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RESUMO 

Objetivo: O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da ozonioterapia sistêmica 

sobre o remodelamento ósseo de defeitos críticos na calota de ratos, com e sem a presença de 

xenoenxerto, utilizando um modelo animal de imunossupressão induzido por corticoterapia. 

Métodos: Foram utilizados 64 ratos machos Wistar (180-220 g), distribuídos em 8 grupos 

experimentais (N = 8/grupo). Para a corticoterapia (grupos II, IV, VI e VIII), os animais receberam 

dexametasona (1 mg/kg; i.p.), uma injeção a cada 48 h, com início duas semanas antes dos 

procedimentos cirúrgicos, se estendendo até a eutanásia. Os animais controles (grupos I, III, V e 

VII) receberam solução salina (10 ml/kg; i.p.), nos mesmos intervalos de tempo. Após duas 

semanas do início da corticoterapia, os animais foram anestesiados com quetamina e xilazina (100 

e 10 mg/kg; i.p.), para a confecção de dois defeitos críticos nos ossos parietais da calota craniana 

(5 mm de diâmetro). Os defeitos foram preenchidos com coágulo (grupos I, II, V e VI) ou com 

xenoenxerto Bio-Oss (Geistlish Biomaterials, Germany) (grupos III, IV, VII e VIII). Em todos os 

grupos, o defeito da direita foi coberto por uma membrana de colágeno Bio-Gide (Geistlish 

Biomaterials, Germany). Para a ozonioterapia sistêmica, os animais dos grupos V, VI, VII e VIII 

receberam uma aplicação de ozônio (0,7 mg/kg; i.p.), todos os dias, durante 7 dias, iniciando 

imediatamente após a cirurgia. Decorridos quatro semanas da criação dos defeitos, os animais 

foram eutanasiados e as calotas cranianas foram coletadas para avaliação histológica da 

neoformação óssea, com coloração de hematoxilina e eosina (HE). Os protocolos foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (7691). Foram realizadas análises histológicas 

qualitativas baseado no aspecto do trabeculado ósseo, atividade osteoblástica em torno da matriz 

óssea, padrão de formação de tecido conjuntivo na área do defeito, e existência de partículas de 

enxerto na região. Resultados: Os grupos V, VII apresentaram maiores áreas ósseas ao longo da 

superfície do defeito, em comparação com os VI e VIII, como consequência dos efeitos potenciais 

do ozônio no remodelamento ósseo, minimizando as interferências negativas na microarquitetura 

óssea causada pelos glicocorticóides. A presença do xenoenxerto nos grupos III, IV, VII, VIII, 

proporcionou o recobrimento de extensa área do defeito, formando matriz óssea imatura mais 

proeminente nas proximidades dos bordos dos defeitos, com presença de partículas de enxerto 

dispersas na área central. A presença da membrana de colágeno tipo I, se mostrou um importante 

recurso na aceleração do remodelamento ósseo utilizado em todos os grupos experimentais, na 

qual em comparação com os defeitos contralaterais em que não foi utilizado a membrana, pode 

ser visto um significativo aumento de osso recém-formado. A nível sistêmico, os resultados do 
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tratamento com ozônio possibilitaram a diminuição de efeitos adversos dos glicocorticoides, tais 

como a diminuição do peso corporal dos animais e atrofia de órgãos linfáticos como o baço, 

observados nos grupos tratados isoladamente com a dexametasona. Conclusão: Diante das 

limitações do estudo animal, a utilização de ozônio sistêmico associado ao xenoenxerto, estimula 

o remodelamento ósseo em defeitos críticos de ratos imunossuprimidos. 
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DESCRITORES1 

Ozônio, glicocorticóides, osteoporose, imunossupressão, regeneração óssea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1DeCS- Descritores em Ciências da Saúde, disponível em http:/decs.bvs.br 
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ABSTRACT 

Objective: The present study aimed to evaluate the effects of systemic ozonotherapy on 

bone remodeling of critical defects in the calotte of rats, with and without a xenograft presence, 

using an animal model of immunosuppression induced by corticosteroids. Methods: Sixty male 

Wistar rats (180-220 g), distributed in 8 experimental groups (N = 8 / group) were used. For 

corticosteroid therapy (groups II, IV, VI and VIII), the animals received dexamethasone (1 mg / kg; 

i.p.), one injection every 48 h, starting two weeks before the surgical procedures, extending to 

euthanasia. Control animals (groups I, III, V and VII) received saline solution (10 ml / kg, i.p.) at the 

same time intervals. After two weeks of corticosteroid therapy, the animals were anesthetized 

with ketamine and xylazine (100 and 10 mg / kg, i.p.) to produce two critical defects in the parietal 

bones of the skull cap (5 mm diameter). The defects were filled with clot (groups I, II, V and VI) or 

Bio-Oss x xenograft (Geistlish Biomaterials, Germany) (groups III, IV, VII and VIII). In all groups, the 

right defect was covered by a Bio-Gide® collagen membrane (Geistlish Biomaterials, Germany). For 

systemic ozono-therapy, animals of groups V, VI, VII and VIII received an application of ozone (0.7 

mg / kg, i.p.) every day for 7 days, starting immediately after surgery. Four weeks after the defects 

were created, the animals were euthanized, and the skull caps were collected for histological 

evaluation of the bone neoformation with hematoxylin and eosin (HE) staining. The protocols 

were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (7691). Qualitative histological 

analyzes were performed based on the pattern of connective tissue formation around the defect, 

existence of inflammatory cells in the region, aspect of bone trabeculated, osteoblastic activity 

around the bone matrix and existence of graft particles in the region. Results: Groups V and VII 

presented greater bone areas along the surface of the defect compared to VI and VIII, because of 

the potential effects of ozone on bone remodeling, minimizing negative interference in the 

glucocorticoid bone microarray. The presence of the xenografts groups III, IV, VII, VIII, provided 

the covering of an extensive area of the defect, forming a more prominent immature bone matrix 

near the edges of the defects, with the presence of graft particles dispersed in the central area. 

The presence of the type I collagen membrane was shown to be an important tool in the 

acceleration of bone remodeling used in all experimental groups, in which, in comparison to 

contralateral defects in which the membrane was not used, a significant increase of bone just 

graduated. At the systemic level, the results of ozone treatment allowed the reduction of adverse 

effects of glucocorticoids, such as the reduction of the body weight of the animals and atrophy of 

lymphatic organs such as spleen, observed in the groups treated alone with dexamethasone. 
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Conclusion: Given the limitations of the animal study, the use of systemic ozone associated with 

the xenograft stimulates bone remodeling in critical defects of immunosuppressed rats. 
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DESCRIPTORS2 

Ozone, xenograft, bone regeneration, osteoporosis, immunosuppression 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2MeSH- Medical Subject Headings, avaiable at: www.nlm.nih.gov/mesh 
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INTRODUÇÃO 

O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da terapia com ozônio sobre o 

metabolismo ósseo e, determinar a sua influência na otimização dos processos de remodelamento 

ósseo em xenoenxertos, utilizando um modelo animal de imunossupressão induzido por 

corticoterapia. 

A reconstrução de defeitos ósseos extensos representa um grande desafio na área da 

cirurgia bucomaxilofacial (KAN et al., 2015). Muitos materiais para enxertia óssea são 

desenvolvidos, com a finalidade de auxiliar nos processos de regeneração e, no tratamento global 

em cada caso. O objetivo dos enxertos é facilitar o crescimento de osso novo em áreas extensas de 

reabsorção alveolar (KAZANCIOGLU et al., 2006). O osso autógeno, devido a sua característica 

osteogênica, através das propriedades de osteoindução e osteocondução, tornou-se o padrão 

ouro para a enxertia. No entanto, devido à limitação de fornecimento, o tempo cirúrgico adicional 

e o risco de morbidade, tornam suas indicações bastante limitadas (JENSEN et al., 2006). O 

xenoenxerto, que é derivado de um doador de espécie diferente e, aceito como um material 

osteocondutor, atua como uma estrutura de suporte para a formação do novo osso, 

disponibilizando quantidades suficientes para a reconstrução dos defeitos, sem causar morbidade 

em outro sítio do próprio paciente (KOHAL et al., 2015). Em busca da otimização da cicatrização 

óssea, terapias adjuntas de reconstrução dos defeitos são utilizadas como alternativas, dentre as 

quais destacam-se as terapias farmacológicas, bem como, as abordagens terapêuticas, incluindo o 

uso de oxigenoterapia hiperbárica, laserterapia de baixa potência e, mais recentemente, da 

ozonioterapia (OZDEMIR et al., 2013). 

O ozônio (OZ) está normalmente disponível na forma gasosa e surge da combinação de três 

átomos de oxigênio com uma estrutura cíclica (BOCCI et al., 2006). É objeto de estudo na 

Odontologia durante a última década, por causa de sua atividade antimicrobiana e eficácia no 

tratamento de doenças orais (ALPAN et al., 2016). Seus efeitos podem influenciar positivamente o 

metabolismo do oxigênio, o sistema de defesas antioxidantes e, a microcirculação dos tecidos, 

reagindo com componentes do sistema vascular, como células endoteliais, leucócitos, plaquetas e 

eritrócitos (KAZANCIOGLU et al., 2006; OZDEMIR et al., 2013). Os efeitos sobre a cicatrização óssea 

foram descritos por Kazancioglu e colaboradores (2006), que descreveram uma melhora do 

processo de remodelamento ósseo, com aumento da atividade osteoblástica, na cicatrização de 

enxertos ósseos em ratos diabéticos. 



~ 18 ~ 
 

  

Fármacos como os glicocorticoides (GC), que possuem potente ação anti-inflamatória e 

imunossupressora, são amplamente utilizados por muitas décadas na prática médica, no 

tratamento de uma variedade de doenças autoimunes, distúrbios sistêmicos adquiridos, 

desordens congênitas, pós-operatório cirúrgico e, em pacientes transplantados (RIZZOLI et al., 

2012; KIM et al., 2010; KOUNTZ et al., 1997). Os corticoides atuam em várias etapas da resposta 

inflamatória, reduzindo a proliferação de células T e de citocinas (WEINSTEIN, 2001). As altas 

doses associado a longos períodos de terapia, para o tratamento de determinadas doenças, pode 

acarretar efeitos colaterais relevantes, como diabetes, obesidade, perda de massa óssea, 

alterações nos níveis de hemoglobina e hemácias circulantes, dificuldades de cicatrização, além da 

imunodepressão, devido à inibição do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (WEINSTEIN, 2001). No 

metabolismo ósseo, o uso sistêmico prolongado de glicocorticoides pode desencadear graves 

alterações no processo fisiológico de remodelamento ósseo, levando a uma deterioração da 

microarquitetura através da diminuição na densidade mineral óssea que consequentemente 

aumenta a possibilidade de fraturas e o desenvolvimento da osteoporose secundária por 

medicação (HSU e NANES, 2017). Os corticoides são considerados a terceira causa mais frequente 

de osteoporose secundária (GOVINDARAJAN et al., 2013). O efeito direto no osso é dose e tempo 

dependente, aumentando o risco relativo de fraturas já nas fases iniciais da terapia (HSU e NANES, 

2017; MAZZIOTTI et al.,2016). Os mecanismos da inibição de osteócitos e da diferenciação de 

osteoblastos, podem ser explicados através das interferências na via de sinalização canônica de 

Wnt/ β-catenina, que é uma via de regulação chave da osteoblastogênese (GOVINDARAJAN et al., 

2013; CANALIS et al.,2007). Por outro lado, os glicocorticoides induzem a apoptose dos 

osteoblastos maduros, a partir da ativação da caspase-3, responsável pelas vias de sinalização pró-

apoptóticas. Estes processos provocam a redução da neoformação óssea (CANALIS et al.,2007). 

Ademais, o comprometimento da atividade de reabsorção dos osteoclastos, por interferência na 

sua estrutura e na distribuição dos microtúbulos do citoesqueleto, acaba por interferir no 

equilíbrio do remodelamento ósseo (RANG et al., 2012). 

 

Metabolismo ósseo 

O tecido ósseo é descrito como um tecido conjuntivo especializado, sendo sua principal 

característica a mineralização da matriz (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). É composto por uma 

matriz orgânica, que corresponde a 33% de seu volume total e, por elementos inorgânicos como 

os íons e cristais de hidroxiapatita que correspondem a 67% (ROSS e PAWLINA, 2012).  A porção 
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inorgânica da matriz óssea, é chamada também de parte mineral óssea, na qual os principais íons 

encontrados são o fosfato e o cálcio, mas há, também, a presença de bicarbonato, magnésio, 

potássio, sódio e citrato em pequenas quantidades (CORMACK, 2003). Junqueira, por sua vez, 

afirma que a parte inorgânica representa cerca de 50% do peso da matriz óssea. O cálcio e o 

fósforo formam cristais de hidroxiapatita, cuja fórmula é Ca10(PO4)6(OH)2, no tecido ósseo 

(BOSKEY, 2013). O cálcio, que fica armazenado no tecido ósseo, pode ser mobilizado e captado 

pelo sangue para manter os níveis apropriados em todos os tecidos do corpo (CORMACK, 2003; 

BOURNE, 1972). Devido ao constante processo de formação e reabsorção ósseo, é possível haver a 

reparação tecidual e a homeostasia mineral do corpo através da manutenção dos íons cálcio, 

fósforo e magnésio (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). A associação da hidroxiapatita com as 

fibras colágenas é responsável pela dureza e resistência do tecido ósseo. Caso haja uma perda 

significativa de cálcio, os ossos mantêm sua forma intacta, porém se tornam tão flexíveis quanto 

os tendões (CORMACK, 2003). Caso a perda seja de tecido orgânico, especialmente de colágeno, o 

osso também permanece com sua forma intacta, todavia torna-se extremamente quebradiço 

(ROSS e PAWLINA, 2012). O principal constituinte da matriz óssea orgânica é o colágeno tipo I, 

seguido do tipo V. Além deste, são encontradas outras proteínas responsáveis pela mineralização 

da matriz como as proteoglicanas, glicoproteínas, proteína morfogenética óssea (BMP). As 

citocinas do tipo interleucina-1 (IL-1), e interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF-α), 

fator β transformador de crescimento (TGF-β), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), 

além de hormônios e enzimas importantes ao metabolismo ósseo, também são encontrados 

(BOSKEY, 2013; FONSECA, 2013). 

No tecido ósseo, quatro elementos celulares distintos são encontrados: as células de 

revestimento ósseo, ou células osteoprogenitoras, que podem permanecer em repouso ou entrar 

em atividade para produzir osso; os osteoblastos, responsáveis pela formação; os osteócitos, os 

quais têm a função de manutenção do tecido; e os osteoclastos, capazes de reabsorver o osso 

(CORMACK, 2003; BOURNE, 1972). Os osteoblastos (OB) são células diferenciadas, originadas a 

partir de células osteoprogenitoras da medula óssea, responsáveis por manter a viabilidade do 

tecido ósseo, com a função de neoformação, através da síntese de matriz óssea não mineralizada 

(DOWNEY e SIEGEL, 2006). Elas são as responsáveis pela síntese dos componentes orgânicos, 

colágeno do tipo I, proteoglicanos e glicoproteínas, bem como, dos componentes inorgânicos. 

Realizam a formação e armazenamento de diversas proteínas, como a osteocalcina, a 

osteopontina e sialoproteínas ósseas, que iniciam o processo de remineralização, através de 
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receptores celulares de superfícies que se ligam a diversas proteínas extracelulares da matriz, 

fatores de crescimento, hormônios e citocinas. Portanto as células osteoblásticas desempenham 

um importante papel na síntese de tecido ósseo (BOYCE et al., 2012). Os osteoblastos influenciam 

na sinalização para a reabsorção óssea através da síntese de proteínas como o M-CSF e RANKL, 

que são essenciais na produção de osteoclastos (CHARLES e ALIPRANTIS,2014). São células 

encontradas na superfície de ossos em formação, constituindo uma espécie de epitélio (ROSS e 

PAWLINA, 2012). Apresenta citoplasma basofílico e núcleo excêntrico, distal em relação à 

superfície do osso. A atividade de síntese pode ser medida pela morfologia destas células: durante 

a produção de matriz, elas têm citoplasma basofílico e um formato cuboidal em colunas; quando a 

atividade de síntese diminui, elas se tornam planas e a basofilia citoplasmática diminui (CORMACK, 

2003). Estes processos citoplasmáticos se tornam mais evidentes quando essas células se 

envolvem na matriz sintetizada nova. Quando isto ocorre, estas células são chamadas de 

osteócitos. A cavidade onde elas se encontram é chamada de lacuna e o espaço ocupado pelas 

extensões citoplasmáticas é chamado canalículo (ROSS e PAWLINA, 2012). A matriz nova que é 

depositada na superfície de ossos mais velhos é chamada osteoide e, fica entre a superfície do 

osso mais velho e a camada de osteoblastos. Esta nova matriz não é calcificada ainda e a aposição 

de osso é completada quando os sais de cálcio são depositados. Os osteócitos são células 

maduras, plenamente diferenciadas da linhagem osteoblástica, que se tornaram inclusas na matriz 

e realizam a sua manutenção (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Elas residem em pequenos espaços 

ou lacunas dentro do osso. Essas lacunas estão conectadas umas às outras e aos espaços 

vasculares por canalículos, pequenos canais dentro dos quais processos citoplasmáticos dos 

osteócitos se projetam. Através dos canalículos, passam fluidos relacionados ao metabolismo 

celular (ROSS e PAWLINA, 2012). 

 Os osteoclastos (OC) são células gigantes multinucleares cujos citoplasmas contêm diversas 

mitocôndrias. Estas células realizam a reabsorção óssea e podem ser vistas em pequenos grupos 

ou, isoladamente, em superfícies que estão sendo reabsorvidas. Elas são geralmente encontradas 

em cavidades na superfície do osso (lacunas de Howship). É sugerido que um osteoclasto pode 

remover o que é depositado por 100 a 1000 osteoblastos (ROSS e PAWLINA, 2012; CORMACK, 

2003). A ausência de atividade osteoclástica, ocorrida após a maturidade esquelética, também 

pode estar associada ao enfraquecimento ósseo e ao aumento do risco de fratura (Heaney et al., 

2003). A diferenciação e maturação dos osteoclastos são mediadas por citocinas e fatores de 

crescimento, dentre os quais destacam-se IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, TNF, fator estimulador de colônia 
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granulocítica-macrofágica (FSC-GM) e fator estimulante de colônia de macrófagos (M-CSF). Os 

mediadores RANK, RANKL e osteoprotegerina (OPG), associados a células progenitoras e 

osteoblastos, são os grandes fatores responsáveis na osteoclastogênese. O RANK é um receptor 

transmembrana da família do TNF que está presente em células precursoras de osteoclastos, 

fibroblastos, células T, células dendríticas e osteoclastos maduros. A ativação do RANK pelo RANKL 

é um importante mecanismo que promove a maturação dos osteoclastos pelo aumento da 

expressão de genes específicos. A principal função do RANKL é a inibição de apoptose dos 

osteoclastos, bem como, a ativação e diferenciação destas células, que resulta em aumento dos 

osteoclastos ativos e, por consequência, na reabsorção óssea (KHOSLA, 2001). A estimulação das 

células induzidas por M-CSF pelo RANKL provoca a diferenciação em osteoclastos funcionais que, 

após aderir na matriz óssea, irá promover um ambiente ácido capaz de desmineralizar e solubilizar 

os componentes orgânicos e inorgânicos. Este processo é mediado por enzimas proteolíticas 

secretadas pelos osteoclastos como a catepsina K e adenosina trifosfatase (CHARLES e 

ALIPRANTIS,2014).  A OPG é um receptor insolúvel que atua como antagonista do RANKL, sendo 

um receptor inibidor do RANKL, através do bloqueio da interação RANK/RANKL por meio da 

ligação com RANK e também diretamente, por meio de outros receptores presentes nos 

osteoclastos (KHOSLA, 2001). Tanto a OPG quanto o RANKL são regulados por vários hormônios; 

dentre eles, podemos destacar os glicocorticoides, vitamina D, estrógenos, além de citocinas. 

Estes compostos, influenciam a diferenciação de osteoclastos por meio da regulação da produção 

de RANKL/ OPG pelas células estromais e pelos osteoblastos (STEEVE et al., 2004). 

O mecanismo de remodelação óssea é um fenômeno continuado, sendo fundamental para a 

renovação do esqueleto e preservação de sua qualidade. Nele, a reabsorção é seguida da 

formação óssea em ciclos constantes, de maneira dependente, realizados pelas células do tecido 

ósseo; o desequilíbrio desta relação pode acarretar em ganhos ou perdas de massa óssea (SHIEH 

et al., 2016). A maior atividade osteoclástica através de aumento no processo de reabsorção óssea 

pode aumentar os riscos de fratura, uma vez que proporciona a formação de osso mais frágil, 

assim como em outras doenças ósseas tais como osteoporose, hiperparatireoidismo, doença de 

Paget e doença óssea metastática (CUMMINGS et al., 2002).  É importante entender a relação dos 

marcadores bioquímicos do metabolismo ósseo. Dentre os marcadores de formação óssea que 

representam a atividade dos osteoblastos, cabe destacar a fosfatase alcalina e a osteocalcina. Por 

outro lado, dentre os marcadores bioquímicos de reabsorção óssea que estão relacionados aos 
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osteoclastos, destacam-se a hidroxiprolina, interligadores do colágeno e a fosfatase ácida 

tartarato-resistentes (KHOSLA, 2001).  

 

Osteoporose 

 A osteoporose (OP) é uma doença osteometabólica de perda da microarquitetura óssea 

através da redução da quantidade e qualidade óssea, que vem a causar fragilidade acentuada da 

estrutura esquelética, predispondo a um maior risco de fraturas (DOWNEY e SIEGEL, 2006, 

CHAVASSIEUX et al., 2000). De acordo com a Fundação Internacional de Osteoporose (IOF) os 

dados recentes apontam que a doença atinge mais de duzentos milhões de mulheres, sendo que 

um em cada três mulheres após os 50 anos podem sofrer com fraturas osteoporóticas, subindo 

este percentual de acordo com o avançar da idade. A prevalência tem demonstrado números cada 

vez maiores em função do crescimento da população idosa e das mudanças no comportamento 

humano, como a diminuição de atividades físicas, baixa exposição solar, alterações em hábitos 

alimentares, com baixa ingestão de cálcio e vitamina D, baixa exposição ao sol, alcoolismo e 

tabagismo (WANNMACHER, 2004). A osteoporose pode ser classificada em primária como 

conseqüência de um desequilíbrio hormonal do processo natural da menopausa ou 

envelhecimento e a secundária quando resulta de outra causa como doença inflamatória, 

alteração metabólica ou utilização de medicações que resultam em perda óssea como é o caso dos 

glicocorticóides (SOUSA et al., 2017). A osteoporose primária está relacionada a uma diminuição 

nos níveis de estrógeno pós-menopausa e consequente maior atividade osteoclástica, que provoca 

uma perda de osso trabecular mais acentuado que o ritmo normal. A predisposição de fratura em 

ossos longos e vértebras são verificadas de acordo com a diminuição linear da densidade mineral 

óssea (DMO) (DOWNEY e SIEGEL, 2006). O método mais comumente usado e eficaz de 

diagnosticar a osteoporose é através do exame de Absorciometria por dupla emissão de raios X 

(Dual-energy X-ray Absorptiometry Scan- DXA) (HANSEN et al.,2014). A mensuração do conteúdo 

mineral ósseo corresponde à quantidade mineral dividida pela área óssea estudada. A região mais 

utilizada para mensuração da (DMO) é o colo do fêmur, ossos do punho e coluna vertebral, onde o 

diagnóstico é baseado em um T-escore, calculado tendo como referência a densidade mineral 

óssea média do pico de massa óssea em jovens saudáveis (GOVINDARAJAN et al., 2013). Os 

glicocorticóides constituem a causa mais freqüente de osteoporose secundário, na qual o uso 

crônico prolongado por mais de seis meses é responsável por causar (OP) em metade dos 

usuários. Diversos mecanismos têm sido propostos para explicar a ocorrência de osteoporose 



~ 23 ~ 
 

  

devido à ação dos glicocorticóides, que podem ser expressos diretamente na formação e 

reabsorção óssea devido a interferências na supressão da atividade osteoblástica (DOWNEY e 

SIEGEL, 2006). Os efeitos indiretos são vistos através da diminuição da absorção intestinal e do 

aumento da excreção renal de cálcio, além da desregulação da secreção de hormônios sexuais, 

hormônio da paratireóide e hormônio do crescimento (CANALIS et al.,2007). A perda óssea tem 

um inicio mais acentuado em uma fase inicial durante os primeiros meses de uso contínuo, que 

tende a diminuir com o passar do tempo, se mantendo em uma faixa de 5% de perda óssea anual. 

A perda óssea acontece mais pronunciadamente em osso trabecular devido sua metabolização 

mais ativa, propiciando a ocorrência de fraturas osteoporóticas por glicocorticóides em 30 a 50% 

dos pacientes adultos (RIZZOLI et al., 2012). A osteoporose é uma doença silenciosa, desta forma é 

importante que haja um monitoramento constante de pacientes que se enquadram em um grupo 

de risco, com uso continuo de glicocorticóides, uma vez que as fraturas associadas a esta doença 

constituem a grande complicação relacionada à doença, provocando sérios problemas de 

qualidade de vida do paciente (HANSEN et al.,2014, CANALIS et al.,2007).  

 

Enxertos ósseos 

A complexidade do tratamento cirúrgico para correção de extensos defeitos ósseos é um 

grande desafio para os cirurgiões bucomaxilofaciais. Existem diferentes tipos de enxertos ósseos 

utilizados em reconstruções de defeitos críticos, sendo que o osso autógeno, devido às suas 

características potenciais de regeneração, através das propriedades biológicas de osteocondução, 

osteoindução e osteogênese, é considerado o padrão ouro para enxertia (MAZOK et al., 2004; 

LEMOS et al., 2016; MIRON et al., 2016). A osteogênese representa a capacidade que o material 

de enxerto possui de formar osso, sem depender das células do leito receptor, servindo de 

arcabouço para as células osteoprogenitoras, através dos próprios osteoblastos transplantados. 

Nesse caso, o material de enxerto ativa a neoformação no sítio ósseo, sendo um atributo exclusivo 

dos enxertos autógenos (PARK et al., 2009). A osteoindução é a propriedade de formação de novo 

osso pelas células osteoprogenitoras do próprio leito receptor, sob a influência de um agente 

indutor do enxerto, através da transformação das células mesenquimais indiferenciadas em 

osteoblastos e condroblastos (LINDHE et al., 2005; MIRON e ZHANG, 2012). A osteocondução é a 

capacidade que o tecido ósseo tem de servir como matriz física ou arcabouço para o recrutamento 

de células mesenquimais diferenciadas, proporcionando a deposição e proliferação celular com 

atividade osteoblástica e, permitindo a neoformação óssea (MISH, 2000). Além disso, por ter 
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origem do próprio indivíduo, o enxerto autógeno favorece a aceitação do procedimento pelo 

organismo com menor risco de rejeição. Entretanto, devido às limitações de disponibilidade dos 

enxertos autógenos, bem como, maior morbidade, necessidade de internação, tempo cirúrgico 

aumentado e potenciais de infecções, vem crescendo a procura por alternativas que otimizem 

este déficit e permita a reabilitação do paciente (CLAVERO et al., 2003; MAZOK, 2004).  

Além do enxerto autógeno, pode-se encontrar outros biomateriais de enxerto que são 

classificados de acordo com a sua origem. Dentre estes podemos citar o osso alógeno, xenógeno e 

aloplástico. Os aloenxertos ou enxertos homógenos são obtidos por membros de uma mesma 

espécie, porém de indivíduos diferentes, sendo disponibilizados através de bancos de ossos 

(BLOCKHUIS et al., 2000). Os materiais aloplásticos são enxertos de origem sintética, de 

característica bioinerte, apresentando menor suscetibilidade de causar reações biológicas 

adversas, devido a sua estabilidade química e por serem bioativos. Seus efeitos são mediados por 

ligações de natureza química, estabelecidas entre o material e o tecido ósseo, participando de 

maneira ativa no processo de cicatrização e regeneração óssea (MURUGAN e HAMAKRISHNA, 

2005). São utilizados na reconstrução de defeitos ósseos, de acordo com as propriedades de 

osteocondução, pela promoção de um arcabouço para a angiogênese e neoformação óssea. São 

exemplos desses materiais, as hidroxiapatitas (HA), o fosfato de cálcio, especialmente o β-tricálcio-

fosfato (β-TCP), além dos biovidros e vitro-cerâmicas (MIRON et al., 2016; BRUNNET et al., 2001; 

VALENTINI et al., 2003).  

Os xenoenxertos são substitutos ósseos provenientes de espécies diferentes, mais 

comumente originados de osso bovino (CARVALHO et al., 2004; PIATELLI, 1999). São classificados 

como materiais inorgânicos devido a suas características físico-químicas, resultantes do 

processamento. São compostos predominantemente de colágeno tipo I e resíduos de fatores de 

crescimento, sendo que o material inorgânico é obtido a partir da desproteinização do osso, por 

meio de reações termoquímicas que removem a porção orgânica, restando, principalmente, 

grânulos de hidroxiapatita (HA) (CARVALHO et al., 2004). Segundo Le Geros et al. (1991) e Kim et 

al. (2016), a estrutura da hidroxiapatita é similar entre as espécies; esse fator combinado à 

resistência biomecânica equivalente àquela do osso humano, além dos tratamentos intensivos de 

superfície para evitar respostas inflamatórias adversas, faz deste tipo de material um substituto 

satisfatório para a enxertia (MISH e DIETISH, 1993).  

Outra alternativa como terapêutica complementar, que pode ser utilizada como técnica 

auxiliar em busca da otimização dos processos de cicatrização e regeneração óssea guiada (ROG), 
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se dá através da utilização de membranas, que servem como barreiras físicas seletivas para 

impedir a migração e crescimento de células epiteliais e conjuntivas no interior do defeito ósseo 

(NYMAN et al.,1982; ZELLIN e LINDE, 1997). Através desta propriedade seletiva, é possível 

promover o recrutamento de células osteogênicas, além de permitir a manutenção do espaço para 

que ocorra a neoformação óssea no tempo esperado. Segundo Buser et al. (2000), as membranas 

são frequentemente utilizadas para a estabilização de enxertos nos locais apropriados, sem que 

haja dispersão do material, limitando a sua taxa de reabsorção. Em geral, existem dois tipos de 

membranas disponíveis de acordo com as características de degradação, como as reabsorvíveis e 

as não reabsorvíveis. As membranas apresentam propriedades distintas umas das outras, que 

variam de acordo com a sua constituição, morfologia, textura de superfície, tempo de degradação 

e porosidade de superfície, que irão influenciar na regeneração óssea (ZELLIN e LINDE, 1997). As 

membranas não reabsorvíveis podem ser confeccionadas a base de politetrafluoretileno 

expandido (e-PTFE) e utilizadas com eficiência como barreiras seletivas em regenerações ósseas 

guiadas. Estas podem ser mantidas durante o tempo necessário de osteogênese, sem que haja 

interferências locais com o material. A desvantagem deste material é a necessidade de uma 

segunda intervenção cirúrgica para a sua remoção, o que provoca maiores gastos financeiros, 

desconforto adicional e suscetibilidade de infecções (LEKOVIC et al.,1990; BECKER et al.,1994; VON 

ARX et al. 2001). As membranas reabsorvíveis, podem ser feitas de ácido poliglicólico (PGA), ácido 

poli-láctico (PLA), policaprolactona e, os seus copolímeros ou, a partir de colágeno tipo I, 

apresentam as melhores propriedades de biocompatibilidade e afinidade celular, proporcionando 

resultados superiores de regeneração óssea (SCHMITZ et al., 2000). As membranas de colágeno 

são mecanicamente maleáveis, de fácil manipulação e adaptação. Possibilitam a capacidade 

semipermeável de passagem de nutrientes, com função hemostática e degradação enzimática 

natural (OH et al.,2003).  

As membranas de colágeno suínas, como a Bio-Guide® são constituídas por colágeno tipo I 

e tipo III, extraídos de animais com cautelosa purificação através de radiações gama. Os animais 

precisam passar por um controle rigoroso de cuidados e certificação veterinária para evitar 

respostas antigênicas do paciente. A Bio-Guide® apresenta duas camadas, uma delas compacta 

designada para impedir a invasão de tecidos e outra camada porosa que serve para facilitar a 

integração com o osso neoformado (OH et al.,2003). O tempo de reabsorção da membrana se 

completa em torno de 4 meses, de acordo com estudos realizados previamente. A utilização de 

raios gama, além da adição de agentes de ligação cruzada, como glutaraldeído, formaldeído e 
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compostos poliepóxi podem contribuir para o retardo de tempo de degradação das membranas 

de colágeno (SCHLEGEL et al., 1997; LEE et al.,2001, OWENS et al.,2001). Mesmo que 

apresentando um tempo médio de reabsorção curto, as membranas de colágeno cumprem com 

eficácia a função de barreira seletiva durante período de cicatrização óssea (ZHAO et al. 2000).  

 

Usos terapêuticos do ozônio 

O ozônio para fins medicinais, segundo Nogales et al. (2008), teve sua primeira utilização 

durante a primeira guerra mundial, quando Albert Wolf tratou com sucesso as feridas de soldados 

alemães em putrefação e com abcessos (NOGALES et al., 2008). Na Odontologia, o alemão Edward 

A. Fisch foi o primeiro a usar o ozônio, em 1950, na forma de água ozonizada, como antisséptico 

em cirurgias orais, com o objetivo de aumentar o aporte de oxigênio (AZARPAZHOOH et al., 2008; 

FERREIRA et al., 2013). 

A ozonioterapia é a técnica que utiliza o ozônio como um agente terapêutico. Devido ao 

seu potencial bactericida, fungicida e virucida, pode ser utilizado na prevenção, controle e 

tratamento de infecções após osteomielite (FERREIRA et al., 2013). Pode ser empregado para o 

tratamento de doenças periodontais e peri-implantites, uma vez que os agentes etiológicos dessas 

infecções são sensíveis ao ozônio (FERREIRA et al., 2014). Tem a capacidade de estimular as 

defesas imunológicas celulares e humorais em pacientes imunodeprimidos, facilitando a 

metabolização e eliminação de mediadores inflamatórios como histamina e bradicinina (SEIDLER 

et al., 2008). Além de atuar como inibidor da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), proporcionando a redução 

do edema e da dor, favorece o reparo tecidual, o que está relacionado com a sua capacidade de 

modular o estresse oxidativo biológico (SEIDLER et al. 2008; FERREIRA et al., 2013). Quando em 

contato com fluídos orgânicos, promove a formação de moléculas reativas de oxigênio, as quais 

influenciam eventos bioquímicos do metabolismo celular, trazendo benefícios ao reparo tecidual 

(BOCCI et al., 2005). A estimulação da circulação local pode influenciar na produção de citocinas, 

que juntamente com uma maior disponibilidade de oxigênio celular e aumento de fatores de 

crescimento, pode promover melhoras no processo de cicatrização (BOCCI et al., 2005; OZDEMIR 

et al., 2013). 

O ozônio (O3), é um composto natural, encontrado na natureza na forma de gás, numa 

concentração de 1-10 ppm (KAZANCIOGLU et al., 2014). É uma molécula triatômica, composta por 

3 átomos de oxigênio (O2), oriundo na atmosfera de reações fotoquímicas, a partir da divisão das 

moléculas de oxigênio (NOGALES et al., 2008; FERREIRA et al., 2013). O ozônio utilizado para fins 
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medicinais é obtido a partir de uma mistura de oxigênio e ozônio puros, sendo que as 

concentrações máximas de ozônio não devem ultrapassar 5% (NOGALES et al., 2008). Esta 

concentração limítrofe pode ser explicada por Bocci et al. (2002), correspondendo a 100 g/ml de 

ozônio, o que significa que a mistura oxigênio-ozônio, apresenta uma proporção de 5% de ozônio 

em 95% de oxigênio. Assim como nas concentrações de 1 g/ml, que corresponde a 0,05% de 

ozônio, sendo esta a dose mais baixa possível de ser administrada nas terapias com ozônio (BOCCI 

et al., 2002; FERREIRA et al., 2013). Segundo Sagai e Bocci (2011), a janela terapêutica ideal de 

concentração de ozônio varia de 10 g/ml a 80 g/ml. Neste intervalo, é possível promover um 

estresse oxidativo discreto com eficácia terapêutica, mas sem toxicidade. Segundo Bocci et al. 

(2002), os efeitos tóxicos do ozônio são dependentes da concentração e do tempo de exposição, 

devido à produção de radiais livres capazes de induzir danos celulares. A utilização do ozônio de 

forma inalatória, em altas concentrações, apresenta efeitos tóxicos ao sistema pulmonar, 

decorrentes da formação de subprodutos (SAGAI et al., 2011; FERREIRA et al., 2014).  A produção 

do ozônio ocorre através da passagem de oxigênio puro por uma corrente de alta voltagem, 

criando um processo denominado de descarga de corona, levando à dissociação das moléculas de 

oxigênio, o que permite a formação do gás ozônio a partir da união das moléculas de oxigênio 

(BOCCI et al., 2005).  

A ozonioterapia pode ser realizada de maneiras distintas; na forma gasosa, pode ser 

utilizado um sistema de cânulas para sua administração, apresentando propriedades 

antimicrobianas eficazes. Entretanto, concentrações elevadas dessa forma de aplicação podem 

causar efeitos tóxicos (AZARPAZHOOH et al., 2008). A utilização na forma de água ozonizada pode 

ser utilizada como agente irrigante em cirurgias de extrações dentárias, onde são realizadas 

osteotomias, reduzindo a ocorrência de complicações infecciosas pós-cirúrgicas. Também é 

indicada para infecções após osteomielite, bem como, para irrigação de bolsas periodontais 

(OGUZ et al., 2011; FERREIRA et al., 2013). O uso na forma de óleo ozonizado, a partir da mistura 

do gás com azeite, apresenta maior estabilidade. A partir da ozonização do azeite de oliva, se 

obtém uma série de compostos chamados de ozonídeos, que possuem ação antimicrobiana, 

podendo ser aplicados na forma tópica para o tratamento de alveolites, fístulas e infecções 

odontogênicas. Segundo Nogales et al. (2008), a utilização de Oleozón, que é o óleo de girassol 

ozonizado, na reparação da alveolite, foi capaz de reduzir o tempo de reparo, devido seu poder de 

oxigenação dos tecidos, com estimulação acelerada da regeneração tecidual. 
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OBJETIVO 

Objetivo geral 

O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da ozonioterapia sistêmica sobre a 

remodelamento ósseo em ratos submetidos à corticoterapia, com e sem a colocação de 

xenoenxerto.   

 

Objetivos específicos  

1. Comparar os efeitos da ozonioterapia sobre o remodelamento ósseo entre animais 

controle e submetidos à corticoterapia, por meio de análises histológica. 

2. Avaliar o efeito da ozonioterapia sobre o reparo de defeitos ósseos críticos, preenchido 

com xenoenxerto, comparando animais controle e tratados com gliocorticoides, 

empregando análises histológica. 

3. Avaliar o efeito da ozonioterapia sobre o reparo de defeitos ósseos críticos, com 

xenoenxerto e recobertos com membrana de colágeno, e comparar em animais controle e 

tratados com glicocorticoides. 
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MATERIAIS E METÓDOS 

Animais 

Foram utilizados 64 ratos machos Wistar (180-220 g), divididos em 8 grupos (n=8/grupo), de 

acordo com o tratamento e os procedimentos cirúrgicos. Os animais foram mantidos no Vivário do 

Prédio 14, da PUCRS. Eles permaneceram em microisoladores, equipados com filtros de entrada e 

saída de ar, com temperatura controlada (22 ± 1 C) e ciclo claro-escuro de 12 h (luzes acesas às 

07 h 00 min; luzes apagadas às 19 h 00 min). Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas 

para roedores, preenchidas com maravalha para roedores, em número de 4 animais por gaiola. Os 

animais receberam ração peletizada (marca Nuvilab) e água filtrada ad libitum.  

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Toxicologia Pré-clínica, do Instituto de 

Toxicologia e Farmacologia, Prédio 12, PUCRS. Durante os procedimentos experimentais, a 

temperatura do laboratório foi mantida em 22 ± 1 C. Foi utilizado um período de adaptação ao 

novo ambiente de pelo menos 1 h. Todos os experimentos foram realizados entre 8 e 19 h. 

Os procedimentos experimentais seguiram as recomendações para o cuidado com animais de 

laboratório e normas éticas para a experimentação em animais conscientes do Guia de Uso e 

Cuidado com Animais Laboratoriais do National Institutes of Health (NIH). O número de animais, 

bem como, a intensidade dos estímulos foram os mínimos necessários para demonstrar efeitos 

consistentes no estudo.  Foram respeitados os preceitos apresentados na Lei N 11.794, de 9 de 

outubro de 2008 e na Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para fins 

Científicos e Didáticos, do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Os 

protocolos experimentais foram submetidos à apreciação da Comissão Científica e de Ética da 

Faculdade de Odontologia, bem como, à Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul. 

 

Desenho experimental e cálculo amostral 

O número de animais por grupo foi determinado com base em trabalhos prévios da 

literatura internacional, conduzidos com modelos animais de defeitos ósseos críticos em calota 

craniana, além de modelos de imunossupressão e terapia com ozônio (BOTTURA et al., 2011; 

KAZANCIOGLU et al., 2013; ERDEMCI et al., 2014; GARCIA et al., 2014; OZDEMIR et al., 2014; KAN 

et al., 2015; ALPAN et al., 2016). Foi utilizado o número mínimo de animais necessários para 

garantir que as conclusões do experimento sejam válidas, dentro de um risco aceitável, sem que 

haja viés de mensuração de dados (GraphPad Instat, versão 7.0 da GraphPad Software, USA). 
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Foi utilizado um número total de 64 animais no presente trabalho. Os animais foram 

divididos aleatoriamente em 8 grupos experimentais (N= 8/grupo), de acordo com a indução ou 

não de imunossupressão, colocação ou não de enxerto e, aplicação ou não de ozônio. A 

distribuição dos animais nos diferentes grupos está sumarizada na Figura 1.  

 

Criação dos defeitos críticos 

Os procedimentos utilizados foram semelhantes aos descritos previamente (KAZANCIOGLU et 

al., 2013; OZDEMIR et al., 2013; KAN et al., 2015; ALPAN et al., 2016; SEYHAN et al., 2016). Os 

procedimentos cirúrgicos experimentais foram realizados em todos os grupos após 2 semanas de 

tratamento com o glicocorticoide, dexametasona ou, da administração de veículo no grupo 

controle. Foi realizada profilaxia antibiótica com cefalexina, (60 mg/kg), 30 min antes dos 

procedimentos cirúrgicos. Posteriormente, os ratos foram anestesiados com injeção 

intraperitoneal de quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). A confecção dos defeitos críticos 

na calota craniana dos ratos foi conduzida por um único pesquisador, calibrado antecipadamente, 

com intuito de proporcionar fidelidade nos procedimentos. Para realizar o acesso à calota dos 

ratos, primeiramente, foi feita tricotomia da região frontoparietal, com auxílio de depilador e, 

antissepsia com solução de iodopovidona (10%). O procedimento cirúrgico foi conduzido com cada 

animal, de forma independente, sobre uma bancada isolada com campo cirúrgico estéril 

descartável e com troca de material cirúrgico para cada animal. Para estabilizar os animais foi 

utilizado o aparelho Estereotáxico Schler para permitir o posicionamento de maneira exata 

durante o procedimento cirúrgico. Após, foi realizada incisão no plano sagital, em formato de 

meia-lua, no tegumento que reveste a calota craniana, utilizando cabo de bisturi nº 3 e lâmina 15 

C de aço carbono, incluindo pele e músculo, até o periósteo. Em seguida, foi feita a divulsão dos 

músculos envolvidos com tesoura Metzembaum e, descolamento do periósteo, elevando a porção 

lateral do retalho que recobre esta porção óssea, com descolador de Molt nº 9 e cinzel de 

Oshsenbein nº 1, expondo a cortical óssea desta região. Após a confecção do retalho 

mucoperiostal e exposição do tecido ósseo, foi realizada osteotomia, com irrigação constante com 

soro fisiológico 0,9% estéril, utilizando uma broca trefina cirúrgica de 5 mm de diâmetro interno, 

em um contra-ângulo, na velocidade de 800 rpm de um motor elétrico. Foram confeccionados 

dois defeitos ósseos monocortical de 5,00 x 1,00 mm de diâmetro, transpassando toda a 

espessura da díploe. Foram tomados todos os cuidados para não ocorrer perfuração da dura-

máter adjacente e não envolver a sutura sagital. Após a remoção das tábuas corticais externa e 
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interna, os defeitos críticos foram preenchidos com coágulo (grupos I, II, V e VI). Nos grupos III, IV, 

VII e VIII, o defeito foi preenchido com enxerto ósseo Bio-Oss (Geistlish Biomaterials, Germany). 

Em todos os grupos experimentais, o defeito do lado esquerdo do animal foi escolhido para ser 

recoberto com uma membrana de colágeno reabsorvível Bio-Gide (Geistlish Biomaterials, 

Germany), para fins de comparação, em relação ao perfil de neoformação óssea (Figura 2). A 

seguir, os retalhos foram reposicionados e suturados, com fio Mononylon Shalon 4-0 de secção 

cilíndrica, com pontos isolados. A região foi limpa com gaze umedecida em soro fisiológico, para 

remoção dos resíduos orgânicos e os animais foram colocados na posição de decúbito ventral, em 

suas gaiolas correspondentes, para a recuperação da anestesia. Os animais foram acompanhados 

até a total recuperação da anestesia e receberam medicação analgésica (paracetamol, 50 mg/kg) 

por via intraperitoneal, durante 48 horas do pós-operatório (KIMURA et al., 2012). As suturas 

foram removidas uma semana após os procedimentos. 

 

Indução de imunossupressão 

Foi realizada a administração crônica de dexametasona, de acordo com os modelos descritos 

previamente, com adaptações (KOMORI, 2015; FERNANDES et al., 2009; 2010; MARTINS et al., 

2012; GARCIA et al., 2014). De acordo com os estudos anteriores, é possível observar que após um 

período de trinta dias de uso de corticoide sistêmico, os animais apresentaram diminuição de 

peso, alopecia, letargia, além da redução da atividade e do número de osteoblastos, menor área 

de osso neoformado. Os animais dos grupos II, IV, VI e VIII foram tratados com dexametasona (5 

mg/kg), por via intraperitoneal, a cada 48 horas, por 2 semanas, previamente aos procedimentos 

cirúrgicos para confecção dos defeitos ósseos e/ou enxertia. Após a realização dos procedimentos 

cirúrgicos, os animais foram tratados por mais 4 semanas, com a mesma dose de dexametasona, 

até o momento da eutanásia, como descrito posteriormente. Os animais dos grupos I, III, V e VII 

foram tratados nos mesmos períodos de tempo, por via intraperitoneal, com veículo (NaCl 0,9%; 

10 ml/kg).  

 

Terapia com Ozônio 

 Foi empregado o protocolo de ozonioterapia descrito previamente (ERDEMCI et al., 2014; 

KAN et al., 2015). Os animais nos grupos V, VI, VII e VIII foram tratados, por via intraperitoneal, 

com uma mistura contendo O3 e O2, nas concentrações de 97% e de 3%, respectivamente, na dose 

de 0,7 mg/kg. Para tal, foi utilizado o Gerador de Ozônio OZ 10.E (OZ Indústria de Equipamentos 
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Geradores de Ozônio Ltda, Porto Alegre, Brasil). A terapia com ozônio foi realizada no Laboratório 

de Toxicologia Pré-clínica, Bloco D, prédio 12 da PUCRS. O tratamento foi realizado nas quatro 

semanas antes da eutanásia, iniciando, imediatamente após a criação dos defeitos críticos.   

 

Calibração do gerador de ozônio 

 Para viabilizar o trabalho em condições conhecidas das concentrações de ozônio, é 

necessário que haja a quantificação da produção de ozônio entregue pelo aparelho gerador. A 

calibração do ozonizador é realizada através do método iodométrico (Standard methods for the 

examination of water and waste water da AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION) (GILCREAS 

FW, 1966). 

Primeiramente são ajustadas a vazão de O2 em 1L/min entregues ao gerador de ozônio. 

Após, de acordo com o método iodométrico na qual, uma solução de iodeto de potássio 2% (KI), 

reage com o ozônio entregue durante um minuto pelo gerador de ozônio, ocorre a liberação do 

iodo, de acordo com a seguinte fórmula: 

 O3 + 2KI + H2O → I2 + O2 + 2KOH 

 

No processo de ozonização, a solução de iodeto de potássio, rapidamente, torna-se 

alcalina. Após a ozonização, a solução de iodeto de potássio ozonizada é acidificada com ácido 

sulfúrico 1N. Através da acidificação, faz-se com que o iodo seja liberado. O iodo liberado é 

titulado com solução padrão de tiossulfato de sódio (Na2S2O3) até que esta solução de torne 

transparente. Marca-se o volume total de tiossulfato de sódio (Na2S2O3) utilizado (WARDANI S et 

al.,1996). 

O cálculo da produção de ozônio em (g O3/h) é realizado a partir da seguinte fórmula: 

 

 

P= produção de ozônio (g O3/h). 

Nt= normalidade do tiossulfato (0,0243). 

∆vt= variação de tiossulfato consumido na titulação. 

Vki= volume da solução de iodeto de potássio 2% ozonizada. 

Vamostra= volume da amostra coletada para titulação. 

T= tempo de entrega do ozônio pelo ozonizador. 
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Eutanásia e coleta de amostras 

Os procedimentos de eutanásia e coleta de amostras foram realizados no Laboratório de 

Toxicologia Pré-clínica, Bloco D, prédio 12 da PUCRS. Transcorridas quatro semanas da confecção 

dos defeitos críticos, os animais foram eutanasiados por inalação de sevoflurano. Em seguida, 

foram coletadas as calotas cranianas com a pele sobreposta. Para a obtenção da peça operatória 

de interesse, foi realizada uma incisão na porção parietal utilizando cabo de bisturi nº 3 e lâmina 

nº 15 C de aço carbono. O tecido de pele e músculo da região foram removidos com o auxílio de 

tesoura Metzembaum e pinça Adson Brown para visualização completa da região. Foi realizada 

osteotomia da região de calota craniana com margens de segurança dos defeitos de interesse de 4 

mm, utilizando broca multilaminada tronco-cônica nº 702 em baixa rotação e sob irrigação 

constante de soro fisiológico 0,9%. As amostras foram fixadas em formol tamponado 10% durante 

sete dias para as análises posteriores.  

A linha de tempo experimental, desde o início do tratamento com dexametasona, 

passando pela cirurgia, ozonioterapia, até a eutanásia, está representada na (Figura 3).  Após a 

eutanásia e necropsia, os animais foram considerados como lixo biológico, sendo os mesmos 

congelados e recolhidos seguindo as normas do CeMBE, PUCRS. 

 

Análise histológica 

As amostras foram submetidas à descalcificação em EDTA (17 %), pH 7,2, em temperatura 

ambiente, por quarenta e cinco dias, com trocas diárias no Laboratório de Patologia da PUCRS. 

Concluída a descalcificação, as peças foram incluídas em parafina para a confecção de blocos, que 

foram cortados em cortes semi-seriados em espessura de 4 μm, no sentido laterolateral na região 

mais central do defeito ósseo. Para a análise histológica, as lâminas foram coradas com 

hematoxilina e eosina (H&E). Foram selecionados 4 sítios de cada espécime, após realizado 

captura da imagem em aumento de 10x e 20X em microscópio (Axio Imager A1) acoplado a um 

sistema de captura de imagem (Axio Vision Rel. 4.4 Software Multimedia), ambos da Imaging 

Solution Carl Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha). Além disso foi utilizado o microscópio Stereo Stemi 

DV4 da Imaging Solution Carl Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em 4X de aumento e câmera digital 

(DS-5M-L1; Nikon, NY, USA) acoplada. As imagens digitalizadas foram transferidas para um 

computador e avaliadas através do programa NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health, 

Maryland, EUA). Foram utilizadas variáveis qualitativas para o exame histológico, de acordo com o 
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estudo de Alan H et al.,2015, baseado no aspecto do trabeculado ósseo, atividade osteoblástica 

em torno da matriz óssea, padrão de formação de tecido conjuntivo na área do defeito, e 

existência de partículas de enxerto na região. 

 

Análise estatística 

A análise estatística dos resultados dos pesos corporais dos animais, bem como do peço 

dos baços, foi realizada por meio de análise de variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste 

de Tukey e teste Post Hoc. Valores de P menores do que 0,05 foram considerados como 

indicativos de significância. 
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RESULTADOS 

Os experimentos ocorreram sem intercorrências do ponto de vista de cicatrização dos 

animais em todos os grupos, na qual os animais se mantiveram com ausência de processos 

inflamatórios, reações alérgicas, bem como exposição dos materiais de enxertia. Houveram três 

perdas de animais durante os experimentos e que ocorreram devido a indução de anestesia, na 

qual devido a etapa que aconteceu, possibilitou a reposição imediata dos animais nos respectivos 

grupos evitando possíveis prejuízos a análise dos resultados. 

Todos os animais foram pesados diariamente durante o experimento, antes da 

administração de dexametasona/veículo. A mudança nos pesos dos animais é um importante 

dado que reflete o sinal do crescimento ou atraso do desenvolvimento como influência dos efeitos 

sistêmicos da imunossupressão e pode ser avaliado na (Tabela 1). As alterações de 

comportamento e dificuldade de ganho de peso, foram características dos animais em uso 

contínuo de glicocorticoides, uma vez que esta é uma reação adversa esperada neste grupo de 

tratamento. É possível observar um ganho crescente e diário nos pesos dos animais dos grupos I, 

III, V, VII revelando significância estatisticamente maior para valores (p <0,05). Nos grupos II e IV, 

pode-se analisar perda progressiva do peso dos animais em comparação com os animais controle 

do grupo I e III. Os grupos VI e VIII, que receberam a intervenção de dexametasona e ozônio 

terapia sistêmica concomitantes, mostraram uma evolução mais positiva no ganho de peso em 

relação aos animais do grupo II, na qual receberam apenas dexametasona, demonstrando que o 

ozônio possibilita uma melhora no quadro sistêmico geral dos animais. O baço, que é um órgão 

imunológico, foi coletado e pesado de todos animais após a eutanásia. Foi realizado a mensuração 

dos pesos e realizado um índice ao peso do baço em relação ao peso do animal, que pode ser 

analisado na (Tabela 2). Assim, a fórmula para calcular o índice do órgão foi, o peso do baço 

dividido pelo peso corporal total do animal no momento da eutanásia. A atrofia dos baços foi uma 

característica dos animais imunodeprimidos nos grupos II e IV. Nos grupos VI e VIII, nos quais os 

animais receberam a terapia associada com o ozônio, foi possível avaliar um aumento significativo 

dos pesos dos baços, tendendo a uma normalização, assim como nos grupos I e III que não 

receberam nenhuma intervenção, sendo este um efeito positivo do tratamento na redução do 

quadro de imunossupressão causado pela dexametasona. 

 A análise histológica qualitativa das lâminas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), no 

grupo I (Figura 4 A e B, Figura 5), revela que a cicatrização se caracterizou pela presença de tecido 

fibroso, com grande quantidade de fibras colágenas orientadas paralelamente em relação ao 
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defeito ósseo, associado a vasos sanguíneos, com baixa quantidade de tecido ósseo recém-

formado na proximidade dos bordos da ferida. No grupo II (Figura 6 A e B; Figura 7) é possível ver 

características semelhantes as encontradas no grupo I. Em análise qualitativa comparativa (Figura 

20), o tratamento com a dexametasona demonstra atraso do ponto de vista de cicatrização óssea, 

na qual a faixa de osso neoformada se apresenta mais delgada em relação ao grupo I, discreta 

presença de linfócitos e macrófagos são observados. Nos grupos III e IV, nos quais foram 

adicionados xenoenxerto bovino, é possível avaliar a presença de partículas de enxerto ósseo 

residual na porção central do defeito, presença de osso imaturo nas proximidades das bordas do 

defeito e dos remanescentes de enxerto encapsulados por tecido conjuntivo fibroso (Figura 21). 

No grupo III (Figura 8 A e B), a presença da membrana de colágeno se mostra um fator positivo a 

regeneração óssea, devido a seletividade celular que ela proporciona. Isto pode ser avaliado na 

(Figura 9) que revela atividade osteoblástica aumentada, devido à grande quantidade destas 

células nas proximidades da matriz óssea. A presença da formação de uma camada superficial de 

partículas ósseas enxertadas pode ser avaliada nas periferias do osso recém-formado nos bordos 

do defeito. 

No grupo V (Figura 12 A e B), foi proposto a terapia com ozônio, onde é possível ver grande 

quantidade de trabéculas de tecido ósseo não lamelar nas bordas dos defeitos, além da presença 

de muitas células de linha osteoblástica e osteócitos localizados na matriz óssea, demonstrando o 

processo de reparo ósseo ativo. Na figura 22, é possível visualizar um atraso na cicatrização, como 

reflexo do tratamento com a dexametasona, no entanto a intervenção do ozônio permite que se 

formem maiores áreas de tecido ósseo, em relação ao grupo II. A comparação qualitativa entre os 

grupos I e V (Figura 24), revelou claramente uma maior proporção do defeito preenchidas com 

tecido ósseo imaturo e presença de tecido conjuntivo com discreto número de fibroblastos, o que 

demonstra o resultado positivo do tratamento com ozônio. O grupo VII (Figura 16 A e B), no qual 

foi realizado a colocação de enxerto associado a terapia com ozônio, foi o grupo com os melhores 

resultados, uma vez que apresentou organização tecidual com mais de dois terços do defeito 

preenchidos por matriz óssea imatura, presença de tecido conjuntivo com fibras colágenas bem 

orientadas, presença de muitas células mononucleares, macrófagos e linfócitos e ósseointegração 

do xenoenxerto, com presença de osteoblastos e osteoclastos nas periferias da matriz óssea 

(Figura 17). No grupo VIII, assim como no grupo VII a regeneração óssea se mostrou ativa através 

do preenchimento de mais de dois terços do defeito ósseo (Figura 23), no entanto maior 

quantidade de tecido conjuntivo fibroso cobrindo as superfícies do defeito podem ser visualizados 
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com lacunas de reabsorção ocupados por osteoclastos nas proximidades das partículas do enxerto 

(Figura 18 A e B; Figura 19). Em todos os grupos, a presença da membrana de colágeno tipo I, 

expresso nas (Figuras A) de cada imagem, permitiu um avanço positivo dos processos de 

cicatrização, devido a sua característica de barreira mecânica, que proporciona a seletividade de 

células osteogênicas, fibroblastos, e aumento de células endoteliais vasculares, se mostrando um 

importante mecanismo adjuvante a cicatrização dos defeitos ósseos.  
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DISCUSSÃO  

No presente estudo foi utilizado um defeito crítico na calvaria dos ratos de 5mm, que a 

partir desta medida não ocorre uma cicatrização espontânea em toda a extensão do defeito 

(KAZANCIOGLU et al., 2013). Este dado pode ser observado a partir da análise dos defeitos do 

grupo controle, que se mostrou com a menor área de neoformação óssea. O modelo utilizado 

apresenta facilidade de padronização das amostras, possibilitando a análise dos processos de 

cicatrização óssea através de uma mensuração simples. 

A osteoporose (OP) é uma doença esquelética sistêmica, caracterizada por alterações 

estruturais na qualidade e quantidade óssea, que provoca menor resistência óssea, e maior 

suscetibilidade de fraturas (TSOLAKI IN et al. 2009; DOWNEY e SIEGEL, 2006). Mesmo sendo uma 

doença silenciosa, os transtornos causados aos indivíduos portadores desta condição e as altas 

taxas de mortalidade, tornam a osteoporose um importante problema de saúde pública (HSU E e 

NANES MARK 2017). A osteoporose secundária, é uma condição caracterizada pela perda óssea a 

partir de condições médicas, ou do uso de medicações que resultam em fragilidade óssea. Diante 

da grande lista de fármacos precursores da doença, destaca-se os glicocorticoides (GCs). Os GCs, 

são utilizados no tratamento de diversas patologias, com potente ação anti-inflamatória e 

imunossupressora, considerados a causa mais comum de osteoporose secundária, provocando 

graves efeitos deletérios ao osso (HSU E e NANES MARK 2017; CANALIS E et al. 2007). O uso 

crônico de GCs provoca um desequilíbrio nos processos fisiológicos de remodelamento ósseo, 

interferindo na diferenciação e maturação de osteoblastos que refletem em uma supressão na 

formação óssea, bem como no aumento da reabsorção, que são características na patogênese da 

osteoporose induzida por glicocorticoides (OPIC) (RIZZOLI et al. 2012; CANALIS E et al. 2007).  

A OPIC pode ser investigada através de modelos animais, como em rato, coelho, 

camundongo além de cachorro e ovelha, nos quais os roedores são o modelo experimental mais 

amplamente utilizado para avaliar a ação dos GCs no osso (KOMORI T, 2015; FERNANDES et 

al.,2009; 2010; MARTINS et al.,2012; GARCIA et al., 2014). De acordo com ORTOFT et al.,1999, a 

injeção de metilprednisolona nas doses (1,3,4,9mg/kg/dia) em ratos Wistar jovem, durante 

noventa dias, apresentou baixo remodelamento ósseo, com redução do osso cortical nas doses 

iniciais e redução do osso esponjoso nas dosagens maiores. No entanto, de acordo com a revisão 

de Komori T (2015), o que se observa é que o modelo dos roedores não apresenta uma redução 

do osso esponjoso de forma consistente. Em nosso estudo, foi utilizado o modelo de ratos Wistar 

jovens, com tratamento de dexametasona (5mg/kg/dia) aplicado intraperitoneal, a cada 48 horas, 
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durante seis semanas. Foi possível avaliar que nos grupos II e IV, ocorreu menor reparo ósseo dos 

defeitos, comparado aos demais grupos que não receberam tratamento com GCs. Este dado 

corrobora com os achados de (GARCIA VG et al., 2014), que é explicado devido associação de altas 

doses de corticoide de uso crônico, o qual provoca uma redução da atividade osteoblástica, 

ocasionando menor formação óssea. 

A membrana de colágeno tipo I que foi utilizada com o intuito de criar um isolamento na 

área do defeito, se mostrou um recurso previsível para o remodelamento ósseo. Em nosso estudo, 

foi possível avaliar através de analise histológica qualitativa o aumento da área de osso 

neoformado em comparação com os defeitos contralaterais em que não se utilizava a membrana 

de colágeno. Isto pode ser visto através da angiogênese aumentada bem como do maior número 

de osteoblastos e osteoclastos na periferia da matriz óssea, proporcionando um remodelamento 

ósseo ativo. Este dado vai de encontro com o estudo realizado por (BASUDAN A et al 2016; e 

NOOH N et al.2016), que comparam através de análise micro tomográfica, o uso de membrana 

reabsorvível de colágeno, durante regeneração óssea guiada de defeitos críticos na calota de 

ratos, na qual é expresso com um aumento na formação óssea e diminuição das taxas de 

reabsorção óssea. 

A utilização de materiais para enxertia, a base de recursos naturais, para o preenchimento 

de defeitos ósseos, como é o caso dos xenoenxertos, são alternativas crescentes nas investigações 

em modelos experimentais em ratos (MIRON RJ et al.,2016; NOOH N et al.,2016; KIM SS et 

al.,2008). Embora os enxertos autógenos sejam considerados o “padrão ouro” devido seu 

potencial osteogênico, eles requerem maior tempo cirúrgico e estão associados a maior 

morbidade (NEUKAM FW et al 1994). Além disso, existe uma alta taxa de reabsorção em torno 

destes enxertos, que pode ser constatado através do estudo de (JOHANSSON B et al 2001), na qual 

avaliou a estabilidade volumétrica de enxertos autógenos inlay e onlay após 6 meses de pós-

operatório, demostrando taxa de redução de 49,5% do volume inicial. A reabsorção do enxerto 

deve acontecer em momento apropriado para viabilizar um suporte mecânico para a ativação de 

células osteogênicas (DONOS N et al. 2004). Estudos tem demonstrado a lenta reabsorção dos 

xenoenxertos, na busca de ganho ósseo, proporcionando resultado satisfatórios (POULIAS E et 

al2013; HALLMAN M et al.2005). Assim, o biomaterial de escolha foi o xenoenxerto, que é um osso 

bovino mineral desproteinizado, para o preenchimento das áreas defeituosas (KIM SS e KIM BS 

2008). No presente estudo, o uso do xenoenxerto (Bio-Oss®) foi avaliado, possibilitando a 

reconstrução dos defeitos, com reabsorção mínima do material. As propriedades osteocondutivas 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johansson%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420628
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e um perfil lento de reabsorção foram demonstrados durante o período de cicatrização dos 

defeitos. Os grupos III, IV, VII, VIII demonstraram as maiores áreas de formação óssea em relação 

aos respectivos grupos controles, devido a presença do xenoenxerto. A manutenção de partículas 

de enxerto encapsulados por tecido conjuntivo na área central dos defeitos foi característico nos 

grupos III e IV, sendo que nos grupos VII e VIII, na qual houve a associação do tratamento com 

ozônio terapia, é possível avaliar uma maior reabsorção das partículas de xenoenxerto com 

aumento ósseo, que possibilitou o preenchimento de quase a totalidade do defeito crítico. A 

capacidade de manter as partículas do enxerto intactas na área central do defeito, com baixa taxa 

de reabsorção, revelam uma importante propriedade do xenoenxerto bovino na busca pela 

manutenção do volume ósseo local. 

Diversas modalidades de tratamento adjuvante, no intuito de melhorar a cicatrização óssea 

são pesquisados, como reposições hormonais, uso de laser de baixa potência (LLLT), oxigeno 

terapia hiperbárica (HBO), e mais recentemente a ozônio terapia (ALPAN AL et al. 2016; KAN B et 

al.2015; KAZANCIOGLU HO et al.2013). O presente estudo teve por objetivo avaliar o impacto do 

ozônio nos processos de cicatrização óssea em defeitos críticos preenchidos com xenoenxerto 

bovino de ratos com imunossupressão induzida pelo tratamento com dexametasona. Os 

resultados demonstram que a ozônio terapia sistêmica possibilita um aumento de osso recém-

formado, e acelera o remodelamento do xenoenxerto. Este dado pode ser avaliado 

qualitativamente no aspecto histológico dos grupos V, VI, VII, VIII. Em contraste, os grupos que 

receberam o tratamento com dexametasona, devido as suas repercussões negativas na 

microarquitetura óssea, demonstraram o maior atraso na cicatrização em relação aos grupos 

controle. No entanto, de acordo com a (Tabela 3), nos grupos VI e VIII que receberam ambos os 

tratamentos, verifica-se, a presença de tecido conjuntivo mais organizado com fibras colágenas 

orientadas paralelas entre si, trabéculas de osso neoformado e maior número de células 

osteogênicas na periferia dos defeitos confirmado através do aspecto histológico visto na (Figura 

22 e 23). Os mecanismos biológicos de interferência da entrega de oxigênio nas reações com 

componentes sanguíneos do sistema vascular, bem como a capacidade imunomoduladoras do 

sistema de defesa antioxidante, repercutem em efeitos terapêuticos positivos da terapia com 

ozônio (ALPAN AL et al.2016; OZDEMIR et al.2013). Estudos experimentais recentes demonstram 

resultados promissores a nível de remodelamento ósseo associado as terapias com ozônio. 

OZDEMIR et al.2013, concluiu que a associação do enxerto autógeno com o ozônio tópico aplicado 

na concentração de (80% de oxigênio) por 30s, três vezes ao dia, durante duas semanas, resultou 
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em maior formação óssea do que o enxerto utilizado sozinho. Resultado similar ao encontrado no 

estudo de (ALPAN AL et al.2016), que avaliou a cicatrização de defeitos críticos na calvaria de ratos 

diabéticos, tratados com ozônio tópico, demonstrou aceleração nos estágios iniciais dos processos 

de cicatrização após quatro semanas de pós-operatório. Em nosso estudo realizamos a utilização 

de ozônio sistêmico, através de aplicações diárias durante sete dias de pós-operatório, por via 

intraperitoneal, com uma mistura contendo O3 e O2, nas concentrações de 97% e de 3%, 

respectivamente, na dose de 0,7 mg/kg. A escolha por esta via de administração é sustentada a 

partir dos resultados positivos da utilização sistêmica do ozônio encontrados no estudo de 

(ERDEMCI et al. 2014), que compara o efeito da aplicação sistêmica e tópica de ozônio na 

cicatrização de alvéolos dentários após a extração em ratos. A utilização sistêmica no pré-

operatório e pós-operatório resultou em maior formação de osso trabecular em comparação com 

a aplicação tópica. De acordo com a análise histológica qualitativa, foi possível avaliar que o uso do 

ozônio possibilitou uma maior formação de tecido ósseo nos defeitos críticos da calvaria de ratos 

na presença de xenoerxerto, evidenciando aceleração nos processos de cicatrização através da 

reabsorção das partículas do enxerto e formação de matriz óssea imatura em toda a extensão do 

defeito. A terapia com dexametasona implica em graves consequências a nível de remodelamento 

e na mineralização óssea em vários níveis (KIM et al. 2009). Os resultados da deterioração na 

microarquitetura óssea através dos aumentos nas taxas de reabsorção óssea bem como 

diminuição da neoformação óssea podem ser vistos no estudo de (GOVINDARAJAN P et al. 2013), 

na qual indica um aumento nos níveis de osteoclastogênese e significativa diminuição da 

densidade mineral óssea (DMO), em animais com osteoporose em terapia a longo prazo com 

glicocorticoides. Em nosso estudo, os animais dos grupos que receberam a terapia com 

glicocorticóides, demonstraram histologicamente um atraso na cicatrização. No entanto, nos 

grupos VI e VII, pode-se analisar uma maior taxa de formação óssea, mesmo que haja um retardo 

na cicatrização, porém a terapia com ozônio possibilitou o desenvolvimento de uma maior área 

óssea ao longo da superfície dos defeitos. 

Outro efeito colateral do tratamento com glicocorticoides de uso crônico, é referente as 

interferências sistêmicas em relação a significativa dificuldade no aumento do peso corporal dos 

animais. Este efeito é provavelmente resultante da reduzida capacidade de absorção intestinal de 

nutrientes causado pela droga. Os resultados encontrados são semelhantes ao do trabalho de 

(GARCIA VG et al.2014). O gráfico da evolução do peso dos animais nos respectivos grupos durante 

o período de tratamento pode ser avaliado na (Tabela 1). A imunossupressão causada pela terapia 
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com glicocorticoides foi analisada através da análise dos pesos dos baços dos animais. Naqueles 

que receberam o tratamento com GCs, é observado redução no tamanho e peso demonstrando 

resultado estatisticamente significativo para valores de (p< 0.05). Por outro lado, é possível 

analisar os efeitos do ozônio terapia na imunossupressão através da minimização da redução do 

peso dos baços, que é um órgão imunológico e expressa a condição de interferência do 

glicocorticoide através da atrofia do órgão. Nos animais dos grupos VI e VIII tratados com 

dexametasona e que receberam a terapia com OZ, é possível observar que o peso do baço se 

manteve semelhante do que nos animais dos grupos I e III que não receberam nenhum 

tratamento. 

Diante do exposto e dentro das limitações do estudo, pode-se concluir que a combinação 

de enxertos ósseos xenógenos e a ozônio terapia sistêmica (em uma mistura contendo O3 e O2, 

nas concentrações de 97% e de 3% respectivamente) viabilizou a cicatrização óssea em defeitos 

críticos que foram criadas cirurgicamente na calota de ratos imunossuprimidos. As influências 

positivas da associação da membrana de colágeno tipo I, possibilita uma regeneração óssea guiada 

e cria um ambiente seletivo para a estimulação de células osteogênicas, que pode ser visto 

durante todo o experimento, através das maiores áreas de neoformação óssea ao longo da 

superfície dos defeitos. Os efeitos do ozônio terapia sistêmica, através do aumento do aporte de 

oxigênio na microcirculação, permitiu a inibição dos efeitos deletérios do tratamento com 

glicocorticoides, tanto a nível sistêmico, através da estabilização dos pesos dos animais e da 

diminuição da atrofia dos baços, quanto a nível de tecido ósseo, através dos estímulos no 

remodelamento, minimizando os efeitos inibitórios no osso. 
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FIGURAS E IMAGENS 

 

 

Figura 1. Distribuição dos grupos experimentais, de acordo com os procedimentos realizados. N = 8 

por grupo; 8 grupos experimentais; N total = 64 animais.  

 

Figura 2. Representação esquemática da disposição dos defeitos ósseos na calota craniana de ratos. A 

marcação em vermelho indica a sobreposição da membrana de colágeno reabsorvível, para fins de 

comparação do remodelamento ósseo, na ausência da membrana.  



~ 53 ~ 
 

  

 

Figura 3. Linha do tempo com os diferentes procedimentos experimentais a serem realizados.  

 

Tabela 1:  
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Evolução da média de peso corporal (g) dos grupos experimentais ao longo do tratamento. 

*Estatisticamente significativa às diferenças entre os grupos (ANOVA, seguido do test post Hoc ; P < 0.05). 
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Tabela 2: 

 

Variação média do peso do baço (g) dos animais em relação ao peso corporal total (g), nos grupos 

experimentais. 

*Estatisticamente significativa às diferenças entre os grupos (ANOVA e teste t Tukey; P < 0.05). 
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Figura 4 A e B:  

 

Imagem histológica típica do grupo controle em vista panorâmica (Hematoxilina e Eosina 4x), 

Imagem A: grupo I com membrana de colágeno tipo I (MC). Imagem B: grupo I sem (MC), 

 

Figura 5: 

 

Vista panorâmica do defeito do Grupo I (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista do centro do defeito ocupado 

por tecido conjuntivo (TC), novo osso formado (NO) presente nos bordos do defeito cirúrgico. (HE magnificação 10x). 
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Figura 6 A e B: 

 

Imagem histológica do Grupo II controle em vista panorâmica (Hematoxilina e Eosina 4x) 

Imagem A: grupo II com membrana de colágeno tipo I (MC). Imagem B: grupo I sem (MC), notar a diferença de neoformação óssea devido a 

presença da MC. 

 

Figura 7: 

 

Vista panorâmica do defeito do Grupo II (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista do bordo do defeito ocupado por tecido conjuntivo 

com fibras colágenas orientadas (TC), novo osso formado (NO), seta branca osteócitos, seta amarela osteoblastos. (HE magnificação 10x). 
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Figura 8 A e B:  

 

Imagem histológica típica do Grupo III em vista panorâmica (Hematoxilina e Eosina 4x) 

Imagem A: grupo III com membrana de colágeno tipo I (MC). Imagem B: grupo I sem (MC), partículas de xenoenxerto encapsuladas por tecido 

conjuntivo no centro dos defeitos. 

Figura 9: 

 
Vista panorâmica do defeito do Grupo III (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista do centro do defeito ocupado por tecido conjuntivo 

com fibras colágenas organizadas (TC), novo osso formado (NO), enxerto remanescente (ENX), seta branca osteócitos, seta amarela osteoblastos 

em grande quantidade nas proximidades da metriz óssea. (HE magnificação 10x). 
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Figura 10 e B:  

 

Imagem histológica do Grupo IV, em vista panorâmica (Hematoxilina e Eosina 4x) 

Imagem A: grupo IV com membrana de colágeno tipo I (MC). Imagem B: grupo I sem (MC), presença de grande quantidade de enxerto na área 

superficial do defeito. 

 

Figura 11:  

 

Vista panorâmica do defeito do Grupo IV (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista da periferia do defeito ocupado por 

tecido conjuntivo (TC), seta vermelha; células inflamatórias, novo osso formado (NO) presente nos bordos do defeito cirúrgico, seta 

amarela; osteoblastos, seta branca; osteócitos na matriz óssea. (HE magnificação 10x). 
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Figura 12 A e B:  

 

Imagem histológica do grupo V em vista panorâmica (Hematoxilina e Eosina 4x) 

Imagem A: grupo I com membrana de colágeno tipo I (MC). Imagem B: grupo I sem (MC), matriz óssea imatura sendo formada nos 

bordos do defeito. 

Figura 13:  

 

Vista panorâmica do defeito do grupo V (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista da área central do defeito ocupado por 

tecido conjuntivo (TC), seta vermelha; células inflamatórias, novo osso formado (NO) presente nos bordos do defeito cirúrgico, seta 

amarela; osteoblastos em atividade aumentada, seta branca; osteócitos na matriz óssea neoformada. (HE magnificação 10x). 
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Figura 14 A e B:  

 

Imagem histológica do Grupo VI em vista panorâmica (Hematoxilina e Eosina 4x) 

Imagem A: grupo I com membrana de colágeno tipo I (MC). Imagem B: grupo I sem (MC). 

 

Figura 15:  

 

Vista panorâmica do defeito do grupo VI (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista do bordo do defeito. tecido conjuntivo 

(TC), seta vermelha; células inflamatórias, novo osso formado (NO), seta amarela; osteoblastos, seta branca; osteócitos na matriz 

óssea. (HE magnificação 10x). 
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Figura 16 A e B:  

 

Imagem histológica do Grupo VII em vista panorâmica (Hematoxilina e Eosina 4x) 

Imagem A: grupo I com membrana de colágeno tipo I (MC). Imagem B: grupo I sem (MC), grande área de neoformação óssea 

completando a cicatrização de quase a totalidade da extensão do defeito. 

Figura 17:  

 

Vista panorâmica do defeito do grupo VII (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista do centro do defeito tecido conjuntivo 

com fibras colágenas orientadas paralelamente (TC), seta vermelha; células inflamatórias, novo osso formado (NO) presente nos 

bordos do defeito cirúrgico, seta amarela; osteoblastos em torno da matriz óssea, seta branca; osteócitos dispersos na matriz 

óssea. (HE magnificação 10x). 
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Figura 18 A e B:  

 

Imagem histológica do Grupo VIII em vista panorâmica (Hematoxilina e Eosina 4x) 

Imagem A: grupo I com membrana de colágeno tipo I (MC). Imagem B: grupo I sem (MC), partículas de enxerto ocupando área 

central do defeito e viabilizando o recobrindo de quase dois terços do defeito crítico. 

 

Figura 19:  

 

Vista panorâmica do defeito do Grupo VIII (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista da área central do defeito ocupado 

por tecido conjuntivo (TC), seta vermelha; células inflamatórias, novo osso formado (NO), seta amarela; osteoblastos, seta branca; 

osteócitos na matriz óssea. (HE magnificação 10x). 
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Figura 20:  

 

Vista histológica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos I e II, na qual apenas foram realizados os defeitos 

para avaliar a influencia da dexametasona (grupo II) em relação ao controle (grupo I). Note que as figuras A, de ambos os grupos 

esta presente a membrana de colágeno (MC). Cicatrização óssea mais proeminente no grupo I, com ligeiro atraso cicatricial no 

grupo II. 

 

 

Figura 21:  

 

Vista histológica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos III e IV, na qual foram realizados os defeitos e 

preenchidos com xenoenxerto (Bio-Oss), para avaliar a influência da dexametasona na cicatrização dos enxertos (grupo IV) em 

relação ao controle (grupo III). Note que as figuras A, de ambos os grupos está presente a membrana de colágeno (MC). 

Cicatrização óssea mais proeminente no grupo III, com presença de maior ósseointegração do enxerto nos bordos do defeito, o 

grupo IV mostra que as partículas do enxerto se mantiveram encapsuladas por tecido conjuntivo fibroso. 
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Figura 22:  

 

Vista histológica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos V e VI, na qual foram realizados os defeitos críticos e tratamento 

com ozônio (OZ), para avaliar a influência da ozônio terapia na cicatrização óssea no perfil osteoporótico desenvolvido pelo glicocorticoide (grupo 

VI) em relação ao controle (grupo V). Note que as figuras A, de ambos os grupos está presente a membrana de colágeno (MC). Cicatrização óssea 

mais proeminente no grupo V, com presença de maior neoformação óssea nos bordos do defeito em direção a área central. O grupo VI mostra um 

leve atraso na cicatrização, por conta da alteração na microarquitetura óssea causada pela dexametasona. 

 

Figura 23:  

 

Vista histológica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos VII e VIII, na qual foram realizados os defeitos e preenchidos com 

xenoenxerto (Bio-Oss), para avaliar a influência da ozônio terapia na cicatrização do enxerto em um modelo de osteoporose induzida por 

glicocorticóides (grupo VIII) em relação ao controle (grupo III). Note que as figuras A, de ambos os grupos está presente a membrana de colágeno 

(MC). Cicatrização óssea mais proeminente no grupo VII, com presença de ósseointegração do enxerto em quase toda a extensão do defeito. O 

grupo VIII mostra que as partículas do enxerto se mantiveram encapsuladas por tecido conjuntivo fibroso na superfície do defeito, e uma menor 

área de ósseo neoformada em relação ao grupo VII. 
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Figura 24:  

 

Vista histológica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos I e V, na qual apenas foram criados os defeitos 

críticos preenchidos por coágulo, porém no grupo V houve a influência positiva da terapia com ozônio, demonstrando através da 

maior área de osso neoformado ao longo da superfície do defeito. Note que as figuras A, de ambos os grupos está presente a 

membrana de colágeno (MC).  

Figura 25:  

 

Vista histológica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos III e VII, na qual foram criados os defeitos críticos 

preenchidos por xenoenxerto (Bio-Oss), porém no grupo VII a terapia com ozônio possibilitou uma quase fechamento completo de 

toda a área do defeito, acelerando o processo de cicatrização do enxerto ósseo Note que as figuras A, de ambos os grupos está 

presente a membrana de colágeno (MC).  
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ANEXO A- Carta de aprovação pela Comissão Científica e de Ética da Faculdade de Odontologia- 

PUCRS 
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ANEXO B- Carta de aprovação pelo Comitê de Ética no Uso de Animais- PUCRS 
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ANEXO C- Comprovante de trabalho científico publicado 
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