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RESUMO

Devido as suas propriedades, a ozonioterapia surge como um meétodo interessante
para a andlise do reparo 6sseo periimplantar, principalmente em o0ssos de baixa
densidade, onde procura-se diminuir a taxa de insucesso dos implantes ésseo-
integraveis. O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito da ozonioterapia no
reparo 0sseo periimplantar em ratas submetidas a inducéo de osteoporose. Para tal,
foram utilizadas 10 ratas, adultas, com 6 meses de idade. Apds o procedimento de
ovariectomia bilateral e uma espera de 90 dias para a inducéo da osteoporose, foi
realizada a cirurgia para instalacdo dos implantes, sendo que cada animal teve 1
implante instalado em uma de suas tibias. O tratamento teste (OVX OZ) foi realizado
com a aplicagao intraperitoneal do ozbnio em concentragdo de 0.7mg/kg, nos
periodos: PO imediato, 2°, 4°, 6°, 8°, 10°, 12° dia pos-operatorio. O controle (OVX SAL)
foi realizado a aplicacdo intraperitoneal de 1ml de solucdo salina, nhos mesmos
periodos. Os tempos de eutanasia foram aos 14 e 42 dias para anélises histométrica
e imunohistoquimica. Ao analisar a extensdo linear de contato osso e implante
(ELCOI) e area de osso neoformado (AON), houve significAncia estatistica apenas
aos 14 dias (p<0,05) com maiores valores para OVX OZ. Na comparac¢ao intragrupo
OVX OZ, entre 14 e 42 dias, ndo houve significancia estatistica. JA& na comparacédo
intragrupo SAL, entre 14 e 42 dias, houve diferenca estatistica significante, tanto para
ELCOI como para AON. O anticorpo contra osteocalcina, no periodo de 14 dias
apresentou score 2 (marcacdo moderada) para o grupo OVX OZ, e score 1 (leve) para
o grupo OVX SAL. Aos 42 dias apresentou marcacao moderada para os grupos OVX
0OZ e OVX SAL. A ozonioterapia modifica positivamente o mecanismo biologico de
reparo nos periodos iniciais, através da liberacdo de fatores de crescimento no
citoplasma. Alguns sdo osteoindutores, agindo nas células osteoprogenitoras,
diferenciando-as e auxiliando na osteogénese. Dessa forma, concluiu-se que, a

ozonioterapia favoreceu o reparo 0sseo periimplantar nos estagios iniciais.

Palavras-chave: Ozénio. Osteoporose. Implantacio Dentaria Endo-Ossea.
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ABSTRACT

Due to its properties, ozone therapy appears as an interesting method for the analysis
of peri-implant bone repair, especially in low-density bones, where the aim is to reduce
the rate of bone-integrating implants. objective of the present study analyzed the effect
of therapy on peri-implant bone repair in peri-implant rats the effect of inducing
osteoporosis. For this, 10 rats, adults, with 6 months of age were used. After the
bilateral ovariectomy procedure and a 90-day wait for the induction of osteoporosis, a
surgery was performed to install the implants, and each animal had 1 implant in one of
its installed tibias. The test treatment (OVX OZ) was performed with an intraperitoneal
application of ozone at a concentration of 0.7mg/kg, in the following periods: immediate
PO, 2nd, 4th, 6th, 8th, 10th, 12th postoperative day. The control (OVX SAL) was
performed with an intraperitoneal application of 1 ml of saline solution, in the same
periods. Euthanasia times were at 14 and 42 days for histometric and
immunohistochemical examinations. When analyzing the linear extent of bone-implant
contact (ELCOI) and area of newly formed bone (AON), there was statistical
significance only at 14 days (p<0.05) with higher values for OVX OZ. In the intragroup
comparison OVX OZ, between 14 and 42 days, there was statistical significance. In
the intragroup comparison SAL, between 14 and 42 days, there was a statistically
significant difference, both for ELCOI and for AON. The antibody against osteocalcin,
in the period of 14 days, presented score 2 (moderate marking) for the OVX OZ group,
and score 1 (mild) for the OVX SAL group. At 42 days, it showed marking for the OVX
OZ and OVX SAL groups. Ozone therapy positively modifies the biological repair
mechanism in the first periods, through the measurement of growth factors in the
cytoplasm. Some are osteoinductive, stimulating osteoprogenitor cells, differentiating
them as an aid in osteogenesis. Thus, it was concluded that ozone therapy favored

peri-implant bone repair in the early years.

Keywords: Ozone. Osteoporosis. Endosseous Dental Implantation.
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1 INTRODUCAO

A massa 6ssea no esqueleto depende das atividades coordenadas de
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, que sao responsaveis pela formacao,
reabsorcdo, e mineralizacdo 0ssea, respectivamente. As atividades dessas células,
por sua vez, sdo controladas por uma variedade de hormonios e citocinas, bem como
por carga mecanica. Tendo em vista que o complexo implante/tecido 0sseo
periimplantar sera submetido a oscilagbes térmicas, mecanicas e quimicas
constantemente, o tecido 0sseo precisa estar em condi¢cfes favoraveis para que a
osseointegracao aconteca. A texturizacdo de superficie dos implantes € um método
que busca aumentar a resisténcia mecanica e favorecer a osseointegragéo, atraindo
células da linhagem osteoblastica de maneira mais rdpida e eficaz. Apesar dos
progressos no campo dos biomateriais ortopédicos metalicos, a integracdo do 0sso
hospedeiro e do implante ainda necessita de melhorias para reduzir o tempo de
cicatrizacdo e aumentar a vida util do implante, em especial em regides de menor

densidade de tecido 6sseo.!

Os hormdnios sexuais sdo muito importantes para manter o tecido 6sseo
em equilibrio, e a falta de estrogénio ou testosterona leva a diminuicdo da massa
0ssea e ao aumento do risco de osteoporose. A falta de estrogénio leva a um aumento
no numero de unidades multicelulares 6sseas e ao desacoplamento da formacéo e
reabsorcédo 6ssea, resultando em muito pouco 0sso depositado pelos osteoblastos em
comparacdo com a quantidade de osso reabsorvida pelos osteoclastos. Essa
desordem no metabolismo ésseo acontece principalmente em mulheres na fase pés-

menopausa, em que ha uma diminuicéo significativa do fornecimento de estrogénio.?3

Devido as suas propriedades, a ozonioterapia surge como um meétodo
interessante para a analise do reparo 0sseo periimplantar, principalmente em 0ssos
de baixa densidade, onde procura-se diminuir a taxa de insucesso dos implantes
0sseo-integraveis. Dentre os beneficios da ozonioterapia, destaca-se a melhoria da
circulacdo sanguinea (microcirculacéo e periférica), tecidual e metabolismo como um
todo. O ozbnio também melhora a capacidade de transporte de oxigénio no sangue,
regula as enzimas antioxidantes e as respostas das células do sistema imunolégico.

Ainda estimula a angiogénese e a formacéo de fibroblastos, aumenta a

liberacdo de fatores de crescimento das plaguetas e acelera a troca de prétons e



elétrons apos a dissolugcdo no plasma, reativando o metabolismo em todo o corpo.
Além das propriedades de reparo hemostatico, a ozonioterapia tem acao bactericida,

virucida, fungicida, efeito analgésico e desintoxicante.*®°

Suas vias de administracao incluem: sistémica (intraperitoneal, endovenosa,
retal) ou tépica. O veiculo utilizado pode ser gas ou solugdo aquosa (6leo, agua,
sangue). Na literatura, varios estudos vém mostrando que o oz6nio, em especial a
agua ozonizada, atua muito bem na desinfec¢céo e cicatrizacdo de feridas, seja em
intervencdes cirurgicas, periodontais ou endoddnticas. A aplicagdo endovenosa do
0z6nio também tem sido um potencializador de medicamentos antivirais no tratamento

contra a COVID-19, reduzindo a inflamacéo e danos pulmonares.®”’

Dessa forma, a ozonioterapia surge como uma nova estratégia terapéutica
que, além de atuar em tecidos moles, pode estimular e acelerar o reparo 6sseo.8°
Sendo assim, 0ssos caracterizados pela osteoporose experimental categorizam-se
como um modelo muito interessante para estudos referentes aos efeitos da
ozonioterapia, tanto para a verificacdo da influéncia do 0z6nio no reparo 0sseo
periimplantar, bem como para o comportamento biolégico da cicatrizacdo 6ssea.'%!
E importante ressaltar que, diante dos nossos conhecimentos, ndo ha publicacdes

semelhantes, isto é, trata-se de um estudo insdlito.



2 PROPOSICAO

O objetivo deste projeto foi analisar o potencial da ozonioterapia no reparo
0sseo periimplantar em ratas submetidas a inducdo de osteoporose.



3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 10 implantes de liga Ti-6Al-4V com superficie texturizada por
duplo ataque acido (acidos nitrico, fluoridrico e sulfarico). As dimensées dos implantes
foram: diametro de 2,0 mm e altura de 6,0 mm, esterilizados por raios gama. Para a
aplicacdo da ozonioterapia, foi utilizado o aparelho fornecido pela empresa
OZONE&LIFE INDUSTRIA, COMERCIO E SISTEMAS LTDA (S&o José dos Campos
— SP), em que realizou-se aplicacao via intraperitoneal do ozénio em concentracdo de
0.7mg/kg em uma seringa descartavel de 30 ml com agulha de calibre 25mm x
0,07mm, nos periodos: PO imediato, 2°, 4°, 6°, 8°, 10°, 12° dia p6s-operatorio.t?13

3.1 Animais: desenho experimental

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacado Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Para tanto, o projeto desta pesquisa foi enviado para parecer do Comité de
Etica no uso de animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP e, somente ap0s a aprovacao e
obtencado do parecer consubstanciado (n° 00431-2018), teve inicio a pesquisa.

Para o estudo, foram utilizadas 10 ratas (Rattus novergicus albinus Wistar),
fémeas, adultas, com 6 meses de idade, com peso corporal variando de 250 a 300
gramas, de uma cepa mantida no Biotério do Departamento de Ciéncias Basicas da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA) — UNESP, foram fornecidas pelo
Biotério Central da mesma instituicdo. O nimero de animais por grupo foi determinado
a partir do célculo do Poder do Teste no website
http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/qua_2_medias.html. Para tal, 5 ratas
foram submetidas a eutanasia em 14 dias (3 OVX SAL e 2 OVX OZ) e 5 ratas em 42
dias (3 OVX SAL e 2 OVX OZ).

Durante todo o experimento os animais foram mantidos em gaiolas, num

ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas
claro e 12 horas escuro), alimentados com racdo solida (Racdo Ativada Produtor®,
Anderson & Clayton S.A. — Laboratério Abbot do Brasil Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil)
durante todo o experimento e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas
antecedentes aos procedimentos cirdrgicos. As 10 ratas foram submetidas ao

procedimento de ovariectomia bilateral (OVX).14-18


http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/qua_2_medias.html
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3.1.1 Ovariectomia bilateral

Os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina (Xilazina - Coopers,
Brasil, Ltda.) na dose de 50 mg/kg do animal e Cloridrato de quetamina (Ketamina,
Fort Dodge, Saude Animal Ltda.) na dose de 5 mg/kg do animal e a seguir, as ratas
foram imobilizadas sobre prancha cirdrgica em posicao de decubito lateral. Foi feita
uma inciséo de 1,5 cm nos flancos, divulsao por planos do tecido subcutaneo e, em
seguida, do peritbnio afim de ter acesso a cavidade abdominal. Em seguida, os ovarios
e os chifres uterinos foram localizados e lagueados com fio de Poliglactina 910 4.0
(Vicryl'™ — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). Feito isso, foi
realizada a remocdo dos ovarios. Finalizado, suturou-se por planos, com fio de
Poliglactina também (Figura 1).

Nos primeiros oito dias, apds a ambientacéo, que corresponde a 2 ciclos estrais
regulares (ciclo estrogénio), as ratas foram submetidas ao esfregaco vaginal, de
acordo com técnica descrita em estudos prévios.1%2! A obtencéo de células epiteliais
através do esfregaco, foram dispostas em laminas histolégicas e analisadas em
microscopio 6ptico. Com isso, durante os oito dias, a regularidade do ciclo estral foi
avaliada. Os animais que nao tiveram a regularidade entre as fases estrais (proestro,
estro, metaestro e diestro) foram desconsiderados do estudo.

Figura 1 — Foto da sequéncia do trans-operatério do procedimento de ovariectomia: A)
Incisdo nos flancos das ratas. (B) Divulséo dos planos anatémicos subcutaneos. (C)
Acesso ao peritdnio. (D) Inciséo do peritdnio e acesso a cavidade abdominal. (E)
Localizacdo do ovario e chifre uterino. (F) Lagueadura do chifre uterino. (G) Ovario
removido. (H) Reposicdo dos tecidos laqueados. (I) Sutura dos planos internos. (J)

Sutura do plano superficial.

Fonte: Autor, 2019.
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3.1.2 Instalagéao dos implantes

Apébs 90 dias de espera para inducdo da osteoporose nas ratas, todos o0s
animais, apos jejum durante 12 horas previas ao procedimento cirdrgico, foram
sedados pela combinacdo de 50mg/kg de ketamina intramuscular (Vetaset — Fort
Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, S&o Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de
xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, S&o Paulo, Brasil) e
receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina
1:100.000, Septodont, Franca) como anestesia local e para hemostasia do campo
operatorio.

ApOs a sedacgédo dos animais, foi realizada a tricotomia na por¢do medial da
tibia direita e esquerda e, anti-sepsia da regido a ser incisada com Polivinil Pirrolidona
lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, S&o José do Rio
Preto), associado a PVPI tépico. Com uma lamina nimero 15 (Feather Industries Ltda,
Tokyo, Japéo) foi realizada uma inciséo de aproximadamente 1,5 cm de comprimento
na regiao de metafise tibial esquerda e direita e a seguir, o tecido mole foi divulsionado
em espessura total e afastado com o auxilio de descoladores de periésteo, expondo
0 0SSO para receber os implantes, a fresagem foi realizada com fresa espiral de 1,4mm
de didmetro montada em motor elétrico (BLM 600®; Driller, Sdo Paulo, SP, Brasil) a
uma velocidade de 1000 rpm, sob irrigacdo com solucao isoténica de cloreto de sédio
a 0,9% (Fisiol6gico®, Laboratérios Biosintética Ltda®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), e
contra-angulo com reducéo 20:1 (Peca angular 3624N 1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®,
Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach, Germany), com travamento e estabilidade
inicial (Figura 2).

Cada animal recebeu 1 implante com texturizacao de duplo ataque acido na
metafise tibial escolhida de forma aleatéria. Os tecidos foram suturados em planos
empregando-se fio absorvivel (Poligalactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod.,
Sao José dos Campos, Brasil) com pontos continuos no plano profundo e com fio
monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) com

pontos interrompidos no plano mais externo.

Figura 2 - Sequéncia cirlrgica para a instalacdo de implantes nas tibias das ratas. (A)
Tricotomia seguida de antissepsia com PVPI; (B) Acesso cirurgico a metéfise tibial; (C)
e (D) Procedimento cirargico de preparacao da tibia para instalacdo dos implantes e

leito 6sseo receptor do implante; (E) Implante com as dimensdes de 2 mm x 6 mm; (F)
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Instalagdo do implante com a chave digital; (G) Implante instalado na tibia do animal,;

(H) Sutura por planos anatémicos.

Fonte: Autor, 2019.

3.1.3 Tratamento

Os grupos experimentais em funcdo da inducdo da osteoporose foram
determinados em dois grupos: o grupo 1 (OVX 0OZ) foi realizada a aplicacéo
intraperitoneal do ozénio em concentracao de 0.7mg/kg, armazenado em uma seringa
descartavel de 30ml com agulha de calibre 25mm x 0,07mm, nos periodos: PO
imediato, 2°, 4°, 6°, 8°, 10°, 12° dia pos-operatorio. O grupo 2 (OVX SAL) foi realizada
a aplicacéo intraperitoneal de 1ml de solucéo salina, através de uma seringa de 5ml
descartavel com agulha de calibre 25mm x 0,07mm, como grupo controle, nos
periodos: PO imediato, 2°, 4°, 6°, 8°, 10°, 12° dia pOs-operatério. A ozonioterapia foi
realizada através do gerador de ozénio (OZONE&LIFE INDUSTRIA, COMERCIO E
SISTEMAS LTDA - Séo José dos Campos — SP).13

3.1.4 Eutanésia

Os animais foram submetidos a eutanasia no periodo de 14 e 42 dias apés a
cirurgia de instalagcédo dos implantes (3 ratas do grupo controle e 2 ratas do grupo teste
foram submetidos a eutanasia em 14 dias, as outras 3 ratas controle e 2 ratas testes,
em 42 dias), através de sobredosagem anestésica (Tiopental Sddico, 150 mg/kg, pela
via intraperitoneal).
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3.2 Procedimento laboratorial para tecidos descalcificados
3.2.1 Andlise histoldgica

Logo apds a eutanasia, 0os animais tiveram as tibias com os implantes
instalados fixadas em formol e sofreram descalcificacdo em EDTA (10%). Assim, as
pecas foram desidratadas numa sequéncia de alcoois. Apds estas etapas, realizou-se
a diafanizagdo com xilol para posterior inclusdo em parafina. Feita a inclusdo, os
implantes foram removidos por movimento anti-horario com chave digital hexagonal
1,2 mm. ApoOs a remocdo dos implantes, as pecas foram incluidas em parafina
novamente para obtencéo de corte com 5 pm de espessura e montados em laminas.
2 laminas de cada grupo, ap0s a microtomia, foram destinadas para a coloracdo em
hematoxilina e eosina (HE), sendo analisada a cronologia do reparo dsseo na interface
osso/implante, observando a diferenca entre os grupos experimentais com enfase nos
parametros de qualidade com avaliacao da angiogénese e maturidade do tecido 6sseo
(osteoblastos e ostedcitos) e quantidade de tecido 6sseo, assim como presenca de

células do processo inflamatério.

3.2.2 Anélise imunohistoquimica

Apés a descalcificacdo dos tecidos periimplantares e confeccdo das laminas
histol6gicas, para as reacdes de imunoistoquimica, a atividade da peroxidase
endogena foi inibida com peréxido de hidrogénio. A seguir, as laminas passaram pela
etapa de recuperacdo antigénica com tampéao fosfato citrato (pH 6.0). O anticorpo
primario utilizado foi contra osteocalcina (Santa Cruz Biotechnology), com o objetivo
de analisar as respostas celulares quanto ao processo de mineralizacao.

Foi utilizado o anticorpo secundario biotinilado anti-cabra produzido em coelho
(Pierce Biotechnology), o amplificador foi a Streptavidina e Biotina (Dako) e a
diaminobenzidina (Dako) como cromdgeno. Para o anticorpo utilizado, foi avaliada a
expressdo das proteina semi-quantitativamente (andalise qualitativa ordinal) pela
atribuicédo de diferentes “scores” de acordo com o numero de células imunomarcadas
no processo de reparo alveolar. A analise foi realizada em microscoépio 6ptico (LeicaR
DMLB, Heerbrugg, Switzerland), por meio de escores que representaram: auséncia
de marcacéao (0); marcacao leve (1), marcacdo moderada (2) e marcacgao intensa (3),

em que foram consideradas positivas as marcacées com diaminobenzidina, tomando-
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se 0 cuidado de se realizar controles negativos para avaliar a especificidade do
anticorpo.

3.3 Analise estatistica dos resultados

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos obtidos, os dados
foram coletados e submetidos a analise estatistica através do software SigmaPlot 12.0
(Exact Graphs and Data Analysis, San Jose, California, USA). Os resultados obtidos
pela histometria dos tecidos descalcificados (ELCOI e AON) foram submetidos aos
testes Shapiro-Wilk e ANOVA um fator, com valor de significancia de p<0,05. Para a

imunohistoquimica nao foi realizada analise estatistica, apenas por score.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Histoldgica

Figura 3 — Imagens histologicas (coloracdo HE) obtidas em microscopio 6ptico, com
aumento de 25x.

GRUPOS/TEMPO 14 DIAS 42 DIAS

ovXx oz

OVX SAL

Fonte: Autor, 2020.

Os valores médios de extensao linear de contato entre 0sso e implante - ELCOI
na regido medular em milimetros para o grupo OVX OZ no tempo de 14 dias foi de
3,26 £ 1,2 (mm), com um total de 84% de formac&o 6ssea em contato com o implante.
Aos 42 dias para o grupo OVX OZ 2,85 £ 0,39 (mm) com um total de 84% de formacgéo
0ssea. Na andlise estatistica em comparacao aos tempos de 14 e 42 dias para 0 grupo
OVX OZ, néo apresentou diferenca estatistica significante (p=0,502).

Para o grupo OVX SAL, aos 14 dias a extensao linear de contato entre 0sso e
implante apresentou um valor de 0,9 + 1,42 (mm), com um total de 16% de formacao
O0ssea em contato com o implante. Aos 42 dias apresentou um valor de 3,52 + 0,66

(mm), um total de 82% de formacé&o 6ssea em contato com o implante. Ao comparar
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0s tempos de 14 e 42 dias para o grupo OVX SAL, houve uma diferenca

significantemente estatistica (p = 0,001).

A comparacédo entre 0s grupos OVX OZ e OVX SAL no tempo de 14 dias
apresentou uma diferenca estatistica (p= 0,001), e para o tempo de 42 dias ndo
apresentou diferenca estatistica (p= 0,28).

Gréfico 1 — Imagem gréafica da extensao linear de contato osso e implante para os

grupos experimentais, nos tempos de 14 e 42 dias.

Extenséo Linear de Contato Osso Implante (ELCOI)

11.

0Z 14d 0Z 42d SALJldd s5AaL42d

=

(=]

[~

=

Fonte: Autor, 2020.

Para a andlise da Area de Osso Neoformado (AON), o grupo OVX OZ 14 dias
apresentou um resultado em milimetros quadrados (mm?) de 1,13 + 0,51, com uma
porcentagem de 51,02% de area de osso neoformado. Aos 42 dias para o grupo OVX
Oz, apresentou 1,5 + 0,9 (mm2), um total de 71,42% de osso neoformado. Ao
comparar os periodos de 14 e 42 dias para o grupo OVX OZ, ndo apresentou uma

diferenca estatistica (p= 0,34).

Para o grupo OVX SAL, aos 14 dias apresentou uma area de formacédo 6ssea
de 0,42 £ 0,46 (mm?2), totalizando 19,24% de area. Aos 42 dias os resultados foram
de 1,53 + 0,68 (mm?), totalizando 65,79% de area de osso neoformado. Na
comparacao entre os tempos de 14 e 42 dias para o grupo OVX SAL houve uma

diferenca estatistica significante (p= 0,005).

A comparacao dos grupos OVX OZ e OVX SAL nao apresentou diferenca
estatistica no periodo de 14 dias (p = 0,05) e no periodo de 42 dias (p= 0,93).
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Gréfico 2 - Imagem gréfica da &rea de osso neoformado para 0s grupos experimentais,
nos tempos de 14 e 42 dias.

Area de Osso Neoformado (AON)

2,5

2

1,5

1

0,5
0 =

OZ 14d 0Z 42d SAL 144d SAL 42d
0,5

Fonte: Autor, 2020.

4.2 Andlise Imunohistoquimica

Figura 4 — Células imunomarcadas no processo de reparo alveolar.

OvVX 0Z

OVX SAL

Fonte: Autor, 2021.
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O anticorpo contra osteocalcina, no periodo de 14 dias apresentou score 2
(marcacdo moderada) para o grupo OZ, e score 1 (leve) para o grupo SAL. Aos 42

dias apresentou marcacdo moderada para os grupos OZ e SAL.
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5 DISCUSSAO

Partindo do mecanismo biologico, nas primeiras 48 horas apds a leséo,
diferentes células do sistema imunolégico como neutréfilos, mondcitos e linfcitos
atuam juntas para prevenir 0 sangramento e remover os tecidos mortos para equilibrar
0 processo inflamatorio e fazer o reparo adequado da ferida. Nos proximos 2 a 10
dias, a formacdo de novos tecidos é seguida por meio da proliferacdo celular e
migracao de diferentes tipos de células, como fibroblastos, queratindcitos e células
endoteliais. Nesse estagio, os fibroblastos desempenham papéis muito importantes
na formacdo de novos tecidos. A ferida atraird quantidade de fibroblastos para os
locais da leséo para facilitar a cicatrizacdo.?? Sendo assim, ap6s os 10 dias, cessado
0 mecanismo bioldgico de reparo, havera a maturacéo do tecido e diferenciacdo em
células da linhagem osteoblastica (mecanismo normal), ou seja, heoformacao éssea,
como observado em todos os grupos aos 14 dias. Neste periodo, ao analisarmos os
grupos OVX SAL e OVX OZ, nota-se que ha diferenca estatistica significante em
relacdo a area de osso neoformado, mostrando maior formacao 6ssea para 0 grupo
experimental. Isso se da pelo fato de que o ozdnio modifica positivamente o
mecanismo biologico de reparo, ou seja, além de estimular a liberacéo de fibroblastos,
esta nova modalidade terapéutica esta relacionada com a melhora da circulacédo
sanguinea e transporte de oxigénio no sangue.® Dentre 0s principais componentes do
sangue, estao: plasma (parte liquida); glébulos brancos (leucdcitos e plaquetas);
glébulos vermelhos (hemaceas). Os leucécitos conferem resisténcia aos agentes
infecciosos, ja as plaquetas sofrem degranulacéo liberando fatores de crescimento em
locais onde héa lesdo. O o0zbnio aumenta a liberacdo de fatores de crescimento no
plasma, que promovem a diferenciacdo e a maturacdo das células, o que varia entre
os fatores de crescimento, que vao agir como sinalizadores. Alguns sé&o
osteoindutores, agindo nas células osteoprogenitoras, diferenciando-as e auxiliando
na osteogénese.?%24

Na comparacao intragrupo OVX OZ, tanto para ELCOI como para AON, ndo ha
diferenca estatistica significante entre 14 e 42 dias, indicando similaridade quanto a
neoformacdo 6ssea e mostrando mais uma vez a influéncia da ozonioterapia no
mecanismo bioldgico de reparo em periodos iniciais. Ja para OVX SAL, ha diferenca
estatistica, pois ndo ha similaridade quanto a neoformacédo Ossea, isto €, sem a

aplicacéo de ozbnio, a formacao 6ssea € muito pequena aos 14 dias, comparado aos
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42 dias. A auséncia de diferenca estatistica entre OVX OZ e OVX SAL aos 42 dias,
mostra que, nos periodos tardios, a ozonioterapia ndo tem influéncia. Ademais, em
relacdo a imunohistoquimica, a marcacdo moderada (score 2) do anticorpo contra
osteocalcina para OVX OZ 14 também mostra maior atividade de reparo 0sseo,
quando comparado a OVX SAL 14, que apresentou marcacdo leve (score 1). Em
contrapartida, aos 42 dias ha similaridade dos grupos, apresentando marcacgao
moderada (score 2). Na literatura, varios estudos comprovam que a ozonioterapia age
nos periodos iniciais do reparo 6sseo, ndo sendo possivel ver sua efetividade em
periodos tardios.?®10.25

Matsamura, Ikumi, Nakajima?® tratou implantes com ozonio e descobriu que
havia regeneracdo de células periodontais semelhante aquela ao redor dos dentes
naturais. Assim como em outro estudo realizado, em tibias de coelhos apos terapia
imunossupressora com Ciclosporina A, que demonstrou que o ozbnio tem uma
influéncia na densidade éssea e na qualidade do osso periimplantar, sendo uma
alternativa eficaz em situagcbes em que ha alteracdo metabdlica significativa
decorrente do uso de medicamentos ou oriundos do préprio organismo, como a
osteoporose.?’ Sabe-se que o 0zbdnio reage com 0s componentes do sangue
(eritrdcitos, plaquetas, leucécitos e células endoteliais) e induz o metabolismo do
oxigénio, a energia celular, as alteragfes imunomodulatérias, o sistema de defesa
antioxidante e a microcirculacdo nos tecidos. Tais efeitos se assemelham a
propriedade bioestimulante da laserterapia, amplamente estudada.?® Chagas et al.?®
utilizaram a ozonioterapia e a laserterapia no tratamento de ferida em porcos-
espinhos. Os resultados da utilizacdo da ozonioterapia isolada ou associada a
laserterapia, mostraram que o emprego dessas técnicas auxiliou no processo
cicatricial, com diminuicdo do processo inflamatério e aceleracdo do crescimento
tecidual. Sendo assim, € relevante se pensar em novos protocolos e tempos de
aplicacdo do ozbnio, bem como sua associacdo com outros métodos, como a

laserterapia, no reparo 6sseo periimplantar.

De acordo com a literatura, ha uma necessidade da realizacéo de mais estudos,
buscando evidéncias solidas e concisas do efeito da ozonioterapia na cicatrizacao e
no reparo 6sseo, antes da sua utilizacdo clinica.?%3! O que se sabe é que a aplicacéo

sistémica de 0z6nio no pos-operatorio a longo prazo pode acelerar a cicatrizagdo
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0ssea.?®> Dessa forma, os dados obtidos em nosso estudo, colaboram com o

entendimento sobre o efeito da ozonioterapia no reparo 6sseo.
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6 CONCLUSAO

A ozonioterapia favoreceu as fases iniciais do reparo 6sseo periimplantar, com
uma significante contribuicdo na neoformacéo éssea em ratas submetidas a indugéo

da osteoporose.
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