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RESUMO

Objetivo: O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da ozonioterapia sistémica
sobre o remodelamento ésseo de defeitos criticos na calota de ratos, com e sem a presenca de
xenoenxerto, utilizando um modelo animal de imunossupressdao induzido por corticoterapia.
Métodos: Foram utilizados 64 ratos machos Wistar (180-220 g), distribuidos em 8 grupos
experimentais (N = 8/grupo). Para a corticoterapia (grupos Il, IV, VI e VIIl), os animais receberam
dexametasona (1 mg/kg; i.p.), uma injecdo a cada 48 h, com inicio duas semanas antes dos
procedimentos cirurgicos, se estendendo até a eutanasia. Os animais controles (grupos I, Ill, V e
VII) receberam solugdo salina (10 ml/kg; i.p.), nos mesmos intervalos de tempo. Apds duas
semanas do inicio da corticoterapia, os animais foram anestesiados com quetamina e xilazina (100
e 10 mg/kg; i.p.), para a confeccdo de dois defeitos criticos nos ossos parietais da calota craniana
(5 mm de diametro). Os defeitos foram preenchidos com coagulo (grupos |, Il, V e VI) ou com
xenoenxerto Bio-Oss® (Geistlish Biomaterials, Germany) (grupos Ill, 1V, VIl e VIII). Em todos os
grupos, o defeito da direita foi coberto por uma membrana de colageno Bio-Gide® (Geistlish
Biomaterials, Germany). Para a ozonioterapia sistémica, os animais dos grupos V, VI, VIl e VIl
receberam uma aplicagdo de ozbnio (0,7 mg/kg; i.p.), todos os dias, durante 7 dias, iniciando
imediatamente apds a cirurgia. Decorridos quatro semanas da criacao dos defeitos, os animais
foram eutanasiados e as calotas cranianas foram coletadas para avaliacdo histolégica da
neoformacao dssea, com coloracdo de hematoxilina e eosina (HE). Os protocolos foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (7691). Foram realizadas andlises histoldgicas
gualitativas baseado no aspecto do trabeculado dsseo, atividade osteoblastica em torno da matriz
Ossea, padrao de formacado de tecido conjuntivo na drea do defeito, e existéncia de particulas de
enxerto na regido. Resultados: Os grupos V, VIl apresentaram maiores areas ésseas ao longo da
superficie do defeito, em comparacdo com os VI e VI, como consequéncia dos efeitos potenciais
do ozbnio no remodelamento ésseo, minimizando as interferéncias negativas na microarquitetura
Ossea causada pelos glicocorticdides. A presenca do xenoenxerto nos grupos lll, IV, VII, VI,
proporcionou o recobrimento de extensa area do defeito, formando matriz 6ssea imatura mais
proeminente nas proximidades dos bordos dos defeitos, com presenca de particulas de enxerto
dispersas na area central. A presenca da membrana de colageno tipo |, se mostrou um importante
recurso na aceleracdo do remodelamento dsseo utilizado em todos os grupos experimentais, na
gual em comparacao com os defeitos contralaterais em que ndo foi utilizado a membrana, pode

ser visto um significativo aumento de osso recém-formado. A nivel sistémico, os resultados do



tratamento com oz6nio possibilitaram a diminui¢ao de efeitos adversos dos glicocorticoides, tais
como a diminuicdo do peso corporal dos animais e atrofia de 6rgdos linfaticos como o baco,
observados nos grupos tratados isoladamente com a dexametasona. Conclusdo: Diante das
limitagOes do estudo animal, a utilizagdo de o0z6nio sistémico associado ao xenoenxerto, estimula

o remodelamento ésseo em defeitos criticos de ratos imunossuprimidos.
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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 Il, IV, VI and VIIl), 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, lll, 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, Il, V and VI) or
Bio-Oss x xenograft (Geistlish Biomaterials, Germany) (groups I, IV, VIl 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, VIl 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 VIl
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 I, 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 | 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.



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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INTRODUCAO

O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da terapia com ozbnio sobre o
metabolismo ésseo e, determinar a sua influéncia na otimizacao dos processos de remodelamento
0sseo em xenoenxertos, utilizando um modelo animal de imunossupressdao induzido por
corticoterapia.

A reconstrucdo de defeitos dsseos extensos representa um grande desafio na area da
cirurgia bucomaxilofacial (KAN et al, 2015). Muitos materiais para enxertia déssea sdo
desenvolvidos, com a finalidade de auxiliar nos processos de regeneracao e, no tratamento global
em cada caso. O objetivo dos enxertos é facilitar o crescimento de osso novo em dreas extensas de
reabsorcdo alveolar (KAZANCIOGLU et al., 2006). O osso autdgeno, devido a sua caracteristica
osteogénica, através das propriedades de osteoinducdo e osteoconducgdo, tornou-se o padrdo
ouro para a enxertia. No entanto, devido a limitacdo de fornecimento, o tempo cirdrgico adicional
e o risco de morbidade, tornam suas indica¢gdes 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 formagdo do novo o0sso,
disponibilizando quantidades suficientes para a reconstrugdo dos defeitos, sem causar morbidade
em outro sitio do préprio paciente (KOHAL et al., 2015). Em busca da otimizacdo da cicatrizacao
Ossea, terapias adjuntas de reconstrugdo dos defeitos sdo utilizadas como alternativas, dentre as
guais destacam-se as terapias farmacoldgicas, bem como, as abordagens terapéuticas, incluindo o
uso de oxigenoterapia hiperbdrica, laserterapia de baixa poténcia e, mais recentemente, da
ozonioterapia (OZDEMIR et al., 2013).

O oz6nio (OZ) estd normalmente disponivel na forma gasosa e surge da combinacgdo de trés
atomos de oxigénio com uma estrutura ciclica (BOCCI et al., 2006). E objeto de estudo na
Odontologia durante a ultima década, por causa de sua atividade antimicrobiana e eficacia no
tratamento de doencas orais (ALPAN et al., 2016). Seus efeitos podem influenciar positivamente o
metabolismo do oxigénio, o sistema de defesas antioxidantes e, a microcirculagcdo dos tecidos,
reagindo com componentes do sistema vascular, como células endoteliais, leucécitos, plaquetas e
eritrocitos (KAZANCIOGLU et al., 2006; OZDEMIR et al., 2013). Os efeitos sobre a cicatrizacdo dssea
foram descritos por Kazancioglu e colaboradores (2006), que descreveram uma melhora do
processo de remodelamento dsseo, com aumento da atividade osteoblastica, na cicatrizacdo de

enxertos 6sseos em ratos diabéticos.



Farmacos como os glicocorticoides (GC), que possuem potente a¢do anti-inflamatdria e
imunossupressora, sao amplamente utilizados por muitas décadas na pratica médica, no
tratamento de uma variedade de doencas autoimunes, disturbios sistémicos adquiridos,
desordens congénitas, pds-operatdrio cirurgico e, em pacientes transplantados (RIZZOLI et al.,
2012; KIM et al., 2010; KOUNTZ et al., 1997). Os corticoides atuam em varias etapas da resposta
inflamatdria, reduzindo a proliferacdao de células T e de citocinas (WEINSTEIN, 2001). As altas
doses associado a longos periodos de terapia, para o tratamento de determinadas doencas, pode
acarretar efeitos colaterais relevantes, como diabetes, obesidade, perda de massa dssea,
alteragGes nos niveis de hemoglobina e hemacias circulantes, dificuldades de cicatrizacao, além da
imunodepressdo, devido a inibicdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (WEINSTEIN, 2001). No
metabolismo &ésseo, o uso sistémico prolongado de glicocorticoides pode desencadear graves
altera¢des no processo fisiolégico de remodelamento ésseo, levando a uma deterioracdo da
microarquitetura através da diminuicdo na densidade mineral éssea que consequentemente
aumenta a possibilidade de fraturas e o desenvolvimento da osteoporose secunddria por
medicacao (HSU e NANES, 2017). Os corticoides sdo considerados a terceira causa mais frequente
de osteoporose secunddria (GOVINDARAJAN et al., 2013). O efeito direto no osso é dose e tempo
dependente, aumentando o risco relativo de fraturas ja nas fases iniciais da terapia (HSU e NANES,
2017; MAZZIOTTI et al.,2016). Os mecanismos da inibicdo de ostedcitos e da diferenciacdo de
osteoblastos, podem ser explicados através das interferéncias na via de sinalizacdo candnica de
Wnt/ B-catenina, que é uma via de regulacdo chave da osteoblastogénese (GOVINDARAJAN et al.,
2013; CANALIS et al.,2007). Por outro lado, os glicocorticoides induzem a apoptose dos
osteoblastos maduros, a partir da ativacao da caspase-3, responsavel pelas vias de sinalizagdo pro-
apoptéticas. Estes processos provocam a reducdo da neoformacdo déssea (CANALIS et al.,2007).
Ademais, o comprometimento da atividade de reabsor¢ao dos osteoclastos, por interferéncia na
sua estrutura e na distribuicdo dos microtubulos do citoesqueleto, acaba por interferir no

equilibrio do remodelamento 6sseo (RANG et al., 2012).

Metabolismo dsseo

O tecido ésseo é descrito como um tecido conjuntivo especializado, sendo sua principal
caracteristica a mineralizacdo da matriz (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). E composto por uma
matriz organica, que corresponde a 33% de seu volume total e, por elementos inorganicos como

os ions e cristais de hidroxiapatita que correspondem a 67% (ROSS e PAWLINA, 2012). A porgao



inorganica da matriz éssea, é chamada também de parte mineral éssea, na qual os principais ions
encontrados sdo o fosfato e o cdlcio, mas hd, também, a presenca de bicarbonato, magnésio,
potassio, sddio e citrato em pequenas quantidades (CORMACK, 2003). Junqueira, por sua vez,
afirma que a parte inorganica representa cerca de 50% do peso da matriz dssea. O calcio e o
fésforo formam cristais de hidroxiapatita, cuja férmula é Caio(POa4)s(OH)2, no tecido dsseo
(BOSKEY, 2013). O calcio, que fica armazenado no tecido ésseo, pode ser mobilizado e captado
pelo sangue para manter os niveis apropriados em todos os tecidos do corpo (CORMACK, 2003;
BOURNE, 1972). Devido ao constante processo de formacdo e reabsorc¢ado dsseo, é possivel haver a
reparacao tecidual e a homeostasia mineral do corpo através da manuten¢dao dos ions calcio,
fésforo e magnésio (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). A associacdao da hidroxiapatita com as
fibras coldgenas é responsdvel pela dureza e resisténcia do tecido ésseo. Caso haja uma perda
significativa de cdlcio, os ossos mantém sua forma intacta, porém se tornam tdo flexiveis quanto
os tendGes (CORMACK, 2003). Caso a perda seja de tecido organico, especialmente de colageno, o
osso também permanece com sua forma intacta, todavia torna-se extremamente quebradico
(ROSS e PAWLINA, 2012). O principal constituinte da matriz éssea organica é o colageno tipo |,
seguido do tipo V. Além deste, sdo encontradas outras proteinas responsaveis pela mineralizacao
da matriz como as proteoglicanas, glicoproteinas, proteina morfogenética dssea (BMP). As
citocinas do tipo interleucina-1 (IL-1), e interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF-a),
fator B transformador de crescimento (TGF-[3), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF),
além de hormoénios e enzimas importantes ao metabolismo dsseo, também s3ao encontrados
(BOSKEY, 2013; FONSECA, 2013).

No tecido dsseo, quatro elementos celulares distintos sdao encontrados: as células de
revestimento dsseo, ou células osteoprogenitoras, que podem permanecer em repouso ou entrar
em atividade para produzir 0sso; os osteoblastos, responsaveis pela formacgado; os ostedcitos, os
guais tém a funcdo de manutencdo do tecido; e os osteoclastos, capazes de reabsorver o 0sso
(CORMACK, 2003; BOURNE, 1972). Os osteoblastos (OB) sdo células diferenciadas, originadas a
partir de células osteoprogenitoras da medula dssea, responsaveis por manter a viabilidade do
tecido 6sseo, com a funcdo de neoformacdo, através da sintese de matriz 6ssea ndo mineralizada
(DOWNEY e SIEGEL, 2006). Elas sdo as responsaveis pela sintese dos componentes organicos,
colageno do tipo |, proteoglicanos e glicoproteinas, bem como, dos componentes inorgéanicos.
Realizam a formacdao e armazenamento de diversas proteinas, como a osteocalcina, a

osteopontina e sialoproteinas dsseas, que iniciam o processo de remineralizacdo, através de



receptores celulares de superficies que se ligam a diversas proteinas extracelulares da matriz,
fatores de crescimento, hormoénios e citocinas. Portanto as células osteoblasticas desempenham
um importante papel na sintese de tecido ésseo (BOYCE et al., 2012). Os osteoblastos influenciam
na sinalizacdo para a reabsorgdo déssea através da sintese de proteinas como o M-CSF e RANKL,
gue sdo essenciais na producdo de osteoclastos (CHARLES e ALIPRANTIS,2014). Sdo células
encontradas na superficie de ossos em formagdo, constituindo uma espécie de epitélio (ROSS e
PAWLINA, 2012). Apresenta citoplasma basofilico e nucleo excéntrico, distal em relagdo a
superficie do osso. A atividade de sintese pode ser medida pela morfologia destas células: durante
a producgdo de matriz, elas tém citoplasma basofilico e um formato cuboidal em colunas; quando a
atividade de sintese diminui, elas se tornam planas e a basofilia citoplasmatica diminui (CORMACK,
2003). Estes processos citoplasmaticos se tornam mais evidentes quando essas células se
envolvem na matriz sintetizada nova. Quando isto ocorre, estas células sdo chamadas de
ostedcitos. A cavidade onde elas se encontram é chamada de lacuna e o espac¢o ocupado pelas
extensoes citoplasmaticas é chamado canaliculo (ROSS e PAWLINA, 2012). A matriz nova que é
depositada na superficie de ossos mais velhos é chamada osteoide e, fica entre a superficie do
0sso mais velho e a camada de osteoblastos. Esta nova matriz ndo é calcificada ainda e a aposicado
de osso é completada quando os sais de calcio sdo depositados. Os ostedcitos sdo células
maduras, plenamente diferenciadas da linhagem osteobldstica, que se tornaram inclusas na matriz
e realizam a sua manutencdo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Elas residem em pequenos espacos
ou lacunas dentro do osso. Essas lacunas estdo conectadas umas as outras e aos espagos
vasculares por canaliculos, pequenos canais dentro dos quais processos citoplasmaticos dos
ostedcitos se projetam. Através dos canaliculos, passam fluidos relacionados ao metabolismo
celular (ROSS e PAWLINA, 2012).

Os osteoclastos (OC) sdo células gigantes multinucleares cujos citoplasmas contém diversas
mitocondrias. Estas células realizam a reabsorcdo dssea e podem ser vistas em pequenos grupos
ou, isoladamente, em superficies que estdao sendo reabsorvidas. Elas sdo geralmente encontradas
em cavidades na superficie do osso (lacunas de Howship). E sugerido que um osteoclasto pode
remover o que é depositado por 100 a 1000 osteoblastos (ROSS e PAWLINA, 2012; CORMACK,
2003). A auséncia de atividade osteoclastica, ocorrida apds a maturidade esquelética, também
pode estar associada ao enfraguecimento dsseo e ao aumento do risco de fratura (Heaney et al.,
2003). A diferenciacdo e maturacdo dos osteoclastos sdo mediadas por citocinas e fatores de

crescimento, dentre os quais destacam-se IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, TNF, fator estimulador de col6nia



granulocitica-macrofagica (FSC-GM) e fator estimulante de colonia de macréfagos (M-CSF). Os
mediadores RANK, RANKL e osteoprotegerina (OPG), associados a células progenitoras e
osteoblastos, sdo os grandes fatores responsaveis na osteoclastogénese. O RANK é um receptor
transmembrana da familia do TNF que estad presente em células precursoras de osteoclastos,
fibroblastos, células T, células dendriticas e osteoclastos maduros. A ativacdo do RANK pelo RANKL
€ um importante mecanismo que promove a maturacao dos osteoclastos pelo aumento da
expressdo de genes especificos. A principal funcdo do RANKL é a inibicdo de apoptose dos
osteoclastos, bem como, a ativacdo e diferenciacdo destas células, que resulta em aumento dos
osteoclastos ativos e, por consequéncia, na reabsorcao éssea (KHOSLA, 2001). A estimulagao das
células induzidas por M-CSF pelo RANKL provoca a diferenciacdo em osteoclastos funcionais que,
apos aderir na matriz éssea, ird promover um ambiente acido capaz de desmineralizar e solubilizar
0s componentes organicos e inorganicos. Este processo é mediado por enzimas proteoliticas
secretadas pelos osteoclastos como a catepsina K e adenosina trifosfatase (CHARLES e
ALIPRANTIS,2014). A OPG é um receptor insoluvel que atua como antagonista do RANKL, sendo
um receptor inibidor do RANKL, através do blogueio da interacdo RANK/RANKL por meio da
ligacdo com RANK e também diretamente, por meio de outros receptores presentes nos
osteoclastos (KHOSLA, 2001). Tanto a OPG quanto o RANKL sdo regulados por varios hormonios;
dentre eles, podemos destacar os glicocorticoides, vitamina D, estrégenos, além de citocinas.
Estes compostos, influenciam a diferenciacdo de osteoclastos por meio da regulacdo da producdo
de RANKL/ OPG pelas células estromais e pelos osteoblastos (STEEVE et al., 2004).

O mecanismo de remodelacdo dssea é um fendmeno continuado, sendo fundamental para a
renovacdo do esqueleto e preservagdao de sua qualidade. Nele, a reabsorcdo é seguida da
formacdo dssea em ciclos constantes, de maneira dependente, realizados pelas células do tecido
0sseo; o desequilibrio desta relacdo pode acarretar em ganhos ou perdas de massa dssea (SHIEH
et al., 2016). A maior atividade osteoclastica através de aumento no processo de reabsorcdo dssea
pode aumentar os riscos de fratura, uma vez que proporciona a formacdo de osso mais fragil,
assim como em outras doencas dsseas tais como osteoporose, hiperparatireoidismo, doenca de
Paget e doenca dssea metastatica (CUMMINGS et al., 2002). E importante entender a relacdo dos
marcadores bioquimicos do metabolismo ésseo. Dentre os marcadores de formacdo dssea que
representam a atividade dos osteoblastos, cabe destacar a fosfatase alcalina e a osteocalcina. Por

outro lado, dentre os marcadores bioquimicos de reabsor¢cdao éssea que estdo relacionados aos



osteoclastos, destacam-se a hidroxiprolina, interligadores do coldageno e a fosfatase acida

tartarato-resistentes (KHOSLA, 2001).

Osteoporose

A osteoporose (OP) é uma doenca osteometabdlica de perda da microarquitetura dssea
através da redugao da quantidade e qualidade dssea, 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 Fundacgdo Internacional de Osteoporose (IOF) os
dados recentes apontam que a doenga atinge mais de duzentos milhdes de mulheres, sendo que
um em cada trés mulheres apds os 50 anos podem sofrer com fraturas osteopordticas, subindo
este percentual de acordo com o avancar da idade. A prevaléncia tem demonstrado numeros cada
vez maiores em fung¢do do crescimento da populacdo idosa e das mudangas no comportamento
humano, como a diminuicdo de atividades fisicas, baixa exposicdo solar, alteracdes em habitos
alimentares, com baixa ingestdo de calcio e vitamina D, baixa exposicdo ao sol, alcoolismo e
tabagismo (WANNMACHER, 2004). A osteoporose pode ser classificada em primaria como
conseqliéncia de um desequilibrio hormonal do processo natural da menopausa ou
envelhecimento e a secundaria quando resulta de outra causa como doenca inflamatdria,
alteracdao metabdlica ou utilizacdo de medicag¢des que resultam em perda éssea como é o caso dos
glicocorticéides (SOUSA et al., 2017). A osteoporose primaria esta relacionada a uma diminuicdo
nos niveis de estrégeno pds-menopausa e consequente maior atividade osteoclastica, que provoca
uma perda de osso trabecular mais acentuado que o ritmo normal. A predisposicao de fratura em
0ssos longos e vértebras sao verificadas de acordo com a diminuicdo linear da densidade mineral
6ssea (DMO) (DOWNEY e SIEGEL, 2006). O método mais comumente usado e eficaz de
diagnosticar a osteoporose é através do exame de Absorciometria por dupla emissao de raios X
(Dual-energy X-ray Absorptiometry Scan- DXA) (HANSEN et al.,2014). A mensuracdo do conteldo
mineral ésseo corresponde a quantidade mineral dividida pela drea dssea estudada. A regido mais
utilizada para mensuracao da (DMO) é o colo do fémur, ossos do punho e coluna vertebral, onde o
diagndstico é baseado em um T-escore, calculado tendo como referéncia a densidade mineral
O0ssea média do pico de massa déssea em jovens saudaveis (GOVINDARAJAN et al., 2013). Os
glicocorticéides constituem a causa mais freqliente de osteoporose secundario, na qual o uso
cronico prolongado por mais de seis meses é responsavel por causar (OP) em metade dos

usuarios. Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a ocorréncia de osteoporose



devido a acdo dos glicocorticdides, que podem ser expressos diretamente na formacdo e
reabsorcao dssea devido a interferéncias na supressdao da atividade osteobldstica (DOWNEY e
SIEGEL, 2006). Os efeitos indiretos sdo vistos através da diminuicdo da absorc¢do intestinal e do
aumento da excregao renal de calcio, além da desregulacdo da secre¢do de hormdnios sexuais,
hormonio da paratiredide e horménio do crescimento (CANALIS et al.,2007). A perda dssea tem
um inicio mais acentuado em uma fase inicial durante os primeiros meses de uso continuo, que
tende a diminuir com o passar do tempo, se mantendo em uma faixa de 5% de perda dssea anual.
A perda dssea acontece mais pronunciadamente em osso trabecular devido sua metabolizacdo
mais ativa, propiciando a ocorréncia de fraturas osteopordticas por glicocorticéides em 30 a 50%
dos pacientes adultos (RIZZOLI et al., 2012). A osteoporose é uma doenca silenciosa, desta forma é
importante que haja um monitoramento constante de pacientes que se enquadram em um grupo
de risco, com uso continuo de glicocorticdides, uma vez que as fraturas associadas a esta doenca
constituem a grande complicacdo relacionada a doenca, provocando sérios problemas de

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

Enxertos 0sseos

A complexidade do tratamento cirdrgico para correcdo de extensos defeitos dsseos é um
grande desafio para os cirurgides bucomaxilofaciais. Existem diferentes tipos de enxertos dsseos
utilizados em reconstrucdes de defeitos criticos, sendo que o osso autdgeno, devido as suas
caracteristicas potenciais de regenerac¢ao, através das propriedades bioldgicas de osteoconducao,
osteoinducdo e osteogénese, é considerado o padrdao ouro para enxertia (MAZOK et al., 2004;
LEMOS et al., 2016; MIRON et al., 2016). A osteogénese representa a capacidade que o material
de enxerto possui de formar osso, sem depender das células do leito receptor, servindo de
arcabouco para as células osteoprogenitoras, através dos préprios osteoblastos transplantados.
Nesse caso, o material de enxerto ativa a neoformacdo no sitio 6sseo, sendo um atributo exclusivo
dos enxertos autégenos (PARK et al., 2009). A osteoinducdo é a propriedade de formacao de novo
osso pelas células osteoprogenitoras do proprio leito receptor, sob a influéncia de um agente
indutor do enxerto, através da transformacdo das células mesenquimais indiferenciadas em
osteoblastos e condroblastos (LINDHE et al., 2005; MIRON e ZHANG, 2012). A osteoconducdo é a
capacidade que o tecido 6sseo tem de servir como matriz fisica ou arcaboucgo para o recrutamento
de células mesenquimais diferenciadas, proporcionando a deposicao e proliferacao celular com

atividade osteoblastica e, permitindo a neoformacdo dssea (MISH, 2000). Além disso, por ter



origem do proéprio individuo, o enxerto autégeno favorece a aceitacdo do procedimento pelo
organismo com menor risco de rejeicao. Entretanto, devido as limitagdes de disponibilidade dos
enxertos autégenos, bem como, maior morbidade, necessidade de internacdo, tempo cirlrgico
aumentado e potenciais de infec¢Ges, vem crescendo a procura por alternativas que otimizem
este déficit e permita a reabilitacdo do paciente (CLAVERO et al., 2003; MAZOK, 2004).

Além do enxerto autégeno, pode-se encontrar outros biomateriais de enxerto que sdo
classificados de acordo com a sua origem. Dentre estes podemos citar o osso aldégeno, xendgeno e
aloplastico. Os aloenxertos ou enxertos homogenos sdo obtidos por membros de uma mesma
espécie, porém de individuos diferentes, sendo disponibilizados através de bancos de ossos
(BLOCKHUIS et al., 2000). Os materiais aloplasticos sdo enxertos de origem sintética, de
caracteristica bioinerte, apresentando menor suscetibilidade de causar reacgdes bioldgicas
adversas, devido a sua estabilidade quimica e por serem bioativos. Seus efeitos sdo mediados por
ligacdes de natureza quimica, estabelecidas entre o material e o tecido désseo, participando de
maneira ativa no processo de cicatrizacdo e regeneracdo 6ssea (MURUGAN e HAMAKRISHNA,
2005). Sdo utilizados na reconstrucdao de defeitos ésseos, de acordo com as propriedades de
osteoconducdo, pela promoc¢do de um arcabouco para a angiogénese e neoformacdo dssea. Sdo
exemplos desses materiais, as hidroxiapatitas (HA), o fosfato de calcio, especialmente o B-tricalcio-
fosfato (B-TCP), além dos biovidros e vitro-ceramicas (MIRON et al., 2016; BRUNNET et al., 2001;
VALENTINI et al., 2003).

Os xenoenxertos sao substitutos désseos provenientes de espécies diferentes, mais
comumente originados de osso bovino (CARVALHO et al., 2004; PIATELLI, 1999). Sao classificados
como materiais inorganicos devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, resultantes do
processamento. S3o compostos predominantemente de coldgeno tipo | e residuos de fatores de
crescimento, sendo que o material inorganico é obtido a partir da desproteinizacao do osso, por
meio de reacles termoquimicas que removem a porcao organica, restando, principalmente,
granulos 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 a
resisténcia biomecanica equivalente aquela do osso humano, além dos tratamentos intensivos de
superficie para evitar respostas inflamatdrias adversas, faz deste tipo de material um substituto
satisfatorio para a enxertia (MISH e DIETISH, 1993).

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

auxiliar em busca da otimizacdo dos processos de cicatrizacdo e regeneracao éssea guiada (ROG),



se da através da utilizagdo de membranas, que servem como barreiras fisicas seletivas para
impedir a migracao e crescimento de células epiteliais e conjuntivas no interior do defeito ésseo
(NYMAN et al.,1982; ZELLIN e LINDE, 1997). Através desta propriedade seletiva, é possivel
promover o recrutamento de células osteogénicas, além de permitir a manuten¢ao do espago para
gue ocorra a neoformacdo dssea no tempo esperado. Segundo Buser et al. (2000), as membranas
sao frequentemente utilizadas para a estabilizagdo de enxertos nos locais apropriados, sem que
haja dispersdo do material, limitando a sua taxa de reabsorcdo. Em geral, existem dois tipos de
membranas disponiveis de acordo com as caracteristicas de degradacdo, como as reabsorviveis e
as ndo reabsorviveis. As membranas apresentam propriedades distintas umas das outras, que
variam de acordo com a sua constituicdo, morfologia, textura de superficie, tempo de degradacao
e porosidade de superficie, que irdo influenciar na regeneracao 6ssea (ZELLIN e LINDE, 1997). As
membranas ndo reabsorviveis podem ser confeccionadas a base de politetrafluoretileno
expandido (e-PTFE) e utilizadas com eficiéncia como barreiras seletivas em regeneracées dsseas
guiadas. Estas podem ser mantidas durante o tempo necessario de osteogénese, sem que haja
interferéncias locais com o material. A desvantagem deste material é a necessidade de uma
segunda intervencdo cirdrgica para a sua remoc¢do, 0 que provoca maiores gastos financeiros,
desconforto adicional e suscetibilidade de infec¢des (LEKOVIC et al.,1990; BECKER et al.,1994; VON
ARX et al. 2001). As membranas reabsorviveis, podem ser feitas de acido poliglicélico (PGA), acido
poli-lactico (PLA), policaprolactona e, os seus copolimeros ou, a partir de colageno tipo |,
apresentam as melhores propriedades de biocompatibilidade e afinidade celular, proporcionando
resultados superiores de regeneracdao d6ssea (SCHMITZ et al., 2000). As membranas de colageno
sdo mecanicamente maleaveis, de facil manipulacdo e adaptacdo. Possibilitam a capacidade
semipermedvel de passagem de nutrientes, com funcdo hemostdtica e degradacdo enzimatica
natural (OH et al.,2003).

As membranas de colageno suinas, como a Bio-Guide® sdo constituidas por colageno tipo |
e tipo lll, extraidos de animais com cautelosa purificacdo através de radiacdes gama. Os animais
precisam passar por um controle rigoroso de cuidados e certificacdo veterindria para evitar
respostas antigénicas do paciente. A Bio-Guide® apresenta duas camadas, uma delas compacta
designada para impedir a invasdo de tecidos e outra camada porosa que serve para facilitar a
integracdo com o osso neoformado (OH et al.,2003). O tempo de reabsor¢cdo da membrana se
completa em torno de 4 meses, de acordo com estudos realizados previamente. A utilizacdo de

raios gama, além da adicdo de agentes de ligacdo cruzada, como glutaraldeido, formaldeido e



compostos poliepdxi podem contribuir para o retardo de tempo de degradacdao das membranas
de coldgeno (SCHLEGEL et al., 1997; LEE et al.,2001, OWENS et al.,2001). Mesmo que
apresentando um tempo médio de reabsorc¢do curto, as membranas de colageno cumprem com

eficacia a fungao de barreira seletiva durante periodo de cicatrizagdo dssea (ZHAO et al. 2000).

Usos terapéuticos do ozénio

O ozonio para fins medicinais, segundo Nogales et al. (2008), teve sua primeira utilizacdo
durante a primeira guerra mundial, quando Albert Wolf tratou com sucesso as feridas de soldados
alemaes em putrefacdao e com abcessos (NOGALES et al., 2008). Na Odontologia, o alemao Edward
A. Fisch foi o primeiro a usar o ozénio, em 1950, na forma de agua ozonizada, como antisséptico
em cirurgias orais, com o objetivo de aumentar o aporte de oxigénio (AZARPAZHOOH et al., 2008;
FERREIRA et al., 2013).

A ozonioterapia é a técnica que utiliza o 0z6nio como um agente terapéutico. Devido ao
seu potencial bactericida, fungicida e virucida, pode ser utilizado na prevencdo, controle e
tratamento de infecgcdes apds osteomielite (FERREIRA et al., 2013). Pode ser empregado para o
tratamento de doencas periodontais e peri-implantites, uma vez que os agentes etiolégicos dessas
infeccGes sdo sensiveis ao ozonio (FERREIRA et al.,, 2014). Tem a capacidade de estimular as
defesas imunoldgicas celulares e humorais em pacientes imunodeprimidos, facilitando a
metabolizacdo e eliminacdo de mediadores inflamatdrios como histamina e bradicinina (SEIDLER
et al., 2008). Além de atuar como inibidor da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), proporcionando a redugdo
do edema e da dor, favorece o reparo tecidual, o que esta relacionado com a sua capacidade de
modular o estresse oxidativo bioldgico (SEIDLER et al. 2008; FERREIRA et al., 2013). Quando em
contato com fluidos organicos, promove a formacdo de moléculas reativas de oxigénio, as quais
influenciam eventos bioquimicos do metabolismo celular, trazendo beneficios ao reparo tecidual
(BOCCI et al., 2005). A estimulacdo da circulacdo local pode influenciar na producdo de citocinas,
gue juntamente com uma maior disponibilidade de oxigénio celular e aumento de fatores de
crescimento, pode promover melhoras no processo de cicatrizacdao (BOCCI et al., 2005; OZDEMIR
etal., 2013).

O ozbnio (03), € um composto natural, encontrado na natureza na forma de gas, numa
concentracdo de 1-10 ppm (KAZANCIOGLU et al., 2014). E uma molécula triatdmica, composta por
3 atomos de oxigénio (0;), oriundo na atmosfera de reacdes fotoquimicas, a partir da divisdo das

moléculas de oxigénio (NOGALES et al., 2008; FERREIRA et al., 2013). O oz6nio utilizado para fins



medicinais é obtido a partir de uma mistura de oxigénio e ozbnio puros, sendo que as
concentragdes maximas de ozonio ndao devem ultrapassar 5% (NOGALES et al., 2008). Esta
concentragdo limitrofe pode ser explicada por Bocci et al. (2002), correspondendo a 100 pg/ml de
ozbnio, o que significa que a mistura oxigénio-ozonio, apresenta uma proporg¢do de 5% de ozbnio
em 95% de oxigénio. Assim como nas concentra¢des de 1 ug/ml, que corresponde a 0,05% de
0z6nio, sendo esta a dose mais baixa possivel de ser administrada nas terapias com o0z6nio (BOCCI
et al., 2002; FERREIRA et al., 2013). Segundo Sagai e Bocci (2011), a janela terapéutica ideal de
concentragdo de ozonio varia de 10 pug/ml a 80 pg/ml. Neste intervalo, é possivel promover um
estresse oxidativo discreto com eficacia terapéutica, mas sem toxicidade. Segundo Bocci et al.
(2002), os efeitos toxicos do ozénio sdo dependentes da concentracdo e do tempo de exposicao,
devido a produgdo de radiais livres capazes de induzir danos celulares. A utilizagao do ozonio de
forma inalatdria, em altas concentracdes, apresenta efeitos tdxicos ao sistema pulmonar,
decorrentes da formacdo de subprodutos (SAGAI et al., 2011; FERREIRA et al., 2014). A producdo
do ozbonio ocorre através da passagem de oxigénio puro por uma corrente de alta voltagem,
criando um processo denominado de descarga de corona, levando a dissociacdo das moléculas de
oxigénio, o que permite a formacdo do gds ozOnio a partir da unido das moléculas de oxigénio
(BOCCl et al., 2005).

A ozonioterapia pode ser realizada de maneiras distintas; na forma gasosa, pode ser
utilizado um sistema de cénulas para sua administracdo, apresentando propriedades
antimicrobianas eficazes. Entretanto, concentra¢des elevadas dessa forma de aplicagdo podem
causar efeitos téxicos (AZARPAZHOOH et al., 2008). A utilizacdo na forma de agua ozonizada pode
ser utilizada como agente irrigante em cirurgias de extracdes dentarias, onde sdo realizadas
osteotomias, reduzindo a ocorréncia de complicagbes infecciosas pds-cirurgicas. Também é
indicada para infeccbes apds osteomielite, bem como, para irrigacdo de bolsas periodontais
(OGUZ et al., 2011; FERREIRA et al., 2013). O uso na forma de 6leo ozonizado, a partir da mistura
do gas com azeite, apresenta maior estabilidade. A partir da ozonizacdo do azeite de oliva, se
obtém uma série de compostos chamados de ozonideos, que possuem acdo antimicrobiana,
podendo ser aplicados na forma tépica para o tratamento de alveolites, fistulas e infeccbes
odontogénicas. Segundo Nogales et al. (2008), a utilizagdo de Oleozén®, que é o dleo de girassol
ozonizado, na reparacdo da alveolite, foi capaz de reduzir o tempo de reparo, devido seu poder de

oxigenacao dos tecidos, com estimulacdo acelerada da regeneracao tecidual.



OBIETIVO
Objetivo geral
O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da ozonioterapia sistémica sobre a

remodelamento désseo em ratos submetidos a corticoterapia, com e sem a colocagdo de

xenoenxerto.

Objetivos especificos

1. Comparar os efeitos da ozonioterapia sobre o remodelamento dsseo entre animais
controle e submetidos a corticoterapia, por meio de andlises histoldgica.

2. Avaliar o efeito da ozonioterapia sobre o reparo de defeitos dsseos criticos, preenchido
com xenoenxerto, comparando animais controle e tratados com gliocorticoides,
empregando analises histoldgica.

3. Avaliar o efeito da ozonioterapia sobre o reparo de defeitos dsseos criticos, com
xenoenxerto e recobertos com membrana de coldgeno, e comparar em animais controle e

tratados com glicocorticoides.



MATERIAIS E METODOS
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 cirdrgicos. Os animais foram mantidos no Vivario do
Prédio 14, da PUCRS. Eles permaneceram em microisoladores, equipados com filtros de entrada e
saida de ar, com temperatura controlada (22 £ 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 h (luzes acesas as
07 h 00 min; luzes apagadas as 19 h 00 min). Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas
para roedores, preenchidas com maravalha para roedores, em nimero de 4 animais por gaiola. Os
animais receberam racdo peletizada (marca Nuvilab) e dgua filtrada ad libitum.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Toxicologia Pré-clinica, do Instituto de
Toxicologia e Farmacologia, Prédio 12, PUCRS. Durante os procedimentos experimentais, a
temperatura do laboratério foi mantida em 22 + 1 °C. Foi utilizado um periodo de adaptacdo ao
novo ambiente de pelo menos 1 h. Todos os experimentos foram realizados entre 8 e 19 h.

Os procedimentos experimentais seguiram as recomendacgdes para o cuidado com animais de
laboratdrio e normas éticas para a experimentacdo em animais conscientes do Guia de Uso e
Cuidado com Animais Laboratoriais do National Institutes of Health (NIH). O nimero de animais,
bem como, a intensidade dos estimulos foram os minimos necessarios 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 Utilizagdo de Animais para fins
Cientificos e Didaticos, do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA). Os
protocolos experimentais foram submetidos a apreciacdo da Comissdo Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia, bem como, a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Pontificia

Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

Desenho experimental e cdlculo amostral

O numero de animais por grupo foi determinado com base em trabalhos prévios da
literatura internacional, conduzidos com modelos animais de defeitos dsseos criticos em calota
craniana, além de modelos de imunossupressdo e terapia com ozonio (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 nimero minimo de animais necessarios para
garantir que as conclusGes do experimento sejam validas, dentro de um risco aceitavel, sem que

haja viés de mensuracdo de dados (GraphPad Instat, versdo 7.0 da GraphPad Software, USA).



Foi utilizado um numero total de 64 animais no presente trabalho. Os animais foram
divididos aleatoriamente em 8 grupos experimentais (N= 8/grupo), de acordo com a indugdo ou
ndo de imunossupressdo, colocacdo ou ndo de enxerto e, aplicacdo ou ndo de ozbnio. A

distribuicao dos animais nos diferentes grupos estd sumarizada na Figura 1.

Criagdo dos defeitos criticos

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 cirurgicos experimentais foram realizados em todos os grupos apds 2 semanas de
tratamento com o glicocorticoide, dexametasona ou, da administracdao de veiculo no grupo
controle. Foi realizada profilaxia antibidtica com cefalexina, (60 mg/kg), 30 min antes dos
procedimentos cirdrgicos. Posteriormente, os ratos foram anestesiados com injecdo
intraperitoneal de quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). A confeccdo dos defeitos criticos
na calota craniana dos ratos foi conduzida por um Unico pesquisador, calibrado antecipadamente,
com intuito de proporcionar fidelidade nos procedimentos. Para realizar o acesso a calota dos
ratos, primeiramente, foi feita tricotomia da regido frontoparietal, com auxilio de depilador e,
antissepsia com solucdo de iodopovidona (10%). O procedimento cirurgico foi conduzido com cada
animal, de forma independente, sobre uma bancada isolada com campo cirdrgico estéril
descartavel e com troca de material cirdrgico para cada animal. Para estabilizar os animais foi
utilizado o aparelho Estereotaxico Schler para permitir o posicionamento de maneira exata
durante o procedimento cirdrgico. Apds, foi realizada incisdo no plano sagital, em formato de
meia-lua, no tegumento que reveste a calota craniana, utilizando cabo de bisturi n? 3 e [amina 15
C de aco carbono, incluindo pele e musculo, até o periésteo. Em seguida, foi feita a divulsdo dos
musculos envolvidos com tesoura Metzembaum e, descolamento do peridsteo, elevando a por¢ao
lateral do retalho que recobre esta porcao éssea, com descolador de Molt n2 9 e cinzel de
Oshsenbein n? 1, expondo a cortical déssea desta regido. Apds a confeccdo do retalho
mucoperiostal e exposicao do tecido ésseo, foi realizada osteotomia, com irrigacdo constante com
soro fisiolégico 0,9% estéril, utilizando uma broca trefina cirdrgica de 5 mm de diametro interno,
em um contra-angulo, na velocidade de 800 rpm de um motor elétrico. Foram confeccionados
dois defeitos dsseos monocortical de 5,00 x 1,00 mm de didmetro, transpassando toda a
espessura da diploe. Foram tomados todos os cuidados para ndo ocorrer perfuracdo da dura-

mater adjacente e ndo envolver a sutura sagital. Apds a remocdo das tdbuas corticais externa e



interna, os defeitos criticos foram preenchidos com codgulo (grupos I, Il, V e VI). Nos grupos llI, IV,
VIl e VIII, o defeito foi preenchido com enxerto dsseo 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 coldgeno reabsorvivel Bio-Gide® (Geistlish Biomaterials,
Germany), para fins de comparac¢do, em relacdo ao perfil de neoformagdo éssea (Figura 2). A
seguir, os retalhos foram reposicionados e suturados, com fio Mononylon Shalon 4-0 de seccdo
cilindrica, com pontos isolados. A regido foi limpa com gaze umedecida em soro fisioldgico, para
remogao dos residuos organicos e os animais foram colocados na posi¢ao de decubito ventral, em
suas gaiolas correspondentes, para a recuperacdo da anestesia. Os animais foram acompanhados
até a total recuperagdo da anestesia e receberam medicagdo analgésica (paracetamol, 50 mg/kg)
por via intraperitoneal, durante 48 horas do pés-operatdrio (KIMURA et al.,, 2012). As suturas

foram removidas uma semana apds os procedimentos.

Indugdo de imunossupresséo

Foi realizada a administracdo cronica de dexametasona, de acordo com os modelos descritos
previamente, com adaptacdes (KOMORI, 2015; FERNANDES et al., 2009; 2010; MARTINS et al.,
2012; GARCIA et al., 2014). De acordo com os estudos anteriores, é possivel observar que apds um
periodo de trinta dias de uso de corticoide sistémico, os animais apresentaram diminuicdo de
peso, alopecia, letargia, além da reducdo da atividade e do nimero de osteoblastos, menor area
de osso neoformado. Os animais dos grupos I, IV, VI e VIl foram tratados com dexametasona (5
mg/kg), por via intraperitoneal, a cada 48 horas, por 2 semanas, previamente aos procedimentos
cirurgicos para confec¢do dos defeitos 6sseos e/ou enxertia. Apds a realizacdo dos procedimentos
cirdrgicos, os animais foram tratados por mais 4 semanas, com a mesma dose de dexametasona,
até o momento da eutandsia, como descrito posteriormente. Os animais dos grupos |, lll, V e VII
foram tratados nos mesmos periodos de tempo, por via intraperitoneal, com veiculo (NaCl 0,9%;

10 ml/kg).

Terapia com Ozénio

Foi empregado o protocolo de ozonioterapia descrito previamente (ERDEMCI et al., 2014;
KAN et al., 2015). Os animais nos grupos V, VI, VIl e VIl foram tratados, por via intraperitoneal,
com uma mistura contendo Oz e O3, nas concentracdes de 97% e de 3%, respectivamente, na dose

de 0,7 mg/kg. Para tal, foi utilizado o Gerador de Oz6nio OZ 10.E (OZ Industria de Equipamentos



Geradores de OzoOnio Ltda, Porto Alegre, Brasil). A terapia com oz6nio foi realizada no Laboratoério
de Toxicologia Pré-clinica, Bloco D, prédio 12 da PUCRS. O tratamento foi realizado nas quatro

semanas antes da eutanasia, iniciando, imediatamente apds a criacdo dos defeitos criticos.

Calibracdo do gerador de 0zénio

Para viabilizar o trabalho em condi¢Ges conhecidas das concentragdes de ozbnio, é
necessario que haja a quantificacdo da producdo de ozbnio entregue pelo aparelho gerador. A
calibracdo 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 sdo ajustadas a vazdo de 02 em 1L/min entregues ao gerador de ozo6nio.
Apds, de acordo com o método iodométrico na qual, uma solucdo de iodeto de potdssio 2% (KI),
reage com o ozonio entregue durante um minuto pelo gerador de ozonio, ocorre a liberagdo do
iodo, de acordo com a seguinte férmula:

03+ 2KI + Hzo 9 |2+ 02+ 2KOH

No processo de ozonizacdo, a solucdo de iodeto de potdssio, rapidamente, torna-se
alcalina. Apds a ozonizagao, a solucdao de iodeto de potdssio ozonizada é acidificada com acido
sulfurico IN. Através da acidificacdo, faz-se com que o iodo seja liberado. O iodo liberado é
titulado com solugcdo padrdo de tiossulfato de sdédio (Na25203) até que esta solucdo de torne
transparente. Marca-se o volume total de tiossulfato de sédio (Na25203) utilizado (WARDANI S et
al.,1996).

O célculo da producdo de ozénio em (g O3/h) é realizado a partir da seguinte formula:

p_ NtxAvtx Vkix 24000 x 60
N Vamostraxtx 1000

P= producdo de ozdnio (g 03/h).

Nt= normalidade do tiossulfato (0,0243).

Avt= variacdo de tiossulfato consumido na titulagdo.

Vki= volume da soluc¢do de iodeto de potassio 2% ozonizada.

Vamostra= volume da amostra coletada para titulacgdo.

T=tempo de entrega do o0zénio pelo ozonizador.



Eutandsia e coleta de amostras

Os procedimentos de eutanasia e coleta de amostras foram realizados no Laboratério de
Toxicologia Pré-clinica, Bloco D, prédio 12 da PUCRS. Transcorridas quatro semanas da confecgao
dos defeitos criticos, os animais foram eutanasiados por inalacdo de sevoflurano. Em seguida,
foram coletadas as calotas cranianas com a pele sobreposta. Para a obtengdo da pec¢a operatéria
de interesse, foi realizada uma incisdo na porcao parietal utilizando cabo de bisturi n2 3 e [amina
n2 15 C de aco carbono. O tecido de pele e musculo da regido foram removidos com o auxilio de
tesoura Metzembaum e pinga Adson Brown para visualizagdo completa da regido. Foi realizada
osteotomia da regido de calota craniana com margens de seguranca dos defeitos de interesse de 4
mm, utilizando broca multilaminada tronco-conica n? 702 em baixa rotacdo e sob irrigacao
constante de soro fisioldgico 0,9%. As amostras foram fixadas em formol tamponado 10% durante
sete dias para as analises posteriores.

A linha de tempo experimental, desde o inicio do tratamento com dexametasona,
passando pela cirurgia, ozonioterapia, até a eutanasia, estd representada na (Figura 3). Apds a
eutandsia e necropsia, os animais foram considerados como lixo biolégico, sendo os mesmos

congelados e recolhidos seguindo as normas do CeMBE, PUCRS.

Andlise histoldgica

As amostras foram submetidas a descalcificagdo em EDTA (17 %), pH 7,2, em temperatura
ambiente, por quarenta e cinco dias, com trocas diarias no Laboratério de Patologia da PUCRS.
Concluida a descalcificacao, as pecas foram incluidas em parafina para a confecg¢ao de blocos, que
foram cortados em cortes semi-seriados em espessura de 4 um, no sentido laterolateral na regido
mais central do defeito dsseo. Para a andlise histolégica, as laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (H&E). Foram selecionados 4 sitios de cada espécime, apds realizado
captura da imagem em aumento de 10x e 20X em microscépio (Axio Imager Al) 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 microscépio Stereo Stemi
DV, da Imaging Solution Carl Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em 4X de aumento e camera digital
(DS-5M-L1; Nikon, NY, USA) acoplada. As imagens digitalizadas foram transferidas para um
computador e avaliadas através do programa NIH Imagel) 1.36b (National Institutes of Health,

Maryland, EUA). Foram utilizadas varidveis qualitativas para o exame histolégico, de acordo com o



estudo de Alan H et al., 2015, baseado no aspecto do trabeculado ésseo, atividade osteobldstica
em torno da matriz dssea, padrao de formagdao de tecido conjuntivo na area do defeito, e

existéncia de particulas de enxerto na regiao.

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados dos pesos corporais dos animais, bem como do peco
dos bacos, foi realizada por meio de anadlise de variancia (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 significancia.



RESULTADOS

Os experimentos ocorreram sem intercorréncias do ponto de vista de cicatrizacdao dos
animais em todos os grupos, na qual os animais se mantiveram com auséncia de processos
inflamatodrios, reagGes alérgicas, bem como exposicdo dos materiais de enxertia. Houveram trés
perdas de animais durante os experimentos e que ocorreram devido a inducdo de anestesia, na
qual devido a etapa que aconteceu, possibilitou a reposicao imediata dos animais nos respectivos
grupos evitando possiveis prejuizos a analise dos resultados.

Todos os animais foram pesados diariamente durante o experimento, antes da
administracdo de dexametasona/veiculo. A mudanga nos pesos dos animais € um importante
dado que reflete o sinal do crescimento ou atraso do desenvolvimento como influéncia dos efeitos
sistémicos da imunossupressdo e pode ser avaliado na (Tabela 1). As alteragGes de
comportamento e dificuldade de ganho de peso, foram caracteristicas dos animais em uso
continuo de glicocorticoides, uma vez que esta é uma reagao adversa esperada neste grupo de
tratamento. E possivel observar um ganho crescente e didrio nos pesos dos animais dos grupos |,
1, V, VIl revelando significancia estatisticamente maior para valores (p <0,05). Nos grupos Il e IV,
pode-se analisar perda progressiva do peso dos animais em compara¢do com os animais controle
do grupo | e lll. Os grupos VI e VIII, que receberam a intervencdo de dexametasona e oz6nio
terapia sistémica concomitantes, mostraram uma evolu¢ao mais positiva no ganho de peso em
relacdo aos animais do grupo Il, na qual receberam apenas dexametasona, demonstrando que o
ozOnio possibilita uma melhora no quadro sistémico geral dos animais. O bago, que é um dérgao
imunolégico, foi coletado e pesado de todos animais apds a eutanasia. Foi realizado a mensuracao
dos pesos e realizado um indice ao peso do bago em relacdao ao peso do animal, que pode ser
analisado na (Tabela 2). Assim, a formula para calcular o indice do 6rgao foi, o peso do baco
dividido pelo peso corporal total do animal no momento da eutanasia. A atrofia dos bagos foi uma
caracteristica dos animais imunodeprimidos nos grupos Il e IV. Nos grupos VI e VIII, nos quais os
animais receberam a terapia associada com o 0zo6nio, foi possivel avaliar um aumento significativo
dos pesos dos bacos, tendendo a uma normalizagdo, assim como nos grupos | e Illl que nao
receberam nenhuma intervencdo, sendo este um efeito positivo do tratamento na reduc¢do do
guadro de imunossupressao causado pela dexametasona.

A andlise histoldgica qualitativa das laminas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), no
grupo | (Figura 4 A e B, Figura 5), revela que a cicatriza¢do se caracterizou pela presenca de tecido

fibroso, com grande quantidade de fibras colagenas orientadas paralelamente em relacdo ao



defeito 6sseo, associado a vasos sanguineos, com baixa quantidade de tecido désseo recém-
formado na proximidade dos bordos da ferida. No grupo Il (Figura 6 A e B; Figura 7) é possivel ver
caracteristicas semelhantes as encontradas no grupo I. Em andlise qualitativa comparativa (Figura
20), o tratamento com a dexametasona demonstra atraso do ponto de vista de cicatrizacao dssea,
na qual a faixa de osso neoformada se apresenta mais delgada em relacdo ao grupo I, discreta
presenca de linfécitos e macréfagos sdao observados. Nos grupos Il e IV, nos quais foram
adicionados xenoenxerto bovino, é possivel avaliar a presenca de particulas de enxerto ésseo
residual na porcdo central do defeito, presenca de osso imaturo nas proximidades das bordas do
defeito e dos remanescentes de enxerto encapsulados por tecido conjuntivo fibroso (Figura 21).
No grupo Il (Figura 8 A e B), a presenca da membrana de coldgeno se mostra um fator positivo a
regeneracdo 6ssea, devido a seletividade celular que ela proporciona. Isto pode ser avaliado na
(Figura 9) que revela atividade osteoblastica aumentada, devido a grande quantidade destas
células nas proximidades da matriz éssea. A presenca da formac¢do de uma camada superficial de
particulas dsseas 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 0z6nio, onde é possivel ver grande
guantidade de trabéculas de tecido dsseo ndo lamelar nas bordas dos defeitos, além da presenca
de muitas células de linha osteoblastica e ostedcitos localizados na matriz 6ssea, demonstrando o
processo de reparo 6sseo ativo. Na figura 22, é possivel visualizar um atraso na cicatrizacdo, como
reflexo do tratamento com a dexametasona, no entanto a interven¢ao do ozonio permite que se
formem maiores areas de tecido dsseo, em relagdo ao grupo Il. A comparacdo qualitativa entre os
grupos | e V (Figura 24), revelou claramente uma maior proporc¢do do defeito preenchidas com
tecido 6sseo imaturo e presenca de tecido conjuntivo com discreto nimero de fibroblastos, o que
demonstra o resultado positivo do tratamento com oz6nio. O grupo VII (Figura 16 A e B), no qual
foi realizado a colocacdo de enxerto associado a terapia com oz06nio, foi o grupo com os melhores
resultados, uma vez que apresentou organizacao tecidual com mais de dois tercos do defeito
preenchidos por matriz 6ssea imatura, presenca de tecido conjuntivo com fibras colagenas bem
orientadas, presenca de muitas células mononucleares, macréfagos e linfocitos e dsseointegracado
do xenoenxerto, com presenca de osteoblastos e osteoclastos nas periferias da matriz éssea
(Figura 17). No grupo VIII, assim como no grupo VIl a regeneracdo 6ssea se mostrou ativa através
do preenchimento de mais de dois tercos do defeito ésseo (Figura 23), no entanto maior

guantidade de tecido conjuntivo fibroso cobrindo as superficies do defeito podem ser visualizados



com lacunas de reabsorc¢do ocupados por osteoclastos nas proximidades das particulas do enxerto
(Figura 18 A e B; Figura 19). Em todos os grupos, a presenca da membrana de colageno tipo |,
expresso nas (Figuras A) de cada imagem, permitiu um avanco positivo dos processos de
cicatrizacao, devido a sua caracteristica de barreira mecanica, que proporciona a seletividade de
células osteogénicas, fibroblastos, e aumento de células endoteliais vasculares, se mostrando um

importante mecanismo adjuvante a cicatrizagdo dos defeitos dsseos.



DISCUSSAO

No presente estudo foi utilizado um defeito critico na calvaria dos ratos de 5mm, que a
partir desta medida ndo ocorre uma cicatrizacdo espontdnea em toda a extensdo do defeito
(KAZANCIOGLU et al., 2013). Este dado pode ser observado a partir da analise dos defeitos do
grupo controle, que se mostrou com a menor area de neoformacdo éssea. O modelo utilizado
apresenta facilidade de padronizacdao das amostras, possibilitando a andlise dos processos de
cicatrizagao 6ssea através de uma mensuragao simples.

A osteoporose (OP) é uma doenca esquelética sistémica, caracterizada por alteracbes
estruturais na qualidade e quantidade dssea, que provoca menor resisténcia éssea, e maior
suscetibilidade de fraturas (TSOLAKI IN et al. 2009; DOWNEY e SIEGEL, 2006). Mesmo sendo uma
doenca silenciosa, os transtornos causados aos individuos portadores desta condicdo e as altas
taxas de mortalidade, tornam a osteoporose um importante problema de saude publica (HSU E e
NANES MARK 2017). A osteoporose secundaria, € uma condicdo caracterizada pela perda éssea a
partir de condi¢Ges médicas, ou do uso de medicacdes que resultam em fragilidade éssea. Diante
da grande lista de farmacos precursores da doenca, destaca-se os glicocorticoides (GCs). Os GCs,
sdo utilizados no tratamento de diversas patologias, com potente acdo anti-inflamatéria e
imunossupressora, considerados a causa mais comum de osteoporose secunddria, provocando
graves efeitos deletérios ao osso (HSU E e NANES MARK 2017; CANALIS E et al. 2007). O uso
cronico de GCs provoca um desequilibrio nos processos fisioldgicos de remodelamento ésseo,
interferindo na diferenciacdo e maturagdo de osteoblastos que refletem em uma supressdo na
formacao déssea, bem como no aumento da reabsorc¢do, que sdo caracteristicas na patogénese 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 sdao o modelo experimental mais
amplamente utilizado para avaliar a acdo 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
injecdo de metilprednisolona nas doses (1,3,4,9mg/kg/dia) em ratos Wistar jovem, durante
noventa dias, apresentou baixo remodelamento dsseo, com reducdo do osso cortical nas doses
iniciais e reducdo do osso esponjoso nas dosagens maiores. No entanto, de acordo com a revisao
de Komori T (2015), o que se observa é que o modelo dos roedores ndo apresenta uma reducdo
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,



durante seis semanas. Foi possivel avaliar que nos grupos Il e IV, ocorreu menor reparo dsseo dos
defeitos, comparado aos demais grupos que nao receberam tratamento com GCs. Este dado
corrobora com os achados de (GARCIA VG et al., 2014), que é explicado devido associacdo de altas
doses de corticoide de uso crbénico, o qual provoca uma reducdao da atividade osteoblastica,
ocasionando menor formagao dssea.

A membrana de coldgeno tipo | que foi utilizada com o intuito de criar um isolamento na
area do defeito, se mostrou um recurso previsivel para o remodelamento dsseo. Em nosso estudo,
foi possivel avaliar através de analise histoldgica qualitativa o aumento da drea de osso
neoformado em comparagao com os defeitos contralaterais em que ndo se utilizava a membrana
de coldgeno. Isto pode ser visto através da angiogénese aumentada bem como do maior nimero
de osteoblastos e osteoclastos na periferia da matriz éssea, proporcionando um remodelamento
Osseo 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 andlise micro tomografica, o uso de membrana
reabsorvivel de colageno, durante regeneracdo éssea guiada de defeitos criticos na calota de
ratos, na qual é expresso com um aumento na formacdo déssea e diminuicdo das taxas de
reabsorcdo ossea.

A utilizacdo de materiais para enxertia, a base de recursos naturais, para o preenchimento
de defeitos 6sseos, como é o caso dos xenoenxertos, sao alternativas crescentes nas investigacoes
em modelos experimentais em ratos (MIRON RJ et al.,2016; NOOH N et al.,2016; KIM SS et
al.,2008). Embora os enxertos autdgenos sejam considerados o “padrdo ouro” devido seu
potencial osteogénico, eles requerem maior tempo cirdrgico e estdo associados a maior
morbidade (NEUKAM FW et al 1994). Além disso, existe uma alta taxa de reabsor¢cdao 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 autdgenos inlay e onlay apds 6 meses de pds-
operatorio, demostrando taxa de reducdo de 49,5% do volume inicial. A reabsor¢cdo do enxerto
deve acontecer em momento apropriado para viabilizar um suporte mecanico para a ativacao de
células osteogénicas (DONOS N et al. 2004). Estudos tem demonstrado a lenta reabsorcdo dos
xenoenxertos, na busca de ganho 0sseo, proporcionando resultado satisfatérios (POULIAS E et
al2013; HALLMAN M et al.2005). Assim, o biomaterial de escolha foi o xenoenxerto, que é um 0sso
bovino mineral desproteinizado, para o preenchimento das areas defeituosas (KIM SS e KIM BS
2008). No presente estudo, o uso do xenoenxerto (Bio-Oss®) foi avaliado, possibilitando a

reconstrucdo dos defeitos, com reabsorcdo minima do material. As propriedades osteocondutivas
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e um perfil lento de reabsor¢ao foram demonstrados durante o periodo de cicatrizagdao dos
defeitos. Os grupos lll, IV, VII, VIIl demonstraram as maiores areas de formag¢ao 6ssea em relagdo
aos respectivos grupos controles, devido a presenca do xenoenxerto. A manutencdo de particulas
de enxerto encapsulados por tecido conjuntivo na area central dos defeitos foi caracteristico nos
grupos lll e IV, sendo que nos grupos VIl e VI, na qual houve a associacdo do tratamento com
ozonio terapia, é possivel avaliar uma maior reabsor¢ao das particulas de xenoenxerto com
aumento 6sseo, que possibilitou o preenchimento de quase a totalidade do defeito critico. A
capacidade de manter as particulas do enxerto intactas na drea central do defeito, com baixa taxa
de reabsorcdo, revelam uma importante propriedade do xenoenxerto bovino na busca pela
manuteng¢do do volume ésseo local.

Diversas modalidades de tratamento adjuvante, no intuito de melhorar a cicatriza¢cdo éssea
sdo pesquisados, como reposicdes hormonais, uso de laser de baixa poténcia (LLLT), oxigeno
terapia hiperbdrica (HBO), e mais recentemente a ozénio 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
o0zOnio nos processos de cicatrizacdo dssea em defeitos criticos preenchidos com xenoenxerto
bovino de ratos com imunossupressdo induzida pelo tratamento com dexametasona. Os
resultados demonstram que a ozOnio terapia sistémica possibilita um aumento de osso recém-
formado, e acelera o remodelamento do xenoenxerto. Este dado pode ser avaliado
gualitativamente no aspecto histolégico dos grupos V, VI, VII, VIIl. Em contraste, os grupos que
receberam o tratamento com dexametasona, devido as suas repercussdes negativas na
microarquitetura dssea, demonstraram o maior atraso na cicatrizacdo em relacdo aos grupos
controle. No entanto, de acordo com a (Tabela 3), nos grupos VI e VIII que receberam ambos os
tratamentos, verifica-se, a presenca de tecido conjuntivo mais organizado com fibras coldagenas
orientadas paralelas entre si, trabéculas de osso neoformado e maior nimero de células
osteogénicas na periferia dos defeitos confirmado através do aspecto histoldgico visto na (Figura
22 e 23). Os mecanismos bioldgicos de interferéncia da entrega de oxigénio nas reagGes com
componentes sanguineos do sistema vascular, bem como a capacidade imunomoduladoras do
sistema de defesa antioxidante, repercutem em efeitos terapéuticos positivos da terapia com
ozonio (ALPAN AL et al.2016; OZDEMIR et al.2013). Estudos experimentais recentes demonstram
resultados promissores a nivel de remodelamento désseo associado as terapias com ozbnio.
OZDEMIR et al.2013, concluiu que a associacao do enxerto autégeno com o ozo6nio tépico aplicado

na concentracdo de (80% de oxigénio) por 30s, trés vezes ao dia, durante duas semanas, resultou



em maior formagdo éssea do que o enxerto utilizado sozinho. Resultado similar ao encontrado no
estudo de (ALPAN AL et al.2016), que avaliou a cicatriza¢cdo de defeitos criticos na calvaria de ratos
diabéticos, tratados com ozoénio tépico, demonstrou aceleragdo nos estagios iniciais dos processos
de cicatrizagdo apds quatro semanas de pds-operatdrio. Em nosso estudo realizamos a utilizagdo
de ozbnio sistémico, através de aplicagbes didrias durante sete dias de pds-operatdrio, por via
intraperitoneal, com uma mistura contendo Oz e 0;, nas concentragdes de 97% e de 3%,
respectivamente, na dose de 0,7 mg/kg. A escolha por esta via de administracdo é sustentada a
partir dos resultados positivos da utilizacdo sistémica do oz6nio encontrados no estudo de
(ERDEMCI et al. 2014), que compara o efeito da aplicacdo sistémica e tdpica de oz6nio na
cicatrizacdo de alvéolos dentarios apds a extracdo em ratos. A utilizacdo sistémica no pré-
operatério e pds-operatério resultou em maior formacgao de osso trabecular em comparagdao com
a aplicacdo topica. De acordo com a andlise histoldgica qualitativa, foi possivel avaliar que o uso do
ozonio possibilitou uma maior formacdo de tecido dsseo nos defeitos criticos da calvaria de ratos
na presenca de xenoerxerto, evidenciando aceleracdo nos processos de cicatrizacdo através da
reabsorcao das particulas do enxerto e formacado de matriz éssea imatura em toda a extensao do
defeito. A terapia com dexametasona implica em graves consequéncias a nivel de remodelamento
e na mineralizacdo dssea em varios niveis (KIM et al. 2009). Os resultados da deterioracdo na
microarquitetura ossea através dos aumentos nas taxas de reabsor¢cdo dssea bem como
diminuicdo da neoformacdo éssea podem ser vistos no estudo de (GOVINDARAJAN P et al. 2013),
na qual indica um aumento nos niveis de osteoclastogénese e significativa diminuicdao da
densidade mineral 6ssea (DMO), em animais com osteoporose em terapia a longo prazo com
glicocorticoides. Em nosso estudo, os animais dos grupos que receberam a terapia com
glicocorticéides, demonstraram histologicamente um atraso na cicatrizacdo. No entanto, nos
grupos VI e VI, pode-se analisar uma maior taxa de formacdo 6ssea, mesmo que haja um retardo
na cicatrizagao, porém a terapia com ozonio possibilitou o desenvolvimento de uma maior area
6ssea ao longo da superficie dos defeitos.

Outro efeito colateral do tratamento com glicocorticoides de uso cronico, é referente as
interferéncias sistémicas em relacdo a significativa dificuldade no aumento do peso corporal dos
animais. Este efeito é provavelmente resultante da reduzida capacidade de absor¢ao intestinal de
nutrientes causado pela droga. Os resultados encontrados sdo semelhantes ao do trabalho de
(GARCIA VG et al.2014). O grafico da evolucdo do peso dos animais nos respectivos grupos durante

o periodo de tratamento pode ser avaliado na (Tabela 1). A imunossupressdo causada pela terapia



com glicocorticoides foi analisada através da andlise dos pesos dos bagos dos animais. Naqueles
gue receberam o tratamento com GCs, é observado redu¢do no tamanho e peso demonstrando
resultado estatisticamente significativo para valores de (p< 0.05). Por outro lado, é possivel
analisar os efeitos do ozbnio terapia na imunossupressao através da minimizagdo da redugdo do
peso dos bacos, que é um oérgao imunolégico e expressa a condicdo de interferéncia do
glicocorticoide através da atrofia do 6rgdo. Nos animais dos grupos VI e VIII tratados com
dexametasona e que receberam a terapia com OZ, é possivel observar que o peso do baco se
manteve semelhante do que nos animais dos grupos | e lll que ndo receberam nenhum
tratamento.

Diante do exposto e dentro das limitacGes do estudo, pode-se concluir que a combinacgao
de enxertos ésseos xendgenos e a 0zonio terapia sistémica (em uma mistura contendo Oz e Oy,
nas concentracdes de 97% e de 3% respectivamente) viabilizou a cicatrizacdo dssea em defeitos
criticos que foram criadas cirurgicamente na calota de ratos imunossuprimidos. As influéncias
positivas da associacdo da membrana de colageno tipo |, possibilita uma regeneracdo dssea guiada
e cria um ambiente seletivo para a estimulacdo de células osteogénicas, que pode ser visto
durante todo o experimento, através das maiores areas de neoformacdo déssea ao longo da
superficie dos defeitos. Os efeitos do ozOnio terapia sistémica, através do aumento do aporte de
oxigénio na microcirculagdo, permitiu a inibicdo dos efeitos deletérios do tratamento com
glicocorticoides, tanto a nivel sistémico, através da estabilizacdo dos pesos dos animais e da
diminuicdo da atrofia dos bagos, quanto a nivel de tecido dsseo, através dos estimulos no

remodelamento, minimizando os efeitos inibitdrios no osso.
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Figura 1. Distribui¢ao dos grupos experimentais, de acordo com os procedimentos realizados. N = 8

por grupo; 8 grupos experimentais; N total = 64 animais.
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Figura 2. Representagdo esquematica da disposicdo dos defeitos 6sseos na calota craniana de ratos. A
marca¢dao em vermelho indica a sobreposicdo da membrana de coldgeno reabsorvivel, para fins de

comparac¢do do remodelamento dsseo, na auséncia da membrana.
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Figura 3. Linha do tempo com os diferentes procedimentos experimentais a serem realizados.
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250

Days

Evolugdo da média de peso corporal (g) dos grupos experimentais ao longo do tratamento.

*Estatisticamente significativa as diferencas entre os grupos (ANOVA, seguido do test post Hoc ; P < 0.05).

GRUPOS Peso anitnal no final
EX]) eriinento
Media Desvio padrio
Girupo I 433,75 3045
Grupo IT 32375 2056
Grupo ITI 441 25 1548
Grupo I'V 341,75 2815
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$2 154 -— Grupo 3 (EXT)
. - Grupo 4 (EXT + DEX)
e Grupo 5 (0/)
@ 1.0+ Grupo 6 (07 + DEX)
Grupo 7 (EXT + QZ)
0.5 = Grupo B {EXT + DEX + 02}
0.0

Group

Variacdo média do peso do baco (g) dos animais em relagdo ao peso corporal total (g), nos grupos

experimentais.

*Estatisticamente significativa as diferencas entre os grupos (ANOVA e teste t Tukey; P < 0.05).



Figura4 A e B:

s

1mm

1mm

Imagem histoldgica tipica do grupo controle em vista panoramica (Hematoxilina e Eosina 4x),

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

Figura 5:

Vista panoramica do defeito do Grupo | (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 cirdrgico. (HE magnificagdo 10x).



Figura6 A e B:

1mm

- : : : 1mm
o
Imagem histolégica do Grupo Il controle em vista panoramica (Hematoxilina e Eosina 4x)
Imagem A: grupo Il com membrana de colageno tipo | (MC). Imagem B: grupo | sem (MC), notar a diferenga de neoformagéo 6ssea devido a

presenca da MC.

Figura 7:

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

com fibras coldgenas orientadas (TC), novo osso formado (NO), seta branca ostedcitos, seta amarela osteoblastos. (HE magnificagdo 10x).



Figura8 A e B:

1mm

Imagem histoldgica tipica do Grupo Ill em vista panoramica (Hematoxilina e Eosina 4x)
Imagem A: grupo Il com membrana de colageno tipo | (MC). Imagem B: grupo | sem (MC), particulas de xenoenxerto encapsuladas por tecido

conjuntivo no centro dos defeitos.

Figura 9:

Vista panoramica do defeito do Grupo Il (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista do centro do defeito ocupado por tecido conjuntivo
com fibras colagenas organizadas (TC), novo osso formado (NO), enxerto remanescente (ENX), seta branca ostedcitos, seta amarela osteoblastos

em grande quantidade nas proximidades da metriz 6ssea. (HE magnificagdo 10x).



Figura 10 e B:

Imagem histoldgica do Grupo IV, em vista panordmica (Hematoxilina e Eosina 4x)
Imagem A: grupo IV com membrana de coldgeno tipo | (MC). Imagem B: grupo | sem (MC), presencga de grande quantidade de enxerto na drea

superficial do defeito.

Figura 11:

Vista panordamica 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 inflamatdrias, novo osso formado (NO) presente nos bordos do defeito cirurgico, seta

amarela; osteoblastos, seta branca; ostedcitos na matriz éssea. (HE magnificagdo 10x).



Figura12 AeB:

Imagem histoldgica do grupo V em vista panoramica (Hematoxilina e Eosina 4x)
Imagem A: grupo | com membrana de colageno tipo | (MC). Imagem B: grupo | sem (MC), matriz éssea imatura sendo formada nos

bordos do defeito.

Figura 13:

Vista panordamica do defeito do grupo V (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista da area central do defeito ocupado por
tecido conjuntivo (TC), seta vermelha; células inflamatdrias, novo osso formado (NO) presente nos bordos do defeito cirirgico, seta

amarela; osteoblastos em atividade aumentada, seta branca; ostedcitos na matriz éssea neoformada. (HE magnificagdo 10x).



Figural4 AeB:

Imagem histol6gica do Grupo VI em vista panoramica (Hematoxilina e Eosina 4x)

Imagem A: grupo | com membrana de colageno tipo | (MC). Imagem B: grupo | sem (MC).

Figura 15:

Vista panoramica do defeito do grupo VI (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista do bordo do defeito. tecido conjuntivo
(TC), seta vermelha; células inflamatdrias, novo osso formado (NO), seta amarela; osteoblastos, seta branca; ostedcitos na matriz

dssea. (HE magnificagdo 10x).



Figural6 AeB:

1mm

Imagem histolégica do Grupo VIl em vista panoramica (Hematoxilina e Eosina 4x)
Imagem A: grupo | com membrana de coldgeno tipo | (MC). Imagem B: grupo | sem (MC), grande area de neoformagdo 6ssea

completando a cicatrizagdo de quase a totalidade da extensdo do defeito.

Figura 17:

Vista panoramica do defeito do grupo VII (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista do centro do defeito tecido conjuntivo
com fibras colagenas orientadas paralelamente (TC), seta vermelha; células inflamatdrias, novo osso formado (NO) presente nos
bordos do defeito cirurgico, seta amarela; osteoblastos em torno da matriz dssea, seta branca; ostedcitos dispersos na matriz

dssea. (HE magnificagdo 10x).



Figura18 AeB:

Imagem histoldgica do Grupo VIII em vista panoramica (Hematoxilina e Eosina 4x)
Imagem A: grupo | com membrana de colageno tipo | (MC). Imagem B: grupo | sem (MC), particulas de enxerto ocupando area

central do defeito e viabilizando o recobrindo de quase dois tergos do defeito critico.

Figura 19:

Vista panoramica do defeito do Grupo VIII (MC), (Hematoxilina e Eosina 4x), Fig. Inferior: vista da area central do defeito ocupado
por tecido conjuntivo (TC), seta vermelha; células inflamatdrias, novo osso formado (NO), seta amarela; osteoblastos, seta branca;

ostedcitos na matriz 6ssea. (HE magnificagdo 10x).



Figura 20:

A GRUPO | GRUPO Il

Vista histoldgica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos | e I, na qual apenas foram realizados os defeitos
para avaliar a influencia da dexametasona (grupo Il) em relagdo ao controle (grupo I). Note que as figuras A, de ambos os grupos
esta presente a membrana de coldgeno (MC). Cicatrizagdo dssea mais proeminente no grupo |, com ligeiro atraso cicatricial no

grupo Il.

Figura 21:

A GRUPO Il GRUPO IV

1mm

Vista histoldgica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos Ill e IV, na qual foram realizados os defeitos e
preenchidos com xenoenxerto (Bio-Oss), para avaliar a influéncia da dexametasona na cicatrizagdo dos enxertos (grupo 1V) em
relagdo ao controle (grupo Ill). Note que as figuras A, de ambos os grupos esta presente a membrana de coldgeno (MC).
Cicatrizagdo éssea mais proeminente no grupo Ill, com presenga de maior dsseointegracdo do enxerto nos bordos do defeito, o

grupo IV mostra que as particulas do enxerto se mantiveram encapsuladas por tecido conjuntivo fibroso.



Figura 22:

GRUPO V ~ GRUPO VI

Vista histoldgica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos V e VI, na qual foram realizados os defeitos criticos e tratamento
com ozénio (0Z), para avaliar a influéncia da ozbnio terapia na cicatrizagdo dssea no perfil osteoporédtico desenvolvido pelo glicocorticoide (grupo
VI) em relagdo ao controle (grupo V). Note que as figuras A, de ambos os grupos esta presente a membrana de coldgeno (MC). Cicatrizagdo dssea
mais proeminente no grupo V, com presenca de maior neoformagdo dssea nos bordos do defeito em diregdo a area central. O grupo VI mostra um

leve atraso na cicatrizagdo, por conta da alteragdo na microarquitetura dssea causada pela dexametasona.

Figura 23:

>

GRUPO VII GRUPO VIII

Vista histoldgica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos VIl e VIII, na qual foram realizados os defeitos e preenchidos com
xenoenxerto (Bio-Oss), para avaliar a influéncia da ozénio terapia na cicatrizagdo do enxerto em um modelo de osteoporose induzida por
glicocorticoides (grupo VIII) em relagdo ao controle (grupo Il1). Note que as figuras A, de ambos os grupos esta presente a membrana de colageno
(MC). Cicatrizagdo dssea mais proeminente no grupo VI, com presenga de dsseointegragdo do enxerto em quase toda a extensdo do defeito. O
grupo VIII mostra que as particulas do enxerto se mantiveram encapsuladas por tecido conjuntivo fibroso na superficie do defeito, e uma menor

drea de 6sseo neoformada em relagdo ao grupo VII.



Figura 24:

GRUPO V ~

A GRUPO | A

Imm

Vista histoldgica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos | e V, na qual apenas foram criados os defeitos
criticos preenchidos por coagulo, porém no grupo V houve a influéncia positiva da terapia com ozénio, demonstrando através da
maior area de osso neoformado ao longo da superficie do defeito. Note que as figuras A, de ambos os grupos esta presente a
membrana de colageno (MC).

Figura 25:

A GRUPO Il GRUPO VII

Vista histoldgica (Hematoxilina e Eosina em 4x). Imagem comparativa dos Grupos |l e VII, na qual foram criados os defeitos criticos
preenchidos por xenoenxerto (Bio-0Oss), porém no grupo VIl a terapia com ozénio possibilitou uma quase fechamento completo de
toda a drea do defeito, acelerando o processo de cicatrizagdo do enxerto dsseo Note que as figuras A, de ambos os grupos esta

presente a membrana de colageno (MC).



ANEXO A- Carta de aprovacdo pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia-

PUCRS
&
& SIPESQ
Sistema de Pesgquisas da PLICRS
T
Codigo SIPESG: 7601 Porto Alegre, 24 de novembro de 2016.

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comissao Cientifica da FACULDADE DE ODOMNTOLOGIA da
PUCRS apreciou e aprovou o Projety de Pesquisa "MI'ALIACAB 0Dos

EFEITOS DA OZQNIOTERAPIA SISTEMICA SOBRE A F|:Ei:'-.iEf'-.IEF|'..|5'.':.'!-.L';I
DE DEFEITOS OSSEQS CRITICOS EM RATOS SUEMETIDDS A

CORTICOTERAPIA™. Este projeto necessita da apreciagae da Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA). Toda a documentagdo anexa deve ser

idéntica & documentagio enviada ao CEUA, juntamente com o Documento
Unificado gerado pelo SIPESO.

Afenciosamente,

Comissac Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGLA




ANEXO B- Carta de aprovagdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais- PUCRS

SIPESQ

Sistema de Pesquisas da PUCRS

Codgo SIPESGE Tea Ponp Alegre, 9 ge dezembm de 216

Prazadio]a) Pesquisadorna),

A Comissdo de Eiea no Uso de Animals da PUCRS apreciou 2 apiovou o Projeto de
Pesgulza 'P.U#.Llﬁl;auﬂl DoS EFEITOS DA OZOMIOTERAPLA SISTEMICA SOERE A
REGENERACAD DE DEFEITOS OSSEQS CRITICOS EM RATOS SUBMETIDOS A
CORTICOTERAPIA® cordenado por MARIA MARTHA CAMPOS.

Sua Investigacio, respeltando com detalhe a5 descrigles contidas no projeto e
formularos avallados pela CEUA, esla autonzada a partlr ¢a presents data.

INfOMamos I].IEE nesEsEiD O Sncaminfameno de relxoro final ['.E’IEZI‘II'IEHEEE
InvestigagSo. Adiclonaimente, ressaltamos que comfonme previsto na Lel no. 11.794, de 0B de
cutubro de 2009 [Lel Arouca), que reguiamenta of procedimentos Para o USo ceniflicd de
animals, & fungo da CEUA zelar pelo cumprimento dos procedimentns informados, realzando

Inspeglies periddicas nos locals de pesquisa.

Curac3o do Projetn; 091202016 - D 220147

N° de Arimas Especie
76 RatiLs nonegicus

ToEl de Animals: TE

Atenciosamente,

Comiss30 te £3ca no Uso 0e Animals{CEUA)




ANEXO C- Comprovante de trabalho cientifico publicado

De: em_ scs.0.52ea05 505fbfbs@editorialmanager com <em. scs.0.52ea0s 505 fhfbe@editorial
mangeer com> em nome de Journal of Craniofacial Surgery <gmi@editorizlmangser com>
Enviado: terca-feira, 2 de maio de 2017 01:50

Para: Ricardo Augusto Conci

Assunto: 5C5 Decision 5C5-17-0574

CC: mbhabal@verizon.net

May 01, 2017

RE: SC5-17-0574, entitled "Giant peripheral temporomandibular osteoma with
immediate reconstruction of mandible”

Dear Mr. Conci,

| am pleased to inform you that your work has now been accepted for publication in
Journal of Craniofacial Surgeny. All manuscript materials will be forwarded immediately
to the production staff for placement in an upcoming issue.

OPEN ACCESS

If you indicated in the revision stage that you would like your submission, if accepted, to be made open
access, please go directly to step 2. If you have not yet indicated that you would like your accepted
article to be open access, please follow the steps below to complete the process:

1. Notify the journal office via email that you would like this article to be available open access. Please
send your email to jcraniofacialsurgery@gesmail.com. Please include your article title and manuscript

number.

2. A License to Publish [LTP) form must be completed for your submission to be made avzilable open
access. Please download the form fromhitp://links. lww.com/LWW-ES/A49 sign it, and Email the
completed form to the journal office.

3. Within 48 hours of receiving this e-mail: Go to hitp.Ywolterskluwer gconnect.com to pay for open

access. You will be asked for the following information. Please enter exactly as shown:

a. Article Title - Giant peripheral temporomandibular osteoma with immediate reconstruction of
mandible

b. Manuscript Number - 5C5-17-0574

**Open Access is a choice. All papers are processed for standard publication unless you notify the
Journal office differenthy. For this reason, there is no need to contact the journal office if you do not wish
you paper to be Open Access**

Thank you for submitting your interesting and important work to the journal.

http://scs.edmgr.com

Your username is: ricardo_conci@hotmail.com

Your password is: available at this link
With Kind Regards,
Mutaz B. Habal, M.D.

Editor-in-Chief
Journal of Craniofacial Surgery
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Giant Peripheral
Temporomandibular Osteoma
With Immediate Reconstruction
of Mandible

Cliion Hez, BIS, MSc, PRI Ricardo Awgneto Conei, BUS, MSe,
PR Flavio Henrigue Siveira Tomei, BOS, MSe, PRD,
Cuiherme Phato ook, BOS," Midd Marsins Guarens,

BDS MSe' and Guilherme Genehr 1 ritscher, BDS, MSe, PhD)

Abstract: Oteomz & 2 benign oseogenic tumor, which i cherac-
erized the slowgowing proliferation of compact or cancellows
bone. The etickgy of the lesion 15 not well estsblshed Among the
hypatheses, the following are relsted: & traumatic factor, infections
rocesses, of true neoplsm due © the origm of cartilagmous cells.
It can present 2t any age usually in young adult individuak, with
equal prevalence in both sexex. The clinical charscterigtics of the
perpheral ostoms are representad by slow symptomatic growth,
which lexds to swelling and, thus, facial ssymmetry, When #t &
related to the mandibuler condyle, this growth can cause functionsl
mmpaimment, such 23 malocclsion, emporomandibular jomt dys-
fimction, &nd even limited mowh-opening owing © ankylosis

Key Words: Oskoma, oskeogenic umor, emporomandibule oint

skeama 8 2 benign osteogenic tumdr, which 8 charsctenzed
the slow-growing proliferstion of compect or cancellows
bone.” The etivlogy of the lesion is not well established Among
the hypatheses the followmng sre relsted: 2 taumatic factor,
mfectious processes, o true neoplasm due to the origm of cantila.
gnous cells™ It can present =t any age, wsually in young adult
mdividuals with equal grevalence in bath sexes The clinical
characteritics of the perpheral osteoms zre represented by slow
ssymptamatic growth, which kak to swellmg and, thus, facial
ssymmetry.” When it is relatxd to the mandibular condyle, this
gowth can cause functional impainment such & malocchusion,
emporomandibuler joint (TMJ) dgsfundun, and even limied
mouh-cpening owing 1o ankylosis
This paper will report 2 patient with & glant peripheral osteoma
located in the temporomandibular regon, which was treated with
umor resection and immediate reconstruction witha recmstruction
plate, with the condyle being built with surgical cement.

CLINICAL REPORT
A d49-year-old leukodermatous female patient presented with grest
swelling of the right hemi-face in the temporomandibular regon,
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FICURE 1. (Top leff} Oinical prsonBiton of the patent; fop agnt) 3- 206

dmensonal modd fhowng extent of lesion imoMing T
tempomman dibufar egon, (bottom ket and aght) comndl and adal secion of
compuied omogRphy £an thowing 3 gant bone massinthe temporl egion,
which 2l affeced the tamporomand bular jont.

which was hard yet painless at palpetion, with 2 2.year evolution
period. In the snammess, the etiologcal cause of the lesion was not
determined. Limited mouth-opening with 2 maximum amplitude
of 10mm was observed. A camputed tomogrephy (CT) canand 2
3-<dimensionsl model showed 2 well-defined circumscribed lesion,
of x-y-z mm of extension, involving & braad temporal srea
extending from the zygomatic arch of the zyganatic bone, in
the petrows portion of the temporal bane, © the mandible. The
condyle and the mendibular ascending ramus were also involved
(Fig 1).

The surgical plan was besed on the ssessment of 2 CT angio-
graphy and selective laser sintering madel, m which the extension
and the limis of the lesion were scertzined, along with the
proximity of the blood vessels that were an the barders of the
tumorous bone mass (Fig. 2).

Two surgical spproaches were wed 1o expose the tunor: =
prezuriculer incision with temporal extension in addition to the

FIGURE 2 (left and ngnt) Three-dmensional computed omography
angogrphy and seiectve Rer sntesng model thowed the prowdmity of the
biood veseis to the ledon and e mandbulir condyle nwolved in e bone
mass of the temporal mgion..

The joumal of Craniofocial Surgery * Violume 00, Number 00, Month 2017 1
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RAGURE3. (Lef) Slice o 2eotomies for e emanal of e umar; (2gh () 2.4 mm
maon2ruzion phate and condyle made of adopaque bone cement; and
myofazad 2ap fom e emponl musde.

submandibular incsion The surgery was conducted m 4 stages,
the first being the removal of the lesion through the presuricular
sccess and desiccating the temparazygomatic bane portion, and
the second, that of the mandibular portion through the submen.
dibular sccess, both of which used slice ostestomies © facilitate
the removal of bone partions. The thind stage was piezosurgery,
mn which 2 new glenoid cavity was built 2long with the removal
of the most medial portion of the lesion. Finally, & myofsscial
srip ped of the temporal muscle was obtained and positioned m
the glenoid cavity to protect the temparal bone, and 2 condyle
was made with radiopaque bone cement and fixed on the tip of
the 2.4 mm mandibular recomstruction plate. Immediate recon-
druction of the mandible and of the TMJ was thus possible,
affording the reestsblshment of the patient’s mastication func-
tion (Fig 3).

Hstopathologic examination (Fig. 4) showed 2 canpuct trabe-
cular bone, with the presence of 2 small number of marrow
ekements, sssociated with 2 hardened nodule in #ts central portion,
cmfirming, there fore, the dizgnosis of periphera| osteoms.

Ate-manth follow-up (Fig. 5), the petient displayed shight fac sl
ssymmetry with 2 good mouth-opening and stsble occlusion. The
mastication function was reestablished, with no |mitations or fac sl
pein. Maxmum incissl mouth-opening was 40 mm, although the
Istersl movements were limited. No sign of recurence were
observed Also, 2 good pasitioning of the recanstruction plate
was verified in relation to the new articulstion

ACGURE 4. Hunpatnibgc caminaton thowed 3 compact Tabecular bone,
W the preence of 2 small number of mamow clements, asodated wiha
hardened noduie in its centrl porton, confianing, thesefore, the dagnasis of
penpherd ogeoma ( x 200).

2

FIGURE S. (Top It} At 6 monts patopaately showng patont whout
defomnity, (op right) clnicd potue shows maxmum ncsal mouth -opon ng of
40mm. (Somom eff) Rsopeatve 3 dmansion d mode! thows recan Srucson
plate, Wi Te mandibulr condyle in e glenold cavity having been srgeally bt
previously, (bomo maght) com puted My i sign sof moumence.

Y

DISCUSSION

Since csteama is 2 bone pethology that is found solely m the bones
of the skull, perphersl ost 1% &0 WK muni festetion of
this lesion i the maxillary bones.” The s of periphers!
osteoms 1snot &8 yet clear. Neville et al” regand condy bar osteomas
& true neoplssias whike other suthors characterize the kesion & a
hype s or 2 develop ity camsed by mfectious
processesand raume ” Nevertheless, Kerckhaert etal® reinforce the
theory that thisentity is characterized = 2 benign neoplagtic lesion,
owing © its slow and continuous growth throughowt time. Kaplan
etal’ in their review suggedt that the proteble etiology of the lesion
is related to raena. In the present patient, no previows history of
traums o infeciowns process was ssociated, and, thus, information
was nat enough o determine the possible case of the lesion
The most common location of 2 peripheral ostecena is in the
parsnasal anuses, the fronta | smus being the mostaffected fol lowed
by the ethmoid and the maxillary simmes.™ Other sull bone
structures, such as emporal bones and the pterygoid process are
also described The maxillary bones have 2 low mecidence of
occurrence.®” (Bteomss can arise in the merrow portion of the
bone—the so-called | or end | o1 on the bone
surface, with 2 sessile aspect—in this patient peripheral steamas
Extraskeletal locations in soft tsues, can 2ko be found inmuscles,
for example—the so-ca lled cutmeous oseomss * In the mandible,
the maost common location is m the lingual portion, m the lower
border, and in the mendibulsr scending ramus.” In 1927, Ivy™
reported the firg patient with oseoms mvolving the condyler
process. Smee then, only 20 patients with condylar perpheral
oswoms were repariad m the literature. The shw growth of a
peripheral osteoms can be chnically swessed with x-rzy follow-ups,
since the swelling is ssymptomatic. However, when spread over
large partions, #f gives nise 1o expressive facial deformities, occlu-
sion shterations, midlme devistions, and even lmited mouth-open-
ing cawsed by srticulstory ankylosi®* In the present patient, one

ord ahy

© 20i7 Mwaz B. Habal, MD
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could notice strong facial ssymmetry caused by swelling by & glamt

peripheral ieoma loczied in the dght condylar procesa In the
clinical exsmination, the patient’s main complaml conssed n
decnesmead moub-opening, cawed by the aficulsiory ankylms
brought ahout by the ledon

Acconding i Y oneru el al ' giteomes occurring m the condy lar
rooeis can be clasified inko 2 types: those that proliferste snd
cande reshanmpiion and replacement of the condyle by the osteoma;
amd those thal ongineke = 2 poliferstng bone mas, whether
pedunculsied or sesslle, m the bone surface of the mandibular
condyle. "' In the putient described, we could identify the pre-
wnoe of &n exiensive zrea of uniform compact bone, of well-
deflmed radiopacity, sterting from the tempotosygomstic region
up i the mandible, leading to the replacement of the mandibular
condyle by pathokgical bone taae, which could be cmnfirmed by
CT acams.

The differential disgnoss of ths Ium meludes other hone
mthologies, such = e Wl osemma,
fibrous dysplesia, central amﬂ’ymg fibmmma muqmlu adonloma,
cemenblstons, aml condensmg odeiia ™" The presence of
multiple osteormes shoukd be called o atenion for the disgosis
of Gandnersyndrome. [ 1 necetsry i e e the posable presenceol
skeletal shnommalites, preence afmnum-y teeth, and color-
ectal polyps in orderio confirm the diagnoss ® Osleodk osteomes and
anteohbstomes share highly vassuler chersceritics with the pre-
senoe of oiteotd tiae and ane mone frequenty pamn ful and gow mone
sapldly than pedphe & ot omes ' Exodoies sre haranones, witha
e lection for the hingual portion of the memdible and themidhneof
the hard palste in the alveolar bone. They have lmited growith,
i fferently fromm anteorres. " Central o fying filbrres presnt with
thin and well-defined borders, separsted by & madiolcent rm that
srrounds the bone of sclemtc bondens. Complex odomionm s present
a2 3 highly dense endontes| radiopague masa *™

Huiologeally, odeomes can be divided imo compac or
“lwry " odeomad, with the sppearsnce of a deme bone with
minimal mEmow spaces and occsdona] Haversian canak, amd
pongio-osteomas, which are @milar m appearancs 1o the onginal
bone, with the presnce of ostea] rabeculse, marmow, and odec-
st ™ Larrea-Crvarbide et 2™ in their review of patients found
thai compact (iteomas heve & geser neldence of acourrence. In
the: present patient, electonic microseopy showed the presence ofa
ROTIH OeOET

The trestment of this pathology will be determined acconding o
a suile of magng snalyses colleced m the clinica] examimaton o
‘hmnﬁedeumﬁmafm lesion and the possl ble complications
for the petient” Ingenersl, exiemive lesions thet lesd 1o func o]
mmpairmen and TM dysfunctions, & well & ankylosis that hmis
mouh-opening, followed by face symmetry, malboclugon and
in will be indications for the surgical excision of the leson*'*
The swrgical trestmen & mol recommended in asymplomatc
lesiona, which do not cause hmetional mpeimment for dee patient.
Shoukl the surgical trestment be indicated, the objective will be that
af the conservative removal of the leson, which will not harm
amponian sdjscent sructunes 7 Herford ef alP in therr review of

© 2007 Mulaz B Habal MD

the lierature pointed out the indication of the procedure of con-
dyleciomy in 10 out of 18 patients with peripheral ogeoma kocated
inthe condyle, since the first pmtient reported in 1927 * Che iy andd
B:idqp- reporied & patient with recurmence of & peripheral
oateoma in the mandible after a Byear evolubion and chose a
surgcal rermoval and immediste reconstruction with an sulogenous
wrafl harvested from the e cred and fsation with 2 long2 S-mm
recmatuction “L" plate. The tresiment of cholee n the presnt
patien was the iota] removal of the lumor, since i preveniad Lthe
mamienance of the TM] lmetions due to ankyles. lrmedise
reconstruction of the mandibular condyle on 2 reconstruction plate
wiak progeoded Lo afford the mamtenance of the masticaton function

A long-term chindcal and radiographic follow-up of patiends who
underge & surgical iresiment of the removal of an mwEeoma B
necesary. However, mecurmences of the lsion have mot been
observed to due ™
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