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Santos MR. Eficacia da agua eletrolisada acidificada na prevencdo da onmab apds
exodontias: estudo experimental em ratos wistars. [Dissertacdo de Mestrado]. Curitiba:
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RESUMO
Introdugdo: A osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso de bisfosfonatos
(ONMAB) é uma complicacéo associada a intervencgdo odontoldgica e ao uso prolongado
de bifosfonatos (BF). A Agua Eletrolisada Acidificada (AEA) é uma substancia que
parece melhorar a regeneracao tecidual. Objetivo: Avaliar a efetividade da (AEA) como
adjuvante no tratamento da ONMAB apds exodontias dos molares inferiores em ratos
Wistar. Material e métodos: Foi realizado um estudo de boca dividida em doze ratos
Wistars (6 fémeas e 6 machos) receberam injecdo endovenosa semanal de 0,3 mL de
zoledronato (80 pg/kg em PBS) por 9 semanas e foram submetidos a exodontia dos
primeiros e segundos molares inferiores na oitava e nona semana, respectivamente. O
grupo da Agua Eletrolisada Acidificada (GAEA) (lado direito da mandibula) foi irrigado
com AEA a cada trés dias enquanto o grupo controle (GC) (lado direito da mandibula),
ndo recebeu tratamento apods as exodontias. Os animais foram eutanasiados 6 semanas
apos a segunda exodontia, as mandibulas foram dissecadas para analise clinica com os
dados obtidos submetidos a analise estatistica com nivel de significancia de 0,05. (Teste
de Fischer). Resultados: Dois machos foram perdidos durante a terapia com AEA,
restando 10 animais ,6 fémeas e 4 machos. A inflamacdo mostrou-se ausente em todos os
alvéolos; notou-se sequestro 6sseo em todos os alvéolos; supuracéo estava presente em 3
sitios do grupo GC, epitelizacdo presente em 5 alvéolos GAEA e 2 GC. A comparacgéo

da exposicdo 0ssea ndo apresentou resultados estatisticamente significantes. Concluséo:

Vi



Os resultados obtidos foram ligeiramente favoraveis ao uso da AEA entretanto, sem
significancia estatistica.

Palavras chave: bisfosfonatos; exodontia; osteonecrose associada a bisfosfonatos.

Vil



Santos MR. Effectiveness of acidified electrolyzed water in the prevention of onmab after
exodonts: experimental study in wistars rats. [Dissertagdo de Mestrado]. Curitiba:

Universidade Positivo; 2020.

ABSTRACT
Introduction: Bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws (BRONJ) is a
complication associated with dental intervention and prolonged use of bisphosphonates
(BF). Acidified Electrolyzed Water (AEA) is a substance that seems to improve tissue
regeneration. Objective: to evaluate the effectiveness of (AEA) as an adjuvant in the
treatment of BRONJ after lower molar extractions in Wistar rats. Material and methods:
A split-mouth study was carried out in twelve Wistar rats (6 females and 6 males) received
weekly intravenous injection of 0.3 mL of zoledronate (80 pg/kg in PBS) for 9 weeks and
underwent tooth extraction. mandibular first and second molars in the eighth and ninth
week, respectively. The Acidified Electrolyzed Water (AAG) group (right side of the
mandible) was irrigated with AEA every three days while the control group (CG) (right
side of the mandible) received no treatment after extractions. The animals were
euthanized 6 weeks after the second extraction, the mandibles were dissected for clinical
analysis with the data obtained submitted to statistical analysis with a significance level
of 0.05. (Fischer's test). Results: Two males were lost during AEA therapy, leaving 10
animals, 6 females and 4 males. Inflammation was absent in all alveoli; bone
sequestration was noted in all alveoli; suppuration was present in 3 sites of the GC group,
epithelialization present in 5 GAEA alveoli and 2 GC. Comparison of bone exposure did
not show statistically significant results. Conclusion: The results obtained were slightly

favorable to the use of AEA, however, without statistical significance.
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INTRODUCAO

O termo osteonecrose dos maxilares associada ao uso de bifosfonatos
(ONMAB), “Bisphosphonate-Related Osteonecrosis of the Jaw (BRONJ)” foi
inicialmente descrito quando Marx relatou em 2003 que 36 pacientes, sob o uso de
pamidronato ou zolendranato (ZOL), desenvolveram lesbes Osseas mandibulares e/ou
maxilares [16]. Posteriormente a Associacdo Americana de Cirurgia Oral e Maxilofacial
(AAOMS) preconizou como definicdo do termo em inglés “BRONJ”, ou ONMAB em
portugués, como uma regido de 0sso exposto na regido maxilofacial em um paciente
tratado com BFs e que ndo recebeu radioterapia na regido craniofacial e que nao
cicatriza durante as 8 semanas apds sua identificacéo

A Agua Eletrolisada Acida (AEA) que ja tem sido investigada para a
cicatrizacdo de feridas e como agente microbiano (Okubo et al., 1999; Yahagi et al.,
2000; Tamaki et al., 2014; Bui et al., 2017) pode se mostrar promissora como
coadjuvante para a prevencdao da ONMAB.

A AEA é gerada pela eletrolise da agua contendo cloreto de sddio ou cloreto de
potassio em uma camara de eletrélise. Um diafragma de troca separa o catodo do anodo,
onde se forma a AEA com um pH préximo a 2, alto potencial de reducdo de oxidagéo
ou "Oxidation Reduction Potential, (ORP)”, altas concentracdes de oxigénio dissolvido,
cloro livre disponivel ou “Called Free Chlorine, (FAC)” e acido hipocloroso, que possui

forte atividade bactericida e potencial de desinfeccdo (Kubota et al., 2009).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tamaki+S&cauthor_id=24026292

PROPOSICAO

O proposito deste trabalho apresentados no formato de manuscrito foram testar o
uso da substancia AEA, como adjuvante para o tratamento da osteonecrose induzida por

bisfosfonatos apds exodontias em ratos.



MANUSCRITO
EFICACIA DA AGUA ELETROLISADA ACIDIFICADA NA
PREVENCAO DA ONMAB APOS EXODONTIAS: ESTUDO

EXPERIMENTAL EM RATOS WISTARS.

EFFECTIVENESS OF ACIDIFIED ELECTROLYZED WATER IN THE
PREVENTION OF ONMAB AFTER EXODONTS: EXPERIMENTAL STUDY IN
WISTARS RATS.

Resumo

Introdugdo: A osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso de bisfosfonatos
(ONMAB) é uma complicacdo associada a intervencdo odontolégica e ao uso
prolongado de bifosfonatos (BF). A Agua Eletrolisada Acidificada (AEA) é uma
substancia que parece melhorar a regeneracdo tecidual. Objetivo: Avaliar a efetividade
da (AEA) como adjuvante no tratamento da ONMAB ap0s exodontias dos molares
inferiores em ratos Wistar. Material e métodos: Foi realizado um estudo de boca
dividida em doze ratos Wistars (6 fémeas e 6 machos) receberam injecdo endovenosa
semanal de 0,3 mL de zoledronato (80 ug/kg em PBS) por 9 semanas e¢ foram
submetidos a exodontia dos primeiros e segundos molares inferiores na oitava e nona
semana, respectivamente. O grupo da Agua Eletrolisada Acidificada (GAEA) (lado
direito da mandibula) foi irrigado com AEA a cada trés dias enquanto o grupo controle
(GC) (lado direito da mandibula), ndo recebeu tratamento apds as exodontias. Os
animais foram eutanasiados 6 semanas apds a segunda exodontia, as mandibulas foram
dissecadas para analise clinica com os dados obtidos submetidos a analise estatistica

com nivel de significancia de 0,05. (Teste de Fischer). Resultados: Dois machos foram

Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com

as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).



perdidos durante a terapia com AEA, restando 10 animais ,6 fémeas e 4 machos. A
inflamagdo mostrou-se ausente em todos os alvéolos; notou-se sequestro 6sseo em todos
os alvéolos; supuracdo estava presente em 3 sitios do grupo GC, epitelizagdo presente
em 5 alvéolos GAEA e 2 GC. A comparacdo da exposicdo Ossea ndo apresentou
resultados estatisticamente significantes. Conclusdo: Os resultados obtidos foram

ligeiramente favoraveis ao uso da AEA entretanto, sem significancia estatistica.

Palavras chave: bisfosfonatos; exodontia; osteonecrose associada a bisfosfonatos.

Abstract

Introduction: Bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws (BRONJ) is a
complication associated with dental intervention and prolonged use of bisphosphonates
(BF). Acidified Electrolyzed Water (AEA) is a substance that seems to improve tissue
regeneration. Objective: to evaluate the effectiveness of (AEA) as an adjuvant in the
treatment of BRONJ after lower molar extractions in Wistar rats. Material and
methods: A split-mouth study was carried out in twelve Wistar rats (6 females and 6
males) received weekly intravenous injection of 0.3 mL of zoledronate (80 ug/kg in
PBS) for 9 weeks and underwent tooth extraction. mandibular first and second molars in
the eighth and ninth week, respectively. The Acidified Electrolyzed Water (AAG) group
(right side of the mandible) was irrigated with AEA every three days while the control
group (CG) (right side of the mandible) received no treatment after extractions. The
animals were euthanized 6 weeks after the second extraction, the mandibles were
dissected for clinical analysis with the data obtained submitted to statistical analysis
with a significance level of 0.05. (Fischer's test). Results: Two males were lost during

AEA therapy, leaving 10 animals, 6 females and 4 males. Inflammation was absent in
Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com

as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).



all alveoli; bone sequestration was noted in all alveoli; suppuration was present in 3
sites of the GC group, epithelialization present in 5 GAEA alveoli and 2 GC.
Comparison of bone exposure did not show statistically significant results. Conclusion:
The results obtained were slightly favorable to the use of AEA, however, without

statistical significance.

Keywords: bisphosphonates; extraction; bisphosphonate-associated osteonecrosis.

Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com

as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).



Introducéo

Os bisfosfonatos (BFs) sdo medicacgdes antirreabsortivas com posologia oral ou
endovenosa [15], frequentemente utilizadas para o tratamento de metastases Osseas,
osteoporose e outras doencas 6sseas[14]. O uso extenso destas medicacdes tem levado a
complicagcBes Osseas na maxila e na mandibula, que tém sido alvo de ampla
investigagdo nos ultimos anos[10].

O termo osteonecrose dos maxilares associada ao uso de bifosfonatos
(ONMAB), “Bisphosphonate-Related Osteonecrosis of the Jaw (BRONIJ)” foi
inicialmente descrito quando Marx relatou em 2003 que 36 pacientes, sob o uso de
pamidronato ou zolendranato (ZOL), desenvolveram lesdes 0sseas mandibulares e/ou
maxilares [16]. Posteriormente a Associacdo Americana de Cirurgia Oral e Maxilofacial
(AAOMS) preconizou como definicdo do termo em inglés “BRONJ”, ou ONMAB em
portugués, como uma regido de 0sso exposto na regido maxilofacial em um paciente
tratado com BFs e que ndo recebeu radioterapia na regido craniofacial e que nao
cicatriza durante as 8 semanas apés sua identificacao [24].

Recentemente, descobriu-se que outras medicacfes além dos bifosfonatos
podem causar essa condicdo como o Denosumab (agente antirreabsortivo) e o
Bevacizumabe (inibidor angiogénico), o que levou a AAOMS instituir um novo termo
mais abrangente para nomear estas lesdes, a "osteonecrose dos maxilares relacionada a
medicamentos" (ONMAB), ou “Bisphosphonate-Related Osteonecrosis of the Jaw
(BRONJ)” [24,25,26].

A fisiopatologia do ONMAB é um assunto de grande debate na literatura.

Algumas hipoteses estdo relacionadas a inibicdo da reabsorcdo osteoclastica e

Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com

as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).



remodelacdo [22,23] inflamacdo e infeccdo [1,10], inibicdo da angiogénese [3,21],
disfungéo da imunidade inata ou adquirida e toxicidade dos tecidos moles [11].

Em nivel local, os fatores de risco para essa condi¢cdo sdo principalmente as
exodontias [32] e a doenca periodontal [27].

Outras causas de inflamac6es que podem se espalhar facilmente sdo aquelas
originadas de infec¢bes dentarias como caries e pulpites [27]. Contudo, a exodontia é
relatada como o gatilho mais comum para a condi¢cdo ocorrendo com uma prevaléncia
de 41% em pacientes fazendo uso de bisfosfontato [32].

Embora vérios protocolos de tratamento tenham sido propostos, ainda ndo ha um
consenso sobre a abordagem terapéutica da ONMAB, devido a eficicia limitada destes
tratamentos. Diversas novas propostas terapéuticas vém sendo testadas para a prevengédo
e tratamento desta condicdo [2,5,8,18,19,28,29]. Nesse contexto, a Agua Eletrolisada
Acida (AEA) que ja tem sido investigada para a cicatrizacdo de feridas e como agente
microbiano [4,20,31,33] pode se mostrar promissora como coadjuvante para a
prevencdo da ONMAB.

A AEA é gerada pela eletrolise da agua contendo cloreto de sddio ou cloreto de
potassio em uma camara de eletrdlise. Um diafragma de troca separa o catodo do anodo,
onde se forma a AEA com um pH préximo a 2, alto potencial de reducdo de oxidacao
ou "Oxidation Reduction Potential, (ORP)”, altas concentracdes de oxigénio dissolvido,
cloro livre disponivel ou “Called Free Chlorine, (FAC)” e acido hipocloroso, que possui
forte atividade bactericida e potencial de desinfeccdo [13].

O objetivo deste trabalho foi testar o uso da substancia AEA, como adjuvante

para o tratamento da ONMAB ap0s exodontias.

Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com

as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).



Materiais e Métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais da Universidade Positivo (CEUA-UP) sob protocolo 503 e foi realizado de
acordo com as diretrizes ARRIVE [12].

O estudo foi realizado no Biotério da Universidade Positivo (UP, Curitiba,
Brasil) e envolveu doze ratos (Rattusnorvegicus, albinus Wistar), sendo 6 fémeas e 6
machos de seis meses de idade, pesando aproximadamente 500 g. Durante o periodo
experimental, as condi¢cbes ambientais de luz, temperatura e umidade foram controladas
para manter fotoperiodo de 12h, com temperatura de 18-22 ° C e umidade de 65%. Os
animais foram alocados em gaiolas (n=2/gaiola) e providos de racdo animal regular
(Nuvital, Colombo/PR) e agua a vontade.

Para determinar o nimero de animais por grupo foi utilizado os parametros
obtidos na avaliacdo histologica de reparo 6sseo de um estudo prévio [7]. O calculo foi
realizado com um intervalo de confianca bilateral de 95%, poder de razéo de 80% do
tamanho da amostra de 1:1, no website
http://www.openepi.com/SampleSize/SSMean.html.

Todos os animais foram submetidos a um modelo de inducdo de osteonecrose,
realizado de acordo com o estudo de Howie et al. (2015), para promover osteonecrose
mandibular bilateralmente [7]. Posteriormente, para realizacdo do estudo de boca
dividida, receberam tratamento com AEA apenas no lado direito da mandibula. Assim
as hemimandibulas direitas compuseram o grupo de tratamento com a agua eletrolisada
acidificada (GAEA). O lado esquerdo ndo recebeu nenhum tratamento, compondo assim

0 grupo controle (GC).

Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com

as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).



Inducgéo da osteonecrose

Sob sedagéo, todos os animais receberam uma injecdo endovenosa semanal,
através da veia caudal, de ZOL na dose de 80 pg/kg, em PBS (Novartis, Curitiba,
Brasil) por 9 semanas consecutivas (Figura 1A). Todos os animais foram sedados por
meio de inalagdo de isoflurano (Cristélia, Itapira, SP, Brasil) durante aproximadamente
um minuto, com o acompanhamento de um médico veterinario.

Durante a oitava semana de aplicacdo, os animais foram submetidos a uma
cirurgia para remogdo dos primeiros molares inferiores (1MI). Na nona semana de
aplicacdo os animais passaram por uma segunda intervencéo cirdrgica para exodontias
dos segundos molares inferiores (2Ml).

As exodontias foram realizadas por dois cirurgiGes experientes. Os animais além
de sedados com isoflurano, foram anestesiados com cloridrato de cetamina a 10% na
dose de 75mg/kg (Vetbrands, Paulinia, SP) e cloridrato de xilazina 2% na dose de
5mg/kg (Vetbrands, Paulinia, SP, Brasil) por injecdo intraperitoneal. Foram entdo
posicionados lateralmente e foi realizada a abertura bucal com elasticos ortodonticos n
5/16. A lingua foi afastada através de sutura com fio de nylon 4-0. Foi utilizado um
descolador cirdrgico adaptado para fazer a sindesmotomia e a luxacdo e um porta-
agulha Mayo-Hegar para avulsdo dos dentes (Figura 1B, C). Apds as exodontias, foi
realizada osteotomia com uma broca carbide esférica n.2 , através de uma peca de mao
reta acoplada a um motor elétrico cirdrgico a 15.000 rotacBes por minuto (RPM,
Stryker, Kalamzaoo, MI, EUA), com o objetivo de remover os restos radiculares e
também criar um defeito 6sseo (Figura 1D). Assim, o procedimento foi comparavel a
uma exodontia complexa em humanos.

Para controle da dor pds-operatoria foram medicados com tramadol nos trés dias

consecutivos a cirurgia, na dosagem de 5mg/kg e alimentacéo pastosa.
Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com
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Os animais foram observados quanto a sinais de sangramento, desconforto ou
falta de ingestdo de alimentos, e foram alimentados com racdo triturada por 3 dias apés

as exodontias.

"l

Figura 1. Metodologia para a indugdo de osteonecrose. A) Injecdo endovenosa via veia
caudal, de ZOL na dose de 80 pg/kg, em PBS. B) Exodontia dos primeiros molares
inferiores, detalhe de acesso. C) Apo0s luxacdo dentaria, exodontia do primeiro molar

inferior. D)Alvéolo debridado com broca esférica, para padronizar o defeito.

Tratamento com AEA

Ainda na oitava semana de aplicacdo do ZOL, logo apds as exodontias dos 1Ml,
no mesmo momento cirdrgico, iniciou-se o protocolo de prevencdo da ONMAB com a
aplicagdo semana da AEA, as aplicacGes foram realizadas durante 6 semanas.

A AEA (Chanson Water Filtre, Chanson do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) foi

utilizada como solugdo de irrigacdo, para os alvéolos mandibulares direitos, trés vezes

Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com
as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).
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na semana, em dias alternados, na regido das exodontias. Os animais foram sedados por
um minuto via inalagdo com isoflurano para tal procedimento (Cristalia, Itapira, SP,
Brasil). Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados lateralmente e foi
realizada a abertura bucal com elasticos ortoddnticos n 5/16. A lingua foi afastada por
um descolador tipo molt. Durante a irrigagdo de agua acidificada (3 ml - pH 2,5), um
sugador cirargico foi posicionado pela face lingual do alvéolo operado para evitar que a
solucdo de irrigacdo percorresse outras areas da cavidade bucal ou fosse deglutida pelo
animal.

Eutanasia e analise clinica da osteonecrose

Seis semanas ap0s a segunda cirurgia, foi realizada a eutanasia por
superdosagem de isoflurano. Na sequéncia foram submetidos a fotografias e a uma
analise clinica na regido das exodontias, cada lado das mandibulas foi analisado
individualmente, agrupando os dados para os grupos GAEA e GC.

Foi avaliada a presenca ou auséncia dos seguintes aspectos clinicos: inflamacao
(eritema e edema), supuracdo, sequestro 0sseo. Também foi tomado nota se havia
epitelizacdo parcial ou total do alvéolo e quando da presenca de 0sso exposto. Ainda, foi
mensurada a exposicdo nos sentidos mésio-distal e vestibulo-lingual com o auxilio de
uma sonda periodontal milimetrada (Figura 2).

Apos a analise clinica da regido, as mandibulas foram dissecadas com lamina de

bisturi e descolador de molt e foram armazenadas em formol 10% para analises futuras.

Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com
as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).
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Figura 2: Demonstrativo da mensuracdo M-D e V-L ap0s a dissecacdo da mandibula

com sonda milimetrada.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a uma analise descritiva e inferencial através do
software SPSS Statistics® for Windows (v. 24; IBM, Corp., Nova York, EUA). Os
pressupostos de normalidade e igualdade de variancia foram avaliados através do teste
de Shapiro-Wilk. As varidveis numéricas foram comparadas entre os grupos GC e
GAEA atraves do teste Wilcoxon, e as qualitativas atraves do Teste Exato de Fisher. Foi

considerado um nivel de significancia de 0,05.

Resultados

Dois animais (machos) foram perdidos durante a etapa de terapia com terapia
com AEA. Assim, restaram para analise final, 10 animais (seis fémeas e quatro
machos).

Podemos observar as diferengcas no aspecto clinico, animal, no grupos GAEA

(Figura 3A) no grupo GC (Figura 3B).
Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com

as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).
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Figura 3-A)aspecto clinico dos grupo GAEA: B) Aaspecto clinico dos grupo GC.

Um dos animais apresentou supuracao extra oral na area do grupo GC (Figura

4AB).

Figura 4- Supuracéo extra oral na area do grupo GC

A tabela | demonstra a comparacgédo entre 0s grupos sobre os parametros clinicos
avaliados. Nenhum animal em ambos 0s grupos apresentou caracteristicas de
inflamacdo. Nenhum animal apresentou supuracdo no lado do tratamento (GAEA), mas
tres animais apresentaram pontos de supuracdo no lado controle (GC), sendo que dentre
esses animais um deles apresentou também supuracdo extra oral, entretanto, ndo houve
diferenca estatisticas (p= 0,211). Com relacdo ao sequestro 0sseo, todos 0s animais
Manuscrito serd submetido ao periodico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com

as normas especificas do periddico (acessado em: 14/12/2021).
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apresentaram essa condicdo bilateralmente. Sobre a epitelizacdo, no GAEA cinco
animais apresentaram epitelizagdo parcial ou total da ferida, e no GC apenas 2,

entretanto este resultado também n&o foi significativo estatisticamente (p = 0,350).

Tabela I. Comparacéo dos parametros clinicos avaliados entre os GAEA e GC

Parametro clinico GAEA GC p valor

Inflamacao Presente  n (%) 0 (0,0) 0 (0,0) *
Ausente 10 (10,0) 10 (10,0)

Supuracgao Presente  n (%) 0 (0,0) 3(8,3) 0,211
Ausente 10 (10,00 7 (91,7)

Sequestro 0sseo Presente  n (%) 10(58,3) 10(83,3) *
Ausente 0 (0,0) 0 (0,0)

Epitelizacdo  total Presente n (%) 5 (50,0) 2 (20,00 0,350

ou parcial Ausente 5 (50,0) 8 (80,0)

Nota: Teste Exato de Fisher. Nivel de siginificancia p < 0,05.

*Nao foi possivel realizar calculo estatistico.

Com relacdo as medidas realizadas sobre a exposicdo 0ssea, € possivel verificar

na tabela Il que ndo houve diferenca entre 0s grupos.

Tabela Il. Comparacao das medidas de exposicdo 6ssea entre 0s GAEA e GC.

GAEA GC p valor
Exposicdo MD 5 (1-6) 5 (4-12) 0,205
Exposi¢do VL 2 (1-3) 2 (2-3) 0,102

Manuscrito sera submetido ao peridédico: RSBO Manuscrito formatado de acordo com
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Teste Wilcoxon. Nivel de siginificancia p < 0,05.

Discusséo

LesBes necroticas alveolares passam por um mecanismo complexo para reparar
o0 dano [17]. A cura da ferida é composta por quatro fases sequenciais, mas sobrepostas;
homeostase, inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo[17]. Todo este processo de
cicatrizagdo compreende a matriz extracelular, citocinas, células sanguineas e fatores de
crescimento que ativam a proliferacdo celular por meio da angiogénese, mielogénese e
transcricdo génica [17].

Modular a inflamacéo e infec¢do oportunista, pode trazer resultados satisfatorios
[9]. Pensando nisso, a possibilidade de que aplicagdes topicas de AEA possam controlar
e alterar o pH local fazendo com que o reparo ocorra mais rapidamente € promissora,
pois um pH mais acido mostrou estimular a angiogénese, a formacdo de colageno, a
formacdo e quimiotaxia de macrofagos, a atividade fibroblastica, a proliferacdo de
queratocitos, além de efeitos benéficos nas atividades enzimaticas [6,9]. Fatores como o
NF-kB, importante regulador da expressdo genica em diversos tecidos mostrou-se
sensivel a espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo) e ao aumento de calcio
intracelular [6].

Em um passado recente, a acdo mais elucidada da AEA foi atribuida ao seu
conteldo de acido hipocloroso (HOCI), é um precursor do cloro gasoso, que possui
forte atividade bactericida e potencial de desinfeccdo [13]. Entretanto, ndo esta claro o
efeito benéfico direto (HOCI) no tocante a cicatrizacdo de feridas, mas parece haver
outros mecanismos relacionados as espécies reativas de oxigénio gerados pelo HOCI
quando em contato com os tecidos lesados [33]. Esta interpretagdo é apoiada pelos

efeitos conhecidos dos radicais livres na inflamagéo, bem como sobre o papel da
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inflamacdo no inicio da cura. A AEA é rica em 0 oxigénio singlete, uma espécie muito
reativa, que parece afetar a sintese e a proliferacdo de DNA em fibroblastos. Um baixo
nivel dessas espécies estimula a sintese de DNA e a divisdo celular, enquanto um alto
nivel inibe a sintese de DNA [30].

Em um estudo realizado para identificar o efeito do mecanismo da &gua
eletrolisada levemente acida em feridas cutaneas em camundongos, foi observado que o
tratamento com &gua 4&cida diminuiu as citocinas pro-inflamatorias como as
interleucinas IL-1B, IL-6, quimioatrato de queratindcitos e fator de necrose tumoral-a.
Outros marcadores fortemente associados com a cicatrizacdo de feridas, as
metaloproteinases MMP1 e MMP9, também foram supra-reguladas [34].

Outros autores observaram que os sitios de infeccdo com apendicite perfurada
mostraram-se menor em pacientes submetidos a lavagem com agua acidificada [13]. A
agua acida também forneceu efeitos nefroprotetores sobre lesdo renal induzida pela
cisplatina em camundongos, provavelmente devido ao aumento da atividade do sistema
antioxidante de defesa e a inibicdo da peroxidacdo lipidica [13].

Parece sensato pensar que a modulacdo exercida pelas espécies reativas de
oxigenio, possa desencadear a cicatrizacdo precoce de feridas por meio da migracéo e
proliferacdo de fibroblastos, contudo descobrir a dosagem terapéutica adequada, pH e
potencial de Reducdo de Oxidacdo ideais, bem como entender por completo sua forma
de atuacdo pode viabilizar a terapia com AEA em casos de ONMAB.

Este estudo apresentou na comparacdo das variaveis clinicas, um resultado
promissor entre 0s grupo GAEA frente ao grupo GC. Clinicamente, o lado que compds
0 GAEA ndo apresentou supuragdo a no tocante a epitelizagdo, apesar de ndo apresentar

diferenca estatistica, a observamos em 3 ratos a mais do que o GC.
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Tal resultado pode ser justificado pelo fato de o pH da substancia de AEA
utilizada(pH2) ser mais 4&cida que alguns descritos (pH 5 a 6,5)[34]. Poucos
experimentos exploraram até o momento a correlacdo de efeito modulatério da
substancia AEA /variacdo de pH acido [34]. Também é possivel que a posologia possa
ser alterada. Para melhor entender este cenario, novos estudos mostram-se necessarios,
talvez com um pH levemente &cido. Também acreditamos que analises
imunohistoquimicas e microtomograficas inicialmente projetadas mostrariam um
panorama enriquecido do processo cicatricial, para isto as mandibulas foram dissecadas
e armazenadas em formol 10% para analises futuras.

A auséncia dessa confirmacdo é uma limitacdo deste estudo. O tratamento para
prevencdo da osteonecrose dos maxilares no GAEA se mostrou acessivel, de facil

aplicacdo e de baixo custo.

Concluséo

O comparativo das variaveis clinicas apresentou um resultado promissor para a
utilizacdo da AEA.

A AEA apresenta baixo custo, facil aplicacdo e acessibilidade sdo caracteristicas
positivas.

Neste estudo o resultado obtido ndo foi estatisticamente significativo.

Novos estudos mostram-se necessarios para melhor elucidar o mecanismo
subjacente aos efeitos da AEA na cicatrizacdo da ONMAB, bem como validar sua

utilizacdo como alternativa terapéutica.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP)

IDENTIFICACAO

PREVENCAO DA OS TEONECROSE DOS MAXILARES ASSOCIADA AO USO DE BISFOSFONATOS
(BRONJ): COMPARACAO DA EFETIVIDADE DE DIFERENTES SUBSTANCIAS EM RATOS

PROFESSOR ORIENTADOR
RAFAELA SCARIOT DE MORAES

INSTITUICAO DO PESQUISADOR
Universidade Positivo

ALUNOS ENVOLVIDOS
Nenhum aluno envolvido
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\_g Fone: (41) 3317-3260 ou 3317-3290

Fax: (41) 317-3030

ceua@up.com.br

UNIVERSIDADE

POSITIVO

PROTOCOLO CEUA 503

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP)

OBJETIVO

Avaliar a efetividade de diferentes substéncias, na prevengdo da BRONJ, por meio de microtomografia,
histologia e imunohistoquimica.

SINTESE DO PROJETO

A osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso de bisfosfonatos (BRONJ) é uma complicagdo grave
associada a interveng@o odontoldgica e ao uso prolongado de bifosfonatos (BF), uma classe de
medicamentos utilizados para o tratamento de patologias ésseas, tais como osteoporose e metastases
6sseas. O objetivo deste estudo é avaliar a efetividade de diferentes substéncias que possam impedir o
desenvolvimento da BRONJ. Novente e seis (n = 96) ratos Wistar serao utilizados (fémeas = 48 e
machos = 48). Todos os ratos receberao injecdo endovenosa semanal de 0,3 mL de zoledronato (80
pg/kg em PBS) por 8 semanas. Em seguida, os animais serdo submetidos a cirurgia para remogao do
primeiro e segundo molares mandibulares direito para indugdo de osteonecrose. Os ratos machos e
fémeas serao igualmente distribuidos em 7 grupos caso (n = 12) de acordo com a substancia a ser
avaliada: agua acidificada, terapia de ozénio, gel de oxigénio, acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
fibrina rica em plaquetas (PRF), protocolo de pentoxifilina e tocoferol (PENT-E) e paratérmonio (PTH).
Doze animais serdo alocados em um grupo controle e ndo receberam tratamento com nenhuma
substancia ap6s as exodontias. Os animais do grupo de 4gua acidificada receberao irrigagbes da
substancia a cada trés dias. O ozbnio sera aplicado em agua ozonizada seguido pela forma oleosa a
cada trés dias. O gel oral de oxigénio sera aplicado trés vezes por semana na regido de extragéo. No
grupo do EDTA, a substancia sera aplicada na cavidade de extragdo imediatamente apés a extragéo
dentaria por 10 minutos. O PRF sera colocado diretamente no alvéolo no momento da cirurgia. PENTE-
E sera administrada por via intraperitoneal na dose de 50mg/kg/uma vez ao dia. O PTH vai ser aplicado
sistemicamente em dose de 25ug/kg, até a eutanasia. Fotografias intrabucais e radiografias periapicais
serdo realizadas semanalmente. Apés seis semanas da utilizagdo das substancias, os animais serao
eutanasiados e as mandibulas serdo dissecadas e enviadas para andlise por microtomografia, andlise
histolégica e imunohistoquimica. Os dados obtidos serdo submetidos a anélise estatistica com nivel de
significancia de 0,05.

COMENTARIOS DO RELATOR

As pendéncias levantadas no ultimo parecer foram satisfatoriamente respondidas e o CEUA considera o
projeto aprovado.

PARECER
Recomenda a Aprovagéo
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