\/
AAYay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Aracatuba

MAISA PEREIRA DA SILVA

ESTUDO IN VIVO DO EFEITO DA OZONIOTERAPIA COMO PREVENCAO E/OU
TRATAMENTO DA OSTEONECROSE DOS MAXILARES INDUZIDA POR
MEDICAMENTOS

ARACATUBA
2023



MAISA PEREIRA DA SILVA

ESTUDO IN VIVO DO EFEITO DA OZONIOTERAPIA COMO PREVENCAO E/OU
TRATAMENTO DA OSTEONECROSE DOS MAXILARES INDUZIDA POR
MEDICAMENTOS

Dissertagdo  apresentada a  Faculdade de
Odontologia do Campus de Aragatuba -—
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” - UNESP, para a obtengdo do grau de
“Mestre em Odontologia" — Area de concentragio
em Cirurgia e Traumatologia Buco Maxilo Facial.

Orientador: Prof. Dr. Francisley Avila de Souza.

ARACATUBA
2023



Catalogagdo na Publicagdo (CIP)
Diretoria Técnica de Biblioteca ¢ Documenta¢do — FOA / UNESP

Silva, Maisa Pereira da.

S586e Estudo in vivo do efeito da ozonioterapia como prevencao
e/ou tratamento da osteonecrose dos maxilares induzida por
medicamentos / Maisa Pereira da Silva. — Aragatuba, 2023

78 f. :il.; graf.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Odontologia de Aragatuba
Orientador: Prof. Francisley Avila Souza

1. Osteonecrose 2. Ozonio 3. Difosfonatos 4. Alvéolo
dental I. T.

Black D7
CDD 617.6

Claudio Hideo Matsumoto CRB-8/5550




Este trabalho dedico a minha familia. Primeiramente dedico, a base da minha familia, aos meus
avos. Ana Alves da Costa (in memorian), Fulgéncio Pereira da Costa (in memorian), Joaquina
Benedita Pereira da Silva (in memorian) e Luiz Pereira da Silva, que em todos 0s momentos se
orgulharam e incentivaram que eu me dedicasse aos estudos e assim ser a primeira da familia a

fazer uma pos-graduagao. Obrigada por tudo.

Ao0s meus pais, que em toda a minha vida ndo mediram esfor¢os para que alcangasse meus
objetivos. A eles que sonharam os meus sonhos, confortaram as minhas derrotas e celebraram
as minhas conquistas, e foram fortaleza quando eu nao aguentava mais. Ao meu pai, Gilberto
Pereira da Silva, que me acompanhou em todos os momentos de viagens desde a prova do
vestibular a matricula da residéncia e do mestrado, por ndo medir esfor¢os e me acompanhar
em cada fase. A minha mae, Isabel Pereira da Costa Silva, que sempre foi meu suporte
emocional e minha fonte de renovar as baterias, a pessoa que sempre me manteve firme mesmo

quando minha fé ja ndo existia. Obrigada por tudo.

E dedico também ao meu irméo, Luiz Felipe Pereira da Silva, que apesar de ser 0 meu pequeno,
¢ um dos meus maiores torcedores € um dos meus protetores, anjo da guarda, que mesmo a
distancia tenta me proteger de tudo e estar acompanhando o que acontece na minha vida.

Obrigada por tudo.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Primeiramente agradeco a Deus. Obrigada por tudo Senhor, por ter me proporcionado
resiliéncia durante estes meses de pds-graduagdo. Por ter sido meu encontro de conforto em

muitos momentos, por ter guiado e protegido a mim e minha familia.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Francisley Avila Souza, pela oportunidade e ter me
orientado durante esta etapa, pela confianga e pelos desafios a mim impostos. Pela ajuda em

muitos momentos, colaborando para que chegassemos ao fim desta etapa;

Ao meu grande professor da graduacao, inspira¢do e incentivador, Prof. Dr. Edevaldo Tadeu
Camarini, uma das pessoas importantes nesta minha jornada até aqui, € que me levou a escolher
FOA-UNESP para a pods-graduacdo Strictu Sensu. Obrigada pelas oportunidades, pelas
orientagdes, pelas cobrangas, pelos ensinamentos em todos os momentos na base da minha

formacao.

Ao querido e ndo apenas professor, mas amigo, Prof. Dr. Eduardo Hochulli, pessoa que tive a
oportunidade de conhecer na graduagdo, e inspirada nas suas técnicas cirurgicas retornei a
FOAR-UNESP para poder aprender com o senhor por um ano. Obrigada por néo ter sido apenas
um professor, mas por ter me orientado e com quem pude ter conversas francas no meu caminho

a residéncia em cirurgia.

Aos meus pais e irmao por entenderem a minha auséncia e apoiarem nesta etapa, dando o
suporte mesmo que a distancia. Obrigada por tudo, por sonharem meus sonhos e conquistarem

eles comigo;

Ao meu namorado e amigo Ricardo Leite de Sousa, que tem estado comigo nestes tultimos
meses me dando apoio em todos meus planos e projetos, e suportando cada obstaculo e dando

apoio para que eu possa enfrenta-los;

As minhas amigas de graduagéo, cursinho e da vida, Ana Barbisan, Eliza Montenegro, Fernanda
Andreassa, Glaucia Orsini, Isadora Mecca ¢ a eterna dupla Jéssica Behrens. A0S meus amigos
de infancia, Amanda Lido, Amanda Pagianotto, André Munhoz Direnzi, Erica Fernandes Mota,
Fernando Favoretto, Franciele Santos, Luane Alvarenga, Marcela Pagianotto Bidoia, Matheus
Bernardes Amim que mesmo com o tempo e distancia me apoiam ¢ compartilham as vitorias e
sonhos comigo. A minha grande amiga e irma, Mariana Granucci, com quem compartilhei os

momentos de residéncia, e planos e sonhos profissionais, minha confidente, meu muito



obrigada. A todos vocés com quem compartilho os estresses, € que trazem leveza no meu dia a

dia por mensagens, meu muito obrigada;

Aos meus colegas de mestrado, mas principalmente as que compartilharam os momentos bons
e ruins, Natalia Sanches e 1zabela Sol, que me ajudaram muito e foram sempre minha rede de

apoio. Muito obrigada por tudo e vamos juntas até o doutorado.

Ao meu grupo de pesquisa Ana Flavia, Paulo Matheus, Nelson Silva e Harrisson Lucho, meu

muito obrigada;

Em especial as meninas do grupo de pesquisa Lais Kawamata e Maria Eduarda Freitas por toda
a ajuda neste meu projeto, por ter compartilhados os momentos bons e dificeis. Muito obrigada

pela ajuda na execugdo da confecgdo dos resultados aqui mostrados;

Ao meu grande amigo neste grupo de pesquisa e coorientador por consideracdo, Henrique
Hadad, por me ajudar em todos 0s momentos, por ser calma nos meus momentos de estresse, e

Ser riso nos momentos de desespero;



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” -UNESP, na pessoa do seu Diretor,

Prof. Glauco Issamu pela oportunidade de realizagdo do curso de Mestrado em Odontologia.

A Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP e seus representantes, senhor diretor Prof. Tit. Glauco Issamu Miyahara, do
senhor vice-diretor Prof. Tit. Alberto Carlos Botazzo Delbem e do Prof. Tit. Wirley Gongalves
Assuncgdo, como coordenador do programa de pds-graduagdo em Odontologia. Por tornarem

possivel toda a pesquisa e o meu desenvolvimento no mestrado.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES/Brasil - Codigo de

Financiamento 001. Pela bolsa mestrado CAPES-DS concedida durante estes dois anos.

Ao Departamento de Diagnostico e Cirurgia — FOA/UNESP, com a representacdo do Prof. Dr.
Marcelo Macedo Crevelin, como chefe de departamento e aos servidores Marco Aurélio de
Oliveira lanner e Paulo Roberto Gratdo, Renato Gomes de Oliveira, por todo suporte para a

realizacdo dessa pesquisa.

Ao Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, e ao colega e funcionario,

Joao Batista, responsaveis pelo suporte e apoio no desenvolvimento dessa pesquisa.

As demais sessoes da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP, Biblioteca, Pos
Graduagio, Esterilizagdo, Limpeza entre outras, e seus servidores que sempre prestaram um

atendimento importante.

A Universidade Estadual de Maringd — UEM e todos os meus antigos professores e
funciondrios, que me guiaram e me inspiraram a seguir ¢ buscar o caminho da docéncia. As
minhas inspiragdes Elen Tolentino de Souza, Vanessa Cristina Veltrini e Liogi lwaki Filho, e
em especial ao Prof. Edevaldo Tadeu Camarini, por ter me dado a oportunidade de seguir na
cirurgia, me incentivando e orientando, ¢ ndo me deixando desistir. Enfim, a todos que
colaboraram com a minha formagdo com o mais alto nivel de competéncia, gracas a vossas

preciosas colaboragdes e ensinamentos.



Aos alunos de Iniciagdo Cientifica, Leticia Gabriella, Luis Fernando, Olivia Franca, Maria
Carolina, Kézia Mendes, Lilian Maria Paulino, Julia Pietro Bdo, Beatriz Medeiros, Beatriz
Costa Lau, Ana Laura, Ana Luisa e Igor Antonelli por toda dedicacdo na execugado deste projeto.
A todos os demais colegas, de graduagao e pos-graduagao, que participaram e contribuiram de

alguma forma no desenvolvimento desse trabalho.

Enfim, aos animais que serviram com suas vidas a ciéncia, possibilitando a execugdo dessa

pesquisa.



"Ndo siga o caminho. Va onde ndo hd caminho e come¢a a
trilha. Quando vocé inicia uma nova trilha equipada com coragem,
forga e convicgdo, a unica coisa que pode parar é vocé!"

RUBY BRIDGES



Silva MP. Estudo in vivo do efeito da ozonioterapia como prevencdo e/ou tratamento da
osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos. Aragatuba: Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2022.

RESUMO

O ozonio tem sido utilizado no processo de reparo 6sseo em condigdes desfavoraveis, como na
osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (OMIM). O objetivo deste trabalho foi
avaliar a aplicagdo de ozonioterapia como prevengao e/ou o tratamento da OMIM. Cento e vinte
ratos wistar foram distribuidos entre os grupos tratamentos: eles foram induzidos com
Zoledronato e receberam ozonioterapia antes da exodontia (prevengdo — GOP), apos exodontia
(tratamento — GOT), em ambos momentos (prevengdo ¢ tratamento — GOPT), um grupo nao
recebeu ozonio (ZOL), e outro recebeu soro fisioldgico ao invés da indugdo (SAL). Apos 14 e
28 dias pos-operatorios foram eutanasiados e as pegas submetidas as andlises histologicas com
eosina e hematoxilina, imunoistoquimica, microtomografica computadorizada (microCT),
confocal a LASER e histomorfométrica. Em 14 dias observamos o inicio do reparo em GOT,
assim como um epitélio presente em SAL e GOT, o mesmo ocorre em 28 dias, e uma intensa
imunomarcagdo de osteocalcina (OC) em GOPT em 14 dias. A microCT demostrou maiores
médias de BV/TV em todos grupos quando comparados a ZOL (p<0,001), ZOL apresentou
maior porosidade (p=0,03) e o espagamento trabecular foi maior no grupo GOT quando
comparado ao GOP (p<0,05). A taxa de aposi¢do mineral (MAR) dos grupos GOP foram
maiores (21,46+14,12), seguida do grupo GOT (19,66+ 13,23). GOT apresentou a maior média
de %NBA (68,322+25,296), quando comparado ao grupo ZOL (p < 0,05), seguido pelo grupo
SAL (66,039+28,379) e ZOL (60,856+28,425). Diante dos resultados pode-se observar que a

ozonioterapia pode modular o reparo alveolar em animais induzidos com acido zoledronico.

Palavra-Chave: Osteonecrose. Ozdnio. Bifosfonatos. Alvéolo Dental.



Silva MP. In vivo study of the effect of ozone therapy as a prevention and/or treatment of drug-
induced osteonecrosis of the jaws [dissertagdo]. Aragatuba: Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Odontologia; 2022.

ABSTRACT

Ozone has been used in the bone repair process under unfavorable conditions, such as in drug-
induced osteonecrosis of the jaws (OMIM). The objective of this work was to evaluate the
application of ozone therapy as prevention and/or treatment of OMIM. One hundred and twenty
wistar rats were distributed among treatment groups: they were induced with Zoledronate and
received ozone therapy before tooth extraction (prevention - GOP), after tooth extraction
(treatment - GOT), at both times (prevention and treatment - GOPT), one group | did not receive
ozone (ZOL), and another received saline instead of induction (SAL). After 14 and 28 days
postoperatively, they were euthanized and the pieces submitted to histological analysis with
eosin and hematoxylin, immunohistochemistry, computed microtomography (microCT),
confocal LASER and histomorphometric analysis. In 14 days we observed the beginning of
repair in GOT, as well as an epithelium present in SAL and GOT, the same occurs in 28 days,
with intense immunostaining of osteocalcin (OC) in GOPT in 14 days. The microCT showed
higher BV/TV means in all groups when compared to the ZOL (p<0.001), ZOL showed greater
porosity (p=0.03) and the trabecular spacing was greater in the GOT group when compared to
the GOP (p<0 .05). The mineral apposition rate (MAR) of the GOP groups were higher
(21,46+14,12), followed by the GOT group (19,66+ 13,23). GOT had the highest average of
%NBA (68.322+25.296), when compared to the ZOL group (p < 0.05), followed by the SAL
group (66.039+28.379) and ZOL (60.856+28.425). In view of the results, it can be observed

that ozone therapy can modulate alveolar repair in animals induced with zoledronic acid.

Keywords: Osteonecrosis. Ozone. Bisphosphonates. Dental Alveolus.
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Imagens da aplicacao intraperitoneal de ozonio de 2 em 2 dias.

Fluxograma do tempo de trabalho de acordo com o grupo no topico de
analise desmineralizadas. O trago de cor verde em SAL representa os
momentos de aplicacdo de NaCl nos animais; O trago de cor preta pontilhado
em todos 0s grupos representa o dia do procedimento cirurgico; O trago em
amarelo em todos os grupos representa o dia da eutanasia do tempo de 14
dias; O trago em roxo em todos os grupos representa o dia da eutanasia do
tempo de 28 dias; O trago em azul nos grupos ZOL, GOP, GOT e GOPT
representam a aplicacao do acido zoledronico; e o trago em vermelho em
GOP, GOT e GOPT representam a aplicacao do 0zonio

Fluxograma do tempo de trabalho de acordo com 0s grupos grupo nas
analises mineralizadas. O traco de cor verde em SAL representa os
momentos de aplicagdo de NaCl nos animais; O trago de cor preta pontilhado
em todos os grupos representa o dia do procedimento cirtargico; O traco de
cor preta com * em todos os grupos representa o dia da aplicacao de calceina
13 dias apds o procedimento cirurgico; O sinal # em todos os grupos
representa o dia da aplicacdo de alizarina 23 dias apds o procedimento
cirtirgico; O traco de cor roxa representa o tempo de eutanasia de 28 dias
apos o procedimento cirargico; O trago em azul nos grupos ZOL, GOP, GOT
e GOPT representam a aplicacdo do 4cido zoledronico; e o traco em
vermelho em GOP, GOT e GOPT representam a aplicagdo do ozonio.
Grafico demonstrando as médias de porcentagem do volume 6sseo em todos

os grupos, obtidos através da analise de microtomografia computadorizada

(p < 0,001).
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Grafico demonstrando as médias da espessura das trabéculas dsseas (em
mm) de todos os grupos, obtidos através da analise de microtomografia
computadorizada (p < 0,05).

Grafico demonstrando as médias do nimero de trabéculas dos grupos,

obtidos através da analise de microtomografia computadorizada (p > 0,05).

Grafico demonstrando as separagdes das trabéculas / mm em todos os
grupos, obtidos através da analise de microtomografica computadorizada (p
< 0,05).

Grafico demonstrando as médias de porcentagem de porosidade geral de
todos os grupos, obtidos através da andlise de microtomografia
computadorizada (p < 0,05).

Imagens do grupo SAL, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital
naregido do alvéolo da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte
sagital na regido de primeiro molar inferior direito; C) Corte axial na regido
de ter¢o médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito.

Imagens do grupo ZOL, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital
naregido do alvéolo da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte
sagital na regido de primeiro molar inferior direito; C) Corte axial na regido
de terco médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito

Imagens do grupo ZOL, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital
naregido do alvéolo da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte
sagital na regiao de primeiro molar inferior direito; C) Corte axial na regiao
de terco médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito

Imagens do grupo GOT, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital
naregido do alvéolo da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte
sagital na regido de primeiro molar inferior direito; C) Corte axial na regido
de ter¢o médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito

Imagens do grupo GOPT, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital
naregido do alvéolo da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte
sagital na regido de primeiro molar inferior direito; C) Corte axial na regido
de ter¢o médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito

Grafico representativo das médias de mineralizagdo 6ssea/dia de acordo com

0s grupos avaliados nesse estudo
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Imagens do 0sso alveolar do grupo SAL, obtidas através da analise de
microscopia confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo
calceina (verde); B) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo alizarina
(vermelho); ¢ C) Fusdo das imagens com os dois fluorocromos.

Imagens do osso alveolar do grupo ZOL, obtidas através da analise de
microscopia confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo
calceina (verde); B) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo alizarina
(vermelho); e C) Fusao das imagens com os dois fluorocromos.

Imagens do osso alveolar do grupo GOP, obtidas através da analise de
microscopia confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo
calceina (verde); B) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo alizarina
(vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois fluorocromos.

Imagens do osso alveolar do grupo GOT, obtidas através da analise de
microscopia confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo
calceina (verde); B) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo alizarina
(vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois fluorocromos.

Imagens do osso alveolar do grupo GOPT, obtidas através da analise de
microscopia confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo
calceina (verde); B) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo alizarina
(vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois fluorocromos.

Grafico representativa da dinamica/composic¢ao do alvéolo distal do primeiro
molar inferior direito de acordo com cada grupo. Os componentes avaliados
foram Tecido Conjuntivo, Area 6ssea Neoformada e Tecido necrético (0sso
ndo vital).

Grafico representativo das médias da porcentagem de area dssea neoformada
de acordo com os grupos avaliados nesse estudo.

Grafico representativo das médias da porcentagem da area de tecido
conjuntivo de acordo com os grupos avaliados.

Fotomicrografica representativa do alvéolo distal do primeiro molar inferior
direito de acordo com cada grupo, corado em azul de Stevenel e Alizarina no
aumento de 4x (azul — tecido conjuntivo; rosa — tecido mineralizado). Desse
modo, a imagem A) representa o grupo SAL; B) ZOL; C) GOP; D) GOT e
E) GOPT.
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Grafico representativa da dindmica/composi¢ao do alvéolo distal do primeiro
molar inferior direito de acordo com cada grupo apds avaliagio de HE
(hematoxilina e eosina) em 14 dias. Os componentes avaliados foram Tecido
Conjuntivo, Area 6ssea Neoformada e Tecido necrético (osso néo vital).

Grafico representativa da dinamica/composic¢ao do alvéolo distal do primeiro
molar inferior direito de acordo com cada grupo apds avaliagio de HE
(hematoxilina e eosina) em 28 dias. Os componentes avaliados foram Tecido
Conjuntivo, Area 6ssea Neoformada e Tecido necrético (osso ndo vital).

Grafico representativo das médias da area dssea neoformada de acordo com

0s grupos avaliados nesse estudo.

Grafico representativo a area de tecido conjuntivo de acordo com os grupos
avaliados nesse estudo.

Imagens representativas do alvéolo distal do primeiro molar inferior direito
de acordo com cada grupo, corado em Eosina e Hematoxilina no aumento de
4x. Desse modo a imagem A e F) representa o grupo SAL; Be G) ZOL; Ce
H) GOP; Del) GOT e E e J) GOPT.

Imagem apresentando a distribuicdo dos escores de imunoistoquimica dos

grupos. 1- leve; 2- moderado e 3-intensa.

Imagens representativas da andlise imunoistoquimica de OC do épice do
alvéolo distal do primeiro molar inferior direito em aumento de 10x. Imagens
de 14 dias: A) SAL; B) ZOL; C)GOP; D)GOT; E) GOPT, Imagens de 28
dias: F) SAL; G) ZOL; H) GOP; I) GOT e J) GOPT

Imagens representativas da analise imunoistoquimica de TRAP do apice do
alvéolo distal do primeiro molar inferior direito em aumento de 10x. Imagens
de 14 dias: A) SAL; B) ZOL; C)GOP; D)GOT; E) GOPT, Imagens de 28
dias: F) SAL; G) ZOL; H) GOP; I) GOT e J) GOPT

Imagens representativas da analise imunoistoquimica de RANKL do éapice
do alvéolo distal do primeiro molar inferior direito em aumento de 10x.

Imagens de 14 dias: A) SAL; B) ZOL; C)GOP; D)GOT; E) GOPT.
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1 INTRODUCAO

O ozdnio natural ¢ um gés produzido pelo ar atmosférico e 0 0zOnio medicinal ¢ obtido
através da manipulag@o fisico-quimica do oxigénio, controlando um equipamento padronizado,
e conhecendo a dose adequada a fim de eliminar sua toxicidade [1,2]. O acesso ¢ produgio
controlada do ozonio permitem sua aplicabilidade em diferentes terapéuticas, como as
cicatrizagdes teciduais e reparos dsseos [2-6]. Um estudo prévio publicado [6] mostrou que
aplicacdo do ozonio durante processo de reparacao de tecidos moles permitiu uma maior
vascularizagdo, presenga de miofibroblastos, fibroblastos, células endoteliais, colageno e
poucas células inflamatdrias apos exérese de lesdes. Outros trabalhos publicados ainda
destacaram o aumento dos fatores de crescimento [7], assim como a boa oxigenacdo e
metabolismo dos tecidos, que intervém no equilibrio oxidante/antioxidante [8,9], permitindo

assim uma boa epitelizagao e proliferagao celular durante o processo reparacional.

Patologias dsseas, como também terapias medicamentosas que interferem no turnover
Osseo e apresentam efeitos antiangiogénicos podem prejudicar o reparo dsseo, levando a
ocorréncia de exposigdes Osseas apoés um trauma dento-alveolar [10-15]. A associagdo desta
exposicao a infecgdo local, o acimulo de bactérias, o atraso da reparacao tecidual, devido a
toxicidade dos antirreabsortivos aos fibroblastos favorecem ao surgimento da osteonecrose [16-
19]. Trabalhos prévios publicados [2,4,5] tém apresentado que a ozonioterapia aplicada ao
reparo 6sseo modula o processo de neoformacgao 6ssea, diminuindo area fibrética, proliferando
vasos sanguineos, numero de osteoblastos, osteoclastos, nova area de osso mineralizado.
Acredita-se que estes eventos ocorram devido a presenga de oxigénio por mais tempo no tecido

em decorréncia da aplicacdo do ozonio.

A ozonioterapia proporciona ativacao de vias bioquimicas em eritrocitos, leucocitos,
plaquetas, as quais desencadeiam a liberagao de fatores de crescimento, assim como viabilizam
a microvascularizagdo dos tecidos [1,20]. Estes eventos promovidos pela administragdo
sisttmica do ozonio tém permitido resultados clinicos satisfatdrios nos processos de
cicatrizagdo tecidual de uma forma geral [7] e em reparo 0sseo de osteonecrose dos maxilares
induzida por medicamentos (OMIM) [1,2,4,5]. A osteonecrose pode apresentar quadros de
infeccdo que evoluem devido a sua exposi¢ao ao meio bucal, entretanto a OMIM € uma necrose
asséptica, sendo a sua principal caracteristica a supressdo de vascularizagdo, podendo
apresentar ou nao um quadro de infecg¢@o [21]. A ozonioterapia promove com o EO (Estresse
Oxidativa) temporario a ativacdo de eritrocitos com caracteristicas metabodlicas melhoradas,

capazes de corrigir a hipoxia em doengas vasculares. O fator de crescimento liberados pelas
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plaquetas, TFB-1, devido a ativacdo pelos EROs (espécimes reativas do oxigénio) favorecem

ao processo cicatricial, enquanto que o NO+ regula o tonus vascular destes sitios [1,22].

O emprego do 0z6nio em quadros de osteomielite vem sendo relatada e investigada pela
literatura cientifica [23-25]. Estudos prévios publicados [23,24] relataram que a terapia favorece
a reparacdo 0ssea na osteomicelite, demonstrando boa resposta celular que acarreta em uma boa
repercussao clinica. No entanto, a literatura ainda ¢ escassa quanto a pesquisas que investigam
0 mecanismo e repercussoes celulares da terapia na osteonecrose dos maxilares induzida por
medicamentos. O uso do ozonio na OMIM tem sido reportado com bons resultados em
trabalhos clinicos ndo randomizados [26-28] ou relatos de casos clinicos como tratamentos
adjuvantes [29-31]. Estes trabalhos clinicos descritos acima preconizaram a ozonioterapia apos
o trauma cirurgico que desencadeou a OMIM. Entretanto, trabalho prévio publicado [26]
destacou a aplicag@o da terapia previamente em casos em que ha a necessidade de abordagem
cirargica, como em procedimentos de exodontia. O objetivo ¢ estimular as reagdes biologicas

e oxigenacao dos tecidos previamente ao trauma cirirgico.

Diante do exposto o objetivo desta pesquisa sera avaliar o reparo alveolar apods
exodontia do primeiro molar inferior direito de ratos tratados com acido zoledronico, apds a

ozonioterapia como prevencao e/ou tratamento da OMIM.
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2 PROPOSICAO

Avaliar os efeitos da ozonioterapia durante o processo de reparo alveolar apos exodontia
do primeiro molar inferior direito de ratos tratados com acido zoledronico e submetidos a

ozonioterapia como prevengao e¢/ou tratamento da OMIM.

Avaliar o processo de reparo alveolar de forma qualitativa (grau de maturagdo) e
quantitativa (histomorfometria), imunoistoquimica, a microestrutura 6ssea (volume Osseo,
porcentagem do volume Osseo, espessura do trabeculado d6sseo e separacdo e nuimero de
trabéculas), e a taxa de aposi¢ao 6ssea mineral durante o processo de reparo alveolar apos as

terapias propostas.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Delineamento experimental

O presente trabalho foi iniciado ap6s aprovagdo do Comité de ética no uso de animais
(CEUA 0236-2021), da Faculdade de Odontologia de Aragatuba - Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho™ e seguiu todas as normas de experimentagao em animal. Este

trabalho foi delineado de acordo com as diretrizes da ARRIVE guidelines [32].

3.1.2 Animais

Foram utilizados 120 ratos albinus wistar machos com 3 meses de idade e peso
aproximado de 350-450g. Os animais foram mantidos em biotério proprio da UNESP com
controle da temperatura e luz do ambiente. Os animais foram alimentados com racéo e agua ad

libitum.

Para determinagdo do poder da amostra foi considerado um nivel de significancia de
5% (com desvio padrdo de 2%), e com um poder de teste de 80%, sendo definido alpha como
0,05, e oito ratos por grupos (n=8) foram necessarios para comparar os diferentes grupos, de

acordo com trabalho prévio publicado [33].

3.1.3 Aplicacio do acido zoledronico

Todos os animais foram tratados com o uso do acido zoledronico (Zometa®, Novartis
Biociéncias SA, Sao Paulo, Brasil), exceto os animais do grupo SAL (Grupo Soro Fisiologico),
que receberam apenas 0,1 ml de soro fisiologico (NaCl 0,9%), no mesmo protocolo de aplicagao
acima descrito. Seguindo o modelo experimental de trabalhos prévios publicados [33,34], os
animais receberam 04 aplicagdes de 0,035 mg/kg de acido zoledronico (ZOL) dissolvido em
0,1ml de veiculo (NaCl 0,9%), através da veia caudal, com intervalos de 15 dias entre as
aplicagdes. Uma semana ap0s a ultima aplicacdo, os animais foram submetidos a exodontia dos
primeiros molares inferiores direitos. Na sequéncia, 0S animais seguiram medicados de 15/15

dias até o periodo de eutanasia, conforme protocolo de aplicagdo descrito acima. (Figura 1)
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Fig. 1. Aplicacdo de acido zoledronico por via caudal nos grupos ZOL, GOP, GOT ¢ GOPT. No grupo
SAL foi usada a mesma via para aplicac¢do de soro fisiologico.

3.1.4 Grupos experimentais

Ap0s a aplicagdo sistémica de ZOL, os animais foram divididos aleatoriamente em 5

grupos, de acordo com o tratamento que receberam.

Grupo Soro Fisiologico (SAL): Os animais terdo seu primeiro molar inferior direito

extraido apds protocolo de tratamento com soro fisiologico (NaCl 0,9%).

Grupo zoledronato (ZOL): Os animais terdo seu primeiro molar inferior direito
extraido apos protocolo de tratamento com acido zoledronico (Zometa®, Novartis

Biociéncias SA, Sao Paulo, Brasil).

Grupo Ozonio Prevenciao (GOP): Os animais terdo seu primeiro molar inferior direito
extraido apos protocolo de tratamento com acido zoledronico (Zometa®, Novartis
Biociéncias SA, Sao Paulo, Brasil). Nesse grupo, os animais receberdo ozonio na forma
de prevencdo: sera feita a administracdo de 0,7mg/Kg de ozoénio gas [24], via
intraperitoneal de 2 em 2 dias [35], iniciando 4 semanas antes do procedimento cirurgico

e finalizando no dia do procedimento.

Grupo Ozoénio Tratamento (GOT): Os animais terdo seu primeiro molar inferior

direito extraido apds protocolo de tratamento com acido zoledronico (Zometa®,
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Novartis Biociéncias SA, Sao Paulo, Brasil). Nesse grupo, os animais receberao 0zonio
na forma de tratamento: serd feita a administragdo de 0,7mg/Kg de ozdnio gas [24], via
intraperitoneal de 2 em 2 dias [35], iniciando imediatamente apds o procedimento

cirtrgico, sendo mantida por 4 semanas.

Grupo Ozoénio Prevencdo + Ozonio Tratamento (GOPT): Os animais terdo seu
primeiro molar inferior direito extraido apos protocolo de tratamento com acido
zoledronico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, Sao Paulo, Brasil). Nesse grupo, os
animais receberdo 0zonio na forma de prevenc¢ao e tratamento: sera feita a administragao
de 0,7mg/Kg de ozbdnio gas [24], via intraperitoneal de 2 em 2 dias [35], iniciando 4

semanas antes do procedimento cirurgico e sendo mantida por 8 semanas.

3.1.5 Extracao dentaria

Todos os animais tiveram seus primeiros molares inferiores direitos extraidos no 52° dia
apos inicio do tratamento com o ZOL, o que corresponde a 7 dias apds a quarta aplicacdo de
ZOL. Os animais foram posicionados em dectibito ventral em mesa de operagdo personalizada.
A sindesmotomia da inser¢do gengival foi realizada cuidadosamente por meio de um descolador
delicado seguido da luxacdao e exodontia do dente. Apds a exodontia foi realizado um
descolamento dos tecidos moles da regido que corresponde ao alvéolo do elemento extraido,
com intuito de auxiliar na manuten¢do do coagulo, tratamento do alvéolo de acordo com o
grupo e fechamento primario do alvéolo por tecido mole. Em seguida foi realizada a sutura com
fio absorvivel de Poliglactina 910 espessura 4.0 (Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José
dos Campos, Brasil). (Figura 2)
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Fig. 2. Imagens da exodontia apresentando a sequéncia de exodontia (b, ¢ e d) e presenca da amarria
instalada previamente a indugdo com acido zoledrdnico (a).

3.1.6 Ozonioterapia

Os animais receberam a terapia com Ozonio, fornecido por empresa especializada
(Ozone & Life Industria, Comércio e Sistemas LTDA, Sdo José dos Campos, Sdo Paulo,
Brasil). As aplicagdes foram previamente a exodontia, no caso do Grupo Prevengdo (GOP),
apos exodontia no Grupo Tratamento (GOT) e antes e ap6s a exodontia, no Grupo Prevengao e
Tratamento (GOPT). O ozoénio foi aplicado na forma de gas por via intraperitoneal através de
seringa descartavel de 3 ml com agulha de calibre 25mm x 0,07mm, na concentra¢do de

0,7mg/kg [24], via intraperitoneal de 2 em 2 dias [35].
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Fig. 3. Imagens da aplicacdo intraperitoneal de 0zonio de 2 em 2 dias.

3.1.7 Aplicac¢ido de Fluorocromos

A aplicagdo dos fluorocromos seguiu metodologias empregadas em estudos prévios
publicados [36-38]. Para analise de epifluorescéncia, no periodo de 13 dias apos a exodontia
dos molares foi administrado pela via intramuscular 20 mg/kg de calceina. Passados mais 23

dias das exodontias, foram administrado 20 mg/kg de vermelho de alizarina para cada animal.

3.1.8 Eutanasia

Passados 0s tempos de 14 e 28 dias ap6s a exodontia dos primeiros molares inferiores do
lado direito os 80 animais para as analises desmineralizadas foram submetidos a eutanasia, 40

para cada periodo. O esquema de trabalho pode ser observado na imagem abaixo (Figura 4).
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Fig. 4. Fluxograma do tempo de trabalho de acordo com o grupo no topico de analise desmineralizadas.
O trago de cor verde em SAL representa os momentos de aplicacdo de NaCl nos animais; O traco de cor
preta pontilhado em todos os grupos representa o dia do procedimento cirurgico; O trago em amarelo
em todos os grupos representa o dia da eutanasia do tempo de 14 dias; O trago em roxo em todos os
grupos representa o dia da eutanasia do tempo de 28 dias; O trago em azul nos grupos ZOL, GOP, GOT
e GOPT representam a aplicagdo do acido zoledrénico; e o trago em vermelho em GOP, GOT ¢ GOPT
representam a aplicagdo do 0zo6nio.

Passados 28 dias das exodontias, 0s 40 animais para as analises mineralizadas foram
eutanasiados. Foi realizada a ressec¢@o em bloco da regido alveolar dos molares para anélise de
epifluorescéncia e microtomografica. O esquema de trabalho pode ser mais bem observado na

imagem abaixo (Figura 5).
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Fig. 5. Fluxograma do tempo de trabalho de acordo com os grupos grupo nas analises mineralizadas. O
trago de cor verde em SAL representa os momentos de aplicacdo de NaCl nos animais; O trago de cor
preta pontilhado em todos os grupos representa o dia do procedimento cirtirgico; O trago de cor preta
com * em todos os grupos representa o dia da aplicacdo de calceina 13 dias apds o procedimento
cirirgico; O sinal # em todos os grupos representa o dia da aplicacdo de alizarina 23 dias apds o
procedimento cirargico; O trago de cor roxa representa o tempo de eutandsia de 28 dias apos o
procedimento cirargico; O trago em azul nos grupos ZOL, GOP, GOT e GOPT representam a aplicacao
do acido zoledronico; e o trago em vermelho em GOP, GOT e GOPT representam a aplicagdo do ozonio.

3.2 Analises

3.2.1 Analise Microtomografica (microCT)

Apos a eutanasia dos animais, as mandibulas dos animais dos 5 grupos experimentais
foram submetidas a andlise microtomografica, de acordo com metodologia descrita por
Bouxsein et al. [39]. Por meio do microtomografo Skyscan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT,
Aatselaar, Bélgica, 2003) as pecas foram escaneadas utilizando cortes de 6um de espessura
(90Kv e 111pA) com filtro de Al. 0,5mm + Cu 0,038 e passo de rotagdo de 0.5mm, tamanho
do pixel de 2016x1344 um e com tempo de aquisi¢do de 1h e 32min. As imagens obtidas pela
projecdo dos raios-X nas amostras foram armazenadas e reconstituidas, determinando a area de
interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Versado 1.6.6.0), com smoothing de 1, correcao

dos ané¢is de artefato de 8, correcdo de Beam Hardening de 24% e a faixa de conversao de
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imagem que variou de 0,0 — 0,14. No software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64-bit), as
imagens foram reconstruidas para serem observadas em trés planos (transversal, longitudinal e
sagital). Em seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012
BrukerMicroCT Versao 1.12.4.0) foi avaliado e mensurado o volume 6sseo (BV), porcentagem
do volume 6sseo (BV/TV), espessura do trabeculado 6sseo (Tb.Th), separagdo e numero de
trabéculas (TB.Sp e Tb.N) e porosidade total (Po.tot) para entdo realizar a reconstrugdo em 3D

pelo software CTvox (SkyScan,Versao 2.7).

3.2.2 Microscopia confocal a laser

As pegas obtidas foram no plano mésio-distal, no centro do alvéolo, tendo como
referéncia a raiz mesial do segundo molar, seccionadas em ldminas de aproximadamente 50 um
de espessura. Foram obtidos cortes longitudinais na regido do alvéolo. Estes cortes foram
capturados pelo microscopio a laser confocal Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemanha), utilizando uma objetiva de 10X. Foram obtidas assim, imagens dos
fluorocromos calceina e vermelho de alizarina separadamente (osso velho/osso novo) e por fim,
estas imagens foram reconstruidas, fornecendo a sobreposicao dos fluorocromos utilizados para
avaliacdo do turnover 0sseo pela taxa de aposicao mineral (MAR), através da ferramenta “free
hands, foram tragadas 5 medidas estendendo-se da margem externa da calceina em direcao a
margem externa da alizarina, sendo o valor obtido, dividido por 10, que representa o intervalo

de dias entre as inje¢des dos dois fluorocromos analisados [40].

3.2.3 Analise Histomorfométrica

Todas as laminas contendo as mandibulas em tecido desmineralizado dos cinco grupos
experimentais foram coradas pelo azul de Stevenel e fucsina 4cida. As andlises histométricas
foram realizadas por meio do software de andlise de imagens Image J (Software de
Processamento e Analise de Imagem, Ontario, ON, Canada). As medidas formam obtidas em
micrometros e convertidas para porcentagem, para obten¢ao da porcentagem da area de osso
neoformado (%NBA), tecido conjuntivo e a area de osso necrotico, localizada no interior do

alvéolo distal na regido do primeiro molar.
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3.2.4 Analise Histologica

Quatro laminas de cada amostra de tecido desmineralizado foram separadas para a
coloragao em hematoxilina e eosina (HE) e outras trés para as reagdes de imunoistoquimica.
As imagens de laminas coradas com HE foram obtidas através do microscopio optico.
Determinou-se as areas a serem avaliadas na analise quantitativa: area de tecido 6sseo integro,
tecidos moles (tecido epitelial, conjuntivo, vasos sanguineos) e lacunas 6sseas, adaptando os
critérios usados por metodologia publicada em trabalho anterior. A analise sera realizada na
regido de interesse, que corresponde a area do alvéolo correspondente ao primeiro molar no

sentido anteroposterior.
3.2.5 Analise de Imunoistoquimica

Na analise de imunoistoquimica foram separadas trés laminas que foram fotografadas na
regido de interesse, a fim de caracterizar as etapas de mineralizagdo 0ssea, através da atividade
osteoblastica (OC), assim como a atividade osteoclastica (TRAP), e a expressdo dos
osteoblastos na ativacdo da atividade osteoclastica (RANKL). Para cada um dos anticorpos
foram avaliadas a expressdo destas proteinas por meio de analise semi-quantitativa pela
atribuicao de diferentes “scores” de acordo com o numero de células imunomarcadas no
processo de reparo alveolar que representam: marcacao leve (1), marcagdo moderada (2) e

marcagao intensa (3), que estardo envolvidas na dinamica do tecido 6sseo.

3.3 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica no Programa SigmaPlot 12.
Primeiramente, foi realizado o teste de homogeneidade (Shapiro-Wilk) para verificagdo da
distribuicao dos dados. O teste one-way ANOVA e Kruskal-Wallis foi realizado para verificar
a diferenca entre as médias entre os grupos, seguido de um teste Tukey’s post hoc para multiplas

comparagoes, € 0 teste two-way ANOVA para avaliagdo de dois ou mais fatores.
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4 RESULTADOS
4.1 Analise Microtomografica (Micro-Ct)

A analise microtomografica mostrou diferencas estatisticas ente os grupos nos
parametros de BV/TV (p<0,001), Tb.Th (p=0,02), Tb.Sp (p=0,030) e Po.tot (p=0,030).

Enquanto que no parametro de Tb.N (p=0,326) nao foram observadas diferengas estatisticas.

4.1.1 Porcentagem de volume 6sseo

Neste parametro foi encontrado diferenga estatistica entre todos os grupos de
ozonioterapia (GOP, GOT e GOPT), assim como no grupo Sham (SAL) (p<0,001). As médias
de porcentagem de volume 6sseo foram maior nos grupos de ozonioterapia, GOP (60,36+5,78),

GOT (59,2743,50) e GOPT (60,43+3,34), quando comparados ao ZOL (p<0,001). (Figura 6)
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Fig. 6. Grafico demonstrando as médias de porcentagem do volume dsseo em todos os grupos, obtidos
através da analise de microtomografia computadorizada (p < 0,001).

4.1.2 Espessura trabecular (Th.Th):

Os grupos de ozonioterapia apresentaram uma média maior quando comparado

ao grupo ZOL, sendo GOP 0,224+0,003; GOT 0,223+0,018 e GOPT 0,216+0,016. Entretanto
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neste parametro de espessura trabecular apenas o grupo GOP apresentou diferenca

estatisticamente significante quando comparado ao grupo ZOL. (p<0,05) (Figura 7)
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Fig. 7. Grafico demonstrando as médias da espessura das trabéculas dsseas (em mm) de todos 0s grupos,
obtidos através da analise de microtomografia computadorizada (p < 0,05).

4.1.3 Namero de trabéculas (Th.N):

Quanto a este parametro os grupos de ozonioterapia (GOP, GOT e GPOT) e o grupo
Sham (SAL) apresentaram uma maior média (2,671+0,255; 2,625+0,154; 2,878+0,349;
2,774+0,401, respectivamente), quando comparados ao grupo zoledronato (ZOL),
2,537+0,238, entretanto ndo foi encontrado diferenca estatistica (P = 0,381) entre os grupos

estudados. (Figura 8).



37

Numero de Trabéculas (Th.N)
3.5+

w
o
]

ol

N
o
]

NUmero de Trabéculas/mm
@

N
o

T T T T T
Sal Zol GOP GOT GOPT

Grupos

Fig. 8. Grafico demonstrando as médias do nimero de trabéculas dos grupos, obtidos através da analise
de microtomografia computadorizada (p > 0,05).

4.1.4 Separacao trabecular (Th.Sp):

Quanto a este parametro foi observado diferenca estatisticamente significativa (p=0,03).
Entre os grupos de ozonioterapia GOP e GOT houve diferenca significativa entre os grupos
GOT e GOP (p<0,05). No grupo ZOL apresentou uma maior média de espagamento trabecular
(0,401+0,0675), entretanto ndao obtivemos diferenga estatisticamente significativa entre o0s

demais grupos tratamentos. (Figura 9)
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Fig. 9. Grafico demonstrando as separagdes das trabéculas / mm em todos os grupos, obtidos através da
analise de microtomografica computadorizada (p < 0,05).

4.1.5 Porcentagem de porosidade total (Po.tot):

O grupo ZOL apresentou uma maior porcentagem de porosidade total (55,24+8,53)
quando comparada ao grupo SAL (35,00+8,68). (P = 0,033). Demais grupos apresentaram
médias menores que o ZOL, entretanto nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos

demais grupos. (Figura 10)
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Fig. 10. Grafico demonstrando as médias de porcentagem de porosidade geral de todos os grupos,
obtidos através da analise de microtomografia computadorizada (p < 0,05).

4.1.6 Analise qualitativa dos alvéolos:

Os resultados obtidos através da analise micro tomografica possibilitaram observar

gue no grupo sham (SAL) ocorreu um bom processo de reparo alveolar em uma vista

parassagital observamos um bom reparo. (Figura 11).

Fig. 11. Imagens do grupo SAL, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital na regido do alvéolo
da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte sagital na regido de primeiro molar inferior
direito; C) Corte axial na regido de ter¢o médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito.

No grupo zoledronato (ZOL) foi encontrado sequestros ésseos nos alvéolos dos

primeiros molares inferiores direito extraidos. Pode-se observar também um alvéolo vazio com
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superficie irregular, em seu tergo apical, evidenciado nos cortes parassagitais e sagital. (Figura
12).

Fig. 12. Imagens do grupo ZOL, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital na regido do alvéolo
da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte sagital na regido de primeiro molar inferior
direito; C) Corte axial na regido de ter¢go médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito

No entanto, para 0s grupos de ozonioterapia houve diferentes comportamentos [46],
de reparo, prevenindo a ocorréncia da osteonecrose. No grupo prevengdo (GOP) pode-se

observar um reparo 6sseo, ocorrendo de forma concéntrica, entretanto em regiao de terco apical

e parcialmente em teco médio. (Figura 13).

Fig. 13. Imagens do grupo GOP, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital na regido do alvéolo
da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte sagital na regido de primeiro molar inferior
direito; C) Corte axial na regido de ter¢o médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito;

Para 0s grupos de ozonioterapia, o grupo tratamento (GOT), no qual foi iniciado a
administracdo de ozonio apos a exodontia, observou-se um melhor reparo 6sseo, no qual
também ocorreu de forma concéntrica, € acometendo 0s alvéolos em terco apical, médio e

parcialmente a cervical (Figura 14).
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Fig. 14. Imagens do grupo GOT, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital na regido do alvéolo
da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte sagital na regido de primeiro molar inferior
direito; C) Corte axial na regido de ter¢o médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito;

De modo contrario aos demais grupos, nos alvéolos dos grupos tratado com 0zdnio

previamente e apos a exodontia dos primeiros molares inferiores (GOPT), foi observado

alvéolos em sua maioria vazia, com pequeno reparo alveolar em regido apical (Figura 15).

Fig. 15. Imagens do grupo GOPT, obtidos no software CTVox. A) Corte Parassagital na regidao do
alvéolo da raiz distal do primeiro molar inferior direito; B) Corte sagital na regido de primeiro molar
inferior direito; C) Corte axial na regido de ter¢o médio do alvéolo do primeiro molar inferior direito;

4.2 Microscopia confocal a laser
4.2.1 Taxa de Mineralizaciao diaria (MAR)

O grupo GOP apresentou a maior taxa de aposi¢do didria (21,466+14,121) dentre os
grupos tratados com ozonioterapia. Entretanto o grupo GOT, assim como o grupo SAL e GOP
apresentou uma segunda maior MAR dentre os grupos experimentais (19,662+13,235). O grupo
GOPT apresentou uma semelhanca de MAR ao grupo ZOL, evidenciando uma pequena taxa
de aposi¢do mineral (12,746+10,628 e 10,383+9,257 respectivamente), o qual também pode ser
observado na diferenga significativa entre os grupos SAL (coagulo) com o grupo ZOL e GOPT

(p<0,05). (Figura 16)
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Fig. 16. Grafico representativo das médias de mineralizagdo Ossea/dia de acordo com os grupos
avaliados nesse estudo. (*, **) diferenca estatistica p<0,05.

4.2.2 Analise qualitativa:

A precipitacdo do calcio na matriz orginica ao lado da calceina e da alizarina foi
observada nas imagens na forma de linhas fluorescentes. Nesse estudo os fluorocromos foram
injetados aos 15 dias (calceina), onde evidenciou o osso mais velho e aos 25 dias (alizarina)

apos as exodontias, para evidenciar o osso mais novo. (Figura 17-21)
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Fig. 17. Imagens do 0sso alveolar do grupo SAL, obtidas através da analise de microscopia confocal a
laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area 6ssea mineral corada
com fluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois fluorocromos.

Fig. 18. Imagens do osso alveolar do grupo ZOL, obtidas através da analise de microscopia confocal a
laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area 6ssea mineral corada
com fluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois fluorocromos.

Fig. 19. Imagens do osso alveolar do grupo GOP, obtidas através da analise de microscopia confocal a
laser. A) Area Ossea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area dssea mineral corada
com fluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois fluorocromos.
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Fig. 20. Imagens do osso alveolar do grupo GOT, obtidas através da analise de microscopia confocal a
laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area 6ssea mineral corada
com fluorocromo alizarina (vermelho); ¢ C) Fusdo das imagens com os dois fluorocromos.

Fig. 21. Imagens do osso alveolar do grupo GOPT, obtidas através da analise de microscopia confocal
a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area 6ssea mineral corada
com fluorocromo alizarina (vermelho); ¢ C) Fusdo das imagens com os dois fluorocromos.

4.3 Analise Histomorfométrica Mineralizada
4.3.1 Dinamica Ossea:

A dinamica dos tecidos presentes no interior do alvéolo da raiz distal do primeiro molar
inferior direito foi quantificada e organizada em 1) drea 6ssea neoformada (%NBA), 2) tecido

conjuntivo e 3) osso necrotico (Figura 22).
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Fig. 22. Grafico representativa da dinamica/composi¢ao do alvéolo distal do primeiro molar inferior
direito de acordo com cada grupo. Os componentes avaliados foram Tecido Conjuntivo, Area dssea
Neoformada e Tecido necrético (osso nao vital).

4.3.2 Porcentagem de area 6ssea neoformada (YoNBA):

Na histometria pode-se observar a porcentagem da area Ossea neoformada, com
destaque para SAL que apresentou uma maior area de osso neoformado (66,039 +28,379%),

quando comparado ao grupo ZOL (21,353+22,340%) (p=0,025).

Quando avaliado as diferentes terapias com o0zonio, o grupo GOT apresentou a maior
média de %NBA (68,322+25,296), quando comparado ao grupo zoledronato (p = 0,017),
seguido pelo grupo GOP (60,856+28,425). (Figura 23)
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Fig. 23. Grafico representativo das médias da porcentagem de area 6ssea neoformada de acordo com os
grupos avaliados nesse estudo.

4.3.3 Porcentagem de tecido conjuntivo:

Quando analisado o tecido conjuntivo ndao foi observado nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos SAL e ZOL. Quando avaliado os grupos de
ozonioterapia foi observado uma maior presenca de tecido conjuntivo no grupo GOPT
(73,685+13,651), o que apresenta ser inversamente proporcional a neoformagdo dssea, sendo
estatisticamente significativo quando comparado ao o grupo SAL (P<0,050). Neste sentido, 0
grupo SAL apresentou também a menor média de porcentagem de tecido conjuntivo

(31,969+26,807), seguido do GOT (41,901+28,625). (Figura 24)
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Fig. 24. Grafico representativo das médias da porcentagem da area de tecido conjuntivo de acordo com
0s grupos avaliados nesse estudo. (*) diferenga estatistica p<0,05.

4.3.4 Analise qualitativa:

Em uma analise qualitativa da neoformagao 6ssea pode-se observar os diferentes reparos
alveolares, submetidos aos diferentes tratamentos. (Figure 25). No grupo SAL (tratado apenas
com NaCl), observa-se um reparo dsseo alveolar no terco apical e médio do alvéolo, com
caracteristica de tecido 6sseo maduro e lacunas com ostedcitos no seu interior (Figura 25A).
Em contrapartida no grupo ZOL apresentou um alvéolo vazio, com auséncia de tecido
conjuntivo, irregularidades da superficie das trabéculas osseas, presenca de canal de Havers

vazios, caracterizando um osso ndo vital. (Figura 25 B).

De modo bem semelhante os tratamentos na forma isolada (GOP e GOT) permitiram
neoformacao 6ssea nos tercos média e apical, com osso vital, com uma caracteristica mais
trabecular (Figura 25 C e D, respectivamente), sendo observada maior formagdo em grupo
GOT. No grupo GOPT foi observado um alvéolo com uma maior quantidade de tecido

conjuntivo, e uma neoformagao 6ssea no terco apical (Figura 25 E)
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Fig. 25. Fotomicrografica representativa do alvéolo distal do primeiro molar inferior direito de acordo
com cada grupo, corado em azul de Stevenel e Alizarina no aumento de 4x (azul — tecido conjuntivo;

rosa — tecido mineralizado). Desse modo a imagem A) representa o grupo SAL; B) ZOL; C) GOP; D)
GOT e E) GOPT.
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4.4 Analise Histomorfométrica Desmineralizada

4.4.1 Dinamica Ossea:

A dinamica dos tecidos presentes no interior do alvéolo da raiz distal do primeiro molar
inferior direito nas avaliagdes desmineralizadas foram quantificadas e organizadas em 1) area
6ssea neoformada (%NBA), 2) tecido conjuntivo e 3) osso necrético dos dois periodos (Figura

26 e Figura 27).
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Fig. 26. Grafico representativa da dinamica/composi¢do do alvéolo distal do primeiro molar inferior
direito de acordo com cada grupo apos avaliagdo de HE (hematoxilina e eosina) em 14 dias. Os
componentes avaliados foram Tecido Conjuntivo, Area 6ssea Neoformada e Tecido necrético (0sso ndo
vital).
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Fig. 27. Grafico representativa da dinamica/composi¢do do alvéolo distal do primeiro molar inferior
direito de acordo com cada grupo apds avaliagdo de HE (hematoxilina e eosina) em 28 dias. Os
componentes avaliados foram Tecido Conjuntivo, Area 6ssea Neoformada e Tecido necrético (0sso nao
vital).

4.4.2 Area o0ssea neoformada:

Na histometria da analise desmineralizada foram observados os dois periodos, 14 e 28
dias. Em 28 dias observamos uma maior area 6ssea neoformada, com destaque para 0 grupo
GOT, que apresentou uma maior area (1,939+0,240mm2) sendo estatisticamente significativo
quando comparado aos grupos ZOL, GOP e GOPT. (p<0,05). (Figura 28)
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Fig. 28. Grafico representativo das médias da area 6ssea neoformada de acordo com os grupos avaliados
nesse estudo, com diferenca estatistica p<0,05.

4.4.3 Area de tecido conjuntivo:

Quando analisado o tecido conjuntivo ndo foi observado nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos em 28 dias. Entretanto em 14 dias observa-se uma
maior quantidade de tecido conjuntivo, assim como uma diferenca estatistica entre o grupo

GOPT, e o grupo GOP e SAL. (Figura 29)
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Fig. 29. Grafico representativo a area de tecido conjuntivo de acordo com os grupos avaliados nesse
estudo, com diferenca estatistica p<0,05.
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4.4.4 Analise qualitativa:

Em uma analise qualitativa da coloragao das laminas dos periodos de 14 e 28 dias foi
observado a formacao 6ssea, a presenca de tecido 6sseo necrotico, presenga de vasos e tecido

conjuntivo.

Em 14 dias observa-se nos grupos SAL ¢ GOT uma continuidade do epitélio, um tecido
6sseo mais desorganizado, presenga de ostedcitos. No grupo GOT pode-se observar ainda a
falta de vitalidade em um tecido que ndo apresentava a presenca do epitélio adjacente. O grupo
ZOL, GOP e GOPT sugere uma falha no processo de reparo, assim como uma descontinuidade
do epitélio. No grupo ZOL observamos lacunas vazias, sugerindo um tecido necrotico. Nos
grupos GOP e GOPT observamos alguns pontos com lacunas vazias, sugerindo pontos de

necrose.

Entretanto, nas ldminas de 28 dias, os grupos de GOP e GOPT apresentaram um discreto
tecido epitelial, e presenca de vasos. Entretanto no grupo GOP observamos ainda pontos de
0sso ndo vital. No grupo SAL e GOT observamos uma continuidade do epitélio, presenca de
reparo alveolar, tecido dsseo vital e presenga de vasos. No grupo GOT nota-se alguns sequestros

acima do tecido epitelial reparado.
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Fig. 30. Imagens representativas do alvéolo distal do primeiro molar inferior direito de acordo com cada grupo, corado em Eosina e Hematoxilina no aumento
de 4x. Desse modo a imagem A e F) representa o grupo SAL; B e G) ZOL; Ce H) GOP; D e I) GOT e E e J) GOPT.
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4.5 Analise de Imunoistoquimica

Na analise de imunoistoquimica foram separadas trés laminas que foram fotografadas
na regido de interesse, a fim de caracterizar as etapas de mineralizagdo Ossea, através da
atividade osteoblastica (OC), assim como a atividade osteoclastica (TRAP), e a expressao dos
osteoblastos na ativagdo da atividade osteoclastica (RANKL). Para cada um dos marcadores
mensurou-se 0s scores de forma qualitativa ordinal, sendo classificado em discreta, moderada

e intensa.

Nos resultados de 14 dias observou-se uma marcagao intensa de OC no grupo GOPT, ¢
uma marcac¢do moderada em TRAP ¢ RANKL, enquanto que nos outros grupos tratados com
0zonio e soro (GOP, GOT e SAL) foi observado uma discreta marcagao para OC ¢ RANKL, e
moderadas para TRAP. O grupo ZOL apresentou uma marcag¢ao intensa para TRAP, moderada
para OC, e discreta para RANKL. Assim no grupo ZOL foi observado grande quantidade de
osteoclasto, entretanto sem ativagao da citocina liberada pelo osteoblasto, uma vez que houve

marcacao discreta para RANKL.

Interpretando os resultados obtidos na analise imunoistoquimica apresentados em 14
dias, houve uma intensa atividade osteoclastica no grupo ZOL e osteoblastica no grupo GOPT.
Entretanto aos 28 dias, observou-se uma manutencgéo, equilibrio das respostas do turnover 6sseo
apenas nos grupos tratados com ozénio (GOP, GOT e GOPT), os quais apresentaram

moderadas imunomarcagdes tanto para OC quanto TRAP. (Fig. 31.)
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14dias 28dias
Grupo oc TRAP RANKL ocC TRAP
SAL 1 2 1 1 2
ZoL 2 _ 1 1 2
GOP 1 2 1 2 2
GOT 1 2 1 2 2
W- 2 2 2 2

Fig. 31. Imagem apresentando a distribui¢do dos escores de imunoistoquimica dos grupos. 1- leve; 2-

moderado e 3-intensa.
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Fig. 32. Imagens representativas da analise imunoistoquimica de OC do apice do alvéolo distal do primeiro molar inferior direito em aumento de 10x. Imagens
de 14 dias: A) SAL; B) ZOL; C)GOP; D)GOT; E) GOPT, Imagens de 28 dias: F) SAL; G) ZOL; H) GOP; I) GOT e J) GOPT
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Fig. 33. Imagens representativas da analise imunoistoquimica de TRAP do apice do alvéolo distal do primeiro molar inferior direito em aumento de 10x. Imagens
de 14 dias: A) SAL; B) ZOL; C)GOP; D)GOT; E) GOPT, Imagens de 28 dias: F) SAL; G) ZOL; H) GOP; I) GOT e J) GOPT



58

Fig. 34. Imagens representativas da analise imunoistoquimica de RANKL do apice do alvéolo distal do primeiro molar inferior direito em aumento de 10x.
Imagens de 14 dias: A) SAL; B) ZOL; C)GOP; D)GOT; E) GOPT.
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5 DISCUSSAO

O efeito da ozonioterapia, apresentado clinicamente pela literatura cientifica, assim
como a sua aplicabilidade em terapias para patologias dsseas como osteomielite motivou o
delineamento desta pesquisa, questionando se a ozonioterapia modularia o reparo 0Osseco
alveolar, apds a exodontia, em animais tratados com acido zoledronico, como forma de induzir
a OMIM. Diante desta hipotese foi avaliado os momentos clinicos da aplicabilidade desta

terapia, e em quais momentos ela melhor modularia o reparo dsseo alveolar.

A administragdo dos bifosfonatos pode produzir um estresse [36], e continuar um
processo de inflamagdo local, com ou sem infec¢@o, e com isto levar a producgiao de EROs [41-
43]. A ocorréncia deste processo oxidativo leva a presenga da OMIM que ¢ caracterizada pela
necrose 0ssea dos maxilares, devido ao uso do medicamento, entre eles o acido zoledroénico,
que promove alteragdes no turnover 6sseo. Logo, além dos fatores bioldgicos, os fatores
bioquimicos estio relacionados a ocorréncia desta necrose 6ssea, como pode ser observado pelo
EO [41]. Este EO ¢ um dos processos iniciadores da OMIM, no qual acarreta o desequilibrio
entre a quantidade de EROs dentro de uma célula ¢ a capacidade desta mesma remover esses

perdxidos reativos e radicais livres [41].

No presente estudo foi encontrado, diante dos resultados obtidos no grupo ZOL o efeito
deste estresse oxidativo, levando a ocorréncia OMIM, comprovada pela avaliagdo
microtomografica, de forma qualitativa e quantitativa. Neste presente estudo foi encontrado
também 4reas de irregularidades Osseas e auséncia de osso dentro do alvéolo no grupo ZOL.
Achados tomograficos semelhantes foram encontrados em estudos previamente publicados em
animais tratados com acido zoledronico [44-46]. O comprometimento deste reparo pode ser
confrontado com o EO promovido pela OMIM, em que leva a ocorréncia da alteragdo de
estruturas celulares e sua viabilidade [20,47]. A grande produgdo de EROs promove uma
modulagdo do metabolismo 6sseo a partir de células precursoras osteoclasticas indiferenciadas,
alterando as atividades de formagao osteoblastica e reabsorgao 6ssea osteoclastica, favorecendo
a criacdo de um ambiente pro-reabsortivo [48]. Logo todos estes efeitos acabam por promover
o atraso do reparo dsseo [49]. A falta de intervencao neste processo oxidativo, assim como
estimulos ao reparo, levam a resultados, como alvéolos vazios e sequestrectomia, semelhante a
achados histologicos encontrados no presente estudo. Com este modelo animal delineado nesta
presente pesquisa pode-se confirmar a ocorréncia e viabilidade de comparar os resultados dos

efeitos da terapéutica proposta com a ozonioterapia, seja ela preventiva, curativa ou ambas.
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Na analise da microestrutura quando comparado os grupos de ozonioterapia (GOP,
GOT, GOPT) com o grupo ZOL observou-se alvéolos com reparo dsseo mais adiantado, fato
comprovado por meio do parametro de volume 6sseo, embora nos demais parametros de
espessura trabecular, espago trabecular e porosidade total 0s grupos de ozonioterapia foram
maiores, porém sem diferengas estatisticas significantes. Foi encontrado também no parametro
de espaco trabecular (Th.Sp) que o grupo GOT foi maior estatisticamente comparado a GOP.
Embora parega resultado contraditério, este achado tomografico pode ser explicado pelo fato
do GOT apresentar reparo 6sseo alveolar mais adiantado, com presenga de trabéculas 6sseas
em toda extensdo do alvéolo, achado comprovado pela analise histologica qualitativa

mineralizada. Assim a distancia entre as trabéculas foi maior em GOT.

A administra¢do do acido zoledronico promove a inibi¢do dos osteoclastos, suprime a
angiogénese, osteogénese, ¢ apresenta toxicidade para células epiteliais e fibroblastos [50,51].
Estas alteragdes celulares levam a alteragdes no aspecto 6sseo, apresentando um aspecto mais
compacto, € este processo acarreta, portanto ao EO na presenca da osteonecrose [44]. A
porosidade total (Poto) maior encontrada no grupo ZOL em comparagdo ao grupo SAL
comprova os efeitos adversos da administragao do acido zoledronico e sua alteragdo celular por
meio da diminui¢do da diferenciacdo dos osteoblastos, interferindo negativamente no reparo

osseo alveolar.

A ozonioterapia tem sido aplicada com o objetivo de buscar um equilibrio do EO,
através de um mecanismo parecido com a oxigenacao hiperbarica, no controle deste processo
oxidativo [52]. A administragdo do ozonio diante de um meio com EO visa a desencadear um
fendmeno chamado “pré condicionamento”, que seria a administracdo de doses atoxicas e
repetidas do gas ozonizado, levando a uma adaptag@o ao estresse oxidativo. E esta adaptacdo
ocorre por meio indugdo de enzimas ou por ativacao de vias metabdlicas que mantém um
equilibrio, tais como a inducdo da enzima superdxido dismutase (SOD), aumento de niveis de
glutationa (GSH) e redugdo da peroxidacdo [53]. Com as terapias apresentadas infere-se que
em diferentes momentos da administracdo do o0zdénio, este pode apresentar um pré
condicionamento, apresentando diferentes repercussdes no reparo alveolar. Este fato pode ser
comprovado no presente estudo pela aceleragdo do reparo 6sseo alveolar no grupo GOT,
comprovado pela andlise histométrica mineralizada e desmineralizada aos 28 dias pos-

operatorios.

Além da indugdo das enzimas, este condicionamento reverte a hipoxia promovida pela

OMIM, favorecendo a reparagdo [1,20,22], e vascularizagdo dos tecidos, como encontrado nos
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grupos GOT e GOP que apresentaram maior neoformagdo 6ssea na avaliacdo histométrica
mineralizada (p<0,025) e maior taxa de aposi¢ao mineral (MAR) (p<0,05), quando comparado
ao grupo ZOL. Assim, neste trabalho de uma forma geral a ozonioterapia promoveu um controle
do EO ocasionado pela OMIM nos grupos tratados com oz6nio (GOP, GOT e GOPT). Merece
destaque o grupo GOT, visto que na avaliagdo de microestrutura e histométrica mineralizada e
desmineralizada o mesmo apresentou resultados favoraveis, resultados semelhantes
encontrados nos animais ndo submetidos a indugao da OMIM com acido zoledronico (SAL), 0

que demonstra um condicionamento do EO.

Os animais pertencentes ao grupo GOPT receberam maior quantidade de 0zonio quando
comparado a GOP e GOT. Neste sentido esperava-se que estes animais tivessem melhor reparo
6sseo alveolar, devido a manutengdo do equilibrio do EO. No entanto, o grupo GOPT néo
apresentou reparo 0sseo alveolar melhor quando comparado a GOP ¢ GOT em 28 dias na
analise histométrica mineralizada. Os autores inferem pelos resultados encontrados que em um
primeiro momento houve um equilibrio do EO, visto que na analise histométrica
desmineralizada, o grupo GOPT apresentou neoformacdo dssea superior aos demais grupos
ozonio (GOP e GOT) e com maior atividade osteobldstica, entretanto sem diferenca
significativa. Entretanto, aos 28 dias o mesmo nao foi encontrado, logo nio evidenciando a

manutencdo deste possivel equilibrio do EO por maior quantidade de oz6nio aplicado.

Em trabalho prévio publicado em que a ozonioterapia foi utilizada de forma preventiva
e durante a ocorréncia da osteonecrose (tratamento) por via retal resultados favoraveis nao
foram encontrados e por este fato os autores sugeriram a via intraperitoneal para administragao
do ozonio [54]. Esta sugestdo levou os autores empregarem neste presente estudo a via
intraperitoneal e encontraram resultados diferentes entre os grupos de ozonioterapia (GOP,
GOT e GOPT). O grupo em que foi administrado o Acido Zoledronico concomitante ao Oz6nio
(GOP) os resultados nao foram favoraveis quando comparado ao Ozo6nio tratamento (GOT).
Logo a resposta sistémica ao “pré condicionamento” esperado pelo ozonio em doses ideais,
pode ser comprometido com o Zoledronato administrado simultaneamente a indugao,

acarretando entdo um desequilibrio maior, que o condicionamento.

Trabalho prévio publicado apresentou resultados favoraveis quando administrado O3
uma semana antes da exodontia, € mantido apos a exodontia, em 14 aplicagdes. No presente
estudo foi realizado 16 aplicacdes previamente a exodontia, € mantido 14 aplicagdes pods-
operatorias (GOPT) como descrito previamente [35]. Devido a ndo haver metodologias prévias,

como as descritas no presente estudo, acredita-se que o EO promovido pelo acido zoledronico,



63

assim como o estresse temporario pelo 0zénio, ndo levaram a um pré condicionamento, que
permitisse um melhor e mais adiantado reparo do alvéolo, no entanto, permitiu o controle da

ocorréncia da osteonecrose, quando comparado ao grupo ZOL.

Os resultados encontrados no grupo GOPT nao descartam um equilibrio, ou controle no
processo de osteonecrose induzida, visto ndo ter apresentado sequestrectomias ou tecido 6sseo
nao vital. Apesar de ndo ter havido uma maior neoformagao Ossea, acarretando em aceleragao
do reparo alveolar, quando comparado aos grupos GOP e GOT, acredita-se que o equilibrio
oxidativo sist€émico associado a terapias locais, poderia promover melhores resultados de reparo
com terapias osteocondutoras, promotoras e indutoras na regido do alvéolo [33]. A otimizagdo
da terapia local associada a sistémica pode ser observada em trabalho prévio publicado, em que
0zb6nio topico isolado no pré e pods operatorio de exodontia ndo apresentou resultados
satisfatorios no reparo, entretanto o uso da terapia sistémica no pos operatorio associado a
terapia local possibilitou o aumento da formagdo de 0sso trabecular em 28 dias [35]. A
administracdo de ozoOnio sistemicamente pode promover equilibrio/controle sistémico,
regulando positivamente a capacidade antioxidante enddgena e de desintoxica¢ao, aumentando
a protegao celular contra o dano do estresse oxidativo, logo este controle poderia acarretar na

otimizagdo das demais terapias locais [35].

O controle bioquimico pelo emprego do ozdnio viabilizara a fun¢do das respostas
celulares, que podem otimizar os resultados do reparo osseo alveolar. Além disto, o 0zonio
permite diminuicao de area fibrética, proliferacao de vasos sanguineos, numero de osteoblastos,
osteoclastos, nova 4rea de osso mineralizado, que acredita ser devido ao oxigénio nos tecidos
por mais tempo [2,4,5]. Esta area oOssea neoformada pode ser vista através da analise
histométrica e histologica qualitativa nas metodologias mineralizada e desmineralizada em que
mostrou que os grupos GOT apresentaram melhores resultados quando comparado ao ZOL em
28 dias pos-operatorios. Assim, 0 presente trabalho corrobora com trabalhos prévios
publicados, onde o ozénio em baixas concentragcdes apresentou propriedade de reparagdo
tecidual e em alta concentragdo acao bactericida [4,28]. Em estudo prévio publicado onde foram
extraidos incisivos centrais de ratos, e estes foram submetidos a ozonioterapia sist€émica e
topica, os resultados mostraram reparo alveolar acelerado em relagao ao grupo zoledronato que
ndo recebeu a terapia [35]. As atividades de turnover 6sseo puderam ser observadas através da
imunoistoquimica, os quais evidenciou-se a atividade osteoblastica intensa no grupo GOPT em
14 dias pds-operatorios, e a manutengdo dos imunomarcadores TRAP e OC nos grupos tratados

com ozonio (GOP, GOT e GOPT) em 28 dias pds-operatorios. Os resultados da



64

imunoistoquimica corroboram com a avaliacdo histométrica desmineralizada em que foi
observado de uma forma geral a presenca de um melhor reparo 6sseo alveolar Nnos grupos
tratados com ozonioterapia, assim como um melhor equilibrio do turnover 6sseo. Destaca-se
que o grupo GOT apresentou maior neoformagao Ossea estatisticamente significante aos 28 dias
pos-operatorios quando comparado ao grupo ZOL, fato ndo encontrado nos grupos GOP e

GOPT.

Além das atividades dos osteoblastos e osteoclastos, a presenca ¢ a viabilidade dos
fibroblastos e células endoteliais sdo essenciais para o processo de reparo alveolar [55-57]. O
acido zoledronico alterara a migracao celular, suprime angiogénese ¢ osteogénese, além de
apresentar toxicidade para células epiteliais e fibroblastos [58-60]. A inibi¢do dessas células
impede a formagao de um tecido vascularizado, inibe neoformacao 6ssea, impede a homeostasia
do tecido 6sseo, retardando o reparo alveolar. Estas altera¢des puderam ser observadas na
analise histométrica em tecidos mineralizados em que o grupo ZOL apresentou menor
neoformacgao Ossea estatisticamente significante, quando comparado ao grupo SAL (p=0,025),
com presenca de lacunas vazias nos ostedcitos 0 que leva inferir que houve a agdo do acido
zoledronico. Quando analisado os grupos GOP e GOT, o grupo GOT apresentou uma maior
porcentagem de neoformacéo 6ssea, quando comparado ao ZOL (p=0,017), seguida pelo grupo
GOP, que apesar de ndo ter apresentado diferenca significativa, em uma avaliagdo qualitativa

observou-se um 0sso neoformado, vital com lamelas dsseas.

A ozonioterapia proporciona a produgdo de H2O> que se difunde pelo plasma e permite
a ativagao de vias bioquimicas em eritrocitos, leucécitos, plaquetas as quais desencadeiam a
liberacdo de fatores de crescimento, assim como viabilizam a microvascularizagdo destes
tecidos [4,23]. Destaca-se na analise histologica qualitativa desmineralizada o fechamento
primario do alvéolo que pode ser observado nos grupos GOT e SAL por meio de uma
neoformacgédo epitelial completa. Trabalhos prévios publicados tém demonstrado que a nao
comunicagdo do alvéolo com o meio bucal permite um maior controle de contaminagao,
evitando assim a OMIM [59,60]. Foi possivel observar também histologicamente que o tecido
que ndo apresentava-Se envolto por epitélio mostrou sinais de necrose, como lacunas dos
osteocitos, reforgando o estimulo promovido pelo 0zonio para a resposta deste epitélio, assim
como o tecido osseo [17,19]. Na analise histologica os tecidos tratados com o0zonio
apresentaram além da neoformagao 6ssea e epitélio a presenga de vascularizagdo, corroborando

com 0s beneficios promovidos pela ozonioterapia. [4,23].
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Apesar dos resultados apresentados com a ozonioterapia serem encorajadores, novas
analises devem ser realizadas, a fim de demonstrar e elucidar melhor os resultados encontrados.
Dentre estas analises, a avaliagdo do estresse oxidativo enriqueceria os resultados apresentados,
podendo demonstrar em quais momentos da administragdo do 0zonio promoveria um melhor
“pré-condicionamento” do estresse oxidativo. Portanto, estudos futuros devem ser propostos
para que seja avaliado o processo oxidativo, e em quais terapias ocorrem de fato o “pré-
condicionamento”, assim como a utilizagdo de terapias locais associadas a terapia sistémica de

ozonioterapia, a fim de modular e otimizar o reparo alveolar.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados no presente estudo pode-se concluir que o 0z6nio
modula o reparo dsseo alveolar. Dentre as modalidades de aplicacdo de ozdnio, a modalidade
tratamento (GOT), quando aplicado apds a exodontia ¢ mantido por 14 aplicagdes com
intervalos de 2 dias apresentaram os melhores resultados. Enquanto que grandes frequéncias de

aplicagdes de 0zonio (GOPT) ndo apresentaram vantagem.
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