de fotomicrografias
de seccles histoldgicas de pele de ratos Wistar representativa do ferimento cutaneo
padronizado, nos periodos de 5° e 10° dias. S&o evidenciados humerosos mastdcitos na derme
em todos os grupos, em especial os tratados. percebe-se que no 5° dia, os grupos GC (A), GGO
(C) e GOO (E) evidenciaram maior quantitativo de mastdcitos intactos. No periodo de 10° dias,
0s grupos GC (B), GGO (D) e GOO (F). Microscopia 6ptica, Azul de Toluidina, 400X (ICS-
UFBA)

5° dias 10° dias

GC

GGO

GOO
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7. DISCUSSAO

O presente estudo experimental objetivou analisar o reparo tecidual sob a influéncia da
ozonioterapia a fim de avaliar os efeitos do 0zénio na cicatrizacdo, administrado atraves de duas
diferentes vias: 6leo ozonizado e insuflacdo local do gas oz6nio. Em especial, por meio de
estudo histomorfométrico, foi possivel identificar o contingente de mastdcitos intactos e
desgranulados, assim como o infiltrado inflamatério monomorfonuclear. Tal estudo
histomorfométrico foi realizado em periodos correspondentes a fase inflamatoria crénica que
corresponderam aos 5° e 10° dias do periodo p6s-operatorio. Essa fase do reparo tecidual ja foi
objeto de analise de outros estudos, a exemplo do desenvolvido por Rodrigues® e colaboradores
(2019), e apresenta como principal vantagem permitir a observacdo da populacdo de células
que participam da fase proliferativa do reparo, a qual se torna mais evidente com a formacéo

de uma matriz extracelular proviséria representada pelo tecido de granulacéo.

De acordo com Aarabi® e colaboradores (2007), durante o reparo tecidual ha uma
transicdo gradual do infiltrado de células polimorfonucleares para monomorfonucleares, em
especial na fase correspondente a inflamacdo crénica. No presente estudo, observou-se tal
tendéncia. Contudo, apenas o0 GGO apresentou menor escore de células monomorfonucleares
em relacdo aos demais grupos experimentais no 10° dia da cicatrizagdo, embora esse dado ndo
tenha sido estatisticamente significativo (p=0,69).

Diversos estudos experimentais in vivo apresentaram resultados significativos quanto ao
potencial biomodulador do 0zdnio no reparo, como o desenvolvido por Pires'* e colaboradores
(2021). Esses autores constataram diferencas estatisticamente significativas quanto ao estagio
inflamatdrio em dois periodos distintos. No sétimo dia do pds-operatorio, foi observado um
reparo mais avancado pois houve uma resolugdo mais significativa da inflamagéo cronica em
relacdo ao grupo controle. No periodo de 15 dias, a analise morfoldgica demonstrou auséncia
de inflamacéo para todos 0s grupos experimentais. Os autores concluiram que a ozonioterapia
com aplicagdo local do gas ozonio foi eficaz em amenizar o grau do infiltrado inflamatdrio e
acelerar o reparo da ferida, com maior contragéo desta. Tais resultados ratificam os achados da

presente pesquisa e sugerem um potencial efeito anti-inflamat6rio do ozdnio em fases mais
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tardias do reparo. Contudo, faz-se necessario investigar mais detalhadamente a acdo do 0zonio
na fase inflamatoria inicial, em especial ao se considerar o seu papel indutor de processos de

oxi-reducio®.

Até o presente momento, alguns estudos publicados na literatura cientifica avaliaram a
participagdo de mastdcitos no reparo tecidual, mas com maior énfase destinada a fase
inflamatoria inicial. As acdes dos MCs dependem de contextos, como 0 microambiente no qual
estd inserido e a severidade da lesdo. Tais células conduzem respostas que podem variar entre
pré e anti-inflamatorias. Beghdadi®” e colaboradores (2011) sugerem que 0s MCs
desenvolveram sensores celulares que permitem identificar o microambiente com o propésito
de deflagrar uma resposta adequada, a fim de favorecer a inflamag&o ou até mesmo limitar esse
processo. Dessa forma, o presente estudo apresenta resultados inéditos, pois ndo so
compreendeu uma analise da fase proliferativa do reparo como também permitiu verificar a

influéncia da ozonioterapia nesse processo, em especial sobre 0s mastocitos.

Tem sido demonstrado na literatura que a ativacdo de MCs teciduais € capaz de induzir
secrecdo de uma variedade de moléculas biologicamente ativas que implicam atividades
qguimiotaticas. Esses mediadores, a exemplo da histamina e serotonina, modulam o
microambiente por produzir uma reagao que promove a permeabilidade vascular. Na fase inicial
da inflamagdo, tal aumento da permeabilidade vascular viabiliza a infiltracdo de células
polimorfonucleares onde os neutrofilos assumem um papel de destaque. Ja na fase mais tardia,
0s MCs também contribuem para a infiltracdo tecidual de células monomorfonucleares por
meio da estimulacdo proveniente de fatores quimiotaticos para os leucécitos®®®. Assim,
durante as primeiras 6 a 24 horas, a proporcao que a transmigracdo de mondcitos aumenta
gradativamente, os macréfagos se tornam mais numerosos no leito da ferida e ocorre um
crescente processo de cronificagdo da inflamacéo, a partir de 24 horas em diante. Quanto aos
neutrofilos, apos sua diapedese, diminuem em nimero por autélise, necroptose e apoptose.
Desses componentes do infiltrado, 0 mais longevo € o macrofago, o qual passa a predominar

no microambiente local e orquestrar reagdes inflamatorias mais prolongadas'®.

No tocante ao contingente de MCs no presente estudo, constatou-se um crescente
aumento dessa populagao celular, do 5° para o 10° dia, em todos 0s grupos experimentais. Tal
achado ratifica a hipotese de que os MCs participam efetivamente em todas as fases do reparo
tecidual*®?. Contudo, na literatura, hd uma énfase maior direcionada para estudos dos MCs na
fase inflamatoria aguda, a qual ndo foi objeto de analise na presente investigagdo. Um estudo
in vivo conduzido por Shiota'® e colaboradores (2009) propds a observacdo dos MCs durante
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0 processo de cicatrizacdo de feridas resultantes de dano térmico, comparando grupos em que
havia presenca dessas celulas e outro com deficiéncia delas. Os resultados encontrados
demonstraram que o reparo foi prejudicado nas linhagens de ratos que ndo expressavam 0S
MCs, principalmente nos tempos de 14° e 21° dias, que correspondem a fase de remodelamento.
Dessa forma, os autores sugeriram que pode ter ocorrido uma maior participagdo dos MCs nas
fases tardias do reparo. Nesse mesmo sentido, um estudo realizado por Atiakshin!® e
colaboradores (2020) enfatizou a relacdo entre os MCs e o fibrinogénio, indicando que através
da secrecdo de glicosaminoglicanos, substancia que desempenha papel fundamental no
estimulo inicial do fibrinogénio presente no tecido, os MCs podem também atuar como
moduladores do microambiente tecidual e estimular a formacao de uma rede de fibrina que, por

consequéncia, poderia determinar maior estimulo a biossintese do colageno.

A desgranulacdo mais tardia dos MCs na fase proliferativa parece estar relacionada com
a biossintese de colageno e de outros constituintes estruturais da MEC, etapa fundamental para
o tecido adquirir a forca ténsil necessarial®. Embora a analise das fibras colagenas néo tenha
integrado o escopo desse estudo, 0 maior numero de MCs, em especial desgranulados, nos
grupos tratados, sugere que a ativacao dessa célula poderia contribuir para a evolucdo do reparo
tecidual, apresentando um perfil funcional mais voltado para o estimulo de fendmenos
proliferativos. Neste estudo, a andlise realizada ao 10° dia permitiu avaliar que a presenca de
MCs intactos e desgranulados ao final da fase proliferativa do reparo foi maior nos grupos
submetidos a ozonioterapia, em especial no grupo experimental que recebeu a insuflacéo local
do gas. De fato, os resultados do presente estudo sugerem que a forma de aplicacdo do ozoénio
pode também ser uma variavel determinante para a observacdo de um efeito pré ou anti-

inflamatério mais significativo, a depender da fase do reparo em questao.

O potencial terapéutico do 0zdnio como agente pro e antinflamatorio tem sido discutido
na literatura. Ha evidéncias de que o seu principal mecanismo de a¢do consiste na exacerbacdo
inicial da resposta inflamatdria de forma controlada no tecido, mediante o equilibrio das reac6es
de oxirreducdo®. Ainda de acordo com Liu*® (2018), o 0zdnio é capaz de controlar o estresse
oxidativo por meio da ativagdo do fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-kB). Sendo assim,
a expressdo precoce de NF-kB ativaria a transcri¢do de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-
alfa e IL-1 beta, que induzem a fase inicial da inflamacdo. Por outro lado, a diminuicdo da
expressdo do gene que codifica tal fator de transcricdo resulta na producdo de enzimas

antioxidantes, entre elas, a glutationa peroxidase e a catalase.
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Entre as a¢bes do 0zénio no contexto do reparo, por sua caracteristica de potente oxidante,
tem sido documentado que também é capaz de eliminar microrganismos patogénicos, como

bactérias, virus e fungos, presentes no leito da lesio%

. A acdo antimicrobiana do ozonio in
vitro foi demonstrada em resultados de um estudo realizado por Silva'?’ e colaboradores (2021)
no qual foram encontradas justificativas para 0 emprego tanto do gas ozénio quanto do 6leo
ozonizado como microbicida capaz de eliminar microrganismos patogénicos, como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli. e Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
Nesse estudo para fim de profilaxia, os autores relataram resultados superiores para o gas 0zonio
em relacdo ao 6leo ozonizado. Ademais, pode se afirmar, com base na literatura, como
vantajoso o custo-beneficio do 0zénio para a¢do antimicrobiana em detrimento a outros agentes
de desinfeccdo 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
oxigenacdo tecidual, a atividade funcional dos fibroblastos pode ser aumentada e, assim,
contribuir para a aceleragio das fases subsequentes do reparo'®. Diante do exposto, pode se
esperar uma intensificacdo da inflamacdo no tecido, seguida por uma rapida resolucdo desse

evento.

A fim de elucidar os possiveis mecanismos moleculares e celulares que expliquem a acao
terapéutica do o0z6nio, algumas hipéteses tém sido discutidas na literatura. Estudos que
abordaram a ozonioterapia apontam para evidéncias de que a liberagdo do 6xido nitrico e das
aminas vasoativas dos MCs, induzidas pelo ozénio, podem promover o desencadeamento de
reacOes vasodilatadoras e, por consequéncia, aumento da perfusdo de sangue e aceleracdo do
reparo no tecido!®®. Ademais, o 0zonio pode induzir um acréscimo na carboxilacdo oxidativa
do piruvato, assim como adicionar a producdao de ATP no ciclo de Krebs e reduzir espécies
oxidantes, como citocromo C. Também aumenta a producdo de enzimas como a catalase, a
peroxidase e a glutationa, que atuam como protetoras para células saudaveis, por sua acéo
eliminadora de radicais livres®. Outro possivel mecanismo esta ligado ao estimulo a producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs). Tais moléculas apresentam um elétron ndo pareado
em sua orbital externa e se tornam radicais reativos. Essas moléculas podem ser originadas da

fosforilagio oxidativa mitocondrial, a partir do aumento da sintese de ATP,

Em uma revisio sistematica realizada por Dunnill*'! e colaboradores (2017), sdo descritos
o0s papéis desempenhados pelos EROs nas diferentes fases do reparo tecidual. Tais mediadores
recrutam células imunes e estimulam a formagdo de novos vasos sanguineos, além da acéo

indutora de morte celular por apoptose. Também €é descrita na literatura uma via especifica de
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ativacdo do reparo através da interacdo do ozénio com o fator nuclear eritrocitario 2 (Nrf2). A
translocacédo do fator € aumentada pela ozonizagao suave que ativa a transcri¢do dependente de
Keapl e é mediada por Nrf2, que impulsionadas por elementos responsivos a oxidantes
codificadores de proteinas, envolvem-se em diversas funcdes metabdlicas importantes, sendo o
estresse oxidativo uma delas. O Nrf2 é capaz de bloquear essa fungdo metabolica, induzindo a
producdo de enzimas antioxidantes, entre elas as subunidades cataliticas e moduladoras do

glutamato, cisteina ligase e da glutationa peroxidase®.

No presente estudo, a desgranulacdo dos MCs foi crescente do 5° para o0 10° em todos 0s
grupos experimentais, mas esse aumento s6 apresentou significancia para os grupos tratados
com ozonio. Esse achado pode ndo estar relacionado exclusivamente ao processo inflamatorio,
pois, conforme ja citado anteriormente, estudos atuais tém descrito a participacdo dos MCs na
fase proliferativa e de remodelamento do reparo'®®. Apesar de verificar que o gas 0zonio e o
6leo ozonizado modularam a desgranulacdo de MCs, os resultados observados em nosso estudo
ndo permitem inferir a influéncia da desgranulacao sobre outras variaveis do reparo, a exemplo
da densidade vascular, biossintese de fibras coladgenas e elastica, assim como outros

constituintes da MEC, nos periodos avaliados.

Ainda no que diz respeito a eficacia da ozonioterapia na cicatrizacdo de ferimentos,
Vinnik!!2 e colaboradores (2022) realizaram um estudo experimental comparativo, através da
andlise de feridas infectadas, em ratos Wistar acometidos por diabetes mellitus. Os animais
foram submetidos a intervencdo cirurgica no 7° e 14° dias. Os autores comprovaram a eficacia
do tratamento combinado com ozonioterapia tépica e ultrassom de baixa frequéncia. Esse
método de tratamento normalizou a taxa de fluxo sanguineo na fronteira entre o tecido saudavel
e a ferida infectada, reduziu o tempo de cicatrizacdo da ferida e acelerou os processos de
limpeza do exsudado purulento e preenchimento da ferida com tecido de granulagdo, bem como

re-epitelizacdo marginal.

Um outro estudo avaliou os efeitos da injecdo subcutéanea de 0zonio em queimaduras.
Nesse estudo, queimaduras de segundo grau superficiais de espessura parcial foram provocadas
na parte inferior do dorso dos animais agrupados em trés grupos comparativos: controle e dois
grupos adicionais que foram submetidos ao tratamento com sulfadiazina de prata e 0zonio gas,
respectivamente. Na analise das secgdes teciduais, constatou-se que a cicatrizacdo das feridas
no grupo do ozénio foi significativamente mais rapida do que nos outros grupos, de modo que
0s autores concluiram que a ozonioterapia subcutanea foi mais eficaz do que a sulfadiazina de

prata no processo de cicatrizacdo de queimaduras de segundo graul®?,
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Para além da acdo antimicrobiana e dos efeitos no periodo inflamatdrio, linhas de
pesquisa tém se dedicado a investigar os efeitos do 0zénio sobre outros eventos biologicos do

114 ¢ colaboradores (2019) demonstraram seu efeito na modulagio do

reparo tecidual. Soares
fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF2), reducdo do infiltrado inflamatoério presente no
tecido de granulagdo, bem como uma maior deposicdo de colageno!!4. Nesse mesmo sentido,
um experimento conduzido por Pai*® e colaboradores (2014) avaliou o efeito do 6leo ozonizado
sob a contratura da ferida, forca ténsil, area de colageno e atividade do superdéxido dismutase
na area da ferida, no periodo de 10 dias. O desfecho encontrado demonstrou que o grupo tratado
com 6leo ozonizado apresentou melhores resultados para os aspectos avaliados em relacdo aos
outros grupos. Ainda, tal estudo ratifica que a eficécia terapéutica do 0z6nio tem como potencial
mecanismo 0 estresse oxidativo, ainda que seja necessario um equilibrio ténue entre sua

efetividade e toxicidade!®.

Outros estudos se propuseram a investigar a influéncia da ozonioterapia sob (ndo seria
“sobre” ?) o nimero de fibroblastos e do coldgeno a partir do espessamento de suas fibras. Foi
realizado um estudo experimental que comparou o grupo controle com um grupo tratado com
0leo de aloe vera ozonizado, nos tempos 3° e 7° dias. Os resultados demonstraram significancia
entre 0s grupos nos dois tempos propostos, com maior nimero de fibroblastos, maior
biossintese de colageno e reducdo do tamanho da ferida no grupo tratado com 6leo de aloe vera
ozonizado®'’. Esses resultados diferem do presente estudo, uma vez que a reducéo da severidade
da inflamacdo no 10° dia foi mais acentuada no GGO em relacdo ao GOO, o qual apresentou
aspectos semelhantes ao grupo controle. Contudo, em relacdo ao contingente de MCs, 0s
resultados evidenciados tanto pelo GGO quanto pelo GOO demonstraram que o 0zdnio foi
capaz de modular a desgranulagdo dessas células. Adicionalmente, quanto a indicacdo do
método de aplicacdo do o0zbnio, 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 a terapia.

Embora haja evidéncias favordveis a utilizacdo da ozonioterapia nos estudos
experimentais ja citados, no tocante a sua aplicabilidade em seres humanos, ainda existe muita
divergéncia sobre sua acéo terapéutica. Em uma revisdo sistematica da Cochrane, conduzida
por Liu'% e colaboradores (2015), tais autores selecionaram ensaios clinicos randomizados a
fim de comparar a ozonioterapia com outra intervencdo. Consideraram todos os estudos
incluidos na revisdo como de baixa ou muito baixa qualidade, e concluiram que a eficacia da

ozonioterapia no tratamento de feridas, com base nos trés estudos elegiveis para revisdo, ndo
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poderia ser avaliada, pois esses apresentavam falhas metodoldgicas, com amostras muito
pequenas para detec¢do de diferencas clinicas significativas. Sendo assim, a realizacdo de
estudos experimentais in vivo, como no caso da presente investigacao, e aqueles realizados in
vitro podem contribuir significativamente para a identificacdo de possiveis alterac@es teciduais

decorrentes da ozonioterapia.



53

8. CONCLUSAO

Com base nos resultados observados no presente estudo, pode se concluir que:

e A analise semiquantitativa do infiltrado inflamat6rio monomorfonuclear n&o evidenciou
diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos experimentais, embora o grupo tratado
com o gas tenha exibido um infiltrado inflamatorio crénico mais discreto. Os autores sugerem
a necessidade de se avaliar também, no futuro, o infiltrado inflamatorio polimorfonuclear na

fase inicial do reparo cuténeo.

o0 estudo histomorfométrico da populacdo de MCs evidenciou que nos grupos
submetidos a ozonioterapia, tanto com o gas quanto com o 6leo, houve aumento do numero de
MCs intactos e desgranulados. Os autores sugerem ampliar a analise de outras variaveis do
reparo tecidual correspondentes aos periodos do presente estudo, a exemplo da densidade

vascular e biossintese de fibras colagenas e elasticas, assim como correlaciona-las com os MCs.

eHouve maior desgranulacdo de MCs no 10° dia do periodo pds-operatério, em todos 0s
grupos experimentais, em especial nos grupos tratados com ozo6nio. Tal evidéncia ratifica a
participacdo dos MCs em etapas tardias do reparo, assim como sugere uma aparente modulacao
da atividade funcional dessas células induzida pela ozonioterapia.
A ozonioterapia com gés pareceu atenuar o infiltrado inflamatério monomorfonuclear no 10°
dia, embora esse dado ndo tenha apresentado significancia estatistica. Entre os grupos tratados,
com base nas variaveis analisadas no presente estudo, ndo houve diferenca em relacdo ao

método de aplicacdo do ozonio.
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POTENCIAL DE ACAO DOS MASTOCITOS EM DIFERENTES CONTEXTOS
BIOLOGICOS

Sarah Souza Limal; Alena Ribeiro Alves Peixoto Medrado2
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Mestre, Doutore em Potologio Humona pelo Universidode Federal do Bohio = UFBA, Professorg
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Sistemas do Universidode Federal da Bohio - UFBA

Os mastocitos (MCs), células origingrias da medula dssea, 530 caracterizados por conter granulos em seu
citoplasma e secretar substincias como heparina e histamina, entre outros mediadores quimicos. Essas
células desempenham papéis em diferentes processos bioldgicos, tais como inflamac3o, tumorigénese e
alergias. 530 células ativas biologicamente gue interagem com outros tipos celulares e com os constituintes
da matriz extracelular. Dessa forma, podem modular o curso de uma determinada condigio ou doenca
sistBmica, assim como desencadear agdes localizadas no tecido onde se acha presente. O objetivo da
presente revisdo narrativa de literatura & apresentar uma vis3o geral a respeito das diferentes atuacbes
dos mastdcitos e relatar em quais contextos bioldgicos estdo inseridos. Foi realizada uma busca ativa com o
terma mastdcito em base de dados cientificas, para consultar a literatura classica sobre esta tematica, bem
como estudos atuais que enfatizam as vias de sinalizag3o celular e avangos na area da biologia maolecular.
Observou-se que, atualmente, técnicas mais sensiveis de biologia molecular permitiram caracterizar a
assinatura bioldgica dos MCs e determinar receptores e mediadores quimicos implicados nas doencas
descritas. O avanco do conhecimento acerca dos MCs, seus mecanismos de ag3o, bem como os produtos
de secre¢do tem ajudado a elucidar a patogénese de diversas condigdes, do mesmo modo gue impulsiona
o desenvolvimento de terapias com o objetivo de regular a ag3o dessas células. Contudo, a despeito do
grande ndmero de estudos que contemplam a caracterizagdo dos MCs, sua participac3o na patogénese
de muitas doengas ainda representa um campo aberto a investigagao cientifica e deve ser mais explorado,
em especial, para fins terapéuticos.

Palawras-chave: Mastacitos; inflamagao; alergias; angiogénese; tumor.

VIOLENCIA INFANTO JUVENIL INTRAFAMILIAR NO CONTEXTO DA
PANDEMIA DA COVID-19

Sileuza da Silva Meira Rochal, Ana Rita Sokolonski Anton2
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da Bahia - UFBA, Doutora Processos interativos dos Orgdos e Sistemas do Universidode Federal
do Bahio - UFBA, Professora Adjunto de Bioguwimica e do Programa de Pds-groduardo Processos

Interativos dos Orgdos e Sistemas da Universidode Federal do Bohia = UFBA;

A COVID-19 é uma patologia gque tem o virus SARS-CoV-2 como seu agente etioldgico. Com inicio em 2019
na cidade de Wuhan na China, essa doenca teve rapida disseminagdo no mundo, conseguéncia grave gue
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ANEXO 2

FACULDADE ADVENTISTA DA BAHIA

Certificamos que a proposta para pesquisa intitulada: “Avaliagdo termogrifica de feridas de
ratos sob efeito de terapias biomoduladoras™ foi submetido a0 CEUA da FADBA para
avalia¢do de protocolos para uso de animais em ensino. Registrada com o protocolo de
n.67/2019, sob a responsabilidade de Anténio Mircio Teixeira Marchionni — que envolve a
utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica ou ensino — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n. 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), apresenta- se na condigio de pendente:

e Identificar a empresa que realizara a coleta dos animais no item 12.2 e 0

descarte dos mesmos no item 12.3.

e Acrescentar vigéncia da pesquisa.
Parecer emitido em 11/09/2019 pela comissio de ética no uso de animais (CEUA) da
FADBA com CIAEP: 01.0039.2013, DOU EM 05/09/2013.

FINALIDADE () ENSINO ( x ) PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia da
autorizag¢do 2/11/2019 -2 /1172019
Espécie/linhagem/ra
ca Rato Wistar
N. de animais 50
Peso/ldade
250g / 3 meses
Sexo Machos
Origem Subrilab: Suprimento de laboratério ¢ Biotério Ltda.

Coordenagdo CEUA: Helen Meira Cavalcanti Pola
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