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RESUMO

CANTUARIO, ALN. Efeito da oxigenagéo hiperbarica e do 0zénio no reparo dsseo apos uso
de bisfosfonatos — Andlise histomorfométrica. 2024. Trabalho de Conclusao de Curso
(Graduacao em Odontologia) — Departamento de Odontologia da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia.

A osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso de medicamentos, Medication Related
Osteonecrosis of the jaw (MRONYI), caracteriza-se como um dos eventos adversos mais graves
ap6s uso de terapias antirreabsortivas, e que tem sido fortemente associada a utilizagdo
prolongada de bisfosfonatos nitrogenados administrados por via endovenosa, especialmente o
acido zoledrdnico. Nessa perspectiva, apesar da relevancia desta complicacdo, a pratica clinica
carece de recomendagdes baseadas em evidéncias sobre o uso de terapias adjuvantes, como a
oxigenagao hiperbarica (OH) e o 0zonio (OZ), que podem reduzir a possibilidade de ocorréncia
da MRONJ. Este estudo teve como objetivo, avaliar, em modelo experimental em ratos, por
meio de parametros histoldgicos, histomorfométricos e microtomografia computadorizada, as
altera¢des do osso previamente submetido ao uso de bisfosfonatos, e tratado com oxigenagao
hiperbarica e/ou ozonio. Trata-se de um estudo experimental in vivo randomizado. 54 ratos
machos da linhagem Wistar foram distribuidos aleatoriamente em grupos: Controle,
Osteonecrose, Osteonecroset+0Z, Osteonecrose+OH e Osteonecroset+OZ+0OH. A osteonecrose
foi induzida por inje¢do intraperitoneal de acido zoledronico 66 ng/Kg, trés vezes por semana,
durante trés semanas, seguida de exodontia de um molar inferior, bilateralmente. Os ratos foram
entdo submetidos a tratamento com OH e/ou OZ e eutanasiados ap6s 14 ou 28 dias ap0s inicio
das terapias. Andlises histologicas, histomorfométricas e de microtomografia computadorizada
foram realizadas para avaliar o reparo 6sseo. Os testes Kolmogorov-Smirnov e Kruskall-Wallis
com corre¢do de Dunns foram aplicados (p<0,05). A administragdo de 4cido zoledronico causou
mudancas significativas no reparo Osseo alveolar, mesmo na auséncia de osteonecrose
clinicamente evidente. No grupo de Osteonecrose, foram observadas areas de tecido conjuntivo
e tecido Osseo primario pouco celularizado, com morfologia "desorganizada e corroida",
frequentemente com fissuras e superficie irregular. Essas alteragdes foram mais pronunciadas
aos 14 dias apos a extragdo dentaria, um periodo critico no processo de reparo dsseo. Os
tratamentos com OH e OZ isoladamente ou em combinacido demonstraram beneficios no reparo
6sseo, com morfologia menos desorganizada em comparacdo com o grupo de Osteonecrose
sem tratamento. A combinacao das duas terapias resultou em melhorias no volume dsseo total,
mantendo resultados préximos ao grupo controle. Este estudo evidenciou que o ozonio e a
oxigenac¢do hiperbarica podem otimizar a neoformacdo Ossea, especialmente em relacdo ao
aumento do volume 6sseo, revertendo parcialmente os danos causados pelo 4cido zoledronico.

Palavras-chave: Bisfosfonatos, Osteonecrose, Oxigenagdo hiperbarica, Ozonio.






ABSTRACT

CANTUARIO, ALN. Effect of hyperbaric oxygenation and ozone on bone repair after the use
of bisphosphonates — Histomorphometric analysis. 2024. Course Completion Work (Graduation
in Dentistry) — Department of Dentistry, Faculty of Health Sciences, University of Brasilia.

Medication-Related Osteonecrosis of the Jaw (MRONYJ) is characterized as one of the most
severe adverse events following the use of antiresorptive therapies. It has been strongly
associated with the prolonged use of nitrogen-containing bisphosphonates administered
intravenously, especially zoledronic acid. From this perspective, despite the relevance of this
complication, clinical practice lacks evidence-based recommendations on the use of adjunct
therapies, such as hyperbaric oxygen (HBO) and ozone (OZ), which may reduce the likelihood
of MRONIJ occurrence. This study evaluated bone changes in an experimental rat model,
previously subjected to bisphosphonate use and treated with hyperbaric oxygen and/or ozone,
through histological, histomorphometric parameters, and micro-computed tomography. This is
arandomized in vivo experimental study. Fifty-four male Wistar rats were randomly distributed
into groups: Control, Osteonecrosis, OsteonecrosistOZ, OsteonecrosistHBO, and
Osteonecrosis+OZ+HBO. Osteonecrosis was induced by intraperitoneal injection of zoledronic
acid 66 pug/Kg, three times a week for three weeks, followed by extraction of a lower molar,
bilaterally. The rats were then subjected to treatment with HBO and/or OZ and euthanized 14
or 28 days after the start of therapies. Histological, histomorphometric, and micro-computed
tomography analyses were performed to evaluate bone repair. Kolmogorov-Smirnov and
Kruskal-Wallis tests with Dunn's correction were applied (p<0.05). The administration of
zoledronic acid caused significant changes in alveolar bone repair, even in the absence of
clinically evident osteonecrosis. In the Osteonecrosis group, areas of connective tissue and
poorly cellularized primary bone tissue with "disorganized and corroded" morphology, often
with fissures and irregular surfaces, were observed. These changes were more pronounced 14
days after tooth extraction, a critical period in the bone repair process. Treatments with HBO
and OZ, either alone or in combination, demonstrated benefits in bone repair, with less
disorganized morphology compared to the untreated Osteonecrosis group. The combination of
the two therapies resulted in improvements in total bone volume, achieving results similar to
those observed in the control group. This study demonstrated that ozone and hyperbaric
oxygenation could optimize bone neoformation, particularly regarding increased bone volume,
partially reversing the damage caused by zoledronic acid.

Keywords: Bisphosphonates, Osteonecrosis, Hyperbaric oxygenation, Ozone.
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1. INTRODUCAO

Os bisfosfonatos (BFs) sdo andlogos sintéticos do pirofosfato inorganico (PPi), um
composto que apresenta dois grupos fosfatos ligados por esterificagao (1). O oxigénio ¢
substituido por um atomo de carbono ndo hidrolisavel (P-C-P) com dois grupos adicionais,
denominados R1 e R2 (1, 2). O grupo hidroxila R1 estabelece a afinidade dos bisfosfonatos aos
cristais de hidroxiapatita, assim a intera¢ao entre os grupos fosfato e hidroxila permitem que os
bisfosfonatos apresentem uma notavel especificidade ao tecido dsseo mineralizado (3). Por sua
vez, o grupo R2, podendo ser nitrogénio (N2) ou amina (NH3), ¢ o principal determinante da

poténcia do fArmaco e da inibi¢do da reabsor¢do dssea mediada por osteoclastos (1, 2).

Estes medicamentos sdo utilizados para o manejo clinico de condigdes relacionadas ao
cancer, como hipercalcemia maligna e lesdes osteoliticas metastiticas associadas a tumores
solidos, como canceres de mama, prostata e pulmao, e mieloma multiplo (4). Entretanto, estao
fortemente associados a eventos adversos graves, dentre os quais a osteonecrose dos maxilares

relacionada ao uso de medicamentos, Medication Related Osteonecrosis of the jaw (MRONJ)

(1)

A MRONJ, caracteriza-se como exposi¢do Ossea na regido maxilofacial, que nao
cicatriza em um periodo de oito semanas, em pacientes submetidos ao uso de medicamentos
como antirreabsortivos ou agentes antiangiogénicos, € que ndo apresentam historico de
radioterapia de cabega e pescoco (1). A prevaléncia da MRONJ ¢ variavel, em que estad
relacionada ao medicamento, indicacdo terapéutica, dose e duragdo do tratamento (5). Em
ensaios clinicos randomizados e em metandlises, a frequéncia da osteonecrose dos maxilares
relacionada ao uso de medicamentos em pacientes com cancer, expostos ao acido zoledronico
intravenoso, variou entre 0,3% a 5% (6, 7, 8, 9). As lesdoes de MRONIJ ocorrem mais comumente
na mandibula em relacdo a maxila, além disso sdo mais prevalentes em areas de mucosa fina

sobre proeminéncias 0sseas e crista milo-hididea (10).

Embora os bisfosfonatos apresentem especificidade ao tecido 6sseo mineralizado, a
toxicidade aos tecidos moles foi relatada (4). Em um estudo in vitro, observou-se que o BF
induz a apoptose de fibroblastos gengivais e queratindcitos humanos, por meio da ativagdo da
expressdo génica de multiplos genes envolvidos na morte celular programada, incluindo
familias TNF, BCL-2, CASPASE, IAP, TRAF ¢ DEATH DOMAIN (11). Estudos clinicos
demonstraram que, em pacientes com MRONJ, ha o comprometimento de tecidos moles da
cavidade oral e que a reparagdo pos exodontia em pacientes expostos a BFs orais e intravenosos

foi significativamente mais longa em relagdo ao grupo controle (12, 13).
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A MRONIJ afeta negativamente a qualidade de vida, produzindo morbidade significativa
(2). Dada a gravidade e a complexidade da osteonecrose, os principais objetivos do tratamento

sao reduzir a dor, controlar infecgdes secundarias e retardar a progressao da doenca (14).

As diretrizes da American Cancer Society indicam desde protocolos clinicos
conservadores as estratégias cirurgicas para o manejo de lesdes de MRONJ (2). Apesar de
encontrarmos diversas pesquisas sobre essa condigdo potencialmente debilitante, os
mecanismos de acao dos tratamentos ainda ndo sao totalmente compreendidos (15). As terapias
adjuvantes, entre elas a oxigenagao hiperbarica e a ozonioterapia, emergem como abordagens

promissoras para o manejo da MRONJ.

A oxigenacgado hiperbdrica (OH) envolve a inalagdo de oxigénio a 100% sob uma pressao
superior a 1 atmosfera (atm), o que eleva o gradiente de difusdo do O; e a oxigenagdo dos
tecidos ao redor de areas hipoxicas, favorecendo a formagao de colageno e a angiogénese (16,
17). Apesar da evidéncia de que essa abordagem possa ter um efeito terapéutico interessante,
ainda ndo ha evidéncias suficientes para concluir que a oxigenagao hiperbdrica ¢ eficaz para o

tratamento da MRONJ (18).

O gas 0zdnio (O3) apresenta elevado potencial oxidante e antimicrobiano (bactericida,
viricida e fungicida). Possui propriedades imunoestimulantes, analgésicas e hemostaticas, bem
como apresenta atividade anti-inflamatoria, por promover a degradacdo metabolica de
citocinas, como bradicinina, histamina e quinina (18). Uma revisao sistematica demonstrou que
0 ozbOnio tem um alto nivel de biocompatibilidade com células epiteliais orais humanas,
fibroblastos gengivais e células periodontais (19). Em um estudo prospectivo de fase 11, dez
pacientes com MRONJ foram submetidos em média entre trés a dez aplicagdes de 0zénio, em
que foi observado que todos apresentaram reparagdo completa do tecido oral e nenhuma

toxicidade foi relatada (19).

Nessa perspectiva, a oxigenacao hiperbarica e a ozonioterapia sdo tratamentos
promissores, entretanto, sdo necessarios mais estudos que auxiliem o estabelecimento de
protocolos para otimizar o resultado clinico e aumentar a qualidade de vida dos pacientes com

osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso de medicamentos.

Diante do exposto, o presente estudo avaliou, em modelo experimental em ratos, por
meio de parametros histologicos, histomorfométricos e microtomograficos, as alteracdes do
0sso previamente submetido ao uso de bisfosfonatos, e tratado com oxigenagao hiperbarica e/ou

0z0nio.
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2.  MATERIAIS E METODO
2.1 Delineamento

Trata-se de um estudo experimental in vivo randomizado.

2.2 Aspectos éticos
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais da Universidade
Federal de Uberlandia (Protocolo 036/17), e foi conduzido de acordo com o disposto na Lei n°
11.794, Decreto n° 6.899 e normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao

Animal (CONCEA).

2.3 Caracterizacdo da amostra
A amostra foi composta por 54 ratos machos Rattus norvergicus, da linhagem Wistar,
clinicamente sadios com peso entre 150 e 250g, mantidos em gaiolas apropriadas, climatizadas
a temperatura de 22°C, ciclo claro-escuro de doze horas e tratados com ragdo e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos distintos, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Delineamento experimental.

Grupos 14 dias 28 dias
SEM OSTEONECROSE N=3 N=3
Controle Positivo

OSTEONECROSE N=6 N=6
Controle Negativo

OSTEONECROSE + OZ* =6 =6
OSTEONECROSE + OH* =6 =6
OSTEONECROSE + OZ + OH N=6 N=6
TOTAL 54 animais

*QZ, Ozdnio; OH*, Oxigenagdo Hiperbarica.

2.4 Inducao da osteonecrose associada ao uso de bisfosfonatos

A indugcio foi realizada com aplicacio de Acido Zoledronico 66 ug/Kg, intraperitoneal,
trés vezes por semana, durante trés semanas. Cinco dias apos este ciclo, foi realizada a de
exodontia de um molar inferior, bilateralmente, para indugao da osteonecrose mandibular, sob
anestesia geral por meio de injecdo intraperitoneal, contendo 0,07ml/100g (1,61mg/100g) do

relaxante muscular cloridrato de xilazina 2% e 0,1ml/100g (1mg/100g) do anestésico e
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analgésico cloridrato de quetamina 10%. Este procedimento foi executado por um tUnico
cirurgido.
No periodo pos-operatorio foi administrado paracetamol em gotas para analgesia (10

gotas em 20 ml de 4gua), durante quatro dias.
2.5 Oxigenagao hiperbarica

Os animais receberam sessdes de oxigenagdo hiperbarica no interior de camaras
“monoplaces” experimentais Ecobar 400 (Ecotec Equipamentos e Sistemas Ltda®, Mogi das
Cruzes, SP, Brasil) conforme descrito por Rocha et al. (2015). Inicialmente, houve um periodo
de compressao 0.3ATA/min até atingir a pressao necessaria para OH. A sessdo teve duragdo de
90 minutos sob pressao de 2,5 ATA (ATA = 1 atmosfera absoluta = 760mmHg). Em seguida, foi
realizada descompressdo a 0.3ATA/min. As sessdes foram iniciadas logo apos a conclusdo do
protocolo de inducao da osteonecrose e realizadas diariamente durante 14 ¢ 28 dias conforme

o subgrupo a qual pertence cada animal.
2.6 Ozodnio

Os animais receberam sessdes de ozonio utilizando um aparelho gerador de ozonio
(O&L 1.5RM, Ozone Life®, Brasil). Foi realizada insuflagdo retal de oz6nio seguindo
protocolo desenvolvido na Universidade de Brasilia (UnB), por meio do uso de uma canula de
Nelaton nimero 8, na dose de 1 mg/Kg. As sessdes foram iniciadas logo apos a conclusdo do
protocolo de indugdo da osteonecrose e realizadas diariamente durante 14 e 28 dias conforme

o subgrupo a qual pertence cada animal.
2.7 Obten¢ao das amostras e analises

Os animais foram submetidos a eutandsia nos intervalos de 14 e 28 dias apds o inicio
das terapias, por meio de aprofundamento anestésico seguido por deslocamento cervical, até
que o Obito dos animais fosse constatado pela auséncia dos sinais vitais, seguindo os principios
da Declaracao dos Direitos dos Animais. As mandibulas foram removidas por desarticulagao e
seccionadas utilizando brocas 702 em alta rotagdo, sob irrigacdo abundante com solugdo

fisiologica estéril de cloreto de sodio a 0,9%.

Foram removidos dois fragmentos contendo a area das extragdes e tecidos adjacentes,
bilateralmente. Um deles foi removido e imediatamente congelado em freezer -20° para
obten¢do das imagens microtomograficas a serem utilizadas na analise da microarquitetura

ossea. O outro fragmento foi imediatamente fixado em paraformaldeido 4% em tampao fosfato
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0,1M por 48 horas. Em seguida, este fragmento foi desmineralizado com solug¢do de acido
etilenodiamino tetraacético (EDTA) a 10% pH 7.4, e entdo processado para inclusdo em

parafina pela técnica convencional para as andlises histoldgica e histomorfométrica.
2.7.1 Analise microtomografica computadorizada

As pecgas foram posicionadas em um dispositivo padrdo e escaneadas para analise
microtomografica conforme descrito por Irie et al. (2018). A microtomografia (MicroCT) foi
realizada no aparelho de alta resolugao Skyscan® 1276 (Brukker, Bélgica), com os parametros:
energia 80kV, intensidade 125mA, resolucdo 8um e filtro de aluminio 1 mm. Sequéncias
seriadas foram agrupadas formando um volume e organizadas a fim de aplicar técnicas de
analise e reconstrucdo 3D nos softwares NRecon®, Data Viewer® e CTVOX® e CT Analyzer®
(Bruker, Bélgica). Para o pré-processamento das imagens foi utilizado um filtro Gaussiano. A
regido de interesse (ROI) foi definida como a area do alvéolo dentario correspondente a
exodontia. Foi realizada uma analise qualitativa utilizando a reconstrucao tridimensional da
regido de interesse. Em seguida, a regido de neoformagao 6ssea na ROI foi segmentada, sendo
separado do tecido medular, no esquema fatia-por-fatia e ambos os volumes foram limiarizados
(thresholding), no processo de binarizagdo, para delinear e diferenciar os voxels relativos ou

Nnao ao 0Sso.

Os seguintes parametros foram avaliados: volume 6sseo (BV/TV, %); nimero de
trabéculas 6sseas (Tb.N*, 1/mm), espessura das trabéculas 0sseas (Tb.Th*, um) e espagamento

entre elas (Tb.Sp*, um), calculados utilizando o método da transformada distancia.
2.7.2 Analise histologica

O estudo morfologico das laminas foi realizado com o emprego da microscopia Optica
(microscopio optico modelo BX50 Olympus®, Olympus Imaging America Inc. Shinjuku-ku,
Toéquio/Japao), visando andlise descritiva delas. Para tal, foram utilizados os aumentos
microscopicos de 40X e 100X. Na avaliagdo do reparo d0sseo, foram examinadas ldminas

coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromio de Mallory (TM).
2.7.3 Analise histomorfométrica

Na anélise histomorfométrica foram quantificadas as areas de neoformacao dssea na
regido de interesse. As laminas histologicas coradas em TM foram escaneadas utilizando o
scanner digital Aperio AT Turbo® (Copyright© 2013 Leica Biosystems Imaging, Inc All Rights

Reserved) no aumento de 20x. As imagens histologicas digitalizadas foram obtidas utilizando
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o programa de leitura de imagens Aperio ImageScope® (Copyright© Aperio Technologiches,
Inc 2003-2014. All rights reserved) da seguinte forma: em cada lamina, foi delimitada dentro
da ROI uma area de 1450pum X 800 pum com aumento de 20x, utilizando a ferramenta “Ruler
Tool — F4”. Dessa forma, uma imagem contendo a area padronizada de 1.160.000pum? foi obtida
com escala definida, para a mensuracdo da neoformacdo ossea (em %), para cada lamina

avaliada.

A mensura¢ao da neoformagao ossea foi realizada por um unico examinador calibrado,
utilizando o método descrito por Egan et al. (2012). Inicialmente, a imagem da area padronizada
obtida no software Aperio ImageScope® foi transferida com escala para o software Adobe
Photoshop® CS2 9.0 (Adobe®, Adobe System Inc., San Jose, CA/EUA). No Photoshop® foi
realizada a segmentagdo, obtendo-se imagens bindrias em preto e branco, representando tecido
6sseo e tecido ndo 6sseo, respectivamente. Em seguida, as imagens binarias foram transferidas
para o software ImageJ® (Image] 1.40g, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA)
para quantificacao da area de tecido 6sseo. Por meio da razao entre a area total de tecido 6sseo

e area padronizada na ROI, foi obtida a quantidade de neoformacao 6ssea (em %).
2.7.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o programa GraphPad Prism (GraphPad Prism®
version 5.0 for Windows, San Diego, CA, USA). Inicialmente os valores obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, os parametros foram
analisados utilizando os testes Kruskall-Wallis com correcao de Dunns. As diferengas foram

consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.

3. RESULTADOS
3.1 Analise microtomografica

No intervalo de 14 dias, o Volume Osseo (BV/TV) apresentou o maior percentual no
grupo Controle. O grupo Osteonecrose mostrou o menor percentual. Os grupos experimentais
Osteonecrose + OZ, Osteonecrose + OH tiveram resultados similares. Entretanto, os
tratamentos associados resultaram em maior volume dsseo entre os grupos experimentais,
apesar dessa diferenga ndo ser estatisticamente significante. Em 28 dias, ndo houve diferenca

significativa no volume dsseo entre os grupos avaliados. Todos os grupos apresentaram um
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aumento percentual de volume 6sseo quando comparado cada grupo ao longo do tempo (Tabela

2 e Figura 1).

O ntimero de trabéculas o0sseas (Tb.N*) foi maior no grupo Controle em 14 dias, seguido
pelos grupos Osteonecrose + OH, Osteonecrose + OZ + OH, Osteonecrose e Osteonecrose +
OZ, respectivamente. Em 28 dias, ndo houve diferenca significativa entre os grupos avaliados.
Quando comparado cada grupo ao longo do tempo, houve redugdo da quantidade de trabéculas
osseas nos grupos Controle, Osteonecrose + OH e Osteonecrose + OZ + OH. Por sua vez, houve
aumento nos grupos Osteonecrose e Osteonecrose + OZ, sendo estatisticamente significativo

no grupo Osteonecrose + OZ (Tabela 2 e Figura 1).

A espessura das trabéculas 6sseas (Tb.Th*) foi maior nos grupos Osteonecrose + OZ e
Osteonecrose + OZ + OH em 14 dias, seguido pelos grupos Controle, Osteonecrose + OH, e
Osteonecrose, que apresentou os menores valores. No intervalo de 28 dias, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos avaliados. Quando comparado cada grupo ao longo do tempo,
houve aumento da espessura das trabéculas dsseas nos grupos Controle, Osteonecrose,
Osteonecrose + OH e Osteonecrose + OZ + OH, enquanto que houve redugdo no grupo

Osteonecrose + OZ (Tabela 2 e Figura 1).

O espagamento entre as trabéculas osseas (Tb.Sp*) foi maior nos grupos Osteonecrose
+ OZ, seguido por Osteonecrose + OZ + OH e Osteonecrose em 14 dias. Os grupos Controle e
Osteonecrose + OH, apresentaram os menores valores. Em 28 dias, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos avaliados. Quando comparado cada grupo ao longo do tempo,
houve aumento da separacdo entre as trabéculas dsseas nos grupos Controle e Osteonecrose +
OH, enquanto que houve redugdo nos grupos Osteonecrose, Osteonecrose + OZ e Osteonecrose
+ OZ + OH, porém sem significancia estatistica (Tabela 2 e Figura 1).

Tabela 2 — Valores de volume 6sseo, nimero, espessura e espagamento das trabéculas Osseas,
entre os grupos avaliados, nos periodos de 14 e 28 dias.

Grupos 14 dias 28 dias

SEM OSTEONECROSE

. 71,53+0,98A 82,63+0,65(A
Controle Positivo
] OSTEONECROSE 16,07+0,3362 57,64+17,25(A0)
Volume Osseo  Controle Negativo
(%0) OSTEONECROSE + OZ 55,88+13,08(A3) 69,46+4,72(A
OSTEONECROSE + OH 56,14+1,33A2) 80,31+1,09¢a

OSTEONECROSE + OZ + OH 70,15+4,0749 80,5140 842
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SEM OSTEONECROSE

e 0,004620,0002A4 0,0032+0,0002AD)
Controle Positivo
OSTEONECROSE ©a) s
NUmero de Controle Negativo 0,0022+0,0003 0,0025+0,0002
trabéculas
6s56aS OSTEONECROSE + OZ 0,0021+0,0001®2 0,0030+0,0004AD)
(1/mm)
OSTEONECROSE + OH 0,0038+0,0004Aa 0,0027+0,0004AD)
OSTEONECROSE + OZ + OH 0,0031+0,0005(A8) 0,0024+0,0001A
SEM OSTEONECROSE 165,30+13 2548 307,50+3, 760
Controle Positivo
OSTEONECROSE ©a) AD)
Espessuradas  Controle Negativo 61,67+1,00 223,80+68,24
trabéculas A A
Gsseas OSTEONECROSE + 0Z 264,70+45,13A 216,80+18,68(A
m
(k) OSTEONECROSE + OH 122,10+3,33(A8a) 319,40+57,04AD
OSTEONECROSE + OZ + OH 257,30+59,43(A3 352,00+5,58Aa)
SEM OSTEONECROSE 99,03+12,04A3) 123,20+8,404A
Controle Positivo
Espacamento OSTEONECROSE 235 50+5,774) 143,40+7,26()
entre as Controle Negativo
trabeculas OSTEONECROSE + 0Z 254,90+52,64B2) 217,90+64,184Aa
0sseas
(um) OSTEONECROSE + OH 144,20+5,77A4 164,90+14,57A4
OSTEONECROSE + OZ + OH 244,30+29,14B3) 102,90+8,84AD)

Observagdo: Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre os grupos de tratamento
(p<0,05); Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenga estatistica intragrupo ao longo do tempo
(p<0,05); Letras iguais nao diferem entre si significativamente.

3.2 Analise histologica
A andlise histologica mostrou no grupo Controle aspecto morfoldégico normal, com
predominancia de tecido 6sseo do tipo primario preenchendo o alvéolo. Ele apresentava
disposi¢do nao lamelar, formando trabéculas que delimitavam as cavidades de tecido medular
e vasos sanguineos. Foi observado muitos ostedcitos incluidos na matriz, além de osteoblastos
cubicos com basofilia citoplasmatica revestindo a matriz dssea neoformada, que apresentava
superficie regular. Areas de tecido 6sseo secundario foram observadas apenas ap6s 28 dias, com

trabéculas organizadas e definidas, evidenciando avango no processo de remodelacdo (Figura

2).
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Figura 1: Graficos representativos dos valores de volume dsseo, nimero de trabéculas dsseas, espessura
das trabéculas 0sseas e espagamento das trabéculas 6sseas entre os grupos avaliados, nos periodos de 14
e 28 dias. (*p<0,05).
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14 dias 28 dias

Controle

Osteonecrose

Osteonecrose +
Ozonio

Osteonecrose +
Oxigenacio
Hiperbarica

Osteonecrose +
Ozo6nio +
Oxigenacio
Hiperbarica

Figura 2: Imagens histologicas dos intervalos de 14 e 28 dias nos grupos Controle; Osteonecrose;
Osteonecrose + Oxigenagdo Hiperbarica; Osteonecrose + Ozonio; Osteonecrose + Ozonio + Oxigenacio
Hiperbérica.
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No grupo osteonecrose foram observadas regides de tecido conjuntivo e tecido 6sseo
priméario pouco celularizado com aspecto morfolégico “desorganizado e corroido”, por vezes
com espacos semelhantes a “fissuras” e superficie irregular, enquanto que entre as trabéculas
osseas, havia tecido medular pouco celularizado. Um numero reduzido de osteoclastos foi
observado, embora uma grande quantidade de lacunas de Howship na superficie da matriz 6ssea
foram encontradas. Areas discretas de tecido 6sseo secundario, também desorganizadas foram

observadas somente apos 28 dias (Figura 2).

Nos grupos Osteonecrose tratados com Ozonio, Oxigenacdo Hiperbarica ou a
associagdo dos tratamentos foi observada predominancia de tecido dsseo do tipo primario com
aspecto morfologico menos desorganizado quando comparado ao grupo Osteonecrose sem
nenhum tratamento. Lacunas de Howship, tecido conjuntivo e irregularidades na superficie da
matriz dssea ainda estavam presentes, mas foram menos frequentemente encontradas. Foram
observados ostedcitos incluidos na matriz e tecido medular celularizado entre as trabéculas
osseas, especialmente nos grupos tratados com a associagio das terapias. Areas de tecido 6sseo

secundario, foram observadas apds 28 dias (Figura 2).

3.3 Analise histomorfométrica (neoformacao 6ssea)
Nao houve diferenca significativa na neoformagdo dssea entre os grupos avaliados em
14 dias e 28 dias. Todos os grupos apresentaram um aumento da porcentagem de neoformacao
Ossea quando comparado cada grupo ao longo do tempo, entretanto este aumento s6 foi
significativo para os grupos Controle e Osteonecrose + OZ + OH, na andlise intragrupo (Tabela
3 e Figura 3).

Tabela 3 — Valores de histomorfometria — neoformacdo 0ssea, entre os grupos avaliados, nos
periodos de 14 e 28 dias.

Grupos 14 dias 28 dias
SEM OSTEONECROSE 71,5942,38A 85,38+4,64(0)
Controle Positivo
OSTEONECROSE 64,51+7,894A- 70,91+4,044-2)
Neoformacio Controle Negativo
Ossea OSTEONECROSE + OZ 57,91+5,28A 65,18+3,30)
(“0)

OSTEONECROSE + OH 68,99+5,23(A) 81,94+4,02A-
OSTEONECROSE + OZ + OH 65,57+8,99A- 82,66+1,474)

Observagdo: Letras maitisculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre os grupos de tratamento (p<0,05);
Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica intragrupo ao longo do tempo (p<0,05); Letras iguais ndo
diferem entre si significativamente.
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Figura 3: Graficos representativos dos valores de histomorfometria — neoformacéo dssea entre os
grupos avaliados, nos periodos de 14 e 28 dias. (*p<0,05).

4. DISCUSSAO

A osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso de medicamentos, Medication Related
Osteonecrosis of the jaw (MRONJ), caracteriza-se como um dos eventos adversos mais graves
apos uso de terapias antirreabsortivas, em que tem sido fortemente associada a utilizagdo
prolongada de bisfosfonatos nitrogenados administrados por via endovenosa, especialmente o
acido zoledronico (13, 23). Nessa perspectiva, apesar da relevancia desta complicagdo, a pratica
clinica carece de recomendacdes baseadas em evidéncias sobre o uso de terapias adjuvantes,

como oxigenoterapia hiperbarica e ozonioterapia (24).

Dessa forma, este estudo avaliou em modelo experimental em ratos, por meio de
parametros histologicos, histomorfométricos e microtomograficos, as alteragdes do osso
previamente submetido ao uso de bisfosfonatos, e tratado com oxigenacao hiperbarica e/ou
0zonio. Foi demonstrado que, no intervalo de 14 dias, dentre os grupos experimentais, oS
tratamentos associados apresentaram os maiores valores em relagdo aos parametros de volume
0sseo. Em relacdo ao numero de trabéculas osseas, em 14 dias, o grupo Osteonecrose + OH
apresentou o maior aumento, por sua vez nos grupos Osteonecrose + OZ e Osteonecrose + OZ
+ OH, foram observados melhores resultados quanto ao espacamento entre as trabéculas 6sseas
e espessura trabecular, também no intervalo de 14 dias. Em todos os parametros analisados, ndo
houve diferenca estatisticamente significante em 28 dias. Histologicamente, os grupos
Osteonecrose tratados com Ozonio, Oxigenagdo Hiperbérica ou os tratamentos associados
apresentaram predominadncia de tecido Osseo primdrio com aspecto morfoldgico menos

desorganizado em relagdo ao grupo osteonecrose sem tratamento. Foram observados ostedcitos
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incluidos na matriz e tecido medular celularizado entre as trabéculas 6sseas, especialmente nos
grupos tratados com a associagdo das terapias. Além disso, areas de tecido 6sseo secundario,
foram observadas apo6s 28 dias. Quanto a andlise histomorfométrica, ndo houve diferenca
significativa na neoformacgao 0ssea entre os grupos avaliados em 14 dias e 28 dias. O aumento
na porcentagem de neoformagdo Ossea ao longo do tempo foi significativo para os grupos

Controle e Osteonecrose + OZ + OH, na andlise intragrupo.

Esses achados corroboram com um estudo experimental in vivo que avaliou a
biomecanica e a matriz Ossea estrutural em ratos diabéticos submetidos a oxigenagdo
hiperbarica, em que mostrou um aumento da matriz mineral nos grupos que receberam a OH
em relacdo aos que ndo foram submetidos ao tratamento (25). Um ensaio clinico randomizado
controlado apontou que, em relagdo a reducdo da extensao da lesao de osteonecrose de
mandibula, 38,1% dos participantes do grupo controle mostraram melhora, em um tempo médio
de 67,9 semanas e 68% dos participantes tratados com OH apresentaram diminui¢do do
tamanho da ferida, em um periodo médio de 39,7 semanas. No entanto, a cicatrizagao completa
ocorreu em 52% dos pacientes tratados com OH e 33,3% do grupo controle, em um periodo de
59 semanas e 70 semanas, respectivamente. Dessa forma, a oxigenoterapia hiperbarica mostrou
uma cicatrizagdo significativamente melhorada com base em um ensaio clinico randomizado
controlado com baixo risco de viés. Entretanto, o sucesso clinico parece baixo, 52% de cura

completa, e nenhuma pesquisa adicional foi realizada sobre a OH (26).

Um estudo experimental in vivo, que avaliou os efeitos da oxigenagao hiperbarica em
coelhos com defeitos diafisarios tratados com enxerto Osseo autdlogo, demonstrou que a
administracio de OH resultou em um aumento significativo da neoformagdo oOssea e
angiogénese em relacdo ao grupo que foi submetido apenas ao enxerto 6sseo. Esses resultados

foram aparentes ap0s trés e seis semanas de tratamento, respectivamente (27).

Como demonstrado neste estudo, a ozonioterapia apresentou resultados promissores,
especialmente quando associada a oxigenagdo hiperbarica. Nesse ambito, alguns autores
sugerem que o 0zonio pode ser implementado no manejo da osteonecrose por modular o reparo
0sseo, por meio da sintese de peroxidase de hidrogénio, que ativa eritrdcitos, leucocitos e
plaquetas, induzindo a expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), do fator
de crescimento transformador beta (TGF-) e das proteinas do fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), assim como por apresentar capacidade antioxidante, aumentando a
protecdo celular contra danos do estresse oxidativo, o que pode levar a otimizagdo de outras

terapias locais (28, 29, 30,31).



36

Em um estudo experimental in vivo, que avaliou o efeito do 0zonio na cicatrizagdo de
defeitos 6sseos em calvaria de ratos, verificou por meio de andlise histologica, que o grupo
experimental exibiu maior quantidade de matriz 6ssea e neovascularizacdo em comparagao ao
grupo controle (32). De forma semelhante, outros estudos relataram o efeito do ozonio na
cicatrizagdo tecidual e na prevencdo de MRONIJ em ratos submetidos a extracdo dentaria, em
que o uso de 0zb6nio no pré e pos-operatdrio resultou em valores significativamente maiores de
formagdo de osso trabecular e a média de ostedcitos por cm? foi de 26,8 e 24,1 nos grupos
experimental e controle, respectivamente (31, 33). Além disso, um outro estudo experimental
in vivo, relatou que a aplicagdo de ozonio foi capaz de promover o aumento de volume 6sseo

em tibias de coelhos com implantes osseointegraveis (34).

Em um estudo prospectivo de fase II sobre a eficdcia e seguranca do ozonio, dez
pacientes foram submetidos a aplicacdes de 6leo ozonizado, em que lesdes na mucosa oral
apresentaram cicatrizacdo completa, além disso nenhuma toxicidade foi relatada (35). Em um
estudo retrospectivo, com uma amostra de 131 pacientes tratados com 0zdnio, mostrou que 60%
dos participantes apresentaram cicatrizacdo completa da lesdo, 30% tiveram uma reducgdo
acentuada da ferida, com melhora dos sintomas e em 10% nao foi observado nenhum resultado
(36). Um outro estudo, com doze participantes, relatou que 75% dos pacientes apresentaram
resolugdo completa da osteonecrose dos maxilares, e 25% obtiveram respostas parciais, em que
foi observado melhora do quadro clinico, entretanto associada a persisténcia da lesdo (37).
Ressalta-se que, nenhum dos estudos relatados apresentaram um grupo controle, assim até o
presente momento, ndo ha registro na literatura de ensaios clinicos controlados randomizados

acerca da aplicagdo terapéutica do 0zonio no manejo da MRONLJ.

5. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o 0zonio e a oxigenagao hiperbarica sao capazes de otimizar
a neoformagdo Ossea, especialmente em relagdo ao aumento de volume Osseo, revertendo
parcialmente os danos causados pelo acido zoledronico. Dessa forma, representam abordagens
terapéuticas interessantes para o manejo clinico da MRONJ, especialmente quando usadas em
associacdo. Estes resultados in vivo podem subsidiar a realizacdo de ensaios clinicos

randomizados controlados para estabelecer protocolos terapéuticos para esta condicao clinica.
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