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RESUMO

Processos regenerativos sao procedimentos frequentes na odontologia atual.
Entender e viabilizar esses processos associados a terapias auxiliares que melhoram
ou aceleram essa pratica podem ser relevantes diante dos desafios nas
reconstrucdes. O objetivo do estudo visou avaliar o possivel beneficio da terapia com
ozb6nio, quando aplicada juntamente com membranas biodegradaveis em defeitos
criticos em calotas de ratos jovens na regeneracao 6ssea guiada. Foram utilizados 96
ratos Wistar machos divididos em 4 grupos e um defeito critico na calota de todos os
animais foi realizado com 8mm de diametro. O Grupo BIO, teve o defeito critico
preenchido por uma membrana de colageno porcino (BioGide®); o Grupo BIO+0Z,
que somado a membrana 0s animais receberam a ozonioterapia Sistémica via
intraperitoneal; o Grupo COA+OZ que teve o defeito preenchido pelo coagulo
sanguineo e 0s animais também receberam a ozonioterapia sistémica e Grupo COA
que teve o defeito critico preenchido apenas pelo coagulo sanguineo. Os tempos
experimentais foram de 7, 15, 30 e 60 dias. As pecas foram analisadas quanto a
histologia, perfil inflamatério, parametros volumétricos pela microCT, potencial
osteogénico, andlise quantitativa de neoformacéo 6ssea na regido do defeito e analise
estatistica. Os dados obtidos revelaram que os grupos tratados com a ozonioterapia
atingiram resultados superiores em todos os parametros quando comparados aos
animais que receberam apenas a membrana de colageno porcino ou tiveram o defeito
critico preenchido apenas pelo codgulo sanguineo. Portanto, foi possivel concluir que
a ozonioterapia tem influéncia positiva nos processos regenerativos, induz a

proliferacéao celular e a resposta cicatricial.

Palavras-chave: Regeneracao 0ssea. Materiais biocompativeis. Ozo6nio.
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ABSTRACT

Regenerative processes are frequent procedures in current dentistry. Understanding
and enabling these processes associated with auxiliary therapies that improve or
accelerate this practice can be relevant in the face of challenges in reconstructions.
The objective of the study was to evaluate the possible benefit of ozone therapy, when
applied together with biodegradable membranes in critical defects in calfs of young
rats in guided bone regeneration. 96 male Wistar rats divided into 4 groups were used
and a critical defect in the calvaria of all animals was performed with 8mm in diameter.
The BIO Group had the critical defect filled by a porcine collagen membrane
(BioGide®); the BIO+0OZ Group, which added to the membrane, the animals received
systemic ozone therapy intraperitoneally; the COA+OZ Group that had the defect filled
by the blood clot and the animals also received systemic ozone therapy and the COA
Group that had the critical defect filled only by the blood clot. The experimental times
were 7, 15, 30 and 60 days. The pieces were analyzed for histology, inflammatory
profile, volumetric parameters by microCT, osteogenic potential, quantitative analysis
of bone neoformation in the region of the defect and statistical analysis. The data
obtained revealed that the groups treated with ozone therapy achieved superior results
in all parameters when compared to the animals that received only the porcine collagen
membrane or had the critical defect filled only by the blood clot. Therefore, it was
possible to conclude that ozone therapy has a positive influence on regenerative

processes, induces cell proliferation and healing response.

Keywords: Bone Regeneration. Biocompatible biomaterials. Ozone.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cirurgia experimental realizada em calota, ap0s a antissepsia da regido. A:
tricotomia e incisdo em V no sentido occipto-frontal; B: calvaria exposta apos
descolamento total do retalho; C: marcacdo do defeito de 8 mm a ser criado e D:
defeito critico de 8 mm realizado preservando a dura-mater. ...........ccccoeeeevvvvvenvnnnnnn. 24
Figura 2. Instalacdo da membrana de colageno porcino sobre o defeito dsseo critico.
A: membrana BioGide® colocada em posicao; B: tecidos moles reposicionados; C:
sutura interrompida simples com fio Nylon 5.0. ... 25
Figura 3. Aplicacdo do ozénio via intraperitoneal na dosagem de 0,7 ml/kg............ 26
Figura 4. Corte longitudinal obedecendo a margem de seguranca ao redor de todo o
defeito, separando-o ao meio para inclusdo em parafina..........cccccccceeiveeeeereeeeiinnnnnnn. 27
Figura 5. Cortes representativos de 6 um de espessura de cada bloco de parafina ja
MONTAAOS €M TAMINAS ... .uuiiiiiiiiiiiii b e aaesbasensnensnnnnnnnes 27
Figura 6. Reconstrucfes panoramicas das fotomicrografias dos grupos BIO, BIO+0OZ,
COA+0OZ e COA em todos os periodos experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias em um
aumento de 4.0x. O defeito critico de 8 mm de diametro externo, esta delimitado pelo
{} e 0S* INdICAM OS COtOS OSSEOS. ...uuuiiiieeeiiiiiiiiiei e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeennns 31
Figura 7. Figura 7. Fotomicrografias da regido do coto 6ésseo e do centro do defeito do
grupo BG aos 7 dias magnificacbes de 40x e 100x. Na regidao dos cotos observa-se a
presenca de um tecido conjuntivo (TC) rico em fibroblastos (setas amarelas). No
centro do defeito, nota-se um tecido conjuntivo (TC) rico em células e a nitida presenca
da membrana (M) de COIAgeN0 POICIND.........coiiieeiiiiieicee e 32
Figura 8. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
BIO aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. ProOximo aos cotos
(C), é possivel notar o inicio do processo de neoformacdo Ossea (as setas azuis
indicam as células osteoprogenitoras), envolto por tecido conjuntivo (TC) bem
vascularizado (os * indicam o0s vasos sanguineos). No centro do defeito a membrana
(M) aparece de maneira integra evolvendo todo o defeito, bem celularizado. .......... 33
Figura 9. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
BIO aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 40x e 100x. Proximo aos cotos
(C), é possivel notar o inicio do processo de neoformacgéo 6ssea (TON), envolto por

tecido conjuntivo (TC) bem celularizado (as setas amarelas indicam os linfocitos e os



* indicam os vasos sanguineos). No centro do defeito nota-se o tecido 6sseo
neoformado (TON) envolto por tecido CONJUNLIVO. ..........ueeiiiieieiiieeice e, 34
Figura 10. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
BIO aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. E possivel
observar tanto a partir dos cotos, como no centro do defeito uma grande quantidade
de tecido 6sseo neoformado (TON) com a presenca de grandes vasos sanguineos (*)
e osteoblastos (seta azul) em toda a extensao do defeito. .........ccccoeeevviiiiieeiiiinnenens 34
Figura 11. Fotomicrografias da regido do coto ésseo e do centro do defeito do grupo
BIO+0OZ aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificacfes de 40x e 100x. Préximo aos
cotos (C), é possivel um tecido conjuntivo (TC) bem vascularizado (os * indicam o0s
vasos sanguineos e as setas amarelas indicam os fibroblastos). No centro do defeito
a membrana (M) aparece de maneira integra evolvendo todo o defeito, que esta
preenchido por um tecido conjuntivo (TC) com fibroblastos mais orientados............ 35
Figura 12. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
BIO+0Z aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. Préximo aos
cotos (C), € possivel notar o inicio do processo de neoformacdo 6ssea (TON) em
direcédo ao centro do defeito, além da presenca de um tecido conjuntivo (TC) maduro,
com vasos sanguineos grandes e fibroblastos (setas amarelas) orientados. No centro
do defeito a membrana (M) aparece de maneira integra evolvendo todo o defeito, com
ilhas de tecido 6sseo neoformado (TON) a0 SeU redor. .........c.uuveeeeeeeeeeniiiiiiiieeeenn 36
Figura 13. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
BIO+0OZ aos 30 dias nas magnificacfes de 40x e 100x. Na regido dos cotos nota-se
tecido 6sseo neoformado (TON) significativo, bem celularizado com alguns
fibroblastos (setas amarelas) e células osteoprogenitoras na superficie (seta azul). No
centro do defeito € possivel observar tecido 6sseo neoformado (TON) em toda a
extensdo, com grandes vasos sanguineos (*) e algumas areas de tecido conjuntivo
(TC) maduro, com fibroblastos e fibroblastos bem organizados. ...........ccc.c.ccooeunnni.n. 37
Figura 14. Fotomicrografias da regiao do coto 6ésseo e do centro do defeito do grupo
BIO+0OZ aos 60 dias de reparo 0sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. Proximo aos
cotos (C), é possivel notar o processo de neoformacdo 0ssea, com ilhas de tecido
0sseo neoformado (TON) mais maduro, com células osteoprogenitoras (seta azul),
envolto por um tecido conjuntivo (TC) denso, com vasos sanguineos de grande calibre

(*) e fibroblastos (setas amarelas). No centro, nota-se tecido 6sseo (TON) em toda a



extensdo e algumas areas de tecido conjuntivo (TC) com fibras colagenas bem
(o]0 T g1 7= =T P 38
Figura 15. Fotomicrografias da regido do coto ésseo e do centro do defeito do grupo
COA+0OZ aos dias de reparo 6sseo nas magnificacbes de 40x e 100x. Na area dos
cotos (C) nota-se algumas ilhas de tecido 6sseo neoformado (TON) em direcdo ao
centro, envoltas por tecido conjuntivo (TC) muito vascularizado, com vasos
sanguineos de grande calibre (*) e fibroblastos ao redor (setas amarelas). No centro
do defeito observa-se atividade fibroblastica intensa (setas amarelas, tecido conjuntivo
(TC) frouxo e pequenas ilhas de tecido 6sseo neoformado (TON). .........cccevvvvvvnnnnnn. 39
Figura 16. Fotomicrografias da regido do coto ésseo e do centro do defeito do grupo
COA+0OZ aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacbes de 40x e 100x. Na regido
dos cotos nota-se ilhas de tecido 6sseo neoformado (TON) que se direcionam para o
centro do defeito e um tecido conjuntivo (TC) denso e organizado. No centro do defeito
€ possivel notar tecido 6sseo neoformado (TON) significativo e tecido conjutivo (TC)
com intensa atividade fibroblastica e muitos vasos sanguineos. Os (*) indicam os

vasos sanguineos, as setas azuis 0s osteoblastos e as setas amarelas os fibroblastos.

Figura 17. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
COA+0OZ aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. Na area dos
cotos (C) nota-se grande quantidade de tecido 6sseo neoformado (TON) com alguns
osteoblastos (setas azuis) e alguns vasos sanguineos (*). No centro do defeito, é
possivel notar tecido 6sseo neoformado (TON) em toda a extensdo, com algumas
areas de tecido conjuntivo (TC) fibroso, organizado, com vasos sanguineos (*) e
fibroblastos (setas amarelas). ..........cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 40
Figura 18. Fotomicrografias da regido do coto 6ésseo e do centro do defeito do grupo
COA+0Z aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 40x e 100x. A regido de
coto 6sseo se confunde com a area total de tecido ésseo neoformado (TON), sendo
possivel observar tecido 6sseo ativo pela presenca de ostedcitos viaveis (setas azuis).
No centro do defeito, grande area de tecido 6sseo neoformado (TON) é observada,
garantindo o fechamento total do defeito. ............cooeiiiiiiiiiiiiii 41
Figura 19. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo COA aos 7 dias
de reparo nas magnificacdes de 40x e 100x. E possivel notar grande quantidade de

tecido conjuntivo (TC), vasos sanguineos de grande calibre, e intensa atividade



fibroblastica (setas amarelas) tanto a partir dos cotos, como no centro do defeito.
..................................................................................... Erro! Indicador ndo definido.
Figura 20. Fotomicrografias da regido do coto ésseo e do centro do defeito do grupo
COA aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacfes de 40x e 100x. Nota-se a
presenca de pequenas ilhas de tecido 6sseo neoformado (TON) somente na regido
dos cotos. Na regido central existe um tecido conjuntivo (TC), neoformacao vascular
(*) e grande quantidade de células (setas amarelas) ao redor dos vasos e no interior
do tecido de granUIAGE0. ........coooeieeieee e 42
Figura 21. Fotomicrografias da regido do coto 6ésseo e do centro do defeito do grupo
COA aos 30 dias de reparo nas magnificacdes de 40x e100x. A area de tecido 0sseo
neoformado (TON) continua apenas na regido de coto ésseo. Existe a presenca de
um tecido conjuntivo (TC) fibroso, mais organizado, com grandes aglomerados
celulares tanto nos cotos, como no centro do defeito. ..., 42
Figura 22.Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo
COA aos 60 dias de reparo nas magnificacdes de 40x e 100x. E possivel observar
tecido 6sseo neoformado (TON) na regido dos cotos em direcdo ao centro, além da
presenca de células osteoprogenitoras (seta azul) e fibroblastos (seta amarela).
Tecido conjuntivo (TC) mais organizado, grandes vasos sanguineos (*) e aglomerados
celulares (setas amarelas) na regido central do defeito 0SS€o0..........cccceeeeevvvvvivvnnnnn. 44
Figura 23. Gréfico representativo das comparacdes das médias e desvio padréo inter
e intragrupos para a analise de células inflamatérias (linfécitos) nos periodos de 7 e
15 dias. As letras mailsculas representam as diferencas estatisticas significantes
intergrupos e as minusculas demonstram se houve diferenca estatistica significante
intragrupo no periodo de 7 para 15 dias. As fotomicrografias ao lado foram realizadas
em um aumento de 100x, as setas amarelas indicam as células (linfocitos) e os * os
VAS0S SANQUINEOS. ...ceeviiiiiiiieeeeeeee et e e e e e e e e e et s e e e e e e e eeee st s e eeeeeeeseassaanaeeaeaeeeennnns 45
Figura 24. Gréfico representativo das comparac¢des das médias e desvio padréo inter
e intragrupos para a analise da quantidade de vasos sanguineos nos periodos de 7 e
15 dias. As letras mailsculas representam as diferencas estatisticas significantes
intergrupos e as minusculas demonstram se houve diferenca estatistica significante
intragrupo no periodo de 7 para 15 dias. As fotomicrografias ao lado foram realizadas
em um aumento de 100x, as setas amarelas indicam as células (linfécitos) e os * os

VASO0S SANQUINEOS. ..oeevvviiiuiieeeeeieeeeitiiaa e e e e eeeeeeeaat e e aeeeeeseassanaaaeeeeeessssnnnaaaeeeeeennnns 46



Figura 25. Grafico comparativo das meédias e desvio padrdo da area de 0sso
neoformado de todos os grupos (BIO, BIO+0OZ, COA+OZ e COA) para os tempos
experimentais de 7,15,30 e 60 dias. As letras mailsculas demonstram as diferengas
estatisticas significantes intergrupos e as letras minusculas demonstram as diferencas
eStatiStiCAS INrAGIUPOS. ...oeeeeiiiiiie et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eaeaannanas 48
Figura 26. Graficos demonstrando a média e o desvio padrdo dos parametros BV e
BV/TV, no periodo de 60 dias para os grupos BIO, BIO+0OZ, COA+OZ e COA. As
diferencas estatisticas significantes entre os grupos estéo representadas pelas letras
minusculas diferentes (a, D, C € d)....ccceiriiiiiiii s 49
Figura 27. Graficos demonstrando a média e o desvio padrdo dos parametros Th.Th,
Tb.Sp, Tb.N e Po(tot), no periodo de 60 dias para os grupos BIO, BIO+0OZ, COA+0OZ
e COA. As diferencas estatisticas significantes entre os grupos estédo representadas
pelas letras minUsculas diferentes (a, b, ced). ..o, 51
Figura 28. Reconstrucao axial do defeito critico na calota dos animais dos grupos BIO,
BIO+0OZ, COA+0OZ e COA  eutanasiados  aos 60 dias poés-
(0] 01T =1 (0] [0 1S3OS 50



BIO
BIO+0OZ
COA
COA+0OZ
Os

ROG

TC

TON

LISTA DE SIGLAS

Grupo membrana BioGide®
Grupo membrana BioGide®+0z06nio
Grupo coagulo
Grupo coagulo+ozénio
Ozbnio
Regeneracao 6ssea guiada
Tecido conjuntivo

Tecido 6sseo neoformado



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 OBJETIVO

3 MATERIAL E METODO

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao Histologica (morfologia)
4.2 Analises Histométricas

4.2.1 Perfil inflamatdrio (células e vasos sanguineos)
4.2.2 Area de osso neoformado (AON)
4.3 Andlise de Micro TC

5 DISCUSSAO

6 CONCLUSAO

REFERENCIAS

ANEXOS

16
20
21
30
30
44
44
47
48
52
58
59
64



16

1 INTRODUCAO®

A utilizacdo de biomateriais que auxiliam na substituicdo e na regeneracao da
estrutura O6ssea e dos tecidos biolégicos em geral, tem contribuido de forma
significativa para o avanco da Odontologia, em especial da Implantodontia, ja que o
aumento exponencial na reabilitacdo com implantes osseointegraveis em maxilas
atroficas tornou a regeneracdo 0ssea guiada (ROG) uma pratica comum dentro da

especialidade [1].

Diante do expressivo aumento do uso clinico desses biomateriais e da grande
concorréncia existente no mercado, essa area tem sido alvo constante de pesquisas
cientificas na busca de biomateriais sintéticos ideais, que sejam compativeis e
capazes de induzir uma resposta adequada dos tecidos vivos apresentando
propriedades quimicas, fisicas e biolégicas satisfatérias, tanto quanto os materiais
autogenos [1,2], adotados atualmente como padrdo ouro em consequéncia de suas
propriedades osteogénicas, osteocondutoras e osteoindutoras.

s

Sobre o tecido 6sseo, € importante salientar que se trata de um tecido
conjuntivo altamente organizado, que possui capacidade de reconstruir sua estrutura
original na presenca de condi¢cdes estaveis, suprimento sanguineo adequado e
células osteoprogenitoras. Sua composicdo € formada por uma porcdo organica
(células e matriz extracelular) e uma porcédo inorganica (minerais), e a interacéo entre
esses componentes esta diretamente relacionada com a capacidade de regeneracao
desse tecido [1-3]. Com o intuito de obter sucesso na reabilitacdo oral com implantes
osseointegraveis, uma quantidade minima, tanto de altura como de largura 6ssea é
necessaria para a longevidade e sucesso do tratamento. Tendo em vista pacientes
que necessitam de reconstrucdes e regeneracfes Osseas, diversas técnicas de
enxertia e biomateriais que auxiliem nesse processo de reparo vém sendo
aprimorados [3]. Os biomateriais devem ser usados com cautela, sempre levando em
consideragdo suas indicagbes clinicas, bem como 0s riscos e os beneficios do

tratamento [2].

*

Normalizado de acordo com a revista Membranes -
https://www.mdpi.com/journal/membranes/instructions
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Neste contexto, a ROG tornou-se uma pratica comum e necessaria na
Implantodontia e a utilizacdo de membranas biolégicas que atuam como uma barreira
para a selecao celular bloqueando a proliferacéo de tecidos n&o osteogénicos tornou-
se fundamental [3]. No processo de reparacéo, as membranas desenvolvem o papel
de prevenir a migracdo e acao dos fibroblastos e excluem fatores inibidores por
desencadearem uma vascularizacdo adequada, estabilizacdo, espaco para aumento
0sseo e exclusdo de tecidos competidores, além de concentrarem fatores
estimuladores de crescimento local, sendo consideradas fontes de células
osteogénicas. Para obter sucesso clinico, as membranas devem ser biocompativeis,
inertes, semipermeaveis permitindo a difusdo de plasma e nutrientes, mecanicamente

resistentes, ndo alergénicas e ndo carcinogénicas [4—6].

Comercialmente encontramos variados tipos de membranas, reabsorviveis e
nao-reabsorviveis, e com o propésito de avaliar o comportamento bioldgico dessas
barreiras, estudos in vivo e in vitro sdo realizados para que possam ser indicadas para
0 uso clinico. As membranas reabsorviveis mais utilizadas atualmente sdo compostas
por polimeros artificiais ou naturais a fim de que sejam eliminadas durante a

regeneracao, descartando a necessidade de um segundo tempo cirargico [7-9].

O colageno é um polimero de origem natural, que apresenta caracteristicas de
biocompatibilidade, atracdo de neutréfilos e quimiotaxia para fibroblastos, o que o
habilita como um bom material para a ROG. Portanto, membranas que possuem
colageno em sua composicdo auxiliam na cura da ferida através da fixacdo do
coagulo, estabilizacao da ferida e homeostase celular. Além disso, o colageno permite

facil manuseio e adaptagao da barreira no defeito [10-12].

A membrana Bio-Gide®, considerada como a membrana reabsorvivel padréo
ouro atualmente, € preparada a partir de colageno tipo | e tipo Il derivado de pele
porcina, possui grande potencial de regeneracéo e reabsorve em cerca de 8 semanas
[4,5,13]. As caracteristicas de hidrofilia e maleabilidade desta membrana a tornam facil
de ser adaptada. Possui uma camada lisa e uma camada porosa agindo como barreira
e como guia para as ceélulas 0sseas, para o tecido mole e também para os vasos

sanguineos [4,13].
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Diante do cenario da busca de biomateriais e de terapias adjuvantes que
possam auxiliar na regeneracao 0ssea, o tratamento com oz6nio (O3) vem ganhando
espaco, ja que tem capacidade de acelerar a resposta cicatricial e oferecer beneficios

importantes Nnos processos regenerativos.

Apesar da ozonioterapia ainda apresentar evidéncias insuficientes ou
conflitantes como alternativa terapéutica em cirurgia oral, evidéncias sdo encontradas
dentro da odontologia restauradora, e estudos em animais vém mostrando resultados
positivos do uso do 0zbnio nos processos regenerativos devido aos efeitos anti-

inflamatdrios, cicatrizantes e antimicrobianos [14-17].

O ozdnio (O3) é uma molécula composta por trés &tomos de oxigénio, que nas
condicbes normais de temperatura e pressao normalmente se apresenta na forma
gasosa, mas também pode ser utilizado na forma de 6leo ou agua ozonizada [16—20].
A administracdo do ozo6nio pode ser realizada de maneiras distintas, incluindo
aplicacbes topicas ou sistémicas [14,19,21] e seu uso € capaz de neutralizar
mediadores neuroquimicos da sensacdo dolorosa, facilitando a metabolizacao e
eliminacao de mediadores inflamatorios como histamina, quinina e bradicinina [19,21—
23].

O ozbnio pode interagir com componentes do sistema vascular melhorando a
microcirculacdo nos tecidos e a circulacdo sanguinea periférica. Sua aplicacao inicia
a cicatrizagdo precoce de feridas, melhorando as propriedades dos eritrocitos e
facilitando a liberacdo de oxigénio. Além disso, possui efeito antimicrobiano,
imunoestimulante e desintoxicante, bioenergético e analgésico, ativa a funcdo dos
macrofagos e aumenta a sensibilidade dos microrganismos a fagocitose [16—19].
Sendo assim, a ozonioterapia tem demonstrado possuir propriedades potenciais para

a pratica clinica odontolégica [21].

Na odontologia, embora possamos observar trabalhos de pesquisas in vivo que
envolvam a ozonioterapia em andamento e com bom prognéstico, sua utilizagcéo ainda
requer estudos cientificos mais aprofundados, com ensaios padronizados a fim de
delinear seu real papel nos processos curativos e/ou regenerativos. O uso do 0zdnio
consiste em uma industria em crescimento com potencial em muitas areas e sua

utilizacdo sem duvida aumentara se os estudos continuarem a mostrar resultados
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positivos, assim poderemos utilizar com mais conviccéo dos resultados e menor risco

aos pacientes [19,21].

Diante do que foi exposto, pesquisas que envolvam a ozonioterapia no auxilio
do reparo 6sseo em associacdo com biomateriais como as membranas bioldgicas,
ainda sdo muito escassos na literatura. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar
0 possivel beneficio da utilizacdo da ozonioterapia sistémica em conjunto com uma

membrana reabsorvivel de colageno porcino na regeneracdo 6ssea guiada.
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2 OBJETIVO

Avaliar e mensurar o possivel beneficio da ozonioterapia em defeitos 0sseos

criticos, na regeneracao 0ssea guiada.

A hipétese nula do trabalho foi que os grupos tratados ou ndo com a

ozonioterapia, ndo apresentariam diferencas no reparo 6sseo.
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3 MATERIAL E METODO

Desenho Experimental

Essa pesquisa seguiu todos o0s preceitos e principios éticos para
experimentacdo animal, regulamentados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA). Todos os protocolos experimentais foram enviados e aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de
Aracgatuba, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, pelo
namero de protocolo FOA n® 0292-2021 (Anexo A) e seguindo as orientacdes do
ARRIVE Guidelines (Anexo B).

Selecao da amostra

Para esse estudo foram utilizados um total de 96 ratos (Rattus novergicus
albinus, Wistar), machos, adultos (3 a 4 meses), com aproximadamente 200g a 300g,
os quais foram divididos em quatro grupos (n=6 por grupo), de maneira randomizada
pelo método de sorteio manual, submetidos a eutanasia em quatro periodos
experimentais: aos 7, 15, 30 e 60 dias apds a cirurgia. O tamanho da amostra foi
calculado usando o programa SigmaPlot 12.0 (exact graphs and data analysis, Sant
Rose, USA). Para isso, utilizou-se um artigo publicado, no qual a diferenca minima
das médias de porcentagem para neoformacdo Ossea era 18,9; desvio padrao
esperado de 8,1; para um Power Test = 80% e p>0,005, seriam necessarias cinco
amostras para cada grupo experimental [24]. Portando, levando em consideracao a
possibilidade de perda de algum animal durante o experimento, o n=6 por grupo foi

escolhido.

Estes animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia do
campus de Aracatuba — UNESP em gaiolas, contendo trés animais em cada uma, as
quais eram limpas a cada dois dias, e alimentados com racéo balanceada (NUVILAB,
Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e agua ad libitum. Sendo assim, em
cada animal foi realizado um defeito 6sseo critico de 8 mm de diametro [40] na

calvaria, como descrito a seguir:
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e Grupo membrana de coldgeno porcino (BioGide®) (Controle Positivo)
(B1O) — n=24: somado ao coagulo que preenchia o defeito ésseo critico foi
utilizada apenas uma membrana de colageno porcino (Bio-Gide®), ja
estabelecida como padrdo ouro nesses modelos experimentais, sendo que
6 animais foram eutanasiados em cada tempo experimental (7, 15, 30 e 60

dias apds o procedimento cirargico);

e Grupo membrana de colageno porcino associada a ozonioterapia
(Grupo Experimental 1) (BIO+OZ) — n=24: recebeu a mesma terapia
padrdao ouro (Bio-Gide®) adicionado da ozonioterapia (intraperitoneal
0,7ml/kg) de 02 em 02 dias pd&s-operatérios, sendo que 6 animais foram
eutanasiados em cada tempo experimental (7, 15, 30 e 60 dias apds o

procedimento cirdrgico);

e Grupo coagulo associado a ozonioterapia (Grupo Experimental 2)
(COA+0Z) — n=24: somado ao coagulo que preenchia o defeito 6sseo
critico, os animais receberam a ozonioterapia sistémica como terapia auxiliar
(intraperitoneal 0,7ml/kg) de 02 em 02 dias po6s-operatoérios, sendo que 6
animais foram eutanasiados em cada tempo experimental (7, 15, 30 e 60

dias apds o procedimento cirargico);

e Grupo coagulo (Controle Negativo) (COA) —n=24: o defeito critico (DC)

foi preenchido apenas com a presenca do coagulo sanguineo.

Cirurgia Experimental

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de 12 horas e submetidos
a sedacao por meio da administracdo via intramuscular, com Cloridrato de Ketamina
(Francotar — Vibrac do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil) associado a Xilazina (Rompum
— Bayer AS — Saude Animal, S&o Paulo, Brasil), na dosagem de 0,7ml/Kg e 0,3ml/Kg,
respectivamente [25—-27]. Um rigoroso protocolo asseéptico foi adotado, incluindo a
esterilizagdo do instrumental utilizado, delimitacdo da area a ser operada com campos
estéreis e uso de aventais e luvas cirdrgicas estéreis. Todos os procedimentos

cirargicos foram realizados na sala cirurgica do Biotério da Faculdade de Odontologia
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de Aracatuba — UNESP. Em seguida, a tricotomia na regido da calvaria foi realizada,
antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine
Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado ao PVPI tépico (PVPI

10%, Riodeine, Rioquimica, Sado José do Rio Preto) e aposi¢cdo de campos estéreis.

Confeccéo do defeito critico na calota

Uma incisao em forma de V no sentido occipito-frontal de aproximadamente 2
cm, com lamina n° 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Jap&do) montada em cabo de
bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha), foi executada (Figura 1A) e o descolamento total
do retalho com descolador tipo Molt (Hu-Friedy, Alemanha) (Figura 1B). Em seguida,
com auxilio de broca trefina de 7mm de didmetro interno (3i Implant innovations, Inc.,
Palm Beach Gardens, EUA) acoplada em baixa-rotacéo sob irrigacdo abundante com
solucéo de cloreto de sddio 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), confeccionou-se
um defeito cirargico critico de 8 mm de diametro externo na porcao central da calvaria
envolvendo a sutura sagital, mantendo-se a integridade da dura-mater (Figura 1C e
D).
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Figura 1. Cirurgia experimental realizada em calota, ap6s a antissepsia da regido. A:
tricotomia e incisdo em V no sentido occipto-frontal; B: calvéria exposta ap6s descolamento
total do retalho; C: marcacdo do defeito de 8 mm a ser criado e D: defeito critico de 8 mm
realizado preservando a dura-mater.

Ww F
0 e ;

De acordo com os tratamentos propostos, os defeitos foram preenchidos com
coagulo sanguineo e sobre o defeito colocado a membrana nos determinados grupos
(Figura 2A). No final do procedimento, os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados (Figura 2B) e suturados em planos, empregando-se fio reabsorvivel
(acido poliglactina 910- Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos,
Brasil) no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon, Ethicon,
Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano

mais externo (Figura 2C).



Figura 2. Instalacdo da membrana de colageno porcino sobre o defeito 0sseo critico.
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A:

membrana BioGide® colocada em posi¢do; B: tecidos moles reposicionados; C: sutura

interrompida simples com fio Nylon 5.0.

No pdés-operatério imediato cada animal recebeu dose Unica intramuscular
de 0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte, Fort
Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos em gaiolas

individuais durante todo o experimento com ragao e agua ad libitum.

Padréo de Aplicacdo da Ozonioterapia

Os animais correspondentes aos grupos BIO+0OZ e COA+0OZ, receberam a
aplicacado do ozonio por via intraperitoneal, na dosagem de 0,7ml/kg do animal,
valor esse ja estabelecido em outros estudos e publicacdes [15]. As aplicacbes
ocorreram de 02 em 02 dias pos-operatérios, com inicio no pés-operatério imediato,
com auxilio de uma maquina de o0z6nio gasoso fornecido pela empresa Ozone &
Life (Ozone & Life Industria, Comércio e Sistemas LTDA). Os animais dos demais
grupos, que nao passaram pela terapia com o0zoénio, foram submetidos a puncéo
com agulha idéntica da terapia, visando mimetizar o estresse em todos 0s animais

da pesquisa.
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Figura 3. Aplicagdo do ozo6nio via intraperitoneal na dosagem de 0,7 ml/kg.

Eutanasia

A eutanasia dos animais foi realizada por dose excessiva de anestésico nos
respectivos tempos experimentais [25—-27]. Como critério de excluséo, estabeleceu-
se que qualquer complicacéo cirargica trans ou pos-operatoria excluiria a amostra das

avaliagoes.

Coleta, Fixacdo e Processamento das Pecas

As calvarias dos animais, obtidas nos periodos de eutanasia de 7, 15 e 30 dias,
foram removidas e fixadas em solucao de formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas
em agua corrente por 24 horas, descalcificadas em EDTA 20% por 5 semanas,
desidratadas em sequéncia de alcoois e diafanizadas. Posteriormente, as calvarias
foram cortadas ao meio no sentido longitudinal, separando o defeito 6ésseo (Figura 4).
As pecas obtidas foram incluidas em parafina, e cortadas em cortes semiseriados de
6um de espessura. De cada peca, 10 laminas foram obtidas, as quais foram
destinadas a coloracdo em hematoxilina e eosina (H&E) para a confeccédo das
analises histologicas e histomorfométricas (Figura 5). Apenas no periodo de eutanasia
de 60 dias, as pecas, apds serem fixadas em formaldeido 10% durante 48 horas e
lavadas em agua corrente por 24 horas, foram mantidas em alcool 70%, analisadas

no sistema de Micro-TC Skyscan 1272 (Bruker, Kontich, Belgium) e, posteriormente,
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tratadas da mesma maneira que as outas pecas, obtendo-se as laminas com a

coloracdo de H&E.

Figura 4. Corte longitudinal obedecendo a margem de seguranca ao redor de todo o defeito,
separando-o ao meio para inclusdo em parafina.

Figura 5. Cortes representativos de 6 um de espessura de cada bloco de parafina jA montados
em laminas

Analises Histoldgica e Histomorfométrica

Previamente a realizacdo da analise histométrica, as amostras foram
codificadas de maneira que somente a orientadora sabia a quais grupos pertenciam.

Um Unico examinador realizou as analises.

ApoOs a obtencdo das laminas, em um microscopio optico (LeicaR DMLB,
Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma camera (LeicaR DC 300F microsystems ltd,
Heerbrugg, Switzerland) conectada a um computador com o software ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA), foram realizadas as
fotomicrografias em um aumento de 4x para a reconstrucédo panoramica e analise da
qguantidade de osso neoformado (objetivo primario) e fotomicrografias nos aumentos

de 40x e 100x para a realizagdo da descricdo histologica.
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Analise de Perfil Inflamatério

O perfil inflamatoério das pecas foi realizado a partir da quantificacao de células
inflamatorias (linfécitos) e vasos sanguineos. Para isso, foram realizadas
fotomicrografias em um amento de 100x, das quais 3 imagens eram realizadas por
seccao histoldgica: a primeira, ao centro do defeito; a segunda, a direita; e a terceira,
a esquerda; sendo que 2 seccdes histolégicas por animal foram escolhidas das
amostras obtidas nos tempos experimentais de 7 e 15 dias para os grupos BIO,
BIO+0OZ, COA+0OZ e COA, totalizando 96 imagens. ApoOs a obtencao das imagens,
no software Image J, uma grade contendo 130 pontos foi inserida em cada imagem,
e cada célula com caracteristica linfocitaria (mononucleares) que tocasse o ponto era
contada; para os vasos sanguineos, o conjunto de pontos inseridos dentro do mesmo

vaso era quantificado.

Analise por MicroCt

ApoOs a fixacdo das calvarias em formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas
em agua corrente por 24 horas, os espécimes obtidos no periodo de eutanasia de 60
dias, foram mantidos em alcool 70%, e submetidos a avaliacdo em microtomdgrafo
computadorizado Skyscan 1272 (Bruker, Kontich, Belgium). Os parametros utilizados
foram: tamanho do pixel 11,87 um, 50 kVp, filtro de 0,5mm de aluminio, rotacdo 0.6°

e rotacdo do arco de 180°.

Apoés a digitalizacdo, as imagens obtidas foram importadas para o NRecon
Reconstruction Software (Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium) para a reconstrucéao
tridimensional (3D) das calvarias na escala de cinza, na qual as linhas vermelhas
delimitam a area a ser reconstruida e a linha verde o centro da regido de interesse.
Apés a obtencdo das imagens em 3D, o Software DataViewer (Skyscan, Bruker,
Kontich, Belgium) foi utilizado para a determinacao do volume de interesse (VOI), que
foi padronizado para todas as imagens, sendo que todos foram salvos em uma viséo

coronal.

Os cortes obtidos foram importados para o Software CT-Analyzer (Skyscan,

Bruker, Kontich, Belgium). Nas imagens obtidas, foram avaliados parametros
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morfométricos como volume 6sseo (BV), porcentagem de volume 0sseo (BV/TV),
espessura do trabeculado ésseo (Tb.th), nimero de trabéculas 6sseas (Th.N),
separacédo do trabeculado (Tb.Sp) e porcentagem da porosidade 0ssea total (Po.tot)
(Skyscan, Bruker, Kontich, Belgium). Para a determinacdo da regido de interesse
(ROI) foi utilizada a ferramenta Round devido a morfologia arredondada dos defeitos,
sendo essa também padronizada para todas as reconstrucdes (9,74x9,74). Logo
apos, foi utilizado um limite da escala de cinza de 181 a 24 em um intervalo de 100
camadas. As imagens foram entdo convertidas para a escala de cinza para o célculo

dos parametros tridimensionais em milimetros (mm), realizado pelo proprio software.

Analises Estatisticas

Os dados obtidos durante as analises histomorfométricas e de MicroCt foram
submetidos a um teste de normalidade para avaliacdo da distribuicdo das amostras
(Shapiro-Wilk, p>0,05). Apos a confirmacéao da distribuicdo normal das amostras, para
as analises histomorfométricas, o teste estatistico ANOVA 2-fatores e o pds-teste de
Tukey foram utilizados para a comparacdo das médias obtidas. Para as analises de
MicroCt, o teste estatistico ANOVA 1-fator e o pds teste Holm-Sidak foram utilizados

para a comparacao das médias obtidas. O nivel de significancia foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

Dentre as amostras, ndo foram observadas complicacbes durante o
procedimento cirargico e todos os animais sobreviveram ao pos-operatério, permitindo

a inclusdo de todos no trabalho.

4.1 Avaliacao Histologica (morfologia)

A descricdo histologica foi realizada a partir das reconstru¢des panoramicas
das fotomicrografias realizadas em um aumento de 4.0x e a confirmacdo das

estruturas encontradas nos maiores aumentos (Figura 6).
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Figura 6. Reconstru¢des panoramicas das fotomicrografias dos grupos BIO, BIO+OZ, COA+0OZ e COA em todos 0s periodos experimentais de
7, 15, 30 e 60 dias em um aumento de 4.0x. O defeito critico de 8 mm de didmetro externo, esta delimitado pelo { } e os * indicam os cotos

0sseos.
15 DIAS S

|
1‘ 1

NRR

BIO+0Z
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Grupo BioGide® (BIO)

7 dias: E possivel observar na reconstru¢ido panoramica em um aumento de
4.0x, a presenca da membrana de colageno porcino integra recobrindo toda a
extensdo do defeito 6sseo e a presenca de tecido conjuntivo frouxo bem organizado
(figura 6). No aumento de 40x, no centro do defeito, verifica-se um tecido de
granulacdo jovem e altamente vascularizado, sem infiltrado inflamatério. No aumento
de 100x pode-se notar as duas camadas que compde a membrana de colageno e

uma invasao celular no interior da membrana (Figura 7).

Figura 7. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo BIO aos
7 dias magnificacdes de 40x e 100x. Na regido dos cotos observa-se a presenca de um tecido
conjuntivo (TC) rico em fibroblastos (setas amarelas). No centro do defeito, nota-se um tecido
conjuntivo (TC) rico em células e a nitida presen¢a da membrana (M) de colageno porcino.

15 dias: A imagem panoramica revela o inicio de uma neoformacao 6ssea a
partir dos cotos em dire¢cdo ao centro do defeito 6sseo, a presenca da membrana
mantendo o espaco do defeito. Na avaliacdo dos maiores aumentos, de 40x e 100x,
observa-se que existe um tecido conjuntivo mais denso, com menor quantidade de
células linfocitarias e maior quantidade de fibras, sendo que essas fibras estédo
dispostas em uma Unica direcao. No interior da membrana pode-se observar células
e vasos sanguineos e uma maior neoformacédo éssea quando comparado ao periodo
de 7 dias (Figura 8).
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Figura 8. Fotomicrografias da regido do coto dsseo e do centro do defeito do grupo BIO aos
15 dias de reparo 6sseo nas magnifica¢cdes de 40x e 100x. Proximo aos cotos (C), € possivel
notar o inicio do processo de neoformacdo déssea (as setas azuis indicam as células
osteoprogenitoras), envolto por tecido conjuntivo (TC) bem vascularizado (os * indicam os
vasos sanguineos), e as setas amarelas os fibroblastos. No centro do defeito a membrana (M)
aparece de maneira integra evolvendo todo o defeito, bem celularizado.

30 dias: Na reconstrucao panoramica é possivel observar maior neoformacao
0ssea entremeada por fragmentos da membrana de colageno porcino. Nota-se a
presenca de periésteo e tecido 6sseo neoformado tanto a partir dos cotos, como no
centro do defeito. As imagens em maior aumento mostram a presenca da membrana,
entretanto mais fragmentada em comparacdo com os periodos de 7 e 15 dias, além
de fibras colagenas organizadas e dispostas na mesma direcao. Verifica-se grande
guantidade de vasos, fibras que compde a membrana de coldgeno com tecido 6sseo
ao seu redor e auséncia de infiltrado inflamatério. Em alguns espécimes foi possivel

observar o fechamento total do defeito 6sseo (Figura 9).
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Figura 9. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo BIO aos
30 dias de reparo 6sseo nas magnificagdes de 40x e 100x. Préximo aos cotos (C), é possivel
notar o inicio do processo de neoformacgéo 6ssea (TON), envolto por tecido conjuntivo (TC)
bem celularizado (as setas amarelas indicam os linfécitos e os * indicam os vasos
sanguineos). No centro do defeito nota-se o tecido 6sseo neoformado (TON) envolto por
tecido conjuntivo.

60 dias: A imagem panoramica (aumento de 4.0x) mostra grande
neoformacéo 0ssea e o fechamento quase completo do defeito dsseo critico. Pode-se
observar que ainda existem fragmentos da membrana de coldgeno porcino e tecido
conjuntivo denso (Figura 6). Observando as imagens de maior magnitude, de 40x e
100x nota-se que o tecido 6sseo neoformado se encontra mais maduro em relacéo ao
periodo de 30 dias (Figura 10).

Figura 10. Fotomicrografias da regiao do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo BIO aos
60 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. E possivel observar tanto a partir
dos cotos, como no centro do defeito uma grande quantidade de tecido 6sseo neoformado
(TON) com a presenca de grandes vasos sanguineos (*) e células osteoprogenitoras (seta
azul) em toda a extenséo do defeito.

coto centro
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Grupo BioGide®+0zb6nio (BIO+0Z)

7 dias: Na imagem panoramica (aumento de 4.0x) observamos a membrana
de colageno porcino recobrindo toda a extensdo do defeito 6sseo e a presenca de
tecido conjuntivo frouxo (Figura 6). As imagens de maior aumento (40x e 100x)
revelam a presenca de fibras colagenas dispostas de forma paralela e mais
organizadas em relacdo ao grupo que recebeu apenas a membrana de colageno
porcino (BIO). E possivel observar a presenca de muitos vasos sanguineos,
fibroblastos mais orientados e um tecido de granulagdo mais avangado no processo
de reparo, além da auséncia de infiltrado inflamatorio (Figura 11).

Figura 11. Fotomicrografias da regido do coto ésseo e do centro do defeito do grupo BIO+0Z
aos 7 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. Proximo aos cotos (C), é
possivel um tecido conjuntivo (TC) bem vascularizado (os * indicam 0s vasos sanguineos e
as setas amarelas indicam os fibroblastos). No centro do defeito a membrana (M) aparece de

maneira integra evolvendo todo o defeito, que esta preenchido por um tecido conjuntivo (TC)
com fibroblastos mais orientados.

15 dias: A reconstrugcdo panoramica (aumento de 4.0x) mostra que ocorreu
um avanco no processo de neoformacdo éssea que se inicia a partir dos cotos em
direcdo ao centro do defeito, e que a membrana continua integra e em posi¢éo (Figura
6). Nos aumentos de maior magnitude (40x e 100x) pode-se observar de forma mais
detalhada a presenca de tecido conjuntivo maduro e bem vascularizado, ilhas de
neoformacdo 6ssea no centro do defeito e invadindo a membrana de colageno

porcino.
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Figura 12. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo BIO+0OZ
aos 15 dias de reparo 0sseo nas magnificacées de 40x e 100x. Préximo aos cotos (C), é
possivel notar o inicio do processo de neoformacao 6ssea (TON) em dire¢do ao centro do
defeito, além da presenca de um tecido conjuntivo (TC) maduro, com vasos sanguineos
grandes e fibroblastos (setas amarelas) orientados. No centro do defeito a membrana (M)
aparece de maneira integra evolvendo todo o defeito, com ilhas de tecido ésseo neoformado
(TON) ao seu redor.

30 dias: No aumento de 4.0x pode-se observar neoformacao 6ssea a partir
dos cotos em direcdo ao centro do defeito e a presenca de um tecido de granulagéo
bem organizado (Figura 6). Os aumentos de 40x e 100x revelam que aos 30 dias a
membrana ndo cumpre mais sua fungéo de barreira visto que se iniciou 0 processo
de degradacéo, restando apenas alguns fragmentos. E possivel verificar a existéncia
de tecido conjuntivo fibroso, osteoblastos na regido periférica do defeito e ostedcitos
no interior do tecido 6sseo neoformado, tanto a partir dos cotos como no centro do
defeito (Figura 13).
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Figura 13. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo BIO+0OZ
aos 30 dias nas magnificagcbes de 40x e 100x. Na regido dos cotos nota-se tecido 6sseo
neoformado (TON) significativo, bem celularizado com alguns fibroblastos (setas amarelas) e
células osteoprogenitoras na superficie (seta azul). No centro do defeito é possivel observar
tecido 6sseo neoformado (TON) em toda a extenséo, com grandes vasos sanguineos (*) e
algumas areas de tecido conjuntivo (TC) maduro, com fibroblastos e fibroblastos bem
organizados.

60 dias: A reconstrucdo panoramica (aumento de 4.0x) mostra grande
gquantidade de tecido 6sseo neoformado tanto a partir dos cotos, como no centro do
defeito sendo que a maioria dos espécimes obteve o completo fechamento do defeito
0sseo (Figura 6). Nos aumentos de maior magnitude (40x e 100x) é notdria a presenca
de um tecido 6sseo mais maduro, ja em fase de remodelacéo, além da aparicédo de
osteoblastos, ostedcitos e células gigantes. O processo de degradagdo da membrana
de colageno porcino se encontra avangado, ndo sendo possivel observar quase

nenhum fragmento (Figura 14).
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Figura 14. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo BIO+0Z
aos 60 dias de reparo 0sseo nas magnificacfes de 40x e 100x. Préximo aos cotos (C), é
possivel notar o processo de neoformacédo 6ssea, com ilhas de tecido 6sseo neoformado
(TON) mais maduro, com células osteoprogenitoras (seta azul), envolto por um tecido
conjuntivo (TC) denso, com vasos sanguineos de grande calibre (*) e fibroblastos (setas
amarelas). No centro, nota-se tecido 6sseo (TON) em toda a extensao e algumas areas de
tecido conjuntivo (TC) com fibras colagenas bem organizadas.

Grupo Coagulo+0Ozénio (COA+0OZ)

7 dias: A imagem panoramica (aumento de 4.0x) permite verificar a presenca
de um tecido de granulacdo muito vascularizado e o inicio do processo de
regeneracao 6ssea dos cotos em direcdo ao centro do defeito (Figura 6). Nos
aumentos de maior magnitude (40x e 100x) nota-se que existe um tecido conjuntivo
fibroso entremeado por neoformacéo éssea, areas com tecido conjuntivo frouxo com
vasos sanguineos, atividade fibroblastica, células gigantes e osteoblastos préximos
aos vasos (Figura 15).
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Figura 15. Fotomicrografias da regido do coto ésseo e do centro do defeito do grupo COA+0OZ
aos dias de reparo 6sseo nas magnificacfes de 40x e 100x. Na &rea dos cotos (C) nota-se
algumas ilhas de tecido 6sseo neoformado (TON) em dire¢do ao centro, envoltas por tecido
conjuntivo (TC) muito vascularizado, com vasos sanguineos de grande calibre (*) e
fibroblastos ao redor (setas amarelas). No centro do defeito observa-se atividade fibroblastica
intensa (setas amarelas, tecido conjuntivo (TC) frouxo e pequenas ilhas de tecido 0sseo
neoformado (TON).

15 dias: Pode-se observar na imagem panoramica (aumento de 4.0x) um
avanco bem significativo do processo de regeneracdo 0ssea a partir dos cotos em
direcdo ao centro do defeito (Figura 6). Nos maiores aumentos (40x e 100x) nota-se
gue o tecido conjuntivo se encontra bem organizado assim como as fibras colagenas

gue se encontram dispostas de forma paralela entre si (Figura 16).

Figura 16. Fotomicrografias da regi@o do coto dsseo e do centro do defeito do grupo COA+0OZ
aos 15 dias de reparo 6sseo nas magnificacées de 40x e 100x. Na regido dos cotos nota-se
ilhas de tecido 6sseo neoformado (TON) que se direcionam para o centro do defeito e um
tecido conjuntivo (TC) denso e organizado. No centro do defeito é possivel notar tecido 6sseo
neoformado (TON) significativo e tecido conjutivo (TC) com intensa atividade fibroblastica e
muitos vasos sanguineos. Os (*) indicam o0s vasos sanguineos, as setas azuis as células
osteoprogenitoras e as setas amarelas os fibroblastos.
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30 _dias: A reconstrucdo panoramica (aumento de 4.0x) revela defeitos 0sseos
totalmente fechados na maioria dos espécimes e a presenca de tecido conjuntivo
fibroso bem organizado (Figura 6). Os aumentos de maior magnitude (40x e 100x)
mostram auséncia de infiltrado inflamatoério, grande quantidade de tecido Osseo

neoformado, além da presenca de periosteo (Figura 17).

Figura 17. Fotomicrografias da regidao do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo COA+0OZ
aos 30 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. Na area dos cotos (C) nota-
se grande quantidade de tecido 6sseo neoformado (TON) com alguns osteoblastos (setas
azuis) e alguns vasos sanguineos (*). No centro do defeito, é possivel notar tecido 4sseo
neoformado (TON) em toda a extensdo, com algumas areas de tecido conjuntivo (TC) fibroso,
organizado, com vasos sanguineos (*) e fibroblastos (setas amarelas).

60 dias: Na reconstrucdo panoramica (aumento de 4.0x) € notdria a presenca

de uma grande neoformacgéo 0ssea recobrindo totalmente o defeito (Figura 6). Nos
maiores aumentos (40x e 100x) é possivel observar um tecido 6sseo com linhas de
reverséo, ja entrando em fase de remodelacdo e auséncia de infiltrado inflamatério
(Figura 18).
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Figura 18. Fotomicrografias da regido do coto dsseo e do centro do defeito do grupo COA+OZ
aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. A regido de coto 0sseo se
confunde com a area total de tecido 6sseo neoformado (TON), sendo possivel observar tecido
0sseo ativo pela presenca de ostedcitos viaveis (setas azuis). No centro do defeito, grande
area de tecido 6sseo neoformado (TON) é observada, garantindo o fechamento total do
defeito.

Grupo Coagulo (COA):

7 dias: Na imagem panoramica, observa-se a ferida cirdrgica preenchida por
um tecido de granulacdo (Figura 6). Na borda do defeito existe neoformagéo 0ssea,
com tecido 0sseo primério e aleatoriamente distribuido, ricamente celularizado por
ostedcitos e recoberto em suas superficies por osteoblastos. A neoformacao éssea foi
notada nos cotos da ferida cirdrgica, sendo ausente na regido central, com abundante
tecido de granulacdo jovem, contendo macrofagos, neoformacdo vascular,
fibroblastos e pouca matriz extracelular preenchendo a regido central do defeito
(Figura 19).

Figura 19. Fotomicrografias da regido do centro do defeito do grupo COA aos 7 dias de reparo
nas magnificacbes de 40x e 100x. E possivel notar grande quantidade de tecido conjuntivo
(TC), vasos sanguineos de grande calibre, e intensa atividade fibroblastica (setas amarelas)
tanto a partir dos cotos, como no centro do defeito.

N TR

A0




42

15 dias: A imagem panoramica (aumento de 4.0x) mostra que a neoformacéo
0ssea continua apenas nos cotos do defeito com tecido 6sseo primario e que a regiao
central esta preenchida por tecido conjuntivo fibroso (Figura 6). Na avaliacdo das
fotomicrografias dos aumentos de 40x e 100x foi possivel constatar a presenca de
neoformacéo vascular e intensa atividade fibroblastica (Figura 20).

Figura 20. Fotomicrografias da regido do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo COA
aos 60 dias de reparo 6sseo nas magnificacdes de 40x e 100x. Nota-se a presenca de
pequenas ilhas de tecido 6sseo neoformado (TON) somente na regido dos cotos. Na regido
central existe um tecido conjuntivo (TC), neoformagéo vascular (*) e grande quantidade de
células (setas amarelas) ao redor dos vasos e no interior do tecido de granulagéo.

30 dias: A reconstrucdo panoramica (aumento de 4.0x) permite observar que
houve um avanco do processo de regeneracdo 0ssea a partir dos cotos, entretanto o
centro do defeito ainda esta preenchido por tecido conjuntivo frouxo ndo modelado
(Figura 6). Os maiores aumentos permitem verificar um tecido conjuntivo mais
organizado com pequenas ilhas de neoformacdo 6ssea nas bordas do defeito e a

presenca de células osteoprogenitoras (Figura 21).

Figura 21. Fotomicrografias da regiao do coto 6sseo e do centro do defeito do grupo COA
aos 30 dias de reparo nas magnificacdes de 40x e100x. A &rea de tecido 6sseo neoformado
(TON) continua apenas na regiao de coto 6sseo. Existe a presenca de um tecido conjuntivo
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(TC) fibroso, mais organizado, com grandes aglomerados celulares tanto nos cotos, como no
centro do defeito.

< 9

60 dias: A imagem panoramica (aumento de 4.0x) revela que o tecido 6sseo
neoformado na regiao dos cotos do defeito se apresenta mais maduro em relagdo aos
30 dias e existe tecido conjuntivo denso que preenche o centro da ferida cirdrgica
(Figura 6). Nos aumentos de maior magnitude (40x e 100x) foi possivel notar
pequenas ilhas de neoformacdo Ossea, presenca de vasos sanguineos, células

gigantes e atividade fibroblastica intensa na regido central (Figura 22).
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Figura 22. Fotomicrografias da regido do coto ésseo e do centro do defeito do grupo COA
aos 60 dias de reparo nas magnificacdes de 40x e 100x. E possivel observar tecido 6sseo
neoformado (TON) na regido dos cotos em direcdo ao centro, além da presenca de células
osteoprogenitoras (seta azul) e fibroblastos (seta amarela). Tecido conjuntivo (TC) mais
organizado, grandes vasos sanguineos (*) e aglomerados celulares (setas amarelas) na
regido central do defeito 6sseo.
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4.2 Andlises Histométricas

Os resultados obtidos, foram interpretados de maneira a tracar o perfil
inflamatorio e avaliar a capacidade osteopromotora de cada membrana testada em

comparagao com o controle positivo (BIO).

4.2.1 Perfil inflamatério (células e vasos sanguineos)

Na avaliacdo intragupos em relacdo a quantidade de células (linfocitos), foi
possivel observar diferencas estatisticas apenas nos grupos COA (p<0,05) e
COA+0OZ (p<0,05), sendo que ambos 0s grupos apresentaram menor conteudo

celular no periodo de 15 dias quando comparado ao periodo inicial de 7 dias.

J& na analise intergrupos, no periodo de 7 dias, o grupo COA+OZ (p<0,001)
apresentou a maior quantidade de células quando comparado aos grupos BIO
(p<0,01) e BIO+OZ (p<0,01) com diferencas estatisticas significativas, ficando
proximo apenas do grupo COA em que nédo foi observada diferenca estatistica
significante (p=0,992). O grupo BIO+0OZ foi o grupo que apresentou 0 menor contetdo
celular neste periodo, ndo apresentando diferencas estatisticas apenas em relagédo
ao grupo BIO (p=0,196).
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Na analise intergrupos do periodo de 15 dias, o grupo COA (p=0,09) apresentou
a maior quantidade de linfocitos, com diferencas estatisticas significativas em relacao
aos grupos BIO+0Z (p<0,05) e COA+0OZ (p<0,01); ja em comparagdo ao grupo BIO,
ndo foi observada diferenca estatistica significativa (p<0,05), apesar do grupo que
recebeu a membrana apresentar menor quantidade de células. Neste mesmo periodo,
0s grupos BIO e BIO+0OZ também nao apresentaram diferencas estatisticas quando

comparados entre si (p<0,05).

Figura 23. Gréfico representativo das comparagfes das médias e desvio padréo inter e
intragrupos para a analise de células inflamatdrias (linfécitos) nos periodos de 7 e 15 dias. As
letras mailsculas representam as diferencas estatisticas significantes intergrupos e as
minasculas demonstram se houve diferenca estatistica significante intragrupo no periodo de
7 para 15 dias. As fotomicrografias ao lado foram realizadas em um aumento de 100x, as
setas amarelas indicam as células (linfocitos) e os * os vasos sanguineos.
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Em uma andlise comparativa intragrupos em relacdo a quantidade de vasos
sanguineos presentes durante o processo de reparo, o grupo BIO+0OZ (p<0,05) foi o
anico que apresentou diferenca estatistica significativa, demonstrando um aumento

importante da quantidade de vasos no periodo de 7 para 15 dias.
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Na avaliacdo da capacidade angiogénica intergrupos, tanto no periodo de 7
dias como no de 15 dias, o grupo COA+OZ despontou com a maior capacidade
angiogénica em relacdo a todos os outros grupos, com diferengas estatisticas
significativas (p<0,05). O grupo COA foi o grupo que demonstrou menor capacidade
angiogénica e ambos os periodos analisados, quando comparado os grupos BIO,
BIO+0OZ e COA+0OZ (p<0,05).

No periodo de 15 dias, apenas nao foram observadas diferencas estatisticas
entre 0os grupos BIO x COA (p=0,228), e também entre os grupos BIO x BIO+0OZ
(p=0,220).

Figura 24. Gréfico representativo das comparagcfes das médias e desvio padréo inter e
intragrupos para a analise da quantidade de vasos sanguineos nos periodos de 7 e 15 dias.
As letras mailsculas representam as diferencas estatisticas significantes intergrupos e as
mindsculas demonstram se houve diferenca estatistica significante intragrupo no periodo de
7 para 15 dias. As fotomicrografias ao lado foram realizadas em um aumento de 100x, as
setas amarelas indicam as células (linfocitos) e os * os vasos sanguineos.
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4.2.2 Area de osso neoformado (AON)

Em relacéo a area de osso neoformado intragrupos, levando em consideracao
o fator tempo e todos os grupos avaliados, todos apresentaram aumento da area de
osso neoformado de forma cronoldgica, e s6 ndo houveram diferencas estatisticas
entre os periodos de 7 para 15 dias; com excec¢ao do grupo COA+OZ em que houve
um grande salto de crescimento na comparacdo destes periodos, com diferenca
estatistica (p=0,014).

Na avaliacdo intergrupos, aos 7 dias, o grupo BIO+OZ foi o que obteve as
maiores meédias (p<0,05), enquanto o grupo COA obteve as menores (p<0,05), com

diferenca estatistica.

No periodo de 15 dias, o grupo COA+OZ destacou-se com um grande salto de
crescimento, com médias superiores aos outros grupos, com diferencas estatisticas
significativas (p<0,05). Aos 30 e 60 dias, os grupos BIO+OZ (p<0,05) e COA+0OZ
(p<0,05) obtiveram as maiores areas de tecido 6sseo neoformado com diferencas
estatisticas significativas em relagdo aos grupos BIO (p<0,01) e COA (p<0,01), mas

sem diferencas estatisticas significativas quando comparados entre si (p<0,01).
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Figura 25. Gréafico comparativo das médias e desvio padrédo da area de osso neoformado de
todos os grupos (BIO, BIO+0Z, COA+0OZ e COA) para os tempos experimentais de 7, 15, 30
e 60 dias. As letras mailsculas demonstram as diferencas estatisticas significantes
intergrupos e as letras mindsculas demonstram as diferencas estatisticas intragrupos.
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4.3 Analise de Micro TC

Em relagdo a quantidade 6ssea encontrada nas analises microtomogréficas, no
parametro que mede o volume ésseo (BV), os grupos BIO+0OZ (12,77406 mm3) e
COA+0OZ (13,155 mm3) obtiveram as maiores médias (p<0,05), com diferencas
estatisticas significativas quando comparados com os grupos BIO (6,71617 mm3) e
grupo COA (0,43961 mm3), mas sem diferencas estatisticas quando comparados
entre si (p=0,777).

Ja no parametro que mede o volume 0sseo em relacdo ao volume do tecido

(BVITV), foi possivel observar diferencas estatisticas entre todos os grupos (p<0,05),
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sendo que o grupo BIO+0Z (78,24895%) apresentou os maiores resultados, seguido
do grupo COA+0OZ (56,13554%). Os grupos BIO (41,6670%) e COA obtiveram os
menores resultados, sendo que o grupo COA (5,26081%) atingiu resultado

significativamente inferior aos outros grupos (p<0,05).

Figura 26. Graficos demonstrando a média e o desvio padrdo dos parametros BV e BV/TV,
no periodo de 60 dias para os grupos BIO, BIO+OZ, COA+OZ e COA. As diferencas
estatisticas significantes entre 0s grupos estdo representadas pelas letras mindsculas
diferentes (a, b, c e d).
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Na avaliacao microtomografica referente a qualidade do tecido 6sseo, os dados
obtidos no parametro que mede a espessura das trabéculas (Tb.Th), mostraram
diferencas estatisticas apenas entre os grupos COA (0,23359 mm) x BIO+0OZ
(0,17706 mm) (p<0,05), e entre os grupos COA (0,23359 mm) x BIO (0,17941mm)
(p<0,05), sendo que o grupo controle negativo (COA), atingiu maior separacao das
trabéculas dentre todos os grupos analisados (p<0,05).

Em relacéo ao parametro que quantifica o numero de trabéculas, o grupo COA
(0,261965 mm) obteve a menor média em relagcdo aos outros grupos (p<0,05), com
diferencas estatisticas em relacdo aos grupos que receberam a ozonioterapia
(BIO+OZ (3,77777mm) e COA+0OZ (3,82335mm)), que atingiram as maiores médias

dentre todos os grupos sem diferencas estatisticas significativas quando comparados
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entre si. Os dados obtidos no parametro que mede a separacdo das trabéculas
(Tb.Sp), o grupo COA (0,26753mm) atingiu as maiores médias com diferencas
estatisticas associadas (p<0,05), quando comparado aos outros grupos. Os grupos
BIO (0,18385mm), BIO+OZ (0,14986mm) e COA+OZ (0,18435mm) apresentaram

resultados similares, sem diferencas estatisticas significantes.

Na avaliacdo do parametro que mede a porosidade do tecido 6sseo (Po(tot)),
foram encontradas diferencas estatisticas significativas nas comparacdes entre todos
0s grupos (p<0,05). O grupo COA (95,58246%) apresentou o tecido 6sseo com maior
porosidade, seguido do grupo BIO (55,02148%). Ambos os grupos que receberam o
tratamento com o0z6nio obtiveram o tecido 6sseo menos poroso, sendo que 0 grupo
que recebeu a membrana de colageno porcino (BIO+0OZ) apresentou a menor
porosidade (33,45287%) quando comparado ao grupo que nao recebeu a membrana
(COA+02Z) (47,93512%) (p<0,05).
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Figura 27. Gréficos demonstrando a média e o desvio padrdo dos parametros Tb.Th, Tb.Sp,
Th.N e Po(tot), no periodo de 60 dias para os grupos BIO, BIO+0OZ, COA+OZ e COA. As
diferencas estatisticas significantes entre os grupos estdo representadas pelas letras
minusculas diferentes (a, b, c e d).
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Figura 28. Reconstrucdo axial do defeito critico na calota dos animais dos grupos BIO,
BIO+0OZ, COA+0OZ e COA eutanasiados aos 60 dias pos-operatorios.
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5 DISCUSSAO

Apesar do alto indice de sucesso e da crescente utilizagdo das membranas
biodegradaveis na ROG, a busca por terapias adjuvantes que possam auxiliar nos
processos regenerativos tem despertado interesse na comunidade cientifica. A
utilizacdo desses biomateriais a base de polimeros naturais ou sintéticos é capaz de
garantir a osteopromog¢do e aumentar a previsibilidade do ganho de tecido 6sseo
através da permeabilidade seletiva e da manutencdo do espaco necessario para a
estabilizacdo do coagulo sanguineo, e seu uso ja é amplamente validado pela
literatura [28-30].

Embora existam inUmeras vantagens atreladas ao uso das membranas
reabsorviveis, algumas limitacbes devem ser levadas em consideracdo, como a
funcionalidade de barreira ter duracdo mais curta e o menor tempo de degradacao,
principalmente quando utilizadas em defeitos 6sseos de grande volume. A crescente
utilizacdo desses biomateriais associada a busca pelo material com melhor
aplicabilidade clinica e melhor custo-beneficio, fez com que a engenharia tecidual
desenvolvesse membranas de origem, estrutura e propriedades fisicas distintas
[31,32].

Atualmente existem variados tipos de membranas reabsorviveis disponiveis
comercialmente, que diferem em relacdo ao comportamento biolégico [6]. Sendo
assim, é fundamental avaliar de que maneira essas barreiras atuam na funcéo
regenerativa do organismo, seu tempo de permanéncia a fim de manter a integridade
estrutural pelo tempo necessario para a proliferacdo e maturacdo das células
desejaveis (osteoblastos e osteoclastos), além de fatores como a biocompatibilidade
e a auséncia de materiais residuais que possam influenciar de forma negativa na

regeneracao dos tecidos.

A membrana BioGide® utilizada neste trabalho como controle positivo, é
composta por uma dupla camada de colageno porcino tipo | e tipo Ill, sendo uma
camada externa compacta que fica em contato com os tecidos moles e uma camada
interna porosa, que esta em contato com o tecido 6sseo. A dupla camada justifica

grande parte do seu sucesso clinico tdo bem elucidado na literatura [4,5], pois apesar
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do colageno ser considerado um material com alta taxa de degradacdo, a dupla
camada garante que a membrana seja suficientemente rigida para suportar forcas
compressivas dos tecidos adjacentes, além de tornar seu periodo de degradacao
lento. Além disso, apesar da alta taxa de degradacdo, o colageno é o principal
componente do tecido conjuntivo, possui baixa imunogenicidade, capacidade de atrair

fibroblastos e tem papel importante na comunicacao células-matriz [6].

Uma das caracteristicas ideais de uma membrana é a capacidade de promover
a angiogénese a fim de garantir o suprimento sanguineo, para que seja possivel a
proliferacdo e migracdo das células epiteliais para o local de regeneragcdo onde o
tecido 6sseo deve ser produzido. Trabalhos vém demostrando [19,21-23,33] que a
utilizacdo da terapia com ozénio também €& capaz de favorecer a proliferacdo e a
diferenciacéo celular, e que o 0z6nio é capaz de oferecer beneficios adicionais nos
processos de reparacdo tecidual, assim como as membranas reabsorviveis de

colageno.

Na avaliacdo intragrupos do perfil inflamatério, em relagdo a capacidade
angiogénica durante o processo de reparo, 0os grupos BIO, BIO+OZ e COA
apresentaram um aumento na angiogénese no periodo de 7 para 15 dias,
caracteristica relevante para o sucesso da ROG, enquanto o grupo COA+OZ néo
obteve diferencas estatisticas significantes entre os dois periodos analisados,

entretanto apresentou uma quantidade de vasos significativa ja nos 7 dias de reparo.

Na comparacédo intergrupos da quantidade de vasos sanguineos, nos dois
periodos, 7 e 15 dias, o grupo que teve o defeito 6sseo critico preenchido apenas
pelo coagulo sanguineo, mas que recebeu a terapia sistémica com 0z6nio (COA+02Z),
apresentou as maiores médias com diferengas estatisticas significativas quando
comparado com o grupo que nao recebeu a ozonioterapia (COA), e também quando
comparado com o grupo que teve o defeito preenchido pela membrana de colageno,
sem tratamento com ozonio (BIO), e com tratamento com 0z6nio (BIO+0Z). Enquanto
isso, o grupo COA apresentou a menor quantidade de vasos sanguineos em
comparacao aos outros trés grupos, o que ja era esperado visto que esses animais

nao receberam nenhum tipo de tratamento.
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Em relacdo a resposta inflamatéria, na avaliacdo intragrupos, foi possivel
observar que o grupo COA+OZ foi o grupo que apresentou a reducdo mais
significativa na quantidade de células no periodo de 7 para 15 dias, associada a
diferenca estatistica. Avaliando a comparacao intergrupos, no periodo de 15 dias, o
grupo COA+0OZ também foi 0 grupo que apresentou a menor reacao inflamatoria, com
diferencas estatisticas em relacdo aos outros trés grupos. Neste mesmo periodo, 0
grupo COA apresentou a maior reacao inflamatéria com diferenca estatistica em
relacéo aos grupos BIO+0OZ e COA+OZ, entretanto quando comparado ao grupo que
nado recebeu a ozonioterapia (BIO), ndo foi observada diferenca estatistica
significante. Sendo assim, podemos associar a utilizacdo da terapia com ozénio com
a diminuicdo da resposta inflamatdria, o que € de suma importancia quando falamos

em processos regenerativos.

Além disso, quando associamos os resultados encontrados na avaliacdo do
perfil inflamatoério de forma geral, é possivel notar que a menor reagdo inflamatoéria
obtida pelo grupo COA+OZ estd em conformidade com a maior capacidade
angiogénica obtida pelo mesmo grupo, da mesma forma que o grupo COA apresentou

a maior reacgdo inflamatéria e a menor formagéo de vasos sanguineos.

Estudos recentes [19,24,34] vém demonstrando que o ozdnio tem o poder de
aumentar a oferta de oxigénio tecidual ja que é capaz de se difundir para os tecidos e
causar vasodilatacdo das arteriolas estimulando o fluxo sanguineo e aumentando a
disponibilidade de oxigénio, nutrientes e componentes imunoldgicos. Sua influéncia
na diminuicdo do tempo da reparacao tecidual esta relacionada com a caracteristica
oxidativa do seu mecanismo de acao, ja que o0 0zonio interage com 0s acidos graxos
insaturados presentes nas membranas das células, originando peroxidos como o
H,O,, que estimula o sistema imunologico através da liberacdo de substancias
antioxidantes no organismo, além disso, o0 o0zbnio € capaz liberar fatores de
crescimento para construcdo da matriz extracelular que auxiliam no processo de
reparo tecidual [18,35-37].

Somado a essas caracteristicas, 0o 0zonio também auxilia na reducdo da
inflamac&o e na cicatrizacéo de feridas, pois também é capaz de sintetizar mediadores
quimicos da inflamac&o, como as prostaglandinas, interleucinas e leucotrienos, fato

gue justifica os dados encontrados na analise do perfil inflamatério deste trabalho.



55

Diferencas interessantes foram encontradas em relacédo ao curso do processo
de reparo entre 0s grupos que receberam a terapia com 0zonio sistémico e aqueles
que nao receberam. E possivel correlacionar os resultados obtidos na quantificagéo
das células inflamatérias e do aporte vascular com a quantidade de tecido 0sseo

neoformado nos processos de ROG [38].

Na comparacéo intergrupos em relacédo a area de osso neoformado, o grupo
COA (controle negativo) alcancou as menores meédias em todos os periodos
analisados (7, 15, 30 e 60 dias), 0 que ja era previsto pois 0s animais pertencentes a
esse grupo nao receberam nenhum tipo de tratamento ou biomaterial, ocasionando
em um processo inflamatdrio maior e uma capacidade angiogénica menor, resultando
consequentemente em menor area de tecido 6sseo neoformado, com diferencas

estatisticas em relacdo aos demais grupos.

Os dados obtidos através da quantificacdo da area de osso neoformado (Figura
25), nos mostra que 0s animais que receberam a ozonioterapia, dos grupos BIO+0OZ
e COA+0OZ, resultaram em uma neoformacdo O6ssea maior, com diferencas mais
relevantes comparados aos grupos controle positivo (BIO) e controle negativo (COA)
principalmente nos tempos experimentais de 30 e 60 dias. Foi possivel notar que o
grupo teste que nao teve o defeito 6sseo critico preenchido pela membrana de
coldgeno porcino, mas que recebeu a terapia com o o0zdénio (COA+0OZ), atingiu
resultados tdo satisfatérios quanto o grupo que recebeu a membrana BioGide® e a
ozonioterapia (BIO+0Z), e resultados superiores quando comparado aos animais que
receberam apenas a membrana de colageno (BIO) considerada padrdo ouro
atualmente, sugerindo mais uma vez que o 0zénio tem influéncia positiva no processo

de reparo.

Vale ressaltar que, do periodo de 7 para 15 dias pds-operatorios, 0 grupo
COA+0OZ apresentou um grande salto de crescimento resultando em uma éarea de
tecido 6sseo neoformado muito proxima daquela obtida pelo grupo BIO no tempo

experimental final de 60 dias.

Os achados microtomograficos realizados no periodo de 60 dias, corroboram
com os dados histométricos, tanto em relacdo a quantidade de tecido Osseo

encontrada, como em relacdo a qualidade desse tecido. Em relacdo a quantidade,
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analisando os parametros BV e BV/TV que medem o volume ésseo e o0 volume dsseo
em relacdo ao tecido respectivamente, nota-se que 0s grupos que receberam a terapia
com o0z6nio (COA+OZ e BIO+0Z) atingiram os maiores valores, ambos com boa
evolugao cicatricial, em conformidade com a histometria. Ao observar a qualidade do
tecido 6sseo formado, observa-se que os grupos COA+OZ e BIO+0OZ apresentaram
maior numero de trabéculas d6sseas, e um tecido 6sseo menos poroso quando
comparado aos grupos que nao receberam o ozénio como tratamento (grupo BIO e
grupo COA).

Analisando o grupo controle positivo que recebeu a membrana BioGide® (BIO),
nota-se que em todas as analises (morfoldgica, histométrica e de MicroCT), o grupo
apresentou resultados superiores em relacdo ao grupo controle negativo (COA),
porém apesar do alto indice de sucesso desta membrana reabsorvivel, quando
comparado aos grupos que receberam a ozonioterapia sistémica (BIO+OZ e
COA+0Z), os animais do grupo BIO apresentaram maior inflamacdo e menor aporte
vascular aos 7 e 15 dias, além de um tecido 6sseo em quantidade e qualidade

inferiores nos tempos experimentais finais de 30 e 60 dias.

A membrana BioGide® tem alta permeabilidade, o que permite capacidade
angiogénica superior a outras membranas encontradas comercialmente, além de
provocar menor reacdo inflamatoria, que pode estar associada com a
biocompatibilidade da membrana e a sua degradacdo, melhorando a capacidade
cicatricial na ROG [5,38]. Portanto, os dados obtidos nos grupos experimentais
(COA+0OZ e BIO+0Z), trazem informacgOes interessantes na busca de terapias e
biomateriais que possam aumentar a capacidade osteocondutora, melhorando ainda
mais 0s processos de reparo dentro da implantodontia, pois sugerem que o 0z6nio

possa ter induzido de maneira positiva a proliferagao celular e a resposta cicatricial.

A terapia com oz6nio é reconhecida no Brasil como procedimento odontolégico
pelo Conselho Federal de Odontologia (Resolugdo CFO no0.166/2015) desde 2015,
embora o Conselho Federal de Medicina ainda relute em regulamentar o uso do
ozobnio considerando a técnica em fase experimental. O 0z6nio vem sendo utilizado
na odontologia em varias areas, como no controle da carie dentaria, endodontia,
tratamento da gengivite e periodontite, osteonecrose dos maxilares, entre outras.

Além disso, boa parte da Europa, Asia e América Latina ja tem a ozonioterapia como
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procedimento médico legitimo e seu uso é amplamente permitido em humanos,
trazendo resultados notorios quanto a eficacia, versatilidade e seguranca da técnica,

com minimos efeitos colaterais [17,19,37].

Por essa razao, trata-se de uma vertente com potencial de crescimento como
terapia coadjuvante aos tratamentos convencionais, principalmente por diminuir a

sintomatologia dolorosa e otimizar 0 processo cicatricial.



58

6 CONCLUSAO

A ozonioterapia sistémica é capaz de influenciar de maneira positiva a
regeneracdo Ossea guiada associada ou ndo a membrana reabsorvivel de
coldgeno. Estudos devem se concentrar na busca de um protocolo de

administracdo seguro do 0zonio para uso terapéutico.
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ANEXOS
ANEXO A - COMITE DE ETICA
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FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdao das propriedades
reparacionais de membranas biodegradaveis associada ao uso da
ozonioterapia como terapia auxiliar”’, Processo FOA n° 0292-2021, sob
responsabilidade de Ana Paula Farnezi Bassi apresenta um protocolo experimental
de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal e sua execugdo foi
aprovada pela CEUA em 24 de Junho de 2021.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 10 de Abril de 2023.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 10 de Maio de 2023.

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Evaluation of the reparational properties of
biodegradable membranes associated with the use of ozoniotherapy as
auxiliary therapy”, Protocol FOA n° 0292-2021, under the supervision of Ana Paula
Farnezi Bassi presents an experimental protocol in accordance with the Ethical
Principles of Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA
on June 24, 2021.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: April 10, 2023.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: May 10, 2023.

Prof. Associado Joao Carlos Callera
Coordenador da CEUA
CEUA Coordinator

CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais

Faculdade de Odontologia de Aragatuba

Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba

Rua José Bonifacio, 1193 — Vila Mendonga - CEP: 16015-050 —- ARACATUBA — SP
Fone (18) 3636-3234 Email CEUA: ceua foa@unesp.br
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ANEXO B - ARRIVE GUIDELINES (MEMBRANEYS)

https://www.mdpi.com/journal/membranes/instructions
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