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RESUMO

Introducéo: Os Bisfosfonatos (BF) sdo medicamentos indicados com sucesso para
terapia antirreabsortiva em doencas como osteoporose e metastases 0sseas de
tumores malignos. Como efeito adverso, os BF estdo associados a osteonecroses
0sseas, agora chamadas de Osteonecrose relacionada a medicamentos (MRONJ). A
ozonioterapia (OZT), é um tratamento baseado na molécula de ozénio (O3) e sua agéo
oxidativa e bioestimulante, tem atuacdo comprovada para diversas condi¢cdes de
saude-doenca. Objetivo: Avaliar a acdo da OZT sistémica, via insuflacdo retal, em
ratos submetidos a inducdo de MRONJ, por andalise clinica e
histopatolégica. Métodos: 44 ratos albinos Wistar, divididos em 4 grupos que
receberam BF e OZT combinados ou isoladamente foram comparados aos grupos
controle, sem medicacdo e sem terapia. Cada grupo teve como controle interno, o
lado da mandibula sem exodontia. A osteonecrose foi induzida com a injecao
intraperitoneal de Acido Zoledrénico (AZ), ZOMETA® 4 mg/ 100 ml, Novartis, na dose
de 66 pg/kg de peso, por oito semanas. A exodontia do primeiro molar inferior
esquerdo foi realizada na quarta semana de administracdo da droga. A OZT foi
realizada por insuflacdo de gas ozonizado na concentracdo 20 pug/ml com volume de
5 ml, via retal, duas vezes por semana, iniciando na semana anterior a primeira dose
de AZ e seguindo até o fim do periodo da medicacdo. Foi realizada eutanasia de todos
0S animais no mesmo momento, 8 semanas apds a exodontia. As pecas foram
inspecionadas clinicamente e depois processadas e coradas em HE.
Resultados: Nos grupos experimentais (ZOZ e ZST) as alteracbes foram
encontradas apenas no lado onde foi realizada exodontia. As alteragbes observadas
foram osteonecrose e sequestros 0sseos, além de necrose pulpar do segundo molar
e lacunas vazias no cemento celular. Nos grupos controle (COZ e CST) nédo houve
osteonecrose. No entanto, no lado em que foi realizada a exodontia foram
encontradas necrose pulpar do segundo molar e lacunas vazias no cemento celular.
Conclusao: Nao foi observada diferenca no padrédo de necrose entre oS grupos
experimentais (ZOZ e ZST), assim, a OZT ndo demonstrou efeito preventivo ou
curativo na MRONJ. Nos quatros grupos, experimentais e controles, no lado da

exodontia, houve necrose pulpar necrose do cemento no dente contiguo.

Palavras-chave: Osteonecrose associada a medicamentos; Ozonioterapia; Modelo

animal.



ABSTRACT

Introduction: Bisphosphonates (BF) are successful drugs for antireabsorption therapy
in diseases such as osteoporosis and bone metastases of malignant tumors. As an
adverse effect, BF are associated with bone osteonecrosis, now called Medication-
Related Osteonecrisis of the Jaw (MRONJ). Ozone therapy (OZT), is a treatment
based on the ozone molecule (O3) and its oxidative and biostimulating action, has
proven performance for various health-disease conditions. Objective: To evaluate the
systemic OZT action, via rectal insufflation, in rats submitted to MRONJ induction, by
clinical and histopathological analysis. Methods: 44 Wistar albino rats, divided into 4
groups receiving bisphosphonates, combined or alone, were compared to the control
groups, without medication and without OZT. Each group had internal control, the side
of the jaw without dental extraction. Osteonecrosis was induced by intraperitoneal
injection of Zoledronic Acid (ZA), ZOMETA® 4 mg / 100 ml, Novartis, at a dose of 66
pa/kg of body weight for eight weeks. The dental extraction of the lower left first molar
was performed in the fourth week of drug administration. OZT was performed by
injecting ozonated gas at the 20 ug / ml volume 5 ml rectally twice weekly, starting the
week before the first dose of ZA and continuing until the end of the medication period.
All animals were euthanized at the same time, 8 weeks after the dental extraction. The
pieces were clinically inspected and then processed and stained in HE. Results: In
the experimental groups (ZOZ and ZST) the alterations were only found on the side
where the extraction was performed. The alterations observed were osteonecrosis and
bone sequestration, as well as pulp necrosis of the second molar and empty lacunae
in the cellular cementum. In the control groups (COZ and CST) there was no
osteonecrosis. However, in the side where the exodontia was performed, pulp necrosis
of the second molar and empty lacunae in the cellular cementum were found.
Conclusion: There was no difference in the necrosis pattern between the
experimental groups (ZOZ and ZST), thus, ozone therapy did not demonstrate a
preventive or curative effect on MRONJ. In the four groups, experimental and controls,
on the side of the exodontia, there was necrosis pulp necrosis of the cementum in the
contiguous tooth.

Key-words: Medication-related osteoncrosis of the jaw; Ozone therapy; Animal model.
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1. INTRODUCAO

1.1 BIOLOGIA OSSEA

O o0sso é um tecido conjuntivo mineralizado, exerce uma série de importantes
funcdes como locomocéo, suporte e protecdo de tecidos moles, fonte de calcio e
fosfato e abriga a medula 6ssea. E tecido dinAmico, apresenta constante
remodelacao, ou seja, formacao e reabsorcéo, processo importante para crescimento,
reparo de lesdes, adaptacdo além de homeostase do célcio. A biologia 6ssea é
orquestrada basicamente por quatro células, osteoblastos, células do periésteo,

ostedcitos e osteoclastos (1,2).

Os osteoblastos sao células cuboidais que se dispdem ao longo da superficie
responsaveis pela formacao déssea, sdo sintetizadoras de proteinas, possuem rico
reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi proeminente, que secretam
matriz organica osteb6ide que se mineraliza e formard o tecido dsseo (3;4).
Osteoblastos em fase madura se dispdem ao decorrer da superficie 6ssea, formando
um revestimento, com formato achatado e citoplasma estende-se sobre a superficie
0ssea, e pouco reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi sdo encontrados,
onde nem secrecdo nem reabsorcdo Ossea ocorre. Algumas dessas células
apresentam processos que penetram em canaliculos e ha ligac&o entre os ostedcitos.
As células do periésteo podem diferenciar-se em osteoblastos formadores de matriz
0ssea, dependendo da demanda e estado fisiologico (5, apud Miller 1989)

Os ostedcitos formam a maior parte das células ésseas, com tempo de vida de
aproximadamente 25 anos (6), diferentemente dos osteoblastos e osteoclastos que
sao definidos de acordo com suas funcdes de formacao e reabsorcao 0ssea, essas
células foram definidas por décadas de acordo com a sua localizagdo, com o avanco
da tecnologia, onde pode-se isolar a célula (7). Encontram-se dentro de lacunas
rodeados de tecido 6sseo mineralizado, de morfologia dendritica (6,8). Descrito como
osteoblasto diferenciado, que a medida que secretam matriz 6ssea, ficam
incorporados dentro da mesma. O numero de organelas sintetizadoras e excretoras
de proteinas é reduzidas, a relagdo nucleo-citoplasma aumenta. A célula possui
processos que se projetam dentro do tecido 0sseo, através de canaliculos que se

comunicam com as lacunas, formando o sistema lacunocanalicular que, interligado a
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outros sistemas, distribuem oxigénio e suprimentos nutricionais. Além disso, a

apoptose de ostedcitos € um sinal para reabsorcéo 6ssea pelos osteoclastos (3,9).

Tem sido descrito a funcdo do ostedcito na biologia éssea, a carga mecéanica
estimula a célula a produzir fatores que exercem agao anabdlica, como prostaglandina
2 (PGE2), prostaciclina (PGI2), 6xido nitrico (NO), e fatos de crescimento de insulina
1 (IGF-1). Por outro lado, a descarga 6ssea regula negativamente fatores anabolicos
e estimula ostedcitos a produzir esclerosina e Dickkopf-1 (DKK-1), que sé&o inibidores
da acdo dos osteoblastos, assim como fator especifico que estimula a

osteoclastogenese local (10-17).

Os osteoclastos sao células diferenciadas multinucleadas, originadas de
células hematopoiéticas que se diferenciam por diversos sinalizadores, dentre eles,
fator estimulante de colénias de macréfagos (M-CSF), secretado por progenitores
0sseos e osteoblastos, ligante de ativador de receptor do fator kappa-B nuclear
(RANKL), secretado por osteoblastos e ostedcitos (18). Por outro lado, outro fator
denominado osteoprotegerina (OPG), que é secretada por varias células, incluindo,
osteoblastos, células mesenquimais e fibroblastos gengivais e do ligamento
periodontal, liga-se ao RANKL, inibindo a interacio RANK/RANKL e
consequentemente a diferenciagdo de osteoclastos (19).

Além disso, ha evidéncias que os osteoclastos desenvolvem diversas outras
funcdes, como producao de fatores denominados “clastocinas”, que controlam a agao
de osteoblastos durante o ciclo de remodelacédo 6ssea. Outra acao discutida é sobre
a regulacéo de células tronco hematopoiéticas. Tais evidéncias mostram que a célula
nao apenas age sobre a reabsorcdo 6ssea, como também é fonte de citocinas que

influenciam a atividade de outras células (20)

A matriz 6ssea constitui uma complexa e organizada estrutura o que fornece
suporte e exerce papel essencial na homeostase 6ssea. Tendo em vista que apenas
a perda de massa 0ssea ¢€ insuficiente como causa de fraturas 0sseas (21), o tecido
€ capaz de liberar moléculas que interferem na atividade das células ésseas e,
consequentemente, participam da remodelacdo O0ssea (22). o coldgeno apresenta

importante funcdo na estrutura e funcao do tecido (23).

O microambiente do tecido 6sseo fornece um local atrativo para metastases,

pois € uma rica fonte de fatores de crescimento e interagdes entre 0 0sso e células
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neoplasicas, resultando em um chamado “ciclo vicioso da metastase 6ssea”, onde ha
um aumento da reabsorcéo induzida pelas células cancerosas que desencadeiam a
liberacdo de fatores de crescimento e crescimento tumoral (24). Processo que pode
ser modificado e melhorado com o uso de substancias que inibem a destruicdo 6ssea
como os Bisfosfonatoss, tal habilidade, além de reduzir a carga tumoral no 0sso,
desenvolvida em estudos pré-clinicos, o que levou ao desenvolvimento de estudos
que examinaram os beneficios em potencial na terapia precoce ou adjuvante para

reduzir ou retardar metastases 6sseas de neoplasias malignas (25).

1.2 BISFOSFONATQOS
1.2.1 Histoérico

Os Bisfosfonatos (BF) sdo farmacos analogos sintéticos dos pirofosfatos,
moléculas inibidoras de calcificacdo ectdpica, encontrados no plasma, urina e saliva.
Inicialmente chamados de Difosfonatos, desenvolvidos e estudados como inibidor
fisiolégico de calcificacdo em tecidos moles, como aorta e rins, e regulador da
homeostase do célcio. Relata-se que os primeiros pirofosfatos sintéticos foram
sintetizados nos anos 1800, porém, apenas nos ultimos 40 anos tem sido usado em
desordens do metabolismo do céalcio. Foram primeiramente usados como inibidores
de corrosédo, agentes na industria téxtil e fertilizantes 6leo industrial. Nomeados como
“amaciantes de agua” (“water softeners”) pois tinha a capacidade de capturar o calcio

presente na agua e a habilidade de inibir a precipitacdo de carbonato de calcio (26).

Devido seu efeito na formacao e destruicdo de tecidos mineralizados sugeriu-
se seu uso doencas 60sseas por faléncia renal (27). Estudos primarios realizados in
vitro mostraram o retardo da dissolugcéo de cristais de hidroxiapatita e no mesmo
estudo, sua acao in vivo mostrou inibicdo da reabsorcao éssea em ratos, sugerindo
imobilizagdo de osteoporose (28,29). A partir de estudos como esses, 0S
medicamentos a base de difosfonatos e pirofosfatos foram amplamente estudados e

utilizados em doencas 6sseas.

Chapuy, Meunier, Alexandre e Vignon et al. (30) descreveram o0 uso da
medicacgéo para hipercalcemia causada por reabsorcdo 6ssea devida a metastase de
tumores malignos, anteriormente, os mesmos autores descreveram 0 uso da

medicacdo na Doenca de Paget (31). Em 1986, Pollard e Luckert, estudaram o uso



12

da associacao de Diclorometano Difosfonato e Piroxicam em metastases de neoplasia

de prostata em ratos, controlando o crescimento tumoral e destruicdo 6ssea (32).

O termo Bisfosfonato foi inicialmente usado em estudos preliminares que
evidenciaram a reducdo da hipercalcemia em pacientes com metastases 0sseas,

indicando que a droga poderia controlar a ostedlise causada por essa condicao (33).

Com o desenvolvimento de novos farmacos da classe, com
superioridade quando comparados a quimioterapia, hormonioterapia ou placebo
(25,34)

1.2.2 Estrutura quimica dos BF e mecanismos de acao

Os BF séo analogos sintéticos dos Pirofosfatos, onde um atomo de oxigénio é
substituido por um de carbono ligado a dois grupos fosfatos (P-C-P). Tal estrutura é
ligado a duas cadeias radicais, que variam de acordo com as diferentes drogas da
classe. A estabilidade quimica, resisténcia enzimatica ou hidrélise 4cida gerada pela
substituicdo do atomo de oxigénio pelo de carbono da a molécula resisténcia a
degradacéo bioldgica (26)

A afinidade aos cristais de hidroxiapatita e a coordenacdo entre 0s grupos
fosfatos e os ions de célcio d4 aos BF alta especificidade ao tecido 6sseo. A alta
concentracdo de célcio e fésforo na estrutura supramolecular do tecido 6sseo, séao
caracteristicas Unicas que criam um sitio alvo para uma ligacéo especifica com os BF.
A exposicdo de cristais de hidroxiapatita durante a remodelagdo 0ssea aumenta a
capacidade de drogas especificas para tecidos mineralizados a localizar areas com
alto turn-over associado a doenca. Drogas como os BF tem como vantagem a uma
ligacao forte e especifica a tais tecidos por tais caracteristicas (35).

A capacidade de ligacdo aos cristais de hidroxiapatita € permitida e varia de
acordo com as estruturas das cadeias laterais, que variam de acordo com o BF, a
presenca de hidroxila nas cadeias aumenta a afinidade da molécula ao célcio devido
a habilidade de quelacdo dos ions de calcio (26)

As variadas moléculas de BF sdo caracterizadas pelas cadeias laterais, e tem
sido estudadas de acordo com a necessidade de ligacdo e afinidade aos cristais de
hidroxiapatita (37)
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Os BF nao nitrogenados induzem a apoptose, via conversdo anabdlica da
molécula em analogo da adenosina tri-fosfato (ATP), interrompendo inimeras vias
ATP-dependentes. Os BF nitrogenados inibem a farnesil pirofosfato sintase (FPPS),
que é essencial para a criacdo de FPP nas vias do mevalonato. Essa via é essencial
para prenilacéo, e entédo localizacdo de GTPases na célula, necessaria para o trafego
de proteinas e funcionamento normal da célula (37).

Os BF inibem a reabsorgéo 6ssea por apoptose dos osteoclastos. A molécula
é interiorizada pelas células, por meio de endocitose, durante a reabsorcao 6ssea
juntamente com calcio e outros produtos da degradacéo 6ssea. Contraditoriamente, €
descrito que os BF podem prolongar a vida dos osteoclastos e retardar a apoptose
aumentando o numero de células e formacédo de células gigantes multinucleadas,
porém, apesar da maior contagem dessas células, ha a diminui¢cdo de biomarcadores

e aumento da densidade Ossea (38).

1.2.3 Farmacologia dos BF

Podem ser administrados tanto oralmente quanto intravenosa, S&o pouco
absorvidos em humanos, por apresentaram pouca biodisponibilidade nas formas
orais, a maioria é apresentada na forma intravenosa (39).

Os BF nao sédo metabolizados em subprodutos ativos, e derivados da droga
nao sao encontrados na urina, sua transformacao acontece intracelular, em derivados
de ATP, como mostrado anteriormente. Sua biodisponibilidade em forma oral é
extremamente baixa, caracteristicamente abaixo de 1% para a maioria, podendo
chegar acima de 4% em poucos (26).

O mecanismo de absorcéo intestinal € por meio de transporte paracelular, os
BF sdo moléculas altamente carregadas, e moléculas transporadoras ndo foram
descritas. A absorcao é reforcada por EDTA, efeito atribuido a quelagéo de célcio, o
gue abre as juncdes entre as células da mucosa intestinal (40).

S&do conhecidos por serem potencialmente toxicos aos rins, principal via de

eliminagdo da droga (26).
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1.2.4 BF e Cancer

Os BF foram utilizados, primeramente, em doencas 0sseas, COmMoO
osteoporose e Doenca de Paget, aumentando a densidade 6ssea e reduzindo, em
aproximadamente 40%, fraturas patolégicas de quadril vertebrais e ndo-vertebrais,
com poucos efeitos adversos (26).

Comecou a ser utilizado como adjuvante no tratamento de doenca éssea
associada a cancer, reduzindo dores e complicacfes 6sseas, primeiramente em casos
de Mieloma Multiplo (41,42,43). Além de reducédo de dores e complicacBes Osseas, é
usado como terapéutica para metastases 0sseas de diversas neoplasias malignas,

inclusive na reducao do tumor em alguns casos (35).

1.2.5 Efeitos Adversos

Mesmo com a inibicdo das vias ATP-dependentes, os BF ndo sdao
metabolizados e apresentam relativa seguranca e poucos efeitos adversos, em
adicdo, a ligacédo especifica, acdo em osteoclastos e mecanismos antirreabsortivos,
as terapias com BF estimularam diversos usos e terapias clinicas (26).

A alta especificidade e intima ligacdo ao tecido 6ésseo demonstra que a
molécula se mantém aderida ao tecido, € discutido o efeito em altas doses e uso
continuo a longo prazo, porém, desde que ndo haja efeito de absorcdo 6ssea, a
molécula permanece inativa, isso sugere que dentro de uma faixa terapéutica, existe
um peqgueno risco de diminuicdo do turn-over 6sseo, o que poderia levar a uma maior
fragilidade (26). E importante demonstrar que a dose total de administracio da droga
é fator determinante para seus efeitos. Estudos com uso de Ibandronato (44) e
Zolendronato (45), em ambos 0s casos 0 mesmo nivel de inibicdo de reabsorcao
O0ssea foram documentadas, desde que seja em baixa frequéncia e dose.

Outro efeito descrito para BF nitrogenados é uma resposta aguda, induzindo
febre baixa transitéria e ocorre predominantemente a primeira exposicao as drogas,
especialmente em via intravenosa, devido a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias
(46).



15

1.2.6 Osteonecrose Associada ao Uso de BF

Como mostrado anteriormente, estas drogas sdo bem toleradas, dificilmente
induzem efeitos clinicos adversos significativos, sendo mais comuns sintomas
gastrointestinais para BF orais, creatinina sérica elevada, febre baixa transitoria,
artralgias e aumento da dor 6ssea no caso das drogas injetaveis. Além da reducéo do
aparecimento de metastases de 0sso, 0s beneficios do uso dessas drogas sao

prevencao de fraturas patologicas, reducéo da dor, melhora da qualidade de vida (47).

Entretanto, torna-se cada vez mais frequente, a descricdo de necrose dos
O0sseas como complicacdes potencialmente graves do uso prolongado de BF. Marx
em 2003, em uma carta ao editor alertou sobre osteonecrose (ON) em mandibula e
maxila em pacientes que fizeram uso de Pamidronato e Zolendronato, tendo como
primeiro relato associando os medicamentos com tal condicdo, e publicando

posteriormente, em 2005, uma série de casos relatando tais condi¢es. (48,49)

Foi primeiramente descrita, pela American Society for Bone and Mineral
Research (ASBMR), como BRONJ, sigla em inglés Bisphosphonate-Related
Osteonecrosis of the Jaw. Caracterizada como “Area de exposigdo dssea em regido
maxilofacial, que ndo se cura em até 8 semanas, depois de identificada pela equipe
de saude, em paciente que recebeu ou foi exposto a BF e, que ndo tenha recebido
radiacdo na regido”. A Academia Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais
(AAOMS) em 2014 atualizou a definicdo, relacionando-a com medicagdes
antirreabsortivas como Denosumabe ou antiangiogénicos e, associando fistula intra
ou extra-oral, além de ndo haver histérico de radiacdo nem metastase 6ssea na
regido, dando outra denominacao a condicdo: Medication-Related Osteonecrosis of
the Jaw (MRONJ). Acrescenta-se também a descri¢cao, presenca ou ndo de Ulcera,

intra ou extra-oral, e de sequestro 6sseo (47).

N&o é conhecido o mecanismo pelo qual tais drogas causam MRONJ, mas é
evidente seu papel na inducéo de alteracbes na remodelacao 6ssea fisiologica, 0 0sso
torna-se hipovascularizado e hipocelular e hipéxico (50). Enquanto que outro estudo
demonstrou evidéncias do papel da inflamacéo local na iniciacdo da ON, ligando sinais
clinicos de extensdo da ON ao numero de células inflamatérias (51). O medicamento

inibe a proliferacdo de células da mucosa bucal e alteram o processo de reparo (52).
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Hipoteses propostas que tentam explicar a localizacdo mais frequente de MRONJ a
maxila e mandibula, incluindo caraceristicas de remodelacéo 6ssea alterada, inibicao
de angiogénese , microtraumas constante , a supressdo da imunidade inata ou
adquirida, toxicidade do tecido mole aos BF, inflamacgéo ou infec¢do. A condigéo pode
ocorrer espontaneamente, na presenca de doenca periodontal ou ap6s um trauma,

como uma exodontia, por exemplo (46).

Inflamacao ou infecgao tem sido considerada um componente importante de
MRONJ. Estudos anteriores identificaram bactérias, especialmente espécies de
Actinomyces, em biopsias de 0sso necrotico removidos de pacientes com MRONJ
(53). A presenca de bactérias levou estudos a avaliarem a possibilidade de um
biofilme complexo em 0sso exposto (54). Estudos tém identificado em associa¢cdo com
bactérias fungos e virus, o que pode requerer terapias mais sofisticadas para
combater o multibiofilme associado a ON (55). A variacdo do pH resulta em acéo sobre
0 crescimento e atividade de osteoclastos tratados com BF, avaliado em cultura com
discos de dentina, a contagem de osteoclastos foi significativamente reduzida pelo
tratamento com Zoledronato Alendronato ao pH 7.0, mostrando que as medicacdes
em doses terapéuticas tem efeito adverso na viabilidade e atividade reabsortiva de
osteoclastos quando o pH local é reduzido, esses achados sugerem que a infeccdo
local, como em infec¢des periodontais, periapicais e peri-implatares, pode ser um fator
chave na cascata de desenvolvimento da MRONJ (56).

A incidéncia de MRONJ é maior em pacientes oncolégicos, que usam altas e
frequentes doses de BF de 1 a 15%, na populacdo com osteoporose, a indidéncia
relatada é de 0,001 a 0,01%, enquanto na populacao geral € menor que 0,001% (49).

Diversos foram os tratamentos preconizados para a condi¢cdo, mas 0s mais
descritos sdo o controle sistémico de dor e infec¢do e tratamentos cirdrgicos, como
desbridamento ou resseccdo do osso necrotico dependendo do estagio da MRONJ
(46). Sao descritos como tratamentos auxiliares a Oxigenoterapia hiperbarica (57),
concentrado autdlogo de plaquetas (58) e ozonioterapia (59).

A MRONJ, apesar de néo ser frequente, mostra-se como importante evento
adverso do uso de BF. O Cirurgido-Dentista, como parte de equipe multiprofissional,
tem o papel importante na prevencdo da condicdo, como acbes de cuidados

odontologicos e na manutencdo do cuidado com a higiene e consequentemente,
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saude bucal, além de mostrar-se capaz para o controle da doencga, minimizando a do

e desconforto. (60)

1.3 OZONIOTERAPIA

O Ozbnio (O3) € um gas encontrado naturalmente na atmosfera, como produto
de poluicdo atmosférica e radiacdo solar, composto por trés atomos de oxigénio,
enquanto a molécula de oxigénio, mais estavel, € composta por dois 4&tomos (61).
Martin Van Maurum (1750-1837) descreveu O3 como “um cheiro de material elétrico”,
e o0 primeiro relato de O3 foi com Homero no século 1X a.C. quando relatou odor de
remanescente de enxofre dos raios de Zeus. E um gas altamente instavel que se
decompde em oxigénio a temperatura ambiente, tem coloracdo azul em sua forma

liquida, com ponto de ebulicdo -111,9°C (62)

Descoberto por Schoenbein em 1834, enquanto trabalhava com correntes
voltaicas, notou a formacdo de um gas descrito como "cheiro elétrico e pungente”,
batizando-o de ozein, referente ao verbo grego “cheirar’, que poderia ser um “oxigénio
super-reativo”, relatava ndo somente como um poderoso oxidante, mas também
desinfetante. E obtido artificialmente através de descarga elétrica ao oxigénio,
também é descrita a obtenc¢do por radiacao UV (62,63).

Pelas suas caracteristicas altamente reativas, foi amplamente utilizado na
industria, tratamento de agua para consumo humano ou aquicultura, com o avango no
desenvolvimento de geradores de O3, sua aplicabilidade ficou ainda maior, sendo

também usado na conservacéo e estocagem de alimentos (64,63,65,66).

Foi primeiramente usado na atencdo a saude em 1856 para desinfeccao de
centros cirargicos e esterilizacdo de instrumentais. Um dos primeiros relatos de uso
médico foi para o tratamento de feridas gangrenosas durante a Primeira Guerra
Mundial, foi usado com boa resolutividade para e desinfeccdo de agua. Wehrli e
Steinbarth em 1954 foram os primeiros a descreverem a exposicdo de oxigénio
combinado com irradiacdo ultravioleta ao sangue humano, porém, Wolf em 1974,
desenvolveu uma técnica simples de exposicdo do sangue a mistura de oxigénio-
oz6nio, nascendo a Auto-hemoterapia ozonizada. O uso médico ficou muito tempo
descreditado e até proibido, devido ao uso indiscriminado e técnicas sem

comprovacgédo, feitos por pessoas sem embasamento e de forma clandestina,
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passando a ter seu estudo aprofundado e ampliado ao final do século XX. A ideia de
uso em tratamento meédico foi estimulada pela falta de antimicrobianos e pela
capacidade desinfetante do O3. No entanto um dentista suigo, EA Fisch, foi o primeiro
a usar em sua prética, tratando pulpite gangrenosa, estimulando a publicacdo de seus
resultados (61,63).

Desde entdo a Ozonioterapia (OZT) é descrita como tratamento para diversas
condi¢des, como em doencas arteriais periféricas complicadas por Ulceras cronicas,
como diabetes (67), necroses Osseas, osteomielite refrataria (58) e fasceite

necrotizante (68) por exemplo.

A OZT tem mostrado aumento dos beneficios dos tratamentos cirlrgicos e
farmacoldgicos de ON quando administrada como um gas antes e apés o tratamento
odontologico em pacientes com Mieloma Mdltiplo que desenvolveram tal efeito
durante o tratamento com BF (69). Zanardi et al (70), mostraram bons e promissores
resultados no tratamento de feridas cutaneas e mucosas infectadas com dleo
ozonizado, desenvolvendo cura rapida de tais lesdes. Ripamonti et al(59) observaram
bons resultados do uso tépico de 6leo ozonizado para o tratamento de necroses
0sseas associadas a medicacfes. Em baixas concentracfes apresenta propriedades
de reparacéo tecidual e, em altas, bactericida (61).

O termo “pré-condicionamento” com O3 refere-se a administracdo de doses
atoxicas e repetidas do gas ozonizado, que proporciona uma adaptacdo ao stress
oxidativo, que € um dos processos iniciadores das necroses ésseas. A adaptacdo
ocorre através da inducdo de enzimas ou por ativacdo de vias metabdlicas que
mantém um equilibrio, tais como a inducdo da enzima superoxido dismutase (SOD),

aumento de niveis de glutationa (GSH) e reducéo da peroxidacao (71).

O desequilibrio entre a presenca de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
habilidade do organismo de remover essas proxidos reativos e radicais livres, tem sido
reportadas em pacientes com cancer em sua maioria em estados avancados e
metastaticos, assim como é descrito a producdo de ERO na acdo dos BF e no
desenvolvimento de MRONJ (73-77).

Tal pré-condicionamento provou ser Gtil na inibicdo da inflamacéo e apoptose,
e em melhorar o estado antioxidante durante a isquemia / reperfusao e nefrotoxicidade

induzida pela cisplatina (78)



19

Em ensaio laboratorial com ratos, desenvolvido por Frascino et al (79),
verificou-se a acdo da agua ozonizada no processo de reparo 0sseo em ratos
hiperglicémicos, e concluiram que, independentemente do nivel glicémico dos ratos,
a terapia aumentou o nimero de vasos sanguineos e o recrutamento de osteoclastos
no local de reparo. Em estudo laboratorial onde foram extraidos incisivos centrais de
ratos, e estes foram submetidos a OZT sistémica e topica, os resultados mostraram
reparo pos-operatério acelerado em relacdo ao grupo controle que nao recebeu a
terapia (80).

Diante da potencial de gravidade da MRONJ e pela escassez de formas de
tratamento ou prevencdo e poucos estudos laboratoriais em modelo animal
associando formas de tratamento e prevencao de MRONJ, o presente trabalho tem

objetivo de estudar a acdo da OZT sistémica em ratos submetidos a terapia com BF.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar a acado de OZT sistémica em ON induzida por BF (AZ), em modelo

animal experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da administracdo de BF em mandibula de ratos;

e Avaliar um modelo animal de ON por AZ;

e Avaliar os efeitos possiveis efeitos profilaticos do condicionamento oxidativo da
OZT previamente ao desenvolvimento de ON;

¢ Analisar, clinicamente e prospectivamente, o comportamento dos tecidos
bucais apds a terapia medicamentosa e OZT

e Comparar, por meio de analise histopatoldgica, as caracteristicas morfolégicas

do tecido 6sseo mandibular apds a exposicdo ao AZ e OZT
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3. METODOS

Este estudo laboratorial em modelo animal experimental foi aprovado pelo
Comiss&o de Etica de Uso Animal da Universidade de Brasilia (CEUA-UnB), Protocolo
n.° 34/2017.

3.1 AMOSTRA E ALOJAMENTO

A amostra deste estudo foi composta por 44 animais, Rattus norvergicus
albinus (Wistar), machos, com idade de aproximadamente 60 dias e peso de médio
de 240g. Os animais foram adquiridos no Biotério Central da Universidade Federal de
Goias e, durante o experimento, mantidos no Biotério de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia e climatizados por doze
das antes do inicio do experimento. Os animais foram distribuidos, de forma aleat6ria
simples, em 4 ou 3 animais, de forma que cada subgrupo contenha 11 ratos, por
caixas de polipropileno com tampa zincada, mantidos em ciclo claro/escuro de 12h,

em temperatura média de 23°+ 2°C e com acesso a racdo e agua ad libitum.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os 44 ratos foram divididos em dois grupos com 22 animais cada: Grupo AZ
(2) e Grupo Controle (C), e cada um subdividido em dois subgrupos com 11 animais
cada, onde um foi testado Ozonioterapia (OZ) e outro ndo recebeu tratamento (ST),

conforme a tabela demonstrativa.

Tabela 1- Distribuicdo dos ratos e grupos

Ac. Zoledronico Controle Soro 44 ratos
(22) Fisiol. (SF) (22)
Ozonioterapia (G1) ZOZ 11 ratos (G3) COZ 11 ratos
Sem tratamento (G2) ZST 11 ratos (G4) CST 11 ratos

Os animais dos Grupos ZOZ e ZST foram submetidos a terapia com AZ
(ZOMETA® 4 mg/ 100 ml, Novartis), via injecéo intraperitoneal, na dose de 66 pg/kg
de peso do animal, uma vez por semana, por 8 semanas. Ja os Grupos Controle, COZ
e CST submetido apenas a injecao de soro fisiologico, via intraperitoneal, com volume

semelhante ao aplicado de AZ. Foram extraidos o primeiro molar inferior esquerdo de
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todos os animais, na quarta semana de terapia medicamentosa, como fator traumatico

iniciador da ON. Esse protocolo foi adotado e adaptado de Zandi et al (81).

3.3 OZONIOTERAPIA
Foi avaliada a possivel acdo da OZT sobre o condicionamento oxidativo, a
terapia foi administrada previamente ao surgimento da MRONJ e durante o provavel

desenvolvimento da condigéo.

Apos o periodo de 13 dias de adaptacdo dos animas ao biotério, foi iniciada a
OZT, Grupos ZOZ e COZ, por aplicacdo da mistura gasosa de Oxigénio/Ozbnio
(02/03), via insuflagéo retal, conforme metodologia utilizada por Fernandez et al (82),
na concentracao de 20 pg/ml e volume 5 ml, duas vezes por semana, durante nove
semanas, iniciando na semana anterior do inicio da administracdo de AZ ou soro
fisiol6égico e seguindo concomitante a medicacao a fim de avaliar possiveis efeitos

profilaticos.

A mistura gasosa de 02/03, obtida por meio de gerador de O3 medicinal
Philozon, modelo MedPlus (Registro na Anvisa 80472910001), produzida a partir de
oxigénio medicinal (99,5% de pureza), com pressao de entrada estabilizada.

Imediatamente apds a obtencéo de volume de 5 ml da mistura gasosa, que foi
colhida por intermédio de seringa plastica tipo Luer siliconizada e feita insuflacéo retal,
por meio da utlizacdo cénula de aspiracdo de silicone, a qual sera inserida

aproximadamente 4,0 cm no reto do animal com auxilio de gel lubrificante.

3.4 EXODONTIAS

Coincidindo com a quarta administracdo de AZ, todos os ratos foram
submetidos a extracdo do primeiro molar inferior esquerdo. Apds sedacédo e anestesia
dos ratos com cloridrato de Ketamina 10% e com Xylazina 2% (doses de 75 mg/kg e
10mg/kg respectivamente) via intraperitoneal. Os animais mantidos sob decubito
dorsal na mesa operatoria e seus membros imobilizados com fita adesiva, a boca dos
animais foi aberta com auxilio de fio ortodéntico de ac¢o, adaptados nos incisivos e a
lingua afastada com fio de sutura de nylon 4-0. ApGs antissepsia extra oral com
Clorexidina 4% né&o alcéolica e intraoral com Clorexidina 0,12% também néo alcodlica,

o dente foi luxado, com movimentos mésio-distal e oclusal, com o instrumental
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Hollemback 3S ou cureta de Molt e removido do alvéolo com pinga hemostatica,
seguido por inspecado visual e sutura simples do tecido mole com fio de sutura

reabsorvivel de Poligalactina 4-0.

Foi administrado Dipirona Sddica 500 mg na dose de 300 mg/kg via sub-
dérmica, imediatamente as extracfes, apds 6 horas e por 2 injeces diarias nos dois

dias seguintes.

Os procedimentos para realizar as exodontias e medicacfes estéo ilustrados

na figura 1.
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Figura 1 - Procedimento cirdrgico. (A) Anestesia. (B) Fixacdo do animal a mesa cirlrgica. (C)
Antissepsia extraoral. (D) Antissepsia intraoral. (E) Luxacdo dentaria. (F) Sutura do tecido mole
gengival. (G) Detalhe do dente removido.
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3.5 EXAMES CLINICOS

Durante a evolucéo clinica foram realizados exames fisicos rotineiros dos
animais, observando os possiveis sinais clinicos de ON como fistula extra oral, além
de sinais de perda de peso, comportamento, estado geral, mudanca de coloracao de

mucosas e perda de pelos.

3.6 EUTANASIA

Todos os animais, foram submetidos a eutanasia por hipdxia em camara de
gés carbdnico 8 semanas apods a exodontia coincidindo com 4 semanas apos a ultima
administracdo do BF, no Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia. As cabecas foram guilhotinadas, as mandibulas
serdo dissecadas e fixadas em solugéo de Formol 10% tamponado durante. Foram

avaliados sinais clinicos de ON, exposi¢cdo 6ssea e fistula.



26

Figura 2- Eutanasia e inspecéo fisica. (A) Camara de CO2. (B) Guilhotina. (C) Instrumental para a
dissecag¢do da mandibula. (D) Inspecao clinica, observa-se pequena exposicao 6ssea associada a
resto radicular (seta). (E) Mandibula dissecada. (F) Detalhe da peca dissecada, notar pequena
exposicdo 0ssea (seta branca).
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3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apés o periodo de 72 horas de fixacdo em Formol 10% tamponado, das
mandibulas, foram removidos excessos de tecido mole, lavados com solugdo tampéao
por mais 48 horas, composta por agua destilada, fosfato de sodio dibésico anidro.
Apos esse periodo foi iniciada a desmineralizacdo da peca com solucédo de EDTA 4%,
trocada trés vezes por semana e as amostras mantidas sob agitacdo constante de 60
RPM e temperatura 30°C, até a desmineralizacdo completa evidenciada em exame
fisico. O processo durou 48 dias. Ap0s as pegas serem desmineralizadas, e removidos
0s excessos de tecidos mineralizado fora da area de interesse, dentes e processo
alveolar, as pecas foram mantidas em alcool 70% processamento e coloracdo em

Hematoxilina e Eosina.

Em analise histopatoldgica inicial, foram avaliados os seguintes achados:
presenca de biofilme, infiltrado inflamatorio, reabsorcdo dentaria ou cementaria,
reabsorcdo 6ssea, polpa dentaria, células do tecido 6sseo, sinais de necrose 6ssea,

como lacunas de ostedcitos vazias e formacao de sequestro.
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5. RESULTADOS

5.1 PERDAS

Durante o experimento foram perdidos 8 animais. Cinco animais eram fémeas
e foram excluidas, pois estavam em gaiolas junto com machos e teriam a possibilidade
de reproducdo. Houve 3 mortes de animais, uma por possivel infeccdo de sistema
auditivo e/ou neuroldgico, causando desorientacdo do animal. Duas mortes foram por

complicacBes pOs-operatorias.

Tabela 2- Distribuicao de perdas

20z ZST COZ CST Total
Fémeas excluidas 3 1 1 5
Eutanasia por outros motivos* 1 1
Complicacdes pOs-operatoérias 1 1 2
Total de perdas 2 3 2 1 8
Total remanescente 9 8 9 10 36

*Provavel infeccédo do Sistema Nervoso Central

5.2 ANALISE CLINICA
Em analise clinica apds a eutanasia, foram avaliados sinais de ON, como
exposicdo Ossea e fistula, além de outros achados, como resto radicular decorrente

da exodontia, descritas na tabela a seguir.

Tabela 3- Distribuicdo de achados em exame fisico no momento da eutanasia

G120z G2ZST G3COZ G4CST

Exposicao 6ssea 3 0 0 0
Fistula extra oral

Resto radicular

Fratura de segundo molar
Total

N~ ©O ~ O
o O M~ O
w O w O
A B, W O

O total de achados clinicos de ON, como fistula e exposi¢ao 6ssea foi de 3 para
0 grupo ZOZ e 0 para o grupo ZST, os demais grupos COZ e CST nao apresentaram
tais sinais. Tais exposi¢cdes 0sseas visualizadas no grupo ZOZ foi associada a resto

radicular.
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5.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA

No grupo ZOZ, animais que receberam BF e OZT, ao lado esquerdo que
realizou-se exodontia, foram notados os seguintes achados histopatoldgicos: lacunas
de ostedcitos vazias indicando necrose 0ssea em grande extensdo, formacdo de
sequestros 6sseos, focos de abscesso, infiltrado inflamatdério restrito as areas em que
se viam os restos radiculares, resultantes da exodontia do primeiro molar e biofilme
aderido ao tecido dentario e sequestros, nas areas de reabsorcao alveolar, lacunas
de Howship preenchidas com osteoclastos, osteoclastos ndo aderidos ao tecido
0sseo. Reabsorcdes dentarias externas foram visualizadas em pequenas areas de
cemento, por vezes atingindo a dentina. Nao foram mensuradas as areas atingidas
pela reabsorcdo. No dente contiguo a exodontia, o segundo molar, foram visualizadas
alteracdes teciduais significativas, compativeis com necrose pulpar e necrose
cementaria. Esta ultima, por questfes conceituais, foi descrita como esvaziamento de

cementdcitos nas lacunas (cementoplastos).

No lado direito do mesmo grupo, sem extracdo dentaria, nos cortes
examinados, a analise microscopica revelou a integridade dos tecidos epiteliais e
mineralizados (osso alveolar e tecidos odontogénicos), polpa dentaria e cemento
vitais. Discretos focos de infiltrado inflamatoério mononuclear, de intensidade leve,
foram observados. As reabsorcdes dentarias, principalmente no cemento, foram

visualizadas especialmente as do tipo reparada ou inativa.

No grupo experimental com BF e sem OZT (ZST) foram encontrados padrdes
semelhantes ao grupo ZOZ, com adi¢do de indicativo de reparo tecidual, tecido de
granulacdo para o lado com exodontia. Cabe destacar que a area de tecido de
granulacéo era muito pequena, podendo significar um achado inespecifico. De forma
semelhante observou-se a integridade tecidual como nos animais do grupo ZOZ sem

exodontia.

Arquétipos semelhantes foram observados nos grupos controle, COZ e CST,
para as mandibulas onde foram realizadas exodontias. Nestes cortes foram
observadas necroses pulpares e cementaria, discretos sinais de necrose 0ssea (areas
onde se encontravam trés ou quatro lacunas de ostedcitos vazias), infiltrado
inflamatorio discreto e focal, e, pequenas areas onde se via a formacéo de tecido de

granulacdo. Em pequenos e reduzidos focos havia reabsor¢céo de cemento.
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Nos lados sem extracdo nos grupos controle observou-se integridade dos
tecidos, sem alteracdes de padréo da normalidade. Uma aparente maior compactacéo
do tecido 6sseo foi observada no lado sem exodontia do grupo COZ. Na polpa havia
muitos vasos hiperémicos e congestos, assim como no tecido conjuntivo periapical e
em ambas os lados das mandibulas no grupo CST. O resumo com 0S principais
achados histopatoldgicos estédo elencados na Tabela 4, as frequéncia numeradas na

tabela 5, e ilustrados nas figuras 3 a 8.

Foram analisados os principais achados histopatolégicos dos grupos com uso
de BF e controle, sem medicacdo, comparando os subgrupos que receberam ou néo
a OZT a fim de avaliar possivel efeito da terapia. Adotou-se o valor P menor que 0,05
como estatisticamente significante. Foi feito o teste exato de Fisher em virtude do
tamanho dos grupos e numero de variaveis. Os resultados obtidos mostram que a
OZT ndo mostrou qualquer acdo sobre o desenvolvimento de osteonecrose,
inflamagé&o ou sobre os demais tecidos, tendo em vista que nenhum valor P foi menor

que 0,05. A andlise estatistica da acdo da OZT esté disposta na tabela 6.
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Tabela 4- Sintese dos principais achados histopatol6gicos por grupo

Grupo
Z0Z

ZST

CcOZz

CST

Resumo dos achados histopatolégicos

Sem exodontia: integridade dos tecidos 0sseo e dentaios, polpas
dentérias vitais, sem sinais de necrose 6ssea, reabsorcdo cementarial
inativa ou reparada e eventuais focos inflamatorios mononucleares.

Com exodontia: biofilme, necrose 6ssea, extensas areas com lacunas de
ostedcitos vazias, formacado de sequestros, necrose cementaria, necrose
pulpar, focos de infiltrado inflamatério misto, de moderado a intenso
associados aos restos radiculares, bem como os eventuais focos de
abscesso e intensa reabsorcao do osso alveolar.

Sem exodontia: integridade e normalidade dos tecidos 0sseos e
odontogénicos, e pouquissimos focos inflamatérios mononucleares.

Com exodontia: biofilme, necrose 6ssea (muitas areas com lacunas de
ostedcitos vazias), formacéo de sequestros, necrose cementaria, necrose
pulpar, pequena area de abscesso pulpar, infiltrado inflamatério misto, de
moderado a intenso, esparsos focos de abscesso no tecido conjuntivo
contiguo a extracao, osteoclastos ndo aderidos e intensa reabsorcao do
osso alveolar. Em pequenas areas foi possivel observar tecido de
granulacao.

Sem exodontia: integridade dos tecidos, polpas dentarias vitais, sem
sinais de necrose 0ssea aparentemente, 0SSO mais compacto em relacao
aos grupos anteriores.

Com exodontia: biofilmes, necrose pulpar, necrose cementéria, discreto
sinal de necrose Ossea (areas com trés ou quatro osteoplastos vazios),
tecido de granulacdo em pequena area e infiltrado inflamatério discreto.
Sem exodontia: integridade dos tecidos pulpares e 6sseos, sem sinais de
necrose 0ssea, eventuais focos inflamatorios mononucleares e hiperemia
dos vasos pulpares e periapicais.

Com exodontia: biofilmes aderidos aos fragmentos dos restos radiculares
necrose pulpar, cementaria e discretos sinais de necrose éssea, bem

como infiltrado inflamatério mononuclear discreto.
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Grupo Osteonecrose Sinais ON Sequestro
707 | 6 (66%) 4 (44%) 5 (55%)
7ST 3 (43%) 2 (28%) 2 (28%)
coz 0 3 (33%) 0
CST 1(0,9%) 2 (18%) 1(0,9%)

Grupo Necrose pulpar Necrose cemento Reabsorcdo do cemento
707 4 (44%) 4 (44%) 7 (77%)
7ST 4 (57%) 4 (57%) 3 (43%)
coz | 5 (55%) 4 (44%) 1(11%)
cST | 10 (91%) 3 (37%) 1(0,9%)

Grupo Inflamacdo Abscesso Biofilme
707 \ 7 (77%) 2 (22%) 8 (88%)
7ST \ 3 (43%) 0 3 (43%)
coz | 4 (44%) 0 5 (55%)
cST | 9 (82%) 1(0,9%) 5 (45%)



Tabela 6 - Analise da acao da Ozonioterapia (OZT) sobre a frequéncia dos principais achados
histopatolégicos com analise estatistica

Grupos Grupo BF P-valor
Com OZT (Z0Z) Sem OZT (ZST)
Sim N&o Sim N&o
Presencade | 6 (46,2%) 3(23,1%) 3(23,1%) 1 (7,7%) p =1,000
osteonecrose
Sinaisde | 4(30,7%) 5(38,5%) 3(23,1%) 1 (7,7%) p =0,559
osteonecrose
Presencade | 5(38,5%) 4 (30,7%) 2 (15,4%) 2 (15,4%) p = 1,000
sequestro
0sseo
Necrose | 4(26,7%) 5 (33,3%) 4 (26,7%) 2 (13,3%) p = 0,608
pulpar
Necrose | 4(26,7%) 5 (33,3%) 4 (26,7%) 2 (13,3%) p = 0,608
cemento
Inflamacado | 7 (46,7%) 2 (13,3%) 3 (20%) 3 (20%) p=0,328
Abscesso | 2 (13,3%) 7 (46,7%) 0 6 (40%) p =0,485
Biofilme | 8 (53,3%) 1 (6,7%) 3 (20%) 3 (20%) p=0,235
Reabsorcdo | 7 (46,7%) 2 (13,3%) 3 (20%) 3 (20%) p =0,328
cemento




Continuacao da tabela 6

Grupos

Presenca de

osteonecrose

Sinais de

osteonecrose

Presenca de
sequestro

6sseo

Necrose

pulpar

Necrose

cemento

Inflamacéo

Abscesso

Biofilme

Reabsorcéo
cemento

Grupos controle, sem BF

Com OZT (COZ)

Sim

3 (17,6%)

5 (25,0%)

4 (20,0%)

4 (20,0%)

5 (25,0%)

1 (5,0%)

Néao

8 (50,0%)

5 (29,4%)

9 (45,0%)

4 (20,0%)

5 (25,0%)

5 (25,0%)

9 (45,0%)

4 (20,0%)

8 (40,0%)

Sem OZT (CST)

Sim Nao

1(6,3%) 7 (43,7%)

2(11,8%) 7 (41,2%)

1(5%) 10 (50,0%)

10 1 (5%)
(50,0%)

3(15,0%) 8 (40,0%)

9 (45,0%) 2 (10,0%)

1(5%) 10 (50,0%)

5(25,0%) 6 (30,0%)

2 (10,0%) 9 (45,0%)

P-valor

p = 1,000

p=0,619

p = 1,000

p=0,127

p = 0,642

p = 0,159

p = 1,000

p =1,000

p = 1,000
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Figura 3 Grupo ZOZ, lado com extracdo. Necrose 0ssea, lacunas vazias (setas brancas), 20X (A) e
40X (B). Sequestro 6sseo (C) 20X e 40X (D). Necrose pulpar (seta branca) e lacunas de cementdcitos
vazias (setas pretas) 10X (E) e 40X (F). Reabsorcao cementaria (setas brancas) 10X (G) e 20X (H).
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Figura 4- Grupo ZOZ lado sem exodontia. Integridade dos tecidos dentarios (seta cinza), sseo (seta
preta) e polpa vital (seta branca) 5X (A) e maior aumento, 20X, mostrando integridade do tecido ésseo
(B). Reabsorcao do cemento (setas brancas), 10X (C) e 20X (D)
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Figura 5- Grupo ZST com exodontia. Sequestro (seta branca) 5X (A) com areas de osteonecrose, com
lacunas vazias (setas pretas) 20X (B) Esvaziamento de cementoplastos (setas brancas) 20X (C) e 40X
(D) Necrose pulpar (seta branca) 5X (E) e 10X (F). Reabsor¢céo 6ssea com presenca de osteoclastos
(setas brancas) 20X (G) e 40X (H).
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Figura 6- Grupo ZST sem extracdo dentaria. (A) Integridade dos tecidos, 6sseo (seta branca), dentario
(seta preta) e polpa vital (seta cinza). 10X (B) detalhe do osso alveolar de aspecto normal (seta branca)
20X. Cemento celular normal em aumentos 10X (C) e 40X (D).
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Figura 7- Comparativo entre os grupos COZ (fotos a esquerda) e CST (fotos a direita), ambos com exodontia. (A)
Necrose pulpar. 10X. (B) Necrose da polpa (seta). 10X (C) Esvaziamento de lacunas em cemento (setas). 20X (D)
Lacunas de cementdcitos vazias (setas). 20X (E) Infiltrado inflamatério (seta) préximo a osso alveolar. 10X (F)
Infiltrado inflamatdrio (seta) 12X.
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Figura 8- Comparativo entre os grupos COZ (fotos a esquerda) e CST (fotos a direita), ambos sem
exodontia. (A) Integridade dos tecidos dentario (seta branca), 6sseo (seta preta) e ligamento periodontal
(seta cinza). 5X (B) Integridade de osso alveolar (seta branca) e cemento celular (seta preta). 10X (C)
Integridade de cemento celular (seta) 20X (D) Integridade de cemento celular (seta) 10X (E) Integridade
do tecido dsseo, com aparente maior compactacédo. 10X (F) Integridade do osso alveolar.
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6. DISCUSSAO

Embora tenhamos, com sucesso, induzido osteonecrose pela administracao de
Acido Zolendrénico em ratos submetidos & exodontia do primeiro molar, ndo pudemos
observar achados clinicos, ou microscépicos, que permitissem fundamentar a acéo
protetora ou curativa da OZT sistémica entre 0s grupos experimentais e controle. Ou
seja, ndo houve diferenca entre os grupos submetidos a terapia e 0s grupos nao
tratados. Como ndo ha na literatura, para nosso conhecimento, um trabalho
semelhante quanto ao papel do oz6nio sistémico em ratos submetidos a exodontia

sob acéo de BF, ndo ha como comparar nossos resultados.

Recentemente, Viegas (83) estudou a acdo da OZT sistémica, em mandibulas
irradiadas de ratos, ndo submetidos a exodontia, verificada em analise
microtomografica e histolégica. A quantificacdo de dados microtomograficos mostrou
diferenca significante antes e apos a irradiacdo das mandibulas, nos parametros de
Volume 6sseo e o Volume da Amostra evidenciando o desenvolvimento de
osteorradionecrose. Nos lados irradiados, a andlise histolégica demonstrou danos
osteogénicos, como desorganizacao tecidual, fibrose e sinais de necrose. Porém, nédo
foram encontradas diferencas significativas na microtomografia Ossea e nos
parametros histolégicos entre os grupos que realizaram OZT e controle. Os autores
inferiram que a via de administracao, retal, poderia ter influenciado negativamente nos
resultados, pois, ap6s serem insuflados os animais defecavam, o que pode ter

provocado a diminui¢do da oferta de ozénio.

Em nosso estudo piloto, percebeu-se 0 mesmo problema, o que foi minimizado
nesta presente pesquisa. No presente estudo, os animais foram deixados em jejum,
por quatro horas, antes da insuflacdo retal. Os animais receberam apenas agua, a
vontade, para reduzir o bolo fecal, e foi feita estimulacéo local para eliminacdo das
fezes imediatamente antes do procedimento. Durante a aplicacao do gas foi feita uma
leve presséao digital do canal anal para vedar a possivel saida de gas. Foi observada
significativa redugéo da eliminacdo de fezes, que ainda era presente em certos
momentos. Mesmo com esses cuidados, ndo foi possivel observar qualquer efeito
tecidual nos animais testados, visto clinica ou microscopicamente, decorrentes do
condicionamento prévio da OZT & administracdo de AZ, seguido da exodontia e
posterior desenvolvimento da osteonecrose. Infere-se, no entanto, que com

metodologias mais sensiveis para analise da microarquitetura 0ssea, como a
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microtomografia ou a imuno-histoquimica para andlise celular poder-se-ia, talvez,

encontrar alteragcdes em alguns parametros 0sseos ou celulares.

No entanto, o resultado negativo da acdo da OZT n&o condiz ao verificado na
pratica clinica, onde casos de sucesso sdo descritos (59,69,74,85,86). Assim, a
literatura € prodiga em relatos de sucesso com a terapia. Um estudo avaliou o reparo
alveolar apds exodontia, em ratos submetidos a terapia com oz6énio topico e sistémico.
Foi avaliada o reparo por meio de andlise histomorfométrica, o que indicou, no periodo
poOs-operatoria, um aceleramento do reparo alveolar quando feita OZT sistémica.

Neste estudo foi feita a aplicacdo de mistura de O2/03 intraperitonealmente (75).

Em uso clinico em humanos, o 0zénio € usado, com sucesso, ha lavagem e
aplicacao tépica em exposicdes 0sseas por MRONJ. Nestes casos a aplicacdo pode
ser com agua ozonizada, 6leo ozonizado ou injecdo de gas 02/03 perilesional
(60,69,84,85). Steinhart, Schulz e Mutters (87) estudaram o efeito da lavagem de
fémures de coelhos com inducdo de osteomielite e obteve uma boa reducéo
microbiana e diminuicdo da severidade da doenca. Duman et al. (88) evidenciaram
efeito positivo na reparacdo de defeito 6sseo em fémures de ratos apoés insuflacao
retal de gas ozonizado. O efeito da ozonioterapira topica em enxertos 6sseos foi
avaliado por Ozdemir, Toker, Balci e Ozer (89). Neste estudo, 0 grupo que recebeu
ozonioterapira tépica no local do enxerto observou-se maior area total de tecido 6sseo,
maior numero de osteoblastos e neoformacdo Ossea, mensurados por

histomorfometria.

A terapia também foi avaliada em outros tecidos. Calunga et al. (90) avaliaram
a acao da OZT em faléncia renal, na avaliacdo histoldgica, o grupo teste apresentava
menos lesdes teciduais e retardo do avanco da doenga, em comparacao aos que nao
receberam a terapia, protegendo os rins contra lesdes vasculares e mecanismos
oxidativos. Barber et al (91) sugeriram em estudo, que o pré-condicionamento com O3

poderia representar uma medida profilatica para minimizar lesdes renais.

Diante do sucesso clinico da OZT nos estudos citados, acreditamos que a
auséncia de resposta positiva em nosso trabalho pode ser creditada, em parte, a via
de administracéo escolhida. No estudo de Erdemci et al (80) foi usada a técnica de
injecao intraperitoneal da mistura de O2/03, com resultados positivos da acdo do

o0zonio. Siniscalco et al (92) usaram da mesma via administracdo para avaliar a acao
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do O3 em pancreatite induzida. Os resultados mostraram reducdo de danos ao
pancreas e consequente aumento de nivel sérico de insulina, leptina e glucagon.
Desta forma, a técnica de aplicacdo via intraperitoneal parece promissora pela
facilidade técnica e possivel reducdo de perda do gas. Em futuros trabalhos a via
intraperitoneal poderia ser usada para avaliar os efeitos da OZT em MRONJ. Em
suma, creditamos o resultado negativo possivelmente a via de administracao e, por
outro lado, pode ser devido ao desconhecido mecanismo de a¢cado do 0z6nio N0 0SSO
modificado pela a¢do do BF e do trauma causado pela exodontia.

Cabe ressaltar que os grupos submetidos a extracédo dentaria, sob efeito do BF,
apresentaram sinais claros e inequivocos de osteonecrose, vistos na observagao
clinica e histopatolégica. Esse fato corrobora os resultados de revisdo sistemética
recentemente publicada (93), que mostra a importancia e o papel do trauma na
inducao de osteonecrose. Os resultados deste estudo também s&o corroborados por
outras pesquisas que destacam o papel do trauma como agente importante no
estabelecimento da osteonecrose associada a BF (81,94,95).

Vilarinho et al (96) avaliaram sinais iniciais de alteracdes 6sseas em modelo
animal de indugdo de MRONJ com trauma local, por exodontia, e sem trauma no lado
contralateral. Os resultados foram avaliados por microtomografia computadorizada,
antes da inducdo de ON, ao final do periodo de administracdo de BF e apo6s a
exodontia. Exposicdo 6ssea foi verificada em 76% dos animais que receberam a
droga. Dentre os animais que receberam a terapia com BF, a espessura trabecular e
proporcao de volume ésseo aumentaram do inicio de experimento ao momento apos
o término da medicacdo, e apdés a exodontia, a média dos valores foi maior em
comparacao grupo controle que ndo recebeu a medicacdo. Alteracdes estruturais
Osseas ocorreram no grupo teste em ambos os lados da mandibula antes do fator de

trauma, extracao dentaria.

Moreira em 2018 (97) caracterizou histologicamente alteracdes provocadas por
AZ em hemimandibulas de ratos na auséncia de trauma. N&o foram constatadas
extensas areas necréticas, tampouco infiltrado inflamatério e colonias bacterianas.
Reacdo periosteal estava presente nas hemimandibulas de apenas trés animais do
grupo experimental. Entretanto, foi observado aumento da densidade &ssea
volumétrica, do niumero de osteoclastos morfologicamente alterados e de focos de

necrose no grupo experimental, em relagdo ao controle. Também houve reducéo da
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infiltracdo gordurosa da medula 6ssea no grupo experimental em relacdo ao controle.
A administracdo de AZ foi suficiente para induzir alteracfes histopatolégicas em
hemimandibulas de ratos, mas ndo o desenvolvimento de osteonecrose. Esses

achados corroboram com 0S NOSSOS.

Resultados semelhantes foram encontrados por De Ponte et al. 2016 (98),
observando que doses de AZ pelo periodo de 30 a 45 dias atuam diretamente sobre
o tecido 0sseo, induzindo alteragcBes morfoldégicas Osseas, com lacunas vazias,
auséncia de matriz e estruturas fibrilares ndo organizadas, o que pode predispor a

necrose 4ssea.

Os achados desses estudos citados sugerem sinais de alteracdes 6sseas sem
o fator traumatico, no caso a exodontia, tanto na fisiologia como remodelacéo 6ssea,
antes da manifestacao clinica da doenca. No presente trabalho, a extracdo dentéaria
foi fator significativo no desenvolvimento de ON, ndo sendo observadas mudangas
precoces nos tecidos mandibulares nos lados onde n&o houverem exodontia.
Entretanto, é necessario avaliacdo histomorfométrica para correto pareamento dos

resultados e comparacao.

Agacayak et al 2018 (99) avaliaram o papel do trauma no desenvolvimento de
MRONJ em modelo animal. Foram realizadas dosagem se CTX-1, um marcador
biolégico para reabsorcdo Ossea, em areas de extracdo dentaria traumatica,
atraumatica e controle, sem extracdo. As dosagens de CTX-1 foram significantemente
maiores nos grupos com exodontia, com maior dosagem para extracdo atraumatica.
Achados clinicos e radiogréaficos para necrose 0ssea foram verificados nos grupos
com exodontia, porém, sem diferenca significativa entre eles. Os autores concluiram
que a extracao dentaria como fator traumatico aumenta a dosagem do marcador CTX-
1 e que, apesar de ndo haver diferenga significativa, a osteonecrose foi observada

clinica e radiograficamente nos grupos que realizaram a exodontia.

A técnica de exodontia realizada no nosso estudo, foi semelhante a realizada
por AJdacayak et al. no grupo de extracdo atraumatica, com sutura do tecido mole e

sem fabricacdo de defeito 6sseo, que apresentou niveis de CTX-1 mais significantes.

Em seu estudo, Howie et al 2015 (100) também mostraram o fator traumatico

da exodontia como fator importante para o desencadeamento da MRONJ, destacando
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a necessidade de evitar exodontias ou tratamento dental traumatico em sujeitos sob

uso de BF, como unica evidente forma de prevenir a MRONJ.

Os dois trabalhos anteriormente descritos evidenciam a importancia da
exodontia como fator traumatico desencadeador da osteonecrose, 0 que suporta o

procedimento realizado por nos.

No presente estudo foram administradas doses significantes de BF nos grupos
experimentais. A dosagem foi semelhante a usada nos estudos de Zandi et al (81), e

mostrou-se eficaz na inducao de osteonecrose.

Contraditoriamente, Ying et al. 2016 (101), avaliaram a acdo de injecdo Unica
de baixa dose de AZ sobre a osseoinegracdo de implantes de titanio, em tibia de ratos
com osteoporose menopausal. Os autores verificaram que houve melhora da
osseointegracao nos ratos que fizeram uso de BF, em baixa e Unica dose. Resultado
semelhante encontrou de outro estudo, que avaliou se pequenas doses de BF
melhoravam a proliferacdo e diferenciacdo de células mesenquimais humanas em
superficie de implantes de titanio. A administracao de baixas doses da droga induziu
de forma significativa a estimulagdo de marcadores osteogénicos comparados ao
grupo controle (102). Cabe destacar que as baixas doses de BF ndo sdo associadas
a MRONJ. Dentre os BF, o AZ foi escolhido por nés e em diversos estudos prévios,
por apresentar maior risco de necrose 0ssea em relacdo aos demais BF tanto em
humanos como em estudos em animais (93,103), o BF de terceira geracao apesenta
a poténcia 10.000 maior em relacdo ao BF de primeira geragdo, como o Etidronato
(104), além de ser utilizado em diversos estudos de inducédo de necroses 0sseas em
animais (79,94,97,105,106,107,108).

Assim, o modelo animal de inducdo de osteonecrose por administracao de AZ,
seguido de extracdo dentéria, foi eficaz para um dos 0s objetivos propostos e se
assemelha ao que acontece na pratica clinica com os pacientes que testdo em uso de
BF. Alguns estudos fizeram ligeiras modificac6es nesse modelo, variando a dose, ou
o trauma ou adicdo de infeccdo, mas os resultados sdo semelhantes. Em nosso
estudo houve uma pequena modificagdo do protocolo proposto por Zandi et al em
2016 (81) em relagdo ao momento da eutanasia. No trabalho ao qual o nosso foi
baseado o protocolo de inducdo de MRONJ, a eutanasia foi realizada quatro semanas

apos a exodontia no grupo onde houve maior frequéncia de osteonecrose, 0 mesmo
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protocolo foi adotado em estudo piloto, porém, ndo foram observados sinais
significativos de ON. Foi adotado entdo, momento da eutanasia 8 semanas apoés a
exodontia, para aproximar a definicio de MRONJ da AAOMS (46) e de acordo com
outros modelos de indugcao de ON (94,109).

Com a adaptacao foi possivel visualizar mais sinais de necrose, indicando a

acdo da medicacao sobre o tecido 6sseo.

Em sintese, quanto ao uso de BF, nosso trabalho corrobora os achados da
literatura e reforca o papel do trauma (105,108) no desenvolvimento da necrose
O0ssea. Neste quesito, da morte celular induzida por medicamentos, nosso trabalho
evidencia um achado pouco descrito na literatura, que é a morte de cementdécitos e a
consequente apresentacao de lacunas vazias na por¢ao apical dos segundos molares
e restos radiculares, na regido adjacente a exodontia. Nesta regido, préxima de onde
foi realizada exodontia com ou sem remanescente radicular ou fratura coronaria
acidental durante o procedimento de extracdo dentaria, foram observadas, no
cemento celular, lacunas vazias. Tal achado foi encontrado nos grupos que foram
submetidos a exodontia, com ou sem administracdo de AZ, embora com uma maior
frequéncia nos grupos com uso do BF. A alteragdo no cemento (esvaziamento das
lacunas dos cementdécitos) foi encontrada em molares contiguos a area da extracao,
gue também apresentaram nitida necrose pulpar (coronaria e radicular). Nos mesmos
dentes foram encontradas reabsor¢des ativas, inativas ou reparadas. Nesses grupos
0S ostelcitos e suas respectivas lacunas no 0sso alveolar adjacente a raiz dentéria,

estavam preservados.

O padrdo de lacunas vazias (e alguns com remanescentes nucleares ou
materiais fibrilares) foi observado no cemento celular, sugerindo morte através de um

mecanismo desconhecido (110)

Estes achados podem ser comparados, e considerados assemelhados, aos
encontrados por De Rossi et al. (111), que desenvolveram um trabalho para avaliar a
expressdo de RANK, RANKL e OPG, fatores associados a ativacdo de osteoclastos e
consequente reabsorcdo 0ssea, em cementocitos. Foi induzida infeccdo periapical
expondo-se a cavidade pulpar ao meio bucal para que se desenvolva a contaminacéo
dos canais radiculares de forma espontanea. Os animais foram eutanasiados aos dias

0, 7, 21 e 42 ap6s a exposicao pulpar. Foi feita analise dos resultados por
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histopatoldgica, histomorfométrica sob imunofluorescéncia, PCR para expressao de
RNA mensageiro, imuno-histoquimica, imunofluorescéncia e histoquimica enzimética.
Nos ratos eutanasiados no dia 42 foram observados aumento significativo do espago
periapical, avancada reabsor¢cdo do cemento, com esvaziamento das lacunas dos
cementocitos. Nestes animais, 0s osteécitos e suas respectivas lacunas
(osteoplastos) no osso alveolar adjacente a raiz dentaria, estavam preservados.
Houve aumento significativo de expressao dos mediadores RANK, RANKL e OPG,
verificada com Real-time PCR. Em imunohistoquimica e imunofluorescéncia, RANKL
estava predominantemente expresso em lacunas de cementodcitos, e ndo estava
expresso em ostedcitos, células RANK-positivas eram predominantemente células
inflamatdrias mononucleares na superficie do osso alveolar e, OPG em osteoblastos
ao redor de lesdo 6ssea e cementoblastos ao redor do ter¢co apical da raiz. Os
resultados reforcaram a semelhanca das células do tecido 6sseo do alvéolo com o
tecido cementério e que, a expressao de RANKL é expressado por cementdcitos como
resposta a infeccdo endodontica. Isso sugere que 0s cementdcitos estao diretamente
ligados a periodontite apical, e ndo os ostedcitos. Por inferéncia, podemos sugerir que
a infecdo decorrente da extracdo dentaria pode ter desencadeado a morte dos

cementadcitos, vista neste trabalho.

O padrao de lacunas vazias, possivelmente configurando necrose cementaria,
observada em microscopia 6ptica encontradas por De Rossi et al, foram muito
semelhantes ao encontrado por este estudo. A exposicdo da polpa e canais
radiculares ao meio bucal, que podem ocorrer por fratura coronaria ou remanescente
radicular, decorrente de exodontias, a contamina¢cao com consequente necrose pulpar
parece estar ligada ao esvaziamento das lacunas dos cementdcitos, o que pode

sugerir o fator traumatico como agente desencadeador deste quadro.

Advogamos que se trata de necrose cementaria, mas ressaltamos as limitagoes
até mesmo conceituais embutidas nesta afirmagdo. Resta claro que o trauma pela
luxacdo dos molares durante a extragcdo, causou necrose pulpar e morte dos
cementocitos. Este achado estd presente nos grupos submetidos a extracao,
independentemente da acédo do o0zonio ou do AZ, o que comprova a acéo do trauma

como agente desencadeador.

Paglioni et al. em 2017 (112), avaliaram a espessura de cemento de dentes

extraidos de pacientes em uso de BF, ndo encontrando diferenga significativa entre
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os dentes extraidos dos individuos que ndo estavam em uso da medicacdo. Seus
resultados indicam que a droga ndo teve efeito sobre o cemento. Extrapolando para
0S Nnossos resultados pode-se afirmar que o BF n&o atuou diretamente na morte dos

cementaocitos.

A morte dos cementdcitos € um quadro é singular e pouco citado na literatura,
isso porque, embora similar ao 0sso, 0 cemento € avascular e ndo desenvolve
remodelacdo fisioldgica, mas cresce por aposicdo continua. No entanto, porque o
cemento ndo é feito para se remodelar, os cementdcitos sao incorporados na matriz
mineralizada, e aqueles mais profundamente incorporados mostram sinais de

estresse e degradacao, e lacunas vazias podem indicar morte celular (105).

Erausquin e Muruzabal 1967 (113) avaliaram necrose do cemento em dentes
de ratos com inducéo de danos pulpares, foram observadas necroses a exposi¢ao de

solugdes irrigadoras toxicas.

Dentre as limitacGes do estudo, podem-se destacar a técnica ndo estabelecida
de OZT sistémica em ratos, observada pela falta de estudos onde a terapia é testada,
assim como a técnica de exodontia e ratos, observada pela dificuldade de extracédo
completa do dente, sem restos radiculares, tenho em vista a complexidade e

fragilidade do 6rgéo.

Cabe ressaltar que a técnica das exodontias foi aprimorada ao decorrer que
eram realizadas, com menos intercorréncias, como fraturas coronarias ou radiculares
nos ultimos ratos. O fato foi observado nas analises histopatoldgicas, que mostraram
menos restos radiculares e processos infecciosos nos grupos COZ e CST, os ultimos

a passarem pelo procedimento cirdrgico.

O resultado esperado, ou seja, hipbtese teste, para este estudo seria de efeito
protetor da OZT associada a administracao de BF, de maneira a prevenir ou minimizar
o desenvolvimento de MRONJ foi rejeitada. A hipotese nula, que a terapia nao tem

efeito preventivo, protetor ou curativo na MRONJ foi aceita.

Em sintese, nosso trabalho foi eficaz para induzir a osteonecrose nos grupos
submetidos ao AZ e a exodontia do primeiro molar. Nao verificamos qualquer efeito
protetor, preventivo ou curativo da OZT sistémica. No entanto, verificamos um achado

pouco explorado na literatura, que foi demonstrado pela intensa morte dos
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cementocitos nos grupos experimentais onde foram realizadas as exodontias,
independentemente da medicacdo. Esse achado foi por n6s assumido como necrose
do cemento, embora cientes da limitagdo conceitual e da auséncia do termo na
literatura. Nos baseamos nos trabalhos de De Rossi et al (111) que claramente
mostraram as lacunas vazias no cemento como resultado da morte de cementocitos.
Esse achado precisa ser comprovado em estudos futuros e com metodologias mais
sensiveis, mas podemos estar diante de um novo entendimento sobre o papel dos

cementadcitos.

Questdes fundamentais permanecem sobre a biologia do cemento e o papel
dos cementdcitos. Embora existam diferencas entre cementdcitos e ostedcitos,
existem semelhancas claramente importantes entre eles. No entanto, funcdes dos
cementdcitos na biologia do cemento ainda precisam ser demonstradas. Em udltima
analise, a questdo que deve ser respondida é se os cementécitos sdo importantes
para o desenvolvimento, homeostase, adaptacédo e / ou regeneracdo do cemento
celular (110). E se, de alguma forma, os cementdcitos participam do desenvolvimento
da MRONJ.
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7. CONCLUSAO

N&o houve acéo protetora ou curativa da OZT sistémica em ON induzida por
BF (AZ), em nosso modelo animal experimental. Assim, os efeitos do condicionamento
oxidativo da OZT preévia ao desenvolvimento de ON, foram nulos ou imperceptiveis.
Ou seja, nao foi observada qualquer acéo positiva ou negativa da OZT sistémica via

insuflacéo retal.

A administragdo de altas dose de BF em mandibula de ratos, seguida de
extracdo dentaria foi adequada para inducdo de osteonecrose, visto neste modelo

animal de ON por AZ.

N&o foram observadas, clinica e histopatologicamente, diferencas no padrao
de osteonecrose entre o grupo tratado com 0z6nio e controle sem terapia naqgueles
animais que receberam AZ. Na andlise clinicamente e prospectivamente, os tecidos

moles apos a terapia medicamentosa e OZT, mostraram-se pouco afetados.

Por meio de analise histopatologica, as caracteristicas morfologicas do tecido
0sseo mandibular apos a exposi¢do ao BF e OZT foi comprovada a osteonecrose nos
ratos tratados com o BF, nas areas da exodontia. De forma ndo usual, nos lados
submetidos a exodontia, com ou sem tratamento com BF, viu-se necrose pulpar do
dente contiguo, e, extensas areas de esvaziamento de cementécitos, que advogamos

serem tratadas como necrose do cemento.

Propde-se para os proximos estudos avaliar outras vias de administracdo da
OZT, para verificar acéo sobre os tecidos. Sugere-se também, verificar a diferenca na
acao dos BF sobre o cemento e 0sso, considerando os achados pouco estudados da

necrose do cemento.
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DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado "ZOLEDRONATO X DENOSUMAB: AVALIACAD E COMPARACAD DA ANALISE POR MICROTOMOGRAFIA E
HISTOLOGICA DAS ALTERACOES OSSEAS EM MANDIBULAS DE RATAS", Protocolo n.2 34/2017, sob responsabilidade do Professor Paulo

Tadeu de Souza Figueiredo foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia.
Este projeto foi aprovade para utilizacgo de Raftus novergicus (81 fémeas). A presente aprovacao € vilida pelo periodo de:
1%/06/2017 a 1%/06/2018.
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*Este documento se restringe & avaliagio ética do projeto supracitade e nSo substitul outras licengas e permissies que porventura se fagam necessirias.




