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RESUMO
RAGGHIANTI, M. H. F. Influéncia da ozonioterapia e da Fibrina Rica em Plaquetas

e Leucocitos (L-PRF) na prevencéao e tratamento da osteonecrose dos maxilares
de ratas senis medicadas com zoledronato. 2024. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduacédo) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2024.

A osteonecrose dos maxilares associada ao uso de medicamentos (MRONJ) ainda
precisa de esclarecimentos sobre sua causa e tratamento, representando um desafio
para profissionais da saude. Terapias locais tém mostrado efeitos promissores na
prevencao e tratamento da MRONJ. Este estudo objetivou comparar o efeito de fibrina
rica em plaquetas e 6leo ozonizado na reparacdo 6ssea em ratas idosas com MRONJ
induzida experimentalmente. Foram usadas 30 ratas senis (18 meses), sendo que 2
doaram sangue para a confec¢cédo da L-PRF, enquanto as demais foram divididas em
4 grupos experimentais (n=7). O grupo SAL recebeu solucédo de cloreto de sédio 0,9%,
e o grupo ZOL, zoledronato 100ug/kg, ambos a cada 3 dias durante 7 semanas. Os
grupos ZOL+L-PRF e ZOL+0OZN600 também receberam zoledronato, além de L-PRF
e Oleo de girassol ozonizado, respectivamente. O grupo ZOL+L-PRF foi tratado no
pos-operatorio imediato, enquanto o grupo ZOL+OZN600 recebeu ozonioterapia nos
dias 0, 2 e 4 ap0s a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo.A eutanasia ocorreu
28 dias apdés a exodontia. As mandibulas foram analisadas por micro-CT,
histologia/histometria, Picrosirius Red (PSR) e registros fotograficos. A micro-CT
mostrou maior separacdo trabecular no grupo ZOL+L-PRF. A histometria revelou
maior porcentagem de 0sso nao vital no grupo ZOL em comparacdo aos grupos de
terapia (p<0,05) e maior tecido 0sseo vital no grupo ZOL+OZN. A histologia mostrou
ostedcitos na matriz extracelular do osso em reparacdo. A analise de PSR indicou
mais fibras colagenas tipo Ill no grupo ZOL (p<0,05) e mais fibras colagenas tipo | no
grupo SAL (p<0,05). Clinicamente, as terapias mostraram alvéolos sem exposicao de
0SSO necrotico e sem sinais de infeccdo. Conclui-se que o uso de L-PRF e
ozonioterapia em suspensédo de 6leo pode ser eficaz na prevencgdo e tratamento da
MRONJ.

Palavras chaves: Osteonecrose; Bifosfonatos; Fibrina Rica em Leucécitos e

Plaquetas; Ozonio



ABSTRACT
RAGGHIANTI, M. H. F. Influence of Ozone Therapy and Leukocyte- and Platelet-

Rich Fibrin (L-PRF) on the Prevention and Treatment of Jaw Osteonecrosis in
Elderly Rats Treated with Zoledronate. 2024. Trabalho de Concluséo de Curso
(Graduacao) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2024.

Medication-related osteonecrosis of the jaws (MRONJ) still requires clarification
regarding its cause and treatment, representing a challenge for healthcare
professionals. Local therapies have shown promising results in the prevention and
treatment of MRONUJ. This study aimed to compare the effect of platelet-rich fibrin and
ozonated oil on bone repair in elderly rats with experimentally induced MRONJ. Thirty
senile rats (18 months) were used, with 2 donating blood for the preparation of L-PRF,
while the remaining rats were divided into 4 experimental groups (n=7). The SAL group
received 0.9% sodium chloride solution, and the ZOL group received 100 ug/kg
zoledronate, both every 3 days for 7 weeks. The ZOL+L-PRF and ZOL+OZN600
groups also received zoledronate, in addition to L-PRF and ozonated sunflower oil,
respectively. The ZOL+L-PRF group was treated immediately postoperatively, while
the ZOL+OZN600 group received ozone therapy on days 0, 2, and 4 after the
extraction of the first left mandibular molar. Euthanasia occurred 28 days after the
extraction. The mandibles were analyzed by micro-CT, histology/histometry,
Picrosirius Red (PSR), and photographic records. Micro-CT showed greater trabecular
separation in the ZOL+L-PRF group. Histometry revealed a higher percentage of non-
vital bone in the ZOL group compared to the therapy groups (P<0.05) and more vital
bone tissue in the ZOL+OZN group. Histology showed osteocytes in the extracellular
matrix of the repairing bone. PSR analysis indicated more type Ill collagen fibers in the
ZOL group (p<0.05) and more type | collagen fibers in the SAL group (p<0.05).
Clinically, the therapies showed alveoli without exposure of necrotic bone tissue and
no signs of infection. It is concluded that the use of L-PRF and ozonated oil therapy

can be effective in preventing MRONJ.

Keywords: Osteonecrosis; Bisphosphonates; Leukocyte- and Platelet-Rich Fibrin;

Ozone
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1 INTRODUCAO

O continente Sul-Americano passa por mudancas demograficas aceleradas.
No Brasil a expectativa de vida tem aumentado significativamente nos ultimos anos,
sobretudo entre o sexo feminino. As mulheres possuem melhores indices em relacéo
a longevidade, mas comumente convivem mais tempo com multimorbidades (1). O
sistema esquelético frequentemente € um dos acometidos por altera¢gdes relacionadas
ao processo de senescéncia devido a deplecdo hormonal intrinseca ao processo de
menopausa (2,3,5). A osteoporose é uma das comorbidades osteoliticas que se
relaciona ao processo de envelhecimento, visto que a deficiéncia de estrégeno
provinda da menopausa aumenta a atividade de reabsorcéo osteoclastica, sem um
correspondente aumento da atividade osteoblastica. A condicdo causa baixa massa
Ossea e deterioracdo da microarquitetura tecidual, levando a maiores riscos de
fraturas (1-5).

Os bisfosfonatos sdo drogas antirreabsortivas altamente eficazes usadas
para tratar condicdes que resultam no aumento da atividade osteoclastica. Eles
também sdo usados para impedir a progressdo da metastase de tumores malignos
osteotropicos. (2, 3, 4). Os bisfosfonatos possuem estrutura quimica similar ao
pirosfosfato enddgeno, com dois grupos fosfato ligados a um atomo de carbono, o que
leva a alta afinidade pela hidroxiapatita, além de duas cadeias laterais, R1 e R2,
responsaveis pelas suas propriedades farmacolégicas. A estrutura quimica dos
bisfosfonatos é semelhante a do pirofosfato endégeno, consistindo de dois grupos
fosfato ligados a um &tomo de carbono. Isso confere alta afinidade pela hidroxiapatita
(3,4).

O zoledronato é o farmaco mais poderoso do grupo dos bisfosfonatos
contendo nitrogénio, desempenhando sua agdo de forma especifica no metabolismo
0sseo. Sua intervencdo incisiva bloqueia a via do mevalonato, consequentemente,
impossibilita a dindmica citoesquelética dos osteoclastos (3). Esse composto aumenta
a densidade o¢ssea, mitigando a probabilidade de fraturas oriundas de doencas
osteoliticas como a osteoporose (5). No entanto, a supresséo severa da remodelacao
Ossea atribuida ao uso prolongado de bisfosfonatos, principalmente aqueles em altas
dosagens e que possuem nitrogénio em sua composicao, pode se caracterizar como

um risco latente ao desenvolvimento da osteonecrose (4,5,7).
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A osteonecrose pode ser compreendida como um desequilibrio do processo
fisiologico do metabolismo ésseo, resultando em um o0sso nao vital, tendo em vista
que o farmaco supramencionado prejudica a expressdo de proteinas désseas e
aumenta a presenca de citocinas, diminuindo a fixagdo de novos minerais a matriz
0ssea, levando a um osso microfraturavel, além de promover efeitos antiangiogénicos
e susceptibilidade a infeccdo devido a disfuncdo imune induzida por tais drogas
(3,7,9). Em consequéncia aos traumas continuos provenientes da dinamica
mastigatoria, 0s 0ssos maxilares se apresentam comumente impactados pela
osteonecrose, dentre estes a mandibula é o mais acometido, tendo como inicio na
maioria dos casos 0 0sso alveolar, devido a sua maior taxa de renovacédo 6ssea,
relacionada a oclusdao e as forcas de tensdo, além de grande potencial ao
desenvolvimento de infecc¢des (3, 5, 9).

A osteonecrose dos maxilares associada ao uso de medicamentos (MRONJ)
pode ser considerada uma reacdo adversa relacionada ao emprego de drogas como
bisfosfonatos, o anticorpo monoclonal Anti-RANKL, o denosumabe e os
antiangiogénicos (3,6). Contudo, o completo esclarecimento sobre os fatores
etiopatolégicos da osteonecrose ainda apresenta limitacdes (3, 9). Estudos
epidemioldgicos demonstram que a doenca afeta de forma mais frequente o sexo
feminino, em idade avangada e que fazem ou fizeram uso cronico de bisfosfonatos,
sobretudo, os administrados via intravenosa, especificamente o zoledronato (2, 3, 4).
Os casos de MRONJ distinguem-se de outras formas de osteonecrose a partir de
critérios clinicos para o seu diagnostico, como o tratamento, quer seja atual ou
pregresso, com drogas antirreabsortivas ou antiangiogénicas, a presenca de tecido
0sseo exposto ou passivel de sondagem por via oral ou extraoral que persista por
mais de oito semanas e sem histdria de radioterapia ou doengca metastatica nos 0ssos
gnaticos. (7, 9, 11).

Os fatores locais que contribuem para o estabelecimento dessa entidade
patolégica, em pacientes com risco ao seu desenvolvimento, sdo as cirurgias
dentoalveolares como instalacdo de implantes, intervencdes periodontais e,
principalmente, as extracdes dentarias. Ademais, fatores anatdmicos, como o uso de
proteses mal adaptadas ou ainda condi¢cdes concomitantes como doenga periodontal

preexistente e lesbes periapicais podem também serem considerados fatores de risco.
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Além disso, ha o risco caracterizado como “espontaneo”, ou seja, sem qualquer

relacdo com os fatores anteriormente mencionados (3,6,10,19).

Quando estabelecida, a MRONJ acarreta 6nus no que tange ao bem-estar
global do individuo, devido aos sinais e sintomas que a doenca pode ocasionar, COmo
quadro algico associado, infeccdo dos tecidos moles, presenca de ulceracdes ou
supuracoes, formacgéao de tratos sinusais, fistulas, parestesia de um nervo relacionado,
sinusite maxilar crénica e fraturas patologicas. Além disso, inicialmente a patologia
pode ndo produzir sintomas especificos em relacédo a algesia, ainda assim coexistem
0s riscos de progressdo associados ao quadro (4,10,12,13). Para além da discussao
em relacao a sua etiopatogenia, € de substancial relevancia a compressao acerca da
prevencdo e das possibilidades terapéuticas da MRONJ, objetivando um melhor
progndstico, visto que o tratamento desses pacientes ainda representa um desafio

meédico-odontoldgico, carecendo de um consenso clinico ou protocolo. (2, 11, 13).

A prevencdo da MRONJ compreende fatores modificaveis que reduzam os
riscos do seu desenvolvimento. Considerar os efeitos adversos do medicamento,
maximizar a saude geral do paciente, além do seu encaminhamento ao cirurgiao
dentista para a adequacdo do meio bucal e possiveis intervencbes sao cuidados
primarios que antecedem o uso das drogas antirreabsortivas (4,11). Modalidades
terapéuticas presentes na literatura também sdo empregadas como medidas de
prevencdo ao desenvolvimento da MRONJ em pacientes que fizeram ou fazem uso
de antirreabsortivos e que sao submetidos a procedimentos cirtrgicos odontolégicos,
como o uso de antibioticoterapia sistémica profilatica, administragdo de pentoxifilina e
tocoferol, além de tratamentos adjuvantes como oxigenacao hiperbéarica, terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT) e ozonioterapia sob veiculo oleoso, no intuito de
otimizar o metabolismo 6sseo ou prevenir o processo infeccioso (3,13,14,15). As
terapias cirdrgicas sédo indicadas diante do dano tecidual 6sseo irreversivel, que
consiste na exérese do segmento de 0sso necrético, por meio de curetagem,
sequestrectomia conservadora ou resseccdo Ossea, em conformidade com a

dimenséo da regido afetada (2, 3, 5, 13, 15).

Encontrado na natureza sob a forma de molécula gasosa ciclica, o0 0z6nio
(O3), clinicamente pode ser utilizado na odontologia a partir de aplicacdes de gas
sobre os tecidos, agua ozonizada ou suspenséao oleosa (13, 23). Seus possiveis

beneficios estdo associados a atuagcédo antimicrobiana e propriedades curativas (22).
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A ozonioterapia administrada nos casos de MRONJ, em especial topicamente sob sua
forma oleosa, demonstrou em estudos préclinicos a geracdo de fatores de
crescimento e ativagdo de mecanismos de acdo antioxidante para promocdo do
reparo tecidual e ainda dados promissores em relacdo a acdo preventiva do

desenvolvimento de lesdes osteonecroéticas apos exodontias (22, 23).

Os compostos plaquetarios se caracterizam como alternativas de terapias
locais autodlogas, pouco invasivas e de baixo custo econdémico na cirurgia maxilofacial
e dentoalveolar (24, 26, 29). A base desses compostos trata-se de uma rede de fibrina
tridimensional com trombdcitos, leucocitos e células tronco, além de citocinas,
proteinas e uma grande variedade de fatores de crescimento, como Fator de
Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), um poderoso estimulante para a
guimioatracdo de osteoblastos, o Fator de Transformacdo Crescimento Beta (TGF-
31), uma proteina reguladora envolvida na remodelacdo O0ssea e cicatrizacdo de
fraturas, além do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEFG) que auxilia o
reparo 0sseo através da promoc¢ao de estruturas vasculares (26,29). Oriunda de um
meétodo recente que consiste na centrifugacdo do sangue do préprio paciente, sem
posterior adicdo de produtos quimicos, a Fibrina Rica em Plaquetas e Leucécitos (L-
PRF) permite a partir do seu processo de coagulag&o natural o aumento da meia vida
e liberacdo dos componentes supracitados (27, 26, 28).

ApOs o processo mecanico em centrifuga por 10 ou 12 minutos sob 3000 rpm
ou 2700 rpm, respectivamente, € possivel observar a conformacao fisica da L-PRF,
caracterizada por 3 camadas, a por¢cao mais inferior concentrando o aglomerado de
glébulos vermelhos, na parte superior o plasma acelular e o segmento intermediario
composto pelo coagulo de fibrina rico em plaquetas e leucdcitos (25, 26, 39). A porcao
central trata-se, portanto, da matriz de LPRF que € aplicada como membrana para o
fechamento do osso exposto e pode ser considerada um método complementar a
terapia cirdrgica. Esse composto plaquetario possui resisténcia mecanica, efeito
estabilizador da ferida e tem demonstrado resultados promissores no tratamento da
MRONJ, com potencial de auxiliar na proliferacéo celular e diferenciacdo osteogénica,
melhorando os estagios clinicos em nivel significativo ou ainda auxiliando na cura da
doenca (24, 25, 26, 28). Apesar disso, em virtude dos aspectos multifatoriais da
MRONJ e da falta de conhecimento totalmente esclarecido sobre o seu mecanismo

patogénico, preconizam-se estudos prospectivos, randomizados e adequadamente
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desenhados para comprovar os efeitos biologicos da L-PRF no tratamento e
prevencdo da MRONJ (26,27,28,29).

Ainda que algumas modalidades terapéuticas tenham demonstrado
perspectivas favoraveis ao enfrentamento da MRONJ, inexiste um consenso clinico
sobre as suas utilizagbes (13, 26). Em vista disso, os dados provindos desse estudo
se tornam relevantes, posto que evidéncias pré-clinicas in vivo utilizando as terapias
com L-PRF e a suspenséo oleosa de ozonio contribuirdo para o entendimento acerca
de mecanismos eficazes quanto a prevencdo e reparacdo 0ssea que futuramente
poderdo minimizar os prejuizos a qualidade de vida do paciente acometido pela
MRONJ.

Este trabalho objetivou estabelecer analise comparativa relacionada as
terapias locais com a utilizacédo de fibrina rica em plaquetas e a suspensao de 6leo
ozonizado nos parametros reparacionais do tecido 6sseo frente a inducéo

experimental de osteonecrose associada ao uso de zoledronato em ratas senis.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho Experimental

Antes do inicio da proposta, o projeto foi enviado para avaliagdo da Comisséo
de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP e, ap0s obter parecer favoravel (Processo FOA n° 839/2023) o
trabalho teve inicio. Todos os procedimentos realizados seguem as diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA) e os guidelines
previamente publicados no “Animal Arrive guidelines 2.0”. Foram utilizados 30 animais
(n=7 + 2 doadores de sangue) (Rattus novergicus albinus Wistar) senis, fémeas, com
cerca de 18 meses e peso corporal variando entre 300 e 350 gramas, de uma cepa
mantida no Biotério do Departamento de Diagnostico e Cirurgia da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba (FOA) — UNESP, providas pelo Biotério Central da propria
instituicao.

No decorrer de todo o0 experimento, 0s animais estiveram mantidos em gaiolas
(com no maximo 4 animais por gaiola) em ambiente com temperatura estavel (22 + 2°
C), com ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro), alimentados com
racao balanceada, contendo 1,4% Ca e 0,8% P (Racao Ativada Produtor®, Anderson
& Clayton S.A. — Laboratério Abbot do Brasil Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil) durante todo
0 experimento e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas antecedentes aos

procedimentos cirargicos, no qual serdo submetidos a jejum hidrico.

Para determinar a quantidade amostral, foram realizadas buscas nas
principais bases de dados (PUBMED, Scopus, Embase, Web of Science e Scielo),
havendo como base pesquisas experimentais com animais que contivesse
metodologia analoga e/ou abrangesse o emprego local de fibrina rica em plaquetas e
leucdcitos ou 0leo ozonizado. Para tal, utilizou-se como diretrizes de investigacao as
palavras-chaves “Osteonecrose; L-PRF; Ozénio; Exodontia” e, devido a inexisténcia
de estudos preliminares avaliando ambos os elementos, adotou-se como critério 0os
trabalhos de Ervolino et al. (2019) (13) e Xiao et al. (2017) (33) que utilizam
metodologia semelhante a esse estudo, estabelecendo, portanto, o valor de n=7 por
grupo experimental. 28 ratas foram randomizadas em 4 grupos experimentais sendo
o0 Grupo 1 - SAL, com 7 ratas que receberam 0,45 ml de solucéo de cloreto de sédio
0,9% (solucéo salina) intraperitoneal, a cada 3 dias, por 7 semanas, simulando os



21

procedimentos com o zoledronato (controle negativo); Grupo 2 - ZOL com 7 ratas que
foram induzidas a osteonecrose pela aplicagao de zoledronato 100ug/kg, a cada 3
dias por 7 semanas (controle positivo); Grupo 3 - ZOL+L-PRF com 7 ratas que também
receberam o uso de zoledronato e submetidas a aposi¢do de matriz de L-PRF sobre
o alvéolo imediatamente apds a exodontia. Grupo 4 - ZOL+OZN600 com 7 ratas
induzidas a osteonecrose com zoledronato e terapia local com o6leo de girassol
ozonizado (600 mEg/kg) em concentracdo de 0,3 mg/kg por 2 minutos nos periodos
0, 2 e 4 dias pos cirurgico; as dosagens do protocolo medicamentoso foram ajustadas

para animais, apoiadas em terapéuticas oncologicas em humanos.

O protocolo para obtengdo da matriz de LPR-F oriundo da coleta e
centrifugacdo da amostra sanguinea se fundamentou no estudo Awadeen et. Al. 2020
(34) e no processo de centrifugacdo estabelecido por Choukroun et al 2006(25). A
concentracéo do Oleo de girassol ozonizado adotada para o grupo experimental desta
pesquisa se apoiou em dados clinicos de reparacdo tecidual previstos na revisao
sistematica de Lim et al. (2019) (35) optando-se pela concentracdo com melhor
atuacao na terapia adjuvante. Figura 1: Distribuicdo dos animais a partir de fluxograma
representativo. Grupos experimentais SAL, ZOL, ZOL + L-PRF, ZOL + OZN 600
(N=28) e animais doadores (N=2). Os dias referem-se ao periodo de eutandsia dos

respetivos grupos.

Figura 1: Distribuicdo dos animais a partir de fluxograma representativo. Grupos
experimentais SAL, ZOL, ZOL + L-PRF, ZOL + OZN 600 (N=28) e animais
doadores (N=2). Os dias referem-se ao periodo de eutanasia dos respetivos

grupos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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2.1.1 Delineamento do procedimento cirargico
2.1.2 Pré-operatério

Os 30 animais passaram por um periodo de adaptacdo ao biotério,
previamente a jejum de 12 horas de todos os animais. No periodo inicial ainda, o
procedimento pioneiro com propdsito de suscitar a osteonecrose nos animais foi a
instalacéo de ligaduras de algodao em torno do seu primeiro molar inferior esquerdo,
visando conduzir a regido a periodontite, o que também viabilizou a extracao facilitada.
Objetivando o conforto, os procedimentos experimentais invasivos foram realizados
sob anestesia através da administracdo de 50mg/kg de ketamina intramuscular
(Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 5mg/kg de
cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, S&o
Paulo, Brasil) além da anestesia infiltrativa para analgesia e hemostasia da area
operada com cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/kg, Mepiadre 2% com adrenalina
1:100.000, DFL). A técnica de eutanasia consistiu na perfusdo cardiaca, mediante
combinac¢éo de 100 ml de solucéo salina e 0,1% de heparina e 800ml de formaldeido
4% (Chemical®, St. Louis, MO, USA) em tampao fosfato-salino (PBS — Sigma
Chemical®) 0.1 M, 4°C, pH 7.4.

Figura 2 — Representacdo do aspecto clinico imediatamente ap6s a instalacao

da ligadura de aldodao no primeiro molar inferior esquerdo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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2.1.3 Periodo de Inducéo da Osteonecrose

Ainda no baseline, no dia 0, deu-se inicio ao processo de inducdo da
osteonecrose em 29 animais, por meio do protocolo de zoledronato 100ug/kg diluidos
em 0,45 ml de solucéo salina, por via intraperitoneal, em uma seringa SLIP INSULINA
de 1ml, descartavel com agulha de calibre 13mm x 0,38mm, a cada 3 dias, por um
periodo de 7 semanas (49 dias) até a eutanasia. 21 destes animais relativos aos
grupos experimentais: ZOL; ZOL+L-PRF e ZOL+OZN600; + 2 animais doadores para
L-PRF). Os animais restantes (7 relativos ao grupo SAL) ndo foram expostos
zoledronato, estes receberam 0,45 ml de solugcdo salina também por via

intraperitoneal, sob as mesmas condi¢des e seguindo o idéntico cronograma.

Figura 3 — Representacdo da aplicacdo do protocolo de zoledronato via

intraperitoneal

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

2.1.4 Exodontia

Transcorridas trés semanas do inicio da aplicacdo do zoledronato, sob
anestesia atraves da administracdo de 50mg/kg de ketamina intramuscular (Vetaset —
Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 5mg/kg de cloridrato
de xilazina (Dopaser — Laboratorio Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sao Paulo, Brasil)
além da anestesia infiltrativa para analgesia e hemostasia da area operada com
cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/kg, Mepiadre 2% com adrenalina 1:100.000, DFL)
e, posteriormente a um jejum de 12 horas, as ratas foram posicionadas na mesa de

operacédo para a manutencdo da abertura bucal, realizouse seguidamente a remocao
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da ligadura de algoddo. Seguidamente, conduziu-se todos 0s animais a antissepsia

oral com PVPI 10% (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica,

Figura 4 - A- Representacdo do aspecto clinico apés realizacdo da
sindesmotomia ao redor do primeiro molar inferior esquerdo. B - Condi¢cao

clinica imediata do alvéolo ap0s a realizacdo da exodontia.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

2.2 Terapias Locais
2.2.1 Coleta e terapia local com L-PRF

Inicialmente, dois animais foram selecionados como doadores de sangue,
objetivando a producéo da L-PRF. As etapas experimentais de instalacdo da ligadura
de algodéo, protocolo medicamentoso com zoledronato e exodontia ocorreram em
iguais circunstancias para esses animais, visando minimizar o viés, no entanto, estes
nao foram submetidos a nenhuma das terapias locais. Primeiramente, realizou-se a
puncdo cardiaca, utilizando agulhas hipodérmicas, por meio da qual obteve-se
amostras de 10 ml de sangue que serdo acondicionadas em tubos de vidro sem
anticoagulante. Posteriormente, o segundo operador programou a centrifuga em 3000
rpm por 10 minutos de acordo com o protocolo proposto por Choukroun et al 2006 e
descrito no projeto.no projeto Passado o processo de centrifugacao foi possivel
observar a diferenciacédo fisica da L-PRF, a por¢do mais inferior concentrando o
aglomerado de glébulos vermelhos, na parte superior o plasma acelular e 0 segmento
intermediario composto pelo coagulo de fibrina rico em plaguetas e leucdcitos.

Cuidadosamente, o operador acondicionou o coagulo em estojo PRF
(Supremo instrumentos cirdrgicos), utilizado para conformacdo da matriz de
concentrados plasmaticos por meio de sua compressdo. A L-PRF foi inserida no
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alvéolo pds exodoéntico, no pds-operatério imediato, haja visto que a liberacéo lenta
dos produtos envolvidos na degradacao da matriz de fibrina se mostra mais favoravel

ao reparo tecidual.

Figura5— A- Representacao daconformacéo fisicada L-PRF apés centrifugacao
e separacdo da porcao de interesse. B- Aspecto clinico imediatamente apés a

insercao da L-PRF no alvéolo. C — Aspecto clinico do pésoperatério imediato.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

2.2.2 Ozonioterapia Local

Os animais referentes ao grupo ZOL+OZN 600 tiveram aplicacdo de 6leo de
girassol ozonizado na concentracdo de 600 mEqg/kg (“Dose Extra” farmacia de
manipulagédo — Pelotas/Rio Grande do Sul-BR), na regido de alvéolo correspondente
ao primeiro molar inferior esquerdo, durante 2 minutos, em concentragéo de 0,3mg/kg
em uma seringa descartavel de 1 ml com agulha de calibre 13mm x 0,38mm. A
aplicacéo foi realizada por via de contencéo do animal e ocorreram nos dias 0 (pés-
operatorio imediato), 2 e 4. Figura 6 — (A e B) Aplicacédo do 6leo de girassol ozonizado
em cureta de Molt em alvedlo apds exodontia.

Figura 6 — (A e B) Aplicacéo do 6leo de girassol ozonizado em cureta de Molt em
alveolo ap6s exodontia.
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Fonte:Elaborado pelo autor (2023)

2.2.3 Eutanéasia

hY

Preliminarmente a eutanasia, se deram registros fotograficos dos animais
para analise clinica através de camera Nikon sob flash macro de 105 mm sempre pelo
mesmo operador. O procedimento de eutanasia dos grupos experimentais SAL, ZOL,
ZOL+L-PRF e ZOL+0OZN600 ocorreu 28 dias (4 semanas) ap0s o procedimento de
exodontia, completando 49 dias (7 semanas) a contar do inicio do protocolo
medicamentoso. Por fim, a eutanasia do animal escolhido como doador de sangue
para producao de matriz de L-PRF foi preconizada ao fim de sua fungéo, ou seja, aos

21 dias da ligadura de algodéo, no periodo da exodontia.

Figura 7 — Representacdo da ordem cronoldgica dos principais eventos do

experimento em animais
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

A técnica de eutanasia consistiu na perfusédo cardiaca, mediante combinacéo

de 100 ml de solucdo salina e 0,1% de heparina e 800ml de formaldeido 4%
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(Chemical®, St. Louis, MO, USA) em tampao fosfato-salino (PBS — Sigma Chemical®)
0.1 M, 4°C, pH 7.4. Posteriormente a disseccao das mandibulas, estas foram postas
no agente fixador (formol tamponado) e posteriormente foi realizado escaneamento e

processamento.
2.3 Analises
2.3.1 Analise clinica

A avaliacdo clinica foi realizada em todas as amostras coletadas, junto a
registros de imagens, avaliando aspectos como condi¢gées da mucosa, coloracao dos
tecidos moles, presenca ou nao de tecido reparacional, exposicdo 6ssea, sequestro
0sseo, presenca de secrecao purulenta, ou quaisquer caracteristicas relacionadas ao

reparo.

2.3.2 Andlises e processamento de tecidos calcificados - Microtomografia

computadorizada (MicroCT)

Para a andlise tridimensional da arquitetura 6ssea, os grupos SAL, ZOL,
ZOL+LPRF, ZOL+OZN600, tiveram 0s espécimes que se encontravam no agente
fixador lavados em agua corrente por 12 horas, a fim de remover quaisquer residuos
de formaldeido, com posterior armazenagem em alcool 70%. Posteriormente, 0s
espécimes foram submetidos a analise por varredura de feixe de raios-X em um
sistema de microtomografia digital computadorizada, pelo microtomografo SkyScan
(SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), no qual se geraram cortes
de cortes de 8 um de espessura (90Kv e 111pA) com filtro de cobre e passo de rotacao
de 0,05 mm. As areas pela projecéo dos raios-X nos espécimes foram armazenadas
e reconstruidas, determinando a area de interesse por meio do software NRecon
(SkyScan, 2011; Verséo 1.6. 6.0).

Através do software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64-bit) realizaram-
se as reconstrucdes das imagens, permitindo adequacéo do posicionamento padrao
para todas as amostras em trés planos (transversal, longitudinal e sagital).
Sequentemente, definiu-se a area radiografica de interesse (ARI) por meio do software
CTAnalyser — CTANn (2003- 11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0), tal

processo delimita area de 4mmg3, incluindo o alvéolo dentario inclui a porgéo do local
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de extracdo dentaria anteriormente ocupada pelas raizes mesial e distal do primeiro
molar inferior esquerdo e tecidos adjacentes. O CTAnN analisou e mediu a imagem de
acordo com a escalas de cinza. ApoOs 0 ajuste e remogéao dos tons de cinza da area
correspondente do alvéolo, o threshould utilizado na analise sera de 25- 90 tons de
cinza, permitindo a obtencdo do volume de osso presente/formado no interior dos
alvéolos. Os parametros analisados foram referentes a quantidade do tecido 0sseo
(BV.TV= porcentagem do volume 0sseo) e qualidade do tecido 6sseo (Th.Th=
espessura do trabeculado ésseo, Th.SP= separacdo das trabéculas 6sseas, Th.N=

namero das trabéculas e To (tot) = porcentagem de porosidade total)(36).
2.3.3 Anadlises e processamento de tecidos descalcificados

Consecutivamente ao processamento em MicroCT, o0s espécimes
regressaram ao fixador a fim de completar 72 horas no fixador, partindo para a
descalcificacdo em &cido etilenodiamino tetra-acético 10% (EDTA) por 6-8 semanas.
Descalcificadas, as pecas seguiram para desidratacdo numa sequéncia de alcoois (70
a 100%). Em seguida, realizou-se a diafanizacado com xilol para posterior inclusdo em
parafina visando obter cortes de 5 ym de espessura, por meio de micrétomo e a
confeccdo das laminas coletadas, de lingual para vestibular, as seccdes histologicas
da porcéo do alvéolo dental e tecidos adjacentes analisados de maneira a padroniza-
las e facilitar a identificacdo. As laminas pares apds a microtomia foram destinadas

para a coloragdo em hematoxilina e eosina (HE).

A area de interesse foi dividida em duas: AMI (I) e a AMI (ll), estas foram
definidas por meio da analise microscopica realizada. A AMI (1) comp8e uma area de
4 mm x 4 mm que inclui a porgéo do local da extragédo dentaria anteriormente ocupada
pelas raizes mesial e distal do primeiro molar inferior esquerdo e tecidos adjacentes.
Seu limite distal compde uma linha situada paralelamente a dentina coronaria e a
superficie radicular do segundo molar inferior esquerdo, estendendo-se 4mm
mesialmente. Seu limite coronario serd composto de uma linha paralela ao limite da
margem cemento-gengival do segundo molar inferior esquerdo, estendendo-se 4mm
apicalmente. O AMI (ll) consiste em duas areas de 250 x 250 ym, situadas no tecido
conjuntivo que recobre o local da extracdo dentaria. O limite das &reas foi determinado
por uma linha localizada no centro do tecido conjuntivo, perpendicular ao longo eixo

dos dentes e que divide esse tecido em sua dire¢cdo coronoapical. Duas outras linhas
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foram utilizadas, uma paralela a porcdo central do local de extracdo dentaria
anteriormente ocupada pela raiz mesial e outra paralela a porcéao central do local de
extracdo dentdria anteriormente ocupada pela raiz distal do primeiro molar. A
interseccao dessas linhas determinou o centro das duas areas analisadas.

2.3.3.1. Analise histoldgica

Um histologista certificado, cego aos tratamentos, realizou todas as analises
microscopicas. Para a analise histométrica foram avaliados trés cortes histologicos
localizados na porcédo vestibular, média e lingual do local da extracdo dentaria. Os
parametros avaliados referem-se a qualidade e quantidade O6ssea, maturacdo do
tecido e perfil inflamatério, incluindo contagem de células inflamatoérias e vasos
sanguineos. Para tal, as laminas coradas em HE foram fotomicrografadas na regiao
do defeito 6ésseo critico, em uma objetiva de 40x por meio do software Image J, através
da ferramenta “Free hands”, permitindo a mensuracdo da area de tecido 6sseo
neoformado, além da avaliacdo da maturidade e dos aspectos do tecido 6sseo dos
diferentes grupos. Para avaliagédo do perfil inflamatorio, com énfase em contagem de
linfécitos e contagem de numero de vasos sanguineos, realizaram-se trés
fotomicrografias para cada amostra em objetivas de 100x, em diferentes regides do
defeito. Em seguida, no software Image J, utilizou-se as ferramentas “Grid” e “Cell

Counter Notice”, para localizagao e quantificacdo das estruturas referidas.
2.3.3.2 Histometria do tecido 6sseo: AON e TON

A andlise histométrica do tecido 6sseo neoformado (AON) foi efetuada por
meio de fotomicrografias das areas adjacentes do alvéolo do dente, capturadas com
o auxilio de um programa de analise de imagem (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha). A area ocupada pelo AON foi determinada e expressa em pm2
como meédia * desvio padrédo em cada grupo experimental. Na regido de Interesse AMI
(), as imagens foram capturadas utilizando uma camera digital (AxioCam® Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) acoplada a um microscépio de luz (AxioLab®) e conectada a
um microcomputador. A quantidade total de tecido 6sseo serad quantificada por
intermédio do software de analise de imagens (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss).
Posteriormente, a percentagem da AON e de tecido 6sseo nao vital (TONV) serao

calculados através do mesmo programa de analise. O TONV caracteriza uma regiao
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em que mais de dez lacunas de ostedcitos vizinhos se mostraram vazias ou contendo

restos de ostedcitos necroticos.
2.3.3.3. Andlise por Picrosirius Red (PSR)

Para andlise por Picrosirius Red (PSR), as areas de interesse foram
removidas e, sequencialmente, incluidas em parafina e cortadas em micrétomo (Leica
— Biosystems® RM 2245, Nussloch, Alemanha), com 5 um de espessura. Os cortes
acoplados em duas laminas, com trés cortes cada. Essas laminas foram submetidas
a coloracao pela técnica de PSR para analise da maturacéo das fibras colagenas (40).
Os niveis de maturacao das fibras de coldgeno analisados nas seccdes coradas pelo
PSR sob microscopia de luz polarizada. O programa LAS (Leica LAS 4.12, Leica
Microsystems) foi utilizado, permitindo a selecéo de cores correspondentes para cada
tipo de fibra de coldgeno do tecido conjuntivo. ApGs a selec¢do da cor, o programa

calculard automaticamente a area marcada de cada tipo de fibra colagena (40).
2.4 Analise estatistica

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos obtidos, foi
abordada a diferenca entre os grupos experimentais (SAL; ZOL; ZOL+L-PRF;
ZOL+0ZN600. Todos os dados foram submetidos a curva de normalidade — teste de
Shapiro-Wilk com nivel de significancia de 0,05 para todos os testes. Os dados
histométricos foram submetidos ao teste ANOVA-1 fator e pos-teste Tukey quando
p<0,05. O software estatistico para todos os testes foi 0 SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs
and Data Analysis, San Jose, CA, USA).
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3 RESULTADOS

3.1 Anélise Clinica

No grupo SAL foi possivel observar animais com a regido de primeiro
molar inferior esquerdo com sinais de processo de reparo tardio e com
sangramento ao manipular o tecido gengival, porém sem exposicao de tecido

0sseo e sinais de infecgdo (Figura 8).

Figura 8 — Aspecto clinico de grupo SAL apo6s 28 dias de exodontia de
primeiro molar inferior esquerdo. (A) Alvéolo pés-exododntico evidenciando
tecido gengival neoformado com edema e normocorada. (B) Alvéolo com

tecido gengival de recobrimento sangrante, sem exposicao 6ssea.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

No grupo ZOL observou-se animais com a regido de primeiro molar inferior
esquerdo com sinais de processo de reparo tardio, com exposi¢ao de tecido 0sseo e

sinais de infecgéo e alguns com presenca de sequestro 6sseo. (Figura 9).

Figura 9 — Aspecto clinico de grupo ZOL apdés 28 dias de exodontia de primeiro
molar inferior esquerdo. (A) Alvéolo pés-exoddntico com presenca de sinais
flogisticos e exposicdo o6ssea. (B) Alvéolo pos-exodoéntico evidenciando

exposicao 6ssea.
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Fonte:Elaborado pelo autor (2024)

Com relacdo ao grupo ZOL+LPRF foi possivel observar a presenca da
gengiva de reobrindo, que se encontrava edemaciada. Em geral caracterizava-se
como um processo de reparo atrasado, no entanto sem exposicédo do tecido 6sseo

alveolar. (Figura 10 A-B).

Figura 10 — Aspecto clinico de grupo ZOL+LPRF apés 28 dias de exodontia
de primeiro molar inferior esquerdo. (A) Processo alveolar de animal
evidenciando regido de edema em processo alveolar. (B) Processo alveolar

sem exposic¢cao do osso alveolar

Fonte:Elaborado pelo autor (2024)

No que concerne as analises clinicas do grupo ZOL+OZN600 observou-se a
presenca de tecido de recobrimento que se encontrava edemaciada. De forma
semelhante ao grupo anterior demonstrou um processo de reparo atrasado, sem

exposicdo de tecido 6sseo ou sinais de infecgdo (Figura 11).
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Figura 11 — Aspecto clinico de grupo ZOL+0OZN600 apo6s 28 dias de exodontia
de primeiro molar inferior esquerdo. (A e B) Processo alveolar em reparo tardio,

porém sem sinais flogisticos e de exposicdo 6ssea.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

3.2 Analises de tecidos calcificados

3.2.1 Microtomografia computadorizada (MicroCT)

A partir da analise microtomografica foi possivel realizar a caracterizagéo
microestrutural do tecido 6sseo na regido do alvéolo em reparacdo. Nessa
perspectiva, no que concerne aos padrdes quantitativos do tecido 6sseo, como a
porcentagem de volume ésseo (BV/TV), o grupo ZOL apresentou maior porcentagem
(20,66%), seguido dos grupos ZOL+LPRF e ZOL+0OZN600, entre 16,5 e 13,99%,
respectivamente, sendo o grupo SAL a menor porcentagem para esta variavel (5,72%)
(Figura 12-A). No que se refere aos parametros de qualidade do tecido 6sseo, a
espessura do trabeculado 6sseo (Th.Th) foi bastante similar entre os grupos, SAL,
ZOL+0OZN600, ZOL+LPRF, tendo o grupo ZOL apresentado menor valor. (Figura 12-
B) Os valores com relacédo a separacado das trabéculas 6sseas (Th.Sp) foram maiores
para os grupos ZOL+LPRF e SAL, apresentando similaridade entre estes (Figura 12-
C). O numero de trabéculas Osseas (Th.N) foi superior para o grupo ZOL e
ZOL+OZN600 (Figura 12-D). No tocante ao percentual de porosidade total (Tot)
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observou-se similaridade entre todos 0s grupos pesquisados, tendo o grupo SAL

apresentado discreta superioridade. (Figura 12-E)

Figura 12 - Imagens gréficas representativas da analise de microtomografia
computadorizada referentes a (A) porcentagem do volume 6Osseo (BV.TV);
(B)Espessura do trabeculado 6sseo (Tb.Th) (C) Separacdo das trabéculas
O0sseas (Tbh.SP) (D)Numero das trabéculas (Tb.N) e (E)Porcentagem de
porosidade total (Tot)
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Fonte:Elaborado pelo autor (2024)

3.3 Anédlises De Tecidos Descalcificados

3.3.1 Analise histométrica

A analise das fotomicrografias possibilitou quantificar a area de tecido 6sseo
neoformado (AON), em gque se constatou as maiores taxas de neoformacao para o
grupo ZOL(p0,5), com menor quantidade de células do tecido conjuntivo entremeado,
inclusive quando comparado ao grupo tratado com ozonioterapia (p>0,5) (Figura 13-

A e B).



35

Figura 13- Figuras representativas da andlise histométrica de area 0ssea
neoformada (AON). (A) Representacdes graficas dos valores de AON
.(B)Fotomicrografias das regifes de neoformacé&o 6ssea de acordo com 0s
tratamentos. Letras minlasculas representam a diferenca estatistica entre os

grupos (a; b).
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Fonte:Elaborado pelo autor (2024)

A analise histologica possibilitou estimar o percentual de tecido 6sseo néo vital
(TONV), cujos resultados demonstram que no grupo tratado com ZOL, tanto em &reas
adjacentes como no interior do alvéolo remanescente, concentraram-se as mais
elevadas taxas de o0sso desvitalizado comparado a todos o0s grupos testados,
expressando quase 100%, (p>0,05). Por outro lado, comparado ao grupo ZOL, nos
grupos tratados com ZOL+LPRF(p>0,5) e ozonioterapia (p<0,5) , observaram-se
significativas areas de tecido 6sseo saudavel, com areas necroticas com taxas entre
55% e 17%, respectivamente (Figura 14-A). Nos locais de extracdo dentaria e em
areas préximas, notaram-se lacunas ocupadas por ostedcitos e densas trabéculas
0sseas neoformadas, juntamente com tecido conjuntivo. Dessa forma, na avaliacéo
qualitativa entre 0s grupos, o grupo SAL demonstrou as maiores areas de tecido 6sseo
saudavel (p<0,5) , seguido pelos grupos ZOL+OZN600 e ZOL+LPRF (Figura 14-B).



36

Figura 14— Figuras representativas da andlise histométrica de area de tecido
0sseo nao vital (TONV). (A) Valores graficos em porcentagem da TONV B)
Fotomicrografias das regibes de &rea O6ssea ndo vital de acordo com o0s
tratamentos. Letras minldsculas representam a diferenca estatistica entre os

grupos (a; b;c).
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Fonte:Elaborado pelo autor (2024)

3.3.2 Analise histolégica

No que concerne ao perfil inflamatério, a analise teve como foco a contagem
de linfécitos e vasos sanguineos. O grupo tratado com ZOL+LPRF(p0,05) (Figura
15-A).

Figura 15- Figuras representativas da andlise histolégica de células
inflamatdrias. (A) Valores de células inflamatdrias. (B) Fotomicrografias das
células inflamatérias de acordo com os tratamentos. Letras minasculas

representam a diferenca estatistica entre os grupos (a; b;c).
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A)

Contagem de células inflamaténas

Numero de coluas Inflamatonas

Fonte:Elaborado pelo autor (2024)

Com relacdo a contagem dos vasos sanguineos, quantificou-se maior
presenca destes nas amostras provindas do SAL (p0,05) comparado a ZOL e
ZOL+LPRF. Seguido ainda do grupo ZOL+LPRF (p>0,05) em comparacéao ao ZOL
(Figura 16).

Figura 16— Figuras representativas da analise histoldgica de vasos
sanguineos. (A) Representacao grafica do nUmero de vasos sanguineos. (B)
Fotomicrografias dos vasos sanguineo presentes de acordo com 0s
tratamentos. Letras minasculas representam a diferenca estatistica entres os

grupos (a; b;c).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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3.3.3 Andlise Picrosirius Red (PSR)

Com relagdo a quantidade de fibras colagenas do tipo | e Ill, observou-se
contagem superior de fibras colagenas do tipo | para todos os grupos que utilizaram
ZOL, seja isolado ou associado ao composto plaquetario e ozbnioterapia,
comparativamente ao grupo SAL (p0,05) (Figura 17-A). Consequentemente, 0 grupo
SAL teve maior quantidade de fibras colagenas do tipo Il polarizadas em comparac¢ao
aos grupos ZOL, ZOL+OZN600 (p0,05). Seguidamente o grupo ZOL+LPRF
apresentou maiores areas dessas fibras comparados aos grupos ZOL+OZN e ZOL
(p>0,05). Nessa mesma perspectiva, o grupo ZOL+OZN demonstrou maior
quantidade de fibras coldgenas do tipo Ill que o grupo ZOL(p>0,05) (Figura 17-B). As
fotomicrografias condizem com a realidade, nas quais sdo observadas maiores
regides polarizadas em vermelho, representando as fibras colagenas do tipo I, nos
grupos que utilizaram o zoledronato, assim como maior polarizacdo de fibras

colagenas do tipo lll, marcagcfes esverdeadas para o grupo SAL (Figura 17-C).

Figura 17— Imagens representativas da analise das fibras colagenas | e Ill em
PSR. (A) Representacao grafica das fibras colagenas tipo I. (B) Representacao
gréfica das fibras colagenas tipo Ill (C) Fotomicrografias das fibras colagenas
presentes de acordo com o0s tratamentos. Letras minusculas representam a

diferenca estatistica entre os grupos (a; b;c).
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Fonte:Elaborado pelo autor (2024)
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4 DISCUSSAO

Descrita pela primeira vez ha duas décadas, a etiologia da MRONJ
permanece ainda ndo totalmente elucidada, sugerindo que a condicdo possa ser
resultado de diversos fatores [2]. Da mesma forma, ndo existem protocolos
estabelecidos para o tratamento das lesbes da MRONJ, o que as caracteriza como
um desafio médico-odontologico [2,42]. Estudos sugerem que 0 uso de terapias
adjuvantes ao tratamento cirirgico pode oferecer vantagens em comparagao com
terapias cirurgicas isoladas [42]. Nesse contexto, os desfechos deste estudo in vivo
permitiram uma avaliagdo comparativa entre o L-PRF e o 6leo ozonizado como
terapias adjuvantes para o tratamento e prevencdo da MRONJ e que demonstraram

potencialidade no que tange a manutencéo da vitalidade do osso reparacional.

Certamente, além do uso, a duracdo da terapia com antirreabsortivos emerge
como um fator de risco significativo para o desenvolvimento de MRONJ,
acrescentando-se assim um fator a sua etiopatogenia multifatorial [42, 43]. Isso ocorre
devido a afinidade dos grupos fosfato pela hidroxiapatita, um componente principal da
matriz 6ssea, o que facilita a sua ligacdo e subsequente acdo nos osteoclastos. Apos
sua liberacdo da matriz inorganica 6ssea, o farmaco € absorvido pelos osteoclastos,
inibindo a enzima farnesil pirofosfato sintase (FPPsintase), o que acarreta alteracdes
no citoesqueleto dessas células, prejudicando a sua atividade, além de aumentar o
potencial de apoptose celular, induzindo a prejuizos do turnover 6sseo (2, 3, 5).

Toro et al (2019) [44] avaliou as caracteristicas reparacionais do tecido ésseo
em modelo experimental animal medicados com doses oncoldgicas de zoledronato e
concluiu que o uso do farmaco nao afetou negativamente a quantidade de tecido
0sseo neoformado, mas ocasionou o0 surgimento de extensas areas de tecido 0sseo
nao vital. Evidencia-se isso através dos resultados referentes aos parametros
quantitativos de tecido 6sseo neoformado deste trabalho, nos quais € possivel
observar maiores quantidades teciduais para os grupos que utilizaram o protocolo de
zoledronato, tanto nas analises de tecidos calcificados quanto descalcificados. Tais
resultados suscitam achados de estudos pregressos nos quais o zoledronato foi capaz
de induzir a osteogénese ao influenciar a expressao de reguladores da transcri¢cao de
osteoblastos, como a proteina morfogenética BMP-2, Runx2, osterix, além do

aumento da expressdo génica de p21 e MC3T3-E1l importantes precursores da
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diferenciacdo osteogénica [46].

Como supramencionado, a literatura defende que 0s mecanismos
fisiopatologicos que podem levar ao desenvolvimento da MRONJ frente ao uso dos
bisofosfonatos sdo multifatoriais, compreendendo a prépria remodelacdo Ossea
prejudicada, a inibicdo da angiogénese, as disfuncdes imunes, a direta toxicidade
destas drogas e sua alta especificidade por sitios 6sseos que demandam maiores
taxas de remodelagéo [2, 4, 43]. Tais perspectivas associadas ao principal fator de
risco que se configura pela cirurgia/trauma dentoalveolar podem levar ao
desenvolvimento da patologia. [3,5,9,43]. Os resultados do presente estudo
corroboram com tais assertivas, dado que nos parametros qualitativos do tecido 6sseo
foi observado areas de necrose tecidual tanto na regido do alvéolo quanto em regides

adjacentes dos grupos que utilizaram o protocolo de zoledronato.

Com relacdo aos prejuizos na angiogénese, a acdo desta droga sobre a
alteracdo da vascularizacdo e hipdxia, e a subsequente atenuacdo das cascatas de
sinalizacao associadas com neoangiogénese e resposta inflamatoria, levam a reducéo
de fator de crescimento vascular endotelial tipo A e angiogenina-1, conhecidos
reguladores de angiogénese e que no ambiente 0sseo pds-exoddntico suprimem a
angiogénese, levando a defeitos na microvasculatura [45]. Em suma, os efeitos dos
bifosfonatos sobre as células endoteliais englobam uma reducdo na viabilidade
celular, na migracao celular e na angiogénese, além de um aumento no apoptose
celular. Esses efeitos culminam em uma menor vasculariza¢do tanto do 0sso quanto
do tecido circundante, o que, por fim, contribui para o desenvolvimento de MRONJ
[43]. Essa perspectiva é evidente nos resultados do presente estudo, tanto em razéo
da baixa quantificacdo de vasos sanguineos presentes no tecido conjuntivo adjacente
as areas de neoformacao 6ssea, bem como nos resultados referentes ao tecido 6sseo

nao vital, sobretudo, no grupo tratado com zoledronato isoladamente.

O ozbnio medicinal possui excelentes propriedades quimicas derivadas de
sua capacidade de ativacdo do metabolismo celular, efeito antimicrobiano,
propriedades antioxidantes e capacidade de bioestimulacao [35]. No que concerne a
sua aplicabilidade em solugédo oleosa no tratamento de lesbes proveniente de
MRONJ, Ripamonti (2011) [17] destacou sua potencialidade, considerando-o como

um recurso terapéutico promissor, eficaz, seguro e de facil aplicacéo.
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Notoriamente, a ozonioterapia possui capacidade de melhorar a oferta de O2
tecidual por meio de acdo hemorreoldgica, vasodilatacdo e estimulacdo da
angiogénese, em virtude do estresse oxidativo acentuado, aumentando a liberacao de
oxigénio pelos globulos vermelhos, estimulando a taxa de glicélise, producdo de ATP
e o ciclo de Krebs. Como resultado, ocorre um aumento na concentracdo de globulos
vermelhos e na taxa de hemoglobina, diapedese e fagocitose e adicionalmente, auxilia
na producao de prostaciclina, culminando na melhora da vascularizagéo [48]. Tais
propriedades sdo de grande valia em microambientes com diminuicdo da
concentracdo de oxigénio, como é o caso de MRONJ, no qual os tecidos néo
conseguem atender adequadamente as demandas necessarias para que 0 processo
de reparo ocorra, devido a supressdo vascular. Incontestadamente, o0s
melhoramentos acerca da angiogénese e vascularizacao tornaram-se evidentes nos
resultados deste trabalho acerca da contagem de vasos sanguineos no tecido
conjuntivo, nos quais o grupo que utilizou o protocolo de ozonioterapia demonstrou
um aumento significativo da quantificacdo de vasos contrastado com os demais
grupos, o que pode contribuido significativamente para as variaveis referentes a

vitalidade 6ssea das regifes de 0sso neoformado.

Nas analises dos resultados deste estudo notou-se a preservagao do tecido
alveolar e significativa manutencéao da vitalidade tecidual, visto que foram identificadas
extensas areas com lacunas preenchidas por ostedcitos. Esses dados corroboram
com os achados de Monteiro (2021) [23] cujo estudo revelou resultados promissores
para a terapia com ozonio, administrada na forma de 6leo ozonizado, em protocolo
similar ao do presente estudo, na prevencdo do desenvolvimento de lesdes
osteonecroticas apos extracfes dentarias em animais previamente submetidos a um
protocolo de indug&o de doenca, conferindo tais resultados a capacidade de geragéo
de fatores de crescimento e ativacdo de mecanismos de agao antioxidante promoc¢ao

do reparo tecidual.

Os compostos plaguetarios sdo produtos autdlogos, portanto, provindos do
préprio individuo, e possuem altas concentragdes de diferentes fatores de crescimento
secretados por plaquetas [39, 49]. Estes concentrados podem promover a cicatrizacao
tecidual e a regeneragcdo 0ssea e, por conseguinte, tem grande aplicabilidade em
diversas areas da medicina, sendo utilizado no campo oral e maxilofacial ha mais de

20 anos, e em 2007 utilizados pela primeira vez na MRONJ [49]. Existem quatro
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subtipos de concentrados de plaquetas classificados por suas propriedades de fibrina
e células: plasma puro rico em plaquetas (P-PRP), plasma rico em leucocitos e
plaquetas (L-PRP), fibrina pura rica em plaguetas (P-PRF) e fibrina rica em leucdcitos
e plaquetas (L-PRF) [42].

O L-PRF né&o apenas atua como uma estrutura tridimensional de fibrina, mas
também contém numerosas células autélogas, como plaquetas, macrofagos e
neutrofilos. Os fatores de crescimento liberados pelas plaguetas incluem o fator de
crescimento derivado de plaguetas (PDGF), o fator de crescimento béasico de
fibroblastos (bFGF), o fator de crescimento transformador  (TGF-B), o fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e o fator de crescimento epidérmico (EGF), e parecem persistir por
pelo menos 14 dias devido a uma polimerizacdo lenta e natural durante a
centrifugacdo. [49,50] Nesse sentido, tem a capacidade de promover a
neoangiogénese e a homeostase inflamatodria, além de estimular a producdo de
colageno [50]. Conhecidamente, as les6es de MRONJ estao associadas clinicamente
a exposicdo do tecido Osseo desvitalizado devido a falta de epitelizacdo, o que
predispde a colonizacao por populacdes microbianas. Nessa perspectiva, a L-PRF
pode se caracterizar como recurso de prevencdo ou tratamento, em vista de suas

numerosas células imonoldégicas, que podem inibir quadros infecciosos [49].

Através dos resultados obtidos, observou-se que as acdes bioestimulatérias,
imunomoduladoras e antimicrobianas intrinsecas ao L-PRF possilitou que o grupo
teste que recebera a aposicdo do composto plaquetario sobre o alvéolo pés-
exodbntico apresentasse favoravel manutencao da vitalidade do osso reparacional,
mesmo que inferior ao grupo tratado com a suspensao oleosa de 0z6nio. Os achados
contribuem com aqueles suscitados por Sh (2023) [51] que observou melhora
significativa na prevengdo de fatores complicadores relacionado ao uso dos
bisfosfonatos, como a manifestacdo clinica da MRONJ e que, no entanto, concluiu
gue histologicamente havia grandes areas de tecido desvitalizado, questionando a
completa efetividade na prevengao da condigdo. Jamalpour (2022) [50] por sua vez,
evidencia melhoras em aspectos histolégicos e clinicos para os grupos tratados com
compostos plaquetarios, inclusive apresentando resultados superiores com relagéo a

vitalidade 6ssea ao confront4-los com terapias isoladas como a fotobiomodulagéo.

Comparativamente, ambas as terapias empregadas nos grupos testes
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apresentaram perspectivas promissoras na prevencdo e tratamento da MRONJ.
Embora em ambos os tratamentos nédo tenha sido possivel anular completamente as
areas de tecido 6sseo néo vital, dado a limitante caracteristica que o zoledronato
promove sobre a biologia 0ssea, verificou-se significativa diminuicdo dessas regifes
necroticas nos parametros histolégicos, com superioridade para o grupo tratado com
ozonioterapia. Demonstrou-se em ambos os tratamentos uma melhora relevante dos
aspectos clinicos analisados, possivelmente relacionadas as suas propriedades no
gue concerne a angiogénese, imunomodulacgéo e liberacéo de fatores de crescimento
suprarreferidos. Nesse cenario, devido aos vantajosos desfechos provindos das
abordagens propostas, estimulam-se estudos futuros que inclusive busquem verificar
o desempenho destas terapias sobre os tecidos moles que sdo cruciais para a
resolucdo clinica da MRONJ, além de pesquisas que utilizem concomitante estes
recursos terapéuticos, a fim de investigar possiveis acdes sinergistas entre as
terapias, ja que ambos os protocolos sao referidos com baixo custos, seguros e alta
aceitabilidade [35,49].

Algumas limitacdes deste estudo necessitam ser salientadas. Primeiramente,
sua natureza pré-clinica impossibilita uma extrapolacdo direta para o contexto
humano. Uma das principais limitacBes esta relacionada a dificuldade em determinar
o tempo de manutenc¢ao do 6leo ozonizado no alvéolo para que seus efeitos propostos
sejam maximizados. Ainda que um protocolo de dois minutos foi estabelecido ndo se
sabe efetivamente quanto tempo a solucdo permaneceu na regido exercendo sua
acdo bioestimulatério e imunomoduladora. Com relacdo as limitaces do protocolo do
L-PRF, aponta-se que o periodo da coleta das amostras, ultrapassa o conhecido
periodo de manutencdo e liberacao dos efeitos promovidos pelo composto plaquetéario
em guestdo. Ademais, ressalta-se que, devido as limitagdes do modelo experimental
animal, a L-PRF foi obtida através da centrifugacéo sanguinea de outro animal doador,
configurando um método de coleta homologo. Essa abordagem difere do protocolo
padrdo para sua obtencdo, que consiste na coleta autdgena, o que pode ter

influenciado o seu potencial reparacional no tecido 6sseo.
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5 CONCLUSOES

Em decorréncia do exposto, pode-se inferir que o uso do L-PRF e da
ozonioterapia em suspensdo de 6leo podem ser empregues para prevencao de
MRONJ, diante dos promissores resultados ao otimizar a qualidade tecidual 6ssea
reparacional, viabializando a manutencéo da vitalidade e a osteogénese. Este trabalho
fundamenta novos estudos clinicos com énfase na seguranca das suas aplicaces e
entendimento que as terapias locais tem potencial de contribuir de forma efetiva no

reparo alveolar pés-exodoéntico.
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