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FARIAS, N. M. T. Avaliagao da pasta de metronidazol a 10% e lidocaina a 2%
com ozonioterapia para o tratamento de osteonecrose dos maxilares induzida
por Zoledronato ap6s exodontia em ratas ovariectomizadas. 2025. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduagdao em Odontologia) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba, 2025.

RESUMO

A osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (MRONJ) € uma condigao
patolégica que ainda n&o apresenta um consenso na literatura sobre o seu
tratamento e por isso merece atencdo. Visto isso, terapias secundarias podem
desempenhar papel importante no controle e resposta tecidual, ao passo que, a
pasta para uso tépico a base de metronidazol e o 0zbnio sistémico, podem ser
promissoras. O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho topico da pasta a
base de metronidazol associada com ozonioterapia sistémica no tratamento da
osteonecrose dos maxilares induzidas por bifosfonato apdés procedimento de
exodontia em ratas senis ovariectomizadas e submetidas a terapia com zoledronato.
Para isso, 30 ratas, de 12 meses de idade, foram divididas em 3 grupos. O grupo de
microtomografia (n=15) teve 5 ratas submetidas a eutanasia apdés ambientalizagdo
em biotério para analise da arquitetura 6ssea (MCTO), 5 receberam zoledronato por
3 semanas e foram analisadas posteriormente (MCT1), e 5 receberam solugao
salina para comparacao (MCT2). As demais ratas foram divididas igualmente em
grupos experimentais, no grupo SAL as ratas foram submetidas a aplicagbes de
solugéo de cloreto de sédio 0,9% e o grupo ZOL recebeu aplicagdo de Zoledronato
100ug/kg, ambos a cada 3 dias durante 7 semanas; o grupo ZOI+OZ/POl, recebeu a
aplicagao de zoledronato seguindo o mesmo protocolo e aplicagao topica da pasta,
no alvéolo apods a extracdo do 1° molar inferior esquerdo, além de ozonioterapia
sistémica. Apos o fim do periodo de aplicagdo das terapias, as ratas foram
submetidas a eutanasia, as mandibulas foram analisadas por microtomografia
computadorizada e exames histolégicos. Os resultados indicaram a boa resposta
tecidual e um processo de neoformacdo Ossea eficiente, apesar da inducao a
osteonecrose, do grupo que recebeu as terapias alternativas em comparagéo ao

grupo ZOL que apresentou um tecido ésseo fragil, areas de necrose e inflamacgéo.

Palavras-chave: Osteonecrose; Acido Zoledrénico; Ozonioterapia.



FARIAS, N. M. T. Evaluation of 10% metronidazole and 2% lidocaine paste with
ozone therapy for the treatment of osteonecrosis of the jaw induced by
Zoledronate after extraction in ovariectomized rats. 2025. Trabalho de Conclusao
de Curso (Graduagdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2025.

ABSTRACT

Medication-induced osteonecrosis of the jaw (MRONJ) is a pathological condition
that still lacks a consensus in the literature regarding its treatment and therefore
deserves attention. Given this, secondary therapies may play an important role in
tissue control and response, while topical metronidazole-based paste and systemic
ozone may be promising. The aim of this study was to evaluate the performance of
metronidazole-based paste associated with systemic ozone therapy in the treatment
of bisphosphonate-induced osteonecrosis of the jaw after tooth extraction in
ovariectomized senile rats subjected to zoledronate therapy. For this purpose, 30
12-month-old rats were divided into 3 groups. The microtomography group (n = 15)
had 5 rats subjected to euthanasia after environmentalization in a vivarium for
analysis of bone architecture (MCTO), 5 received zoledronate for 3 weeks and were
subsequently revealed (MCT1), and 5 received saline solutions for comparison
(MCT2). The remaining rats were equally divided into experimental groups; in the
SAL group, the rats were subjected to applications of 0.9% sodium chloride solution
and the ZOL group received application of Zoledronate 100 pg/kg, both every 3 days
for 7 weeks; the ZOI+0OZ/POI group received the application of zoledronate following
the same protocol and topical application of the paste, in the alveolus after the
release of the first lower left molar, in addition to systemic ozone therapy. After the
end of the therapy application period, the rats were euthanized, and their jaws were
analyzed by computed microtomography and histological examinations. The results
indicated a good tissue response and an efficient process of bone neoformation,
despite the induction of osteonecrosis, in the group that received alternative
therapies compared to the ZOL group, which presented fragile bone tissue, areas of

necrosis and inflammation.

Keywords: Osteonecrosis; Zoledronic Acid; Ozone therapy.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo especializado formado por diversas
células, como osteoclastos e osteoblastos, e uma matriz mineralizada contendo
colageno do tipo | e fosfato de calcio, sendo denominada de matriz éssea. Esse
tecido é continuamente remodelado pelos osteoclastos, que reabsorvem a matriz
0ssea, e os osteoblastos que sintetizam a matéria organica da matriz, promovendo a

homeostase.?

Durante ou apds o periodo da menopausa ha a reducido dos niveis de
estrogénio, devido a minima secrecdo desse hormoénio pelos ovarios, o que acarreta
uma doenca metabdlica sistémica, a osteoporose, que é frequente atualmente e
reduz a qualidade de vida por reduzir a densidade éssea e deixar o 0sso mais

propenso a fraturas.?*

Os bifosfonatos sdo uma classe medicamentosa analoga do pirofosfato,
possuem grande afinidade com a hidroxiapatita regulando sua reabsorgdo." Essa
droga ¢é frequentemente utilizada como terapia em patologias 6sseas como
osteoporose em idosos e mulheres em pds-menopausa, hipocalcemia e Doencga de
Paget, entre outras patologias em que a dindmica do osso esta alterada. Os
bifosfonatos atuam diminuindo a quantidade de osteoclastos, ocasionando uma
diminuigdo da reabsorgao 0ssea, mas também prejudicando a remodelagdo do osso,

o que leva ao desequilibrio da homeostase 6ssea.? 3 ©

Em 2003, Marx’ relata 36 casos de exposigdo 6ssea em mandibula e
maxila em pacientes que faziam terapia com Pamidronato ou Zoledronato, sendo
estes o0s primeiros registros de osteonecrose dos maxilares induzida por
bifosfonatos, posteriormente denominada osteonecrose dos maxilares induzida por
medicamento (MRONJ).”® A MRONJ é definida pela “American Association of Oral
and Maxillofacial Surgeons” (AAOMS) como o0sso exposto n&o cicatricial da regiao
maxilofacial, por um periodo de 8 semanas, em paciente sem historico de

radioterapia e que faz terapia medicamentosa com bifosfonatos.? 3

Apesar da infeccdo e inflamagcao desempenharem papel relevante no

desenvolvimento da MRONJ, ainda ndo se sabe sua fisiopatogenia.® Alguns fatores
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influenciam no desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares, sendo eles a via de
administracao, dose administrada, duracao, frequéncia, fatores de riscos sistémicos
e locais.®’ Estudos mostram que pacientes, portadores de osteoporose, submetidos
a terapia intravenosa, apresentaram-se vulneraveis a osteonecrose dos maxilares
ap6s a inflamacado local decorrente da extracdo dentaria e periodontite, com
predilecdo da regido de molar e pré-molar.>%"" Apesar de existirem iniciativas de
prevencgao e recomendacgdes clinicas perante o diagndstico, o tratamento da MRONJ

nao apresenta protocolo terapéutico estabelecido.®

A utilizacdo de pastas para uso tépico, em especifico, a pasta a base de
Metronidazol a 10% e Lidocaina a 2% (pasta POI) revelou-se uma alternativa
promissora devido sua acao bactericida, antifibrinolitica e analgésica que € eficaz na
reducdo da sintomatologia algica, e é favorecida pela sua via de aplicagéo topica
pois comporta doses mais altas, permitindo atingir concentragdes terapéuticas locais

maiores e descartando efeitos sistémicos adversos.®

Analises experimentais mostram a ozonioterapia como uma alternativa
terapéutica para patologias médicas e odontolégicas, como o tratamento de
osteomielite. Seus efeitos sdo comprovados, ressaltando propriedades bactericidas,
imunomodulagdo, oxigenagao tecidual, diminuicdo do estresse oxidativo,
promovendo a angiogénese, formacgao do tecido de granulagao, induzindo o reparo

0sseo, acarretando em uma boa resposta celular e clinica.'> 3

Diante do exposto, o estudo da MRONJ carece de comprovacoes

cientificas quanto ao protocolo terapéutico em humanos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho da pasta de
Metronidazol a 10% e Lidocaina a 2% associada a ozonioterapia sistémica na
dindmica 6ssea de ratas submetidas a ovariectomia bilateral e tratadas com
bifosfonatos, e analisar essa associacdo sobre o processo de metabolismo e reparo

0sseo pos-exodontia do 1° molar inferior.
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3 METODOLOGIAS

3.1 Comité de ética

Essa pesquisa seguiu todos os preceitos e principios éticos para
experimentagdo animal, regulamentados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA). Todos os protocolos experimentais foram enviados para o Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho” — UNESP, pelo numero de
protocolo FOA n° 0268-2022, o qual forneceu parecer positivo para o inicio dos

experimentos.
3.2 Design Experimental

Foram utilizados 30 animais (Rattus norvegicus albinus, Wistar), fémeas,
aproximadamente 12 meses, com peso corporal variando entre 300 a 350 gramas de
uma linhagem mantida no Biotério do Departamento de Diagndstico e Cirurgia da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA) — UNESP, que foram fornecidas pelo
Biotério Central da mesma instituicdo. O niumero de animais por grupo experimental
foi baseado nos trabalhos de Delfrate et al. (2021)?', que apresenta a metodologia

no qual esse projeto se baseou.
3.3 Ovariectomia

Em primeiro momento, todos os animais foram submetidos a cirurgia de
ovariectomia bilateral, como é ilustrado pela figura 1. Apos as ratas serem
anestesiadas, foi realizada a tricotomia na regido de flanco, antissepsia e incisdo de
1,5 centimetros. seguida divulsdo por planos do tecido subcutaneo e do peritbénio a
fim de ter acesso a cavidade abdominal. Os ovarios e os chifres uterinos foram

localizados e laqueados.

Apods a execugao da ovariectomia, as ratas foram submetidas a esfregaco
vaginal durante 8 dias para avaliagdo do ciclo estral, com o propésito de avaliar a

regularidade do ciclo e comprovar o éxito da ovariectomia.
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Figura 1 - Procedimento cirurgico de ovariectomia bilateral. A) Antissepsia; B) Incisao
cirargica; C) Divulsao dos tecidos; D) Laqueadura; E) Reposicionamento; F)

Fechamento da incisao por sutura.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

3.4 Divisao dos grupos experimentais

Para a analise em microtomografia computadorizada (MicroCT), 5 ratas
foram alocadas aleatoriamente para serem submetidas a eutanasia apds a
ambientalizagdo no biotério (dia 0), para caracterizagdo do osso mandibular na
regiao posterior (1° molar inferior esquerdo) (MCTO0). Da mesma forma, 5 ratas foram
induzidas a osteonecrose com aplicacdo de zoledronato por 3 semanas (MCT1) e as
5 demais ratas receberam aplicacdo de solugao salina, também durante 3 semanas
(MCT2); sendo essas 10 ratas submetidas a eutanasia no final da 3% semana, para
avaliacao da arquitetura do osso no dado momento apés instituicao dessas terapias

prévias, totalizando 15 ratas.
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3.4.1 Protocolo terapéutico

Os demais animais foram divididos aleatoriamente em grupos
experimentais (n=5), sendo o grupo 1 (SAL) submetido a aplicagbes de 0,45 ml de
solugéo de cloreto de sodio 0,9% (solugao salina) intraperitoneal a cada 3 dias por 7
semanas simulando os procedimentos com o zoledronato (controle negativo); o
grupo 2 (ZOL) foi submetido a aplicagdo de Zoledronato 100ug/kg, ambos a cada 3
dias durante 7 semanas; e o grupo 3 (ZOL+OZ/PQI), que recebeu aplicacdo de
zoledronato seguindo o mesmo protocolo e aplicagdo topica da pasta destinada ao
grupo, no alvéolo, no dia da extragdo do 1° molar inferior esquerdo, e 2 e 4 dias
apos a extragcao, além de ozonioterapia intraperitoneal, na dosagem de 0,7ml/kg do

animal a cada 3 dias por 3 semanas.

A intervencéo iniciou-se no dia -1 com a indugéao de periodontite através
da colocacdo de uma ligadura de algoddao ao redor do primeiro molar inferior
esquerdo de cada animal, como mostra a figura 2. Apés a indugéao, no dia 0, foi dado

inicio a aplicagao das terapias.

Figura 2 - Colocacéo da ligadura de algodao no primeiro molar inferior

esquerdo para indugao de periodontite.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Figura 3 - Aplicagao intraperitoneal de zoledronato

e/

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

3.5 Extracao

Apos 3 semanas da inducdo da osteonecrose foi feita a extragdo do 1°
molar esquerdo e aplicagado da pasta a base de Metronidazol a 10% e Lidocaina a
2% (pasta POI) no alvéolo do primeiro molar inferior esquerdo, associada a
ozonioterapia sistémica na regido intraperitoneal, como mostra nas figuras 4, 5 e 6

respectivamente.

Figura 4 - Procedimento de exodontia do 1° molar inferior esquerdo. A) Animal
anestesiado e estabilizado em prancha cirurgica; B) Aspecto da ligadura de algodao
ap6s 3 semanas; C) Ligadura de algodao removida do alvéolo; D) Aspecto do 1° molar
inferior esquerdo apés remog¢ao da ligadura de algodao; E) Descolamento dos tecidos

periodontais; F) Aspecto do alvéolo apés exodontia.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

As aplicagdes da pasta de Metronidazol e ozonioterapia foram realizadas

por 2 e 4 dias ap0s a extracao, além do dia em que a mesma foi feita.

Para a aplicagdo da ozonioterapia foi utilizado o aparelho fornecido pela
empresa OZONE&LIFE INDUSTRIA, COMERCIO E SISTEMAS LTDA (Sao José
dos Campos — SP), sendo efetuada aplicagdo via intraperitoneal do ozdnio em

concentragao de 0,7ml/kg, a cada 3 dias, por 3 semanas.

Figura 5 - Aplicagao da pasta de metronidazol.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Figura 6 - Aplicagao de oz6nio
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

3.6 Eutanasia

Apés 28 dias de extragdo, os animais do grupo experimental foram

submetidos a eutanasia por dosagem excessiva de anestésico.

Ao total tiveram trés momentos de eutanasia, apdés a ambientalizagdo no
biotério (MCTO0), 3 semanas apds o inicio da aplicagao das terapias (MCT1 e MCT2)

e 28 dias apds a extragao.

As hemimandibulas foram cuidadosamente dissecadas e poés-fixadas por
24 horas em paraformaldeido 4%, para posterior processamento laboratorial
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4 METODOS DE ANALISE

4.1 Analise e processamento dos tecidos calcificados

4.1.1 Microtomografia computadorizada (MicroCT)

Para a analise tridimensional da estrutura do tecido 6sseo, os animais
pertencentes aos grupos MCTO0, MCT1, MCT2 e, posteriormente SAL, ZOL e
ZOL+0Z/POI tiveram as 15 mandibulas removidas do fixador e lavadas por 12 horas
em agua corrente a fim de retirar qualquer residuo do fixador. Sequencialmente,
foram armazenadas em a&lcool 70% para transporte até o local de andlise.
Primariamente, foram submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um
sistema de microtomografia digital computadorizada. As pegas foram escaneadas
pelo microtomégrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica,
2003) utilizando cortes de 8 um de espessura (90Kv e 111uA), com filtro de cobre e

passo de rotagao de 0,05 mm.

As areas pela projecado dos raios-X nas amostras foram armazenadas e
reconstruidas determinando a area de interesse pelo software NRecon (SkyScan,
2011; Versao 1.6. 6.0). No software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64-bit) as
imagens foram reconstruidas para adequagéo do posicionamento padrao para todas
as amostras, podendo ser observada em trés planos (transversal, longitudinal e
sagital). Em seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan,
2012 Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0), foi definida a area radiografica de interesse
(ARI) delimitada por uma area de 4 mm?® que incluiu a porgéo do local de extragéo
dentaria anteriormente ocupada pelas raizes mesial e distal do primeiro molar

inferior esquerdo e tecidos adjacentes.

O software CTAn analisou e mediou a imagem de acordo com as escalas
de cinza. Apos o ajuste e remogao dos tons de cinza da area correspondente do
alvéolo, o threshould utilizado na analise foi de 25-90 tons de cinza, o que
possibilitou a obtengao do volume de osso presente/formado no interior dos alvéolos.
Os parametros analisados foram referentes a volume tecidual (BV), quantidade do

tecido 6sseo (BV.TV= porcentagem do volume ésseo) e qualidade do tecido 6sseo
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(Tb.Th= espessura do trabeculado 6sseo, Tb.SP= separagao das trabéculas osseas,

Tb.N= numero das trabéculas e To (tot) = porcentagem de porosidade total).
4.2 Analise e processamento dos tecidos descalcificados

Logo apos a MicroCT, as pecas voltaram para o fixador a fim de
completarem 72 horas de fixacdo, e apds isso foram submetidas novamente a um
banho de agua corrente por 12 horas e partiram para a descalcificagcdo em acido
etilenodiamino tetra-acético 10% (EDTA) por 6-8 semanas. Apos a descalcificagao, a
regiao correspondente ao alvéolo e estruturas adjacentes da extracdo foram
separadas. Assim, as pecas seguiram para a desidratagdo numa sequéncia de
alcoois (70 a 100%). Apds estas etapas, realizou-se a diafanizagdo com xilol para
posterior inclusdo em parafina para obtengédo de corte com 4 ym de espessura e a
confecgdo das laminas. Foram coletadas, de lingual para vestibular, as sec¢des
histolégicas da porgédo do alvéolo dental e tecidos adjacentes que foram analisados.
As laminas pares apdés a microtomia foram destinadas para a coloragcdo em

hematoxilina e eosina (HE).
4.2.1 Analise microscépica e area microscoépica de interesse (AMI)

As andlises microscopicas foram realizadas por um histologista
certificado, cego aos tratamentos. Para a analise histométrica foram avaliados trés
cortes histologicos localizados na porgao vestibular, média e lingual do local da
extragdo dentaria. Sendo que um corte histolégico da por¢do média do local de
extragdo foi utilizado para a analise imunoistoquimica. A area de interesse foi
dividida em duas: AMI (I) e a AMI (ll) que foram determinadas de acordo com a
analise microscoépica realizada. A AMI (1) consistiu em uma area de 4 mm x 4 mm
que inclui a por¢ao do local da extracdo dentaria anteriormente ocupada pelas raizes
mesial e distal do primeiro molar inferior esquerdo e tecidos adjacentes. Seu limite
distal foi composto de uma linha situada paralelamente a dentina coronaria e a
superficie radicular do segundo molar inferior esquerdo, estendendo-se 4mm
mesialmente. Seu limite coronario € composto de uma linha paralela ao limite da
margem cemento-gengival do segundo molar inferior esquerdo, estendendo-se 4mm
apicalmente. O AMI (Il) consistiu em duas areas de 250 x 250 um, situadas no tecido

conjuntivo que 15 recobre o local da extracao dentaria.O limite das areas foi definido
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por uma linha situada no centro do tecido conjuntivo, perpendicular ao eixo
longitudinal dos dentes, dividindo esse tecido em sua direcdo coro. Duas outras
linhas foram utilizadas, uma paralela a porgao central do local de extragao dentaria
anteriormente ocupada pela raiz mesial e outra paralela a porgao central do local de
extracdo dentaria anteriormente ocupada pela raiz distal do primeiro molar. A
interseccdo dessas linhas determinou o centro das duas areas que foram

analisadas.
4.2.2 Analise histologica e histométrica

A analise histoloégica com as caracteristicas gerais dos tecidos e
histométrica da porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PONF) foram realizadas
através de fotomicrografias da area do alvéolo do dente extraido e tecidos
adjacentes, que foram capturadas com o auxilio de um software de andlise de
imagem (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss, Goéttingen, Alemanha). A area ocupada pela
PONF foi estabelecida e expressa em um2 como média + desvio padrdao em cada
grupo experimental. Na regido de Interesse AMI (I), as imagens foram capturadas
utilizando uma cémera digital (AxioCam® Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplada
a um microscopio de luz (AxioLab®) e conectada a um microcomputador. A
quantificacdo da porcentagem de tecido 6sseo neoformado e a porcentagem de
tecido 6sseo ndo vital foram calculados utilizando o software de analise de imagens
(Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss). A PONF representa uma regido onde mais de dez
lacunas de ostedcitos vizinhos apresentaram-se vazias ou contendo restos de

ostedcitos necroticos.
4.3 Calibragao do examinador

Ocorreu anteriormente as mensuragdes propostas para a histometria,
histopatologia, histologia e microCT. O avaliador foi submetido a um teste prévio do
nivel de compatibilidade entre mensuragdbes em que foram realizadas as
mensuracgdes propostas no estudo de 12 animais randomizados, em duplicata com

um intervalo de 1 semana entre elas.

4.4 Analise de dados
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Todos os testes foram realizados no programa estatistico Sigma Plot 12.0
(Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA, USA). Inicialmente, cada paréametro
amostral obtido por meio de histometria e morfometria tridimensional pela
microtomografia, foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk, P>0,05).
Portanto, diante da homogeneidade ou heterogeneidade dos dados, um teste

parameétrico ou ndo paramétrico foi aplicado.
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5 RESULTADOS

5.1. Analise Microtomografica

Figura 7 - Analise microtomografica dos grupos em respeito ao (A) volume tecidual
(BV); (B) percentual de volume 6sseo em relagédo ao volume tecidual (BV/TV); (C)
numero de trabéculas (TbN); (D) separagao das trabéculas (TbSp); (E) espessura das
trabéculas (TbTh); (F) porosidade total (PoTot).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

As analises microtomograficas para avaliagdo da quantidade de volume
0sseo (BV) e percentual de volume 6sseo em relacdo ao volume tecidual (BV/TV), e
para avaliagdo da qualidade do tecido 6sseo como numero de trabéculas (TbN),
separagao das trabéculas (TbSp), espessura das trabéculas (TbTh) e porosidade
total (PoTot), mostram diferenga entre os grupos (figura 7). Ao analisarmos os
graficos, é possivel observar que o grupo ZOL apresentou maior percentual de
volume 6sseo em relagdo ao volume tecidual (BV/TV) que ja era esperado por seu
mecanismo de agao reduzir a reabsorgdo em algumas areas. Ja o grupo POI+0OZ

apresentou o maior numero de trabéculas e a menor separagao entre elas,



27

demonstrando que, apesar de nos outros parametros nao sugerir uma neoformagao

Ossea significante, o tecido que se formou apresentou étima qualidade.
5.2. Analise Histolégica

Apds a obtencdo das laminas, estas foram avaliadas histologicamente
quanto a capacidade de neoformacao Ossea, presenca de infiltrado inflamatdrio,
formacao de tecido conjuntivo, absor¢ado e/ou manutengao dos materiais estudados.
As amostras foram codificadas de maneira que somente a orientadora sabia a quais

grupos pertenciam. Um unico examinador realizou as analises.

Para andlise histoldgica, foi delimitado a regido de interesse na parte mais
cervical do septo, devido a essa regiao ser a critica em relagéo a proximidade com a

superficie externa e com o tecido gengival.

Figura 8 - Lamina histolégica representativa em que a area pontilhada representa a

regiao de interesse.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Figura 9 - Imagens representativas dos grupos SAL, ZOL e POI+0Z

SAL ZOL POI +0Z

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Abaixo lamina no aumento de 40x, com maiores detalhes histoldgicos:
Grupo SAL

Figura 10 - Aumento de 40x. (A) e (B) presenca de tecido conjuntivo (TC) fechando a
area de exodontia. (C) presenca de tecido 6sseo neoformado (TON) demonstrando o
processo de reparo do alvéolo apds exodontia.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Grupo ZOL

Figura 11 - Aumento de 40x. (A) presencga de tecido conjuntivo frouxo (TC) entremeado
ao tecido 6sseo neoformado néo vital (TONV) demonstrando a area de sequestro
osseo. (B) presencga de hifas de bactérias (HB) demonstrando contaminagao da area.
(C) area de tecido 6sseo nao vital, demonstrado pela presenca de lacunas 6sseas

vazias.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Grupo POl + OZ

Figura 12 - Aumento de 40x. (A) presenca de tecido epitelial (TE) mais tecido
conjuntivo (TC) fechando a area de exodontia. (B) presenca de tecido 6sseo
neoformado (TON) demonstrando o processo de reparo do alvéolo apés exodontia.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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No grupo SAL, representado pela figura 10, foi observado um processo de
reparo com tecido dsseo sadio, fechamento epitelial e a presencga de tecido 6sseo
remodelado. Observou-se a invaginagao do tecido conjuntivo organizado na crista do
septo interradicular, presenca do tecido 6sseo remanescente com ostedcitos vivos,

compativel com o processo de reparo esperado para o grupo.

No grupo ZOL é possivel observar uma invaginagcdo maior do tecido
conjuntivo, caracterizando um infiltrado inflamatério devido a necrose do tecido
0sseo e a uma diminuicdo expressiva ou até auséncia do processo de reparo (figura
11). Apesar da presencga de ostedcitos viaveis, é possivel observar necrose tecidual
em alguns pontos. Existe a presenca de um tecido 6sseo desvitalizado, entremeado
por tecido conjuntivo. Nota-se hifas de bactérias infiltradas nesse tecido. Além disso,

foi observada presencga de infiltrado inflamatério mais intenso em algumas laminas.

No grupo POI+OZ foi observado tecido 6sseo entremeado por tecido
conjuntivo fibroso bem-organizado. Também ¢é possivel visualizar pequenos
fragmentos de sequestro 6sseo desvitalizado, além da presenca de remodelagéo

o0ssea com tecido ésseo vital entremeado por tecido conjuntivo (figura 12).

Portanto, quanto aos aspectos histologicos referentes a regido de alvéolo
do 1° molar a presenga de tecido 6sseo vital nos grupos SAL ficou evidente, uma
vez que € notoria a quantidade de células da linhagem osteoblastica, como
ostedcitos imersos na matriz éssea ja mineralizada e osteoblastos na regiao
adjacente do tecido ésseo, justapostos ao tecido conjuntivo, carregado de células,
evidenciando o dinamismo dos tecidos. E por fim, fica evidente a diferenca entre o
grupo ZOL para com os demais, onde é visivel diversas lacunas vazias,

caracteristica tipica do tecido 6sseo nao vital em abundancia.

5.3. Analise Histomorfométrica

Figura 13 - Relagdo da area de osso neoformado em uym?de cada grupo
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Figura 14 - Imagem histolégica de osso neoformado em cada grupo

SAL Z0L

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

POI +0Z
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Grupo SAL apresentou a maior area de osso neoformado, como ja era
esperado, sendo diferente estatisticamente do grupo ZOL (p=0,042), sendo seguido
pelo grupo POI+0OZ que também apresentou diferenga estatistica para o grupo ZOL
(p=0,049), como mostra a figura 13. Os grupos POI+OZ e SAL foram iguais entre si

estatisticamente.

O grupo ZOL, apresentou em grande parte dos espécimes, regides de
tecido 6sseo néo vital, com ostedcitos nao viaveis, como representado nas imagens

histoldgicas.
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6 DISCUSSAO

Partindo do pressuposto que os bifosfonatos agem direta ou
indiretamente sobre os osteoclastos e osteoblastos, provocando a diminui¢cdo da
remodelacdo Ossea, esperava-se alteracbes no que se refere a qualidade e
guantidade 6ssea nos grupos testados que receberam a medicagao antirreabsortiva,
0 que pbdde ser observado na avaliagdo dos parametros BV (volume 6sseo) e BV/TV
(percentual de volume 6sseo em relagcdo ao volume tecidual) ao final do tempo
experimental de 28 dias, em que o grupo ZOL apresentou um volume ésseo maior e
com menor porosidade (PoTot) quando comparado ao grupo SAL (p<0,05),
caracteristica essa compativel com a agdo do medicamento que provoca uma
corticalizacao do tecido 6sseo em decorréncia a uma alteracado na arquitetura 6ssea

advinda da utilizacao do bifosfonato.

Enquanto ndo existe um consenso acerca de um protocolo de tratamento
definitivo da MRONJ, a literatura tem evidenciado a associagcdo de terapias
coadjuvantes que possam melhorar a qualidade dos tecidos baseado no estagio
clinico da doenca, com intuito de melhorar a qualidade de vida e trazer mais conforto

a esses pacientes®.

No presente trabalho, na comparagao intragrupos dos grupos testes, o
grupo que recebeu as terapia com o0zo6nio e pasta de Metronidazol (POI+0Z), apesar
de ndo apresentar diferenga estatistica em relacéo aos grupos SAL e ZOL, alcangou
maior numero de trabéculas (Tb.N) e menor separagéo entre elas (Tb.Sp), sugerindo
que a utilizagdo sistémica do ozbénio nesses animais possa ter induzido de maneira
positiva a proliferacao celular e a resposta cicatricial, uma vez que a ozonioterapia é
capaz de aumentar a oxigenagao dos tecidos e que a pasta a base de Metronidazol

pode ter facilitado o crescimento de fibroblastos e osteoblastos.

O ozbnio € uma molécula composta por trés atomos de oxigénio, que nas
condi¢cbes normais de temperatura e pressdo normalmente se apresenta na forma
gasosa, mas também pode ser utilizado na forma de agua ozonizada ou dleo
ozonizado e sua administragédo pode ser feita de forma topica ou sistémica.' >0
ozénio tem influéncia positiva no metabolismo e no processo de reparo 6sseo devido

aos efeitos anti-inflamatérios, cicatrizantes, antimicrobianos, além de propriedades
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anti-algicas, visto que tem a capacidade de neutralizar os mediadores neuroquimicos
da sensacao dolorosa, facilitando a metabolizagcdo e eliminacdo de mediadores
inflamatdrios como histamina, quinina e bradicinina.'® Por essa razio, trata-se de
uma vertente com potencial de crescimento em muitas areas como terapia
coadjuvante aos tratamentos convencionais, principalmente por diminuir a

sintomatologia dolorosa e otimizar o processo cicatricial.

A pasta a base de Metronidazol a 10% e Lidocaina a 2% vem sendo
utilizada desde 1998 de maneira eficiente no reparo de alvéolos infectados apds
exodontia. O Metronidazol, que compde a pasta POI, pertence a classe dos
nitroimidazélicos e atua contra bactérias anaerdbias e Gram negativas através da
inibicdo da sintese do acido nucleico, causando a morte celular. Além disso, é capaz
de facilitar o crescimento de fibroblastos e osteoblastos, sendo possivel proporcionar
efeitos anti-inflamatoérios e combater a infecgdo. Poi et al.®, avaliaram o processo de
reparo alveolar em 75 ratos Wistar com alveolite utilizando a pasta a base de
Metronidazol a 10% e Lidocaina a 2% como terapéutica, e nos tempos
experimentais analisados de 6, 15 e 28 dias pds-operatorios os resultados
comprovaram a eficiéncia da pasta POl como uma opg¢ao segura no tratamento da
alveolite, capaz de reduzir a sintomatologia dolorosa e diminuir o processo
infeccioso. O uso desta pasta nos processos de osteonecrose demonstrou ter um
comportamento biolégico favoravel ao processo de reparo e também auxiliou no
fechamento epitelial das regides onde havia osteonecrose e impediu a proliferagao

de hifas de bactérias.

Sabemos que uma das maiores dificuldades no tratamento das MRONJ é
conseguir o fechamento do tecido mole e evitar a exposi¢do do tecido ésseo e
consequentemente sua contaminagdo. Quando por meio de terapias coadjuvantes
conseguimos obter tanto a promog¢dao de uma neoformagao éssea assim como o
fechamento epitelial por meio de terapias adjuvantes cujo custo é baixo e acessivel
aos pacientes, como os obtidos nesse trabalho, isso nos impulsionam a continuar
nessa linha de pesquisa para obtencao de protocolos terapéuticos que visam auxiliar
uma porcentagem da populacao crescente que sofrem com a instalacdo da MRONJ

e que ainda ndo tem um tratamento adequado para essa problematica.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho permitiu concluir que a associagdo da ozonioterapia
sistémica associada a pasta de metronidazol com lidocaina melhorou a resposta de

reparo local em areas de osteonecrose em ratas submetidas ao uso do zoledronato.
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ANEXOS

ANEXO A - Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Faculdade de Odontologia de Aragcatuba — UNESP
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CANPUS ARACATUBA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA ;
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Terapias auxiliares para o
tratamento de osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos apos
exodontia em ratas ovarectomizadas”, Processo FOA n° 0268-2022, sob
responsabilidade de Ana Paula Farnezi Bassi apresenta um protocolo experimental
de acordo com ¢s Principios Eticos da Experimentacéo Animal e sua execucéo foi
aprovada pela CEUA em 30 de Maio de 2022.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 30 de Maio de 2024.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 30 de Junho de 2024,

CERTIFICATE
We certify that the study entitied “Auxiliary therapies for the treatment of drug-
induced osteonecrosis of the jaws after tooth extraction in ovarectomized
female rats”, Protocol FOA n° 0268-2022, under the supervision of Ana Paula
Farnezi Bassi presents an experimental protocol in accordance with the Ethical
Principles of Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA
on May 30, 2022.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: May 30, 2024.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: June 30, 2024.

Prof. Dr. Jodo Carlos Callera
Coordenador da CEUA
CEUA Coordinator

CEUA - Comissiao de Etica no Uso de Animais

Faculdade de Odontologia de Aragatuba

Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba

Rua José Bonifacio, 1193 — Vila Mendong¢a - CEP: 16015-050 - ARACATUBA - SP
Fone (18) 3636-3234 Email CEUA: ceua.foa@unesp.br
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