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Lima Neto TJ. Análise da dinâmica do tecido ósseo mandibular, colo de fêmur e coluna 

vertebral de ratas com osteoporose induzida tratadas com ácido zoledrônico e administração 

sistêmica de ozônio [dissertação]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade 

Estadual Paulista (Unesp); 2021. 

RESUMO 

Este trabalho teve como objetivo analisar o potencial da terapia com ozônio na dinâmica do 

tecido ósseo de ratas ovariectomizadas tratadas com ácido zolendrônico. Para tanto, 110 ratas 

Wistar, fêmeas, 6 meses de idade foram submetidas à ovariectomia bilateral (Ovx). Após três 

meses, dez animais foram submetidos à eutanásia para caracterização da arquitetura do tecido 

ósseo 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 ácido 

zoledrônico (100 µg/Kg/28 dias) e, no grupo SAL foi administrado 0,45 ml de solução salina 

usando o mesmo protocolo do ZOL. Após três meses desta terapia, 10 animais de cada grupo 

foram submetidos à eutanásia para caracterização da arquitetura óssea (Micro-ct) e os 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). Após este procedimento foi iniciada a 

ozonioterapia em concentração de 0,7mg/kg a cada dois dias até o final do experimento. Após 

30 e 60 dias do início da terapia com ozônio, seis animais de cada grupo foram submetidos à 

eutanásia para a análise e caracterização estrutural óssea das regiões de mandíbula, cabeça 

femoral e coluna vertebral. Uma parte das peças correspondentes ao colo femoral foram 

destinada a testes biomecânicos. As demais amostras coletadas foram descalcificadas e as 

lâminas histológicas foram coradas em hematoxilina e eosina para a análise histométrica (área 

de osso neoformado), contagem de células inflamatórias (linfócitos) e contagem de osteócitos. 

Os órgãos do metabolismo e absorção como mesentério, fígado, rins, pulmão e cérebro foram 

removidos para a avaliação do infiltrado inflamatório e ou qualquer proliferação celular 

desordenada. Para os parâmetros quantitativos de porcentagem de tecido ósseo na região de 

cabeça femoral e mandíbula, o teste ANOVA-2 fatores (grupos vs períodos de análise) foi 

aplicado e em seguida o pós-teste Tukey, quando p<0,05. Já este parâmetro na coluna vertebral, 

o teste ANOVA-1 fator (grupos experimentais, somente no período de 30 dias) foi aplicado e 

pós-teste de Tukey. Em todos os testes foi considerado p<0,05. O tratamento com ácido 

zoledrônio e ozônio (ZOL+OZN) apresentou maior porcentagem de volume ósseo, maior 

número de osteócitos e maior número de células inflamatórias na região de cabeça femoral, 



mandíbula com resultados estatisticamente significantes (p<0,05). Na análise biomecânica do 

colo femoral, o módulo de elasticidade foi semelhante para os grupos ZOL e ZOL+OZN 

(p>0,05), em comparação aos grupos SAL e SAL+OZN (p<0,05). Este estudo in vivo mostrou 

que existe um efeito sinérgico entre o ozônio e o ácido zoledrônico com manutenção da massa 

óssea e restauração da vitalidade do tecido ósseo em ratas ovariectomizadas. Além disso, que a 

terapia com ozônio foi segura no modelo experimental proposto nesta investigação. 

Palavras-chave: Osteoporose. Regeneração óssea. Ozônio. 

  



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 [dissertação]. Araçatuba: 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 µg / 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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1 INTRODUÇÃO 

 O aumento na expectativa de vida da população mundial impulsiona a ciência na busca 

de novos materiais e métodos para otimizar o metabolismo do organismo em senescência. 

Agravos são encontrados nessa população, tais como hipertensão arterial sistêmica, diabetes, 

anemia e desnutrição (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 doenças é o tecido ósseo, principalmente nas mulheres 

devido às alterações hormonais (BIVER; FERRARI, 2020; KHOSLA; HOFBAUER, 2017; 

LIU; LI; MAO; LIU et al., 2019). 

 O climatério causa uma alteração no turnover ósseo e está associada ao 

desenvolvimento de osteopenia e osteoporose, definida como uma alteração na macro e micro 

arquitetura óssea, em que se observa um desequilíbrio no processo de remodelação óssea, em 

que a atividade osteoclástica é aumentada e a atividade osteoblástica é diminuída (KENDLER; 

CHINES; CLARK; EBELING et al., 2020; RAMALHO-FERREIRA; FAVERANI; 

MOMESSO; LUVIZUTO et al., 2017; SÖZEN; ÖZIŞIK; BAŞARAN, 2017; TARANTINO; 

CEROCCHI; SCIALDONI; SATURNINO et al., 2011; WATTS; DORE; BAIM; MITLAK et 

al., 2021). 

 Estas alterações na macro e micro arquitetura levam a fragilidade óssea, podendo elevar 

a susceptibilidade as fraturas mesmo em traumas de baixa energia. Existe uma associação entre 

a diminuição da densidade óssea e o aumento da suscetibilidade as fraturas vertebrais e do colo 

do fêmur, como consequência dessas fraturas a dor, incapacidade e diminuição da qualidade de 

vida e em muitos casos redução 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; SÖZEN; ÖZIŞIK; BAŞARAN, 2017). 

 O tratamento medicamentoso para os casos de baixa densidade óssea está associado 

principalmente à administração de anti-reabsortivos que vão inibir a ação osteoclástica levando 

a uma estabilização do processo de remodelação óssea. Pacientes com metástase óssea também 

necessitam em muitos casos de terapia com medicamentos anti-reabsortivos para controlar a 

evolução da doença (ADAMS; ADAMS; RAEBEL; TANG et al., 2018; COLELLA; 

CAMPISI; FUSCO, 2009; RUGGIERO, 2011).  

 Medicamentos anti-reabsortivos tem a capacidade de tratar várias alterações patológicas 

relacionadas ao "turnover ósseo”, como osteopenia, osteoporose e metástases ósseas (DAL 
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PRÁ; LEMOS; OKAMOTO; SOUBHIA et al., 2017; GOVAERTS; PICCART; 

OCKERMAN; COROPCIUC et al., 2020). Outras classes de medicamentos com diferentes 

mecanismos de atuação também são utilizados, tais como o bevacizumab, um anticorpo 

monoclonal inibidor do fator de crescimento endotelial (VGEF) (RAMÍREZ; LÓPEZ-

PINTOR; CASAÑAS; ARRIBA et al., 2015), utilizado no tratamento de metástases ósseas, o 

denosumabe (Inibidor da proteína  RANK-L, o ligante do receptor ativador do fator nuclear 

kappa B, utilizado no tratamento  da osteoporose) (KYRGIDIS; TOULIS, 2011), o sunitib (atua 

na inibição do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o temsirolimus (inibidor 

específico mTOR - rapamicina). Todas essas medicações atuam no metabolismo ósseo 

(DAVIS; MARTYN-ST JAMES; SANDERSON; STEVENS et al., 2016; SAITO; 

STERBENZ; MALAY; ZHONG et al., 2017; SANTOS-SILVA; BELIZÁRIO ROSA; 

CASTRO JÚNIOR; DIAS et al., 2013). 

 Observando-se na literatura, o risco para o desenvolvimento de osteonecrose é 

aumentado de 1,9% a 6,7% quando bifosfonatos ou medicamentos anti angiogênicos são 

utilizados, para pacientes portadores de osteoporose o risco aumenta para 0,21% a cada 4 anos 

e até 0,4% quando a administração é intravenosa (BETH-TASDOGAN; MAYER; HUSSEIN; 

ZOLK, 2017; LIMONES; SÁEZ-ALCAIDE; DÍAZ-PARREÑO; HELM et al., 2020; MARX; 

CILLO; ULLOA, 2007; RUGGIERO; DODSON; FANTASIA; GOODDAY et al., 2014). 

 Devido as alterações no metabolismo óssea, diversas terapias foram propostas visando 

a melhoria da fisiologia do tecido ósseo, o oxigênio hiperbárico, laserterapia e mais 

recentemente a ozonioterapia (GOVAERTS; PICCART; OCKERMAN; COROPCIUC et al., 

2020). O ozônio é uma forma alotrópica do oxigênio, composto altamente instável que se 

desintegra formando oxigênio. Desde o seu desenvolvimento, o ozônio medicinal tem sido 

utilizado para várias aplicações clínicas específicas, como por exemplo a atividade microbicida 

(KAZANCIOGLU; EZIRGANLI; DEMIRTAS, 2014; SIVALINGAM; PANNEERSELVAM; 

RAJA; GOPI, 2017; SOARES; MORAIS; ARAÚJO; MEYER et al., 2019). 

A ozonioterapia com aplicação médica apresenta atividade desinfetante, melhorando o 

reparo e metabolismo ósseo, atividade antioxidante, modulando as respostas imunológicas, 

aumento da liberação de fatores de crescimento, melhorando o metabolismo do organismo 

inteiro (BAYER ALINCA; SAĞLAM; ZENGIN CELIK; HACISALIHOGLU et al., 2020; 

ELVIS; EKTA, 2011; STUBINGER; SADER; FILIPPI, 2006). 

O uso do ozônio está associado a aceleração da incorporação de enxertos, em modelo 
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usando calotas de ratos, o qual se observou que a área de osso neoformada e a quantidade de 

material residual foi menor nos grupos que fizeram uso do ozônio, existindo a especulação que 

a hiper oxigenação causada pelo processo de dissociação do ozônio em oxigênio, fez com que 

esse processo otimize o reparo e possivelmente, o dinamismo do tecido, caracterizado pela 

remodelação óssea acoplada: taxa de absorção/formação (TOKER H. ÖZDEMIR  H.; H., 

2016).  

 Compreendendo o mecanismo de ação dos medicamentos anti-reabsortivos e sua 

capacidade de estagnar o metabolismo ósseo e supondo que o ozônio apresenta o potencial de 

otimizar a dinâmica do tecido ósseo, atrelado ao ineditismo desta investigação pelo 

conhecimento dos autores, os dados obtidos aqui serão importantes para a tomada de decisão 

clínica no uso desta terapia dentro do espectro médico-odontológico. A hipótese do estudo 

diante do que foi analisado nos princípios biológicos do ozônio nos tecidos (H1) é que a 

utilização da terapia com ozônio poderia melhorar o metabolismo ósseo das ratas com baixa 

densidade óssea que receberam doses osteoporóticas de ácido zoledrônico. 

O objetivo do presente estudo pré-clínico é analisar o dinamismo ósseo (mandíbula, 

coluna vertebral e colo de fêmur) de ratas ovariectomizadas tratadas com ácido zoledrônico sob 

a influência da aplicação sistêmica do ozônio.   
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5 CONCLUSÃO 

 Pode-se concluir que o ozônio apresenta comportamento sinérgico positivo quando 

usado no tratamento de ratas com baixa densidade óssea e tratadas com ácido zoledrônico. O 

ozônio apresentou a capacidade de estimular a dinâmica dos ossos da cabeça femoral, coluna e 

mandíbula, em que o número de osteócitos, porcentagem de volume ósseo e células 

inflamatórias foi maior no grupo ZOL+OZN quando comparado ao grupo tratado apenas com 

ácido zoledrônico. 

 A terapia com ozônio não causou nenhuma alteração deletéria aos órgãos e tecidos de 

metabolização ou absorção, sendo assim, a administração pela via intraperitoneal no modelo 

experimental estudado se mostrou segura. 
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ANEXO B – Normas do periódico de interesse para publicação: BONE 

 

Link dos “guidelines”: 
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