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Oliveira MEFS. Efeito de diferentes terapias locais na prevengdo da osteonecrose dos
maxilares em ratas ovariectomizadas: estudo in vivo [dissertacdo]. Aracgatuba: Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2024.

RESUMO

O objetivo deste projeto foi avaliar o efeito do dleo ozonizado, do B-TCP, da doxiciclina e da
aPDT como prevencdo da OMIM ap6s exodontia do primeiro molar inferior direito de ratas
ovariectomizadas tratadas com &cido zolendronico. Foram utilizadas 56 ratas Wistar adultas
ovariectomizadas, as quais foram tratadas com 36 aplicacdes de 0,066 mg/kg de acido
zoledrdnico (ZOL) por via intraperitoneal durante 12 semanas, seguido da exodontia de seus
molares inferiores direitos. Imediatamente apds a exodontia, 0s animais receberam terapias
locais no alvéolo dentario. Os animais foram divididos em sete grupos (n=8) de acordo com
as terapias estabelecidas: Sal (ndo foi aplicado ZOL) e ndo recebeu terapia; OVX-S (Soro
Fisiologico — n&o foi aplicado ZOL) e ndo recebeu terapia; OVX-Z (Acido Zoledronico — foi
aplicado ZOL) e ndo recebeu terapia; GO (Oleo Ozonizado), os animais receberam uma
aplicagdo local de dleo ozonizado; GB (B-Tricalcio Fosfato) os animais foram tratados com o
preenchimento do alvéolo pelo biomaterial em pasta; GP (aPDT) os animais foram tratados
com terapia fotodindmica antimicrobiana; GD (Doxiciclina) os animais foramtratados com o
preenchimento do alvéolo por gel de doxiciclina a 10%. Aos 28 dias ap6s a exodontia 0s
animais foram eutanasiados para a avaliacdo através: 1) analise clinica, 2) analise
microtomografica e 3) andlise histoldgica. Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica com p< 0,05. A avaliacdo clinica demonstrou cicatrizacdo normal dos tecidos
moles nos animais do Grupo Doxiciclina e Grupo Ozoénio. Houve ainda, presenca de 0sso
exposto/necrético principalmente no grupo OVX-Z. A anéalise microtomografica mostrou
diferengas estatisticas ente os grupos nos parametros de BV (p<0,001), Th.N (p<0,001) e
Th.Sp (p=0,004). Enquanto que nos parametros de BV/TV (p=0,207), Tb.Th (p=0,091) e
Po.tot (p=0,091) ndo foram observadas diferencas estatisticas. Dentro dos limites deste
estudo, pode-se concluir que o &cido zoledrénico induziu a OMIM, prejudicando o0 processo
de reparoalveolar apds a exodontia. As terapias locais foram capazes de estimular o0 processo
de reparo alveolar, principalmente quando aplicado os tratamentos com gel de doxiciclina

10% e 6leo ozonizado, minimizando as consequéncias do acido zoledronico.

Palavra-chave: Osteoporose. Osteonecrose. Ovariectomia. Bifosfonatos. Alvéolo Dental.



Oliveira MEFS. Effect of different local therapies on the prevention of osteonecrosis of the
jaw in ovariectomized rats: in vivo study [dissertagdo]. Aracatuba: Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2024.

ABSTRACT

The objective of this project was to evaluate the effect of ozonized oil, B-TCP, doxycycline
and aPDT as prevention of OMIM after extraction of the right lower first molar in
ovariectomized rats treated with zolendronic acid. Fifty-six ovariectomized adult Wistar rats
were used, which were treated with 36 applications of 0.066 mg/kg of zoledronic acid (ZOL)
intraperitoneally for 12 weeks, followed by extraction of their lower right molars.
Immediately after extraction, the animals received local therapies in the tooth socket. The
animals were divided into seven groups (n=8) according to the established therapies: Salt
(ZOL was not applied) and did not receive therapy; OVX-S (Saline — no ZOL was applied)
and did not receive therapy; OVX-Z (Zoledronic Acid — ZOL was applied) and didnot receive
therapy; GO (Ozonized Oil), the animals received a local application of ozonized oil; GB (-
Tricalcium Phosphate) the animals were treated by filling the socket with paste biomaterial;
GP (aPDT) animals were treated with antimicrobial photodynamic therapy; GD
(Doxycycline) animals were treated by filling the socket with 10% doxycycline gel. At 28
days after extraction, the animals were euthanized for evaluation through: 1) clinical analysis,
2) microtomographic analysis and 3) histological analysis. The data obtained were subjected
to statistical analysis with p< 0.05. Clinical evaluation demonstrated normal healing of soft
tissues in animals in the Doxycycline Group and Ozone Group. There was also the presence
of exposed/necrotic bone mainly in the OVX-Z group. The microtomographic analysis
showed statistical differences between the groups in the parameters of BV (p<0.001), Th.N
(p<0.001) and Th.Sp (p=0.004). While in the parameters of BV/TV (p=0.207), Th.Th
(p=0.091) and Po.tot (p=0.091) no statistical differences were observed. Within the limits of
this study, it can be concluded that zoledronic acid induced OMIM, impairing the alveolar
repair process after tooth extraction. Local therapies were able to stimulate the alveolar repair
process, especially when treatments with 10% doxycycline gel and ozonated oil were applied,

minimizing the consequences of zoledronic acid.

Keywords: Osteoporosis. Osteonecrosis. Ovariectomy. Bisphosphonates. Dental Alveolus.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose é uma doenca esquelética sistémica e multifatorial, caracterizada pela
alteracdo da macrogeometria, deterioracdo da microarquitetura 6ssea reducéo da massa dssea,
aumento da fragilidade e, se mantém silenciosa e assintomatica até ocorrer fratura.* Para tratar
a osteoporose, varios agentes terapéuticos vem sendo utilizados, incluindo a terapia de

reposicéo de estrogeno, calcitonina e os bisfosfonatos.?

Os bifosfonatos (BFs) constituem uma classe de medicamentos, conhecida pelo seu
efeito antirreabsortivo, e frequentemente utilizada no controle e prevencdo de doencas
osteopénicas, metastases dsseas, mielomas maltiplos, prevenindo assim eventos esqueléticos

relacionados (novos danos ou fraturas).®

Na atualidade, estes medicamentos tém sido associados a ocorréncia de necrose 0ssea,
com exposicdo tecidual, principalmente em cavidade bucal. * A ocorréncia desta exposigio
Ossea por 8 semanas em paciente que tenha ingerido previamente anti-reabsortivos ou
antiangiogénicos e que nao foram submetidos a radioterapia € denominada a osteonecrose dos

maxilares induza por medicamentos (OMIM).3#

Os mecanismos fisiopatolégicos da indugdo da OMIM ainda ndo estdo claramente
elucidados, contudo acredita-se que os efeitos indutores de apoptose de osteoclastos e
inibidores de angiogénese promovidos pelos BFs favorecem necrose 6ssea dos maxilares.®> A
associacao de outros fatores traumaticos, como a exodontia podem contribuir para o

desenvolvimento dessa patologia.>”’

Desse modo, os tratamentos sdo propostos de acordo com o estagio de progressdo da
doenca, variando entre tratamentos conservadores, cirlrgicos e em alguns casos a associagao
deles.®® Alguns autores propdem terapias locais com laserterapia,'® antibioticoterapia,

biomateriais!? e ozonioterapia®®

O B-TCP é considerado um material osteocondutor que permite a preservacdo das
dimensdes do alvéolo e pode ser reabsorvido e substituido por osso novo.'* Estudos prévios
demostram que o B- TCP é capaz de neutralizar a progressdo da OMIM, orientando a
cicatrizagdo Gssea alveolar.** Além disso, 0 uso do B-TCP no alvéolo ap6s extragdo dentaria
pode prevenir e tratar sintomas de OMIM, como apontou resultados encontrados em

pesquisas prévias publicadas, empregando modelo animal.t2415

A acdo antimicrobiana nas terapias trata-se de outro fator importante, visto o potencial
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de infeccdo que estas lesdes podem apresentar.® A doxiciclina (DOX), do grupo das
tetraciclinas, € um farmaco com habilidade de interferir na remodelacdo 6ssea.® De acordo
com estudos, foi verificado que a DOX pode inibir a osteoclastogénese, influenciando na

sobrevivéncia dos osteoclastos esuprimindo a reabsorcio ossea.l’!8

Destaca-se ainda, o uso da terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) como
potencial terapéutico para OMIM.>® A aPDT exerce efeitos positivos a nivel celular e
tecidual, que resultamem acdo antimicrobiana e efeitos fotobiomoduladores, melhorando a
angiogénese, proliferagcdo, migracdo, diferenciagdo e atividade celular, que sdo eventos

essenciais para o processo de reparo tecidual.>%19

Por fim, apresentamos 0 uso da ozonioterapia para cicatrizacdo de feridas de forma
topica.’*?° De acordo com a literatura, a aplicacdo de ozbnio na forma de 6leo ozonizado
apresentou sucesso no tratamento de algumas lesdes na cavidade oral, entre elas a OMIM. 23
Acredita-se que o 0leo ozonizado promova a aceleracdo da cicatrizacdo de feridas, uma vez
gue a molécula de ozbnio aumenta a oxigenacdo dos tecidos, apresenta propriedades anti-
inflamatorios, antibacterianos e antitumorais e consequentemente, melhor sua funcédo

celular.?122

O uso de ratas ovariectomizadas como modelos animais para estudo da menopausa e
osteopenia, seguido pelo uso de medicagdes antirreabsortivas e desenvolvimento da OMIM
apresentam-se bem descrita na literatura.?>?® Novas pesquisas estdo surgindo com o objetivo
de avaliar métodos de prevencdo da OMIM em pacientes osteoporoticas que fazem uso de
BFs. Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito do 6leo ozonizado, do 3-TCP,
da doxiciclina e da aPDT como prevencdo da OMIM apds exodontia do primeiro molar

inferior direito de ratas ovariectomizadas tratados com &acido zolédronico.
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2 OBJETIVO

Avaliar o efeito do dleo ozonizado, do B-TCP, da doxiciclina e da aPDT como
prevencdo da OMIM apo6s exodontia do primeiro molar inferior direito de ratas

ovariectomizadas tratados com acido zolédronico.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho teve inicio apds aprovacido do Comité de Etica no Uso de Animais
— CEUA, da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”. (ANEXO A)

3.1 Animais

Foram utilizadas 56 ratas Albinus wistar fémeas ovariectomizadas com 3 meses de
idade e peso aproximado de 250-350g. Os animais foram mantidos em biotério proprio
da UNESP com controle da temperatura e luz do ambiente. Os animais foram alimentados
com racdo e agua ad libitum. Para determinacdo do poder da amostra foi considerado um
nivel de significancia de 5% (com desvio padrdo de 2%), e com um poder de teste de 80%,
sendo definido alpha como 0,05, e oito ratos por grupos (n=8) foram necessarios com

finalidade de comparar os diferentes grupos.

Grupo Sal (GS)

Grupo Ovariectomia + Soro (OVX-S)
Grupo Ovariectomia + Zoledronato (OVX-Z)
Grupo Doxiciclina (GD)

Grupo Ozonio (GO)
Grupo Biomaterial (GB)

Grupo aPDT (GP)

3.2 Ciclo estral

Para assegurar que as ratas utilizadas no experimento estevam em seu ciclo regular,
as mesmas foram submetidas diariamente a analise do ciclo estral, de forma que fossem
selecionadas apenas as ratas que estivessem com ciclo estral regular (2 a 3 ciclos) para
constituirem os grupos experimentais. Com esse intuito, foi introduzido no interior da vagina
da rata 1-2 gotas de soro fisiolégico que em seguida foi aspirado e colocado em lamina de
histologia para leitura microscédpica imediata (Long & Evans, 1922) para reconhecimento das
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fases do ciclo estral. As quatro fases do ciclo estral podem ser diferenciadas pelas suas
caracteristicas celulares, sendo o diestro caracterizado pela presenca de células epiteliais,
leucdcios e muco, o proestro apresenta apenas células epiteliais, 0 estro possui somente

células queratinizadas e o metaestro revela células epiteliais, queratinizadas e leucécitos.?5:?

Figura 1 - Modelo das fases do ciclo estral. A) Proestro - células epiteliais; B) Estro - células
queratinizadas; C) Metaestro - revela células epiteliais, queratinizadas e leucdcitos; D) Diestro -
células epiteliais, leucocios e muco; E) Few — poucas células epiteliais, leuccios e muco

$ o e . : N
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Fonte: Autoria prépria, 2023

3.3 Ovariectomia

Para induzir osteopenia nos animais, ap6s 8 horas de jejum, as 56 ratas foram
submetidas ao procedimento cirdrgico de ovariectomia (Figura 1). A cirurgia foi realizada
através de sedacdo com injecdo intraperitoneal (IP) de 90mg/kg de Cloridrato de Ketamina
(Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Sdo Paulo, Brasil), e 10mg/kg de Cloridrato de
Xilazina (Dopaser — Laboratorio Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, foi
realizada a tricotomia e assepsia da regido ventral do abdémen, prontamente, os ovarios foram
expostos através de uma incisura vertical na parede abdominal. Uma vez que os ovarios foram
reconhecidos, realizou-se a remogdo dos mesmos. Na camada muscular, assim como na
camada epitelial, foi realizada a sutura com fio absorvivel de Poliglactina 910 espessura 4.0
(Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., S&do José dos Campos, Brasil). Os animais do grupo Sal
(GS) foram submetidos ao mesmo procedimento cirurgico, com excecdo da remocao dos
ovarios. As ratas foram selecionadas para o experimento apos confirmacgédo de seu ciclo estral

regular.?®
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Figura 2 - Modelo Cirtrgico — Imagem ilustrativa e representativa do procedimento cirtrgico para
ovariectomia das ratas. A) Corte da epiderme; B) Corte da camada muscular; C) Localizagédo do
ovario; D) Remocdo total do ovério direito; E) Remocédo total do ovario esquerdo; F) Sutura da
epiderme

Fonte: Autoria propria, 2023

3.4 Aplicacao do acido zolédronico

A aplicacdo do acido zolédronico se iniciou apés o fim do periodo de indugdo de
osteopenia. Todos os animais foram tratados com o uso do &cido zolédronico (Zometa®,
Novartis Biociéncias SA, S&o Paulo, Brasil), exceto os animais do grupo GS e grupo OVX-S.
Seguindo o modelo experimental de Li et al.?®, foi administrado 36 aplicagGes de 0,066 mg/kg
de acido zolédronico (ZOL)dissolvido em 0,1ml de veiculo (NaCl 0,9%), por animal, através
de injecéo intraperitoneal, no decorrer de 12 semanas (Figura 3). Uma semana apés a Ultima

aplicacdo, os animais tiveram seus molares inferiores direitos removidos.
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Figura 3 - Imagem ilustrativa e representativa da aplicacdo de 4&cido zolédronico por via
intraperitoneal, exceto nos grupos Sal e OV X-S (tratados com soro fisioldgico)

Fonte: Autoria propria, 2023

3.5 Extracéo dentaria

Todos os animais tiveram seus primeiros molares inferiores direitos extraidos na 132
semana apos o inicio do protocolo de inducdo de OMIM (Figura 4). O procedimento cirurgico
foi realizado através de sedacdo com injecdo intraperitoneal (IP) de 90mg/kg de Cloridrato de
ketamina (Vetaset — Fort Dodge Salde Animal Ltda, Sdo Paulo, Brasil), e 10mg/kg de
Cloridrato de Xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Apos
sedacdo realizou-se a anti-sepssia com PVPI degermante e tépico (PVPI 10%, Riodeine,
Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, Brasil), sequidoda aposicdo de campos estéreis. Como
complementacdo anestésica 0s animais receberam infiltracdo local de cloridrato de
mepivacaina 0.3 ml/Kg (Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, Franga). Os
animais foram posicionados em dectbito dorsal em mesa de operacdo personalizada. A
sindesmotomia da inser¢do gengival foi realizada cuidadosamente por meio de um descolador
delicado (Descolador de Molt9, Quinelato, S&o Paulo, Brasil) sequido da luxagéo e exodontia
do dente. Apés a exodontia, aplicou-se no alvéolo dentario as terapias propostas neste
projeto de acordo com cada grupo, com excecdo dos grupos sal, ovariectomia e soro,
ovariectomia e zoledronato, os quais realizou-se apenas um descolamento dos tecidos moles

da regido, com intuito de auxiliar na manutencdo do coagulo e fechamento primario do
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alvéolo por tecido mole. Imediatamente, foirealizada a sutura com fio nylon de espessura 4.0
(Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., S&o José dos Campos, Brasil). No p6s-operatorio 0s
animais receberam administracdo via intramuscular 15 mg/kg de cefalotina (Keflin® Neutro,

Antibioticos do Brasil Ltda, Sumaré, Brasil) a cada 12h por 48 horas.

Figura 4 - Modelo Cirargico, A) Imagem ilustrativa e representativa do procedimento cirlrgico para
extragcdo do primeiro molar inferior direito com uso de sindesmdétomo adaptado (Hollenback 3ss); B)
Primeiro molar inferior direito extraido

-

£5
B |

Fonte: Autoria propria, 2023

3.6 Grupos experimentais

Apo6s aplicacdo do protocolo de &cido zolédronico (Zometa®, Novartis Biociéncias
SA, Séo Paulo, Brasil) os animais foram divididos aleatoriamente em 7 grupos, de acordo

com o tratamento que os alvéolos iriam receber (Figura 3):

Grupo Sal (GS): Os animais submetidos a simulacdo ovariectomia, tiveram
seu primeiro molar inferior direito extraido ap6s protocolo de tratamento com soro

fisiolégico (NaCl 0,9%). O alvéolo dental foi preenchido por codgulo sanguineo.

Grupo Ovariectomia e Soro (OVX-S): Os animais submetidos a
ovariectomia, tiveramo seu primeiro molar inferior direito extraido apds protocolo de
tratamento com soro fisioldgico (NaCl 0,9%). O alvéolo dental foi preenchido por
coagulo sanguineo.

Grupo Ovariectomia e Zoledronato (OVX-Z): Os animais submetidos a

ovariectomia, tiveram seu primeiro molar inferior direito extraido apds protocolo de
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tratamento com 4acido zolédronico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, Sao Paulo,
Brasil). O alvéolo dental foi preenchido por codgulo sanguineo.

Grupo Oleo Ozonizado (GO): Os animais submetidos a ovariectomia,
tiveram seu primeiro molar inferior direito extraido ap6s protocolo de tratamento
com é&cido zolédronico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, Sdo Paulo, Brasil). Os
animais receberam uma aplicacéo local de 0,1 ml de 6leo ozonizado em temperatura
ambiente — aproximadamente 600mmol-eg/kg de peroxidos (Ozone & Life, Sdo Jose

dos Campos, Séo Paulo, Brasil).

Grupo Doxiciclina (GD): Os animais submetidos a ovariectomia, tiveram
seu primeiro molar inferior direito extraido ap6s protocolo de tratamento com acido
zolédronico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, S&o Paulo, Brasil). Os animais
foram tratados com o preenchimento do alvéolo por 0,1 ml de gel de doxiciclina a
10%.

Grupo Biomaterial (GB): Os animais submetidos a ovariectomia, tiveram
seu primeiro molar inferior direito extraido apos protocolo de tratamento com acido
zolédronico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, Sdo Paulo, Brasil) e os animais
foram tratados com o preenchimento do alvéolo por B-tricalcio fosfato em pasta
(Graftys HBS, Latin American Solutions - LAS Brazil).

Grupo aPDT (GP): Os animais submetidos a ovariectomia, tiveram seu
primeiro molar inferior direito extraido ap6s protocolo de tratamento com &cido
zolédronico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, S&o Paulo, Brasil) e os animais

foram tratados com PDT. O protocolo empregado foi descrito por Ervolino et al.*°
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Figura 5 - Aplicacdo dos tratamentos nos alvéolos dos animais recém extraidos. A) Coagulo
sanguineo; B) Preenchimento do alvéolo por gel de doxiciclina a 10%; C) Preenchimento do alvéolo
por 6leo ozonizado; D) Preenchimento do alvéolo com azul de Metileno e aplicacdo do laser aPDT,;
E) Preenchimento do alvéolo por biomaterial; F) Alvéolo suturado

Fonte: Autoria propria, 2023

3.7 Eutanasia

Passados 28 dias das exodontias e tratamentos propostos, todos os animais foram
eutanasiadoscom dose excessiva de anestésico, tiopental sddico (150mg/kg) e lidocaina 2%
(10mg/kg). Emseguida, foram realizadas as sec¢fes das hemi-mandibulas do lado direito para

posteriores analise clinica e microtomogréfica.
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Figura 6 - Fluxograma do tempo de trabalho. O dia O representa o inicio do ciclo estral, dia 12
representa o procedimento cirirgico de ovariectomia em todos os grupos; O dia 72 representa o inicio
do tratamento com acido zolédronico, exceto nos grupos Sal e OVX-S (tratados com soro
fisioldgico). O dia 191 representa o tempo de eutanasia, 28 dias apds o procedimento cirdrgico

| LU |
é”””””|””””””l””””“”é

Dia 0 Dia 12 Dia 72-156 Dia 163 Dia 191
Ciclo Estral Ovariectomia Aplicacao de Acido Zoledronico Exodontia e Tratamentos Eutdnasia

Fonte: Autoria prépria, 2023

3.8 Analise Clinica

Apds as secgdes, as hemi-mandibulas foram acomodas em uma estativa e fotografadas
(Canon io5 com lente EF 100mm /2.8 macro e flash MR-14EX Il Macro ring light).
Posteriormente, as amostras foram classificadas de acordo com trabalhos previamente
publicados,*® avaliando as caracteristicas do fechamento da ferida (normal / incompleto /
atrasado), exposicdo Ossea, alteracbes necréticas, presenca de supuracdo e fistulas, sendo

classificado como:
Grau 0 — Mucosa integra e sem a presenca de 0sso necrético no local da exodontia;

Grau 1 — Sem a presenca de o0sso necrotico no local da exodontia, mas ndo

especificas nolocal de extracéo;
Grau 2 — Osso exposto/necrotico sem sinais de infeccdo no local da exodontia;
Grau 3 — Osso exposto/necrético com sinais de infeccdo no local da exodontia;

Grau 4 — Osso exposto/necrotico com infeccdo que se estende além do local da

exodontia.

3.9 Analise Microtomogréfica (Micro-Ct)

Ap0s a eutanasia de todos animais, as hemi-mandibulas direitas foram fixadas em
solucdo de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos, Dindmica Odonto-Hospitalar
Ltda, Catanduva, Sdo Paulo, Brasil) durante 24 horas, seguidas de banho em agua corrente

por 24 horas. Apos a fixacdo, as pecas foram armazenadas em alcool 70%, para a realizacéo
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da anélise microtomografica, de acordo com estudo prévio publicado (Bouxsein et al. 2010).%*

Por meio do microtomografo Skyscan (SkyScan 1272 BrukerMicroCT, Aatselaar,
Bélgica, 2003) as pecas foram escaneadas, utilizando cortes de 6um de espessura (90Kv e
111pA) com filtrode Al. 0,5mm + Cu 0,038 e passo de rotagdo de 0.5mm, tamanho do pixel
de 2016x1344pum e com tempo de aquisicdo de 45 minutos. As imagens obtidas
reconstituidas, determinando a area de interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011,
Versdo 1.6.6.0), com smoothing de 1, correcdo dos anéis de artefato de 7, correcdo de Beam
Hardening de 24% e a faixa de conversdo de imagem variou de 0,0 — 0,14. No software Data
Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit), as imagens foram reconstruidas e observadas em trés
planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, através do software CT Analyser —
CTAnN (2003-11SkyScan, 2012 Bruker Micro-CT Versdo 1.12.4.0) foi avaliado e mensurado o
volume dsseo (BV), porcentagem do volume 6sseo (BV/TV), espessura do trabeculado 6sseo
(Th.Th), separacdo de trabéculas (Tb.Sp) e nimero de trabéculas (Th.N).3! E posterior

reconstrucdo em 3D pelo software CTvox (SkyScan,Verséao 2.7).

3.10 Analise Histoldgica Qualitativa

Os fémures direitos serdo removidas e reduzidas para realizacdo da analise histologica
dos cortes em parafina. As amostras serdo fixadas em formalina tamponada a 10% (Reagentes
Analiticos, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP — Brasil) por 24 horas e na
sequéncia serd iniciado o processo de descalcificagdo em solucdo de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e hidroxido de sodio a 20%.

Posteriormente serdo desidratadas em uma sequéncia crescente de alcoois (70, 90, 95 e
100), seguida da diafanizados em Xylol e embebidas com parafina no sentido cervical
(postero-anterior) para obtencdo de cortes sagitais de 5 um espessura por meio de microtomo
(RM2235, Leica Biosystems Nussloch GmbH 2017) para posterior coloragdo com
hematoxilina e eosina (HE, Merck &amp; Co., Inc., Kenilworth, NJ, USA). As imagens de
laminas coradas com HE seréo obtidas através do microscopio optico (Leica DM4000 B LED,
Heerbruggm Switzerland) com o auxilio de lentes objetivas Carls Zeiss (2.5X0.07, 5X0.12,
10X e 40X0.65) acoplado s uma camera de captacdo de imagem e conectado ao computador
(Configuracédo: Intel Core i5® com sistema peracional Windows 7® e Software) para
processamento e analise de imagens (AxioVision 4.9.1®0, Carl Zeiss by Imaging Associates
Itd, Jena, Deutschland).



29

3.11 Andlise Estatistica

Os valores obtidos nas analises clinica e microtomografica foram tabulados e
submetidos a andlise estatistica no Programa SigmaPlot 12.0 (Exakt Graph and Data
Analysis). O teste one-way ANOVA foi realizado para verificar os parametros de volume
0sseo (BV/TV) e numero detrabéculas (Th.N), e para os parametros de volume 6sseo (BV),
espessura do trabeculado ésseo (Th.Th), separacdo de trabéculas (Th.Sp) e porcentagem de
porosidade total (Po.tot). Posteriormentee, foi realizado o teste de homogeneidade (Shapiro-
Wilk) para verificacdo da distribuicdo dos dados nos parametros BV/TV, Th.Th e Po.tot,
seguido de um teste Tukey’s post hoc para multiplas comparagGes em BV e o teste Dunn’s
para Th.N.



Resulrades
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Clinica

Anélise quantitativa dos alveolos:

As amostras avaliadas e classificadas de acordo com trabalhos previamente
publicados,®*° avaliando as caracteristicas do fechamento da ferida, exposicdo Ossea,

alteracOes necrdticas, presenca de supuracéo e fistulas, sendo classificado como:

Figura 7 - Avaliagdo macroscopica do sitio cirdrgico - Demonstrando cicatrizagdo normal dos tecidos
moles em todos os animais do Grupo Doxiciclina e Grupo Oz6nio. Presenca de 0SSO
exposto/necrotico sem ou com sinais de infecgdo no local da exodontia em todos os grupos, com
excegdo do de GD e GO

Analise Clinica

bh Sy =1 o O

W

[§v]

SAL OVX-S OVX-Z DOX 0Z0O BIO aPDT
GRAU O GRAU1 mGRAU2Z mGRAU3 mGRAU4

Fonte: Autoria prépria, 2023

Analise qualitativa dos alvéolos:

A andlise clinica nos revela uma mucosa integra e sem a presenca de 0ss0 necrotico
no local da exodontia nos grupos GD e GO, seguido pelo grupo SAL, que apresentou

resultado similar na maioria dos animais.

Quanto aos demais grupos observaram a presenca de 0sso exposto/necrético com e
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sem sinais de infeccdo no local da exodontia e se estendendo além do alvéolo. Os grupos
OVX-Z e OVX-S apresentam o maior grau de necrose, sendo a predominancia do grau 4
pertencente ao grupo OVX-Z.

Além disso, os grupos GB e GP apresentaram resultados clinicas variados, sem a
presenca de 0sso necrético no local da exodontia, mas area ndo especifica no local de
extracdo. Entretanto, o grupo aPDT apresentou maior grau de 0sso exposto/necrético sem
sinais de infec¢do no local da exodontia, quanto comparado aos demais tratamentos locais.

Figura 8 - Imagens clinicas macrocopicas. A) Grupo Sal; B) Grupo OVX-S; C) Grupo OVX-Z; D)
Grupo Doxiciclina; E) Grupo Oleo Ozonizado; F) Grupo aPDT; G) Grupo Biomaterial

Fonte: Autoria prdpria, 2023
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4.2 Analise Microtomografica (Micro-Ct)
Anélise quantitativa dos alveolos:

A analise microtomografica mostrou diferencas estatisticas ente 0s grupos nos
parametros de BV (p<0,001), Tb.N (p<0,001) e Th.Sp (p=0,004). Enquanto que nos
parametros de BV/TV (p=0,207), Th.Th (p=0,091) e Po.tot (p=0,091) ndo foram observadas
diferengas estatisticas.

Volume 6sseo (BV):

Neste parametro foi encontrada diferenca estatistica entre o grupo OVX-S com todos
0s demais grupos (p<0,001). (Figura 9)

Figura 9 - Grafico demonstrando as médias do volume, obtidos através da analise de microtomografia
computadorizada. Em * desmostra os grupos que apresentaram diferenca estatistica quando
comparada a OVX-S. (p <0,001)
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Fonte: Autoria propria, 2023

Porcentagem de volume 6sseo (BV/TV):

A média de porcentagem de volume 06sseo foi maior no grupo Sal (66,55+5,12),
seguido dos grupos de tratamento OVX-Z (62,58+11,11); GD (60,14+13,15); GP
(59,59+10,75) e GO (58,27+1,75), entretanto ndo foi encontrado diferenca estatistica (P =
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0,207) entre os grupos estudados. (Figura 10)

Figura 10 - Gréfico demonstrando as médias de porcentagem do volume &ésseo em todos o0s
grupos,obtidos através da andlise de microtomografia computadorizada. (p = 0,207)

Porcetangem de Volume Osseo (BV/TV)

I I |
1 1 |
N ,6 + (e IR JPEN
o_,?'o\\-{-o\\ ’\/ > QO

(=]
(=]
]

)
T

N
o
1

(=
1

Porcentagem de Volume Osseo (%)
F -9
T

Grupos
Fonte: Autoria propria, 2023

Espessura trabecular (Tb.Th):

Quanto a este parametro ndo foi observado diferenca estatisticamente significativa
(p=0,091). No grupo OVX-Z apresentou uma maior média de espessura trababecular
(0,120+0,118), seguido de GO (0,115+0,104). (Figura 11)

Figura 11 - Gréafico demonstrando as médias da espessura das trabéculas 6sseas (em mm) de todos 0s
grupos, obtidos através da analise de microtomografia computadorizada. (p = 0,054)

Espessura Trabecular (Th.Th)

0.20
0.15+
0.10
0.05-

0.00-

Espessura Trabecular (mm)

0.05-"— | | — T T 1
A
rg +' Ky °+ 0\0

Grupos
Fonte: Autoria prépria, 2023
Separacao trabecular (Th.Sp):
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Neste pardmetro de espagamento trabecular apenas o grupo SAL apresentou diferenca
estatisticamente significante quando comparado ao GD. Os grupos de tratamento
apresentaram uma média menor quando comparado ao grupo SAL (0,174+0,129), sendo GD
(0,072+0,066); GO (0,121+0,095); GB (0,085+0,065) e GP (0,111+0,088). (Figura 12)

Figura 12 - Gréafico demonstrando as separagdes das trabéculas / mm em todos os grupos, obtidos
através da analise de microtomografia computadorizada. Em * demostra 0s grupos que apresentaram
diferenca estatistica quando comparada a OVX-S e DOX (p < 0,05)
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Fonte: Autoria propria, 2023

Namero de trabéculas (Th.N):

Quanto a este parametro o grupo OVX-S apresentou uma maior média 6,900+0,151,
guando comparados aos demais grupos, apresentando diferenca estatistica (P<0,001) entre os

grupos estudados. (Figura 13).
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Figura 13 - Gréfico demonstrando as médias do numero de trabéculas dos grupos, obtidos através da
andlise de microtomografia computadorizada (p > 0,05)
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Fonte: Autoria propria, 2023

Porcentagem de porosidade total (Po.tot):

Quanto a este parametro o grupo Sal (GS) apresentou uma menor média 33,43+5,12,
guando comparados aos demais grupos OVX-S (54,88+9,11); OVX-Z (37,40+11,11); GD
(36,56+13,96); GO (41,71+1,75); GB (43,82+2,18) e GP (35,7246,51), entretanto nao foi

encontrada diferenca estatistica (P = 0,091) entre os grupos estudados. (Figura 14).

Figura 14 - Grafico demonstrando as médias da porcentagem de porosidade total, obtidos através da
analise de microtomografia computadorizada (p > 0,05)
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Anélise qualitativa dos alveolos:

Os resultados obtidos através da analise microtomogréafica possibilitaram observar que
no grupo Sal (GS) ocorreu um bom processo de reparo alveolar em uma visdo parassagital.
(Figura 11).

Figura 15 - Imagens microtomograficas dos cortes parassagitais. A) Grupo Sal; B) Grupo OVX-S;
C) Grupo OVX-Z; D) Grupo Doxiciclina; E) Grupo Oleo Ozonizado; F) Grupo aPDT; G) Grupo
Biomaterial

Fonte: Autoria propria, 2023

4.3 Analise Histoldgica

Os resultados obtidos através da comparagdo entre grupos estudados pela analise
qualitativa da coloragdo de hematoxilina e eosina (Figura 16, 17 e 18) mostraram que nos
fémures das ratas osteopenicas ndo tratadas com acido zoledrénico houve reabsorcdo Ossea
(Figura 17). Os fémures do grupo Sal mostraram estrutura aparentemente normal do tecido
0sseo (Figura 16), enquanto nos fémures das ratas osteopenicas tratadas com acido

zoledronico (Figura 18) foi possivel observar maoir densidade 6sssea.
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Figura 16 - Imagens obtidas atavés da coloragdo com hematoxilina e eosina - Grupo Sal. Aumento de
2.5x e 10x.

Fonte: Autoria propria, 2023

Figura 17 - Imagens obtidas ataves da coloracdo com hematoxilina e eosina - Grupo OVX-S.
Aumento de 2.5x e 10x.

Fonte: Autoria prépria, 2023



Figura 18 - Imagens obtidas atavés da coloragdo com hematoxilina e eosina - Grupo OVX-Z.
Aumento de 2.5x e 10x.

Fonte: Autoria propria, 2023
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5 DISCUSSAO

Na literatura, ainda ndo existe um consenso e protocolos cientificos, baseados em
evidéncia quanto ao tratamento da osteonecrose.® Neste estudo, foi levantada a hipétese que
as terapias locais seriam capazes de prevenir a OMIM em ratas ovariectomizadas tratadas com

acido zoledrénico, promovendo um tecido saudavel e reparado apos a extracao dentaria.

Com base nos resultados apresentados pela analise clinica, os autores podem inferir
gue 0s grupos que receberam terapias locais no alvéolo dentario apresentaram melhor
reparacao tecidual, tendo em vista o baixo indice de 0sso exposto/necratico, principalmente
quando comparados ao grupo OVX-Z. O ZOL pode inibir a reabsor¢do Gssea e promover a
apoptose dos osteoclastos alterando a homeostasia do tecido ésseo, prejudicando a dindmica
reabsorcdo/neoformacéo 6sseas, levando a presenca de um 0sso cortical mais denso, em vez
de um tecido vascularizado, aumentando assim a probabilidade de sequestro 6sseo associado a

inflamacdo e, consequentemente, a infeccdo local, conforme demonstrado no grupo OVX-
Z.32’33

Quando avaliado o reparo alveolar, tanto em tecido 6sseo como em mucosa oral, 0s
grupos GD e GO apresentaram uma mucosa integra e saudavel, sem presencga de necrose e
exposicao 6sseas. Trabalho prévio publicado descreveu que o uso de doxiciclina, reduziu a
gravidade da perda d&ssea alveolar local e normalizou a atividade de colagenase
patologicamente excessiva na gengiva.!! Além disso, o uso da Doxiciclina auxiliou na
prevencdo da reabsorcdo 6ssea alveolar (em nivel macroscopico e microscépico), destacando
assim a importancia da acdo antimicrobiana na prevengdo destas lesdes.’® A terapia com
ozo6nio, especialmente via topica, vem sendo utilizada clinicamente no processo de
cicatrizagdo de feridas, como agente terapéutico, antibacteriana e antioxidante.3*3
Resultados preliminares de um estudo, demostraram a eficacia de Oleos ozonizados na
cicatrizacdo e reepitelizacdo de regido afetada (necrose), enfatizando seu efeito promissor e
seguro.®® Além disso, altos niveis de colageno no tecido lesionado podem ser observados apds

o tratamento com o 6leo ozonizado, indicando um processo de reparo de qualidade.*

Quanto a terapia fotodindmica aplicada em GP, neste trabalho foi obtido resultados
menos satisfatorios quando comparados aos grupos GD, GO e GB. Acredita-se que a
realizacdo de uma Unica aplicacdo ndo seja suficiente para controlar a exposicdo 0ssea no
modelo utilizado. Entretanto, estudos prévios publicados mostraram que a aplicacdo dessa

terapia em pacientes submetidos ao uso de bisfosfonatos, apds extracdo dentaria, promoveram
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uma é&rea reparada, sem nenhum sinal de necrose dssea ou de infeccdo, promovendo
estagnacdo da lesdo de OMIM, diante de um protocolo pré-estabelecido.’®3%3" Estudos
realizados em camundongos, demostraram que o uso local do B-TCP nos alvéolos pés-
exodonticos auxiliou significativamente o crescimento 0sseo e reduziu as areas necréticas nos
alvéolos, melhorando a qualidade 6ssea em modelos de prevencéo e tratamento da OMIM . 1214
Entretanto, neste estudo observou-se atraso ou o ndo fechamento completo da ferida (alvéolo)
e exposicdo 0ssea na analise clinica de GB, sugerindo que neste modelo animal o biomaterial

ndo foi capaz prevenir eficazmente a OMIM.

Quando analisado os resultados apresentados pela anélise microtomografica
(MicroCT), observou-se a caracterizacdo do modelo animal osteopénico. Quando avaliado 0s
parametros de BV todos os grupos apresentaram diferenca estatistica com o grupo OVX-S,
corroborando com a literatura que demostra que além da perda de densidade mineral 0ssea e,
consequente, aumento da fragilidade dssea, a osteopenia também interfere de maneira
significativa no remodelamento 0sseo, levando a possiveis atrasos durante o reparo o

tecidual 122238

O parédmetro BV/TV nédo demostrou dados estatisticamente significativos entre 0s
grupos. Entretanto, foi possivel observar que o grupo SAL e 0S grupos que possuem
tratamento com ZOL apresentaram a porcentagem de volume ésseo maior quando comparada
ao grupo OVX-S. Vale salientar que os altos valores dos parametros 6sseos encontrados nas
microtomografias do grupo ZOL, ndo devem ser lidos como altos valores de 0sso saudavel,
ou tampouco, 0sso Vital, uma vez que apresentam indicios de necrose 0ssea que sera ratificada

pela analise histoldgica qualitativa.3%4°

Quando avaliado o nimero de trabéculas, observou-se diferenca estatistica entre todos
0S grupos quando comparado com OVX-S, assim como, uma maior média de maior
porosidade neste grupo, sugerindo mais uma vez a caracterizacdo deste modelo osteopénico
em ratas ovariectomizadas.?**! Pode-se observar ainda que os valores obtidos no pardmetro
de porcentagem da porosidade total apresentaram dados inversamente proporcionais ao
volume 0sseo, sendo GD a maior média de volume 0sseo, demostrando a efetividade da

doxiciclina no reparo alveolar e consequentemente, prevencdo da OMIM 1842

Quanto ao pardmetro Tb.Th, o grupo OVX-Z apresentou uma maior média de
espessura trababecular. Este resultado pode ser justificado devido ao efeito antirreabsortivo

dos bifosfonatos, uma que vez o medicamento atuara diminuindo a remodelagdo Gssea e
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consequentemente aumentando a densidade mineral 6ssea, formando um osso cortical mais
denso.323% Qutro parametro avaliado foi Th.Sp, onde observou-se diferenca estatistica entre o
OVX-S e GD, sendo a média de separagdo de trabéculas maior em OVX-S, uma vez que este
tecido se apresenta mais poroso como demonstrado pelo parametro Po.tot, enquanto GD

recebeu aplicacdo de ZOL e a agdo antimicrobiana da doxiciclina. 1842

Além disso, vale ressaltar que durante a menopausa nas mulheres ocorre a deficiéncia
de estrogeno, com consequente desenvolvimento da osteoporose pos-menopausa.l? Isto
ocorre devido as baixas concentragdes de estrogeno, modulando negativamente o
remodelamento 06sseo, causando um aumento na reabsorcdo GOssea osteoclastica. A rata
ovariectomizada (OVX) representa um excelente modelo animal pré-clinico que simula
adequadamente as importantes caracteristicas clinicas do esqueleto humano com deplecédo de
estrogénio e a resposta a agentes terapéuticos. Este modelo ja esta consolidado na literatura,
como um indutor osteopénico por meio da deficiéncia de estrégeno que se estabelece ap6s a
remocao dos ovarios *

Em sintese a ovariectomia causa uma deficiéncia de estrogénio nas ratas, levando a um
aumento nas taxas de reabsorcdo Ossea e formacdo Gssea, com a reabsorcdo excedendo a
formagéo. A coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E) demonstrou que OVX bilateral
resultou na perda de massa 6ssea dos fémures, trabéculas notavelmente aumentadas com uma
estrutura pouco organizada, além de acentuada reabsorcdo 0ssea representada pela presenca

de numerosos osteoclastos na superficie das trabéculas.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o acido zoledrénico induziu a OMIM, prejudicando o processo de
reparo alveolar ap6s a exodontia, porém promoveu a modulagdo da reabsorcdo Gssea nos
fémures das ratas ovariectomizadas. Além disso, as terapias locais foram capazes de estimular
0 processo de reparo alveolar, principalmente quando aplicado os tratamentos com gel de

doxiciclina 10% e 6leo 0zonizado, minimizando as consequéncias do acido zoledronico.
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