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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da ozonioterapia na reparacdo de fraturas experimentais
em fémures de coelhos por meio de avaliacdo clinica, radiografica e histolégica. Foram
utilizados 24 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia, machos, que foram
submetidos a osteotomia femoral e osteossintese e divididos aleatoriamente em dois grupos:
controle (n=12), que ndo recebeu tratamento complementar e o0zénio (n=12) que recebeu
ozonioterapia por vias subcutanea e retal no pos-operatorio. O exame clinico dos animais foi
realizado diariamente com inspecao da ferida cirtrgica e palpagao femoral para verificar a
existéncia de reac¢do inflamatoria, instabilidade do foco de fratura, hipotrofia muscular e
sensibilidade dolorosa. Avaliag¢des radiograficas foram realizadas no pés-operatorio imediato e
apos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, utilizando uma escala adaptada para classificagdo dos escores
de alinhamento, aparato, aposicao e atividade biologica. Realizou-se avaliagao histologica aos
45 ¢ 90 dias de po6s-operatdrio. A analise estatistica para dados nao paramétricos e ndo pareados
foi realizada pelo teste de Mann Whitney, e para dados ndo paramétricos e pareados pelo teste
Wilcoxon. Os dados paramétricos foram analisados pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk e as médias comparadas pelo teste T de Student. Clinicamente os animais se
recuperaram bem no pds-operatdrio, sem apresentarem complicagdes. Nao houve diferenga
significativa entre as medianas dos escores de alinhamento, aparato, aposi¢ao, reagcdo periosteal,
formacgao de calo 6sseo, ponte Ossea, linha de osteotomia e remodelacao nos grupos controle e
ozonio em nenhum dos tempos avaliados. Entretanto, quando comprado dentro do mesmo
grupo, houve aumento significativo dos escores de formacao de calo 6sseo e de ponte dssea aos
15 e 30 dias em ambos os grupos experimentais. Houve aumento significativo dos escores de
linha de osteotomia aos 15, 30 e 45 dias em ambos os grupos e no escore de remodelacao aos
90 dias no controle e aos 45 dias no 0zénio. A mediana do escore de atividade biologica do
grupo ozdnio foi superior ao controle aos 30 dias. A area de neoformacao dssea foi maior no
grupo ozonio quando comparada ao controle aos 45 e 90 dias de pds-operatorio. Observou-se
redugdo na area de osso neoformado no grupo ozdnio aos 90 dias quando comparada aos 45
dias de pos-operatdrio. A contagem de ostedcitos foi maior no grupo ozonio quando comparada
ao controle aos 90 dias de pds-operatoério. Conclui-se que o 0zdénio favoreceu a reparagao de

fraturas por meio do aumento do niimero de ostedcitos e da produgdo de matriz ossea.

Palavras-chaves: ortopedia, 0zonio, medicina veterindria, terapia complementar.






ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of ozone therapy in the repair of
experimental femoral fractures in rabbits through clinical, radiographic and histological
evaluation. Twenty-four New Zealand male rabbits (Oryctolagus cuniculus) were used, which
were subjected to femoral osteotomy and osteosynthesis and randomly divided into two groups:
control (n=12), who did not receive complementary treatment and ozone (n=12) who received
ozone therapy via subcutaneous and rectal routes in the postoperative period. The clinical
examination of the animals was performed daily with inspection of the surgical wound and
femoral palpation to check for the existence of an inflammatory reaction, fracture site
instability, muscle atrophy and pain sensitivity. Radiographic evaluations were carried out in
the immediate postoperative period and after 15, 30, 45, 60, 75 and 90 days, using an adapted
scale for classification of alignment, apparatus, apposition and biological activity scores.
Histological evaluation was performed at 45 and 90 days after surgery. Statistical analysis for
non-parametric and unpaired data was performed using the Mann Whitney test, and for non-
parametric and paired data using the Wilcoxon test. Parametric data were analyzed using the
Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests and the means were compared using the Student's
T test. Clinically, the animals recovered well in the postoperative period, without any
complications. There were no significant differences between the median scores for alignment,
apparatus, apposition, periosteal reaction, bone callus formation, bone bridge, osteotomy line
and remodeling in the control and ozone groups in any of the evaluated times. However, when
compared within the same group, there was a significant increase in bone callus formation and
bone bridge scores at 15 and 30 days in both experimental groups. There were significant
increases in the osteotomy line scores at 15, 30 and 45 days in both groups and in the remodeling
score at 90 days in the control and at 45 days in ozone group. The median biological activity
score of the ozone group was higher than the control at 30 days. The area of bone neoformation
was greater in the ozone group when compared to the control at 45 and 90 days after surgery.
There was a reduction in the newly formed bone area in the ozone group at 90 days when
compared to 45 days after surgery. Osteocyte counts were higher in the ozone group when
compared to the control group at 90 days after surgery. It is concluded that ozone favored

fracture repair by increasing the number of osteocytes and the secretion of bone matrix.

Keywords: orthopedics, ozone, veterinary medicine, complementary therapy.
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INTRODUCAO

As fraturas Osseas representam 45% dos atendimentos ortopédicos de pequenos
animais nas clinicas e hospitais veterinarios e as principais causas sao traumas por quedas e/ou
acidentes automobilisticos (COSTA; SCHOSSLER, 2002; BOIANIE, 2007).

O tratamento das fraturas tem como objetivo restaurar a fung¢do do membro
promovendo estabilidade e condigdes para a reparacao do tecido 6sseo, € quanto mais rapido ¢
o retorno da fung¢dao do membro acometido menores sao as chances de complicagdes. A
necessidade do rapido retorno a fungdo se torna ainda mais importante na veterinaria devido a
dificuldade em promover a restricio ao esfor¢co fisico do paciente, a fim de evitar uma
sobrecarga precoce no osso fraturado (CROCI et al., 2003).

A fim de otimizar a reparagdo Ossea e manter o paciente confortavel e sem dor, a
medicina veterinaria tem incorporado ao tratamento convencional o uso de terapias
complementares. A realizagdo de fisioterapia, acupuntura, aplicagdo de ondas
ultrassonograficas, utilizagdo de biomateriais e laserterapia sdo exemplos de terapias
complementares utilizadas na recuperagdo do paciente com fratura (TEIXEIRA et al 2004;
SOUZA et al 2008; ALVES et al 2010; SEVERO et al 2010; SOUZA, 2013; PRYDIE;
HEWITT, 2015; FIGUEREIDO et al, 2018; KLOS; COLDEBELLA; JANDREY, 2020).

Dentro deste contexto a ozonioterapia surge como uma op¢ao promissora, € consiste na
aplicacdo de ozo6nio, um gés incolor, com odor caracteristico e instdvel. Esta ultima
caracteristica requer que o 0zonio seja produzido imediatamente antes da sua aplicagdo e, para
1sso, ha geradores que produzem este gas de forma medicinal (BOCCI, 2006).

O o0z6nio possuiu caracteristicas imunomoduladora, analgésica, anti-inflamatoria,
oxidante e oxigenante, o que favorece a neovascularizacao e proliferagdo tecidual (MADE] et
al., 2007). A sua aplicagdo ¢ simples e de baixo custo e pode ocorrer pela forma sistémica e/ou
local. A escolha da via de administragdo dependera da afecgdo e estado clinico do paciente
(RODRIGUEZ et al.,2018).

Apesar da ozonioterapia apresentar inimeros beneficios, ndo sdo todos pacientes que
podem receber o tratamento. Ha contraindicagdo para gestantes, individuos com hemorragia
ativa, anemia grave e hipertireoidismo. Portanto, € preciso avaliar o paciente antes de indicar
esta forma de tratamento complementar (NOGALES et al., 2008).

Ha poucos registros cientificos dos efeitos adversos da ozonioterapia na medicina

veterinaria. Quando ocorrem estdo relacionados a erros na avaliacdo do paciente, concentracao
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inadequada do ozo6nio, tempo de exposicdo e frequéncia de aplicacdo e por isso € preciso ter cautela
e definir cuidadosamente a dose terapéutica a ser utilizada e via de aplicacao (BOCCI, 2004).
Poucos s3o os estudos cientificos sobre ozonioterapia e por isso se faz necessario novas
pesquisas para esclarecer e comprovar o seu efeito como tratamento complementar na reparagdo de
fraturas. Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da ozonioterapia na
reparacao de fraturas experimentais em fémur de coelhos por meio de avaliagdo clinica, radiografica

e histologica.
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REVISAO DE LITERATURA

Aproximadamente um ter¢o de todos os atendimentos na rotina clinico-cirurgica de
caes e gatos correspondem a afecgoes ortopédicas (LUCAS et al, 2001). As fraturas de ossos
longos representam 45% dos casos atendidos, sendo o fémur acometido em 20 a 26% dos
pacientes (BOIANIE, 2007). Traumas decorrentes de quedas e acidentes automobilisticos sdo
as principais causas dessas alteracdes em caes e gatos (COSTA; SCHOSSLER, 2002).

Segundo Piermattei e Flo (1999) a fratura ¢ definida como a descontinuidade de um
0sso ou cartilagem. As regides distais dos ossos longos sdo mais acometidas, e uma das
hipdteses levantadas para essa predisposicdo ¢ a menor quantidade de tecidos moles que
recobrem o0ssos longos, principalmente nesses locais (COSTA; SCHOSSLER, 2002).

Os ossos exercem importancia metabolica, funcionando como deposito de calcio,
fosfato e outros ions. Sdo tecidos muito vascularizados, o que permite carrear eletrdlitos,
oxigénio e nutrientes através de seus capilares. Quando ha algum trauma que prejudique a sua
vascularizagdo pode ocorrer necrose dssea. Concomitantemente a fratura, geralmente ha lesoes
de tecidos adjacentes e deficiéncia do aporte sanguineo. Tais alteragdes podem comprometer a
funcdo do sistema locomotor e, em casos mais graves, podem gerar danos neurologicos e de
tecidos adjacentes (KONIG; LIEBICH, 2011).

Em geral as fraturas podem ser classificadas de acordo com: 1) o nimero de linhas de
fratura sendo simples quando hé apenas um trago, em cunha quando ha dois tragos e complexa
ou cominutiva quando hé trés ou mais tracos; 2) a orientacao da linha de fratura, em obliqua,
transversa e espiral e; 3) a extensdo das lesdes, em completa, incompleta e multifragmentar
(PIERMATTEI, DECAMP; FLO, 2009).

A adocdo do tratamento mais apropriado deve ser estudada individualmente e
dependera do quadro clinico, idade e temperamento do animal, além do local e tipo da fratura,
potencial de rompimento de vascularizagdo e de contaminagdo bacteriana. Outro fator
importante na escolha do tratamento ¢ a condi¢do financeira do tutor e o grau de
comprometimento que ele terd com o pos-operatdrio do seu animal (PIERMATTEIL, DECAMP;
FLO, 2009).

As principais formas de tratamento para a reducao e fixagdo de fraturas sdo os métodos
cirtirgicos que, em sua maioria, envolvem a utilizagdo de pinos intramedulares, fixadores
externos, placas com parafusos ou haste bloqueada e cerclagem com fio de ago. A utilizagao
dessas técnicas eventualmente requer uma nova intervengdo cirirgica para a remog¢ao dos

implantes apos o processo de consolidagdo dssea. O acesso a fratura pode gerar danos como
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rompimento da vascularizagdo 6ssea e o potencial de contaminagdo bacteriana, comprometendo
o suprimento sanguineo do local (HARASEN, 2003). Outras complicac¢des cirirgicas que
podem ocorrer sdo instabilidade do foco de fratura, migracdo do implante, rotacdo e/ou
encurtamento do osso afetado, prejudicando assim a recuperagdo total da func¢dao daquele
membro (DENNY; BUTTERWOTH, 2006).

Ha também os métodos nao cirirgicos e imobilizacdo externa, como, por exemplo,
talas e bandagens, os quais consistem na imobilizagdo do membro fraturado e estabilizagao da
fratura para que ocorra a cicatrizagdo 0ssea € preserve o maximo possivel os tecidos moles
adjacentes. Ambos os métodos de tratamento de fratura, seja aberto ou fechado, devem sempre
serem feitos por profissional capacitado, para diminuir o potencial para complicagoes (LUCAS
etal.,2001; DALLABRIDA et al., 2005).

Para que ocorra uma boa consolidag@o dssea ¢ preciso que haja redugdo anatdomica,
estabilidade no foco da fratura e que proporcione um retorno precoce da fungdo do membro,
pois desta forma o tonus muscular ¢ mantido, a nutri¢ao 6ssea € preservada e com isso melhor
movimentagdo articular. Na ortopedia veterinaria otimizar o tempo de consolidacdo 0ssea se
faz ainda mais necessario pela dificuldade em promover restricao de movimentos dos pacientes,
que podem sobrecarregar de forma precoce o osso fraturado apos a osteossintese (CROCI et
al.,2003).

O tecido 6sseo € considerado um tipo especializado de tecido conjuntivo constituido por
células derivadas de células osteoprogenitoras de origem mesenquimal que sdo os osteoblastos
e ostedcitos e células originadas de mondcitos produzidos na medula hematopoética, que sao
os osteoclastos. Os osteoblastos sdo as células que sintetizam a parte organica da matriz 6ssea
(colageno tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas) e quando incorporados a matriz organica
recém sintetizada sdo denominados ostedcitos. Os ostedcitos sdo considerados os osteoblastos
maduros e sdo responsaveis pela manutencdo da matriz dssea. Os osteoclastos atuam na
osteoclasia que € processo de reabsorcao 0ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A reparagdo 6ssea € um processo complexo e multifatorial que consiste em reparar a
lesdo, promover estabilidade, remodelar o osso e retorno a fungdo. O tempo para a reparacao
Ossea depende de fatores relacionados a fratura, como a deformacao relativa (“strain”), o 0sso
acometido, o tipo de fratura, de fatores relacionados ao paciente como idade, presenca de
comorbidades e comportamento, e ainda de fatores relacionados ao tipo de tratamento escolhido
(GIANNOUDIS, EINHORN, MARSH D, 2007).

Em geral, o processo de reparagdo de uma fratura ocorre em trés etapas principais:

inflamacao, reparo e remodelacdo. A etapa inflamatoria € desencadeada imediatamente apds a
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fratura e ha a formag¢ao de hematoma no local que contém varios mediadores inflamatdrios,
fatores angiogénicos e de crescimento liberados pelas plaquetas, mastdcitos, macrofagos,
neutréfilos e linfocitos (DYCE, SACK, WENSING, 2019).

A fase de reparo esta relacionada a angiogénese, que € o processo de formagao de
novos vasos, e posterior osteogénese. O fator de crescimento vascular endotelial estimula a
angiogénese para a formacao de uma rede de capilar que dard inicio ao processo de reparagao
ossea. A rede de capilares permitird o transporte de nutrientes que serdo essenciais para o
desenvolvimento da osteogé€nese. A proliferagdo de células do peridsteo proximo a fratura
ocorre no estagio inicial ao reparo, e essas células sdo precursoras de osteoblastos. Os
osteoblastos sintetizam matriz 6ssea ¢ com isso forma o osso primario que gradualmente se
transforma em osso amadurecido com estrutura lamelar tipica. Ocorre o amadurecimento dos
osteoblastos em ostedcitos que fardo a manutencao e sintese de matriz dssea. Apds o reparo
ocorre a remodelacdo do calo dsseo. A remodelacdo € caracterizada pela agdo dos osteoclastos,
que reabsorvem o 0sso, € osteoblastos que depositam matriz dssea. Os osteoclastos reabsorvem
0 0sso em resposta a fatores liberados por osteoblastos, € a reabsor¢ao ossea libera fatores que
recrutam e estimulam os osteoblastos (CROCI et al, 2003; PELISSIER et al., 2004;
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2017).

Mediante os riscos de complicagdes pds-operatdrias, principalmente devido ao tempo
da reparagdo da fratura, a medicina veterindria busca por novas alternativas de tratamentos
complementares que possam ajudar a otimizar a reparagdo Ossea. Tratamentos adjuvantes na
reparagdo de fraturas t€ém mostrado resultados satisfatorios, como por exemplo: acupuntura,
terapia ultrassonica, fisioterapia, laserterapia e utilizagdo de biomaterial. Outro exemplo de
terapia adjuvante ¢ aplicagdo de ozonio (SOUZA et al 2008; SEVERO et al 2010; SOUZA,
2013; PRYDIE; HEWITT, 2015; FIGUEREIDO et al, 2018; KLOS; COLDEBELLA;
JANDREY, 2020).

A ozonioterapia ¢ uma técnica terapéutica que utiliza a aplicagdo de 0zo6nio como
tratamento adjuvante de varias afec¢des. O 0zonio € uma variedade alotrépica do oxigénio,
formado por trés dtomos do mesmo. E um gés incolor, de odor caracteristico e instavel, e essa
ultima caracteristica o torna de dificil armazenamento e transporte, tornando necessaria a sua
obtenc¢do no lugar e momento da sua utilizagdo (RODRIGUEZ et al, 2018).

O ozbnio ¢ produzido naturalmente, a partir de dois mecanismos principais: quando
ocorre descargas elétricas em tempestades e/ou pela radiacdo ultravioleta. Em ambos
mecanismos ha a quebra de oxigénio em dois atomos (O+0), e quando o 4tomo individual (O)

reage com o Oz se forma a molécula de O3 (NOGALES et al., 2008). O ozdnio pode também
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ser produzido através de geradores para sua utilizacdo medicinal, uma vez que as concentragdes
do O7 na atmosfera variam de acordo com altitude, temperatura e polui¢cdo do ar, ndo sendo a
melhor forma de se obter o 0z6nio naturalmente para tais fins terapéuticos. Ha trés formas de
obter o ozonio de forma industrial: através de sistema ultravioleta que produz baixas
concentragdes de Os; sistema de descargas elétricas que produz altas concentragdes de O3z e
sistema de producdo por plasma frio que ¢ utilizado apenas para purificacdo de ar e agua
(BOCCI, 20006).

A agdo do 0zdnio no organismo dependera de fatores como dose utilizada, inflamacao
tecidual, presenga de microrganismos, quantidade e tipo celular presente no local que se quer
obter resultado. O ozoOnio apresenta propriedades imunomoduladoras, imunoestimulante,
oxigenante, antimicrobiana, atua na melhoria do metabolismo, tem potencial oxidativo e auxilia
na cicatrizagao tecidual (LAKE et al, 2004; BULIES, 2005; BOCCI, 2006).

Quando em contato com compostos organicos como plasma, saliva, linfa ou urina, o
ozoOnio reage imediatamente e deixa de existir. Essa reacdo ocorre com 4cidos graxos poli-
insaturados, antioxidantes, componentes tidlicos (albumina e cisteina), carboidratos, DNA e
RNA. As reagdes dependerao do tempo de exposi¢ao e concentragdo do ozonio aplicado. Tais
reacdes se dao através do potente poder oxidativo do O3 e o resultado desse processo ¢ a
formacgao de espécies reativas do oxigénio (EROS) e os produtos de oxidacao lipidica (LOPS)
que sdo responsaveis pelas interagdes bioquimicas do 0zénio no organismo (BOCCI, 2006).

O peréxido de hidrogénio ¢ o principal EROS, sendo um mensageiro do ozbénio e
responsavel por estimular diversos efeitos celulares e interagir com diversas células do sangue.
Ao reagir com leucocitos pode ativar e estimular a producdo de interleucinas e citocinas
podendo promover a reativacdo do sistema imune deprimido e assim agindo como
imunoestimulante. Quando reage com os eritrocitos podem alterar a glicolise e com isso
melhorar e aumentar a formacdo de energia e transporte de oxigénio para o interior das células
favorecendo a oxigenagao tissular (BOCCI, 2004).

O ozbnio atua diretamente sobre mediadores quimicos da inflamagdo inibindo a
formagdo de acido araquidonico e prostaglandinas, tendo como foco de agdo as citocinas,
modulando a inflamag¢ado. Esse mecanismo de acdo do ozonio promove analgesia por meio de
redu¢do na inflamacao, seja ela aguda ou cronica (BOCCI, 2006).

Quando o gas ozonio reage com acidos graxos insaturados da membrana fosfolipidica
ocorre producdo de peroxidos hidrofilicos, os quais estimulam a formacdo de substincias
desoxigenantes que atuam sobre a oxihemoglobina promovendo a liberacdo de 02

(HADDAD,2009). O resultado ¢ um incremento do potencial de oxigenacdo tecidual,
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principalmente nas areas de hipdxia, com isso, as células endoteliais aumentam a liberagao de
oxido nitrico, o que provoca vasodilatagdo e assim reduz a hipoxia local e favorece a
proliferagao tecidual (MADE]J et al., 2007).

A ozonioterapia apresenta também bons resultados sobre controle microbiano. Acredita-
se que a agdo primaria do O3 seja sobre a parede celular da bactéria, depois penetra no interior
da célula e promove a oxidagdo dos aminoécidos e acidos nucleicos, alterando a permeabilidade
e causando lise celular (HADDAD, 2009).

A via de aplicacdo da ozonioterapia pode ser sistémica: intrarretal, intramuscular,
intraperitoneal e por auto-hemoterapia; ou local: subcutanea, intra-articular, intravaginal e
intraconjuntival. A via intrarretal ¢ a mais utilizada devido a facilidade de aplicagao e excelente
efeito sist€émico. A escolha da via de administragdo do ozonio dependera de dois fatores
principais: as caracteristicas do processo patoldgico e a condi¢do clinica do paciente. A
quantidade total a ser aplicada é calculada multiplicando a concentragao do ozonio, que ja vem
prefixada no aparelho gerador, pelo volume de gas administrado, que vai depender da via de
aplicagdo (RODRIGUES et al, 2018). Varias concentracdes terapéuticas podem ser utilizadas
variando de 1pg/ml a 100ug/ml. Os efeitos sdo dose dependentes e estudos descrevem as
concentragdes de lpg/ml a 20pg/ml como imunomoduladora, 20pg/ml a 40pg/ml como
analgésica e anti-inflamatodria e 40pug/ml a 100pug/ml como antisséptica (ZULLYT et al., 2018).

Nao ha muitos relatos de efeitos adversos da ozonioterapia na medicina veterinaria. Em
humanos ja foi registrado quatro mortes por embolismo pulmonar apds aplicacdo endovenosa de
ozonio (BOCCI, 2004). Ha evidéncias, em humanos, que a inalacdo direta o 0zonio pode causar
irritacdo das vias superiores, rinite e dores de cabeca (NOGALES et al., 2008). Os efeitos adversos
da pratica de ozonioterapia estdo associados a falta de avalia¢do clinica do paciente, escolha
inadequada da via de administragdo e da concentragdo do ozdnio a ser aplicado, frequéncia de
aplicagdo, tempo de exposicao e técnica de administragdo (BOCCI, 2004).

E de extrema importancia saber selecionar o paciente que iré receber a aplicagio de ozonio,
e por isso se faz necessario avaliacdo clinica, coleta de exames laboratoriais e analisar se o paciente
se enquadra nas caracteristicas desejadas para um bom resultado oriundo da ozonioterapia. Ha a
contraindicacdo do uso do 0zénio em situagdes em que o paciente se encontre gestante, ou apresente
deficiéncia de glicose-6-fosfato-dihidrogenase, seja portador de hipertireoidismo, anemia grave,
miastenia grave ou hemorragia ativa (NOGALES, et al., 2008).

As caracteristicas terap€uticas e biologicas do 0zénio possibilitam sua a¢do em varios

campos da medicina veterinaria como tratamento complementar. Atualmente € utilizada no
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auxilio de tratamento de feridas, doengas articulares, doencas virais, odontologia, oncologia,
afeccoes inflamatodrias (BULIES, 2005; DUNNE, 2008).

Baseado na fisiopatogenia das fraturas e do processo de reparagdo Ossea e nas acdes
anteriormente descritas e atribuidas a ozonioterapia, levanta-se a hipotese que o uso desta forma

de terapia complementar possa favorecer o processo de reparacao ossea.
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OBJETIVO
Avaliar o efeito da ozonioterapia na reparacao de fraturas experimentais em fémur de

coelho por meio dos estudos clinico, radiografico e histoldgico.

MATERIAL E METODOS
Esse trabalho foi desenvolvido apds aprovagdo do Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade de Uberaba — CEEA/UNIUBE, sob protocolo de n° 011/2019 (Anexo
1). Para execugdo do trabalho foram utilizadas as seguintes instalagdes da Universidade de
Uberaba e Hospital Veterinario de Uberaba:
e Centro de Pesquisa em Sanidade e Producdo Animal nos Tropicos, do Hospital
Veterinario de Uberaba;
e Laboratério de Patologia do Hospital Veterinario de Uberaba;
e Centro Cirargico de Pequenos Animais do Hospital Veterinario de Uberaba;
e Setor de Diagnostico por Imagem do Hospital Veterinario de Uberaba;
e Baias para alojamento e manejo dos coelhos, do Hospital Veterinario de Uberaba;
e Laboratorio de Biologia Celular e Molecular da Universidade de Uberaba;
e Laboratério de Histologia da Universidade de Uberaba.
Foi também utilizado a Rede de Laboratorios Multiusuarios da Universidade Federal de

Uberlandia para a realizag¢@o do scanner das laminas histologicas.

Animais

Foram utilizados vinte e quatro coelhos (Oryctolagus cuniculus), da ragca Nova
Zelandia, machos, nao castrados, de trés a quatro meses de idade, com massa corporal média
de 2,5 Kg, provenientes de uma cunicultura comercial do municipio de Uberaba-MG. Os
animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos — o grupo controle que ndo recebeu
tratamento complementar e o grupo tratado com o0zdénio - com 12 animais cada. Os animais
foram inicialmente avaliados por meio de exame clinico geral e ortopédico, foram selecionados
aqueles clinicamente saudaveis e que apresentaram deambulacdo normal e auséncia de
alteracdes Osseas nos exames clinicos e radiograficos. Foram radiografados os fémures direitos
e esquerdos de todos os animais nas projecdes craniocaudal e médiolateral antes de serem

submetidos ao procedimento cirargico.
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Os animais foram mantidos no Hospital Veterinario de Uberaba, alojados em gaiolas
individuais com 40cm x 30cm x 33cm, proprias para criacdo de coelhos, e receberam ragio!
comercial para coelhos e agua ad libitum. Durante o periodo de quarentena de 15 dias, os

animais foram desverminados com ivermectina® na dose de 0,4 mg/kg SC, em dose Unica.
Osteotomia e osteossintese femoral

Pré—operatorio

Aproximadamente 30 minutos antes do procedimento cirurgico foram administrados
enrofloxacina’® (5Smg/kg) e meloxicam? (0,2mg/kg) ambos por via subcutanea. Todos os animais
foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico constituido por xilazina® (3 mg/kg),
cetamina® (15 mg/kg) e midazolam (1 mg/kg) aspirados na mesma seringa e administrados por
via intramuscular como medicag¢dao pré-anestésica (MPA). Realizou-se tricotomia da orelha
para estabelecer um acesso venoso na veia auricular marginal lateral com cateter 24, foi
realizado também a tricotomia ampla que se estendeu da regido lombo-sacral até a regido de
metatarso do membro pélvico direito. A indugdo anestésica foi feita por meio de inalacdo do
isoflurano fornecido por mascara, e posteriormente foi aplicado a anestesia peridural no espago
lombo-sacral através de puncdo com agulha hipodérmica 25mmx7mm e administracdo de
lidocaina’ (0,2mL/kg).

Durante o procedimento cirirgico os animais foram mantidos em anestesia geral por
meio da inala¢do espontinea de isoflurano, diluido em oxigénio puro, também fornecido por
mascara. A antissepsia foi realizada apos o posicionamento do animal em decubito lateral

8

esquerdo, com solugdo degermante de clorexidina® seguida de solugdo alcodlica de

clorexidina’.

Transoperatorio
O procedimento ciriirgico de osteotomia e osteossintese foi realizado pelo mesmo
médico veterinario cirurgido e as cirurgias foram realizadas no Bloco Cirtrgico de Pequenos

Animais do Hospital Veterinario de Uberaba.

! Ragdo CS Coelhos — CS Nutri¢io Animal
2 Ivomec® 1% Injetavel — Merial Brasil

3 Kinetomax® 10% Injetavel — Bayer, Brasil
4 Maxican® 2% Injetavel — Ouro Fino, Brasil
5 Xilazin®, Syntec, Brasil

¢ Cetamin®, Syntec, Brasil

7 Xylestesin 2%

8 Riohex 2%®, Rio quimica, Brasil

% Riohex 0,5%®, Rio quimica, Brasil
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Foi realizada uma incisdo ao longo da borda craniolateral da coxa direita, em seguida
incisou-se a fascia lata ao longo da borda cranial do musculo biceps femoral pelo comprimento
da incisdo. Afastou-se o biceps femoral caudalmente para expor o musculo vasto lateral e
rebateu-se o musculo vasto lateral da superficie do fémur para expor a diafise femoral. Foi
realizada a exposi¢ao do fémur direito e com o auxilio de uma serra oscilatoria e sob irrigagao
constante, foi realizada osteotomia transversal no terco médio da diafise femoral. Apos
adequada aposic¢ao das extremidades Osseas, uma placa em ponte foi colocada na superficie
craniolateral do fémur. Foi utilizada uma placa de reconstrugao bloqueada 2,7 com seis orificios
permanecendo trés orificios distais e trés proximais a linha de fratura. As perfuragdes dsseas
foram realizadas com broca de diametro igual ao do centro do parafuso, utilizando-se uma
furadeira com rotacao controlavel e irrigagdo constante com solugao ringer lactato. O didmetro
do osso foi mensurado com auxilio de um medidor de profundidade, a rosca foi aberta com um
preparador de rosca de 2,7 mm, ap6s o que se seguiu a colocagdo dos parafusos. Foram
colocados quatro parafusos, sendo dois em cada extremidade da placa, inicialmente os mais
distais a linha de fratura e depois os demais alternadamente. Foi realizada a aproximagao da
fascia lata com sutura simples continua, a aproximagao do tecido subcutaneo foi realizada com

a sutura zig e zag e a dermorrafia em padrio simples separado, ambos com fio monofilamentar

3-0'°.

Pos-operatorio

No pos-operatdrio como medicagdo anti-inflamatoria, foi administrado meloxicam
(0,2 mg/kg) SC a cada 24 horas, durante trés dias consecutivos. A analgesia foi realizada com
dipirona (50mg/kg) SC a cada 12 horas durante sete dias consecutivos. A antibioticoterapia
profilatica foi realizada com enrofloxacina (5 mg/kg) SC, a cada 12 horas por sete dias
consecutivos. Na ferida cirtirgica foi realizada limpeza didria com solugdo fisiologica seguida

por aplicagdo de Rifamicina spray'!.

Ozonioterapia
O o0zdbnio utilizado foi produzido através de descargas elétricas obtidas pelo aparelho

portatil gerador de 0zonio'? imediatamente antes da sua aplica¢do (Figura 1).

19 Mononylon®, Ethicon, Brasil
! Rifocina Spray®
12 Modelo: Gerador Ozonic Portatil; Fabricante: Ozonic. Brasil
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Foram realizadas administragdes de ozbénio por via local e sistémica. Sendo as
aplicagdes locais realizadas ao redor da ferida cirtirgica por via subcutanea e as sist€émicas por
via intrarretal.

Para as aplicagdes subcutaneas (perilesional) foram utilizadas seringas de 10ml e
agulhas 45mmx13mm (Figura 2).

A aplicagdo do ozonio pela via intrarretal foi realizada com o auxilio de uma sonda
uretral n° 6 introduzida cerca de Scm através do esfincter anal, apos a aplicacdo de pomada
lubrificante!® na sonda. Em seguida, com a seringa carregada de gas ozonio do equipamento no
volume pré-determinado, o gas era administrado através do reto (Figura 3), sendo colocado
pressdo sobre o orificio anal durante a aplicagdo e ao finalizar a aplicagdo, por 20 segundos, de
modo a evitar o retorno do gas.

As aplicagdes de ozonio iniciaram apds 72 horas de pos-operatério. O protocolo
terapéutico adotado consistiu em dez aplicagdes subcutaneas perilesionais, realizadas a cada 48
horas, na concentragdo de 3 pg/ml sendo injetado um volume total de 8ml de gas ozodnio.
Também foram cinco aplicacdes intrarretais, a cada 24 horas na concentracdo de 11 pg /ml,

sendo injetado um volume total de 10ml por aplicagao.

13 Xylestesin® Gel 2%- Cloridrato de lidocaina
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Figura 1. Aparelho portatil gerador de gas ozdnio terapéutico, da marca Ozonic, utilizado para a
realizacdo das sessdes de ozonioterapia subcutinea e intrarretal nos coelhos pertencentes ao grupo
submetido a ozonioterapia ap0s osteotomia e osteossintese femoral.

Figura 2. Primeira aplicacdo local de gas ozdnio por via subcutanea (perilesional) utilizando
seringa de 10ml e agulha hipodérmica 45mmx13mm, 72 horas apds a cirurgia de osteotomia e
osteossintese femoral em coelho.
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Figura 3. Primeira aplicagdo sistémica de gas 0zonio por via intrarretal utilizando uma seringa
de 10ml com gés ozénio e com auxilio de uma sonda uretral n° 6 introduzida cerca de Scm
através do esfincter anal, 72 horas apos a cirurgia de osteotomia e osteossintese femoral em
coelho

Avaliacao clinica dos animais
A avaliacdo clinica dos animais foi realizada diariamente com inspe¢do da ferida
cirurgica, palpacao femoral para verificar a existéncia de reag@o inflamatoéria, instabilidade do
foco de fratura, hipotrofia muscular e sensibilidade dolorosa. A deambulagdo dos animais foi

observada para avaliar a presenga de alteracdo locomotora.

Avaliacio radiografica

Os exames radiograficos foram realizados no Setor de Diagnostico por Imagem do
Hospital Veterinario de Uberaba. O aparelho radiografico usado foi convencional/analégico
com revelagdo via processadora. A técnica radiografica utilizada foi de 200 mA com tempo de
10 milissegundos e KV 31 para as projecdes mediolateral e KV 33 para as projegdes
craniocaudal. Foi utilizado filme'* de tamanho 24cmx30cm para a revelagio das imagens.

Foram realizadas avaliagdes radiograficas no periodo pos-operatério imediato e aos 15,
30 e 45 dias, em todos os animais e aos 60, 75 e 90 dias em metade dos animais de cada grupo.
Nao foram realizadas as radiografias nos tempos 60, 75 e 90 dias de todos os animais pois
metade dos animais de cada grupo foram eutanasiados aos 45 dias pos-operatério para que fosse

realizada a avaliacao histoldgica.

14 ORTHO CP-GU FILME MEDICAL X-RAY da marca Agfa
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As imagens radiograficas foram analisadas de forma cega, por trés avaliadores
distintos os quais classificaram a evolug@o do processo de consolidacao 6ssea. Para isso foram
atribuidos escores para avaliar alinhamento, aparato, aposi¢do e atividade biologica. Os
critérios para inclusdo em cada escore foram adaptados de Yuehue e Friedman (1999) e estao

detalhados nas tabelas 1, 2, 3 e 4.

Tabela 1. Escore adaptado de Yuehue e Friedman (1999), utilizado na avaliacdo radiografica de alinhamento das
articulagdes adjacentes apds osteossintese para correcao de osteotomia experimental em fémur de coelhos.
Escore Especificacbes

1 Articulagdes adjacentes perfeitamente alinhadas

0 Perda do alinhamento das articulagdes adjacentes

Tabela 2. Escore adaptado de Yuehue e Friedman (1999), utilizado na avaliacdo radiografica de aparato
empregado em osteossintese para a corregdo de osteotomia experimental em fémur coelhos.
Escore Especificagcoes

3 Nenhuma alteracdo dos implantes e da sua fixacao

2 Uma alterag@o nos implantes ou na sua fixa¢do sem a necessidade de reintervencao
cirargica

1 Alteragdes nos implantes ou na sua fixacdo com a necessidade de reintervengéo
cirargica

0 Falha completa dos implantes ou da sua fixagao

Tabela 3. Escore adaptado de Yuehue e Friedman (1999), utilizado na avaliagdo radiografica de aposigdo dos
fragmentos apos osteossintese para a corregdo de osteotomia experimental em fémur coelhos.
Escore Especificacoes

4 Nao visibilizagdo da linha de fratura com fragmentos alinhados

3 Observagdo da linha de fratura com aposigdo completa dos fragmentos alinhados

2 Observagdo da linha de fratura com discreto desvio entre os fragmentos

1 Observagdo da linha de fratura evidente com discreto afastamento entre os fragmentos
0 Perda total da aposi¢ao dos fragmentos

Tabela 4. Escore adaptado de Yuehue e Friedman (1999), utilizado na avaliagdo radiografica de atividade
bioldgica apos osteossintese para a corre¢do de osteotomia experimental em fémur coelhos.

Categoria Escore Especificacoes

Reagdo periosteal 3-Exuberante Ultrapassa 60% do diametro do osso.
2-Moderado Entre 30 e 60% do didmetro do osso.
1-Discreto Menor que 30% do diametro do osso.

0-Ausente Nao existe reagao



Formagao de calo 6sseo

Formacao de ponte 6ssea

Presenca de linha de

osteotomia

Remodelagao

TOTAL

3-Exuberante

2-Moderado

1-Discreto

0-Ausente

3-Unido completa

2-Unido moderada

1-Unido discreta

0-Nao unido

3-Ausente

2-Pouco Definida

1-Reduzida

0-Completa
4-Total

3-Moderada avangada

2-Moderada inicial

1-Discreta

0-Ausente

Avaliacao histologica
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Longitudinalmente ultrapassa 60% do fragmento
0sseo e/ou transversalmente ¢ maior do que o
diametro do osso.

Longitudinalmente esta entre 30 e 60% do
fragmento 6sseo e/ou transversalmente esta entre
50 e 100% do didmetro do osso.
Longitudinalmente ¢ menor que 30% do
fragmento 6sseo e/ou transversalmente ¢ menor
que 50% do diametro do osso.

Nao existe formagao de calo 6sseo

O calo 6sseo esta completamente unido
bilateralmente

Visao de linha radioluscente parcial e pouco
definida

Visdo de linha radioluscente pouco definida
bilateralmente

Visao nitida de linha radioluscente bilateralmente

Unido completa do calo 6sseo e das corticais
Ponte completa do calo dsseo com presenga de
linha de osteotomia nas corticais

Unido unilateral do calo 6sseo sem unido das
corticais

Nao unido do calo dsseo e das corticais
Auséncia do calo 6sseo

Discreto calo 6sseo com radiopacidade similar ao
0sso e/ou visibilizagdo do canal medular
Discreto calo dsseo com radiopacidade
aumentada

Superficie do calo 6sseo regular

Calo 6sseo com superficie irregular

Seis animais de cada grupo foram avaliados aos 45 dias de pos-operatdrio e os outros

seis animais aos 90 dias de pos-operatorio.

A andlise histologica foi realizada apds a eutanasia dos animais. Para a realizacdo da

eutanasia foi aplicado o midazolam (2mg/kg) IM, a veia auricular marginal lateral foi
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cateterizada para a aplicagao de propofol (10mg/kg) IV e em seguida a aplicagdo de cloreto de
potassio 19,10% (100mg/kg) IV.

ApOs a eutanasia foi realizada a colheita dos fémures direitos e os mesmos foram fixados
em solucdo de formalina a 10% por dez dias consecutivos, em recipiente pléstico individual de
formato cilindrico com didmetro de aproximadamente 6,5cm e altura de aproximadamente
1 1cm, devidamente identificado. Apos a fixag@o foram retirados os implantes dos fémures, e as
epifises foram seccionadas e descartadas e os fragmentos centrais contendo a diafise foram
destinados a preparagdo para analise histoldgica.

Toda a preparacdo para a confec¢do das laminas histologicas foi realizada no
Laboratério de Biologia Celular e no Laboratdrio de Histologia da Universidade de Uberaba.

Os fragmentos 6sseos foram colocados em solucao aquosa de acido formicol0% v/v e
citrato de sodio 9% v/v para o processo de descalcificagdo, os quais permaneceram nessa
solugdo por 90 dias, sendo a solugdo trocada a cada 72 horas.

Apds a descalcificagdo os fragmentos 6sseos foram seccionados longitudinalmente
obtendo dois cortes colocados nos cassetes, identificados e processados pela técnica rotineira
de inclusdo em parafina. Cortes de 4um de espessura incluindo a regido do foco de fratura e
interface osso-implante foram obtidos no microtomo RM2145 da marca Leica e montados em
laminas de vidro. De cada bloco foram obtidas duas 1aminas que foram coradas pela técnica de
hematoxilina-eosina (HE) e analisadas a microscopia de luz.

Para a analise histoldgica foi realizado o escaneamento de todas as 1dminas através do
equipamento Aperio Scanscope AT- Leica. O escaneamento foi realizado na Rede de
Laboratorio Multiusuérios da Universidade de Uberlandia. A analise foi feita as cegas por um
unico profissional com experiéncia em avaliacdo de histologia de tecido dsseo.

Para a avaliacdo histomorfométrica foram selecionados dez campos por lamina no
aumento de 10 X, sendo seis campos no calo periosteal em toda sua extensdo distribuidos de
forma equidistantes, dois campos no calo endosteal e dois campos no calo interfragmentar, para
mensuracao da drea de tecido 0sseo e contagem de osteodcitos. Para isso foi utilizado o programa

Image J 1.52k, US National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA.

Analise estatistica
O delineamento foi inteiramente casualisado, fatorial 2 x 6 para as avaliagdes
radiograficas, com dois grupos de tratamento (controle e 0zonio) e seis tempos de avaliagdo

(15,30, 45, 60, 75 e 90 dias pos-operatdrio), e fatorial 2 x 2 para as avalia¢des histoldgicas com



30

dois grupos de tratamento (controle e 0zonio) e dois tempos de avaliagdo (45 e 90 dias de pos-
operatdrio). Para os dados ndo paramétricos referentes a escores de atividade biologica,
alinhamento, aparato e aposicao foram gerados graficos e calculadas as medianas e as distancias
interquartilicas. As medianas dos grupos (controle e 0zonio) foram comparadas em cada tempo
de avaliacdo pelo teste de Mann Whitney (por ndo ser pareado — coelhos diferentes). As
medianas do mesmo grupo foram comparadas no tempo pelo teste de Wilcoxon (por ser pareado
— mesmo coelho). Os dados paramétricos referentes a histomorfometria (area de neoformacao
ossea e nimero de ostedcitos) foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov
e Shapiro-WilkK e a andlise de varidncia. Foram calculadas as médias, desvio padrdo e
coeficientes de variacao de cada grupo em cada tempo. As médias foram comparadas pelo teste
T de Student. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA) adotado um nivel de 95% de confianga (p valor < 0,05 indica
diferenga significativa) (SAMPAIO, 2015).

RESULTADOS

Os animais se recuperaram bem no pos-operatorio e nao tiveram complicagdes que
pudessem comprometer o resultado do estudo. Dois animais do grupo submetido a
ozonioterapia tiveram morte subita alguns segundos apds a aplicagdo do ozonio. Outros dois
coelhos foram operados para substituir os que morreram, completando 12 animais por grupo.

Na analise radiografica, as imagens obtidas nas proje¢des craniocaudal e mediolateral
permitiram avaliar o alinhamento, aparato, aposicdo e atividade biologica. A técnica de fixagdo
com placa em ponte forneceu a estabilidade necessaria para a reparacao do tecido 6sseo de
forma indireta com a formagdo de calos periosteais, medulares e intercorticais. Foi observada
consolidacdo dssea clinica em todos os animais ao longo de 90 dias, com inicio do processo de
remodelagdo 6ssea (Figura 4, 5,6,7,8 ¢ 9).

Nao foi visibilizada falha dos implantes e perda da redu¢ao e do alinhamento ao longo
dos tempos de avaliagdao (Tabela 5). Embora a aposi¢ao nao tenha sido perfeita em alguns
animais (Figura 4) ela nao atrapalhou a reparacdo ossea (Tabela 5). Nao foram observadas
diferencas significativas entre as medianas dos escores de alinhamento, aparato e aposicao,

entre os grupos controle e 0zonio, nos tempos avaliados.
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A Controle

Ozo6nio

45 dias

90 dias

Figura 4 — Imagens radiograficas de fémures de coelhos submetidos a osteotomia e fixacdo
com placa e tratamento ou ndo com ozoOnio, avaliacdes poOs-operatdrias aos 45 e 90 dias.
Observar que a reparagdo dssea foi secundaria e que houve maior formagao de calo 6sseo no

grupo tratado com ozdnio (B).

Tabela 5: Medianas e distancias interquartilicas de escores de alinhamento, aparato e aposi¢ao
de fraturas experimentais em fémur de coelhos submetidos a osteossintese (C) e tratado com
ozonioterapia (O), obtidos por avaliagao radiografica aos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de pos-

operatorio.
Parametro Tempos de avaliagdo pos-operatdria em dias

avaliado 1 15 30 45 60 75 90
Alinhamento 1,002 1,00®4  1,00** 1,004 1,00** 1,004  1,00*
Controle (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00)
Alinhamento 1,004 1,00**  1,00**  1,00** 1,00 1,004  1,00*
Ozo6nio (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00)
Aparato 3,002 3,004 3,00%4  3,00°* 3,004 3,00** 3,009
Controle (0,00) (0,00) (0,00) (0,18) (0,00) (0,00) (0,00)
Aparato 3,002 3,004 3,00%4  3,00*4 3,00  3,00*4 3,008
Ozonio (0,00) (0,18) (0,25) (0,00) (0,006) (0,12) (0,00)
Aposicao 1,33%4 225 23324 pQ7eA 33384 333aA 333aA
Controle (1,00) (0,25) (047) (1,31) (0,79) (0,45) (0,81)
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Aposicdo 1,75%4  2,00°4 2,37 3,00 3,00 3253 3379
Oz6nio (1,000  (0,75)  (0,93) (1,000 (1,000  (1,25)  (0,87)

Medianas seguidas de letra minusculas iguais ndo diferem pelo teste de Wilcoxon (P>0,05).
Medianas seguidas de letra maitsculas iguais ndo diferem pelo teste de Mann Whitney (P>0,05).

As medianas e distancias interquartilicas de escores de reacdo periosteal foram zero em
todos os tempos de avaliagdo em ambos os grupos, ndo havendo diferencas significativas entre

os grupos (Figura 5).
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Figura 5: Dispersdo dos escores de reacdo periosteal em fraturas experimentais em fémur de
coelhos submetidos a osteossintese (C) e tratado com ozonioterapia (O), obtidos por avaliagao
radiografica aos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de pos-operatério. * Representa diferenga
significativa entre as medianas pelo teste de Mann Whitney (Grafico A) e pelo teste de
Wilcoxon (Gréficos B e C).

As medianas e distancias interquartilicas de escores de formagao de calo dsseo aos 0,
15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de pds-operatorio foram respectivamente: 0,00 (0,00), 1,71 (2,00),
1,88 (1,46), 1,50 (1,00), 2,25 (0,75), 2,25 (0,81) e 2,25 (0,63), no grupo controle e 0,00 (0,00),
2,00 (0,88), 2,25 (1,38), 2,13 (1,19), 2,13 (0,88), 2,13 (0,81) e 2,13 (0,81), no grupo o0zodnio.

Nao foram observadas diferencas significativas entre as medianas de formacdo de calo dsseo



33

dos grupos controle e 0zonio em nenhum dos tempos avaliados (Figura 6A). Por outro lado,
quando realizada comparagao dentro de um mesmo grupo, os escores de formagao de calo 6sseo
foram maiores (p<0,05) aos 15 dias pos-operatorio quando comparado ao dia 0 e aos 30 dias de

poOs-operatorio quando comparado ao dia 15 em ambos os grupos experimentais (Figura 6 B e

Q).
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Figura 6: Dispersdo dos escores de formacao de calo dsseo em fraturas experimentais em fémur
de coelhos submetidos a osteossintese (C) e tratado com ozonioterapia (O), obtidos por
avaliagdo radiografica aos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de pds-operatorio. * Representa
diferenca significativa entre as medianas pelo teste de Mann Whitney (Gréfico A) e pelo teste
de Wilcoxon (Graficos B e C).

As medianas e distancias interquartilicas de escores de ponte 6ssea aos 0, 15, 30, 45, 60,
75 € 90 dias de pos-operatdrio foram respectivamente: 0,00 (0,00), 1,00 (1,33), 1,83 (1,75), 2,13
(1,81), 2,75 (0,46), 3,00 (0,44) e 3,00 (0,13), no grupo controle ¢ 0,00 (0,00), 1,58 (0,63), 2,58
(0,94), 2,88 (0,83), 3,00 (0,25), 3,00 (0,25) e 3,00 (0,25) no grupo ozoénio. Nao foram
observadas diferencas significativas entre as medianas de ponte 6ssea dos grupos controle e

ozO6nio em nenhum dos tempos avaliados (Figura 7A). Foram observados aumentos
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significativos (p<0,05) dos escores de formagao de ponte 6sseo aos 15 e 30 dias de avaliagdo

em ambos os grupos experimentais (Figura 7 B e C).
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Figura 7: Dispersdo dos escores de formacdo de ponte Ossea em fraturas experimentais em
fémur de coelhos submetidos a osteossintese (C) e tratado com ozonioterapia (O), obtidos por
avalia¢do radiografica aos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de pos-operatorio. * Representa
diferenca significativa entre as medianas pelo teste de Mann Whitney (Grafico A) e pelo teste
de Wilcoxon (Gréficos B e C).

As medianas e distancias interquartilicas de escores de linha de osteotomia aos 0, 15,
30, 45, 60, 75 e 90 dias de pos-operatdrio foram respectivamente: 0,00 (0,00), 1,00 (0,75), 1,29
(1,25), 2,00 (1,25), 2,33 (0,50), 3,00 (0,81) e 2,88 (0,56) no grupo controle e 0,00 (0,00), 0,88
(0,63), 1,50 (0,69), 2,00 (0,63), 2,00 (0,88), 2,25 (0,69) e 2,38 (0,63) no grupo ozdnio. Nao
foram observadas diferencas significativas entre as medianas de linha de osteotomia dos grupos
controle e 0zonio em nenhum dos tempos avaliados (Figura 8 A). Foram observados aumentos
significativos (p<0,05) dos escores de linha de osteotomia aos 15, 30 e 45 dias de avaliagdo em

ambos os grupos experimentais (Figura 8B e C).
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Figura 8: Dispersdo dos escores de linha de osteotomia em fraturas experimentais em fémur
de coelhos submetidos a osteossintese (C) e tratado com ozonioterapia (O), obtidos por
avaliacdo radiografica aos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de pds-operatorio. * Representa
diferenca significativa entre as medianas pelo teste de Mann Whitney (Grafico A) e pelo teste
de Wilcoxon (Graficos B e C).

As medianas e distancias interquartilicas de escores de remodelagdo dssea aos 0, 15,
30, 45, 60, 75 e 90 dias de pds-operatdrio foram respectivamente: 0,00 (0,00), 0,00 (0,00), 0,00
(0,00), 0,00 (0,88), 0,50 (0,71), 0,50 (1,06) e 1,71 (1,25), no grupo controle e 0,00 (0,00), 0,00
(0,00), 0,00 (0,25), 0,25 (0,38), 0,75 (0,75), 1,00 (1,19) e 1,25 (1,38), no grupo ozonio. Nao
foram observadas diferencas significativas entre as medianas de remodelacdo dos grupos
controle e 0zoénio em nenhum dos tempos avaliados (Figura 9A). Foram observados aumentos
significativos (p<0,05) dos escores de remodelacdo aos 90 dias no grupo controle e aos 45 dias

no grupo ozonio (Figura 9B e C).
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Figura 9: Dispersdo dos escores de remodelacdo em fraturas experimentais em fémur de
coelhos submetidos a osteossintese (C) e tratado com ozonioterapia (O), obtidos por avaliagdo
radiografica aos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de pds-operatorio. * Representa diferenca
significativa entre as medianas pelo teste de Mann Whitney (p<0,05) (Grafico A) e pelo teste
de Wilcoxon (p<0,05) (Graficos B e C).

As medianas e distancias interquartilicas de escores de atividade biologica aos 0, 15,
30, 45, 60, 75 e 90 dias de pos-operatdrio foram respectivamente: 0,00 (0,00), 3,25 (4,25), 5,25
(4,50), 5,63 (4,75), 6,75 (1,88), 7,25 (2,56) e 8,25 (2,81), no grupo controle e 0,00 (0,00), 3,50
(5,19), 5,31 (7,44), 5,75 (8,19), 7,31 (8,88), 7,69 (9,50) e 7,75 (9,88), no grupo ozdnio. A
mediana do escore de atividade biologica do grupo ozonio foi significativamente superior
(p<0,05) a do grupo controle aos 30 dias de pds-operatério (Figura 10 A). Foram observados
aumentos significativos (p<0,05) dos escores de atividade bioldgica aos 15 e 30 dias no grupo

controle e aos 15, 30 e 45 dias no grupo ozonio (Figura 10 B e C).
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Figura 10: Dispersao dos escores de atividade bioldgica de fraturas experimentais em fémur
de coelhos submetidos a osteossintese (C) e tratado com ozonioterapia (O), obtidos por
avalia¢do radiogréafica aos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de pos-operatdrio. * Representa
diferenca significativa entre as medianas pelo teste de Mann Whitney (Grafico A) e pelo teste
de Wilcoxon (Gréficos B e C).

A avaliacdo histolégica realizada aos 45 e 90 dias de pds-operatério mostrou
regeneragdo Ossea secunddria com a formacdo de calos dsseos periosteal, interfragmentar e
endosteal composto por 0sso esponjoso em ambos 0s grupos experimentais. O tecido dsseo
neoformado no grupo controle era composto predominantemente por trabéculas de espessura
intermediaria recobertas por osteoblastos e repleta de ostedcitos (Figura 11 A). No grupo
0z0nio, o 0sso neoformado era composto predominantemente por trabéculas espessas recoberta
por osteoblastos volumosos e repleta de ostedcitos ativos em lacunas alargadas (Figura 11 B).

Nao foi observado infiltrado inflamatério em nenhum dos animais de ambos os grupos.
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Figura 11- Fotografia de corte histologico do osso neoformado no calo 6sseo de fraturas
experimentais criadas em terco médio de diafise de fémur de coelhos, coradas com
hematoxilina-eosina e avaliadas em aumento 10X. (A) grupo controle ¢ (B) tratados com
0z0nio, 45 e 90 dias pds-operatorio. Régua: 200pm

As médias e desvio padrdo da area de osso neoformado aos 45 ¢ 90 dias de pods-
operatorio foram respectivamente: 17,08x10° (4,05x10%) e 14,25x10° (3,10x10%), no grupo
controle, e 24,15x10° (4,23x10%) e 18,20x10° (1,90x10%) no grupo ozdnio. Verificou-se as areas
de neoformacdo oOssea significativamente (p<0,05) maiores no grupo ozdénio quando
comparadas do grupo controle aos 45 ¢ 90 dias de pds-operatorio. Também foi observada
redugdo significativa (p<0,05) na 4rea de osso neoformado no grupo 0zonio aos 90 dias quando

comparada aos 45 dias de pos-operatorio (Figura 12).
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Figura 12. Média e desvio padrido da area 6ssea no calo 6sseo de fraturas experimentais em
fémur de coelhos submetidos a osteossintese (C) e tratado com ozonioterapia (O), obtidos por
avaliagdo histologica aos 45 e 90 dias de pds-operatorio. *Representa diferenga significativa
pelo teste T de Student (p>0,05).

As médias e desvio padrao do numero de ostedcitos no osso neoformado aos 45 ¢ 90
dias de pés-operatorio foram respectivamente: 19,14x10? (5,31x10%) e 10,86x10% (2,37x10?),
no grupo controle, e 26,17x10% (8,48x10%) e 14,92x10? (1,56x10°) no grupo ozodnio. Verificou-
se numero de ostedcitos significativamente (p<0,05) maior no grupo ozoénio quando

comparadas do grupo controle aos 90 dias de pds-operatorio (Figura 13).
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Figura 13: Média e desvio padrdao do niimero de ostedcitos no calo 6sseo de fraturas
experimentais em fémur de coelhos submetidos a osteossintese (C) e tratado com ozonioterapia
(O), obtidos por avaliacao histologica aos 45 e 90 dias de pds-operatorio. *Representa diferenca
significativa pelo teste T de Student (p>0,05).
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DISCUSSAO

A escolha de ozonioterapia entre as demais terapias complementares no tratamento de
fraturas foi devido ao fato de haver poucas contraindicagdes, como por exemplo, em pacientes
com quadro de anemia grave e hipotireoidismo e efeitos adversos minimos, os quais ndo sao
relatados na medicina veterinaria (HADDAD,2009). Outro requisito que torna a ozonioterapia
uma escolha promissora € o seu baixo custo de investimento e sua facilidade de aplicagao. Essa
ultima caracteristica foi facilmente perceptivel durante as sessdes de ozonioterapia realizadas
no presente estudo. A aplicagcdo ¢ rapida, pratica e com baixo custo de materiais utilizados.
Também foi observado que os animais quase ndo demonstraram desconforto com as aplicagdes
local (perilesional) e sistémica (intrarretal). Nao ha estudos sobre a ozonioterapia na ortopedia
veterinaria, € poucos sao os estudos na ortopedia humana, sendo assim ¢ esperado que com esse
estudo haja mais interesse em novas pesquisas sobre a ozonioterapia na area de ortopedia
veterinaria.

A defini¢do da dose utilizada no presente estudo foi determinada com a intengdo de
respeitar o intervalo de concentracdo entre 1 a 20 pg /ml sem alcangar os limites inferior e
superior recomendado. Nao ha ainda uma padronizacdo da concentracdo e dose a ser utilizada
nas aplicacdes de 0zonio na medicina veterinaria. O que se sabe € que ha um intervalo
terapéutico, variando de 1 a 100 pg/ml, de concentracdo terap€utica que pode ser utilizada, e
que o efeito do 0zénio no organismo ¢ dose dependente (ZULLYT et al., 2018).

As concentragdes utilizadas ficaram entre 1 a 20 pg /ml, sendo injetado 8ml de 0zonio
na concentragdo de 3 pg/ml nas aplicagdes subcutaneas e 10ml de 0zonio na concentragao de
11 pg /ml nas aplicacOes intrarretais. E segundo a literatura o efeito alcangado com essa
concentracdo ¢ de imunomodulacdo. O efeito imunomodulador ¢é resultado da interacdo das
espécies reativas de oxigénio e produtos de oxidagdo lipidica com os leucécitos promovendo a
producao de citocinas e interleucinas (ZULLYT et al., 2018).

A dose do ozonio total € equivalente ao volume de gas (ml) multiplicado pela
concentragdo de ozdnio (pg /ml). Os pacientes do presente estudo chegaram a receber 134 pug
de ozdnio quando as aplicagdes intrarretal e perilesional coincidiram, considerado um peso
médio de 2,5 kg os animais receberam cerca de 53,6 ug/kg de peso vivo, em sua dose maxima,
sendo a dose minima de 9,6 pg/kg de peso vivo.

Concentragdes dentro do intervalo terapéutico de 1 -20 pg /ml também foram utilizadas
em estudos com ratos neonatos para avaliar o efeito da ozonioterapia no controle de lesdes

cerebrais (ROSSETO, 2020), nesse estudo foi utilizado concentracdo de 5 pg /ml. Uma
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pesquisa com humanos, para comparar a aplicagdo de ozonio intra-articular com placebo em
osteoartrite do joelho, utilizou-se concentracao de 20 pg /ml (LOPES et al, 2017).

Conceitualmente concentragdes inferiores a 10 pug /ml de ozonio sdo ineficientes para
alcancar efeitos positivos do 0zénio no organismo pois o gas ¢ imediatamente neutralizado
pelos antioxidantes sanguineos e por isso ndo atinge seu efeito terapéutico (SAGAIL; BOCCI
2011). Com base nos resultados encontrados, a aplicagdo do 0zonio na concentragdo de 3 pug
/ml por via subcutanea se mostrou eficaz, uma vez que nem sempre coincidiu a aplicagao
perilesional com a aplicagdo intrarretal. No entanto pode-se hipotetizar que a aplicagdo
intrarretal causou um efeito sinérgico com a aplicacdo subcutdnea, uma vez que nao foi
utilizado somente a concentragao perilesional.

Mesmo utilizando concentragdes recomendadas pela literatura, e preconizando utilizar
doses nao proximas ao limite superior foi possivel observar efeitos adversos em dois animais
do estudo que tiveram morte subita ap6s a aplicagdo do ozonio. Isso mostra que a dose segura
para coelhos ainda nao foi definida e que embora a literatura consultada ndo tenha relatado, a
ozonioterapia pode sim levar & morte subita. Os efeitos adversos da ozonioterapia sdo raros, €
os danos ja documentados estdo relacionados a inalacdo do gis e que pode provocar rinite,
irritagdo respiratéria e nauseas. Em humanos ja foram registradas quatro mortes por embolia
pulmonar apds administragao por via endovenosa (BOCCI, 2004; NOGALES et al., 2008).

A determinagdo das vias de administragdo se baseou na praticidade de aplicagao,
mecanismo de acdo e doenca a ser estudada. A via subcutanea peri-lesional € utilizada para se
obter agdo anti-inflamatodria, analgésica e de regeneracdo tecidual (Zullyt ez al., 2018). Acredita-
se que ao realizar a aplicacdo local, nesse caso a aplicagdo perilesional, pode haver um efeito
direto no local de acdo, e que isso pode ocasionar a otimizagdo da interacdo do ozonio com
compostos organicos como plasma e linfa. Na administracdo do ozonio por via intrarretal as
células na parede intestinal absorvem o O; através do aumento de pressao retal, o gas reage com
as membranas das células da mucosa intestinal, em seguida os produtos das reagdes sao
absorvidos pelo limen intestinal que passam para a via sanguinea (BOCCI et al., 2009). A
aplicacdo retal proporciona um efeito sist€émico mais acelerado e imediato em todo o corpo
(BOCCI, 20006).

Quando ha a formacdo dos produtos da interagdo do 0zdnio com os compostos
organicos (perdxido de hidrogénio e produtos de oxidacao lipidica) estes estimulam a liberagao
de interleucinas. As interleucinas auxiliam na quimiotaxia atraindo os leucdcitos da circulagao

para os tecidos lesionados através dos vasos sanguineos (NOGALES et al., 2008).
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A atividade biologica pode ser avaliada por meio de analise de escores radiograficos.
Essa avaliacdo so6 € possivel em reparagdes dsseas secundarias que envolve a formagdo de calo
osseo. E todo o processo de reparagcdo 0ssea secundaria inicia com um processo inflamatorio
decorrente do trauma o6sseo (GREEN et al., 2005). O escore de atividade bioldgica
significativamente maior no grupo ozonio aos 30 dias comparado ao grupo controle pode ser
devido a agdo imunomoduladora e imunoestimulante causada pelo ozdnio, mas levanta a
questdo se o O3 ndo possa agir diretamente nas células envolvidas no processo de reparacao
como osteoblastos e células osteoprogenitoras.

Toda reacdo inflamatdria ¢ mediada por uma série de eventos interligados que envolve
principalmente o aumento no fluxo sanguineo, o envolvimento de diferentes tipos celulares
como, neutrofilos e macréfagos e secrecdo de citocinas. A agdo prolongada e cronica de
citocinas inflamatorias resulta em um efeito desfavoravel na reparagao 6ssea. Portanto quando
ha uma ag¢do das citocinas de forma regulada apds uma lesdo aguda favorece a regeneracao
ossea (GERSTENFELD et al., 2003). O ozdnio quando entra em contato com o organismo ¢
rapidamente oxidado e pode resultar em peroxido de hidrogénio, e quando essa espécie reativa
de oxigénio interage com leucocitos promove a producdo de interferon e interleucinas e
estimula o sistema imune inato com a ativa¢ao de neutréfilos e liberagdo de citocinas de uma
forma moderada a fim de ajudar as células a sobreviverem a uma lesao (BOCCI, 2006). As
acoes imunoestimulante e imunomoduladora provocadas pelo ozonio podem ter otimizado a
atividade bioldgica dos animais que receberam o 0zonio.

A area de osso neoformado significativamente maior aos 45 e 90 dias no grupo o0zonio
quando comparado ao grupo controle pode estar relacionada a acdo oxigenante do ozénio que
proporcionou uma otimiza¢do na osteogénese. A redugdo significativa da area Ossea
neoformada aos 90 dias comparada aos 45 dias do grupo ozonio provavelmente se deve ao
processo de remodelacdo Ossea. Apesar de ndo haver diferencas estatisticas no escore de
remodelagdo entre os grupos, foi possivel avaliar diante das radiografias o processo de
remodelagdo. A remodelacao 6ssea ocorre quando ha agdo dos osteoclastos, principalmente, em
remover o calo 6sseo e os resquiscios de matriz cartilaginosa. Todo o processo de reparacao
Ossea esta diretamente relacionado com a angiogénese e posterior osteogénese (CROCI et al,
2003; PELISSIER et al., 2004). O o0zdnio estimula o aumento dos niveis de TGF-} que atua na
remodelagdo tecidual, esse efeito também pode ter colaborado para que a remodelagdo dssea
ocorresse mais rapido nos animais do grupo ozénio (MANOTO; MAEPA; MOTAUNG,
2018).Para que haja osso neoformado na reparagdo de fratura ¢ imprescindivel que se obtenha

o processo de angiog€nese e obten¢do de suprimento sanguineo. Pois € através dessa
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revascularizacdo que ocorrera o transporte de nutrientes essenciais para o desenvolvimento da
osteogénese (CROCI et al., 2003). O ozdnio quando reage com os eritrocitos pode alterar a
glicolise e com isso otimizar a formacgao de energia e transporte de oxigénio para o interior das
células favorecendo a oxigenacao tissular (BOCCI, 2004). A caracteristica oxigenante atribuido
ao ozonio, pode ter melhorado a circulagdo sanguinea através dos capilares e aumentado a
capacidade de absor¢do e distribuicao do sangue provocando melhoria da microcirculacao e
oxigenacao tecidual e assim ter otimizado a formagdo de area de tecido 6sseo neoformado nos
pacientes que receberam o 0zonio.

Resultado semelhante foi encontrado por Erdemci et al, (2014), ao avaliar o efeito do
0z0nio sistémico e topico na reparagdo do osso alveolar apds extragdo dentaria em ratos por
meio de avaliagdo histomorfométrica. Esse estudo mostrou que o ozonio € capaz de melhorar a
reparagao Ossea em lesdes causadas por extragdo dentdria em ratos, € nesse caso houve
otimizacdo na reparacdo Ossea aumentando a formagdo de novos vasos sanguineos e a
mineralizagdo de trabéculas dsseas.

A contagem de ostedcitos significativamente maior no grupo ozonio aos 90 dias
comparado ao grupo controle pode estar relacionado ao potencial angiogénico do ozonio.

A contagem de osteodcitos no foco de fratura permitiu avaliar o efeito do 0zonio em
uma das células mais importantes na reparagdo Ossea e diretamente relacionada a producao de
matriz 6ssea. O tecido 6sseo € composto por quatro tipos de células principais: osteoblastos,
osteocitos, osteoclastos e células osteoprogenitoras. No desenvolvimento do tecido 6sseo
ocorre a acao dos osteoblastos secretando matriz 6ssea. Conforme a matriz ostedide € secretada
ao redor do osteoblasto e se torna mais rigida, os osteoblastos amadurecem e se tornam
osteocitos. Os osteocitos sao células de maior populacao no o0sso e possuem capacidade limitada
para produzir e/ou absorver a matriz 6ssea ao redor da lacuna. A absor¢do da matriz dssea
também pode ser executada pelos osteoclastos que também exercem a fungdo de remodelagao
Ossea através da atividade osteoblastica (ANDIA et al., 2006; AKERS e DENBOW, 2008). A
acdo angiogénica do ozdénio pode ter otimizado a revascularizagdo e com isso pode ter
promovido maior transporte de ostedcitos para o sitio de agdo, que ¢ o foco da fratura, nos
pacientes que receberam o 0zOnio, mas ndo se pode descartar uma agdo direta do ozonio em
outras células envolvidas no processo de reparagdo Ossea.

A maior area de tecido 0sseo assim como a maior contagem de ostedcitos nos animais
do grupo o0zdnio mostra que a ozonioterapia aumentou a osteogénese no foco de fratura,
promovendo a otimiza¢do da reparacdo da fratura. Esses efeitos podem ser decorrentes da

otimizacao da perfusdo tecidual devido a maior oxigenagdo causada pelo efeito do ozonio.
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A correlagdo dos resultados radiograficos e histoldgicos mostra concordancia, uma vez
que a maior atividade bioldgica observada na analise radiografica aos 30 dias, foi acompanhada
de maior namero de osteocitos e maior area de tecido 6sseo neoformado aos 45 dias, no grupo
0zb6nio quando comparado ao grupo controle. Outro ponto a ser ressaltado foi o processo de
remodelagdo com diminui¢do da area neoformada aos 90 dias quando comparada aos 45 dias
no grupo ozonio, e essa remodelacdo foi observada nas avalia¢des radiograficas e histologicas.

O presente estudo também teve suas limitacdes. A causa da morte dos dois animais
logo apos a aplicagdo do ozonio nao foi elucidada. Além disso, poderia ter sido investigados
outros marcadores de reparacdo Ossea, citocinas e fatores de crescimento potencialmente
envolvidos no processo da reparagdo da fratura, bem como se o ozdnio interferiu na produgao
dessas substancias.

Com o presente estudo foi possivel observar que o 0zOnio possuiu caracteristicas
benéficas para ser utilizado como tratamento adjuvante na reparagdo de fraturas, porém ainda
ha muito a se esclarecer sobre a ozonioterapia, como definicdo de doses e vias seguras de
aplicagdo para cada espécie, os mecanismos envolvidos direta ou indiretamente nessa terapia.

A ozonioterapia ¢ uma terapia complementar de 6timo custo beneficio e se for melhor
esclarecida quanto as suas concentracdes, efeitos colaterais ¢ mecanismo de a¢ao podera trazer

inimeros beneficios na medicina veterinaria
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CONCLUSAO

Nas condi¢des em que o estudo foi realizado conclui-se que o ozdnio favorece a
reparagao de fraturas por meio do aumento do nimero de ostedcitos e da produgdo de matriz

ossea extracelular.
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ANEXO 1 - COMITE DE ETICA

<

U nIUbe Comité de Etica em Experimentacio Animal

Oficio CEEA-062/2019 Uberaba, 05 de agosto de 2019.

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 011/2019 relative aoc projeto inhtulado“Efeito da ozonioterapia
na reparacio de fraturas experimentais em fémur de coelhos™que tem como responsavel Prof.
Endrige Gabellini Leonel Alves, esta de acordo com os Principios Eticos da Expenimentacio
Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA/UNIUBE) regido pela
lein® 11.794/08.

CERTIFICATE

We hereby certify that the protocel n® 011/2019 related to the project entitled “Ozonetherapy
effect in repairing experimental femoral fractures in rabbit”, under the supervision of Prof.
Endrige Gabellini Leonel Alves, 15 in agreement with the Ethical Prnciples m Animal
Expenmentation, adopted by the Ethics Committee in Amimal Expenmentation (CEEA/TUNIUBE)
according to the law n® 11.794/08.

Atenciosamente,

£

Profa. Joely Ferveira Figueiredo Bittar
Coordenadora do CEEA-UNIUBE



