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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.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Esquema representativo da linha do tempo do estudo, observa-se periodo de

caracterizagdo, divisdo dos grupos e periodos de eULANASIA. ...........ccrvrererirenereneese e 29

FIGURA 2 - Esquema representativo do inicio e os intervalos de aplicacdo do acido zoledrdnico

nos animais participantes dos grupos ZOL € ZOL+ OZN.......ccccceviiiiiinniesiene e 31

FIGURA 3 - Esquema representativo do inicio e os intervalos de aplicacdo do 0zonio nos
animais participantes dos grupos SAL+OZN € ZOL+ OZN.........cccecoveieiieeie i 32

FIGURA 4 - Figura representativa da reconstrucdo micro tomogréafica dos grupos CAR, SAL e
ZOL, observa-se uma diminuicéo das trabéculas e aumento das corticais no 0sso da regido de

cabeca feral dos grupos ZOL em relagdo a0 CAR € SAL......cccovviieiieie i 33

FIGURA 5 - Representacdo grafica da micro tomografia da regido de cabeca femoral dos
animais da caracterizacdo, observa-se diferencas estatisticamente significativa entre o grupo
CAR e 0s grupos SAL e ZOL nos parametros (BV.TV/Tb.Th) (d, a), no parametro Po.Tot (e)
0s grupos SAL e ZOL apresentaram diferenca estatisticamente significante em comparacgao ao
[0 U] oT0 IO A S TP PRPR 34

FIGURA 6 - Imagem histolégica representativa da area de tecido 6sseo em regido de cabeca
femoral, 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, €), 0 grupo ZOL+OZN
apresentou maior area de tecido 6sseo em comparagdo 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 comparacao ao grupo SAL (e) e SAL+OZN (g). Laminas coradas com HE. Magnificacdo
de 40x. Escala aplicada LOOM........cciuioiieiieeiie ettt et e e aeeanne s 40

FIGURA 7 - Gréafico representativo da area de tecido 6sseo em regido de cabeca femoral
representado em porcentagem de tecido 6sseo. Os grupos demonstrados sdo SAL, ZOL,
SAL+OZN e ZOL+0OZN 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 (€, £, ¥), o grupo ZOL apresentou diferenga estatisticamente relevante quando
comparado ao grupo SAL e SAL+OZN (o, B). No periodo de 60 dias notou-se diferenca
estatistica entre o grupo ZOL+OZN e os grupos SAL € SALTOZN (L, ) «eeevveevrrineainennens 41



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, c, d). Observou-se maior area de tecido 6sseo no grupo ZOL+OZN (d) em comparacao ao

grupo SAL(a). Laminas coradas com HE. Magnificacdo de 40x. Escala aplicada 100um....... 42

FIGURA 9 - Gréfico 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+OZN no periodo de 30 dias. Observou-se diferenca estatisticamente
significativa entre 0S grupos ZOL+OZN € SAL......ccoiiiiiiiiiiiieeeeee e 43

FIGURA 10 - Imagem histoldgica representativa da area de tecido 6sseo 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, ¢, 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 0s
grupos SAL e SAL+OZN, da mesma forma, foi observado resultado estatisticamente relevante
na comparagao do grupo ZOL+OZN e os grupos SAL e SAL+OZN. Laminas coradas com HE.
Magnificagédo de 40x. Escala aplicada LOOHM. .......ccooiiiiiiiniiiece e s 44

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

EXPEIIMEBNTAIS. ..ottt bbb b bbbt bt st et e e b e b bbbt b e 58

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
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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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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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