
 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANÁ – CAMPUS DE 

CASCAVEL 

CENTRO DE CIÊNCIAS MÉDICAS E FARMACÊUTICAS – CCMF 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO STRICTO SENSU EM CIÊNCIAS 

FARMACÊUTICAS – PCF 

 

 

 

 

 

 

 

 

O ÓLEO DE GIRASSOL OZONIZADO ATUA COMO COADJUVANTE AO 

GLUCANTIME NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTÂNEA EM 

MODELO ANIMAL 

 

 

 

 

 

 

ANA PAULA PIVOTTO 

 

 

 

 

 

 

 

CASCAVEL - PR 

2021 



 

ANA PAULA PIVOTTO 

 

 

 

 

 

 

 

O ÓLEO DE GIRASSOL OZONIZADO ATUA COMO COADJUVANTE AO 

GLUCANTIME NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTÂNEA EM 

MODELO ANIMAL 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação Stricto Sensu em 
Ciências Farmacêuticas da 
Universidade Estadual do Oeste do 
Paraná, campus de Cascavel, em 
cumprimento aos requisitos para 
obtenção do título de Mestre(a) em 
Ciências Farmacêuticas na linha de 
pesquisa Prospecção de 
Microrganismos e Substâncias 
Bioativas com Aplicações 
Biotecnológicas e em Saúde. 

Orientador: Prof. Dr. Rafael Andrade 
Menolli 

Coorientadora: Profa. Dra. Thais Soprani 
Ayala 

 

 

 

 

CASCAVEL - PR 

2021 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANA PAULA PIVOTTO 

O ÓLEO DE GIRASSOL OZONIZADO ATUA COMO COADJUVANTE AO 

GLUCANTIME NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTÂNEA EM 

MODELO ANIMAL 

 
 

Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação stricto sensu em Ciências 
Farmacêuticas da Universidade Estadual 
do Oeste do Paraná como pré-requisito 
para obtenção do título de Mestre(a) em 
Ciências Farmacêuticas na linha de 
pesquisa Prospecção de Microrganismos e 
Substâncias Bioativas com Aplicações 
Biotecnológicas e em Saúde. 
Orientador: Prof. Dr. Rafael Andrade 
Menolli 
Coorientadora: Profa. Dra. Thais Soprani 
Ayala 

 
BANCA EXAMINADORA: 

 
 

_________________ 
Prof. Dr. Rafael Andrade Menolli 

Universidade Estadual do Oeste do 
Paraná 

UNIOESTE 
Orientador 

 
 

_____________________________ 
Prof. Dr. Kelvinson Fernandes Viana 
Universidade Federal da Integração 

Latino-Americana 
UNILA 

 
 

_______________________________ 
Prof. Dr. Rinaldo Ferreira Gandra 

Universidade Estadual do Oeste do 
Paraná 

UNIOESTE 
 

 
Cascavel - PR 

2021



 

i 
 

 

 
BIOGRAFIA RESUMIDA 

Ana Paula Pivotto, natural de Corbélia, Paraná, Brasil, nascida em 29 de março 

de 1994, graduou-se em Farmácia pela Universidade Estadual do Oeste do 

Paraná – UNIOESTE, campus de Cascavel, tendo finalizado o curso em 16 de 

dezembro de 2016 e colado grau em 7 de fevereiro de 2017. Ingressou no 

Programa de Pós-Graduação lato sensu – Residência Farmacêutica em Análises 

Clínicas em março de 2017, finalizando-a em fevereiro de 2019. Em março de 

2019 iniciou as atividades como aluna do Programa de Pós-Graduação Stricto 

Sensu em Ciências Farmacêuticas. Trabalha como Farmacêutica Bioquímica no 

Hospital Universitário do Oeste do Paraná, desde abril de 2019 até o momento. 

Atualmente desenvolve projeto experimental de dissertação junto à linha de 

pesquisa Prospecção de Microrganismos e Substâncias Bioativas com 

Aplicações Biotecnológicas e em Saúde, orientada pelo Prof. Dr. Rafael Andrade 

Menolli e coorientada pela Profa Dra. Thais Soprani Ayala. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ii 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Aqueles que passam por nós, não vão sós e não nos deixam sós.  

Deixam um pouco de si e levam um pouco de nós.”  

(O Pequeno Príncipe - Antoine de Saint-Exupéry) 

 

 



 

iii 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao meu noivo Rodrigo Trage, que esteve ao meu lado nos bons e maus 

momentos e que não mediu esforços para me apoiar nessa etapa tão 

importante da minha vida. 

 



 

iv 
 

AGRADECIMENTOS 

 

 Agradeço primeiramente à Deus, por me guiar e iluminar sempre nas 

minhas escolhas de vida. 

À minha família, principalmente à minha mãe Hilda e meu irmão Sidnei 

por todo apoio, tanto moral quanto financeiro, desde o ensino primário, até esse 

momento tão importante na minha vida acadêmica e profissional. E por todo 

carinho recebido desde a perda do meu pai José Pedro, que se estivesse aqui 

hoje eu sei que estaria muito orgulhoso da minha trajetória. 

Ao meu noivo Rodrigo, por todo amor recebido nesses últimos anos, por 

toda parceria e cumplicidade, obrigada pelo apoio nos momentos mais difíceis. 

Ao meu orientador Dr. Rafael e à minha coorientadora Dra Thais, obrigada 

por compartilharem todo o conhecimento de vocês comigo, foi uma honra fazer 

parte do Laboratório de Imunologia Aplicada e ter vocês como exemplo, 

agradeço de coração por toda paciência e por todo suporte durante esses últimos 

anos, vocês são incríveis. 

E por fim, à minha segunda casa, a Universidade Estadual do Oeste do 

Paraná – UNIOESTE, pela estrutura fornecida para o desenvolvimento deste 

trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

v 
 

O ÓLEO DE GIRASSOL OZONIZADO ATUA COMO COADJUVANTE AO 
GLUCANTIME NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTÂNEA EM 

MODELO ANIMAL 
 
RESUMO 
 
As leishmanioses são um grupo de doenças tropicais negligenciadas 
consideradas um grande problema de saúde pública, com elevada incidência e 
ampla distribuição geográfica. Os medicamentos disponíveis para o tratamento 
dessas doenças, além de escassos, possuem muitos efeitos adversos, são 
tóxicos e casos de resistência do parasita já foram relatados. O óleo ozonizado 
tem sido utilizado topicamente para o tratamento de feridas crônicas, possuindo, 
entre outras vantagens, reduções importantes no tempo de recuperação dos 
pacientes, maior efetividade e maior adesão, bem como, menor custo total do 
tratamento. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiência do óleo 
ozonizado de girassol no tratamento de lesões causadas pela leishmaniose em 
modelo animal. Para isso foram utilizados 5 grupos de camundongos Balb/c 
infectados com Leishmania amazonensis e tratados com óleo ozonizado local, 
óleo não ozonizado e o medicamento de referência (Glucantime®). As 
concentrações utilizadas de óleo ozonizado variaram de 0,625 a 320 µg/mL e 
foram avaliadas, dentre outros experimentos, a viabilidade celular de macrófagos 
murinos tratados e não tratados, além da atividade sobre as formas 
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis in vitro. O grupo que apresentou 
os melhores resultados foi o tratado com óleo ozonizado e Glucantime®, no qual 
o ozônio contribuiu para a diminuição da produção de óxido nítrico por 
macrófagos murinos e não apresentou citotoxicidade contra os mesmos, com um 
CC50 de 84,21 µg/mL e um CI50 de 1,71 µg/mL. Houve ainda uma diminuição da 
carga parasitária em cultura e em esfregaço superficial, além da manutenção 
razoável do epitélio celular na análise histológica. Ademais, essa terapia 
conjunta contribuiu para a diminuição na espessura da pata infectada e melhorou 
a cicatrização. Constatou-se também a alta produção de TNF-α e IFN-γ e menor 
produção, quando comparados com o grupo não tratado, de IL-4 pelas células 
dos camundongos. Enfim, a terapia adjunta de óleo ozonizado de girassol e o 
medicamento Glucantime® é eficaz na eliminação dos parasitas de Leishmania 
amazonensis, tanto in vitro como in vivo, promovendo a cura das lesões 
cutâneas causadas pela leishmaniose. Dessa forma, a utilização do óleo como 
adjuvante, propicia um menor tempo de tratamento aos pacientes, que serão 
consequentemente, menos expostos aos efeitos colaterais do tratamento padrão 
de longo prazo.  
 
PALAVRAS-CHAVE: ozonioterapia, atividade anti-Leishmania, lesões 
cutâneas. 
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OZONIZED SUNFLOWER OIL AS A COADJUVANT TO GLUCANTIME IN 
THE TREATMENT OF CUTANEOUS LEISHMANIASIS IN ANIMAL MODEL 

 
ABSTRACT 
 
Leishmaniasis are a group of neglected tropical diseases considered a public 
health problem, with high incidence and wide geographic distribution. The drugs 
used for the treatment of these diseases have many adverse effects, are toxic 
and cases of parasite resistance have already been reported. Ozonized oil has 
been used topically for the treatment of chronic wounds, having important 
reductions in patients' recuperation time, greater effectiveness and accession, as 
well as lower cost of treatment. Therefore, the aim of this study was to evaluate 
the efficiency of ozonized sunflower oil in the treatment of skin wounds caused 
by leishmaniasis in animals. Thereby, 5 groups of Balb/c mice infected with 
Leishmania amazonensis and treated with ozonized oil, non-ozonized oil and the 
standard drug (Glucantime®) were used. The concentrations of ozonized oil used 
was from 0.625 to 320 µg/mL and the cell viability of treated and untreated murine 
macrophages was evaluated, among other experiments, as well as the activity 
on promastigotes and amastigotes of L. amazonensis in vitro. The group that 
showed the best results was the one treated with ozonized oil and Glucantime®, 
whereupon ozone contributed to the decrease in the production of nitric oxide by 
murine macrophages and did not show cytotoxicity against them, with a CC50 of 
84.21 µg/ ml and an IC50 of 1.71 µg/ml. There was also a decrease in the parasite 
load in cultures and in lesions surface, in addition to the maintenance of the 
cellular epithelium in the histological analysis. Furthermore, this joint therapy 
contributed to a decrease in the thickness of the infected paw and improved 
healing. It was also verified the high production of TNF-α and IFN-γ and lower 
production, when compared to the untreated group, of IL-4 by the mouse cells. 
Finally, the adjunct therapy of ozonized sunflower oil and the drug Glucantime® 
is effective in eliminating Leishmania amazonensis parasites, both in vitro and in 
vivo, promoting the healing of skin lesions caused by leishmaniasis. Thus, the 
use of ozonized oil as an adjuvant provides a shorter treatment time for patients, 
who will consequently be less exposed to the adverse effects of standard long-
term treatment. 
 
 
KEY WORDS: ozonotherapy, anti-Leishmania activity, skin lesions.
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Figura 19. Contagem de leucócitos de lâminas histológicas das lesões 
provocadas por L. amazonensis nas patas de camundongos. OG – grupo tratado 
com Glucantime® e óleo não ozonizado, G – grupo tratado com Glucantime®, 
OZG – grupo tratado com Glucantime® e óleo ozonizado, OZ – grupo tratado com 
óleo ozonizado, NT – grupo não tratado.   Significativamente diferente do controle 
não tratado (NT): * p<0,05, ** p<0,01. Significativamente diferente de OG: # 
p<0,05 – Procedimento experimental 
2.........................................................................................................................73 

 

Figura 20. Dosagem de óxido nítrico a partir do sobrenadante dos macrófagos 
peritoneais de camundongos infectados com L. amazonensis após 24 h de 
tratamento (a) e após 48 h de tratamento (b). OG - tratado com óleo controle e 
Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OZG - tratado com óleo ozonizado 
e Glucantime®, OZ - tratado com óleo ozonizado e NT - sem tratamento. 
Significativamente diferente do controle não tratado (NT) - RPMI: # p<0,5 e ## 
p<0,01. Significativamente diferente dentro do grupo: *** p<0,001 e **** p<0,0001 
– Procedimento experimental 
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Figura 21. Dosagem de óxido nítrico a partir do sobrenadante dos macrófagos 
peritoneais de camundongos infectados com L. amazonensis após 24 h de 
tratamento (c) e após 48 h de tratamento (d). OG - tratado com óleo controle e 
Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OZG - tratado com óleo ozonizado 
e Glucantime®, OZ - tratado com óleo ozonizado e NT - sem tratamento. 
Significativamente diferente do controle não tratado (NT) - RPMI e LPS: # p<0,5. 
Significativamente diferente dentro do grupo: * p<0,05, ** p<0,01 – Procedimento 
experimental 
2.........................................................................................................................75 

 

Figura 22. Dosagem de óxido nítrico a partir do sobrenadante de linfonodos 
poplíteos de camundongos infectados com L. amazonensis após 48 h de 
tratamento. OG - tratado com óleo controle e Glucantime®, G - tratado com 
Glucantime®, OZG - tratado com óleo ozonizado e Glucantime®, OZ - tratado 
com óleo ozonizado e NT - sem tratamento. Significativamente diferente de OZ - 
RPMI: # p<0,05. Significativamente diferente do controle não tratado (NT) – ASL: 
+ p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 - Procedimento experimental 
1.........................................................................................................................76 

 

Figura 23. Dosagem de óxido nítrico a partir do sobrenadante de linfonodos 
poplíteos de camundongos infectados com L. amazonensis após 48 h de 
tratamento. OG - tratado com óleo controle e Glucantime®, G - tratado com 



 

 

Glucantime®, OZG - tratado com óleo ozonizado e Glucantime®, OZ - tratado 
com óleo ozonizado e NT - sem tratamento. Significativamente diferente de G - 
RPMI: # p<0,05. Significativamente diferente intragrupo: * p<0,05 - Procedimento 
experimental 
2.........................................................................................................................76 

 

Figura 24. Dosagem de óxido nítrico a partir do sobrenadante de linfonodos 
poplíteos de camundongos infectados com L. amazonensis após 48 h de 
tratamento. G1 - tratado com óleo controle e Glucantime®, G2 - tratado com 
Glucantime®, G3 - tratado com óleo ozonizado e Glucantime®, G4 - tratado com 
óleo ozonizado e G5 - sem tratamento. Significativamente diferente de G4: # 
p<0,5. Significativamente diferente de G5: * p<0,05; ** <0,01; *** p<0,001 e **** 
p<0,0001 - Procedimento experimental 
2.........................................................................................................................69 

 

Figura 25. Dosagem de citocinas, por ELISA, a partir do sobrenadante de 
linfonodos poplíteos e macrófagos peritoneais de camundongos infectados com 
L. amazonensis. a) Produção de IL-4; b) Produção de TNF – α; c) Produção de 
IFN – γ. Grupos: OG - tratado com óleo controle e Glucantime®, G - tratado com 
Glucantime®, OZG - tratado com óleo ozonizado e Glucantime®, OZ - tratado 
com óleo ozonizado e NT – não tratado. Significativamente diferente do grupo 
não tratado (NT) – RPMI: # p<0,05, ## p<0,01. Significativamente diferente do 
grupo não tratado (NT) - ASL: * p<0,05, ** p<0,01 - Procedimento experimental 
2.........................................................................................................................77 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As Doenças Tropicais Negligenciadas (DTNs) são enfermidades causadas 

por agentes infecciosos ou parasitas, consideradas endêmicas em populações 

de baixa renda, afetando cerca de 1 bilhão de pessoas em todo o mundo. Essas 

enfermidades representam uma necessidade médica importante que permanece 

não atendida, devido a investimentos reduzidos em pesquisas e produção de 

medicamentos. 

As leishmanioses fazem parte da lista de DTNs elaborada pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS). É um grupo de doenças endêmicas em mais de 8 

países da África, Ásia, sul da Europa e América Latina, com prevalência 

estimada em cerca de 12 milhões de casos ao redor do mundo. 

Essas doenças são causadas por protozoários do gênero Leishmania, sendo 

transmitidas através da picada de flebotomíneos infectados. Mais de 20 espécies 

do parasita são responsáveis por causar a doença em humanos, sendo que o 

resultado clínico da infecção é determinado pelas espécies de Leishmania, 

fatores de virulência do vetor e resposta imune do hospedeiro, resultando em 

duas formas principais, a Leishmaniose Cutânea (LC) e a Leishmaniose Visceral 

(LV). 

A LC é a forma mais comum da doença. Causa lesões que deixam cicatrizes 

ao longo da vida, é incapacitante e se tornou um grande problema de saúde 

pública. As características iniciais da lesão podem ser inespecíficas, com 

formação de eritema e endurecimento no local da picada, podendo evoluir para 

úlceras profundas e deformantes. 

Atualmente há uma limitada disponibilidade de medicamentos para o 

tratamento dessas doenças. Quanto ao tratamento cutâneo, o objetivo é acelerar 

a cicatrização e prevenir a progressão da doença e a escolha dos medicamentos 

depende do tamanho e localização da lesão, do número de lesões e do potencial 

de disseminação. Os antimoniais pentavalentes têm sido utilizados como 

tratamento padrão desde 1929. 

O tratamento parenteral é utilizado para a doença cutânea grave, no entanto, 

os antimoniais sistêmicos estão associados à considerável toxicidade e há 

relatos de resistência emergente dos parasitas de Leishmania. Diante disso, faz-

se necessária a pesquisa por novas drogas antiparasitárias e substâncias que 
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possam auxiliar no tratamento das várias formas de leishmaniose, 

proporcionando a melhoria dos sintomas e o desaparecimento das lesões com 

ausência de cicatrizes, no caso da manifestação cutânea. 

O ozônio (O3) tem sido utilizado empiricamente como agente terapêutico 

clínico para o tratamento de feridas crônicas na pele. Os efeitos benéficos do O3 

na cicatrização de feridas podem ser devidos à diminuição da infecção, por matar 

o agente causador, melhorando a cicatrização da ferida dérmica ou ao aumento 

da tensão de oxigênio pela exposição ao O3 na área afetada.  

Além disso, esse composto apresenta poucos efeitos adversos comparados 

aos medicamentos atualmente disponíveis. Nesse contexto, a verificação da 

eficiência do ozônio como uma alternativa no tratamento das lesões cutâneas 

causadas pela leishmaniose se torna útil, proporcionando uma possível melhoria 

na qualidade de vida dos pacientes sob tratamento. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral: 

 

Avaliar a eficiência do tratamento utilizando óleo de girassol ozonizado 

sobre lesões cutâneas causadas pelo parasita Leishmania (Leishmania) 

amazonensis em modelo animal. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a ação do óleo de girassol ozonizado na eliminação dos 

parasitas de L. amazonensis in vitro, verificando ainda a seletividade 

do tratamento com relação aos parasitas e células de camundongos;  

• Avaliar as condições de espessura da pata infectada e tamanho da 

lesão para os diferentes grupos infectados durante o período de 

tratamento e, após o final desse período, avaliar as lesões por 

parâmetros histológicos e de quantidade de parasitas; 

• Avaliar a produção de Óxido Nítrico (NO) por macrófagos peritoneais 

e linfonodos drenantes murinos frente à infecção por L. amazonensis 

in vivo submetidos a tratamento com óleo ozonizado; 

• Analisar a produção da citocina Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-

α) por macrófagos peritoneais de animais infectados e tratados e por 

macrófagos infectados com L. amazonensis in vitro. 

• Analisar a produção das citocinas Interferon gama (IFN-γ) e 

Interleucina 4 (IL-4) por células totais de linfonodos drenantes de 

animais infectados e tratados. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Doenças Tropicais Negligenciadas 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) define as Doenças Tropicais 

Negligenciadas (DTNs) como doenças endêmicas e epidêmicas crônicas, que 

têm um impacto negativo significativo sobre a vida das populações mais pobres, 

permanecendo criticamente negligenciadas na agenda global de saúde pública 

(WHO, 2018). 

Essas doenças afetam mais de 1 bilhão de pessoas em todo o mundo e 

estima-se que atinjam cerca de 2 bilhões na virada do milênio, com um ônus 

coletivo equivalente ao HIV/AIDS, tuberculose ou malária (ENGELS; ZHOU, 

2020). Elas são consequências diretas das más condições ambientais e 

socioeconômicas a que grande parte das populações atingidas são submetidas, 

como falta de água potável, saneamento básico e condições adequadas de 

moradia além da proximidade com insetos e animais portadores de doenças 

(SILVA et al., 2017). 

As DTNs causam importantes acúmulos locais de doenças, mas 

individualmente nenhuma delas representa uma prioridade global em termos de 

número de pessoas afetadas ou anos de vida ajustados por incapacidade 

(DALYs) perdidos (ENGELS; ZHOU, 2020). Nos piores casos, as DTNs podem 

matar os indivíduos afetados, embora com mais frequência elas causem uma 

variedade de deficiências e morbidades que são frequentemente crônicas e 

irreversíveis. Essas deficiências, por sua vez, acabam com a capacidade de 

atividade econômica e geram custos significativos de assistência médica para 

aqueles que já estão com os níveis mais baixos de renda, com outros efeitos 

relacionados à saúde mental e ao bem-estar social (HAMILL et al., 2019). 

A maioria das drogas utilizadas no tratamento das DTNs são antigas e 

frequentemente têm efeitos colaterais indesejáveis. Infelizmente, as principais 

companhias farmacêuticas têm pouco interesse no desenvolvimento de novas 

drogas candidatas ou vacinas para DTNs, uma vez que a população alvo, apesar 

de extremamente grande, é quase que exclusivamente oriunda de países em 
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desenvolvimento com baixo status socioeconômico e, portanto, incapazes de 

pagar pelos medicamentos (ONG et al., 2019). 

Segundo a lista da OMS existem 21 DTNs em todo o mundo, sendo que 

cada país possui pelo menos uma delas de forma endêmica. As infecções podem 

ser causadas por vírus, bactérias, protozoários ou helmintos. Dentre as 

patologias causadas por protozoários as leishmanioses recebem destaque 

(WHO, 2018). No Brasil, as DTNs mais frequentes são leishmanioses, 

hanseníase, tuberculose, dengue, doença de Chagas e esquistossomose 

(SILVA et al., 2017). 

No que diz respeito às estratégias de combate às DTNs, um novo roteiro 

de 2021 a 2030 será lançado pela OMS e os compromissos da Declaração de 

Londres sobre DTNs precisarão ser renovados. Esse novo roteiro deve ampliar 

ainda mais o potencial de eliminação dessas doenças, além de orientar a 

integração das DTNs aos sistemas nacionais de saúde (ENGELS; ZHOU, 2020). 

 

3.2 Leishmanioses 

 

Como dito anteriormente, as leishmanioses são um grupo de doenças 

classificadas pela OMS como DTNs (WHO, 2017). As doenças são 

generalizadas nas áreas tropicais e subtropicais e estão presentes em quase 

100 países nos cinco continentes. São endêmicas em algumas das regiões mais 

pobres do mundo onde, aproximadamente, 350 milhões de pessoas correm risco 

de infecção (MÜLLER et al., 2018). 

Essas doenças não estão presentes apenas em países de baixa e média 

renda. Vinte e cinco dos 53 países da região europeia da OMS são endêmicos 

para a leishmaniose cutânea e 27 são endêmicos para a leishmaniose visceral 

(GLANS et al., 2018). As leishmanioses afetam atualmente pelo menos 12 

milhões de pessoas, com uma incidência estimada de 2 milhões de casos anuais 

em 88 países. A OMS estima ainda que entre 700 mil e um milhão de casos 

novos da forma cutânea e 50 a 90 mil novos casos da forma visceral ocorram 

em todo o mundo a cada ano (WHO, 2018). 

Os parasitas são transmitidos pela picada de flebotomíneos infectados, 

conhecidos como mosquito-palha, e 98 espécies dos gêneros Phlebotomus e 
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Lutzomyia têm sido descritas como vetores, comprovados ou suspeitos, para a 

leishmaniose humana. Alguns flebotomíneos possuem uma variedade de 

hospedeiros, incluindo canídeos e roedores, enquanto outros se alimentam 

principalmente de sangue humano. Consequentemente, as leishmanioses são 

classificadas como antropozoonoses (STEVERDING, 2017). 

Animais infectados podem desenvolver a doença sintomática, ou podem 

atuar como reservatórios assintomáticos. Os cães são frequentemente 

infectados e são importantes hospedeiros oportunistas que podem facilitar a 

disseminação da doença entre as populações (RISUEÑO et al., 2018). 

A doença pode assumir várias formas diferentes em humanos. As mais 

comuns são a Leishmaniose Cutânea (LC) (local ou difusa), que causa úlceras 

cutâneas, a Leishmaniose Mucocutânea (LMC), que afeta as membranas 

mucosas da boca, nariz e garganta e pode causar desfiguração facial e a 

Leishmaniose Visceral (LV), que afeta órgãos internos, geralmente baço, fígado 

e medula óssea (MÜLLER et al., 2018). A leishmaniose visceral, também 

conhecida como calazar, é a forma mais grave e é potencialmente fatal 

(GRIENSVEN; DIRO, 2019). 

Das 30 espécies de Leishmania que infectam mamíferos, 

aproximadamente 20 podem causar infecção humana. Estas incluem os 

subgêneros Viannia e Leishmania, que abrangem os complexos L. donovani (L. 

donovani, L. infantum e L. chagasi), L. mexicana (L. mexicana e L. amazonensis), 

L. tropica (L. tropica e L. aethiopica), L. major e complexo de L. braziliensis (L. 

braziliensis e L. peruviana), entre outros (AUWERA; DUJARDINA, 2015). 

O ciclo de vida e transmissão por parasitas de Leishmania ocorre quando 

a fêmea do flebotomíneo infectada pica o homem e regurgita as formas 

promastigotas sobre a pele lesionada. Essas formas são fagocitadas por 

macrófagos e, no seu interior se diferenciam em formas amastigotas que se 

multiplicam por divisão binária. As formas amastigotas são liberadas pela ruptura 

dos macrófagos, sendo capazes de infectar novas células. Elas também podem 

ser absorvidas por um flebotomíneo não infectado que adquire o parasita ao se 

alimentar do sangue de um mamífero infectado, através da ingestão de 

amastigotas livres ou intramacrofágicas no tecido subcutâneo (ANVERSA et al., 

2018). 



25 
 

 

Existe um arsenal limitado de drogas relativamente antigas no tratamento 

das leishmanioses: antimoniais trivalentes ou pentavalentes, anfotericina B (livre 

ou lipossômica), paromomicina e miltefosina. Todos esses agentes podem 

causar efeitos adversos potencialmente graves e o uso prolongado pode levar à 

resistência por parte dos parasitas (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019).  

Os pacientes diagnosticados com LC nem sempre recebem 

quimioterapia, pois a maioria das lesões são autolimitadas. No entanto, a terapia 

medicamentosa pode acelerar a cicatrização, reduzir a formação de fibrose e 

prevenir a progressão para formas mais graves ou a transmissão para outras 

pessoas (ARONSON; JOYA, 2019). 

O fármaco de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses no 

Brasil é o antimoniato de meglumina, comercializado como Glucantime®. 

Contudo, sua utilização é questionável em razão de sua toxicidade, graus de 

resistência do parasita, tempo de tratamento, custo elevado e apenas a via 

parenteral para aplicação (SANTOS et al., 2019). 

A toxicidade do antimonial é atribuída à sua ligação aos grupos sulfidril (-

SH), modificando a estrutura terciária das proteínas e os sítios ativos de 

inúmeras enzimas. Como resultado, sinais de intolerância ou intoxicação podem 

aparecer, como alterações de temperatura, artralgia, vômitos, tosse seca e 

erupção cutânea. A intoxicação ocorre mesmo após a interrupção do tratamento 

e pode afetar o coração, fígado, rim, pâncreas e sistema circulatório. A gravidade 

dos sinais clínicos está relacionada à dose total administrada. A nefrotoxicidade 

associada ao fármaco decorre de infecções tubulares, necrose ou doença 

glomerular ligada a depósitos de complexos imunes devido à morte parasitária 

(GONZÁLEZ et al., 2019). 

Diante dessas dificuldades, a pesquisa por novas drogas e tratamentos 

alternativos antiparasitários contra diferentes formas de leishmaniose, com 

menor toxicidade para o usuário, facilidade de aplicação e com custo razoável, 

continua sendo uma prioridade clínica fundamental (ANVERSA et al., 2018). 
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3.3 Ozonioterapia 

 

O ozônio (O3) é uma molécula inorgânica altamente reativa. É uma parte 

natural da atmosfera e pode ser produzido por geradores de ozônio. Embora 

essa molécula tenha sido descoberta em meados do século XIX, seu uso 

medicinal só foi desvendado durante as últimas décadas (WANG et al., 2018). O 

ozônio é um potente agente microbicida, possuindo propriedades 

antibacterianas, antivirais, antifúngicas e antiparasitárias (ZARGARAN; 

FATAHINIA; MAHMOUDABADI, 2017). 

Várias terapias utilizando o ozônio mostraram benefícios substanciais que 

abrangem uma grande variedade de doenças agudas e crônicas (FERNÁNDEZ 

et al., 2016; LIU et al., 2017; PAOLONI et al., 2009). A função do O3 compartilha 

semelhanças com a de um pró-fármaco, pois é modificado ao reagir com 

moléculas para criar substratos mais ativos, estimulando, assim, uma cascata 

endógena de respostas (SMITH et al., 2017). 

O ozônio tem sido utilizado empiricamente como agente terapêutico 

clínico para o tratamento de feridas crônicas, como úlceras tróficas, úlceras 

isquêmicas e feridas diabéticas. Há relatos de que a exposição ao O3 está 

associada à ativação do fator de transcrição do fator nuclear kB (NF-kB), isso é 

importante para regular as respostas inflamatórias e, eventualmente, todo o 

processo de cicatrização da ferida (KIM et al., 2009). 

A ativação de NF-kB pode ocorrer em resposta a uma variedade de 

estímulos de patógenos e também durante a cicatrização de feridas, estimulando 

a produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente TNF-α (GUPTA et al., 

2010; MA et al., 2018). Essas citocinas e outros fatores inflamatórios, liberados 

por meio da ativação dessa via, desempenham um papel protetor no estágio 

inicial da invasão do microrganismo, através da migração de macrófagos e 

outras células imunes aos tecidos da ferida (NA et al., 2016; THOMA; 

LIGHTFOOT, 2018). Além disso, durante a cicatrização, a ativação de NF-kB 

promove a proliferação de células epiteliais, facilitando, assim, o processo de 

reepitelização (BEN-NERIAH; KARIN, 2011). 

O mecanismo de ação da terapia com ozônio pode ser dividido em três 

aspectos: imunomodulação, atividade antimicrobiana e capacidade de interagir 

com o balanço oxidante/antioxidante (PIVOTTO et al., 2020; SOARES et al., 
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2019). Com relação ao mecanismo do ozônio no sangue, essa molécula reage 

com o plasma e com os ácidos graxos insaturados presentes nas membranas 

das células, produzindo peróxido de hidrogênio (H2O2) e produtos de oxidação 

dos lipídios, que estimulam a liberação de interleucinas (IL) as quais auxiliam na 

quimiotaxia dos leucócitos para os tecidos. Além disso, também estimula a 

liberação do fator de crescimento e transformação 1 (TGF-1), que é importante 

na aceleração do reparo tecidual, ativando os linfócitos e monócitos e, também, 

a liberação de citocinas nos tecidos e na circulação, gerando, dessa forma, uma 

estimulação do sistema imunológico (MARCHESINI; RIBEIRO, 2020). 

A portaria 702 do Ministério da Saúde (MS), regulamentou a ozonioterapia 

como prática integrativa para os pacientes do Sistema Único de Saúde (SUS) 

em algumas situações muito específicas e sob caráter experimental e alternativo 

(BRASIL, 2018). Observa-se entre os benefícios dessa terapia, reduções 

importantes no tempo de recuperação dos pacientes, maior efetividade e maior 

adesão, bem como, menor custo total do tratamento (SEVERO, 2020). 

Um medicamento tópico eficaz seria valioso na LC, oferecendo um 

tratamento seguro e não supervisionado a um custo razoável. Várias formas de 

tratamento tópico servem como drogas alternativas no controle da LC, à vista 

disso o ozônio pode ser um agente promissor (RAJABI et al., 2015).  

O óleo ozonizado tem sido utilizado topicamente para o tratamento de 

feridas crônicas. Essas composições oleosas contendo ozônio têm a capacidade 

de fornecer oxigênio nascente nas profundezas da lesão, sem causar irritação 

primária da pele (KIM et al., 2009). Alguns autores avaliaram os efeitos dos óleos 

ozonizados no tratamento de infecções cutâneas e contra formas promastigotas 

in vitro de Leishmania, concluindo que esses compostos são altamente 

promissores e que o seu efeito é dependente da dose utilizada (RAJABI et al., 

2015; ZANARDI et al., 2013). 

Estudos biológicos e clínicos sobre os efeitos do O3 na pele mostraram 

que o mesmo pode ser tóxico ou seguro, dependendo de sua dosagem, duração 

da exposição e capacidade antioxidante do tecido exposto (SOARES et al., 2019; 

VALACCHI; FORTINO; BOCCI, 2005). Foi observado ainda, que o óleo 

ozonizado, durante a ozonização, retém o O3 na forma de um ozonídeo estável 

e, quando aplicado a todos os tipos de infecções cutâneas, agudas e crônicas, 

libera lentamente O3 que, em comparação com cremes convencionais 
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ozonizados, exibe eficaz atividade estimulante que leva à rápida cicatrização. 

Dessa maneira ele se torna um candidato para ser utilizado como uma alternativa 

de tratamento em lesões cutâneas causadas pela leishmaniose (BOCCI et al., 

2015). 

 

3.4 Papel dos macrófagos na cicatrização de feridas 

 

Nas últimas décadas, embora tenham sido feitos avanços no 

entendimento da bioquímica da ferida crônica, o detalhamento de todos os 

eventos celulares que podem realmente afetar a cicatrização continua sendo um 

trabalho em andamento. Normalmente, no processo de cicatrização em geral, as 

fases de sinalização, tempo e regulação dos eventos celulares devem ocorrer de 

maneira sincronizada (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010). 

A cicatrização de feridas é um processo multifásico que consiste em três 

estágios sobrepostos: inflamação, proliferação e remodelação de tecidos 

(BORGES et al., 2017). A inflamação começa no momento da lesão, os 

neutrófilos são as primeiras células a chegar, prevenindo infecções bacterianas 

e ativando queratinócitos, fibroblastos e células imunes. Cerca de 2 dias depois 

os monócitos chegam e se diferenciam em macrófagos, desbridando o tecido 

necrótico e controlando os patógenos, juntamente com os neutrófilos. O estágio 

de proliferação começa entre 2 a 10 dias após a lesão, quando os macrófagos 

adotam um fenótipo anti-inflamatório e pró-fibrótico, produzindo fatores de 

crescimento e o recrutamento de fibroblastos nas bordas da ferida (YUSSOF et 

al., 2012). Essas células formam o tecido de granulação, que funciona como 

substrato para migração, proliferação e diferenciação de queratinócitos durante 

a fase de reepitelização (SNYDER et al., 2016). A remodelação da matriz 

extracelular (MEC) começa de 2 a 3 semanas após a lesão e dura um ano ou 

mais. Nesse estágio, o conteúdo celular da ferida diminui e as fibras de colágeno 

da MEC são substituídas e reorganizadas em uma rede mais forte (BORGES et 

al., 2017). 

Os macrófagos são células importantes nos processos inflamatórios e no 

reparo de feridas crônicas. Macrófagos são fagócitos mononucleares que podem 

ser formados durante a embriogênese, derivados do saco vitelino ou do fígado 
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fetal. São também recrutados do sangue e da medula óssea como monócitos, 

entrando nos tecidos sob condições inflamatórias. Eles assumem fenótipos e 

funções distintas, cruciais para a cura de diversos tipos de lesões do organismo 

(MINUTTI et al., 2017). Os macrófagos estão envolvidos na defesa do 

hospedeiro, no início e na resolução da inflamação, na produção de fatores de 

crescimento, na fagocitose, na proliferação celular e na restauração de tecidos 

nas feridas (SNYDER et al., 2016). 

Os macrófagos quando polarizados em M1, também conhecidos como 

macrófagos ativados pela via clássica, estão envolvidos na resposta da célula T 

auxiliar 1 (Th1) à infecção. Eles produzem reagentes microbicidas e tumoricidas, 

como óxido nítrico (NO) ou espécies reativas de oxigênio (ERO). Já os 

macrófagos polarizados em M2, também conhecidos como macrófagos ativados 

pela via alternativa, são importantes no reparo tecidual, embora também estejam 

envolvidos na progressão de doenças infecciosas crônicas. Em suma, os 

macrófagos M1 induzem inflamação, regulando negativamente o processo de 

cicatrização precoce, produzindo IL-12, ao contrário dos macrófagos M2 que 

regulam positivamente o processo de cicatrização, em um processo mediado 

pela IL-10. Logo, o tipo de estímulo pode definir o ciclo de uma lesão, levando a 

piora ou melhora, dependendo da resposta dessas células. Sabe-se que o 

lipopolissacarídeo (LPS), presente em vários microrganismos, é uma molécula 

que ativa o macrófago pela via clássica (AMOROSO et al., 2012; FORMAN; 

TORRES, 2002; JUBAN; CHAZAUD, 2017; LEE, 2019). 

Patógenos intracelulares, incluindo parasitas de Leishmania, 

desenvolveram maneiras de explorar a plasticidade celular, reprogramando a 

resposta imune da célula hospedeira em proveito próprio (MCMASTER et al., 

2016). Para colonizar macrófagos, as promastigotas de Leishmania empregam 

fatores de virulência, incluindo lipofosfoglicano (GLP), para prejudicar os 

processos celulares (OSPINA; DESCOTEAUX, 2020). Analisando macrófagos 

derivados da medula óssea infectados in vitro com L. amazonensis, ou 

macrófagos recuperados de infecções in vivo de camundongos, foi demonstrado 

que as moléculas efetoras do parasita modificam a cromatina celular nas regiões 

promotoras de vários genes pró-inflamatórios relacionados ao NF-kB 

(KAMHAWI; SERAFIM, 2020). 
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A localização das amastigotas no interior de macrófagos faz com que o 

controle da infecção seja dependente da resposta imune mediada por células. A 

principal célula efetora da eliminação das amastigotas é o próprio macrófago, 

após sua ativação por linfócitos T auxiliares (ABBAS et al., 2019). 

Como consequência das baixas taxas de cicatrização em feridas crônicas 

tratadas com tratamento padrão, muitas vezes é necessária uma terapia 

adjuvante (YUSSOF et al., 2012). Trabalhos iniciais sobre macrófagos na 

década de 1970 confirmaram que eles são críticos para a cicatrização de feridas 

(LEIBOVICH; ROSS, 1975) e recentemente foi relatado que o ozônio induz um 

aumento no número de macrófagos associados a um maior número de 

miofibroblastos, bem como neovascularização na fase proliferativa e regressão 

vascular na fase de remodelação de feridas em animais (SOARES et al., 2019). 

Agentes sistêmicos contra as leishmanioses são caros e limitados a 

alguns medicamentos com eficácia inconsistente e efeitos colaterais inaceitáveis 

e não há tratamento para todas as formas da doença atualmente (MELO et al., 

2016). Tendo em vista a importância da LC como uma doença potencialmente 

desfigurante, caracterizada pela formação de feridas crônicas e levando em 

consideração o papel desempenhado pelos macrófagos, juntamente com a 

potencial estimulação pela molécula de ozônio na resolução dessas lesões, esse 

trabalho busca avaliar a eficiência da ozonioterapia em feridas cutâneas 

causadas pela leishmaniose. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos éticos da pesquisa 

 

O uso de animais neste trabalho foi autorizado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Estadual do Oeste do Paraná - UNIOESTE (CEUA), sob o 

protocolo n° 01/21 - CEUA (ANEXO I). 

 

4.2 Parasitas 

Formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio 199 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) estéril, 5 µg/mL de hemina, 100 

UI/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina, sendo também adicionado 

ocasionalmente 2% de urina masculina humana estéril. Os parasitas foram mantidos 

por meio de repiques semanais, a fim de manter a viabilidade das células. 

 

4.3 Animais 

Camundongos fêmeas Balb/c, oriundos do Biotério da Universidade Estadual 

do Oeste do Paraná (UNIOESTE), com 6-8 semanas de vida, receberam dieta padrão 

em pellets e água ad libitum. Foram mantidos em caixas padrão em grupos de 5 

animais, com ciclo de claro e escuro de 12 horas. Todos os procedimentos foram 

realizados em estrita conformidade com os princípios e diretrizes do Conselho 

Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA). 

 

4.4 Óleo ozonizado 

 

A ozonização foi feita conforme Moureu et. al., (2016), com modificações. 

Foi utilizado óleo de girassol comercial ao qual foi adicionado 10% de água 

destilada além de 6 gotas de Tween 80 como agente emulsionante. O óleo foi 

então ozonizado a partir de um gerador de ozônio (Ozone & Life, mod. 1.5 RM) 



32 
 

 

acoplado a um tanque de oxigênio por um período de 30 minutos, 2 horas e 8  

horas à uma taxa de 0,5 L/min (MOUREU et al., 2016). 

 

4.5 Mensuração dos níveis de ozônio 

 

Para mensurar os níveis de ozônio no óleo foram realizadas titulações 

iodométricas (titulação indireta de iodo). Na primeira, de acordo com Silva et al., 

(2011), utilizou-se 0,5 g de Iodeto de Potássio (KI) P.A. em Erlenmeyer contendo 20 

mL de óleo, em seguida foi adicionado 1 mL de Ácido Cloridríco (HCl) 0,01 M e 2 mL 

de amido como indicador, essa mistura foi titulada com Tiossulfato de Sódio 

(Na2S2O3) 0,02 mol/L (SILVA et al., 2011). A concentração de ozônio foi então 

calculada a partir da fórmula: 

 

Concentração Na2S2O3 x Volume Na2S2O3 x 48 x 1000 

2 x Volume de óleo 

 

Como a primeira titulação requer um volume grande de óleo ozonizado para a 

dosagem, optou-se por realizar uma segunda titulação, na qual a quantidade de 

amostra requerida é menor (0,5 g). Nesse método a concentração de ozônio foi obtida 

indiretamente por meio da medição dos valores de peróxido de hidrogênio no óleo. O 

procedimento foi realizado segundo Martinez et al., (2006), utilizando 0,5 g de óleo, 

ao qual foram adicionados 30 mL de uma mistura 3:2 de Ácido acético glacial 

(CH₃COOH) e Clorofórmio (CHCl₃) e 0,5 mL de solução saturada de KI. Após 

homogeneização, a mistura foi deixada no escuro por 24 horas. Posteriormente foram 

adicionados 30 mL de água destilada e a mistura foi vagarosamente titulada com 

Na2S2O3 0,01 M, até a cor amarela quase desaparecer. Finalmente, foram adicionados 

5 mL de amido e a titulação continuou, até a cor azul desaparecer (MARTINEZ et al., 

2006). Os valores de peróxido (Pv) foram obtidos pela fórmula: 

 

Pv: 10 x V 

W 

 

Onde V é o volume de Na2S2O3 em mL e W é o peso do óleo em gramas. Ao 

final da técnica, o Pv obtido, em mEq/kg, foi convertido em concentração de ozônio 
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em mg/g de óleo (SKALSKA et al., 2009). Visto que a densidade de óleos vegetais 

varia de 920 a 930 kg/m³ (SAHASRABUDHE et al., 2017), foi considerado 1g de óleo 

como sendo equivalente a 1 mL, obtendo-se, assim, a concentração de ozônio 

estimada em µg/mL de óleo. 

Óleos de girassol ozonizados por 30 minutos, preparados em dias diferentes, 

foram submetidos a dosagem mensal de ozônio, durante 4 meses, para avaliação do 

tempo de permanência e porcentagem de diminuição do ozônio no óleo. 

 

4.6 Inoculação dos parasitas 

 

Para o desenvolvimento do modelo experimental da lesão de LC, foi feita 

a inoculação de uma suspensão de L. amazonensis, em fase estacionária de 

crescimento (5 dias de incubação), com aproximadamente 1x106 parasitas, na 

pata traseira esquerda. Os camundongos foram anestesiados com quetamina e 

xilazina (2:1) antes do procedimento. 

 

4.7 Procedimento experimental 1 

Os animais infectados com L. amazonensis foram divididos em 5 grupos 

e tratados conforme tabela 1. 

 
Tabela 1. Grupos de camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis que receberam 
intervenção medicamentosa ou não no período de 30 dias. 

Grupos 
 

Tratamento 

Grupo 1 (OG) Óleo não ozonizado local e Glucantime Intraperitoneal (IP) 
 

Grupo 2 (G) 
 

Glucantime IP 

Grupo 3 (OzG) 
 

Óleo ozonizado local e Glucantime IP 

Grupo 4 (OZ) 
 

Óleo ozonizado local 

Grupo 5 (NT) Não tratado 
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4.8 Administração do tratamento 

 

O tratamento iniciou-se após o aparecimento das lesões, em torno de 8 

semanas após a infecção. Para isso, 250 µL de óleo de girassol ozonizado ou 

não ozonizado foram aplicados sobre as lesões, gentilmente, com o auxílio de 

swabs, todos os dias, durante 30 dias. Os grupos submetidos ao tratamento com 

Glucantime® receberam a droga diariamente, por via intraperitoneal, na dose de 

50 mg/Kg. 

 

4.9 Mensuração da lesão 

 

Uma vez por semana, durante o protocolo de tratamento, foi mensurada 

a espessura da pata em milímetros, com uso de um paquímetro. Também foram 

realizados registros fotográficos a fim de analisar a morfometria da lesão, 

avaliando, dessa forma, a cicatrização da ferida. 

 

4.10 Contagem de leucócitos 

 

 Antes do início e ao final do tratamento foi efetuada a contagem dos 

leucócitos sanguíneos dos animais de todos os grupos. Após um pequeno corte 

na extremidade da cauda, o sangue periférico foi coletado e diluído 1/10 em 

líquido de Turk. Depois disso, as células foram contadas com auxílio da câmara 

de Neubauer. 

 

4.11 Esfregaço da borda da lesão (Imprint) da pata lesionada – Carga 

parasitária I 

 

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados utilizando 

excesso de xilazina (30 mg/Kg) e quetamina (270mg/Kg). Posteriormente, a pata 

lesionada foi retirada e pesada, em seguida foi realizado um esfregaço em 

lâmina o qual foi corado pela metodologia de Giemsa. Ao microscópio foram 

contadas 1000 células conforme o protocolo de Chouhan et al., (2015), com a 
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carga parasitária sendo avaliada como Unidades Leishman-Donovan (LDU) 

(CHOUHAN et al., 2015), pela fórmula:  

 

LDU = Número de amastigotas / (Número de macrófagos × peso do órgão (mg)) 

 

4.12 Análise histológica 

 

A técnica histológica utilizada seguiu o protocolo do laboratório de 

Histologia da UNIOESTE. 

Após a eutanásia dos animais, as patas retiradas para os achados 

histológicos, foram fixadas com solução de formaldeído 10% em água destilada 

durante 24 horas. O material ficou em água corrente durante 48 horas e, 

posteriormente, foi estocado em álcool 70% por 24 horas. O material foi retirado 

da solução de estoque e lavado com água corrente durante 30 minutos, para 

assim, começar o procedimento de descalcificação. Para esse procedimento foi 

utilizada solução descalcificante (5% de ácido tricloroacético diluído em tampão 

PBS) durante 20 a 30 dias. Após a completa descalcificação, foi feita a inclusão 

do material em parafina (ANEXO II). 

O material foi processado em cortes histológicos seriados de 5 

micrômetros. A lâmina com o material cortado, ainda em parafina, foi fixada em 

estufa a 80°C durante 24 horas. Após isso, a lâmina foi desparafinada, hidratada 

e corada pela técnica de coloração Hematoxilina – Eosina (ANEXO II). 

Para as análises histológicas foi utilizado o programa Image Pro-Plus 6.0 

e foram avaliados o tamanho da epiderme em µm e a quantidade de leucócitos 

presentes na derme do tecido. Para essas análises foram fotografados 

(Fotomicroscópio Olympus BX53) pelo menos dois cortes histológicos de cada 

pata, sendo escolhidos cinco locais aleatoriamente para as medições e 

contagens em cada uma das imagens. 
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4.13 Cultura de promastigotas de L. amazonensis da pata lesionada – Carga 

parasitária II 

 

Após a eutanásia dos animais, foi realizada a assepsia da pata com 

Iodopovidona (PVPI) e retirado um fragmento superficial da lesão, com o auxílio 

de bisturi e pinça, o qual foi colocado em um microtubo contendo 550 µL de meio 

199 previamente pesado. Após a adição do fragmento pesou-se novamente o 

tubo com a finalidade de obter o peso do tecido. Posteriormente, o fragmento foi 

depositado em placa de 6 poços contendo 1,5 mL de meio 199 e macerado com 

auxílio do êmbolo de uma seringa de 10 mL. Após a maceração, o conteúdo foi 

passado em uma seringa de 1 mL, com agulha hipodérmica, cerca de 20 vezes, 

com cuidado e evitando pegar partes de tecido, após esse procedimento, 

depositou-se o conteúdo em tubo de 15 mL estéril onde foram adicionados mais 

2 mL de meio 199.  

Em uma placa de 96 poços foi adicionado ao primeiro poço 200 µL de 

meio 199 e 100 µL da suspensão, foi efetuada, então, uma diluição seriada, 

utilizando-se 150 µL de meio e 150 µL da suspensão precedente, obtendo-se os 

títulos de 1/3, 1/6, 1/12, 1/24, 1/48, 1/96, 1/192 e 1/384. 

A placa foi embalada com papel filme e incubada em B.O.D a 25°C. Ao 

primeiro dia e nas 4 semanas seguintes foi observada em microscópio invertido 

avaliando-se a titulação conforme a presença de formas promastigotas viáveis 

de L. amazonensis. Para o procedimento experimental 1 todas as titulações que 

apresentaram parasitas foram contadas em câmara de Neubauer. 

 

4.14 Obtenção de macrófagos da cavidade peritoneal de camundongos 

 

Os macrófagos foram obtidos através da exposição do peritônio dos 

camundongos eutanasiados, com anterior assepsia, seguida de infusão de 10 

mL de solução tampão fosfato salina (PBS) estéril a 4°C na cavidade peritoneal. 

Em seguida, realizou-se a massagem na região peritoneal para desprendimento 

dos macrófagos. O PBS foi retirado com a própria agulha e seringa de inoculação 

e a suspensão resultante foi transferida para um tubo estéril cônico e 

centrifugada a 1500 rotações por minuto (rpm) por 6 minutos, a 4°C.  
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O “pellet” de células obtido após centrifugação foi ressuspenso em 1 mL 

de meio RPMI contendo 10% de SFB. Foi realizada a contagem em câmara de 

Neubauer e o volume ajustado para a concentração de 2x105 células por poço, 

sendo estas então plaqueadas, em triplicata, em placas de 96 poços. Após a 

incubação por 2 horas, a 37ºC sob 5% de dióxido de carbono (CO2), foram 

efetuados os procedimentos específicos para cada dosagem. 

 

4.15 Obtenção de linfonodos poplíteos de camundongos 

 

Os linfonodos poplíteos drenantes da pata lesionada foram retirados dos 

animais assepticamente e o preparo do homogenato se deu da mesma forma 

que o fragmento da lesão, na análise da carga parasitária II (item 4.13). Foi 

realizada a contagem de células totais em câmara de Neubauer, padronizando 

o número em 2x106 células por poço em placas de 24 poços. As células então 

foram incubadas por 2h a 37°C a 5% de CO2. Após a incubação, adicionou-se 

aos poços meio RPMI e antígeno solúvel de L. amazonensis (ASL) a 50 µg/mL, 

obtido por sonicação (RINGELMANN; HEYM, 1991). A placa foi incubada por 48 

horas a 37°C a 5% de CO2, sendo o sobrenadante recolhido posteriormente para 

realização da dosagem de NO, IL-4 e IFN-γ. 

 

4.16 Avaliação da produção de óxido nítrico 

 

Para esta análise utilizou-se o método descrito por Green et al., (1982) 

com modificações (GREEN et al., 1982). As placas contendo os macrófagos 

peritoneais e as células totais de linfonodos, foram tratadas com LPS 100 ng/mL, 

ASL 50 μg/mL, ou somente com meio RPMI como controle. As placas foram, 

então, incubadas a 37ºC sob 5% de CO2 por 24 e/ou 48 horas. A mensuração 

dos níveis de NO é realizada pela dosagem de nitrito no sobrenadante, por isso 

100 μL do mesmo, de cada poço,  foram utilizados para reagir com 100 μL do 

reagente de Griess (solução 1:1 de naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em ácido orto-

fosfórico 5% (v/v) e sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em ácido fosfórico 

5% (v/v)) e após 10 minutos para a estabilização da formação do produto 

(composto azo) foi realizada a leitura em leitor de microplaca a 550 nm. Os dados 
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foram expressos em micro molar (µM) através da curva-padrão obtida com 

concentrações molares conhecidas de Nitrito de Sódio (NaNO2) em meio RPMI. 

 

4.17 Determinação da viabilidade celular (citotoxicidade) 

 

Para esta análise utilizou-se o método descrito por Mosmann, (1983) com 

modificações (MOSMANN, 1983). Os macrófagos foram plaqueados na 

concentração de 2x105 células por poço em placas de 96 poços que foram 

incubadas a 37ºC sob 5% de CO2 por 2 horas. Em seguida o sobrenadante foi 

retirado e as células utilizadas como controle receberam somente meio RPMI. 

As que foram utilizadas como controle do óleo receberam óleo não ozonizado 

(na mesma quantidade que a maior concentração de óleo contendo ozônio). A 

algumas células foi adicionado LPS 100 ng/mL e as demais receberam diferentes 

concentrações de óleo ozonizado diluído em meio RPMI (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 

20, 40, 80, 160 e 320 µg/mL), todos em duplicata, utilizando-se a mesma 

quantidade de poços para cada tratamento. As células foram então incubadas a 

37ºC sob 5% de CO2 por 24 e/ou 48 horas. Em seguida o sobrenadante foi 

retirado e foram adicionados 200 μL de EBSS (solução balanceada de Eagle) 

com MTT (brometo de (3-metil-[4-5-48 dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio) a 5 

mg/mL, a placa então foi incubada a 37ºC sob 5% de CO2 por 3 horas.  

Posteriormente, o sobrenadante foi removido e os cristais de formazan 

formados foram dissolvidos com 150 µl de Dimetilsulfóxido (DMSO). Aguardou-

se, então, 10 minutos para a total solubilização dos cristais e foi realizada a 

leitura em leitor de microplaca a 550 nm. Os dados foram expressos em 

porcentagem do controle, (sendo considerado 100 % de viabilidade os poços 

contendo somente meio de cultura (controle)). As diferentes porcentagens 

obtidas dos compostos foram utilizadas para determinar a concentração 

citotóxica do óleo ozonizado necessária para causar a morte de 50% das células 

viáveis (CC50). A CC50 foi determinada a partir de uma curva de regressão não 

linear feita no programa Graph Pad Prism 6.0®. 

No primeiro experimento o óleo foi ozonizado por 30 minutos e as 

concentrações utilizadas foram até 40 µg/mL, já para o segundo, o óleo foi 

ozonizado por um período de 8 horas e acrescentou-se as concentrações de 80, 
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160 e 320 µg/mL, além disso, para este último experimento, todos os tratamentos 

com óleo ozonizado foram esterilizados por filtração (0,22 µm). 

 

4.18 Avaliação da atividade anti-Leishmania do óleo de girassol ozonizado 

sobre formas promastigotas in vitro 

 

Formas promastigotas de L. amazonensis mantidas em meio 199 foram 

contadas em câmara de Neubauer e o volume foi ajustado para obtenção de 

1x105 células por poço, em placas de 24 poços. Adicionou-se diferentes 

concentrações de óleo ozonizado diluído em meio 199 (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 

20 e 40 µg/mL), somente meio 199 como controle negativo, óleo não ozonizado 

diluído em meio 199 na mesma quantidade que a maior concentração de óleo 

contendo ozônio e Glucantime® 300 µg/mL como controle positivo, em triplicata. 

Alíquotas foram retiradas e diluídas em formalina 10% (1:10) para 

contagem em câmara de Neubauer após 24, 48, 72 e 96 horas de tratamento. 

Ao final, as contagens foram comparadas com os controles e foi, então, avaliada 

a inibição do crescimento de L. amazonensis frente às diferentes concentrações 

de óleo ozonizado. As contagens obtidas foram utilizadas para determinar a 

concentração citotóxica do óleo ozonizado necessária para inibir o crescimento 

de 50% dos parasitas (CI50). A CI50 foi determinada a partir de uma curva de 

regressão não linear feita no programa Graph Pad Prism 6.0®. Dividindo-se a 

CC50 obtida na viabilidade celular pela CI50 foi obtido o índice de Seletividade 

(IS) do tratamento (PRAYONG; BARUSRUX; WEERAPREEYAKUL, 2008). 

 

4.19 Avaliação da atividade anti-Leishmania do óleo de girassol ozonizado 

sobre formas amastigotas in vitro 

 

 Macrófagos peritoneais foram coletados conforme item 4.14, ajustados 

para uma concentração de 2x105 células por poço e plaqueados em placas de 

24 poços, contendo lamínulas redondas estéreis em cada poço. As placas foram 

incubadas em estufa de CO2 a 37°C por 3 horas para aderência dos macrófagos. 

Após esse período foi preparado um inóculo de parasitas contendo 10 

vezes o número de macrófagos, ou seja, 2x106 parasitas por poço. As placas 
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foram colocadas em estufa de CO2 por 6 horas a 34°C para que os macrófagos 

fossem infectados pelos parasitas de Leishmania. 

O meio de cultura foi então retirado e foram adicionadas aos poços 

diferentes concentrações de óleo ozonizado diluído em meio RPMI (0,625; 1,25; 

2,5; 5; 10; 20 e 40 µg/mL), meio RPMI como controle negativo, óleo não 

ozonizado diluído em meio RPMI na mesma quantidade que a maior 

concentração de óleo contendo ozônio e Glucantime® 300 µg/mL como controle 

positivo, em triplicata. As placas permaneceram em estufa de CO2 a 37°C por 48 

horas. 

Após a incubação, o sobrenadante de cada poço foi coletado e 

acondicionado em microtubos para posterior análise da produção de NO e TNF-

α. A seguir, as lamínulas contendo as células aderidas foram coradas por 

Giemsa e coladas em lâminas através da adição de 1 gota de Permount®. 

Ao final, as células foram contadas em microscópio convencional, 

avaliando-se a presença de formas amastigotas no interior dos macrófagos, 

obtendo-se assim a porcentagem de células infectadas com amastigotas sobre 

o número total de macrófagos para cada um dos tratamentos. 

 

4.20 Dosagem de citocinas 

 

A produção das citocinas TNF-α, IFN-y e IL-4 foram analisadas pelo 

método ELISA, por meio do kit da marca Peprotech®. 

Placas de 96 poços foram sensibilizadas com anticorpos de captura, 

seladas e permaneceram à temperatura ambiente por 18 horas. Os poços foram 

então lavados 4 vezes com tampão de lavagem e foram adicionados 300 µL de 

tampão de bloqueio aos mesmos, deixando-se à temperatura ambiente por 1 

hora. 

Após as lavagens, os padrões de cada teste foram diluídos e plaqueados 

conforme a bula. Para análise de TNF- α foram adicionados os sobrenadantes 

dos experimentos com as células submetidas à infecção por amastigotas e dos 

macrófagos peritoneais dos animais infectados e tratados no procedimento 

experimental 2. Para análise de IFN-y e IL-4 foram adicionados os 

sobrenadantes das células totais de linfonodos dos animais infectados e tratados 
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no procedimento experimental 2. As placas foram deixadas à temperatura 

ambiente por 2 horas. Após as lavagens os anticorpos de detecção foram 

adicionados aos poços e a placa ficou novamente em repouso à temperatura 

ambiente por 2 horas. 

Depois desse período, os poços foram lavados e o conjugado contendo 

avidina foi adicionado, a placa foi incubada à temperatura ambiente por 30 

minutos. Após as lavagens foram adicionados 100 µL de substrato ABTS e 

deixou-se a placa em repouso até o desenvolvimento da coloração. As placas 

foram então lidas em leitor de microplacas a 405 e 650 nm. A diferença entre a 

maior e a menor absorbância foi utilizada para o cálculo de determinação das 

citocinas. 

 

4.21 Procedimento experimental 2 

 

Os animais infectados com L. amazonensis foram divididos em 5 grupos 

e tratados conforme tabela 1, o procedimento foi realizado de forma idêntica aos 

itens 4.7; 4.8; 4.9; 4,10; 4.11; 4.12 e 4.13. Porém, para esse procedimento o óleo 

de girassol utilizado foi ozonizado por um período de 8 horas. 

 

4.22 Análise Estatística 

 

Os dados foram submetidos à estatística analítica para comparação das 

médias, através do teste de ANOVA e foi utilizado o teste de Tukey paramétrico, 

sendo adotado o nível de confiança de 95%, tendo significância valores de p 

<0,05. Foi usado o programa GraphPad Prism®, versão 6.0 e Microsoft Excel, 

ambos para plataforma Windows 10 da Microsoft. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Dosagem do óleo ozonizado 

 

Sabendo que o ozônio é uma molécula relativamente estável quando 

introduzida em veículos oleosos (VALACCHI; FORTINO; BOCCI, 2005), 

realizamos a dosagem mensal de 4 amostras de óleo de girassol, ozonizados 

por 30 minutos, em dias diferentes, como mostrado na Figura 1. A porcentagem 

de diminuição da concentração do primeiro para o último mês foi de 35%. 

 

Figura 1. Mensuração mensal da dose de ozônio em óleo de girassol ozonizado no período de 4 
meses. Os valores apresentados são a média ± SEM (erro padrão da média) de quatro 
experimentos independentes, sem repetição. Resultados significativamente diferentes em 
relação ao mês 1: * p<0,05. 

 

Em nossos experimentos, houve diferença estatística significativa na 

concentração de O3 do primeiro mês com relação ao terceiro e ao quarto mês. 

Por conseguinte, não houve diferença do primeiro para o segundo mês entre as 

dosagens do ozônio no óleo, portanto ele se manteve estável durante os 30 dias 

de tratamento. Cirlini et al., (2012) demonstraram que o óleo de girassol 

ozonizado é estável por pelo menos 6 meses à temperatura ambiente e, segundo 

Bocci et al., (2004), por até 2 anos se mantido sob refrigeração (BOCCI et al., 

2004; CIRLINI et al., 2012). 

 Os resultados médios dos valores de peróxido (Pv) obtidos neste 

experimento foram de 3,70; 3,58; 2,78 e 2,69 mEq/kg, equivalentes às 
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concentrações de ozônio no óleo de 263,18; 228,58; 177,28 e 171,80 µg/mL. 

Vale ressaltar que para este experimento o óleo foi ozonizado por 30 minutos. 

Com relação ao óleo ozonizado por 8 horas, utilizado no tratamento dos animais, 

o Pv obtido foi de 898,0 mEq/kg, logo a concentração de ozônio no óleo foi de 

57,27 mg/g, sendo estimada em 57.270 µg/mL de óleo.  

Geralmente o tratamento de lesões cutâneas se desenvolve em um 

período mais curto do que o testado (4 meses), como mostrado por Aghaei et 

al., (2019), em que pacientes com LC receberam tratamento com óleo de girassol 

ozonizado e Glucantime® por um período de 2 meses. Além disso, Yuniati et al., 

(2020) utilizaram ozônio oleoso e obtiveram redução no tamanho de lesões 

ocasionadas por diabetes em animais em um período de 14 dias. E ainda, ratos 

com lesões alérgicas foram tratados com óleo ozonizado mostrando resultados 

satisfatórios em apenas 7 dias (AGHAEI et al., 2019; LU et al., 2018; YUNIATI et 

al., 2020). Portanto, por meio da ozonização do óleo por um período prolongado, 

e, se o tratamento for ampliado, já que o O3 se mantém estável, efeitos positivos 

no prognóstico das lesões provocadas pela LC podem ser alcançados. 

 

5.2 Viabilidade celular  

 

O ensaio colorimétrico de MTT é um ensaio quantitativo para a medição 

de células metabolicamente ativas. O MTT, que tem sua estrutura molecular em 

forma de anel, é clivado por uma enzima mitocondrial que dá origem aos cristais 

de formazan de coloração violeta. Essa clivagem é feita por todas as células 

vivas, metabolicamente ativas, mas não pelas células mortas ou por eritrócitos. 

Por esse motivo, a quantidade de formazan gerado é diretamente proporcional 

ao número de células viáveis (VITRAL et al., 2008). 

No primeiro experimento realizado, nossos resultados mostraram que em 

24 horas de exposição houve clivagem e produção de formazan pelas células 

em todos os tratamentos, sem diferença estatística entre eles (Figura 2), 

inclusive na maior concentração de óleo ozonizado (40 µg/mL). A concentração 

necessária para inibir em 50% a viabilidade celular (CC50) obtida foi > 60 µg/mL. 
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Figura 2. Efeito do óleo de girassol ozonizado sobre a viabilidade celular de macrófagos murinos 
em 24 horas de tratamento. Os valores apresentados são a média ± SEM de três experimentos 
independentes, em triplicata. 

 

Entretanto, para uma avaliação mais assertiva da concentração citotóxica 

do óleo ozonizado sobre os macrófagos, o experimento foi repetido com adição 

das concentrações de ozônio de 80, 160 e 320 µg/mL e foi realizado nos tempos 

de 24 e 48 horas. 

Como observa-se na Figura 3, no tempo de 24 horas as concentrações 

de 160 e 320 µg/mL foram tóxicas para as células, já em 48 horas houve 

toxicidade a partir da concentração de 80 µg/mL, além do controle do óleo. Em 

48 horas a redução na viabilidade foi de 14% para a concentração de 40 µg/mL, 

26% para a de 80 µg/mL, 42% para a de 160 µg/mL e 61% para 320 µg/mL. A 

CC50 obtida foi de 84,21 µg/mL. 
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Figura 3. Efeito do óleo de girassol ozonizado sobre a viabilidade celular de macrófagos murinos 

em 24 e 48 horas de tratamento. Os valores apresentados são a média ± SEM de três 

experimentos independentes, em triplicata. Significativamente diferente do controle negativo: * 

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. 

 

 Esses resultados de toxicidade se devem, provavelmente, ao maior tempo 

de exposição ao tratamento (48h). Para o preparo do controle do óleo, foi 

utilizado o mesmo volume de óleo não ozonizado que foi usado na concentração 

de 320 µg/mL, por este volume ser maior, por mais que não haja O3, a 

consistência oleosa do meio em que as células foram mantidas pode ter 

interferido na viabilidade das mesmas, já que o meio oleoso impede uma correta 

oxigenação e dificulta o consumo dos nutrientes necessários para a sobrevida 

das células (VAZ et al., 2011).  

 

5.3 Produção de óxido nítrico (NO) 

 

O NO é um importante composto produzido pelas células imunes em 

resposta a injúrias e inflamações. Quanto maior o nível de NO, maior a toxicidade 

do tratamento para o agente causador da doença em questão. Do mesmo modo, 

a baixa produção de NO expressa uma menor toxicidade, sugerindo que o 

tratamento não foi capaz de causar prejuízos aos microrganismos (VITRAL et 

al., 2008). 

Sabendo que o ozônio é um agente imunomodulador que pode atuar na 

via do NO, ocasionando um aumento ou diminuição na produção do mesmo, 

dependendo da dose utilizada (SAGAI; BOCCI, 2011), dosamos essa substância 
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frente a diferentes concentrações de óleo ozonizado nos tempos de 24 e 48 

horas. Para tanto, utilizou-se o sobrenadante do experimento da viabilidade 

celular, no qual foram acrescentadas as concentrações de 80, 160 e 320 µg/mL. 

Em 24 horas somente as células tratadas com LPS produziram uma quantidade 

significativa de NO, já em 48 horas essa produção ocorreu também nos 

macrófagos tratados com a maior concentração de óleo ozonizado (Figura 4). O 

NO, apesar de ser uma molécula efetiva no combate a infecções, em excesso 

pode ser prejudicial às células, como pode-se observar na concentração de 320 

µg/mL, a qual foi tóxica no experimento de viabilidade celular.  

 

Figura 4.  Efeito do óleo de girassol ozonizado sobre a produção de óxido nítrico por macrófagos 
murinos 24 e 48 horas de exposição ao tratamento. Os valores apresentados são a média ± SEM 
de três experimentos independentes, em triplicata. Significativamente diferente do controle 
negativo: *** p<0,001, **** p<0,0001. 
  

5.4 Determinação da atividade anti-Leishmania do óleo ozonizado de 

girassol sobre formas promastigotas in vitro 

 

As formas promastigotas de Leishmania, quando em cultura, apresentam 

uma curva de crescimento progressiva, atingindo seu pico máximo no quarto ou 

quinto dia. Os resultados das contagens dessas formas em meio 199 ou sob 

tratamento com Glucantime®, óleo não ozonizado ou controle do óleo e em 

concentrações crescentes de óleo com ozônio podem ser visualizados na Figura 

5.  
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Figura 5. Contagem de L. amazonensis em meio de cultura após 24h (a), 48 h (b), 72h (c) e 96h 
(d), submetidos a tratamento com óleo de girassol ozonizado e não ozonizado (controle do óleo), 
Glucantime® (controle positivo) e meio 199 (controle negativo). Os valores apresentados são a 
média ± SEM de três experimentos independentes em triplicata. Significativamente diferente do 
controle negativo: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. Significativamente diferente 
do controle do óleo: # p<00,5, ## p<0,01. 

 

Em 24 horas, o óleo ozonizado promoveu diminuição no crescimento dos 

parasitas a partir de 5 µg/mL, já a partir de 48h de tratamento, o óleo com ozônio 

ocasionou a inibição do crescimento em todas as concentrações quando 

comparado com as células tratadas apenas com meio, o qual apresentou 

crescimento exponencial.  

Esses dados sugerem que o óleo ozonizado foi capaz de inibir o 

crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis, sendo que as 
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maiores taxas de inibição foram obtidas após 96h de tratamento, inclusive 

apresentando uma inibição significativa das concentrações de 20 e 40 µg/mL em 

comparação com o medicamento de referência. 

O controle do óleo também apresentou uma inibição do crescimento dos 

parasitas a partir de 48 horas de tratamento, como no caso da viabilidade celular 

dos macrófagos peritoneais de camundongos, esse fato se explica pela 

diminuição da densidade do meio quando o óleo é acrescentado, o que torna 

mais difícil o consumo dos nutrientes, prejudicando o crescimento tanto dos 

macrófagos quanto dos parasitas (VAZ et al., 2011). Entretanto, as maiores 

concentrações de óleo ozonizado apresentaram maior inibição do crescimento 

dos parasitas em comparação com o óleo não ozonizado, evidenciando o poder 

microbicida do ozônio. Além disso, a metade da concentração inibitória máxima 

do tratamento utilizado sobre as células viáveis (CI50) foi de 1,71 µg/mL, 

confirmando o alto potencial leishmanicida desse composto. 

O Índice de Seletividade (IS), que mede o quanto um composto é ativo 

contra o parasita sem causar danos à viabilidade das células de mamíferos, é 

obtido dividindo-se o CC50 pelo CI50 e quanto maior esta razão, mais seletiva é a 

droga sobre o parasita e, consequentemente, menor efeito ela tem sobre a célula 

(PRAYONG; BARUSRUX; WEERAPREEYAKUL, 2008). Dividindo-se a CC50 

obtida (84,21 µg/mL) pela CI50, o IS obtido foi de 49,25, o que mostra que o óleo 

ozonizado utilizado nesse estudo foi mais seletivo para o parasita do que para 

os macrófagos. 

 

5.5 Avaliação da atividade anti-Leishmania do óleo ozonizado de girassol 

sobre formas amastigotas in vitro 

 

 Os parasitas de Leishmania são capazes de se replicar dentro dos 

macrófagos estimulando a célula a produzir citocinas e outras substâncias para 

a defesa do hospedeiro (KELLY et al., 2020). Nosso objetivo com esse 

experimento foi verificar se os tratamentos utilizados foram capazes de inibir a 

infecção dos macrófagos pelos parasitas de L. amazonensis e consequente 

replicação dos mesmos dentro dessas células. As porcentagens obtidas de 
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macrófagos contendo formas amastigotas em seu interior sobre o número total 

de macrófagos podem ser observadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Porcentagem de macrófagos contendo amastigotas de L. amazonensis sobre o total 
de macrófagos peritoneais de camundongos, tratados in vitro com RPMI (controle negativo), 
Glucantime® (controle positivo), controle do óleo (CO) e concentrações de óleo de girassol 
ozonizado de 0,625 a 40 µg/mL, diluídos e meio RPMI e porcentagem de macrófagos infectados 
contendo 1, 2 3 ou mais parasitas. Valores em porcentagem (%). 

 RPMI Glu CO 0,625 1,25 2,5 5 10 20 40 

Macrófagos 
contendo 

amastigotas 
 (%) 

 
58,4 
 

 
18,2 
 

 
36,4 
 

 
56,3 
 

 
33,8 
 

 
36,4 
 

 
18,8 
 

 
6,7 
 

 
4,8 
 

 
0,0 
 

  
1 parasita 

 
33,7 
 
 

 
9,1 
 
 

 
36,4 
 

 
37,5 
 

 
30,9 
 

 
29,5 
 

 
18,8 
 

 
6,7 
 

 
4,8 
 

 
0,0 

 
2 parasitas 

 
14,6 
 
 

 
9,1 
 
 

 
0,0 
 
 

 
12,5 
 

 
2,9 
 
 

 
6,8 
 
 

 
0,0 
 

 
0,0 

 
0,0 

 
0,0 

 
≥3 parasitas 

 
10,1 
 
 

 
0,0 
 
 

 
0,0 
 
 

 
6,3 
 
 

 
0,0 
 
 

 
0,0 
 
 

 
0,0 
 
 

 
0,0 
 

 
0,0 
 

 
0,0 
 

 

No tratamento com o controle negativo (RPMI) quase 60% dos 

macrófagos continham estruturas parasitárias em seu interior, sendo que cerca 

de 10% dessas células possuíam 3 ou mais inclusões. Como esperado, esses 

números decaem quando as células são tratadas com o medicamento de 

referência, chegando a 0% de infecção por 3 ou mais parasitas. 

 Porém, uma diminuição mais pronunciada pode ser observada quando 

as células são tratadas com óleo ozonizado, sendo que na concentração de 10 

µg/mL há menos do que a metade de amastigotas (6,7%) em comparação ao 

tratamento com Glucantime® (18,2%). Para a concentração de 40 µg/mL de óleo 

ozonizado não foram visualizados macrófagos infectados na lâmina, mostrando 

que essa concentração foi 100% eficaz na eliminação dos parasitas. 

O tratamento com o controle do óleo mostra uma diminuição das 

amastigotas comparável à concentração de 2,5 µg/mL de óleo ozonizado, 

podendo ser referente, novamente à consistência oleosa do meio. Todavia, mais 

estudos não necessários para avaliar se o óleo em si impede a internalização 

dos parasitas ou é capaz de eliminar uma porcentagem dos mesmos após os 

macrófagos terem sido infectados. Além disso, a contagem do total de 

macrófagos divergiu entre os tratamentos, o que pode ter prejudicado a análise. 
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As imagens das células infectadas e não infectadas pelos parasitas, 

podem ser observadas na Figura 6.  

 

 

Figura 6. Macrófagos peritoneais de camundongos submetidos à infecção in vitro por parasitas 
de L. amazonensis e tratados com RPMI, Glucantime®, óleo de girassol ozonizado e não 
ozonizado: (a) macrófago não infectado, (b) presença de um parasita, (c) presença de 2 parasitas 
e (c) presença de mais do que 3 parasitas intramacrófagicos, as inclusões parasitárias estão 
indicadas pelas setas. 

 

5.6 Produção de NO por macrófagos contendo formas intracelulares de L. 

amazonensis 

 

 Após a infecção pelos parasitas os macrófagos produzem substâncias 

que auxiliam na eliminação dos microrganismos, a fim de impedir a evolução da 

doença. Entre esses compostos, o NO se destaca por promover a morte 

parasitária através da oxidação (REZA et al., 2019).  

 Nossos dados demonstram que os macrófagos produziram NO em todos 

os tratamentos, após 48 horas de exposição, entretanto, não houve diferença 

estatística entre eles (Figura 7). 

 

 

 

 

 



51 
 

 

 

Figura 7. Efeito do tratamento com Glucantime®, óleo de girassol ozonizado e não ozonizado 
sobre a produção de óxido nítrico por macrófagos murinos infectados com L. amazonensis após 
48 horas de exposição ao tratamento. Os valores apresentados são a média ± SEM de três 
experimentos independentes, em triplicata. 

 

Isso indica que nenhuma das substâncias utilizadas nos tratamentos 

interferiu de forma relevante na produção de NO quando produzido por 

macrófagos infectados por L. amazonensis. 

 

 

5.7 Produção de TNF- α por macrófagos contendo formas intracelulares de 

L. amazonensis 

 

O TNF-α é uma citocina homodimérica, secretada principalmente pelos 

macrófagos ativados, células T, células NK e mastócitos (DAYAKAR et al., 

2019). A atividade antiparasitária do TNF-α é mediada pela ativação de 

macrófagos infectados para a destruição de amastigotas intracelulares 

(MURRAY et al., 2000). 

Nossos resultados demonstraram que não houve diferença significativa 

na produção de TNF-α pelos macrófagos infectados entre os tratamentos, em 

48h de exposição (Figura 8). Segundo Gonzalez-Fajardo et al., (2015), a 

liberação de citocinas por células mononucleares infectadas com Leishmania 

apresenta pico de liberação de TNF-α com início após 12 horas de infecção, 
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portanto, há a possibilidade de que o auge de liberação dessa citocina possa ter 

ocorrido antes do tempo de dosagem (48 horas). 

Pode-se observar ainda, que o Glucantime®, o controle do óleo e a 

concentração de 2,5 µg/mL de óleo ozonizado mostraram uma tendência à maior 

produção de TNF-α, sugerindo uma possível estimulação na liberação dessa 

citocina, apesar de não ser significativa em 48 horas. Todavia, mais estudos são 

necessários para avaliar esse potencial aumento. 

 

 

Figura 8. Efeito do tratamento com Glucantime®, óleo de girassol ozonizado e não ozonizado 
sobre a produção de TNF- α por macrófagos murinos infectados com L. amazonensis após 48 
horas de exposição ao tratamento. Os valores apresentados são a média ± SEM de três 
experimentos independentes, em triplicata. 

 

5.8 Evolução das lesões 

 

Sabe-se que as lesões oriundas da LC apresentam aspectos variados, 

dependendo de fatores como a quantidade de parasitas na área afetada. O 

tamanho e espessura das lesões está diretamente relacionado com esse número 

e, consequentemente, com o agravamento ou regressão da doença (BRASIL, 

2007). Os resultados, em milímetros, da espessura das patas lesionadas dos 

camundongos tratados no procedimento experimental 1 e 2 podem ser 

observados na Figura 9.  
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Figura 9. Espessura das lesões provocadas por L. amazonensis nas patas de camundongos, em 
milímetros. Os valores apresentados são a média ± SEM de quatro unidades experimentais por 
grupo. a) Procedimento experimental 1: ozonização do óleo por 30 minutos e 2 horas: 
significativamente diferente do controle não tratado (NT): * p<0,05; b) Procedimento experimental 
2: ozonização do óleo por 8 horas: significativamente diferente de G, OZG e OZ: * p<0,05; 
significativamente diferente de OZG: # p<0,05. 

 

No procedimento 1, os únicos grupos que apresentaram diferença 

estatística significativa com o controle não tratado ao final do tratamento foram 

o grupo que recebeu somente Glucantime® e o que recebeu Glucantime® e óleo 

ozonizado. Observa-se ainda que esses grupos citados, conseguiram frear o 

aumento da pata desde o início do tratamento, mostrando uma porcentagem de 

crescimento do 1° ao 30° dia de 16 e 12%, respectivamente. Enquanto nos 

demais grupos o aumento foi de 35% para o que recebeu óleo não ozonizado e 

Glucantime®, 48% para o tratado somente com óleo ozonizado e 76% para o 

que não recebeu intervenção.  

No início do tratamento o óleo foi ozonizado por 30 minutos à uma taxa 

de 0,5 L/min, porém no 14° dia esse óleo foi novamente ozonizado por 2 horas. 

No entanto, não foi possível explicar porque o grupo tratado com Glucantime® e 

óleo não ozonizado não mostrou resultados comparáveis ao tratado somente 

com o medicamento de referência, tomando por base o fato de que o óleo de 

girassol, mesmo sem ozônio, tem potencial para auxiliar na cicatrização, por 
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possuir uma grande concentração de ácidos graxos não saturados, 

principalmente o ácido linoleico, um composto importante para a cura de feridas 

(ALVES et al., 2019), portanto, são necessários mais estudos para elucidar essa 

questão. 

 Levando-se em consideração o trabalho de Oğuzkan et al., (2018), no 

qual foi observado que o óleo precisa ter um processo de ozonização mais longo 

para que possa ser eficaz na cicatrização de feridas (OĞUZKAN et al., 2018), 

ozonizamos o óleo de girassol por um período de 8 horas para a realização do 

procedimento experimental 2. 

Somente o grupo tratado com óleo não ozonizado e Glucantime® não 

apresentou diferença significativa em comparação com o controle não tratado, 

apresentando uma porcentagem de aumento na espessura da pata de 33%, 

enquanto no grupo não tratado o aumento foi de 48%. Além disso, nesse 

experimento podemos observar uma diminuição significativa na espessura das 

patas do grupo tratado com Glucantime® e óleo ozonizado, com uma diminuição 

de 20% com relação ao início do tratamento, esse resultado é semelhante ao 

obtido por Cabral et al., (2020), em que as lesões tratadas com ozônio e 

Glucantime® mostraram redução de 15,2% ao final do tratamento (CABRAL et 

al., 2020). O grupo tratado com Glucantime® isolado e o grupo tratado somente 

com óleo ozonizado apresentaram um aumento na espessura de 10% e 7%, 

respectivamente.  

Por meio desses resultados, podemos constatar que um maior tempo de 

ozonização do óleo e a terapia conjunta com Glucantime® é mais eficaz para 

contribuir com a diminuição da espessura da pata infectada por L. amazonensis. 

Segundo o Manual de Vigilância da Leishmaniose Tegumentar Americana do 

Ministério da Saúde, a cicatrização completa das lesões pode levar até 12 

semanas com o medicamento de referência (BRASIL, 2007), portanto, a 

associação entre o Glucantime® e o óleo ozonizado pode levar à uma completa 

cicatrização em um período menor de tempo, proporcionando uma melhor 

qualidade de vida para os pacientes sob tratamento. 

O tamanho e a forma das lesões antes de iniciar o tratamento devem ser 

levados em conta, visto que lesões maiores podem ser mais difíceis de controlar 

do que as menores e menos externalizadas. A evolução das lesões durante o 
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tratamento do procedimento experimental 1 e 2 podem ser observadas nas 

Figuras 10 e 11, respectivamente. 

 

 

Figura 10. Evolução de lesões causadas por L. amazonensis em camundongos Balb/c ao longo 
de 30 dias – Procedimento experimental 1. 
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Figura 11. Evolução de lesões causadas por L. amazonensis em camundongos Balb/c ao longo 
de 30 dias – Procedimento experimental 2. 

 

Com relação ao experimento 1, o grupo tratado com óleo não ozonizado 

e Glucantime® apresentava, no início do tratamento, uma lesão maior e mais 

externalizada em comparação com os demais, apresentando uma coloração 

mais avermelhada, como pode ser observado na Figura 10. Entretanto, esse 

grupo apresentou uma melhora no aspecto da ferida na última semana de 

tratamento, evidenciado pela formação de uma área de tecido que recobriu a 

região ruborizada quase totalmente. Porém, esse tratamento  não foi eficaz na 

diminuição da espessura da pata, como observado nos resultados anteriores. 

Nos dois experimentos podemos observar que, ao final do tratamento, a lesão 

apresentava um aspecto mais úmido em comparação aos demais grupos, tal fato 

ser relacionado à aplicação do óleo de girassol sem ozônio, o que daria um 

aspecto emoliente à ferida. Todavia, no experimento 2 observa-se que esse 
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tratamento não foi eficaz na diminuição da espessura e na cicatrização da lesão, 

sendo comparável ao grupo não tratado. 

O grupo que recebeu somente Glucantime® no experimento 1, teve um 

tamanho médio menor na espessura da pata no início do tratamento e esse 

tamanho foi praticamente mantido até o 30° dia, sugerindo o controle da infecção 

pelo medicamento. Nos últimos dias de tratamento houve formação de uma área 

endurecida, mostrando que a ferida apresentava uma boa evolução, mas, em 

contrapartida, a área lesionada aumentou em relação à primeira semana. Esses 

resultados podem ser observados também no experimento 2. 

No experimento 1, o grupo que recebeu óleo ozonizado local associado 

ao Glucantime®, ao contrário do grupo tratado somente com o medicamento, 

apresentava uma espessura da pata lesionada maior no início dos cuidados, a 

qual teve seu tamanho relativamente conservado. Também se observou a 

formação de uma área que sugeria a cicatrização e houve diminuição da área 

lesionada. Já no experimento 2 a espessura da pata diminuiu consideravelmente 

e é possível observar a cicatrização quase completa da lesão, mostrando que 

essa associação entre o medicamento de referência e o óleo ozonizado, sendo 

este último ozonizado por 8 horas, teve o melhor resultado na cicatrização. 

O grupo tratado somente com óleo ozonizado, nos 2 experimentos, não 

foi eficaz na cicatrização da lesão e, ademais, a espessura da pata aumentou. 

Porém, no experimento 2, esse aumento foi de apenas 7%, enquanto no primeiro 

foi de 48%, evidenciando, mais uma vez, que a ozonização por 8 horas foi mais 

eficaz para o tratamento.  

 Nos dois experimentos o grupo que não recebeu nenhum tipo de 

intervenção mostrou aumento progressivo do tamanho da lesão e espessura da 

pata, até mesmo com aparecimento de uma pequena área enegrecida, 

mostrando o início de uma necrose tecidual (no procedimento 1). Também no 

procedimento 1 observa-se que o aumento na espessura foi maior (76%), e isso 

se deve ao fato de que nesse experimento as lesões estavam maiores e em 

estágio mais avançado, no início dos tratamentos, do que no procedimento 

experimental 2, cujo aumento para o grupo sem tratamento foi de 48%. 
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5.9 Contagem de leucócitos  

 

Com relação ao número de leucócitos, no procedimento 1 (Figura 12) 

houve diferença estatística significativa no início do tratamento entre o grupo 

tratado com óleo não ozonizado e Glucantime® e os demais grupos, com 

exceção daquele que recebeu somente o medicamento de referência. E este 

último apresentou diferença estatística em relação ao grupo que não recebeu 

tratamento. Essa diferença se deve, provavelmente, aos diferentes estágios de 

desenvolvimento da doença, como mostrado na evolução das lesões, onde o 

primeiro grupo apresentava lesões mais extensas. 

Já no final do tratamento não houve diferença significativa entre nenhum 

grupo entre si, porém no grupo que recebeu Glucantime® e óleo ozonizado, no 

que recebeu somente óleo ozonizado e no que não recebeu intervenção as 

contagens de leucócitos foram maiores do que no início do tratamento. 

 

Figura 12. Número de leucócitos sanguíneos de camundongos infectados com L. amazonensis 

no início (a) e após trinta dias de tratamento (b). OG – grupo tratado com Glucantime® e óleo 

não ozonizado, G – grupo tratado com Glucantime®, OZG – grupo tratado com Glucantime® e 

óleo ozonizado, OZ – grupo tratado com óleo ozonizado, NT – grupo não tratado. Os valores 

apresentados são a média ± SEM de quatro unidades experimentais por grupo. 

Significativamente diferente do controle (NT): ● p<0,05. Significativamente diferente de OG: *** 

p<0,001. Significativamente diferente entre os grupos no início e final do tratamento: # p<0,05 e 

## p<0,01. 
 

No procedimento experimental 2 (Figura 13), no início do tratamento, não 

houve diferença estatística significativa entre nenhum dos grupos, mostrando 

que o processo inflamatório se encontrava em estágio muito próximo de 
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evolução. Após 30 dias, o único grupo que apresentou diferença com relação ao 

não tratado, foi o grupo tratado somente com óleo ozonizado, mostrando um 

possível efeito anti-inflamatório do ozônio. Com relação ao grupo que recebeu 

Glucantime® e óleo ozonizado, já que o Glucantime® possui um efeito pró-

inflamatório (SANTOS et al., 2019), a utilização concomitante com o óleo 

ozonizado, pode ter levado a um equilíbrio na produção das células brancas.  

Esse resultado é comparável ao obtido por Cabral et al., (2020), onde foi 

demonstrada a influência do ozônio, mesmo aplicado localmente, no número de 

leucócitos, modulando-os com atividade anti-inflamatória (CABRAL et al., 2020). 

 

Figura 13. Número de leucócitos sanguíneos de camundongos infectados com L. amazonensis 

no início (c) e após trinta dias de tratamento (d). OG – grupo tratado com Glucantime® e óleo 

não ozonizado, G – grupo tratado com Glucantime®, OZG – grupo tratado com Glucantime® e 

óleo ozonizado, OZ – grupo tratado com óleo ozonizado, NT – grupo não tratado. Os valores 

apresentados são a média ± SEM de quatro unidades experimentais por grupo. 

Significativamente diferente do controle não tratado (NT): * p<0,05.  
 

5.10 Esfregaço da borda da lesão (Imprint) da pata lesionada – Carga 

parasitária I 

 

Por meio do esfregaço da borda da lesão na LC é possível observar 

células parasitadas com amastigotas de L. amazonensis, além de formas 

promastigotas. Com relação ao experimento 1, o grupo que foi tratado somente 

com óleo ozonizado mostrou um valor de LDU menor do que os demais grupos. 

Como a contagem de LDU avalia as formas amastigotas presentes em células 
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externas do tecido lesionado, esse resultado sugere que o O3 age na superfície 

da lesão atuando como leishmanicida local (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Quantidade de parasitas presentes na borda da lesão em Unidades Leishman-
Donovan (LDU) – Procedimento experimental 1. 

Grupos Unidades Leishman-Donovan (LDU) 

Óleo controle + Glucantime (OG) 1657 
Glucantime (G) 1241 

Óleo ozonizado + Glucantime (OZG) 1122 
Óleo ozonizado (OZ) 747 

Não tratado (NT) 4110 

 

Depois desse grupo, o que recebeu óleo ozonizado e Glucantime® e o 

que recebeu somente Glucantime® foram os que apresentaram uma contagem 

menor de LDU. O grupo OG, mesmo com a utilização do Glucantime®, não 

mostrou resultados satisfatórios com relação ao número de amastigotas 

comparando-o aos que utilizaram o óleo ozonizado, portanto apesar do óleo por 

si só ser conhecido pelo efeito benéfico na cicatrização (ALVES et al., 2019), ele 

parece não ter efeito sobre os parasitas. 

No experimento 2, para o grupo que recebeu conjuntamente o óleo 

ozonizado e o medicamento de referência, não foram visualizadas nas lâminas 

estruturas parasitárias, tanto amastigotas quanto promastigotas, constatando 

assim a eficácia desse tratamento. O grupo tratado somente com Glucantime® 

foi o segundo com melhores resultados, seguido pelo que recebeu somente óleo 

ozonizado e pelo que recebeu Glucantime® e óleo não ozonizado. 

 

Tabela 4. Quantidade de parasitas presentes na borda da lesão em Unidades Leishman-
Donovan (LDU) - Procedimento experimental 2. 

Grupos Unidades Leishman-Donovan (LDU) 

Óleo controle + Glucantime (OG) 1841 
Glucantime (G) 800 

Óleo ozonizado + Glucantime (OZG) 0 
Óleo ozonizado (OZ) 1483 

Não tratado (NT) 4427 
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As imagens dos esfregaços das bordas das lesões de cada grupo, nos 

experimentos 1 e 2, podem ser visualizadas nas Figuras 14 e 15, 

respectivamente. 

 

 

Figura 14. Esfregaço da borda das lesões causadas por L. amazonensis na pata de 
camundongos, corados por Giemsa (imprint), leitura feita em microscópio convencional no 
aumento de 1000x: (a) OG – grupo tratado com Glucantime® e óleo não ozonizado, (b) G – grupo 
tratado com Glucantime®, (c) OZG – grupo tratado com Glucantime® e óleo ozonizado, (d) Oz – 
grupo tratado com óleo ozonizado, (e) NT – grupo não tratado. - Procedimento experimental 1. 
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Figura 15. Esfregaço da borda das lesões causadas por L. amazonensis na pata de 
camundongos, corados por Giemsa (imprint), leitura feita em microscópio convencional no 
aumento de 1000x: (a) OG – grupo tratado com Glucantime® e óleo não ozonizado, (b) G – grupo 
tratado com Glucantime®, (c) OZG – grupo tratado com Glucantime® e óleo ozonizado, (d) Oz – 
grupo tratado com óleo ozonizado, (e) NT – grupo não tratado - Procedimento experimental 2. 

 

Pelas imagens podemos verificar que no experimento 1, o grupo tratado 

com Glucantime® e óleo não ozonizado, o grupo tratado somente com 

Glucantime® e o grupo que recebeu Glucantime® e óleo ozonizado, 

apresentaram maior quantidade de parasitas do que no experimento 2. Já no 

grupo que recebeu somente óleo ozonizado, esse resultado foi inverso, 

mostrando mais parasitas no segundo experimento. Como observado nos 

experimentos de evolução da lesão (Figuras 10 e 11), esse grupo não obteve 

eficácia na cicatrização. Portanto, apesar do ozônio ser considerado um potente 

leishmanicida local, podemos concluir que a associação do mesmo com o 
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medicamento de referência é a maneira mais eficiente de eliminar os parasitas 

e promover a cura da lesão. Constatamos isso por meio do experimento 2, em 

que o valor de LDU obtido para a terapia associada (grupo OzG) foi de 0. 

 

5.11 Cultura de promastigotas de L. amazonensis da pata lesionada – Carga 

parasitária II 

 

O cultivo de formas promastigotas após o tratamento da lesão é eficaz 

para evidenciar a influência dessa intervenção na diminuição de parasitas 

viáveis, já que, teoricamente, um número menor de células se multiplica menos 

no decorrer do tempo.  

Para a realização da cultura, no experimento 1, foi extraído um fragmento 

que envolveu a parte interna da ferida, como consequência houve um aumento 

no número de parasitas. No primeiro dia portanto, houve crescimento no maior 

título em todos os 5 grupos, no último, porém, o grupo que foi tratado com 

Glucantime® isolado mostrou uma melhora nesse aspecto, com uma média de 

títulos de 1/96, corroborando a hipótese de que o Glucantime® age de dentro 

para fora, enquanto o O3 tópico atua no exterior da ferida, ocasionando assim 

uma sinergia entre os dois no avanço do tratamento (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Diluição da cultura de fragmentos das patas infectadas com L. amazonensis em meio 
199. Os valores apresentados são a média dos títulos de quatro unidades experimentais por 
grupo – Procedimento experimental 1. 

Grupos Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 30 

Glucantime® e óleo 
não ozonizado (OG) 
 

1/384 1/384 1/384 1/312 1/240 

Glucantime® (G) 1/384 1/384 1/288 1/216 1/96 

Glucantime® e óleo 
ozonizado (OZG) 
 

1/384 1/384 1/384 1/320 1/192 

Óleo ozonizado (OZ) 1/384 1/384 1/384 1/336 1/120 

Não tratado (NT) 1/384 1/384 1/384 1/384 1/384 

 

Devido ao crescimento em todos os títulos, todos os poços foram 

contados em câmara de Neubauer. Esses resultados podem ser observados na 

tabela 6. 
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Tabela 6. Contagem de promastigotas da cultura de patas lesionadas de camundongos 
infectados com L. amazonensis, diluição 1:2, resultados em número de células x105. OG - tratado 
com óleo não ozonizado e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OZG - tratado com óleo 
ozonizado e Glucantime®, OZ - tratado com óleo ozonizado e NT - não tratado. *Animal excluído 
dos testes no procedimento experimental 1. 

 
DIA 1     

OG G OzG OZ NT   

1 2 4 3 14    

1 2 0 2 15    

2 3 2 1 11    

1 2 0 1 14    
 

DIA 7     

OG G OzG OZ NT     

3 13 9 94 42  

36 4 5 64 106  

50 9 3 35 166  

53 9 3 34 139  
 

DIA 14     

OG G OzG OZ NT     

3 85 133 992 60     

232 4 102 376 576     

212 3 59 488 784     

348 8 36 192 640     
 

DIA 21     

OG G OzG OZ NT     

48 92 1024* 632 150     

384 4 108 28 1856     

432 8 8 144 1648     

160 2 12 1 450     
 

DIA 30     

OG G OzG OZ NT     

9 85 384 21 112     

5 4 51 14 382     

14 3 28 20 275     

27 8 64 25 179     
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No experimento 2, para o grupo que recebeu tratamento adjunto de 

Glucantime® e óleo ozonizado, não houve crescimento de parasitas em nenhum 

título, e o grupo tratado somente com óleo ozonizado, apresentou uma média no 

30° dia de 1/12. Para esse procedimento, o fragmento foi coletado de forma a 

evitar pegar partes internas da lesão, com isso é possível analisar melhor a 

infecção na superfície lesionada, todos os fragmentos foram pesados para fim 

de padronização. Esses resultados evidenciam, como já mostrado 

anteriormente, o potencial leishmanicida local do óleo ozonizado e a eficácia da 

associação entre o O3 e o Glucantime (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Diluição da cultura de fragmentos das patas infectadas com L. amazonensis em meio 
199. Os valores apresentados são a média dos títulos de quatro unidades experimentais por 
grupo – Procedimento experimental 2. 

Grupos Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 30 

Glucantime® e óleo não 
ozonizado (OG) 
 

1/5 1/6 1/8 1/8 1/24 

Glucantime® (G) 1/3 1/5 1/5 1/6 1/16 

Glucantime® e óleo 
ozonizado (OZG) 
 

0 0 0 0 0 

Óleo ozonizado (OZ) 1/3 1/3 1/9 1/9 1/12 

Não tratado (NT) 1/336 1/384 1/384 1/384 1/384 

 

5.12 Análise Histológica  

 

 Como os resultados obtidos no procedimento experimental 2 foram mais 

assertivos no tratamento dos animais, a histologia das lesões foi feita somente 

com os grupos utilizados nesse procedimento. Nas análises dos achados 

histológicos as alterações histopatológicas variaram de acordo com o 

tratamento. O grupo tratado com óleo não ozonizado e Glucantime®, o grupo 

que só recebeu óleo ozonizado e o grupo que não recebeu tratamento, 

apresentaram uma hiperplasia pseudoepiteliomatosa, ou seja, uma 

descontinuidade do epitélio periférico devido às ulcerações, apresentando uma 

riqueza de parasitas. Já o grupo que recebeu apenas Glucantime® e o que 

recebeu os dois tratamentos em conjunto, apresentaram uma melhor 
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manutenção do epitélio, sendo bastante pronunciada neste último grupo, como 

pode ser observado na Figura 16. 

 

 

Figura 16. Fotomicrografia das lâminas histológicas das lesões provocadas por L. amazonensis 
nas patas de camundongos, coradas por H&E, no aumento de 1000x: (a) OG - tratado com óleo 
controle e Glucantime®, (b) G - tratado com Glucantime®, (c) OZG - tratado com óleo ozonizado 
e Glucantime®, (d) OZ - tratado com óleo ozonizado e (e) NT – não tratado - Procedimento 
experimental 2 

 

Todos os grupos que receberam Glucantime® mostraram um tamanho de 

epiderme semelhantes entre si, e o grupo que recebeu terapia conjunta de 

Glucantime® e óleo ozonizado apresentou ainda um espessamento da camada 

granulosa, indicado pelas setas (Figura 17). O grupo que recebeu somente óleo 

ozonizado local mostrou um tamanho menor da epiderme, apresentando 

diferença estatística significativa com os 3 grupos citados anteriormente e, por 
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fim, o grupo que não recebeu intervenção apresentou uma camada muito fina de 

epiderme restante, apresentando diferença estatística significativa a todos os 

demais grupos, mostrando que a infecção consumiu grande parte do extrato 

córneo e da camada lúcida do tecido. Estes resultados podem ser observados 

nas Figuras 17 e 18. 

 

 

Figura 17. Fotomicrografia das lâminas histológicas das lesões provocadas por L. amazonensis 
nas patas de camundongos, coradas por H&E, no aumento de 400x: (a) OG - tratado com óleo 
controle e Glucantime®, (b) G - tratado com Glucantime®, (c) OZG - tratado com óleo ozonizado 
e Glucantime® (setas indicando aumento da camada granulosa), (d) OZ - tratado com óleo 
ozonizado e (e) NT – não tratado - Procedimento experimental 2 
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Figura 18. Espessura da epiderme da pata infectada com L. amazonensis de animais infectados 

e tratados. OG – grupo tratado com Glucantime® e óleo não ozonizado, G – grupo tratado com 

Glucantime®, OZG – grupo tratado com Glucantime® e óleo ozonizado, OZ – grupo tratado com 

óleo ozonizado, NT – grupo não tratado.  Significativamente diferente do controle não tratado 

(NT): * p<0,05, **** p<0,0001. Significativamente diferente de OZ: ## p<0,01, ### p<0,001, #### 

p<0,0001. – Procedimento experimental 2. 

 

Na contagem de leucócitos, realizada por meio das fotomicrografias no 

aumento de 1000x (Figura 19), o grupo não tratado apresentou uma contagem 

de células superior aos demais, sendo estatisticamente diferente das contagens 

dos grupos tratados com óleo ozonizado e não ozonizado em conjunto com 

Glucantime® (OG e OzG). E, como observado nas imagens da Figura 17, o grupo 

que recebeu óleo ozonizado isolado e o sem tratamento mostraram uma grande 

quantidade de parasitas e de leucócitos no tecido, indicando que a reação 

inflamatória continuava intensa no final do tratamento. O grupo tratado com óleo 

não ozonizado e Glucantime®, apesar de apresentar grande quantidade de 

parasitas e ulcerações no tecido, não apresentou uma reação inflamatória tão 

elevada quando comparado aos demais grupos, com exceção do tratado com 

óleo ozonizado e Glucantime®, apresentando menos células imunes na região. 

Estudos mais aprofundados são necessários para investigar o porquê dessa 

ocorrência. 
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Figura 19. Contagem de leucócitos de lâminas histológicas das lesões provocadas por L. 
amazonensis nas patas de camundongos. OG – grupo tratado com Glucantime® e óleo não 
ozonizado, G – grupo tratado com Glucantime®, OZG – grupo tratado com Glucantime® e óleo 
ozonizado, OZ – grupo tratado com óleo ozonizado, NT – grupo não tratado.  Significativamente 
diferente do controle não tratado (NT): * p<0,05, ** p<0,01. Significativamente diferente de OG: 
# p<0,05 – Procedimento experimental 2. 
 

5.13 Dosagem de óxido nítrico produzido por macrófagos peritoneais e por 

células totais de linfonodos de camundongos submetidos ao tratamento 

com óleo ozonizado de girassol 

 

Para avaliar o efeito sistêmico da infecção e dos diferentes tratamentos, 

os macrófagos peritoneais dos animais foram retirados ao final do protocolo e 

colocados em cultura, sendo mantidos somente em meio, ou adicionou-se LPS 

a este meio. Dosou-se então o nível de NO no sobrenadante dessa cultura. No 

experimento 1, após 24 horas de incubação, não houve diferença significativa na 

produção de NO entre os grupos quando incubados somente com o meio RPMI 

ou entre os mesmos tratados com o LPS. Porém, quando comparados dentro do 

próprio grupo, no tratado com Glucantime® (G) houve maior produção de NO 

quando estimulado pelo LPS em comparação com o meio de cultura. 

 Já em 48 horas, houve menor produção de NO pelos macrófagos dos 

grupos de animais tratados em relação ao grupo não tratado, quando incubados 

com meio de cultura. Porém, o tratamento com LPS aumentou a produção de 

NO pelas células, eliminando a diferença estatística. Com relação à comparação 
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intragrupo, novamente o grupo G mostrou diferença entre a células estimuladas 

com LPS e não estimuladas (Figura 20). 

Figura 20. Dosagem de óxido nítrico a partir do sobrenadante dos macrófagos peritoneais de 
camundongos infectados com L. amazonensis após 24 h de tratamento (a) e após 48 h de 
tratamento (b). OG - tratado com óleo controle e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, 
OZG - tratado com óleo ozonizado e Glucantime®, OZ - tratado com óleo ozonizado e NT - sem 
tratamento. Significativamente diferente do controle não tratado (NT) - RPMI: # p<0,05 e ## 
p<0,01. Significativamente diferente dentro do grupo: *** p<0,001 e **** p<0,0001 – Procedimento 
experimental 1. 

 

No experimento 2, em 24 horas, somente houve diferença quando 

comparada a produção de NO pelos macrófagos do grupo G, tratados ou não, 

com LPS. No entanto, não observou-se diferença na produção de NO por parte 

de nenhum outro grupo, estimulados com LPS ou não. 

Em 48 horas de exposição, o grupo tratado com óleo ozonizado e 

Glucantime® e o tratado somente com óleo ozonizado aumentaram a produção 

de NO de forma significativa, mostrando diferença para o grupo não tratado, 

quando incubados com meio e quando estimulados por LPS. O grupo G manteve 

a diferença intragrupo observada em 24h (Figura 21). 
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Figura 21. Dosagem de óxido nítrico a partir do sobrenadante dos macrófagos peritoneais de 
camundongos infectados com L. amazonensis após 24 h de tratamento (a) e após 48 h de 
tratamento (b). OG - tratado com óleo controle e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, 
OZG - tratado com óleo ozonizado e Glucantime®, OZ - tratado com óleo ozonizado e NT - sem 
tratamento. Significativamente diferente do controle não tratado (NT) - RPMI e LPS: # p<0,05. 
Significativamente diferente dentro do grupo: * p<0,05, ** p<0,01 – Procedimento experimental 
2.  

 

Com o intuito de verificar as mudanças no sistema imune localmente, os 

linfonodos drenantes dos animais infectados foram retirados e tiveram suas 

células plaqueadas, além disso, metade dessas células receberam antígenos de 

L. amazonensis e a outra metade não. A produção de NO por essas células foi 

verificada e no experimento 1, com relação aos grupos não estimulados, houve 

maior produção de NO pelo grupo tratado somente com óleo ozonizado em 

relação aos demais grupos, não ocorrendo, porém, diferença significativa para o 

grupo tratado com óleo ozonizado e Glucantime®. Quanto ao tratamento com 

ASL, o grupo não tratado produziu mais NO em comparação com os demais, 

exceto com o que recebeu óleo ozonizado isolado. Este grupo (OZ) produziu 

significativamente mais NO do que o que recebeu o óleo não ozonizado e 

Glucantime® (OG). Não houve diferença na produção de NO entre o controle 

negativo e o ASL dentro dos grupos (Figura 22). 
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Figura 22. Dosagem de óxido nítrico a partir do sobrenadante de linfonodos poplíteos de 
camundongos infectados com L. amazonensis após 48 h de tratamento. OG - tratado com óleo 
controle e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OZG - tratado com óleo ozonizado e 
Glucantime®, OZ - tratado com óleo ozonizado e NT - sem tratamento. Significativamente 
diferente de OZ - RPMI: # p<0,05. Significativamente diferente do controle não tratado (NT) – ASL: 
** p<0,01; *** p<0,001. Significativamente diferente de OZ - ASL: + p<0,05.  - Procedimento 
experimental 1. 

 

No experimento 2, houve diferença estatística na produção de NO quando 

comparados o grupo de células não-estimuladas, sendo que o grupo que 

recebeu somente Glucantime®, mostrou uma produção significativamente maior 

que os grupos de terapia conjunta de óleo ozonizado e Glucantime® (OZG) e o 

não tratado (NT). Intragrupo, apenas o que recebeu óleo ozonizado isolado 

mostrou diferença quando estimulado pelo ASL em relação às suas células não-

estimuladas. 
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Figura 23. Dosagem de óxido nítrico a partir do sobrenadante de linfonodos poplíteos de 
camundongos infectados com L. amazonensis após 48 h de tratamento. OG - tratado com óleo 
controle e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OZG - tratado com óleo ozonizado e 
Glucantime®, OZ - tratado com óleo ozonizado e NT - sem tratamento. Significativamente 
diferente de G - RPMI: # p<0,05. Significativamente diferente intragrupo: * p<0,05 - Procedimento 
experimental 2 
 
 

Em resumo, em comparação com o controle não tratado, a maioria dos 

grupos apresentou diferença na produção de NO, geralmente produzindo menos 

essa substância, tanto nos grupos que receberam somente RPMI, quanto nos 

que foram estimulados com LPS ou ASL. Entretanto, mais estudos são 

necessários para avaliar a influência do ozônio e dos demais tratamentos na 

modulação da produção desse composto. 

 

5.14 Dosagem de citocinas 

 

A eliminação de patógenos de Leishmania pelo hospedeiro é realizada 

por meio de uma forte resposta pró-inflamatória acompanhada pela liberação de 

citocinas protetoras do hospedeiro, como IFN-γ e TNF- α (GHOSH et al., 2020). 

A IL-4, por sua vez, é uma citocina que estimula a ativação de macrófagos pela 

via alternativa, resultando na sobrevivência do parasita e persistência da 

infecção (DAYAKAR et al., 2019). Além disso, a IL-4 inibe a explosão oxidativa 

induzindo a produção de baixos níveis de intermediários reativos de oxigênio e 

NO em macrófagos (DAYAKAR et al., 2019; WILFLINGSEDER et al., 2005; 

WOELBING et al., 2006). 
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Com relação à produção de IL-4 pelas células totais de linfonodos 

poplíteos dos camundongos, no procedimento experimental 2, todos os 

tratamentos produziram uma quantidade menor dessa citocina quando 

comparados com o controle não tratado, tanto os que receberam somente RPMI 

quanto os que receberam ASL (Figura 25a). 

 

Figura 25. Dosagem de citocinas, por ELISA, a partir do sobrenadante de linfonodos poplíteos e 
macrófagos peritoneais de camundongos infectados com L. amazonensis. a) Produção de IL-4; 
b) Produção de TNF – α; c) Produção de IFN – γ. Grupos: OG - tratado com óleo controle e 
Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OZG - tratado com óleo ozonizado e Glucantime®, 
OZ - tratado com óleo ozonizado e NT – não tratado. Significativamente diferente do grupo não 
tratado (NT) – RPMI: # p<0,05, ## p<0,01. Significativamente diferente do grupo não tratado (NT) 
- ASL: * p<0,05, ** p<0,01 - Procedimento experimental 2. 

 

O papel protetor do TNF-α na infecção por Leishmania é caracterizado 

pela ativação dos macrófagos, produção de NO e eliminação do parasita ou 

supressão da propagação do mesmo para outras células (WILHELM et al., 

2001), além de promover o controle do número de parasitas na pele, nódulos 

linfáticos e no baço e atuar beneficamente no processo de cicatrização de feridas 

(TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007). 

Os macrófagos peritoneais dos animais infectados com L. amazonensis 

no experimento 2 produziram uma grande quantidade de TNF-α de forma a tentar 

eliminar os parasitas, isso se deve ao processo inflamatório sistêmico que 

contribui para o aumento na produção e consequente elevação desses índices 

nessas células. Entretanto, não houve diferença estatística significativa entre os 

grupos, não foi possível, portanto, relacionar os tratamentos utilizados ao 

aumento ou diminuição na produção dessa citocina (Figura 25b). 

O IFN-γ é uma glicoproteína homodimérica que consiste em duas 

subunidades com cerca de 21 a 24 kDa (DAYAKAR et al., 2019). Das várias 
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citocinas anti-Leishmania, o IFN-γ é a citocina mais significativa na proteção do 

hospedeiro, desempenhando um papel predominante na ativação de 

macrófagos para produzir moléculas leishmanicidas (MOSSER; EDWARDS, 

2008). 

Vários estudos demonstraram que a atividade leishmanicida dos 

macrófagos pode ser induzida por uma variedade de citocinas, sozinhas ou em 

combinação (GAAFAR et al., 1995; KURTZHALS et al., 1994). Segundo Dayakar 

et al., (2019), em pacientes com LC a resposta é dominada principalmente por 

IFN-γ e IL-4 raramente é detectada (DAYAKAR et al., 2019). 

Nossos resultados não mostraram diferença estatística significativa na 

produção de IFN-γ entre os grupos de animais infectados e tratados (Figura 25c), 

embora houvesse produção dessa citocina em níveis elevados. Segundo 

Mahmood et al., (2018), os altos níveis de IFN-γ são importantes para manter 

um equilíbrio entre as respostas de Th1 e Th2. Esse mesmo autor encontrou 

ainda uma alta quantidade de IFN-γ sérico em pacientes com LC quando 

comparados ao grupo controle (MAHMOOD, 2018). 

Embora a resposta imune inata do hospedeiro contra a leishmaniose seja 

importante, a imunidade mediada por células T e citocinas, produzidas a partir 

de várias células imunes, desempenham um papel crucial na determinação do 

desfecho da doença (DAYAKAR et al., 2019). Todavia, outros estudos são 

necessários para avaliar a produção dessas citocinas na LC quando submetidas 

ao tratamento com óleo ozonizado. 

 

6. CONCLUSÕES 

 

Em suma, o óleo ozonizado se manteve estável durante o tratamento dos 

animais, não apresentando citotoxicidade celular in vitro sobre macrófagos de 

camundongos, além de ser mais seletivo para o parasita do que para as células. 

E, além disso, o O3 foi eficaz na eliminação tanto de promastigotas, quanto 

amastigotas de L. amazonensis in vitro. 

Nos experimentos in vivo houve diferenças importantes entre os 

procedimentos experimentais 1 e 2, em que este último foi mais eficaz devido ao 

maior tempo de ozonização do óleo de girassol. E ainda, foi observado um 
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possível efeito anti-inflamatório do O3 na produção de leucócitos e NO. Houve 

também diminuição da carga parasitária em cultura e em esfregaço superficial 

quando os camundongos foram tratados com Glucantime® e óleo ozonizado, 

além da manutenção razoável do epitélio celular na análise histológica. Ademais, 

essa terapia conjunta contribuiu para a diminuição na espessura da pata 

infectada e melhorou a cicatrização. Constatou-se também a alta produção de 

TNF-α e IFN-γ e menor produção, em comparação com o grupo não tratado, de 

IL-4 pelas células dos camundongos. 

Em resumo, a terapia adjunta de óleo ozonizado de girassol e o 

medicamento Glucantime® foi eficaz na eliminação dos parasitas de L. 

amazonensis, tanto in vitro como in vivo, promovendo a cura das lesões 

cutâneas causadas pela leishmaniose. Dessa forma, a utilização do óleo 

ozonizado de girassol como adjuvante, pode proporcionar menor tempo de 

tratamento aos pacientes, que serão, consequentemente, menos expostos aos 

efeitos colaterais do tratamento padrão de longo prazo. 
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8. ANEXOS 

 

ANEXO I 
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ANEXO II 

 

Montagem (inclusão) de material em parafina (Paraplast®) 

 

➢ Fixação:  

Colocar as peças (material) em formol 10% tamponado (tampão fosfato). 

Fixar por 24 horas e lavar em água corrente por 48 horas. 

Estocar em álcool 70% até o início da inclusão. 

 

➢ Desidratação: 

Material estocado em álcool 70%. 

30 minutos em álcool 80% → 2 vezes. 

30 minutos em álcool 95% → 2 vezes. 

30 minutos em álcool 100% → 2 vezes. 

 

➢ Diafanização: 

Xilol + álcool 100% (1:1) → 30 minutos. 

Xilol 100% (1 e 2) → 20 minutos. 

Xilol PA → 20 minutos. 

 

Infiltração: 

Paraplast® + Xilol → 2 horas a partir do momento em que o Paraplast® derreter. 

Paraplast® puro II → overnight stay (pernoite) +/- 14 horas. 

Paraplast® puro III → 3 horas. 

 

➢ Inclusão: 

Montar as caixinhas de papel no tamanho do material a ser incluso. 

Pegar Paraplast® puro, encher a caixinha e orientar a peça. 

Deixar endurecer a temperatura ambiente. 

 

➢ Coloração Hematoxilina – eosina. 

Desparafinar, hidratar.  

Hematoxilina 10 minutos → lavar 5 minutos em água destilada. 

Álcool Absoluto por 30 segundos. 



91 
 

 

Eosina 5 minutos → lavar para retirar o excesso. 

Desidratar, diafanizar e montar.  


