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DELANORA, L. A. Avaliacdo da ozonioterapia no tratamento da osteonecrose induzida
por zoledronato em ratas senis. 2021. 91 f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de
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RESUMO

A ozonioterapia vem se demonstrando uma ferramenta promissora na prevencédo de infeccgoes
e no auxilio da reparagéo tecidual, conciliando com os desafios no tratamento da osteonecrose
dos maxilares induzida por medicamentos (ONM-M), este projeto objetiva analisar os efeitos
da ozonioterapia, em 55 ratas senis (18 meses), entre 300-350g, induzidas a osteonecrose via
medicamentosa (Zoledronato 100ug/kg), apos exodontia do primeiro molar inferior. Os
animais foram divididos em 4 grupos equitativos (10 ratas por grupo), o primeiro grupo SAL,
recebeu aplicacdes de soro fisioldgico por 7 semanas, grupo SAL + OZ recebeu aplicacdes de
soro fisioldgico por 7 semanas e 0 tratamento com a ozonioterapia (0,7mg/kg) a cada 2 dias
por 28 dias, o grupo ZOL recebeu aplica¢des de zoledronato (100ug/kg) por 7 semanas e por
ultimo o grupo ZOL + OZ recebeu também aplicacdes de zoledronato no mesmo protocolo e
foi tratado com a ozonioterapia (0,7mg/kg) a cada 2 dias por 28 dias. Todos as ratas
receberam a antibioticoterapia (Cristacilina® 0,1ml/kg por dia) iniciando 3 dias antes do
procedimento de extracdo, se estendendo até 4 dias de pds-operatdrio, passaram pela extracéo
do molar na terceira semana de experimento e foram submetidas a eutanasia na sétima semana
de experimento. Apds a eutanasia as mandibulas foram ressecadas, reduzidas e preparadas
para as analises microtomograficas (caracterizacdo 6ssea do 0sso senil (MCTO) e ap0s terapia
com zoledronato (MCT1ZOL) contra seu par controle (MCT1SAL), parametros volumétricos
(Bv,Bv.Tv,Th.Th,Th.N,Th.Sp,Po.Tot) dos grupos experimentais), histométricas (porcentagem
de osso neoformado e porcentagem de 0sso ndo vital) e imunoistoquimicas (expressdo de
TNFa, IL-1b, VEGF, OCN e TRAP). Os resultados da caracterizacdo 6ssea ndo apresentaram
diferenga quando comparado os grupos experimentais (p>0,05), possivelmente devido ao
pouco tempo decorrido na terapia com zoledronato. Os demais resultados comparando 0s
grupos experimentais mostrou com diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) uma
caracteristica de 0sso vitreo, denso, sem vitalidade, pobre em vascularizacdo, com elevados
valores para marcadores de inflamacdo, traduzindo isso em osteonecrose dos maxilares
relacionada com a medicacdo, destoando principalmente do grupo controle SAL, que
apresentou melhora na reparacdo alveolar e caracteristicas de 0sso vital e vascularizado. A
ozonioterapia (ZOL+0OZ, SAL+0Z) apresentou valores significantes estatisticamente quando

comparado ao grupo sem tratamento, traduzindo em melhora na vascularizagdo do tecido



6sseo, em melhora reparacional do alvéolo, modulacdo da inflamacdo local e o
aparecimento/manutencédo de células osteoblasticas ativas (p<0,05). Mostrando-se uma terapia

viavel no controle/tratamento da osteonecrose dos maxilares relacionado com medicamentos.

Palavras-chave: Osteonecrose. Ozonio. Antibioticoprofilaxia. Bifosfonatos.



DELANORA, L. A. Evaluation of ozone therapy in the treatment of zoledronate-induced
osteonecrosis in senile rats. 2021. 91 f. Dissertation (Master) - Faculty of Dentistry of

Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.
ABSTRACT

Ozone therapy has been shown to be a promising tool in the prevention of infections and in
the aid of tissue repair, reconciling with the challenges in the treatment of medication-induced
jaw osteonecrosis (ONM-M), this project aims to analyze the effects of ozone therapy in 55
rats senile (18 months), between 300-350g, induced to osteonecrosis via medication
(Zoledronate 100pg / kg), after extraction of the lower first molar. The animals were divided
into 4 equitable groups (ten rats per group), the first SAL group, received saline applications
for 7 weeks, SAL + OZ group received saline applications for 7 weeks and ozone therapy (0,
7mg / kg) every 2 days for 28 days, the ZOL group received applications of zoledronate
(100pg / kg) for 7 weeks and lastly the ZOL + OZ group also received applications of
zoledronate in the same protocol and was treated with ozone therapy (0.7mg / kg) every 2
days for 28 days. All rats received antibiotic therapy (Cristacilina® 0.1ml / kg per day)
starting 3 days before the extraction procedure, extending up to 4 days after the operation,
underwent molar extraction in the third week of the experiment and were submitted to
euthanasia in the seventh week of experiment. After euthanasia, the mandibles were resected,
reduced and prepared for microtomographic analysis (bone characterization of senile bone
(MCTO) and after therapy with zoledronate (MCT1ZOL) against its control pair (MCT1SAL),
volumetric parameters (Bv, Bv.Tv, Tb .Th, Th.N, Th.Sp, Po.Tot) of the experimental groups),
histometric (percentage of newly formed bone and percentage of non-vital bone) and
immunohistochemistry (expression of TNFa, IL-1b, VEGF, OCN and TRAP) . The results of
bone characterization did not show any difference when comparing the experimental groups
(P> 0.05), possibly due to the short time elapsed in zoledronate therapy. The other results
comparing the experimental groups showed with statistically significant differences (P <0.05)
a characteristic of vitreous bone, dense, without vitality, poor in vascularization, with high
values for inflammation markers, translating this into a related jaw osteonecrosis with
medication, disagreeing mainly with the SAL control group, which showed improvement in
alveolar repair and characteristics of a vital and vascularized bone. Ozone therapy (ZOL +
0OZ, SAL + 0Z) showed statistically significant values when compared to the untreated group,
translating into an improvement in bone tissue vascularization, a reparational improvement of

the alveolus, modulation of local inflammation and the appearance/maintenance of cells



active osteoblasts (P <0.05). Showing to be a viable therapy in the control/treatment of
osteonecrosis of the jaws related to drugs.

Keywords: Osteonecrosis. Ozone. Antibiotic prophylaxis. Bisphosphonates.
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estatistica entre ZOL e SAL, "¥" representa diferenca estatistica entre ZOL e ZOL+0OZ, "a"
representa diferenga estatistica entre ZOL+0OZ e SAL+0OZ, "£" representa diferenca estatistica
entre ZOL+0OZ e SAL e "¢" representa diferenca estatistica entre SAL e SAL+0Z. 55

Figura 15. Imunomarcacdo para VEGF no tecido conjuntivo sobrejacente ao sitio de extracao
dental e adjacéncias aos 28 dias pds-operatorios. (A,B,C,D) Fotomicrografias evidenciando o
padrdo de imunomarcacdo para VEGF no sitio de extracdo dental aos 28 dias pos-operatorios
em SAL (A), SAL+0Z (B), ZOL (C), ZOL+0OZ (D). Abreviacdes e simbolos: tc, tecido
conjuntivo. Contra-coloracdo: hematoxilina. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25

pum. 56

Figura 16. Imunomarcacao para OCN no sitio de extracdo dental e adjacéncias aos 28 dias
pos-operatorios. (A,B,C,D) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcacdo para
OCN no sitio de extracdo dental aos 28 dias pos- operatérios em SAL (A), SAL+OZ (B),
ZOL (C), ZOL+0OZ (D). Abreviagdes e simbolos: tc, tecido conjuntivo. Contra-coloragéo:

hematoxilina. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 um. 57

Figura 17. Representacdo grafica da expressdo génica por escores das proteinas VEGF (A) e
OCN (B) em comparativo entre 0s grupos experimentais SAL, SAL+0Z, ZOL e ZOL+OZ.
Onde "" representa diferenca estatistica entre ZOL e SAL+OZ, "H" representa diferenca
estatistica entre ZOL e SAL, "¥" representa diferenca estatistica entre ZOL e ZOL+0OZ, "a"
representa diferenga estatistica entre ZOL+0OZ e SAL+0OZ, "£" representa diferenca estatistica
entre ZOL+0OZ e SAL e "¢" representa diferenca estatistica entre SAL e SAL+0Z. 58

Figura 18. Imunomarcagdo para TRAP no sitio de extragdo dental e adjacéncias aos 28 dias
pos-operatorios. (A,B,C,D) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcacgdo para
TRAP-positivas (osteoclastos) no sitio de extracdo dental aos 28 dias pds- operatorios em
SAL (A), SAL+0OZ (B), ZOL (C), ZOL+0OZ (D). Abreviacdes e simbolos: tc, tecido
conjuntivo; to, tecido ésseo; Seta, osteoclasto. Contra-coloracdo: hematoxilina. Aumento

original: 1000x. Barras de escala: 25 um. 59

Figura 19. Representacdo gréfica da expressdo génica por escores da proteina TRAP em
comparativo entre 0s grupos experimentais SAL, SAL+OZ, ZOL e ZOL+0OZ. Onde "{"
representa diferenca estatistica entre ZOL e SAL+OZ, "H" representa diferenca estatistica



entre ZOL e SAL, "¥" representa diferenca estatistica entre ZOL e ZOL+OZ, "o" representa
diferenga estatistica entre ZOL+0OZ e SAL+0OZ, "£" representa diferenga estatistica entre
ZOL+0Z e SAL e "¢" representa diferenca estatistica entre SAL e SAL+OZ. 60
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1 INTRODUCAO

Bifosfonatos (BPs) sdo drogas utilizadas para o combate de doengas osteopénicas,
metastases 0sseas, doenca dssea de Paget, mielomas multiplos e outras relacionadas ao tecido
0sseo [1]. Com o avanco da tecnologia e os estudos na area da salde e consequentemente o
aumento da expectativa de vida da populacdo, doencas relacionadas com a idade também vem
incidindo em maior nivel, como a osteoporose e osteopenias, dessa forma, elevando a
utilizacdo desses medicamentos (BPs) [2,3]. Os Bifosfonatos sdo O6timas ferramentas
terapéuticas quanto ao controle e prevencdo dessas doencas citadas, porém possuem o efeito
adverso que acarreta na necrose 0ssea dos maxilares, denominado por osteonecrose dos

maxilares induza por medicamentos (ONM-M) [2,3].

A Associacdo Americana de Cirurgia Oral e Maxilofacial (AAOMS) define as
caracteristicas essenciais para o diagnostico da ONM-M sendo: exposicdo 0ssea na regido dos
maxilares sem a reparacdo, por mais de 8 semanas, paciente em uso ou com registro passado
de uso de medicamentos antirreabsortivos ou antiangiogénicos, sem historico prévio de
radioterapia na regido maxilofacial [1]. Os sintomas sdo estagiados e podem evoluir do estado
assintomatico (estagio 0) a fraturas patoldgicas de mandibula e acometimentos de espacos
como os seios maxilares (estdgio 3) [1,4,5]. A etiopatogenia ainda ndo foi totalmente
esclarecida, algumas hipdteses sdo, inibicdo da reabsorcdo e remodelacdo Gssea pelos
osteoclastos, inibicdo angiogénica, toxicidade celular advindo dos BPs, depressdo do sistema
imunoldgico, inflamagbes/infeccbes prévias decorrentes de microbiota especifica residente
[1,2,4,5].

A osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos afeta 1% a 12% dos
pacientes em uso de antirreabsortivos com administracdo intravenosa, no caso dos
administrados via oral a incidéncia existe em menor grau, de 0,001 a 0,01% [5,6]. Os
bifosfonatos possuem a caracteristica da sua concentracdo ser cumulativa nos tecidos com o
uso continuo, o que acarreta no aumento dos pacientes afetados pela condicdo para 21%, apos
o0 terceiro ano de uso [7]. A ONM-M afeta mais pessoas do género feminino e com idade
avancada, possivelmente pois é nesse periodo que se desenvolvem problemas 6sseos como a
osteoporose, associados a alteracbes hormonais [1,4]. O maior sitio de ocorréncia se detecta
na parte posterior de mandibula, entre primeiro molar e primeiro pré-molar[6]. A extracdo

dentaria tem se mostrado como agente traumatico indutor para a ONM-M [1-3]. Novos
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estudos indicam que a periodontite e/ou periapicopatias ja instalada nesses dentes, seguido da
sua extracdo, tendem a resultar em maior taxa de risco para a indugéo da doenca [4-6].

Apols o primeiro relato da ONM-M [8] diversos novos relatos surgiram, inclusive
revisdes sistematicas e testes experimentais [5,6,8]. Porém até o momento sua etiopatogenia
ndo foi completamente elucidada, o que se tem traduzido em grande dificuldade para
estabelecer um protocolo de tratamento [1,6]. Nesse ponto os principais esforcos vem sendo
direcionados a prevencdo, impedindo assim a instalacgdo da doenca nesses pacientes ja
comprometidos por outras comorbidades, porém a prevencdo desses casos também se
demonstrou grande desafio para toda a comunidade cientifica, onde diversas técnicas ndo sdo
100% eficientes [1-3].

Tendo isso em vista, a experimentagdo em animais se torna algo crucial para o
desenvolvimento de novas técnicas, novos protocolos e futuros tratamentos e prevencdes que
possam ser aplicados nesses casos de osteonecrose induzidas por medicamentos [1,9,10].
Atualmente os tratamentos disponiveis variam de acordo com o estagio de progressdo da
doenca, podendo ser conservadores, como uso de antimicrobianos por longos periodos,
aplicacdo de laserterapia e cameras hiperbéricas, até tratamentos mais agressivos, como por

exemplo, debridamentos e curetagem dssea, até resseccGes mutilantes dos maxilares [1,4-6].

O uso de antibidticos sdo ferramentas terapéuticas de extrema importancia nesses
casos, ja estabelecido seu uso como alternativa de protocolo terapéutico para a ONM-M pela
AAOMS em seu Position Paperl. Em revisfes sistematicas obtiveram respostas positivas
guando o estadiamento da doenca se encontrava em fase inicial [3]. Van den Wyngaert et al.
[3] e Scoletta et al. [2] comprovaram que 0 uso das medicacgdes levou a cura de 50% dos
tecidos moles acometidos pela ONM-M [2,3]. Entretanto, ainda se faz necessario melhorar a

resposta reparacional do tecido 6sseo e o tecido mole de recobrimento nessas situagdes.

E nesse universo de possibilidades que o tratamento com ozonio (O%) vem se
destacando. Esse que se apresenta normalmente como gas, nas condi¢fes normais de
temperatura e pressao, em sua estrutura ciclica, composta por trés atomos de oxigénio, sua
utilizacdo vem sendo empregada de diferentes formas, como insuflagdo gasosa, em
constituicbes oleosas ou dissolvido em solucBes [11]. Relacionado com a melhora do
metabolismo, resposta tecidual e circulagcdo sanguinea, possui dentre suas caracteristicas,
melhora no carreamento do oxigénio sanguineo, regulagdo e modulacdo de enzimas

antioxidantes e células do sistema imunologico. Atua estimulando a angiogénese, formacéo de
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fatores de crescimento e fibroblastos [12,13]. Além disso 0 0z6nio possui a capacidade de
inativar bactérias, virus e fungos, sendo excelente desintoxicante e agindo até mesmo como

analgesico [12].

Pesquisas em animais vém confirmando a ozonioterapia como opcdo terapéutica
eficiente, auxiliando no reparo do tecido 6sseo, porém mais estudos precisam ser realizados
especialmente em situacdes criticas como a ONM-M [9,10]. Experimentos recentes
envolvendo reparacdo de alvéolos pOs extracdo e terapias com ozénio tem demostrado
respostas positivas quanto a reparacdo 0ssea, justificada pelo aumento da formacdo do
trabeculado 6sseo nos grupos tratados com 0zénio em comparagdo aos grupos controles,
melhora na proliferacdo celular, demonstrado pelo maior nimero de fibroblastos e seus
precursores nos grupos que receberam a ozonioterapia, além de avangos nos aspectos
reparacionais de tecidos moles, que une todos os demais beneficios, somados ao poder
antimicrobiano do oz6nio, acelerando assim o periodo cicatricial [10-13].

As vias de aplicacdo referente a ozonioterapia se dividem em sistémica ou local (in
situ) [10,14] onde a aplicagdo local se caracteriza pela deposicdo da substancia oleosa
composta por 0° diretamente no local afetado pela doenga, o que pode ter sua eficiéncia
comprometida devido a presenca de placa bacteriana espessa ou secrecdo purulenta,
dificultando sua acdo local, além dos efeitos deletérios que podem acometer os pulmdes e
demais sistemas [10,11], quando inalados frequentemente, processo recorrente no momento
em que o0 0zOnio passa da sua forma em gel (acondicionado em < 4° C) para a oleosa ( > 4°C),
ficando mais volatil, seguindo 0 mesmo processo da insuflacdo gasosa da ozonioterapia local,
que traz os mesmos maleficios anteriores citados [10]. Ja a aplicacdo sistémica, se caracteriza
pela administragdo intraperitoneal ou endovenosa da solucdo ou gas contendo o O3, dessa
maneira ndo predispondo o organismo aos efeitos indesejaveis citados. Segundo estudos, a
aplicacdo sistémica, apontam maior penetracdo/recuperacdo Ossea e tecidual quando
comparado com outras vias de administracdo [14], justificados pela diminuicdo do stress
oxidativo, estimulacdo da microcirculacdo e imunomodulacdo. Porém, poucos resultados

foram publicados até o0 momento.

Diante do que foi exposto, o0 estudo da osteonecrose dos maxilares induzida por
medicamentos ainda carece de novas terapias e suas comprovagdes por meios cientificos
[10,15,16], portanto este trabalho teve como intencdo explorar os efeitos da ozonioterapia em
ratas senis com osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos, procurando

estabelecer um possivel protocolo terapéutico para futuros testes clinicos em humanos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi de avaliar os desdobramentos implicados na reparagao
Ossea alveolar e tecidual pos extracdo dentaria de ratas senis, em uso de zoledronato, sob a

terapia com ozonio.

A hipétese nula do trabalho foi que tanto o grupo sem a ozonioterapia (ZOL) quanto o
grupo tratado com o0z6nio (ZOL+0OZ0) ndo demonstrariam diferengas comparativas no reparo

0sseo e tecidual.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento Experimental

Essa pesquisa seguiu todos os preceitos e principios éticos para a experimentacao
animal, regulamentados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos
os protocolos experimentais foram enviados e aprovados pelo 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° 00498-20109.

3.1.1 Animais

O projeto contou com 55 ratas (Rattus novergicus albinus Wistar) senis, de 18 meses,
pesando entre 300-350g, advindos do Biotério Central do Campus da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba (FOA) — UNESP, dessas, 40 ratas, foram formados 4 grupos (SAL;
ZOL; SAL+0OZ; ZOL+0Z). Sendo Grupo 1 (SAL), com 10 ratas que receberam 0,45 ml de
solucdo de cloreto de sodio 0,9%, (solucdo salina) intraperitoneal, a cada 3 dias, por 7
semanas, simulando os procedimentos com o zoledronato, o qual representou o grupo controle
negativo; o Grupo 2 (ZOL) com 10 ratas, no qual foi induzido a osteonecrose com a aplicacao
de zoledronato 100 ug/kg, a cada 3 dias por 7 semanas (controle positivo); o Grupo 3
(SAL+0Z) com 10 ratas que receberam solugédo salina intraperitoneal a cada 3 dias por 7
semanas mais a ozonioterapia intraperitoneal na dose de 0,7 mg/kg a cada 2 dias por 4
semanas; e 0 Grupo 4 (ZOL+0OZ) com 10 ratas que foram induzidas a osteonecrose com o
zoledronato no mesmo protocolo ja citado, somado a ozonioterapia também seguindo o
mesmo modelo de aplicacdo a cada 2 dias por 4 semanas. Tais doses e o0 plano de tratamento
medicamentoso consistiram em adaptacdo para as ratas, do protocolo empregado atualmente

para a terapia oncologica em humanos [15-17].

Para a caracterizacdo da arquitetura do tecido 6sseo, 15 ratas foram destinadas
especificamente para a analise em microtomografia computadorizada (MicroCT). Cinco ratas
foram submetidas a eutanasia logo ap6s o periodo de ambientalizacdo, correspondente a 15
dias apos a chegada desses animais no biotério do departamento, que foi estabelecido como
dia 0, para investigar as caracteristicas do 0sso mandibular na regido posterior, no periodo da
senescéncia (MCTO). Cinco ratas receberam a inducdo da osteonecrose com zoledronato por 3

semanas (MCT1ZOL) e as 5 demais ratas receberam aplicacdo de solucédo salina, também por



35

3 semanas (MCT1SAL), essas 10 ratas (MCT1ZOL e MCT1SAL) foram submetidas a
eutandsia, no final da 3% semana, como ilustrado na Figura 4, para avaliagdo em MicroCT da

arquitetura do 0sso no dado momento e com essas terapias prévias.

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos no biotério do Departamento
de Cirurgia e Clinica Integrada, em gaiolas plasticas adequadas para a espéecie, em ambiente
com temperatura estavel (22 = 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12 horas
escuro), alimentados com racédo solida (Ragdo Ativada Produtor®, Anderson & Clayton S.A.
— Laboratdrio Abbot do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) durante todo o experimento e dgua
ad libitum.

3.1.2 Periodo preparatério

Cronologicamente, vide Figura 5, a intervencdo iniciou no dia -1 com a instalacdo da
ligadura de fio de algodédo (Algodao trancado #24, Corrente Coats ®, SP, Brasil), em torno do
1° molar esquerdo dos animais, tendo como objetivo auxiliar no momento da extracdo desse
dente, devido a progressdo da doenca periodontal, que resulta em diminuicdo do 0sso intra e
inter radicular do dente em questdo, facilitando a técnica para extracdo dentaria, evitando a
fratura apical das raizes radiculares e as técnicas invasivas para a remocao dessas mesmas.
Além da doenca periodontal ser fator predisponente para a indugdo da osteonecrose [15,17-
19].
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Figura 1. Sequéncia do procedimento de instalagdo da ligadura. Animal anestesiado e estabilizado
pronto para a realizacéo do procedimento (A). Instalacdo da ligadura de algoddo no 1° molar esquerdo
com utilizacdo de instrumentos adaptados para os animais (B). Ligadura em posicdo periodo anterior
ao corte dos excessos do fio de algoddo (B). Aspecto da periodontite induzida apdés 3 semanas da
instalacdo da ligadura (D).

3.1.3 Periodo de Inducéo da Osteonecrose

No dia 0 se iniciou o protocolo de inducdo da Osteonecrose, em que as ratas expostas
ao medicamento, correspondente ao grupo ZOL (apenas aplicacdo de zoledronato) e ZOL+0OZ
(aplicacdo de zoledronato associado a ozonioterapia), receberam o zoledronato na dose de
100ug/kg diluidos em 0,45 ml de solucéo salina, por via intraperitoneal, em SERINGA BD
SLIP INSULINA de 1ml, descartavel, com agulha de calibre 13mm x 0,38mm, a cada 03 dias
por 7 semanas, até a eutanasia. Os animais que ndo foram expostos ao medicamento,
correspondente ao grupo SAL (aplicacdo de solugdo salina apenas) e grupo SAL+OZ
(aplicacéo de solucéo salina associado a ozonioterapia), receberam 0,45 ml de solucéo salina,
também intraperitoneal, com 0 mesmo modelo de seringa e agulha, para mimetizar o estresse

do manejo dos animas do grupo teste [10,14-16].
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3.1.4 Periodo de antibioticoterapia

Na terceira semana de inducdo, 3 dias antes da extracdo do molar, os animais
receberam a antibioticoterapia profilatica, em que o antibidtico utilizado foi a Penicilina G
Potéssica, 0,1 ml/kg por dia, administrada via intraperitoneal, (Cristacilina® (benzilpenicilina
potéssica) 1.000.000UI, Novafarma industria farmacéutica Ltda®, Anépolis-GO BR) na dose
de 0,1 mL/kg ao dia por 7 dias. Finalizando a sua administracdo 4 dias ap0s a extracédo
[20,21].

3.1.5 Anestesia

Todos os procedimentos (ligadura de algoddo, extracdo dentéria e eutandsia) que
poderiam causar algum desconforto ou dor nos animais foram realizados sob anestesia geral,
utilizando Quetamina (70 mg/kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e Xilazina (10 mg/kg,
Rompum® Bayer, RS, Brasil), via intraperitoneal [15-17].

3.1.6 Exodontias

Apbs 3 semanas do inicio da medicacgdo, as ratas foram anestesiadas, (Quetamina e
Xilazina) posicionadas na mesa de operacdo, removida a ligadura de algoddo, feita a
antissepsia bucal com PVPI 10% (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do
Rio Preto), realizada a sindesmotomia dos tecidos adjacentes ao dente, luxacdo e por fim,
extraido o primeiro molar inferior esquerdo, utilizando materiais cirdrgicos odontoldgicos
adaptados aos animais. Todos as ratas dos grupos (SAL; SAL+0Z; ZOL e ZOL+0OZ) foram

submetidas a esse procedimento [15].
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Figura 2. Sequéncia do procedimento de extracdo do 1° molar esquerdo. Animal estabilizado e
anestesiado pronto para a execucdo da exodontia (A). Aspecto da doenca periodontal induzida antes da

exodontia (B). Procedimento de extragdo dentéria (C). Alvéolo apds a extragdo do 1° molar esquerdo

(D).

3.1.7 Ozonioterapia

Ap0s a exodontia, as ratas pertencentes aos grupos SAL+0Z e ZOL+OZ receberam a
terapia com Ozonio, no qual foi utilizado o aparelho fornecido pela empresa OZONE&LIFE
INDUSTRIA, COMERCIO E SISTEMAS LTDA (S&o José dos Campos — SP), aplicado via
intraperitoneal em concentracdo de 0,7mg/kg em seringa descartavel de 30 ml com agulha de
calibre 25mm x 0,07mm, nos periodos: Pés operatério (PO) imediato 0°, 2° dia, 4° dia, 6° dia,
8° dia, 10° dia, 12° dia, 14° dia, 16° dia, 18° dia, 20° dia, 22° dia, 24° dia, 26° dia e 28° dia [10].

3.1.8 Eutanésia

O grupo MCTO foi submetido a eutanasia, no dia 0, apds a ambientacdo. O grupo
MCT1ZOL e MCT1SAL foram submetidos a eutanasia no dia de nimero 21 (terceira semana,
Figura 4). E os grupos SAL; ZOL; SAL+0Z; ZOL+0OZ foram submetidos ap6s 28 dias da
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extracdo dos dentes dos tais grupos (totalizando 7 semanas, Figura 3). As eutanasias seguiram
0 seguinte protocolo para todos os grupos: As ratas foram anestesiadas e submetidas a
eutanasia por perfusdo cardiaca com 100 ml de solucdo salina acrescido com 0,1% de
heparina e 800ml de formaldeido 4% (Sigma Chemical®, St. Louis, MO, USA) em tampao
fosfato-salino (PBS - Sigma Chemical®) 0.1 M, 4 °C, pH 7.4. As hemimandibulas (do lado
esquerdo) foram cuidadosamente dissecadas e pos-fixadas por 24 horas em paraformaldeido
4% [16,17,21].

PROTOCOLO DE TRATAMENTO

LIGADURA DE EUTANASIA
ALGODAO 28d POS-OPERATORIO
§ 0 12 22 32 42 g2 62 72
oo W’LMA‘“M‘LM‘LM’M‘J SEMANA
E)(TR..AC;EO
| SOLUGAO SALINA ou ZOLEDRONATO DENT.AR'A | OZONIOTERAPIA
1INiC1O SAL+OZ grupo

OZONIOTERAPIA ZOL+0Z grupo

Figura 3. Fluxograma do protocolo de tratamento dos animais e Seus respectivos processos,
evidenciando o periodo inicial dos grupos experimentais, com a ligadura de algoddo no dia -1 do
experimento, seguido da aplicacdo de solugdo salina/zoledronato por 7 semanas, com a extragdo
dentaria sendo realizada na 3% semana e o inicio do protocolo com 0z6nio por 4 semanas até o

momento da eutanasia, no final da sétima semana.

PROTOCOLO DE
CARACTERIZACAO OSSEA

a
0 12 28 Ko
Ll-l-l-l-l-lJ—l-l-l-l—'—l—I—I—l—l—l—l—l— SEMANA.
H
EUTANASIA EUTANASIA
mcTo MCT1ZOL/MCT1SAL

| SOLUGAO SALINA ou ZOLEDRONATO

Figura 4. Fluxograma do protocolo de caracterizacdo 6ssea e da aplicacdo de zoledronato/solugdo
salina por 3 semanas, com dois tempos de eutanasia diferentes, eutanasia grupo MCTO no dia 0 e dos
grupos MCT1SAL e MCT1ZOL no final da terceira semana.
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3.2 Métodos de Analises

3.2.1 Analises e processamento dos tecidos calcificados
3.2.1.1 Microtomografia computadorizada (MicroCT)

Para a analise tridimensional estrutural do tecido 6sseo, 0s animais pertencentes aos
grupos MCTO; MCT1ZOL; MCTL1SAL e posterior SAL; ZOL; SAL+0Z; ZOL+0Z, tiveram
as mandibulas removidas do fixador e lavadas por 12 horas em agua corrente, a fim de
remover qualquer residuo do fixador. Sequencialmente foram armazenadas em alcool 70%
para transporte até o local de anélise, primeiramente foram submetidas a analise por varredura
de feixe de raios-X em sistema de microtomografia digital computadorizada. As pegas foram
escaneadas pelo microtomografo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar,
Bélgica, 2003) utilizando cortes de 9 pm de espessura (90Kv ¢ 111uA), com filtro de
Aluminio e passo de rotacdo de 0,05 mm. As imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas
amostras foram armazenadas e reconstituidas determinando a area de interesse pelo software
NRecon (SkyScan, 2011; Versdo 1.6.6.0) [21,22].

No software DataViewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit) as imagens foram
reconstruidas para adequacao do posicionamento padréo para todas as amostras, podendo ser
observada em trés planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando o
software CTAnalyser — CTAnN (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0), foi
definida a area radiografica de interesse (ARI), a qual é delimitada por uma area de 4 mm3
que inclui a porcdo do local de extracdo dentaria anteriormente ocupada pelas raizes mesial e
distal do primeiro molar inferior esquerdo e tecidos adjacentes. O software CTAN analisou e
mediu a imagem de acordo com a escalas de cinza. Apés o ajuste e remoc¢édo dos tons de cinza
da area correspondente do alvéolo, o threshould utilizado na anélise foi de 40-160 tons de
cinza, que possibilitou a obtencdo do volume de osso presente/formado no interior dos
alvéolos [21,22].

Os parametros analisados foram referentes a quantidade do tecido 6sseo (BV= volume
0sseo; BV.TV= porcentagem do volume 0sseo) e qualidade do tecido 6sseo (Th.Th=
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espessura do trabeculado 6sseo, Th.SP= separacdo das trabéculas dsseas, Th.N= nimero das
trabéculas e (Po.tot) = porcentagem de porosidade total) [21,22].

3.2.2 Analise e processamento dos tecidos descalcificados

Logo apds a MicroCT, as pecas retornaram para o fixador a fim de completarem 72
horas de fixacdo, apos isso, foram submetidas novamente ao banho de &gua corrente por 12
horas e partiram para a descalcificacdo em acido etilenodiamino tetra-acético 10% (EDTA)
por 8 semanas. ApoOs a descalcificacdo, a regido correspondente ao alvéolo e estruturas
adjacentes da extragdo foram separadas. Assim, as pecas seguiram para a desidratacdo em
sequéncia de alcoois (70 a 100%). Ap0s estas etapas, realizou-se a diafanizacdo com xilol
para posterior inclusdo em parafina para obtencdo de corte com 4 um de espessura ¢ a
confeccdo das laminas. Foram coletadas, de lingual para vestibular, as secc@es histoldgicas da
porcdo do alvéolo dental e tecidos adjacentes a serem analisados. As laminas pares apos a
microtomia foram destinadas para a coloragdo em hematoxilina e eosina (HE) [15,16].

3.2.2.1 Anélise microscépica e area microscopica de interesse (AMI)

As analises microscopicas foram realizadas por um histologista certificado, cego aos
tratamentos. Para a andlise histol6gica/histométrica, foram avaliados trés cortes histologicos
localizados na porcéo vestibular, média e lingual do local da extracdo dentaria. Sendo que um
corte histolégico da porcdo média do local de extracdo foi utilizado para a analise
imunoistoquimica. A area de interesse foi dividida em duas: AMI (1) e a AMI (Il) que foram
determinadas de acordo com a analise microscopica realizada. A AMI (1) consiste em uma
area de 4 mm x 4 mm que inclui a por¢do do local da extracdo dentéria anteriormente ocupada
pelas raizes mesial e distal do primeiro molar inferior esquerdo e tecidos adjacentes. Seu
limite distal € 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 [17]. O AMI (I1) consistiu
em duas areas de 250 x 250 um, situadas no tecido conjuntivo que recobre o local da extracdo
dentaria. O limite das areas foi determinado por uma linha localizada no centro do tecido

conjuntivo, perpendicular ao longo eixo dos dentes e que divide esse tecido em sua direcdo
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coronoapical. Duas outras linhas foram utilizadas, uma paralela & porcéo central do local de
extracdo dentaria anteriormente ocupada pela raiz mesial e outra paralela a porcéo central do
local de extracdo dentaria anteriormente ocupada pela raiz distal do primeiro molar. A

interseccdo dessas linhas determina o centro das duas areas analisadas [15].

3.2.2.2 Anélise histoldgica e histométrica

A andlise histologica com as caracteristicas gerais dos tecidos e histométrica da
porcentagem de tecido 0sseo 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, Gottingen, Alemanha). A 4rea ocupada pela PONF foi estabelecida e expressa em pm?
como média + desvio padrdo em cada grupo experimental. Na regido de Interesse AMI (1), 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 quantificacdo da porcentagem de tecido dsseo neoformado e a
porcentagem de tecido dsseo ndo vital foram calculados utilizando o software de anélise de
imagens (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss). A PONV representa uma regido onde mais de dez
lacunas de ostedcitos vizinhos apresentaram-se vazias ou contendo restos de ostedcitos
necroticos [15,16,17].

3.2.2.3 Anélise imunoistoquimica

Para as reagdes imunoistoquimicas, a recuperacao antigénica foi feita imergindo as laminas
histoldgicas em solucdo tampéo (Diva Decloaker; Biocare Medical, Concord, CA, EUA) em
camara pressurizada (Decloaking Camara; Biocare Medical) a 95 ° C por 10 min. Os cortes
foram lavados com solugédo salina tamponada com fosfato 0,1 M (pH 7,4) no final de cada
etapa da reacdo imunoistoquimica. Os cortes histologicos foram imersos em peroxido de
hidrogénio a 3% por 1 hora e em albumina de soro bovino a 1% por 12 horas para bloquear a

atividade enddgena da peroxidase e 0s receptores inespecificos, respectivamente.[20]

Para andlise imunoistoquimica, as sec¢des histolégicas impares foram submetidas a
técnica da imunoperoxidase indireta empregando-se 0s seguintes anticorpos primarios: anti-
TNFa do rato gerado em cabra (SC-1348, Santa Cruz Biotechnology®), anti-1L-1p do rato
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gerado em cabra (SC-1252, Santa Cruz Biotechnology®), anti-VEGF do rato gerado em
camundongo (SC-7269, Santa Cruz Biotechnology®), anti-OCN do rato gerado em cabra
(SC-18319, Santa Cruz Biotechnology®) e anti-TRAP do rato gerado em cabra (SC-30833,
Santa Cruz Biotechnology®).[15]

Os anticorpos primarios foram diluidos em tampé&o fosfato solucéo salina com 0,1%
de Triton X-100 (Sigma Chemical Co.) e colocados em camara umida por 24 h. As seccdes
histoldgicas foram incubadas com anticorpo secundario por 2 h e posteriormente tratados com
estreptavidina-peroxidase conjugado por 1 h (Universal Dako Kit marcado com
estreptavidina-biotina; Dako Laboratories, Carpinteria, CA, EUA). A reacéo foi desenvolvida
usando o cromogeno 3,3'-diaminobenzidina tetracloridrato (cromogénio DAB Kit; Dako
Laboratories) e contracorada com hematoxilina de Harris. O controle negativo se deu de
amostras submetidas ao referido procedimento, mas sem os anticorpos primarios.[20]

As imagens foram coletadas do tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sitio de
extracdo dental nas seccdes histologicas imunomarcadas com VEGF, anti-TNFa e anti-1L-
1B; e do tecido 6sseo neoformado nas secc¢des histoldgicas imunomarcadas com VEGF, OCN
e TRAP. Com o auxilio do programa de analise de imagens (Axiovision 4.8.2) foram
realizadas as mensuracOes da area ocupada por tecido epitelial e conjuntivo sobre os alvéolos
dentais, e da area ocupada por tecido 6sseo no sitio de extracdo dental. Em cada uma destas
seccdes histoldgicas foram atribuidos escores de 0 a 3, sendo 0 = auséncia total de marcacéo,
1 = leve marcacdo, 2 = marcacdo moderada e 3 = marcacdo intensa. Tais valores foram

expressos por mm?sob a forma de mediana + limite superior e limite inferior.[16]

3.3 Calibracédo do Examinador

Anteriormente as mensuracdes propostas para a histometria, imunoistoquimica e
MicroCT. O avaliador foi submetido a um teste prévio do nivel de compatibilidade entre
mensurag0es. Onde foram realizadas as mensuragdes propostas no estudo de 12 animais
randomizados, em duplicata com um intervalo de 1 semana entre elas. Para analise da
correlagdo, o coeficiente de Pearson apresentou excelente grau de correlacdo (0,94)
juntamente com o teste-t pareado onde nao foi obtido diferenca estatistica significante entre as

mensuragdes (p>0.05).

3.4 Analise dos Dados
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Para cada pardmetro amostral dos resultados quantitativos obtidos através da
histometria (PONF, PONV), morfometria tridimensional pela microtomografia (BV, BV/TV,
Th.Th, Tb.Sp, Tb.N e Po.Tot) e para os parametros semiquantitativos da analise da
imunoistoquimica, foram abordadas as diferencas entre 0s grupos experimentais (SAL; ZOL;
SAL+0Z; ZOL+0Z; (MCTO; MCT1ZOL e MCT1SAL)). Todos os dados foram submetidos
a curva de normalidade — teste de Shapiro-Wilk. O nivel de significancia foi estabelecido em
0,05 para todos os testes. Os valores paramétricos (MicroCT e histometria) passaram pelo
teste ANOVA Dois Fatores e ANOVA Um Fator, respectivamente, e quando apresentaram
diferenca significativa, foram realizadas as comparagdes multiplas pelo pos-teste Student-
Newman-Keuls. Para os parametros ndo paramétricos (imunoistoquimica) foi utilizado o teste
ANOVA On Rank/Kruskal-Wallis e quando notado diferenca estatistica significativa foi
utilizado o pos-teste de Student-Newman-Keuls. O programa estatistico utilizado foi o

SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, California, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Microtomografia computadorizada (MicroCT)

4.1.1 Anédlise da caracterizacao 6ssea

No quesito caracterizacdo Ossea dos animais para 0 presente estudo, apos a
padronizacdo das amostras por meio dos softwares NRecon, DataViewer e CTAnalyser, foi
possivel obter os parametros de Bv.Tv (porcentagem de volume ésseo), onde tanto o grupo
inicial (MCTO) quanto os grupos ap6s a administracdo de zoledronato (MCT1ZOL) ou
solucdo salina (MCT1SAL) apresentaram valores muito proximos, ndo apresentando

diferenca estatistica entre as médias (p>0,05). Como pode ser visualizado na Figura 5 - (A).

Nos parametros referentes a qualidade do tecido dsseo, (Th.Th, Tb.N e Tbh.Sp)
novamente os valores apresentaram valores bastante homogéneos e semelhantes, em
comparacdo entre os trés grupos analisados. Sem diferenca estatistica relevante. Figura 5
(B,C,D).

Por fim, no parametro de porosidade total (Po.Tot) das areas de interesse analisadas 0s
grupos MCTO, MCT1ZOL e MCT1SAL ndo apresentaram diferenca estatistica quando

comparados entre si (p>0,05). Figura 6.
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Figura 5. Representacdo gréafica da caracterizacdo Ossea comparativa entre os grupos MCTO,
MCT1ZOL e MCT1SAL dos parametros microtomogréaficos: Bv.Tv (A), Tb.Th (B), Tb.N (C) e Th.Sp

(D).

Po.Tot
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20 1
10

MCTO mMCT1SAL mMCT1ZO0L

Porosiidade total

Figura 6. Representacdo grafica da caracterizacdo 6ssea comparativa entre os grupos MCTO,
MCT1ZOL e MCT1SAL do parametro microtomografico (Po.tot).

4.1.2 Analise dos parametros volumétricos dos grupos experimentais

Quanto aos parametros 0sseos referente aos grupos experimentais, seguindo a mesma
padronizacdo das imagens coletadas e processamento pelos softwares de andlise foi possivel
obter os valores médios do volume 6sseo total da area de interesse (Bv), em comparacdo dos
grupos SAL, SAL+0Z, ZOL e ZOL+0Z, onde foi possivel verificar valores inferiores para o
grupo SAL, destoando do grupo ZOL, que apresentou 0 maior volume, esses dois grupos
apresentando diferenca estatistica significativa (p<0,05), o grupo SAL+OZ apresentou 0s
menores valores, destoando de todos os demais grupos, apresentando portanto menor volume
6sseo, com diferenca estatistica significativa (p<0,05). Um dado relevante é o apresentado
pelo grupo ZOL+0OZ, que apresentou média inferior a do grupo ZOL, com diferenga
estatistica relevante (p<0,05), que em contra partida obteve valores semelhantes ao grupo
SAL (p>0,05), como podem ser vistos na Figura 7 - (A).

No parametro porosidade total (Po.Tot) em comparacdo dos grupos experimentais, 0
menor valor de média foi correspondente ao grupo ZOL, se destoando de todos os demais
grupos, que apresentaram porosidade maior em comparacdo. Fator que chama atencgéo
também é a comparacdo entre grupo ZOL e ZOL+OZ, onde 0 grupo associado a
ozonioterapia apresentou aumento na porosidade do osso, sem diferenca estatistica (p=0,07).
As médias e desvio padrdo podem ser observadas na Figura 7 — (B).



48

>

40.000 ¢ Y 75.000

g =2

-%
R

SI525
505

30.000
70.000

%55
i

20.000

XX,
SI525
e

&
%55
i

&5
505

65.000

L
L

10.000

Volume dsseo - mm3
Porosidade total

o

SAL mSAL+OZ mZOL ®ZOL+OZ SAL ®SAL+OZ mZOL mZ0L+0Z

L

0 “ 60.000

Figura 7: Representacdo grafica das médias e desvio padrdo dos parametros volumétricos: Volume
0sseo (Bv)-(A) e Porcentagem de porosidade total (Po.Tot)-(B), dos grupos experimentais SAL,
SAL+0Z, ZOL e ZOL+OZ. Onde "Y" representa diferenca estatistica entre ZOL e SAL+OZ, "H"
representa diferenca estatistica entre ZOL e SAL, "¥" representa diferenca estatistica entre ZOL e
ZOL+0Z, "a" representa diferenca estatistica entre ZOL+0OZ e SAL+OZ, "£" representa diferenca
estatistica entre ZOL+0OZ e SAL e "¢" representa diferenca estatistica entre SAL e SAL+OZ.

Nos parametros referéntes a qualidade Ossea: Espessura de trabeculado (Th.Th),
nameros de trabéculas (Th.N) e espacamento entre trabéculas (Th.Sp). Foi possivel verificar
os valores semelhantes entre os grupos, sem diferencas estatisticas relevantes (p>0,05), as
médias apresentaram tendéncias que seguiram 0s outros parametros ja apresentados, onde
indicam 0sso mais denso para o grupo tratado com o zoledronato, grupo ZOL e ZOL+0Z, e
menos denso para 0s grupos que receberam solucdo salina (SAL e SAL+0Z). As médias e

desvio padrdo podem ser vistos na Figura 8.
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Figura 8: Representagdo gréfica das médias e desvio padrdo dos pardametros volumétricos: Espessura
de trabeculado (Th.Th), nimeros de trabéculas (Th.N) e espacamento entre trabéculas (Th.Sp), dos
grupos experimentais SAL, SAL+0OZ, ZOL e ZOL+0OZ.

4.2 Histologia e histometria

4.2.1 Histologia e caracteristicas gerais microscopicas

Quanto aos aspectos histoldgicos referente a regido de alvéolo do 1° molar a presenca
de tecido dsseo vital nos grupos SAL e SAL+OZ ficou evidente nas sec¢des histoldgicas em
grande qualidade, seguido do grupo ZOL+0OZ, que mesmo apresentando algumas lacunas
vazias na matriz 0ssea, € notorio a quantidade de células da linhagem osteoblastica, como
ostedcitos imersos na matriz dssea ja mineralizada e osteoblastos na regidao adjacente do
tecido Gsseo(to), justapostos ao tecido conjuntivo(tc) carregado de células, evidenciando o
dinamismo dos tecidos. E por fim, fica evidente a diferenca entre o grupo ZOL para com 0s
demais, onde é visivel diversas lacunas vazias, caracteristica tipica do tecido 6sseo néo vital

(ton) em abundéancia. Figura 9.
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Figura 9. Fotomicrografias representativas do interior do sitio de extracdo dental aos 28 dias
pos-operatérios (A,B,C,D) dos grupos experimentais SAL(A), ZOL(B), SAL+0Z(C) e
ZOL+0Z(D). Abreviacgdes e simbolos: tc, tecido conjuntivo; to, tecido désseo, ton, tecido

osseo nao vital. Coloracao: HE. Aumento original: 200x. Barras de escala: 100 um.
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4.2.2 Quantidade de osso neoformado

Na andlise histométrica, apds a coloracdo em hematoxilina e eosina foi possivel
realizar as medidas quantitativas quanto a porcentagem de 0sso neoformado nas areas de
interesse. Com isso obtivemos as maiores porcentagens de 0sso neoformado nas regides de
alvéolo para o grupo SAL+0OZ seguido do grupo SAL, em sequéncia do grupo ZOL+0OZ e por
fim do grupo ZOL. Quanto as diferencas estatisticas o grupo ZOL com seus menores valores,
apontou diferenca estatistica para com todos os demais grupos (p<0,01). Quanto ao grupo
ZOL+0Z, a sua média também diferiu dos grupos SAL (p<0,05) e SAL+0OZ (p=0,01), com
diferencga estatistica significante. J& o grupo SAL e SAL+OZ ndo apresentaram diferenca
estatistica. O grafico representativo das médias e desvio padrdo pode ser visualizado na

Figura 10.
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Figura 10. Representacdo grafica das médias e desvio padrdo da porcentagem de 0sso
neoformado em comparativo entre 0s grupos experimentais SAL, SAL+0Z, ZOL e ZOL+0Z.
Abreviacdes e simbolos: PONF: Porcentagem de osso neoformado. Onde "{" representa
diferenca estatistica entre ZOL e SAL+OZ, "H" representa diferencga estatistica entre ZOL e
SAL, "¥" representa diferenca estatistica entre ZOL e ZOL+0Z, "a" representa diferenca
estatistica entre ZOL+0OZ e SAL+0Z, "£" representa diferenga estatistica entre ZOL+0OZ e
SAL e "¢" representa diferenca estatistica entre SAL e SAL+OZ.
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4.2.3 Quantidade tecido 6sseo ndo vital

Na analise da porcentagem de 0sso ndo vital na regido do alvéolo para 0s grupos
experimentais, foi possivel observar a maior quantidade de tecido 6sseo ndo vital para o grupo
ZOL, com diferenca significativa para o grupo ZOL (p<0,05), SAL e SAL+0Z (p<0,01).
Ponto importante a ser salientado aqui é a quantidade de osso nédo vital encontrado no grupo
ZOL+0Z, que apresentou diferenca estatistica significante ao grupo ZOL, como ja
mencionado e com os demais grupos SAL e SAL+0Z também (p<0,05). As médias e desvio

padréo podem ser visualizados na Figura 11.
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Figura 11. Representacdo grafica das médias e desvio padrdo da porcentagem de 0sso ndo
vital em comparativo entre os grupos experimentais SAL, SAL+0Z, ZOL e ZOL+0Z. Onde
"q" representa diferenca estatistica entre ZOL e SAL+OZ, "H" representa diferenga estatistica
entre ZOL e SAL, "¥" representa diferenca estatistica entre ZOL e ZOL+OZ, "o" representa
diferenca estatistica entre ZOL+0OZ e SAL+0OZ, "£" representa diferenca estatistica entre
ZOL+0Z e SAL e "¢" representa diferenca estatistica entre SAL e SAL+OZ.

4.3 Imunoistogquimica

ApoOs a realizagdo da imunoistoquimica as laminas foram fotomicrografadas e
mensuradas quanto a expressao génica de cada proteina. Para a expressao de TNFa e I1L-1p
nos respectivos grupos SAL, SAL+0Z, ZOL e ZOL+0Z, foi possivel verificar escores mais
elevados para os grupos ZOL e ZOL+0Z, notavel nas fotomicrografias representativas com a

elevada imunomarcacgéo para células e componentes inflamatorios, onde tanto o grupo ZOL,
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quanto o grupo ZOL+0OZ, apresentaram diferenca estatistica para com o0s grupos SAL e

SAL+0OZ (p<0,05). As fotomicrografias representativas podem ser vistas na Figura 12

(TNFa) e Figura 13 (IL-1p). As medianas e as diferencas estatisticas estdo apresentadas na

Figura 14.
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Figura 12. Imunomarcagdo para TNFa no tecido conjuntivo sobrejacente ao sitio de extracdo
dental e adjacéncias aos 28 dias pos-operatérios. (A,B,C,D) Fotomicrografias evidenciando o
padréo de imunomarcacdo para TNFa no sitio de extracdo dental aos 28 dias pds-operatorios
em SAL (A), SAL+0Z (B), ZOL (C), ZOL+0OZ (D). Abreviacdes e simbolos: tc, tecido
conjuntivo. Contra-coloragdo: hematoxilina. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25

um.
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Figura 13. Imunomarcacédo para IL-1p no tecido conjuntivo sobrejacente ao sitio de extracéo
dental e adjacéncias aos 28 dias pos-operatorios. (A,B,C,D) Fotomicrografias evidenciando o
padrdo de imunomarcacdo para IL-1p no sitio de extragcdo dental aos 28 dias pds-operatorios
em SAL (A), SAL+0Z (B), ZOL (C), ZOL+0OZ (D). Abreviaces e simbolos: tc, tecido
conjuntivo. Contra-coloracdo: hematoxilina. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25
pm.
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Figura 14. Representagdo grafica da expressdo génica por escores das proteinas TNFa (A) e IL-1B (B)
em comparativo entre 0s grupos experimentais SAL, SAL+0OZ, ZOL e ZOL+0Z. Onde "" representa
diferenca estatistica entre ZOL e SAL+OZ, "H" representa diferenca estatistica entre ZOL e SAL, "¥"
representa diferenca estatistica entre ZOL e ZOL+0Z, "o" representa diferenca estatistica entre
ZOL+0OZ e SAL+0OZ, "£" representa diferenca estatistica entre ZOL+OZ e SAL e "¢" representa
diferenca estatistica entre SAL e SAL+0OZ.

Para a expressdo de VEGF e OCN foi possivel verificar os menores escores para o
grupo ZOL, visivelmente notado nas l&minas com a baixa imunomarcacdo das células
endoteliais (Figura 15) e células osteoblasticas (Figura 16), com diferenca estatistica
significativa para com os demais grupos, inclusive para o grupo ZOL+0Z (p<0,05), tanto para
expressdao de VEGF (A) quanto para OCN (B). As fotomicrografias representativas das
expressdes podem ser vistas nas Figuras 15 (VEGF) e Figura 16 (OCN). As medianas e

diferencas estatisticas estdo representadas na Figura 17.
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Figura 15. Imunomarcacdo para VEGF no tecido conjuntivo sobrejacente ao sitio de extracéo
dental e adjacéncias aos 28 dias pos-operatérios. (A,B,C,D) Fotomicrografias evidenciando o
padrdo de imunomarcacdo para VEGF no sitio de extracdo dental aos 28 dias pds-operatorios
em SAL (A), SAL+0Z (B), ZOL (C), ZOL+0OZ (D). Abreviacdes e simbolos: tc, tecido
conjuntivo. Contra-coloracdo: hematoxilina. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25
wm.
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Figura 16. Imunomarcacdo para OCN no sitio de extracdo dental e adjacéncias aos 28 dias
pos-operatérios. (A,B,C,D) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcacdo para
OCN no sitio de extracdo dental aos 28 dias pos- operatérios em SAL (A), SAL+OZ (B),
ZOL (C), ZOL+0Z (D). Abreviagdes e simbolos: tc, tecido conjuntivo. Contra-coloragéo:
hematoxilina. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm.
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Figura 17. Representacgdo grafica da expressao génica por escores das proteinas VEGF (A) e OCN (B)
em comparativo entre os grupos experimentais SAL, SAL+0Z, ZOL e ZOL+0OZ. Onde "{" representa
diferenga estatistica entre ZOL e SAL+OZ, "H" representa diferenca estatistica entre ZOL e SAL, "¥"
representa diferenca estatistica entre ZOL e ZOL+0OZ, "u" representa diferenca estatistica entre
ZOL+0OZ e SAL+0OZ, "£" representa diferenca estatistica entre ZOL+OZ e SAL e "¢" representa
diferenca estatistica entre SAL e SAL+0OZ.

Por fim, na andlise da expressdo génica de TRAP, quando compara 0S Qrupos
experimentais, foi possivel observar no tecido, maior quantia de osteoclastos marcados nos
grupos controle (SAL e SAL+0OZ) Do contrario foi obtido 0os menores escores para 0S grupos
com tratamento de bifosfonatos (ZOL e ZOL+0Z), que tiveram a expressao génica e portanto
a sua marcacdo reduzida, os quais apresentaram diferenca estatistica, quando comparados aos
grupos sem a utilizacdo do zoledronato (SAL e SAL+0Z) (p<0,05). As fotomicrografias
representativas estdo apresentadas na Figura 18. As medianas e diferencas estatisticas podem

ser observadas na Figura 19.
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Figura 18. Imunomarcacdo para TRAP no sitio de extracdo dental e adjacéncias aos 28 dias
po6s-operatérios. (A,B,C,D) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcacdo para
TRAP-positivas (osteoclastos) no sitio de extracdo dental aos 28 dias pos- operatérios em
SAL (A), SAL+0Z (B), ZOL (C), ZOL+0Z (D). Abreviacdes e simbolos: tc, tecido
conjuntivo; to, tecido 0sseo; Seta, osteoclasto. Contra-coloragdo: hematoxilina. Aumento
original: 1000x. Barras de escala: 25 pm.
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Figura 19. Representacéo grafica da expressdo génica por escores da proteina TRAP em comparativo
entre 0s grupos experimentais SAL, SAL+0Z, ZOL e ZOL+0OZ. Onde "{" representa diferenca
estatistica entre ZOL e SAL+OZ, "H" representa diferencga estatistica entre ZOL e SAL, "¥" representa
diferenca estatistica entre ZOL e ZOL+0Z, "o" representa diferenca estatistica entre ZOL+0Z e
SAL+0Z, "£" representa diferenca estatistica entre ZOL+OZ e SAL e "¢" representa diferenca
estatistica entre SAL e SAL+OZ.
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5 DISCUSSAO

Na literatura que envolve bifosfonatos e osteonecrose dos maxilares ainda ndo existe
um consenso ou tratamento 100% eficaz e seguro para 0s pacientes que sdo acometidos pela
osteonecrose dos maxilares [1,2,4,23,24]. O diagndstico e 0s possiveis tratamentos sao
tabulados facilitando seu conhecimento, assim como sua fisiopatologia, que tendem a elucidar
melhor a doenga em si e auxiliar no desenvolvimento e aprimora¢do de novas terapias de

tratamento e prevengdo [1,2,23-25].

A ozonioterapia vem sendo estudada ao decorrer dos anos em outros paises como
alternativa terapéutica para a ONM-M [14,15,25-27]. Em paises onde é amplamente
permitido o uso da ozonioterapia, é possivel a realizagdo de estudos clinicos em humanos, o
que vem trazendo resultados elucidadores quanto a eficacia, tolerabilidade e seguranca de tal
tratamento [25-28]. Tanto a insuflacdo do gas [24,25], como a aplicacdo local por suspensoes,
como 6leos ozonizados [25] trazem dados promissores que incentivam o uso dessa terapia no
tratamento de pacientes inclusive oncoldgicos, que sdo 0s que por vezes recebem as maiores
doses de bifosfonatos [25-28].

No presente estudo, com os resultados apresentados pela analise da microtomografica
(MicroCT) foi possivel averiguar as caracteristicas 0sseas dos animais antes do inicio da
terapia com o bifosfonatos, representados pelo grupo MCTO e apds 3 semanas de aplicacdes
no protocolo de aplicacdo de 3 em 3 dias, representados pelo grupo MCT1ZOL, com seu
grupo controle MCT1SAL, que receberam apenas solugdo salina no mesmo protocolo de
aplicacdo. Os animais tanto no periodo inicial como ap6s 3 semanas, apresentaram
consisténcia nos valores volumétricos, principalmente no quesito densidade 6ssea,
independente do tratamento proposto. Isso pode ser justificado pelo tempo efetivo da
medicacdo para reorganizacdo da arquitetura Ossea por completa,[29] que alteraria a
densidade e demais parametros volumétricos, fato esse que pode ser comparado aos periodos
seguros ou menos susceptiveis para a incidéncia da osteonecrose dos maxilares, apés o inicio
da utilizacdo dos bifosfonatos, que em humanos, dependendo da dose e da poténcia do

bifosfonatos, pode variar de 3 més a 6 meses.[29-31]

Quando comparamos 0s animais agora do grupo experimental que passaram pela
terapia de aplicacdo de zoledronato, por 7 semanas ininterruptas, grupo ZOL, e 0 grupo
controle que recebeu apenas solucdo salina pelas mesmas 7 semanas, ficou evidente a

alteracdo na arquitetura 0ssea, advinda do bifosfonato, onde 0 0sso do grupo ZOL apresentou
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densidade e os pardmetros volumétricos muito maiores quando comparados ao grupo SAL,
com diferencas estatisticas significativas (p<0,05). O que valida novamente a hipotese de que
o bifosfonato juntamente com a propria fisiologia 6ssea levam determinado tempo para que a

reestruturacdo da arquitetura 6ssea ocorra nesses organismos.[29-31]

Ainda quanto aos resultados microtomograficos dos grupos experimentais tanto a
analise do volume 6sseo (Bv) quanto da porosidade total (Po.Tot) da area de interesse foi
possivel constatar diferenca, hora relevante estatisticamente, hora néo relevante (p=0,07),
qguando comparamos o0s grupos ZOL e ZOL+OZ, o que nos demonstra efetividade ou pelo
menos tendéncia de atuacdo da terapia com 0z6nio nessa modulacdo da arquitetura 0ssea,
onde mesmo com a incidéncia forte do zoledronato na densidade Ossea, 0 0zOnio

sistemicamente atua freando ou modulando essa “petrificagdo” dssea.[32,33]

Importante salientar aqui que os altos valores dos parametros 0sseos encontrados nas
microtomografias do grupo ZOL, ndo devem ser lidos como altos valores de 0sso saudavel,
ou tampouco, 0sso vital, assim como demais exames radiograficos, evidenciam a densidade
do 0sso e a partir disso é possivel estabelecer os demais parametros volumétricos, portanto
essa quantificacdo Ossea pode ser tanto de osso vital, como de osso ndo vital, como por
exemplo, no caso da osteonecrose dos maxilares, quando temos 0 0SS0 com sequestros 0Sseos,
estes aparecem de forma densa nos exames radiograficos, mesmo sendo material ndo mais
vital.[4,6,34,35]

Ponto esse que ficou evidente na analise histométrica das amostras dos grupos
experimentais, onde o grupo ZOL apresentou maiores volumes de tecido 6sseo nao vital
quando comparado aos demais grupos, caracteristica essa que pode ser classificada como
osteonecrose dos maxilares relacionada a medicacg0es,[1,2,4,6,34] correlacionando com a
maior rapidez do metabolismo do rato, 2-3 semanas apresentando 0 0SS0 nessas caracteristicas
equivaleria a mais de 8 semanas de sintomatologia em humanos.[16,36] Diferente do grupo
SAL e grupo SAL+0OZ, onde os valores para PONV ficaram irrisorios, demonstrando boa
resposta do organismo frente ao trauma local, que no presente estudo, foi a extracdo dentaria,

associada previamente a periodontite experimental.[11,32,33]

Seguindo a questdo de deteccdo de o0sso ndo vital e seus componentes pro-
inflamatérios envolvendo a expressio dos genes TNFa e IL-1B, as analises
imunoistoquimicas evidenciaram valores muito elevados para 0s grupos tratados com 0s

bifosfonatos (ZOL e ZOL+0Z)(p<0,05), evidenciando e transparecendo o ambiente com
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necessidades de combate a agentes patdgenos e ativacao de células do sistema imune, [37,38]
buscando homeostase, a qual ndo € atingida em ambiente com celulas e estruturas necrosadas,
onde esse tecido ndo vital, atrai células inflamatorias e sua exacerbacdo acarreta em dados
teciduais ainda mais extensos, o0 que associado a cavidade rica em micro-organismos, torna-se
a receita para o desenvolvimento e avanco da osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso
de medicamentos.[1,2,4,6,14-16]

Quando falamos na questao do turnover 0sseo, que esta relacionado diretamente com a
atividade e homeostase entre osteoblastos e osteoclastos, que em condicdes fisiologicas se da
justamente por equilibrio, nos organismos que sdo expostos aos bifosfonatos esse turnover é
drasticamente afetado, como pode ser traduzido pela andlise da expressdo génica da
osteocalcina (OCN) e da fosfatase 4acida resistente ao tartarato (TRAP) nos grupos
experimentais ZOL e ZOL+0Z.[37,39,40] Estes apresentaram valores inferiores no quesito
OCN e TRAP quando comparados aos demais grupos. Isso pode ser lido como deficiéncia na
deposicdo e mineralizacdo Ossea por parte dos osteoblastos, que quando ativos sdo 0s
principais secretores da OCN, ja quanto a expressdo de TRAP, que em condicdes fisioldgicas
é secretada principalmente pelos osteoclastos em funcéo, nos mesmos grupos submetidos ao
zoledronato, apresentaram os menores valores de sua expressdo, o que pode ser analisado
como a auséncia de atividade osteoclastica. Trazendo para esses 0ss0s em questdo o panorama
de 0sso estatico, sem resposta aos estimulos externos, que termina com o seu deterioramento e
morte tecidual.[37,40]

Nesse mesmo aspecto, fato relevante € que o grupo ZOL+OZ apresentou diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo ZOL no quesito expressao génica de
OCN e também ndo apresentou diferenca estatistica significativa quando comparada ao grupo
SAL.[40] O que pode ser visto como efetividade na ativacdo dos osteoblastos e de suas
funcBes por parte da terapia de 0z6nio e que traria novamente para 0 0sso estatico, um indicio
inicial de vitalidade. Fato esse que pode ser linkado diretamente com os valores encontrados
na histometria de PONF e PONV, onde mesmo com a atuacdo expressiva do zoledronato a
terapia com 0zOnio se mostrou capaz de reduzir a quantidade de tecido 0sseo ndo vital e
aumentar a presenca de 0sso neoformado em resposta ao trauma local, quando comparado
com o grupo ZOL..[32,33,39]

Finalizando os resultados imunoistoquimicos, a expressdo génica de VEGF trouxe
valores que corroboram novamente com nossos demais achados, que evidenciam para 0 grupo

ZOL densidade dssea elevada, ndo vital e avascular.[41] Os grupos SAL e SAL+OZ
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obtiveram as maiores marcacfes para VEGF, seguido do grupo ZOL+0OZ e por altimo pelo
grupo ZOL, fato esse que indica a auséncia de vascularizagdo no grupo ZOL, fator esse
crucial para a irrigacdo dos tecidos e das células, assim como o transporte de citocinas, demais
células e o principal oxigénio consumido por esse organismo.[32,3,41] Um dado que chama
atencdo aqui é a diferenca estatistica encontrada no grupo ZOL+OZ para com o grupo ZOL
(p<005), onde a terapia de 0z6nio aumentou a expressdo génica de VEGF, traduzindo isso em
neovasculogénese, mais aporte sanguineo para o tecido dsseo, diminuindo a densidade quase
patoldgica do osso causada pelo zoledronato, levando novas células e precursores para a
regido, que podem sofrer diferenciacdo e se tornarem osteoblastos, correlacionado assim, com

as expressdes de OCN também.[33,41]

Os dados encontrados para 0 grupo ZOL em todas as analises, apresentou um 0Sso
caracteristico sem vitalidade, onde muitas das suas lacunas onde deveriam estar presentes
ostedcitos ou células da linhagem osteogénica se apresentavam vazios ou apenas com
remanescentes e residuos dessas células, traduzindo isso em um 0sso sem vitalidade, que ndo
possui as mesmas respostas bioldgicas que um 0sso convencional e muito menos a capacidade
adaptativa e responsiva para traumas e suporte de cargas fisiologicas. O que acarreta
clinicamente no desenvolvimento da osteonecrose, que no presente trabalho é correlacionado

com a medicacdo em doses oncolégicas adaptadas do bifosfonato zoledronato.[6,11,15-17]

Especificamente falando dos animais que foram submetidos a terapia com o0zoénio,
SAL+0Z e ZOL+0Z, esses apresentaram uma caracteristica de maior neoformacdo 6ssea
guando comparada com seus pares sem o tratamento. 1sso provavelmente se da, devido as
caracteristicas da bioativacdo das células com a elevacao dos niveis energéticos das células,
que estimulam a diferenciacdo celular, a producdo de energia para essas células entre outras
repercussdes fisiocitolégica [15,16]. Além disso, suas propriedades antioxidantes, mantém as
células mais jovens e saudaveis quando comparadas as sem tratamento, sem falar na
capacidade neoangiogénica, que estimula a formagdo de novos vasos que futuramente
transportam tanto células constitutivas como também a oxigenacdo imprescindivel para o
tecido. E por ultimo as propriedades antimicrobianas, antifingicas e antivirais, eliminam as
possiveis barreiras que impediriam o desenvolvimento e reparacdo desse tecido [3-9], que nos
animais sem a aplicacdo de o0zbnio, é inundado de micro-organismos patogénicos,
principalmente quando observados a osteonecrose, que resulta em infec¢do generalizada do

0sso local, com presenca de extensa supuracdo, prurido, mal odor e dor [1-6].
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Em todas as publicacBes, emerge um tdpico: a necessidade de novos estudos, em
especial os estudos controlados, de estudos pré-clinicos, visando trazer embasamento
fidedigno para a utilizacdo do 0z6nio como terapia na osteonecrose dos maxilares [23-28,33].
Principalmente no que se trata de dosagens e métodos de aplicacdo [25,27]. O que enaltece 0s
resultados da atual pesquisa, onde as investigacGes animais permitem o entendimento do
comportamento bioldgico nas alteragdes fisiopatoldgicas, por meio de analises que se
complementam, visto que as pesquisas clinicas muitas vezes ndo possibilitam total elucidacao

da doenca.

A utilizagdo da ozonioterapia como alternativa terapéutica nos casos de osteonecrose
relacionado a medicacdes se mostrou eficiente na manutencéo do tecido dsseo vital, aumento
da vascularizacdo local, assim como no auxilio do quesito, reparacdo tecidual, tanto nos
animais que passaram pelo protocolo de medicacdo oncoldgica (zoledronato - ZOL+Q0Z),
como os animais controle que ja possuem certa defasagem nesses niveis de reparacao 6ssea e
densidade 6ssea (SAL+0OZ). O que corrobora com diversas literaturas, com estudos clinicos,

onde é permitido a experimentacdo e utilizacdo dessa terapia [9-14,23-28].

Esses dados estimulam mais investigacdes e trabalhos visando a consolidagdo desses
resultados em outras concentracdes e outras modalidades, trazendo o beneficio da
ozonioterapia em tantos pacientes que poderiam ser beneficiados com tais propriedades
reparacionais e fisioldgicas. Criando novos protocolos e até novos meios de dispersdo desse
03
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6 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes desse estudo in vivo, foi possivel concluir que o tratamento com
ozonioterapia foi efetivo no controle da osteonecrose relacionado aos medicamentos,
apresentando modulacdo na area de 0sso neoformado, diminuicdo do tecido 6sseo ndo vital,
melhorou a vascularizacdo local, modulou as respostas inflamatérias dos tecidos e subsidiou
melhores pardmetros volumétricos para 0os grupos em uso do protocolo de tratamento. Além
disso, se provou benéfico também no grupo que ndo foi submetido ao bifosfonato,

melhorando a sua resposta 6ssea ao trauma sofrido.

Em sintese a terapia com o0zénio apresenta resultados promissores e encorajadores
para que novas pesquisas sejam realizadas e que possiveis protocolos possam ser aplicados

em pacientes com ONM-M.
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considers the request, publication of the manuscript will be suspended. If the
manuscript has already been published in an online issue, any requests approved by
the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

his journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels
your article is more suitable in one of our other participating journals, then you may
be asked to consider transferring the article to one of those. If you agree, your article
will be transferred automatically on your behalf with no need to reformat. Please note
that your article will be reviewed again by the new journal. More information.
Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal
Publishing Agreement' (see more_information on this). An e-mail will be sent to the
corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.
Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including
abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is
required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative
works, including compilations and translations. If excerpts from other copyrighted
works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright
owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use
by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked
to complete an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third
party reuse of gold open access articles is determined by the author's choice of user
license.

Author rights

s an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your
work. More information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of
data; in the writing of the report; and in the decision to submit the article for
publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should be
stated.

Open access

Please visit our Open Access page for more information.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-
career researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at
Researcher Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable
guides and resources to guide you through the process of writing for research and
going through peer review. Feel free to use these free resources to improve your
submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)
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Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not
a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct
scientific English may wish to use the English Language Editing service available
from Elsevier's Author Services.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering
your article details and uploading your files. The system converts your article files to
a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX)
are required to typeset your article for final publication. All correspondence, including
notification of the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.
Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential
referees. For more details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole
right to decide whether or not the suggested reviewers are used.

g Preparation

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise
through the creation and uploading of your files. The system automatically converts
your files to a single PDF file, which is used in the peer-review process.
As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your
manuscript as a single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF
file or a Word document, in any format or lay-out that can be used by referees to
evaluate your manuscript. It should contain high enough quality figures for refereeing.
If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at the initial
submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be
uploaded separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the article number or pagination must be present.
Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the
essential elements needed to convey your manuscript, for example Abstract,
Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and
Tables with Captions.
If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should
be included in your initial submission for peer review purposes.
Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to
the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The
corresponding caption should be placed directly below the figure or table.

Peer review
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This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be
initially assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable
are then typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess
the scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision
regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors are
not involved in decisions about papers which they have written themselves or have
been written by family members or colleagues or which relate to products or services
in which the editor has an interest. Any such submission is subject to all of the
journal's usual procedures, with peer review handled independently of the relevant
editor and their research groups. More information on types of peer review.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide
us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of
conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). See also
the section on Electronic artwork.To avoid unnecessary errors you are strongly
advised to use the ‘'spell-check’ and 'grammar-check’ functions of your word
processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in
section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and Methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be
described. Since there are significant differences in skeletal structure and remodeling
between the sexes and strains, it is essential that all animal studies report the age,
sex, and strain (e.g., C57BL/6) of animals used.

Key Resources Table

To enable reproducibility of the research, we encourage authors to submit a Key
Resources Table, which helps make the resources clear to readers. The Key
Resources Table highlights the genetically modified organisms and strains, cell lines,
reagents and other resources essential to reproduce the results presented in a
paper. More information is available here https://www.elsevier.com/authors/author-
resources/key-resources-table

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already
dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a
Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.
Results

Results should be clear and concise.
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Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.
* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You
can add your name between parentheses in your own script behind the English
transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide
the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available,
the e-mail address of each author.
* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility
includes answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure
that the e-mail address is given and that contact details are kept up to date by
the corresponding author.
* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the
discoverability of your article via search engines. They consist of a short collection of
bullet points that capture the novel results of your research as well as new methods
that were used during the study (if any). Please have a look at the examples
here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more
attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents
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of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x
1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of
5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS,
PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.
Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements.
Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, ‘'and’, 'of). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on
the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract
must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz];
and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants
and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a
university, college, or other research institution, submit the name of the institute or
organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Genbank

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be
used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and
present the footnotes themselves separately at the end of the article.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol,
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Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

» Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and
tables within a single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in
separate source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please
'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of
300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a
minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.

» Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with
your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect
and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in
color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further
information on the preparation of electronic artwork.

[llustration services

Elsevier's Author Services offers Illustration Services to authors preparing to submit a
manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their article.
Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-style
images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also
available, where our illustrators take your image(s) and improve them to a
professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title
(not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations
used.
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Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number
tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any
table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the
data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results’
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item
has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue
is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003).
Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela.
Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please
note the format of such citations should be in the same style as all other references
in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference
to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can
be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your
Reference List. Data references should include the following elements: author
name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global
persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can
properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.
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Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins
from these products, authors only need to select the appropriate journal template
when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this
journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in
this Guide. If you use reference management software, please ensure that you
remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information
on how to remove field codes from different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link:http://open.mendeley.com/use-citation-style/bone

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the article number or pagination must be present.
Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples:
Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different
result ....'

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in
which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific
article, J. Sci. Commun. 163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.Sc.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:

[2] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, 2018. The art of writing a scientific
article. Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
Reference to a book:

[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in:
B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc.,
New York, 2009, pp. 281-304.

Reference to a website:

[5] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003
(accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:
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[dataset] [6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1,
2015. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word
Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to
submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring
to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the
video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files
supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills’ with your files: you can
choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video
and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide
text for both the electronic and the print version for the portions of the article that
refer to this content.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are
published exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such
online). Please submit your material together with the article and supply a concise,
descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide
an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch
off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the
published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your
published articles. Research data refers to the results of observations or
experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility and data
reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.
Below are a number of ways in which you can associate data with your article or
make a statement about the availability of your data when submitting your
manuscript. If you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite
the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References"
section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit
the research data page.

Data linking
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f you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to
link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to
underlying data that gives them a better understanding of the research described.
There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text
of your manuscript, using the following format. Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets
will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.
For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement
To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your
data is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to
indicate why during the submission process, for example by stating that the research
data is confidential. The statement will appear with your published article on
ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

After Acceptance

Online proof correctionTo ensure a fast publication process of the article, we kindly
ask authors to provide us with their proof corrections within two days. Corresponding
authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in
addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer
questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-
prone process by allowing you to directly type your corrections, eliminating the
potential introduction of errors.
If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF
version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors,
including  alternative @ methods to the online version and PDF.
We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
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