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Lima Neto TJ. Analise da dindmica do tecido 6sseo mandibular, colo de fémur e coluna
vertebral de ratas com osteoporose induzida tratadas com acido zoledrénico e administracdo
sistémica de ozoOnio [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista (Unesp); 2021.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar o potencial da terapia com 0z6nio na dindmica do
tecido 0sseo de ratas ovariectomizadas tratadas com acido zolendrénico. Para tanto, 110 ratas
Wistar, fémeas, 6 meses de idade foram submetidas a ovariectomia bilateral (Ovx). Apos trés
meses, dez animais foram submetidos a eutandsia para caracterizacdo da arquitetura do tecido
6sseo em microtomografia (Micro ct), os animais restantes foram divididos em dois grupos, o
grupo ZOL e o grupo SAL e foi iniciado o tratamento nos animais do grupo ZOL com &cido
zoledroénico (100 pg/Kg/28 dias) e, no grupo SAL foi administrado 0,45 ml de solugéo salina
usando o mesmo protocolo do ZOL. Apos trés meses desta terapia, 10 animais de cada grupo
foram submetidos a eutanésia para caracterizacdo da arquitetura 6ssea (Micro-ct) e 0s animais
restantes foram novamente divididos aleatoriamente, em que os animais do grupo ZOL foram
subdivididos em ZOL (n=20) e ZOL+OZN (n=20) e, os animais dos grupos SAL foram
subdivididos em SAL (n=20) e SAL+OZN (n=20). Apds este procedimento foi iniciada a
ozonioterapia em concentracdo de 0,7mg/kg a cada dois dias até o final do experimento. Apos
30 e 60 dias do inicio da terapia com o0zonio, seis animais de cada grupo foram submetidos a
eutanasia para a analise e caracterizacdo estrutural dssea das regides de mandibula, cabeca
femoral e coluna vertebral. Uma parte das pecas correspondentes ao colo femoral foram
destinada a testes biomecénicos. As demais amostras coletadas foram descalcificadas e as
laminas histoldgicas foram coradas em hematoxilina e eosina para a analise histométrica (area
de osso neoformado), contagem de células inflamatdrias (linfécitos) e contagem de ostedcitos.
Os 6rgdos do metabolismo e absor¢cdo como mesentério, figado, rins, pulmé&o e cérebro foram
removidos para a avaliacdo do infiltrado inflamatério e ou qualquer proliferacdo celular
desordenada. Para os parametros quantitativos de porcentagem de tecido 0sseo na regido de
cabeca femoral e mandibula, o teste ANOVA-2 fatores (grupos vs periodos de analise) foi
aplicado e em seguida o pos-teste Tukey, quando p<0,05. Ja& este parametro na coluna vertebral,
o0 teste ANOVA-1 fator (grupos experimentais, somente no periodo de 30 dias) foi aplicado e
pos-teste de Tukey. Em todos os testes foi considerado p<0,05. O tratamento com &cido
zoledrénio e ozénio (ZOL+OZN) apresentou maior porcentagem de volume 6ésseo, maior

namero de ostedcitos e maior nimero de células inflamatdrias na regido de cabecga femoral,



mandibula com resultados estatisticamente significantes (p<0,05). Na analise biomecéanica do
colo femoral, 0 modulo de elasticidade foi semelhante para os grupos ZOL e ZOL+OZN
(p>0,05), em comparacdo aos grupos SAL e SAL+0OZN (p<0,05). Este estudo in vivo mostrou
que existe um efeito sinérgico entre 0 0zonio e o0 &cido zoledrénico com manutencao da massa
Ossea e restauracao da vitalidade do tecido dsseo em ratas ovariectomizadas. Além disso, que a

terapia com 0zo6nio foi segura no modelo experimental proposto nesta investigacao.

Palavras-chave: Osteoporose. Regeneracdo 6ssea. Ozonio.



Lima Neto TJ. Analysis of the dynamics of mandibular bone tissue, femoral neck and spine
of rats with induced osteoporosis treated with zoledronic acid and systemic administration of
ozone [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(Unesp); 2021

ABSTRACT

This work aimed to analyze the potential of ozone therapy in the bone tissue dynamics of
ovariectomized rats treated with zoledronic acid. For this purpose, 110 Wistar rats,
schoolchildren, 6 months old, underwent bilateral ovariectomy (Ovx). After three months, ten
animals were euthanized to characterize bone tissue architecture in microtomography (Micro-
ct). The remaining animals were divided into two groups: the ZOL group, the SAL group, and
treatment was started on the animals in the group. ZOL with zoledronic acid (100 ug / Kg / 28
days) and no SAL group was administered 0.45 ml of saline using the same protocol as ZOL.
After three months of this therapy, 10 animals from each group were euthanized to
characterize the bone architecture (Micro-ct), and the remaining animals were again randomly
divided, in which the animals in the ZOL group were subdivided into ZOL (n = 20) and ZOL
+ OZN (n = 20) and, the animals in the SAL groups were subdivided into SAL (n = 20) and
SAL + OZN (n = 20). After this procedure, ozone therapy was obtained at a concentration of
0.7 mg/kg every two days until the end of the experiment. After 30 and 60 days from the
beginning of ozone therapy, six animals from each group were found to be euthanized for
analysis and structural bone characterization of the mandible, femoral head, and spine regions.
A part of the pieces corresponding to the cervix was destined for biomechanical tests. The
others collected were decalcified, and histological slides were stained in hematoxylin and
eosin for histometric analysis (area of newly formed bone), inflammatory cell count
(lymphocytes), and osteocyte count. The metabolism and absorption organs such as
mesentery, liver, kidneys, lung, and brain were removed to evaluate inflammatory infiltrate
and or any disorderly cell proliferation. For the quantitative parameters of the percentage of
bone tissue in the femoral head and mandible region, the ANOVA-2 factor test (groups vs
analysis periods) was provided and then the Tukey post-test, when p <0.05. Already this
parameter in the spine, the ANOVA-1 factor test (experimental groups, only in the period of
30 days) was applied and Tukey's post-test. In all tests, p <0.05 was considered. Treatment
with zoledronic acid and ozone (ZOL + OZN) showed a higher percentage of bone volume, a
greater number of osteocytes, and a greater number of inflammatory cells in the femoral head
and mandible region with statistically significant results (p <0.05). In the biomechanical



analysis of the femoral neck, the modulus of elasticity was similar for the ZOL and ZOL +
OZN groups (p> 0.05), compared to the SAL and SAL + OZN groups (p <0.05). This in vivo
study revealed a synergistic effect between ozone and zoledronic acid with the maintenance
of bone mass and restoration of bone tissue vitality in ovariectomized rats. Furthermore, that

ozone therapy was safe in the experimental model proposed in this investigation.

Keywords: Osteoporosis. Bone regeneration. Ozone.
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FIGURA 11 - Gréafico representativo da area de tecido 6sseo em regido mandibular
representado em porcentagem de tecido 6sseo, 0s grupos demonstrados sdao SAL, ZOL,
SAL+OZN e ZOL+0OZN nos periodos de 30 e 60 dias. No periodo de 30 dias ndo se observou
diferenca entre os grupos SAL, ZOL, SAL+OZN e ZOL+OZN. No periodo de 60 dias
observou-se diferenca estatisticamente significante entre o grupo ZOL+OZN e os grupos SAL
e SAL+OZN (a), da mesma forma, foi observado resultado estatisticamente relevante na

comparagdo do grupo ZOL e os grupos SAL e SAL+OZN (m)

FIGURA 12 - Histologia representativa da area de tecido 0sseo na area de cabeca femoral
buscando evidenciar areas de tecido 6sseo vital representada por meio dos ostedcitos. Os grupos
representados sdo SAL (a, f), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+0O2ZN (d, i) nos periodos de
30 (a, b, ¢, d) e 60 (f, g, h, i) dias. Observa-se numero acentuado de ostedcitos no grupo
SAL+OZN (d) quando comparado aos grupos SAL, ZOL, SAL+OZN (a. b, c) no periodo de
30 dias (a, b, ¢, d). J& no periodo de 60 dias os grupos SAL+OZN e ZOL+OZN (h,i) possuem
comportamento similar. Nos grupos SAL (f) e ZOL (g), o numero de ostedcitos foi menor.
Laminas coradas com HE. Magnificagdo de 1000x. Escala aplicada 25um...........ccccceeveeneee. 47



FIGURA 13 - Grafico representativo da &rea de tecido 6sseo vital em regido de cabeca femoral
usando o numero absoluto de ostedcitos como pardmetro. Os grupos demonstrados sdo SAL,
ZOL, SAL+OZN e ZOL+0OZN nos periodos de 30 e 60 dias. Aos 30 dias, observou-se
resultados estatisticamente significativos na comparagdo entre os grupos ZOL+OZN e o0s
grupos SAL, ZOL e SAL+OZN. No periodo de 60 dias notou-se diferenca estatistica entre 0s
grup0S ZOLAOZIN 8 ZOLu. .ottt 48

FIGURA 14 - Histologia representativa da area de tecido 6sseo na area de coluna vertebral
buscando evidenciar areas de tecido 6sseo vital representada por meio dos ostedcitos. Os grupos
representados sdo SAL (a), ZOL (b), SAL+OZN (c) e ZOL+OZN (d) nos periodos de 30 (a, b,
¢, d) dias. Observou-se nimero maior de ostedcitos nos grupos SAL e SAL+OZN (a, c), 0s
resultados foram aproximados entre os dois grupos ZOL e ZOL+OZN (b, d) que foram menores
qguando comparado aos grupos anteriores. Laminas coradas com HE. Magnificagdo de 1000x.
Escala apliCada 25M.........cuoiiiiiieiee e 49

FIGURA 15 - Gréfico representativo da area de tecido 6sseo vital em regido de coluna vertebral
usando o numero absoluto de ostedcitos como parametro. Os grupos demonstrados sdo SAL,
ZOL, SAL+OZN e ZOL+0ZN nos periodos de 30 dias. Os resultados estatisticos ndo foram

significativos para 0s grupos analiSados............ccvivuviieieeieeie e 50

FIGURA 16 - Histologia representativa da area de tecido 6sseo na area mandibular buscando
evidenciar areas de tecido Gsseo vital representada por meio dos ostedcitos. Os grupos
representados sdo SAL (a, f), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+O2ZN (d, i) nos periodos de
30 (a, b, c, d) e 60 (f, g, h, i) dias. Observa-se numero acentuado de ostedcitos no grupo
ZOL+OZN em comparacao aos grupos SAL, ZOL, SAL+OZN, ja para o periodo de 60 dias 0s
resultados séo similares aos 30 dias onde o grupo ZOL+OZN apresentou resultados melhores
quando comparado aos demais grupos SAL, ZOL, SAL+OZN. Laminas coradas com HE.

Magnificacdo de 1000x. Escala aplicada 25M.........c.ccveiiiiiiiiiiiiesiee e 52

FIGURA 17 - Gréfico representativo da area de tecido dsseo vital em regido mandibular usando
0 numero absoluto de ostedcitos como parametro. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL,
SAL+OZN e ZOL+0OZN nos periodos de 30 e 60 dias. No periodo de 30 dias nédo foi observado
diferenca estatisticamente significante entre os grupos analisados. No periodo de 60 dias
observou-se diferenca estatisticamente significante entre o grupo ZOL e os grupos SAL e
SAL+OZN, da mesma forma, foi observado resultado estatisticamente relevante na comparacao
do grupo ZOL+0OZN e 0S grupos SAL e
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FIGURA 18 - Histologia representativa das células inflamatdrias (linfocitos) na area de cabeca
femoral, presentes nos grupos SAL (a, ), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+OZN (d, i) nos
periodos de 30 (a, b, c, d) e 60 (f, g, h, i) dias. Observa-se numero reduzido de células
inflamatorias nos grupos SAL e ZOL. J& no grupo SAL+OZN e ZOL+OZN observa-se uma
quantidade aumentada de células. Com esta caracteristica, os resultados foram semelhantes
tanto para o periodo de 30 quanto de 60 dias. Laminas coradas com HE. Magnificacao de 1000x.

EScala apliCada 25M........ccuoiiiiiieeie b 55

FIGURA 19 - Gréfico representativo do nimero de células inflamatdrias em regido de cabeca
femoral usando o nimero absoluto de linfécitos como parametro. Os grupos demonstrados séo
SAL, ZOL, SAL+0OZN e ZOL+OZN nos periodos de 30 e 60 dias. Observou-se resultados
estatisticamente significativos na comparagdo entre o grupo ZOL+OZN e os grupos SAL e
ZOL, no periodo de 60 dias. Notou-se diferenca estatistica entre o grupo ZOL+OZN e 0s grupos
SAL € ZOLuu ittt ettt bRttt et ne e 56

FIGURA 20 - Histologia representativa das células inflamatorias (linfécitos) na area de coluna
vertebral, presentes nos grupos SAL (a), ZOL (b), SAL+OZN (c) e ZOL+OZN (d) nos periodos
de 30 (a, b, c, d) dias. Observa-se numero semelhante de células inflamat6rias nos grupos SAL,
ZOL e SAL+OZN, porém nos grupos ZOL+OZN nota-se um aumento no namero de linfocitos.

Laminas coradas com HE. Magnificacdo de 1000x. Escala aplicada 25um..........c.ccovevenennen. 57

FIGURA 21 - Grafico representativo do nimero de células inflamatérias em regido de coluna
vertebral usando o nimero absoluto de linfécitos como pardmetro. Os grupos demonstrados sdo
SAL, ZOL, SAL+OZN e ZOL+0OZN nos periodos de 30 dias. Observou-se resultados sem
diferenca estatisticamente significativa entre 0S grupos
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FIGURA 22 - Histologia representativa das células inflamatorias (linfécitos) na area de
mandibula, presentes nos grupos SAL (a, f), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+OZN (d, i)
nos periodos de 30 (a, b, ¢, d) e 60 (f, g, h, i) dias. Observa-se nimero reduzido de células
inflamatorias nos grupos SAL e ZOL. J& no grupo SAL+OZN e ZOL+OZN observa-se uma
guantidade aumentada de células. Com esta caracteristica, os resultados foram semelhantes
tanto para o periodo de 30 quanto de 60 dias. Laminas coradas com HE. Magnificacdo de 1000x.
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FIGURA 23 - Gréfico representativo do numero de células inflamatorias em regido de
mandibula usando o nimero absoluto de linfocitos como pardmetro. Os grupos demonstrados
sdo SAL, ZOL, SAL+OZN e ZOL+OZN nos periodos de 30 e 60 dias. Observou-se resultados
estatisticamente significativos na comparagdo entre os grupos SAL+OZN e ZOL+OZN e 0s
grupos SAL e ZOL, no periodo de 60 dias. No periodo de 30 dias ndo foi observado
estatisticamente relevante entre 0S GrUPOS..........coviieierieriererie et 60

FIGURA 24 - Histologia representativa dos 6rgaos de metabolismo e absor¢do para os animais
do grupo SAL: cérebro (a, f), figado (b, g), mesentério (c, h), pulmdo (d, i) e rim (e, j), nos
periodos de 30 (a, b, c, d) e 60 dias (f, g, h, i, j). Laminas coradas com HE. Magnificacdo de
400X. Escala aplicada 25m........ccveiiiieieecie et 62

FIGURA 25 - Histologia representativa dos 6rgaos de metabolismo e absorcéo para os animais
do grupo ZOL.: cérebro (a, f), figado (b, g), mesentério (c, h), pulmdo (d, i) e rim (e, j), nos
periodos de 30 (a, b, ¢, d) e 60 dias (f, g, h, i, j). Ldminas coradas com HE. Magnificacao de
400X. Escala aplicada 25m........ccviiiiiiii et 64

FIGURA 26 - Histologia representativa dos 6rgaos de metabolismo e absorcdo para os animais
do grupo SAL+OZN: cérebro (a, ), figado (b, g), mesentério (c, h), pulméo (d, i) e rim (e, j),
nos periodos de 30 (a, b, c, d) e 60 dias (f, g, h, i, j). L&minas coradas com HE. Magnificacdo

de 400x. Escala apliCada 25 M .........ooviiiiiiiiiiiieii e 65

FIGURA 27 - Histologia representativa dos 6rgaos de metabolismo e absor¢do para 0s animais
do grupo ZOL+OZN: cérebro (a, f), figado (b, g), mesentério (c, h), pulméo (d, i) e rim (g, j),
nos periodos de 30 (a, b, c, d) e 60 dias (f, g, h, i, j). L&minas coradas com HE. Magnificacdo

de 400x. Escala aplicada 25[M.........cuciiiiiiiic et 66

FIGURA 28 - Histologia representativa dos 6rgéos de metabolismo e absorcéo para os animais
dos grupos SAL (a, f), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+OZN (d, i) da regido
correspondente ao mesentério no periodo de 30 (a, b, ¢, d) e 60 (f, g, h, i, j) dias. Laminas

coradas com HE. Magnificagéo de 400x. Escala aplicada

FIGURA 29 - Grafico representativo do mddulo de elasticidade do teste biomecanico realizado
na regido de colo femoral referente aos grupos SAL, ZOL, SAL+OZN, ZOL+OZN no periodo
de 30 dias. Observou-se diferenca estatisticamente significante entre o grupo ZOL e 0s grupos

SAL e SAL+OZN (%, £), da mesma forma, foi observado resultados estatisticamente



significantes na comparagdo dos grupos ZOL+OZN e os grupos SAL e SAL+OZN (&,

FIGURA 30 - Gréfico representativo da energia de deformacéo do teste biomecanico realizado
na regido de colo femoral referente aos grupos SAL, ZOL, SAL+OZN, ZOL+OZN no periodo
de 30 dias. Observou-se diferenca estatisticamente significante entre o grupo ZOL+OZN e os
grup0S SAL € SALFOZN (B, £).eevereiieieiiiieist sttt et nnas 69
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1 INTRODUCAO

O aumento na expectativa de vida da populagdo mundial impulsiona a ciéncia na busca
de novos materiais e métodos para otimizar o metabolismo do organismo em senescéncia.
Agravos sdo encontrados nessa populacéo, tais como hipertensdo arterial sistémica, diabetes,
anemia e desnutricdo (BERGSTROM; JONSSON; GUSTAFSON; PETTERSSON et al., 2009;
PEDEN, 2005; TOROYAN; PEDEN; IAYCH, 2013). Deste modo, um dos principais tecidos
que sofrem com a senilidade e outras doencas é o tecido 6sseo, principalmente nas mulheres
devido as alteragdes hormonais (BIVER; FERRARI, 2020; KHOSLA; HOFBAUER, 2017;
LIU; LI; MAO; LIU et al., 2019).

O climatério causa uma alteracdo no turnover 0sseo0 e estd associada ao
desenvolvimento de osteopenia e osteoporose, definida como uma alteragcdo na macro e micro
arquitetura 6ssea, em que se observa um desequilibrio no processo de remodelacdo 0ssea, em
que a atividade osteoclastica é aumentada e a atividade osteoblastica é diminuida (KENDLER,;
CHINES; CLARK; EBELING et al, 2020; RAMALHO-FERREIRA; FAVERANI,
MOMESSO; LUVIZUTO et al., 2017; SOZEN; OZISIK; BASARAN, 2017; TARANTINO;
CEROCCHI; SCIALDONI; SATURNINO et al., 2011; WATTS; DORE; BAIM; MITLAK et
al., 2021).

Estas alteracdes na macro e micro arquitetura levam a fragilidade 6ssea, podendo elevar
a susceptibilidade as fraturas mesmo em traumas de baixa energia. Existe uma associacao entre
a diminuicdo da densidade 6ssea e 0 aumento da suscetibilidade as fraturas vertebrais e do colo
do fémur, como consequéncia dessas fraturas a dor, incapacidade e diminui¢do da qualidade de
vida e em muitos casos reducdo da expectativa de vida é observada (CALIRI; DE FILIPPIS;
BAGNATO; BAGNATO, 2007; HU; WANG; SHI; SONG et al., 2020; LEDER; MITLAK;
HU; HATTERSLEY et al., 2020; SOZEN; OZISIK; BASARAN, 2017).

O tratamento medicamentoso para 0s casos de baixa densidade Gssea estd associado
principalmente & administracdo de anti-reabsortivos que v&o inibir a acdo osteoclastica levando
a uma estabilizacao do processo de remodelacdo 0ssea. Pacientes com metastase 6ssea também
necessitam em muitos casos de terapia com medicamentos anti-reabsortivos para controlar a
evolugdo da doenca (ADAMS; ADAMS; RAEBEL; TANG et al., 2018; COLELLA,
CAMPISI; FUSCO, 2009; RUGGIERO, 2011).

Medicamentos anti-reabsortivos tem a capacidade de tratar varias alteracGes patologicas

relacionadas ao "turnover 6sseo0”, como osteopenia, osteoporose e metastases dsseas (DAL



26

PRA; LEMOS; OKAMOTO; SOUBHIA et al, 2017; GOVAERTS; PICCART;
OCKERMAN; COROPCIUC et al., 2020). Qutras classes de medicamentos com diferentes
mecanismos de atuacdo também sdo utilizados, tais como o bevacizumab, um anticorpo
monoclonal inibidor do fator de crescimento endotelial (VGEF) (RAMIREZ; LOPEZ-
PINTOR; CASANAS; ARRIBA et al., 2015), utilizado no tratamento de metastases 6sseas, 0
denosumabe (Inibidor da proteina RANK-L, o ligante do receptor ativador do fator nuclear
kappa B, utilizado no tratamento da osteoporose) (KYRGIDIS; TOULIS, 2011), o sunitib (atua
na inibicdo do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o temsirolimus (inibidor
especifico mTOR - rapamicina). Todas essas medicacGes atuam no metabolismo 0sseo
(DAVIS; MARTYN-ST JAMES; SANDERSON; STEVENS et al, 2016; SAITO;
STERBENZ; MALAY; ZHONG et al., 2017; SANTOS-SILVA; BELIZARIO ROSA;
CASTRO JUNIOR; DIAS et al., 2013).

Observando-se na literatura, o risco para o0 desenvolvimento de osteonecrose é
aumentado de 1,9% a 6,7% quando bifosfonatos ou medicamentos anti angiogénicos sao
utilizados, para pacientes portadores de osteoporose o risco aumenta para 0,21% a cada 4 anos
e até 0,4% quando a administracao € intravenosa (BETH-TASDOGAN; MAYER; HUSSEIN;
ZOLK, 2017; LIMONES; SAEZ-ALCAIDE; DIAZ-PARRENO; HELM et al., 2020; MARX;
CILLO; ULLOA, 2007; RUGGIERO; DODSON; FANTASIA; GOODDAY et al., 2014).

Devido as alteragdes no metabolismo 0ssea, diversas terapias foram propostas visando
a melhoria da fisiologia do tecido G6sseo, o oxigénio hiperbarico, laserterapia e mais
recentemente a ozonioterapia (GOVAERTS; PICCART; OCKERMAN; COROPCIUC et al.,
2020). O ozbnio é uma forma alotrépica do oxigénio, composto altamente instavel que se
desintegra formando oxigénio. Desde o seu desenvolvimento, 0 0zénio medicinal tem sido
utilizado para varias aplicacdes clinicas especificas, como por exemplo a atividade microbicida
(KAZANCIOGLU; EZIRGANLI; DEMIRTAS, 2014; SIVALINGAM; PANNEERSELVAM;
RAJA; GOPI, 2017; SOARES; MORAIS; ARAUJO; MEYER et al., 2019).

A ozonioterapia com aplicacdo médica apresenta atividade desinfetante, melhorando o
reparo e metabolismo 6sseo, atividade antioxidante, modulando as respostas imunoldgicas,
aumento da liberagcdo de fatores de crescimento, melhorando o metabolismo do organismo
inteiro (BAYER ALINCA; SAGLAM; ZENGIN CELIK; HACISALIHOGLU et al., 2020;
ELVIS; EKTA, 2011; STUBINGER; SADER; FILIPPI, 2006).

O uso do ozodnio esté associado a aceleragdo da incorporacdo de enxertos, em modelo
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usando calotas de ratos, o qual se observou que a area de osso neoformada e a quantidade de
material residual foi menor nos grupos que fizeram uso do 0zonio, existindo a especulagéo que
a hiper oxigenacédo causada pelo processo de dissociacdo do 0zonio em oxigénio, fez com que
esse processo otimize o reparo e possivelmente, o dinamismo do tecido, caracterizado pela
remodelacio Ossea acoplada: taxa de absorgdo/formacdo (TOKER H. OZDEMIR H.; H.,
2016).

Compreendendo o mecanismo de acdo dos medicamentos anti-reabsortivos e sua
capacidade de estagnar o metabolismo dsseo e supondo que o0 0zdnio apresenta o potencial de
otimizar a dindmica do tecido 0sseo, atrelado ao ineditismo desta investigagdo pelo
conhecimento dos autores, 0s dados obtidos aqui serdo importantes para a tomada de decisao
clinica no uso desta terapia dentro do espectro médico-odontoldgico. A hipotese do estudo
diante do que foi analisado nos principios bioldgicos do 0z6nio nos tecidos (H1) é que a
utilizacdo da terapia com ozonio poderia melhorar o metabolismo dsseo das ratas com baixa

densidade 6ssea que receberam doses osteoporaticas de acido zoledrénico.

O objetivo do presente estudo pré-clinico é analisar o dinamismo 6sseo (mandibula,
coluna vertebral e colo de fémur) de ratas ovariectomizadas tratadas com acido zoledrénico sob

a influéncia da aplicacao sisttémica do ozonio.
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2 MATERIAIS E METODOS

O desenho do estudo utilizou 110 ratas rattus novergicus da linhagem Wistar, fémeas
com 6 meses de idade e com peso corporal compreendido entre 200 — 250 g. Os procedimentos
de manipulacdo experimental foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (NATIONAL RESEARCH COUNCIL
COMMITTEE FOR THE UPDATE OF THE GUIDE FOR THE CARE AND USE OF
LABORATORY, 2011). O trabalho foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” — UNESP e foi aprovado com o nimero de protocolo 00405-2019(anexo
A).

Durante todo o experimento os animais foram mantidos em gaiolas com quatro animais,
em um ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas
claro e 12 horas escuro), alimentados com ragdo solida durante todo o experimento e gua ad
libitum, exceto no periodo de 12 horas antecedentes aos procedimentos cirdrgicos.

Para que existisse uma correlacdo com o perfil epidemioldgico da osteoporose no ser
humano foram usadas ratas ovariectomizadas (OVX) durante todo o estudo. Para tanto, foi
necessaria a caracterizacdo da arquitetura 6ssea para comprovar a efetividade da ovariectomia
e a diminuicdo da densidade 6ssea dos animais, a caracterizacdo (CAR) foi feita por meio de

Micro ct da regido da cabeca do fémur em dois momentos especificos.

Apos a cirurgia de ovariectomia foi necessario um periodo de trés meses para indugdo
da diminuicdo da densidade 6ssea (CHEN; WANG; SERDAR TULU; ARIOKA et al., 2018;
CHEN; YANG; YAOQO; CUI et al., 2016; WRONSKI; WALSH; IGNASZEWSKI, 1986), em
seguida de forma aleatoria foram selecionados dez animais para a primeira caracterizagdo 0ssea
(grupo caracterizacdo CAR). A selecdo dos animais foi realizada por meio de sorteio com o
auxilio de envelope, todos o0s animais receberam brincos de 1 a 110, os nUmeros
correspondentes foram colocados em um envelope e dez animais foram selecionados para a
primeira caracterizacao, os animais foram submetidos a eutanasia para comprovacéo da eficacia

do procedimento de ovariectomia.

Logo apds a primeira caracterizagdo, foi realizada a randomizacgao dos animais em dois
grupos. A randomizacéo foi feita por meio de envelopes contendo 2 papéis, um com a letra Z
(zoledronato) e outro com a letra S (sem tratamento), cada animal foi retirado de sua gaiola e

um sorteio realizado, o animal foi designado para o grupo corresponde ao papel sorteado, o
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processo foi realizado até que todos os animais fossem divididos nos dois grupos. A
randomizacdo iniciou-se a administracdo de acido zoledronico (n=50) nos animais do grupo
zol, os demais animais (n=50) foram submetidos a aplicacdes de solugédo salina para que 0s
stress fosse 0 mesmo em ambos 0s grupos, 0s animais foram mantidos em acompanhamento

sem tratamento para a diminuigdo da densidade 6ssea, durante um periodo de trés meses.

Apds trés meses, dez animais dos grupos acido zoledrénico e dez animais do grupo sem
tratamento foram selecionados de forma aleatorio por meio de um envelope com os nimeros
dos brincos dos animais pertencentes a cada grupo, para uma segunda caracterizagdo por meio
do Micro ct.

FIGURA 1 - Esquema representativo da linha do tempo do estudo, observa-se periodo de
caracterizacao, divisdo dos grupos e periodos de eutanasia
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Fonte: Autor, 2021

Finalizando o processo de caracterizagdo, um total de 80 animais restantes foram
divididos nos seguintes grupos: os animais tratados com acido zoledrénico foram divididos de
forma aleatoria por meio de envelope e nimero de brincos nos grupos acido zoledrénico (ZOL)
(n=20) e &cido zoledrbnico + 0zdnio (ZOL+OZN) (n=20) e os animais que pertencem ao grupo
sem tratamento foram subdivididos em dois grupos solugéo salina (SAL) (n=20) e solucdo +
acido zoledrénico (SAL+OZN) (n=20).



30

2.1 Ovariectomia bhilateral

As ratas foram anestesiadas com cloridrato de xilazina (Xilazina - Coopers, Brasil,
Ltda.) 5mg/kg e Cloridrato de quetamina 50mg/kg (Ketamina, Fort Dodge, Saude Animal
Ltda.) por via intramuscular e a seguir feitas incisdes nas regides de flanco direito e esquerdo,

em seguida divulsao por planos e acesso aos ovarios que foram removidos.

2.2 Protocolo medicamentoso: acido zoledronico

O tratamento com 4&cido zoledronico (AZ) para tratar a osteoporose em humanos
geralmente é estabelecido por meio da administracdo endovenosa de 5 mg da medicacdo em
dose Unica anualmente (HAO; WANG; WANG; LU et al., 2015; KHAJURIA; VASIREDDI;
TREBBIN; KARASIK et al., 2017). Esta dosagem corresponde a 10% daquela utilizada no
protocolo medicamentoso oncolégico com a mesma medicacdo. Deste modo, 0s mesmo
parametros usados para adequacao de dose, avaliando tempo de vida médio do animal, o peso
e a superficie corporal da espécie utilizada, neste caso foram ratas Rattus novergicus da
linhagem Wistar, a dose estabelecida foi de 100ug/Kg a cada 28 dias, em que esta posologia é
semelhante aos estudos previamente publicados (OLEJNIK; FALGAYRAC; DURING;
CORTET et al., 2016; SHIRAKI; TANAKA; SUZUKI; UEDA et al.,, 2017; TURKER,;
ASLAN; CIRPAR; KOCHAI et al., 2016; YANG; PAN; YU; CHEN et al., 2015).

O plano de tratamento medicamentoso teve duracdo de cinco meses e a administracao
de veiculo ou &cido zoledrdnico (Sigma Chemical®, St Louis, MO, EUA) para os grupos (ZOL,
ZOL+0ZN) ocorreu pela via intraperitoneal, obedecendo um intervalo de vinte e oito dias (28

dias) entre as injec0es.
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FIGURA 2 - Esquema representativo do inicio e os intervalos de aplicacdo do &cido zoledrdnico nos
animais participantes dos grupos ZOL e ZOL+ OZN
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Fonte: Autor, 2021

2.3 Protocolo medicamentoso: Oz6nio

A aplicacdo da medicacgdo do ozénio foi baseada em estudos prévios, em que a literatura
mostra que 0 0zdnio em uma concentracdo de 0,7mg/kg apresenta bons resultado na reparacédo
de defeitos de calota associado a biomateriais ou ndo, no reparo alveolar e no tratamento da
doenca periodontal (KAN; SENCIMEN; BAYAR; KORKUSUZ et al., 2015; KOCA;
YURTTAS; BILGIC; CAYCl etal., 2010; SAGLAM; ALINCA; CELIK; HACISALIHOGLU
et al., 2020).

Este protocolo foi aplicado nos grupos SAL+OZN (n=20) e ZOL +OZN (n=20). Para a
aplicacdo da ozonioterapia, foi utilizado o aparelho fornecido pela empresa OZONE&LIFE
INDUSTRIA, COMERCIO E SISTEMAS LTDA (S30 José dos Campos — SP), sendo realizado
aplicacdo do gas 0zonio via intraperitoneal em uma seringa descartavel de 30 ml com agulha

de calibre 25mm x 0,07mm, as aplicac¢Ges foram feitas de 2 em 2 dias até o final do experimento.
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FIGURA 3 - Esquema representativo do inicio e os intervalos de aplicacdo do 0zdnio nos animais
participantes dos grupos SAL+OZN e ZOL+ OZN
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Fonte: Autor, 2021

2.4 Eutandsia e obtencdo das amostras

Os animais foram anestesiados, nas mesmas doses e utilizando 0os mesmos anestésicos
descritos anteriormente e, procedeu a perfusdo transcardiaca com solucdo salina fisiolégica
acrescida de 0,1% de heparina (100 ml), seguida de solucdo fixadora (800 ml), constituida de
4% de formaldeido (Sigma Chem ical®, Saint Louis, MO, EUA) em tampao fosfato salino
(PBS - Sigma Chemical®), 0,1M, 4°C, pH 7,4.

2.5 Caracterizacdo da microarquitetura 6ssea

A analise foi realizada usando a microtomografia computadorizada (Micro ct) SkyScan
1176 Bruker Micro CT, Aatselaar, Bélgica, 2003), em que foram obtidos os parametros
referentes a quantidade do tecido 6sseo (BV/TV= porcentagem do volume 6sseo) e qualidade
do tecido 6sseo (Th.Th= espessura do trabeculado désseo, Th.SP= separacdo das trabéculas
0sseas e Th.N= numero das trabéculas, Po. Tot= porosidade total) (BOUXSEIN; BOYD;
CHRISTIANSEN; GULDBERG et al., 2010).

Essas comparagdes da microarquitetura dssea da regido de cabeca femoral, desde o
momento da realizacdo da cirurgia de ovariectomia, bem como apos as terapias ZOL e SAL, 0s

parametros microtomograficos BV.TV e Th.Th mostraram os maiores dados para o grupo CAR
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em relacdo aos demais grupos (p<0,05). Portanto, CAR>SAL=ZOL. Para Th.N e Th.Sp, as
comparagdes mostraram dados sem diferencas significativas (p>0,05). O parametro Po.Tot
mostrou menor valor para o grupo CAR em relagdo aos outros grupos (p<0,05), assim,
CAR<SAL=ZOL (Figuras 4 e 5).

FIGURA 4 - Figura representativa da reconstrucdo microtomogréfica dos grupos CAR, SAL e ZOL,
observa-se uma diminuicdo das trabéculas e aumento das corticais no 0sso da regido de cabeca femoral
dos grupos ZOL em relacdo ao CAR e SAL.

CAR

Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 5 - Representacdo gréafica da microtomografia da regido de cabega femoral dos animais da
caracterizacéo, observa-se diferengas estatisticamente significativa entre o grupo CAR e 0s grupos SAL
e ZOL nos parametros (BV.TV/Tb.Th) (a, d)), no parametro Po.Tot (e) os grupos SAL e ZOL
apresentaram diferenca estatisticamente significante em comparagao ao grupo CAR.
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2.7 Processamento histologico das amostras

As pecas coletadas das regides de mandibula, coluna vertebral e fémur dos animais dos
grupos SAL, ZOL, SAL+OZN e ZOL+OZN passaram pelo processamento histolégico padrao
com fixacdo (formaldeido 4%), lavagem em agua corrente e desmineralizadas em solucéo
constituida de PBS acrescida de 10% de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma
Chemical®), durante 60 dias.

Apos a descalcificacdo, a regido correspondente ao alvéolo mandibular do primeiro
molar e colo do fémur foram separadas. Assim, as pecas foram desidratadas numa sequéncia de
alcoois (70 a 100%). Ap0s estas etapas, realizou-se a diafanizacdo com xilol para posterior
inclusdo em parafina para obtencdo das laminas. Foram coletados, de lingual para vestibular,
as seccdes histoldgicas da porcao do alvéolo dental e tecidos adjacentes a serem analisados, em
namero de trés secgdes histoldgicas, em duplicata, situadas na porcao vestibular, média e
lingual do alvéolo dental para se efetuar a analise histoldgica. As imagens foram capturadas via
utilizacdo de camera digital (AxioCam®, Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplada ao
microscopio optico (AxioLab®) e conectada a um microcomputador. Todas as analises foram
realizadas por um histologista certificado (EE), previamente calibrado e cego aos tratamentos.
As seccOes pares apds a microtomia foram destinadas para a coloragdo em hematoxilina e
eosina (HE).

2.8 Analises

2.8.1 Histologia/Histometria
2.8.1.1 Padrao do tecido 6sseo

As fotomicrografias das laminas histologicas foram obtidas a partir de uma camera
fotografica (LeicaR DC 300F microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland) acoplada em um
microscopio optico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland). As imagens foram salvas em
TIFF e transferidas para o programa computacional ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). As analises foram realizadas por um observador calibrado por duas vezes
em periodos diferentes com pelo menos 7 dias de intervalo entre uma anélise e outra. Ap0s cada

analise, o teste estatistico kappa foi aplicado para verificar o erro intra-examinador. Somente
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com valores de k>0,8 os dados foram tabulados para a analise estatistica.

Para a analise histolégica/histométrica do padrdo de tecido 0sseo na regido do colo do
fémur, coluna vertebral e mandibula, uma fotomicrografia foi realizada em cada regido desses
0ssos analisados em microscopio 6ptico, como previamente descrito, utilizando a objetiva de
6,3x. A avaliacdo histologica envolveu a descri¢do das caracteristicas do tecido 6sseo cortical
e medular, dos diferentes grupos experimentais (SAL, ZOL, SAL+0ZN, ZOL+OZN),
observando se as terapias aplicadas exerceram influéncia no dinamismo do 0sso das regides
analisadas, nos periodos de 30 e 60 dias apds os procedimentos de ovariectomia (30 e 60 dias
para colo femoral e somente 30 dias para coluna vertebral).

Visando a padronizacdo da regido de analise no tocante a coluna vertebral, o estudo de
(CHEN; ZHOU; EMURA; SHOUMURA, 2009) padronizou a vertebra L4 como sendo a regido
mais propicia para esta andlise. Para as mandibulas foi padronizado a regido de septo

interradicular do primeiro molar como area de interesse para analise.

Ja para a andlise quantitativa (histometria), no programa Image J, antes do inicio da
histometria, a calibracdo foi realizada por meio de uma régua calibradora fotomicrografada na
mesma objetiva da analise de interesse, nesta primeira, de 6,3x. Utilizando a ferramenta
"straight" delimitou-se a distancia entre duas marcagdes das réguas que equidistam a 100 um,
0 que foi calibrado nas configuracdes do programa (*'set scale™). A partir deste momento, as
fotos das laminas foram abertas e utilizando a ferramenta "free hands", um pesquisador que néo
conhecia a codificacdo do grupo experimental (TJLN), mensurou a quantidade de 0sso na regido
do tecido 6sseo do colo femoral e na coluna vertebral. Em seguida, com a ferramenta
"rectangle”, toda a extensédo da foto, correspondente a lamina fotografada, foi calculada a area
total. Assim, o valor da porcentagem de area de tecido 6sseo nas regides de interesse em relagédo

a 4rea total foi calculado.

2.8.1.2 Porcentagem de tecido ésseo vital

Para o calculo da porcentagem de tecido ésseo vital, as mesmas laminas foram
fotomicrografadas com a objetiva de 100x e auxilio de 6leo de imersdo, padronizando sempre
a regido mais central da cabeca femoral, da coluna vertebral e da mandibula selecionada e a
regido do septo interadicular do primeiro molar inferior. Apds as imagens serem salvas em

formato TIFF no programa Image J, por meio da ferramenta "grid”, 130 pontos ficaram
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estabelecido para todos 0s grupos €, a quantidade de ostedcitos foi mensurada para cada tempo
e grupos experimentais. Em seguida, com a ferramenta "rectangle”, toda a extenséo da foto,
correspondente a lamina fotografada, foi calculada a area total. Assim, o valor da porcentagem

de osso vital em relacdo a area total foi calculado.

2.8.1.3 Contagem de células inflamatorias

Todas as etapas metodologicas mencionadas no item anterior (1.8.1.2) foram realizadas
também neste item para a contagem das células inflamatdrias, com énfase em linfécitos. A
contagem de células inflamatdrias tem por objetivo analisar se as terapias aplicadas influenciam
o dinamismo do 0sso nas regides analisadas para os diferentes grupos experimentais (SAL,
ZOL, SAL+0OZN, ZOL+0OZN), nos periodos de 30 e 60 dias apds os procedimentos de
ovariectomia (30 e 60 dias para colo femoral e mandibula e somente 30 dias para coluna

vertebral).

2.8.2 Biopsia de 6rgaos de absorcéo e metabolismo

Orgéos de absorcdo e de metabolismo foram coletados para a anélise histopatoldgica.
Assim, mesentério, pulmdes, o figado, rim e cérebro serdo coletados e imediatamente fixados
em formalina 10% tamponada. As pegas foram microtomizadas e coradas em hematoxilina e
eosina (HE). A analise histopatoldgica foi realizada em microscopia Optica e possiveis
alteracdes nos o6rgdos, tais como presenca de infiltrado celular, tecidos hiperpléasicos,
transformacdes metaplasicas ou displasicas, foram analisadas entre 0s grupos experimentais
(LEGEROS; CRAIG, 1993).

2.8.3 Analise biomecanica

Os colos dos fémures foram removidos para o ensaio biomecanico. Os 0ssos foram
retirados e dissecados, identificados por grupo experimental, em seguida foram envolvidos por
gazes embebidas em solucéo fisioldgica e congelados em freezer a temperatura de -20°C, até o

momento do ensaio.

Os ensaios mecanicos de flexdo sobre o colo de fémur foram realizados sobre a regido

que envolvem as estruturas anatbmicas trocanter, colo e cabeca femoral. Estas estruturas foram
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fixadas em uma base feita de resina acrilica para padronizacao, os ensaios foram realizados no
Laboratdrio de ensaios mecanicos do Departamento de Materiais Odontoldgicos e Prétese da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA/Unesp), na maquina de ensaio DL 3000 (EMIC,
Sdo José dos Pinhais/PR, Brasil). No ensaio de compressdo sobre o colo de fémur, as bases
feitas de resina acrilica foram fixadas em uma base para estabilizacdo. Uma célula de carga
KRATOS® modelo KM, com capacidade de até 200 kgf foram utilizadas e ligadas a uma ponte
de extensometria SODMEX®, modelo CAE201. As deflexBes foram registradas por um relogio
comparador Mitutoyo® com precisao de centésimos de milimetros. Uma pré-carga de 0,5 kgf
foi utilizada para acomodacdo do sistema: maquina, acessoérios e 0sso, com um tempo de

acomodacéo de 1 minuto. A velocidade de aplicacdo da carga foi de 0,50 mm/min.

Em face dos resultados coletados, o sistema forneceu os graficos de carga versus
deflex&o para cada 0sso submetido ao ensaio mecanico, e a partir das curvas, as propriedades
mecanicas para cada situagdo foram obtidas: limites de proporcionalidade (LP), limites
méaximos (LM), rigidez (R) e resiliéncia (E). O LP é identificado como sendo o Gltimo ponto
onde se encontra o segmento reto da curva carga x deflexdo; LM sdo os maiores valores da

carga e deflexdo observados em cada ensaio (ponto maximo).

Foram confeccionados graficos onde o deslocamento e a deformacdo foram
representados, usando estes graficos foram analisados os médulos de elasticidade e a energia
de deformacdo. O modulo de elasticidade foi obtido a partir da inclinagdo da curva
deslocamento deformacdo, ja a energia absorvida pelo corpo foi calculada através da area sob

a curva forca deformacao.

2.9 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o programa Sigmaplot 12.0 (Exakt
Graphs and data analysis, San Jose, CA, USA). Todos os valores obtidos das analises
quantitativas foram submetidos inicialmente ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Para o
parametro de porcentagem de tecido 0sseo na regido de cabeca femoral e mandibula, o teste
ANOVA-2 fatores (grupos vs periodos de analise) foi aplicado e em seguida o pds-teste Tukey.
Para 0 mesmo parametro para a coluna vertebral, o teste ANOVA-1 fator (grupos experimentais
somente no periodo de 30 dias) foi aplicado e pos-teste de Tukey. Em todos os testes foi

considerado p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Analise histologica

As fotomicrografias dos grupos experimentais, representados pela regido do colo
femoral, coluna vertebral e mandibula mostraram que independentemente do periodo analisado
(30 ou 60 dias), a proporcéo de tecido 6sseo cortical e do trabeculado 6sseo apresentou um
aparente desequilibrio com maior volume de trabeculado em detrimento da cortical dssea. Nas
regibes mais criticas, representadas pela medular, as trabéculas eram finas, com consideravel
espacamento entre elas. A administracdo do ZOL claramente promoveu maior quantidade de
tecido dsseo cortical em detrimento do osso trabecular, com maior espessura das trabéculas e
menor distanciamento das mesmas, mais evidente nas laminas do periodo de 30 dias. Aos 60
dias, havia maior area de 0sso em comparag¢do com o grupo SAL, porém menos que aos 30
dias. Ja em relacéo ao grupo SAL+OZN, independentemente do periodo analisado, as laminas
ndo mostraram efeitos adicionais em comparagdo com o grupo SAL. O grupo ZOL+OZN
mostrou de forma clara a grande area de 0sso, em ambos o0s periodos, com trabéculas espessas

e pouco espacadas, até maiores aparentemente ao grupo ZOL (Figura 6)

3.2 Area de Tecido 6sseo nas regides de cabeca femoral, coluna vertebral e

mandibula

A porcentagem de 0ss0 na regido da cabeca femoral no periodo de 30 dias foi maior nos
grupos ZOL+OZN (76,1£20,10) e ZOL (56+13,07), seguida dos grupos SAL+OZN
(20,46+7,35) e SAL (18,27+10,47) (p<0,05), em que tanto nas interacbes ZOL versus
ZOL+0ZN, quanto SAL versus SAL+OZN, os valores ndo diferiram em relacdo aos
parametros estatisticos (p>0,05). Portanto, a representacdo das interacdes estatisticas pode ser
representada como na sequéncia a seguir: SAL=SAL+0ZN<ZOL=ZOL+ZOL+0OZN. Aos 60
dias, 0 mesmo comportamento foi observado, porém os grupos ZOL+OZN (52,98+14,34) e
ZOL (3645,85) mostraram os maiores valores de porcentagem de area, nao diferindo entre eles
(p>0,05), e os demais grupos apresentaram os menores valores, SAL+OZN (25,56+16,85) e
SAL (17,64+7,82) (p<0,05). Assim, SAL=SAL+OZN<ZOL=ZOL+ZOL+OZN. Na
comparacao intragrupo, nenhum grupo apresentou alteracdo nos valores entre os periodos de
30 e 60 dias (p>0,05) (Figura 7).
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FIGURA 6 - Imagem histolégica representativa da area de tecido 6sseo em regido de cabeca femoral,
nos grupos SAL (a, e), ZOL (b, f), SAL+OZN (c, g), ZOL+ OZN ( d, h) nos periodos de 30 (a, b, c, d)
e 60 (e, f, g, h) dias. No periodo de 30 dias (a, b, ¢, d), o grupo ZOL+OZN apresentou maior area de
tecido 6sseo em comparacdo com SAL (a), ZOL (b) e SAL+OZN (c). Ja o grupo ZOL (b) apresentou
resultados mais significativos em comparacao ao grupo SAL (a) e SAL+OZN (c). No periodo de 60
dias, o grupo ZOL+OZN (h) apresentou resultado promissor em comparagdo ao grupo SAL (e) e
SAL+OZN (g). Laminas coradas com HE. Magnificacdo de 40x. Escala aplicada 100um.
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Fonte: Autor, 2021
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Figura 7 — Gréfico representativo da area de tecido 6sseo em regido de cabega femoral representado em
porcentagem de tecido ésseo. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL, SAL+OZN e ZOL+OZN nos
periodos de 30 e 60 dias. Observa-se no periodo de 30 dias diferenca estatisticamente significativo entre
os grupos ZOL+OZN e os grupos SAL, ZOL e SAL+OZN (€, £, ¥), 0 grupo ZOL apresentou diferenga
estatisticamente relevante quando comparado ao grupo SAL e SAL+OZN (a, B). No periodo de 60 dias
notou-se diferenca estatistica entre o grupo ZOL+OZN e os grupos SAL e SAL+OZN (p, m)

Area de 0sso em regido de cabeca femoral

90

80 £E€EY

70

60 Ba U Tr
40
30
20 I

0

30 dias 60 dias
ESAL mZOL SAL+ZOL ZOL+0OZN

Porcentagem

Fonte: Autor, 2021

Na analise histométrica da coluna vertebral aos 30 dias, a menor porcentagem de tecido
6sseo foi observada no grupo SAL (12,73+5,44) diferindo dos demais grupos que apresentaram
0os maiores valores de tecido dsseo [SAL+OZN (27,81+18,50), (ZOL (42,86+7,36), e
ZOL+0ZN (59,22+8,48)] (p<0,05). Portanto, SAL<ZOL=SAL+OZN=ZOL+OZN.

Para a regido de coluna vertebral, que foi analisada somente aos 30 dias, na histologia
intergrupos, as diferencas na microarquitetura 6ssea foram menos evidentes quando da
aplicacdo do ZOL em comparagéo ao grupo SAL e na aplicagdo do OZN no grupo SAL+OZN.
A maior diferenca foi encontrada no grupo ZOL+OZN, em que foi notada maior quantidade de

tecido 6sseo na regido do canal medular em comparagéo aos demais grupos. (Figuras 8 e 9).
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FIGURA 8 - Imagem histoldgica representativa da area de tecido 6sseo em regido de coluna vertebral,
nos grupos SAL (a), ZOL (b), SAL+OZN (c), ZOL+ OZN (d) nos periodos de 30 (a, b, ¢, d). Observou-
se maior area de tecido 6sseo no grupo ZOL+OZN (d) em comparagdo ao grupo SAL (a). Laminas
coradas com HE. Magnificacéo de 40x. Escala aplicada 100pum.
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Fonte: Autor, 2021

FIGURA 9 - Grafico representativo da area de tecido 6sseo em regido de coluna vertebral representado
em porcentagem de tecido 6sseo. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL, SAL+OZN e ZOL+0OZN no
periodo de 30 dias. Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos ZOL+OZN

e SAL.
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A porcentagem de tecido dsseo presente na regido mandibular no periodo de 30 dias foi
estatisticamente semelhante entre os grupos SAL (29,16+£10,13), ZOL (30,61+1,58),
SAL+OZN (26,19+1,92), ZOL+OZN (31,15%£2,60) (p>0,05), os resultados podem ser
representados da seguinte maneira (SAL=ZOL=SAL+0OZN=ZOL+0OZN). Aos 60 dias,
observa-se resultados estatisticamente significantes entre os grupos ZOL+OZN (39,10+4,82) e
0s grupos SAL (23,81+3,91) e SAL+OZN (28,02+4,82) (p<0,05), ja o grupo ZOL (36,64+4,65)
apresentou resultados estatisticamente significantes quando comparado aos grupos SAL
(23,81+3,91) e SAL+OZN (28,02+0,83) (p<0,05), os resultados podem ser representados da
seguinte forma (ZOL=ZOL+0OZN>SAL=SAL+OZN).

Para analise da regido mandibular dos animais, a area escolhida foi a regido de septo
interradicular do primeiro molar nos periodos de 30 e 60 dias. Para o periodo de 30 dias nao foi
observada diferenga estaticamente significante entre os grupos (SAL, ZOL, SAL+OZN,
ZOL+02ZN) podendo ser representado da seguinte forma
(SAL=ZOL=SAL+0OZN=ZOL+0OZN). Ja para o periodo de 60 dias observou-se resultado
estatisticamente significante entre os grupos ZOL (36,64+4,06) e ZOL+OZN (39,10+0,5) e os
grupos SAL (23,84+3,64) e o grupo SAL+OZN (28,02+4,4), os resultados podem ser
representados da seguinte forma (ZOL=ZOL+OZN>SAL=SAL+0ZN) (p>0,05, Teste Anova
2 fatores) (Figuras 10 e 11).
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FIGURA 10 - Imagem histoldgica representativa da area de tecido ésseo em regido de mandibula, nos
grupos SAL (a, f), ZOL (b, f), SAL+OZN (c, g), ZOL+ OZN ( d, h) nos periodos de 30 (a, b, c, d) e 60
(f, g, h, i) dias. No periodo de 30 dias (a, c, d, €). No periodo de 30 dias ndo foi observado diferenca
estatisticamente significante entre os grupos analisados. No periodo de 60 dias observou-se diferenca
estatisticamente significante entre o grupo ZOL e os grupos SAL e SAL+0ZN, da mesma forma, foi
observado resultado estatisticamente relevante na comparagdo do grupo ZOL+OZN e os grupos SAL e
SAL+OZN. Laminas coradas com HE. Magnificacdo de 40x. Escala aplicada 100um.
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Figura 11 - Grafico representativo da rea de tecido 6sseo em regido mandibular representado em
porcentagem de tecido 0sseo, 0s grupos demonstrados sdo SAL, ZOL, SAL+OZN e ZOL+0OZN nos
periodos de 30 e 60 dias. No periodo de 30 dias ndo se observou diferenga entre os grupos SAL,
ZOL, SAL+OZN e ZOL+OZN. No periodo de 60 dias observou-se diferenca estatisticamente
significante entre o grupo ZOL+OZN e os grupos SAL e SAL+OZN (o), da mesma forma, foi
observado resultado estatisticamente relevante na comparacdo do grupo ZOL e os grupos SAL e
SAL+OZN (m)
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3.3 Tecido 0sseo vital

A imagem representativa dos grupos experimentais evidenciando a magnitude de tecido
6sseo vital na regido de cabeca femoral nos periodos de 30 e 60 dias pode ser visualizada na
figura. Algumas regides, com especialidade o grupo ZOL, tiveram a matriz extracelular sem
ostedcitos, apresentando osteoplastos vazios, o que mostrou desvitalidade do tecido ésseo. O
grupo ZOL+OZN foi capaz de apresentar regides da matriz extracelular com osteocitos
preenchendo as laminas representaram 0sso com maior vitalidade, como observado na figura
12 (i).
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De forma quantitativa, no periodo de 30 dias mostrou que o grupo ZOL+OZN tinha
maior numero de ostedcitos (10,66+3,31), sequida do grupo SAL (7,11+1,36), o qual ndo
diferiu de SAL+OZN (6,44+2,29) e, estes se apresentaram maiores que o grupo ZOL
(4,33+2,06). (p<0,05) (ZOL+OZN>SAL=SAL+0OZN>ZOL) (Figura 12). Aos 60 dias,
somente a comparagdo ZOL+OZN (8+2,3) vs ZOL (5+1,44) apresentou relevancia

estatisticamente significativa (p=0,045) (Figura 13).

FIGURA 12 - Histologia representativa da area de tecido 6sseo na area de cabeca femoral buscando
evidenciar areas de tecido dsseo vital representada por meio dos ostedcitos. Os grupos representados
sdo SAL (a, f), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+0OZN (d, i) nos periodos de 30 (a, b, c, d) e 60 (f,
g, h, i) dias. Observa-se nimero acentuado de osteécitos no grupo SAL+OZN (d) quando comparado
aos grupos SAL, ZOL, SAL+OZN (a. b, ¢) no periodo de 30 dias (a, b, ¢, d). Ja no periodo de 60 dias
0s grupos SAL+OZN e ZOL+0OZN (h, i) possuem comportamento similar. Nos grupos SAL (f) e ZOL
(9), o numero de ostetcitos foi menor. Laminas coradas com HE. Magnificacdo de 1000x. Escala
aplicada 25um.



Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 13 - Gréfico representativo da area de tecido 6sseo vital em regido de cabega femoral usando
0 nimero absoluto de ostedcitos como parametro. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL, SAL+OZN
e ZOL+OZN nos periodos de 30 e 60 dias. Aos 30 dias, observou-se resultados estatisticamente
significativos na comparacdo entre os grupos ZOL+OZN e os grupos SAL, ZOL e SAL+OZN. No
periodo de 60 dias notou-se diferenga estatistica entre os grupos ZOL+OZN e ZOL.
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Jé& para a regido de coluna vertebral, nenhuma diferenca significativa foi encontrada para
a quantidade de ostedcitos aos 30 dias de analise, como pode ser notada na figura representativa

14 e nas comparag0es intergrupos. (p>0,05, Teste Anova 1 fator) (Figura 15).
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FIGURA 14 - Histologia representativa da area de tecido 6sseo na &rea de coluna vertebral buscando
evidenciar areas de tecido 6sseo vital representada por meio dos ostedcitos. Os grupos representados
sdo SAL (a), ZOL (b), SAL+OZN (c) e ZOL+0OZN (d) nos periodos de 30 (a, b, c, d) dias. Observou-se
nUmero maior de ostedcitos nos grupos SAL e SAL+OZN (a, ¢), os resultados foram aproximados entre
0s dois grupos ZOL e ZOL+0OZN (b, d) que foram menores quando comparado aos grupos anteriores.
Laminas coradas com HE. Magnificagdo de 1000x. Escala aplicada 25um.
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FIGURA 15 - Grafico representativo da area de tecido 6sseo vital em regido de coluna vertebral usando
0 numero absoluto de ostedcitos como parametro. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL, SAL+OZN
e ZOL+OZN nos periodos de 30 dias. Os resultados estatisticos ndo foram significativos para 0s grupos
analisados.

Contagem de ostedcitos na regiao de coluna
vertebral

30 dias

NUmeros absolutos
N w B (2] (o)) ~

=

BSAL mZOL mSAL+OZN ®ZOL+OZN

Fonte: Autor, 2021



51

Para andlise do numero absoluto de ostedcitos em regido mandibular nos periodos de
30 e 60 dias. Para o periodo de 30 dias observou-se diferenca estatisticamente significante entre
0 grupo ZOL+OZN (16+2,9) e os grupos SAL (10+2,1), ZOL (8+4) e SAL+OZN (10+2,9), 0
resultado pode ser representado por (ZOL+OZN>SAL=SAL=SAL+OZN). Ja para o periodo
de 60 dias observou-se resultado estatisticamente relevante entre os grupos ZOL+OZN
(15£1,7) e os grupos SAL (11+6,4) e ZOL (9+1,7), o resultado pode ser representado da
seguinte maneira (ZOL+OZN>SAL=Z0L) (p>0,05, Teste Anova 2 fatores) (Figuras 16 e 17).

FIGURA 16 - Histologia representativa da area de tecido 6sseo na area mandibular buscando
evidenciar areas de tecido dsseo vital representada por meio dos ostedcitos. Os grupos representados
sdo SAL (a, f), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+0OZN (d, i) nos periodos de 30 (a, b, ¢, d) e 60 (f,
g, h, i) dias. Observa-se nimero acentuado de ostedcitos no grupo ZOL+OZN em comparacdo aos
grupos SAL, ZOL, SAL+OZN, ja para o periodo de 60 dias os resultados sdo similares aos 30 dias onde
0 grupo ZOL+OZN apresentou resultados melhores quando comparado aos demais grupos SAL, ZOL,
SAL+OZN. Laminas coradas com HE. Magnificacdo de 1000x. Escala aplicada 25um.
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FIGURA 17 - Gréfico representativo da area de tecido 6sseo vital em regido mandibular usando o
numero absoluto de ostedcitos como parametro. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL, SAL+OZN e
ZOL+OZN nos periodos de 30 e 60 dias. No periodo de 30 dias ndo foi observado diferenca
estatisticamente significante entre os grupos analisados. No periodo de 60 dias observou-se diferenca
estatisticamente significante entre o grupo ZOL e os grupos SAL e SAL+0ZN, da mesma forma, foi
observado resultado estatisticamente relevante na comparacdo do grupo ZOL+OZN e os grupos SAL e
SAL+OZN.
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3.4 Contagem de células inflamatdrias

As imagens representativas do padrdo inflamatorio nas regides de cabeca femoral,
coluna vertebral e mandibula podem ser visualizadas nas figuras 18, 20 e 22. Na regido de
cabeca femoral aos 60 dias, os grupos com a terapia OZN (SAL+OZN e ZOL+OZN)
apresentam intenso infiltrado inflamatorio, representada pelas células linfocitarias, ja na coluna

vertebral, os grupos apresentaram resposta inflamatoria bem similar na comparacao entre eles.

Para a contagem de células inflamatdrias na regido de cabeca femoral, 0s grupos que
tiveram a aplicacdo do 0zonio possuiram a maior quantidade de células aos 30 dias (ZOL+OZN:
5,3+4,38 ($, £) e SAL+OZN: 3,6 £1,87(*, &)) em relacdo aos demais grupos (SAL: 2,3+2,23 e
ZOL.: 2,22+1,92); p<0,05, em que na comparacdo entre os pares dessas interagcdes ndo houve
diferenca significativa (p>0,05). Portanto, ZOL+OZN=SAL+OZN>SAL=ZOL.. Aos 60 dias,

todos 0s grupos apresentaram o0 mesmo comportamento inflamatorio (p>0,05) (Figura 19).
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FIGURA 18 - Histologia representativa das células inflamatérias (linfocitos) na area de cabeca femoral,
presentes nos grupos SAL (a, f), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+OZN (d, i) nos periodos de 30 (a,
b, ¢, d) e 60 (f, g, h, i) dias. Observa-se nimero reduzido de células inflamatérias nos grupos SAL e
ZOL. Jano grupo SAL+OZN e ZOL+OZN observa-se uma quantidade aumentada de células. Com esta
caracteristica, os resultados foram semelhantes tanto para o periodo de 30 quanto de 60 dias. Laminas
coradas com HE. Magnificacao de 1000x. Escala aplicada 25um.
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FIGURA 19 - Grafico representativo do nimero de células inflamatorias em regido de cabeca femoral
usando o namero absoluto de linfécitos como parametro. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL,
SAL+OZN e ZOL+OZN nos periodos de 30 e 60 dias. Observou-se resultados estatisticamente
significativos na comparacdo entre o grupo ZOL+OZN e os grupos SAL e ZOL, no periodo de 60 dias.
Notou-se diferenca estatistica entre o grupo ZOL+OZN e os grupos SAL e ZOL.
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Para a regido de coluna vertebral, a contagem de células inflamatorias ndo diferiu entre
todos os grupos experimentais no tempo de 30 dias (Teste Anova 1 fator; p=0,410) (Figura 21).
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FIGURA 20 - Histologia representativa das células inflamatérias (linfécitos) na area de coluna
vertebral, presentes nos grupos SAL (a), ZOL (b), SAL+OZN (c) e ZOL+0ZN (d) nos periodos de 30
(a, b, c, d) dias. Observa-se numero semelhante de células inflamat6rias nos grupos SAL, ZOL e
SAL+OZN, porém nos grupos ZOL+OZN nota-se um aumento no nimero de linfécitos. Laminas
coradas com HE. Magnifica¢do de 1000x. Escala aplicada 25pum.
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FIGURA 21 - Grafico representativo do nimero de células inflamatérias em regido de coluna vertebral
usando o namero absoluto de linfécitos como pardmetro. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL,
SAL+0OZN e ZOL+0OZN nos periodos de 30 dias. Observou-se resultados sem diferenga estatisticamente
significativa entre 0s grupos experimentais.
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Ja para regido mandibular, o namero de células inflamatérias seguiu a tendéncia dos
resultados observados em cabeca femoral e coluna vertebral, no periodo de 30 dias ndo foi
observada diferenca estatistica significante entre os grupos (SAL, ZOL, SAL+OZN,
ZOL+0OZN) que pode ser representado como (SAL=ZOL=SAL+OZN=ZOL+OZN) (Teste
Anova 2 fatores; p>0,05). Para o periodo de 60 dias observou-se tendéncia para repeticdo dos
resultados, porém com diferenca estatisticamente significante entre os grupos (SAL+OZN
21,056 e ZOL+OZN 22,06+4,8) comparado aos grupos (SAL 14+4,68 e ZOL 17+6,33), 0s
resultados podem ser representados da seguinte forma (SAL+OZN=ZOL+0OZN>SAL=Z0L).
Teste Anova 2 fatores p<0,05) (figura 23).
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FIGURA 22- Histologia representativa das células inflamatédrias (linfocitos) na area de mandibula,
presentes nos grupos SAL (a, f), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+OZN (d, i) nos periodos de 30 (a,
b, ¢, d) e 60 (f, g, h, i) dias. Observa-se nimero reduzido de células inflamatorias nos grupos SAL e
ZOL.. Jano grupo SAL+OZN e ZOL+OZN observa-se uma quantidade aumentada de células. Com esta
caracteristica, os resultados foram semelhantes tanto para o periodo de 30 quanto de 60 dias. Laminas
coradas com HE. Magnificacdo de 1000x. Escala aplicada 25um.
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FIGURA 23 - Gréfico representativo do nimero de células inflamatdrias em regido de mandibula
usando o namero absoluto de linfécitos como parametro. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL,
SAL+OZN e ZOL+OZN nos periodos de 30 e 60 dias. Observou-se resultados estatisticamente
significativos na comparacdo entre 0s grupos SAL+OZN e ZOL+OZN e os grupos SAL e ZOL, no
periodo de 60 dias. No periodo de 30 dias ndo foi observado estatisticamente relevante entre 0s grupos.
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3.5 Bidpsia de 6rgéos de metabolismo e absorcéo

As figuras 24 a 28 evidenciam a representacdo das caracteristicas histolégicas dos
tecidos e 6rgaos analisados.

O cérebro apresentou caracteristicas microscopicas dentro da normalidade com presenca
acentuada de células, com evidenciagéo de células da glia e corpos neurais e substancia branca

com presenca dentro da normalidade de fibras nervosas e prolongamentos celulares.

O figado apresentou hepatdcitos e 16bulos hepaticos com organizagdo e estrutura dentro
do padrédo de normalidade com todos os elementos fundamentais presentes. O mesentério
observa-se ampla quantidade de tecido conjuntivo frouxo, fibras e vasos. Buscando
compreender melhor a regido responsével pela absor¢do do oz6nio, foi realizada a anélise
histoldgica da regido do mesentério com uma magnificacdo de 1000x e observou-se estruturas

histologicas dentro do padrédo de normalidade do 6rgéo.

O pulméo apresentou-se estruturalmente dentro dos padrdes de normalidade com
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estrutura alveolar, presenca de células e vasos sanguineos. O rim apresentou corpusculo renal

e células renais normais com organizacdo e distribuicdo dentro dos padrdes de normalidade.

Deste modo, as medicacdes ndo causaram alteracdes significativas na morfologia e

histologia dos 6rgédos analisados.



FIGURA 24 - Histologia representativa dos 6rgdos de metabolismo e absor¢do para os animais do
grupo SAL.: cérebro (a, f), figado (b, g), mesentério (c, h), pulmao (d, i) e rim (g, j), nos periodos de 30
(a, b, c, d) e 60 dias (f, g, h, i, j). L&minas coradas com HE. Magnificacdo de 400x. Escala aplicada
25um.
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Fonte: Autor, 2021

FIGURA 25 - Histologia representativa dos 6rgdos de metabolismo e absor¢do para os animais do
grupo ZOL.: cérebro (a, ), figado (b, g), mesentério (c, h), pulmao (d, i) e rim (e, j), nos periodos de 30
(a, b, ¢, d) e 60 dias (f, g, h, i, j). Laminas coradas com HE. Magnificacdo de 400x. Escala aplicada
25um.



" Fonte Autor, 2021

FIGURA 26 - Histologia representativa dos érgdos de metabolismo e absor¢do para os animais do
grupo SAL+OZN: cérebro (a, f), figado (b, g), mesentério (c, h), pulmao (d, i) e rim (e, j), nos periodos
de 30 (a, b, ¢, d) e 60 dias (f, g, h, i, j). L&minas coradas com HE. Magnificacdo de 400x. Escala aplicada
25um.
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Fonte: Autor, 2021

FIGURA 27 - Histologia representativa dos 6rgdos de metabolismo e absorcéo para os animais do grupo
ZOL+OZN: cérebro (a, ), figado (b, g), mesentério (c, h), pulmao (d, i) e rim (e, j), nos periodos de 30
(a, b, c, d) e 60 dias (f, g, h, i, j). Laminas coradas com HE. Magnificacdo de 400x. Escala aplicada
25um.
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FIGURA 28 - Histologia representativa dos érgaos de metabolismo e absor¢do para os animais dos
grupos SAL (a, f), ZOL (b, g), SAL+OZN (c, h) e ZOL+0OZN (d, i) da regido correspondente ao
mesentério no periodo de 30 (a, b, ¢, d) e 60 (f, g, h, i, ) dias. LAminas coradas com HE. Magnificagéo
de 400x. Escala aplicada 25um.
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3.6 Analise Biomecanica

O modulo de elasticidade da regido de colo femoral aos 30 dias apresentou 0s maiores
dados para os grupos SAL+OZN (272,13+30,37) e ZOL+OZN (557,31+£146,16), seguidos dos
grupos SAL e ZOL (p<0,05), possuindo as seguintes interaches estatisticas:
SAL+ZOL=ZOL+0OZN>SAL=ZO0L (Figura 29). J& para a analise necessaria para deformar 0,3
mm o colo de femoral, que é definida como energia de deformacéo, observou-se diferenca
estatistica para os grupos ZOL+OZN (26,56+6,04) e os grupos SAL (10,3+1,1) e SAL+OZN
(9,4£3,61) (p<0,05) (Figura 30).

FIGURA 29 - Grafico representativo do mddulo de elasticidade do teste biomecanico realizado na
regido de colo femoral referente aos grupos SAL, ZOL, SAL+0OZN, ZOL+OZN no periodo de 30 dias.
Observou-se diferenca estatisticamente significante entre o grupo ZOL e 0s grupos SAL e SAL+OZN
(%, £), da mesma forma, foi observado resultados estatisticamente significantes na comparacdo dos
grupos ZOL+OZN e os grupos SAL e SAL+0OZN (&, *).
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FIGURA 30 - Grafico representativo da energia de deformacéo do teste biomecanico realizado na regido
de colo femoral referente aos grupos SAL, ZOL, SAL+OZN, ZOL+OZN no periodo de 30 dias.
Observou-se diferenca estatisticamente significante entre o grupo ZO+OZN e os grupos SAL e
SAL+OZN ($, £).
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4 DISCUSSAO

As aplicagdes biomedicas do ozonio séo relatadas para o reparo de feridas cuténeas,
incorporacdo de enxertos e tratamento da doenga periodontal (ELVIS; EKTA, 2011;
OZDEMIR; TOKER; BALCI; OZER, 2013; STUBINGER; SADER; FILIPPI, 2006;
STUBINGER; SADER; FILIPPI, 2006; ZHANG; GUAN; XIE; LUO et al., 2014), entretanto
poucos estudos avaliaram a agdo do 0zdnio sobre o metabolismo 6sseo. Deste modo, 0 objetivo
deste estudo foi avaliar o potencial do ozénio sobre o dinamismo do metabolismo 6sseo de ratas
ovariectomizadas tratadas com acido zoledrbnico, e a hipdtese apresentada previamente foi
aceita, uma vez que os resultados mostraram que o grupo submetido a associacdo de terapias
ZOL+OZN tiveram resultados superiores do ponto de vista histolégico, histomorfométrico e
biomecanico em comparacéo aos demais grupos SAL, ZOL e SAL+OZN.

Para esta comprovacdo, a avaliacdo histologica foi o primeiro passo, por meio da
investigacao da cronologia e padrao histolégico dos grupos, bem como através da histometria,
em que os grupos ZOL e ZOL+OZN foram os que apresentaram maior porcentagem de volume
0sseo na regido de cabeca femoral, coluna e mandibula em comparacdo aos grupos SAL e
SAL+OZN. Isso pode ser explicado pelo modelo animal utilizado, em que ratas
ovariectomizadas com diminuicdo da densidade de volume dsseo esse resultado é esperado, ja
que o acido zoledronico tem a capacidade de inativar a atividade osteoclastica, inibicdo da
RANKL e, consequentemente manter a quantidade/densidade de tecido 6sseo (CANKAYA,
CIZMECI SENEL; KADIOGLU DUMAN; MUCl et al., 2013; LIMONES; SAEZ-ALCAIDE;
DIAZ-PARRENO; HELM et al., 2020; RAMALHO-FERREIRA; FAVERANI; GROSSI-
OLIVEIRA; OKAMOTO et al., 2015).

A manutencdo do tecido 6sseo apds a administragdo do acido zoledrdnico ja é bem
descrita na literatura, porém este 0sso apresenta-se com atividade bioldgica
(dinamismo/”turnover”) reduzida, levando a quadros importantes como perda de implantes
(STAVROPOULOS; BERTL; PIETSCHMANN; PANDIS et al., 2018) e osteonecrose dos
maxilares (KHAN; MORRISON; HANLEY; FELSENBERG et al., 2015; MARX, 2003;
RUGGIERO, 2011; RUGGIERO; DODSON; FANTASIA; GOODDAY et al., 2014). Na
presente pesquisa, ao analisar o nimero de ostedcitos na regido de cabeca femoral, coluna e
mandibula foi uma alternativa para determinar a satde/vitalidade do tecido 6sseo destas regides,
em que os resultados promissores no grupo ZOL+OZN mostraram aumento significativo do

numero de ostedcitos em comparacdo ao grupo ZOL, dando indicios que 0 o0z6nio alem de
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estimular leucdécitos, eritrocitos, plaquetas, células endoteliais, o metabolismo, a
microcirculacdo (AZARPAZHOOH; LIMEBACK, 2008), aumentar o niumero de osteoblastos
(OZDEMIR; TOKER; BALCI; OZER, 2013). Os resultados do presente estudo corroboram
com Ozdemir et al. (2013) ja que houve nos dois estudos uma suplementacdo da resposta

biolégica com o uso do OZN.

Compreendendo a melhora da resposta bioldgica do 0z6nio, optou-se pela realizacéo da
analise biomecénica na regido de colo femoral. Sabe-se que as fraturas de colo de fémur e
coluna vertebral sdo as fraturas que mais ocorrem nos pacientes portadores de osteoporose
grave e estdo associadas a comorbidades severas e, a terapia com acido zoledrénico é um dos
tratamentos mais preconizados (CAULEY; CAWTHON; PETERS; CUMMINGS et al., 2016;
FINK; MACDONALD; FORTE; ROSEBUSH et al., 2019; YOON; LEE; KIM; KIM et al.,
2013). Os resultados da biomecanica observados no estudo de (DAYISOYLU; SENEL;
UNGOR; TOSUN et al., 2013) mostram que a administracdo do &cido zoledrdnico melhora
consideravelmente as caracteristicas biomecénicas dos 0ssos com baixa densidade,
corroborando com os resultados deste estudo, em que se notou resultados biomecanicos

superiores para 0s grupos submetidos ao tratamento com ZOL (p<0,05).

A melhora das caracteristicas biomecéanicas e o aumento do nimero de ostedcitos para
0 grupo ZOL+ZOL, inclusive apresentando diminuicdo expressiva dos osteoplastos vazios,
provavelmente ocorre devido as caracteristicas moduladoras do 0z6nio com estimulacdo do
metabolismo do oxigénio e energia celular, propriedades imunomodularas, antioxidantes e de
microcirculacio (BAYER ALINCA; SAGLAM; ZENGIN CELIK; HACISALIHOGLU et al.,
2020; ERDEMCI; GUNAYDIN; SENCIMEN; BASSORGUN et al., 2014; KAZANCIOGLU;
EZIRGANLI; DEMIRTAS, 2014). Assim, o ozbénio modulou de forma consideravel
dinamismo 6sseo, estimulando a deposi¢do de matriz 0ssea vital nas ratas tratadas com acido

zoledroénico.

Os efeitos deletérios sobre a homeostase do tecido 6sseo nos pacientes tratados com
acido zoledronio sdo observados independente das doses utilizadas e da via de administragéo,
0 qual apresenta a maior poténcia dentro os bifosfonatos e com meia vida de 10 a 12 anos
(RUGGIERO; DODSON; FANTASIA; GOODDAY et al., 2014; SCHWARTZ, 2015). Sendo
assim, nos 0ss0s com maior sobrecarga mecanica como o fémur, foi notado que a agéo
antirreabsortiva foi maior neste 0sso quando comparada a coluna vertebral, porque nos animais
guadrlpedes como os desta pesquisa, a coluna ndo sofre um impacto mecanico tdo importante

guando comparado ao fémur, deste modo, é possivel justificar a resposta menos efetiva da
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medicac¢do. Ja para a mandibula, pode-se compreender que mesmo que 0s roedores de pequeno
porte, como o rato, desenvolvendo maior for¢a na “acdo mastigatoria” na regido de incisivos,
0s molares apresentam uma acéo de trituracdo e consequentemente, pode-se compreender 0s
resultados mais evidentes da acdo medicamentosa na mandibula em comparacdo também a
coluna. Portanto, mesmo em doses menores e em curtos periodos de tempo, o acido zoledrdnico
é eficaz na diminuicdo da acdo osteocléstica e deste modo, capaz de causar alteracbes no

dinamismo de todo o esqueleto.

Na literatura ha poucos relatos de casos de osteonecrose associada a bifosfonatos em
0ssos longos, areas de importante sobrecarga mecénica, como tibia e fémur (GUPTA; JAIN;
KUMAR; PARIKH, 2009; HUANG; YANG; HSIEH, 2009; ROSSI; LASCIO; KOUROS;
PAGANI, 2015). Para os especialistas e estudiosos da ortopedia, claramente o nimero desses
casos ird aumentar diante do alto nimero de pacientes que utilizam a medicacdo para o
tratamento de osteoporose. Deste modo, a aplicacdo do ozdnio pode ser uma alternativa para
esses pacientes, uma vez que no presente estudo estimulou a deposicao de matriz 6ssea vital de
forma mais acelerada nos animais tratados com acido zoledrdnico. Postula-se que o 0zdnio atua
de modo sinérgico com o zoledronato, em que hd a manutencdo da massa 6ssea em ratas
ovariectomizadas e um estimulo da deposicdo de tecido 6sseo novo, ja que devido a sua
caracteristica de estimulacdo da angiogénese, modula o metabolismo 0Osseo. Portanto, a
associacdo dessas terapias pode ser favoravel para a diminuicdo do surgimento de osteonecrose

relacionada aos medicamentos, no espectro médico-odontoldgico.

Os efeitos adversos do 0zonio sdo relatados por um estudo classico de (MENZEL,
1984), em que o ozénio apresenta efeito molecular, alterando a oxidacdo de aminoacidos e
acidos graxos resultando em toxicidade e assim, levando a efeitos adversos de forma sistémica.
Porém o referido trabalho trata da inalagdo do 0zonio por animais e humanos e muitas vezes
uma administracdo continua, contrapondo a via de administracdo deste trabalho, em que o
ozonio foi aplicado por via intraperitoneal, em doses controladas e em periodos de dois em dois
dias. A analise dos 6rgdos do metabolismo e de absor¢do mostrou estrutura macro e micro
estrutural destes orgdos dentro do padrdo de normalidade, deste modo, a administragdo

controlada do ozénio ndo apresentou efeitos deletérios aos tecidos analisados.

Compreendendo que o 0z6nio € uma medicacdo que atua de forma sistémica no
metabolismo do oxigénio e apresenta efeitos antioxidantes (SOARES; MORAIS; ARAUJO;
MEYER et al., 2019), observou-se um aumento no nimero de células inflamatorias, linfocitos,

nos animais submetidos a terapia com 0z6nio nas regides de cabeca de fémur, coluna e
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mandibula. Pode ser justificado pelo mecanismo de a¢do do 0z6nio nos tecidos, onde peroxidos
produzidos pelo oz6nio regulam moléculas antioxidantes nas células vermelhas, liberando
citocinas, fatores de crescimento, autacoides e deste modo, favorecendo o metabolismo
(SOARES; MORAIS; ARAUJO; MEYER et al., 2019; TRAVAGLI; ZANARDI; BERNINI;
NEPI et al., 2010). Pode-se postular desta forma que o ozonio atua estimulando o sistema
hematopoiético e, por conseguinte, o aumento de células inflamatorias € justificado, porém sem

efeitos deletérios, ja que os 6rgdos de metabolismo e absor¢do mantiveram sua estrutura normal.

O estudo apresentou limitacGes, principalmente em relacdo ao tempo de administracéo
do &cido zoledronico e na correlacdo entre um estudo experimental e a clinica para o tratamento
da osteoporose. Os resultados obtidos sdo vistos em um curto periodo de tempo, ja que a
medicacdo antirreabsortiva apresenta uma meia vida de pelo menos 10 anos. Compreender a
acdo sinérgica entre o ozbnio e o &cido zoledrénico em um longo periodo de tempo é
fundamental, deste modo, € importante observar também, a a¢do do ozdnio nos tecidos em

aplicacdes controladas e determinadas no longo prazo.

Outra questdo importante é a aplicagdo clinica do oz6nio sistémico, pois a via
intraperitoneal apresenta uma morbidade consideravel, outro ponto importante € o ajuste de
dose para que os pacientes tenham o mesmo efeito sinérgico observados nos animais. Pode-se
entender que o modelo animal apresenta uma limitacdo no tocante a biomecanica, visto que, 0
modelo de marcha quadrupede é diferente do humano e deste modo, existe a suposi¢do que a

repercussdo das medicagOes sera diferente principalmente na coluna.

Para novos estudos é importante entender a acdo do 0zbdnio associado ao acido
zoledronico em modelos experimentais de doencas sistémicas, tais como diabetes, hipertenséo,
hepatopatias e nefropatias. Outro ponto importante sera analisar a acdo do 0zonio e sua sinergia
no longo prazo com alternativas obtendo vias de administracdo com menor morbidade, como
por exemplo, pela via nasal, subcutanea ou até mesmo pela via enteral. Outra possibilidade de
estudo é a observacdo clinica do comportamento da coluna vertebral em pacientes
osteopordticos tratados com ozénio e &cido zoledrénico, visto que, a biomecénica €
completamente diferente do modelo animal utilizado neste estudo. Por fim, o presente estudo
analisa apenas o comportamento do tecido 6sseo sem qualquer tipo de injaria, sendo assim,
avaliar os mecanismos em fungédo de modelos de fraturas 0sseas e sitios de extragdes dentarias

sdo de fundamental importancia para as propostas futuras.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o ozbnio apresenta comportamento sinérgico positivo quando
usado no tratamento de ratas com baixa densidade dssea e tratadas com acido zoledronico. O
0zOnio apresentou a capacidade de estimular a dinamica dos ossos da cabeca femoral, coluna e
mandibula, em que o numero de ostedcitos, porcentagem de volume 06sseo e células
inflamatorias foi maior no grupo ZOL+OZN quando comparado ao grupo tratado apenas com

acido zoledronico.

A terapia com 0z6nio ndo causou nenhuma alteracdo deletéria aos 6rgaos e tecidos de
metabolizacdo ou absorc¢éo, sendo assim, a administracdo pela via intraperitoneal no modelo

experimental estudado se mostrou segura.
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