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RESUMO

Introducdo: A osteorradionecrose é uma complicagdo potencialmente grave da
radioterapia no tratamento de cancer de cabeca e pescoco. E definida como uma
area maior que 1cm de 0sso exposto, em regido previamente irradiada, e que nao
apresenta nenhuma evidéncia de cura durante pelo menos trés meses. Diversas
modalidades terapéuticas foram propostas, mas o seu tratamento permanece, ainda
hoje, desafiador. Dentre estas modalidades esta a ozonioterapia, considerada
promissora devido ao efeito antioxidante e as propriedades bioestimuladoras do
0zdnio. Objetivo: Avaliar por meio de microtomografia computadorizada (Micro-CT)
e analise histolégica os efeitos terapéuticos do ozénio sistémico, no osso mandibular
murino irradiado. Métodos: Vinte ratos Wistar, com idade de 90 dias, foram divididos
igualmente em dois grupos: grupo ozonioterapia (OZT) e grupo controle (CNT).
Ambos 0s grupos receberam irradiacdo atraves de Braquiterapia de Alta Taxa de
Dose (HDR), com dose semanal de 10Gy, durante 5 semanas, totalizando 50Gy de
dose de irradiacdo. O grupo OZT foi submetido a aplicacdo de gas ozonizado, via
insuflacdo retal, trés vezes por semana, durante seis semanas, iniciando uma
semana antes do inicio da radiacao ionizante, enquanto o grupo CNT nao recebeu
qualquer intervencdo com ozbnio. Todos os animais, de ambos 0s grupos, foram
submetidos ao escaneamento microtomografico, antes (T0), durante (T1) e apds
(T2) as intervencfes. Os animais foram eutanasiados 15 dias ap6s a finalizacdo dos
tratamentos e as pecas foram submetidas ao processamento histologico.
Resultados: A quantificagdo dos dados microtomograficos mostrou diferenca
estatisticamente significante entre o TO e T2, em ambos 0S grupos, no parametro de
Volume 6sseo e 0 Volume da Amostra (BV/TV), evidenciando o desenvolvimento de
osteorradionecrose. Nos lados irradiados, a analise histolégica demonstrou danos
osteogénicos, como desorganizacao tecidual, fibrose e sinais de necrose. Nao foram
encontradas diferencas significativas na Micro-CT &éssea e nos parametros
histologicos entre OZT e CNT. Conclusdo: Nosso modelo animal induziu a
osteorradionecrose, permitindo a analise imaginologica e histolégica do dano 6sseo
causado pela radiacédo. Entretanto, no protocolo utilizado, a ozonioterapia nao foi
eficaz na prevencéo e no tratamento de osteorradionecrose.

Palavras-Chave: Osteorradionecrose, modelo animal, Braquiterapia, Ozonioterapia.



ABSTRACT

Introduction: Osteoradionecrosis is a potentially serious complication of radiation
therapy in the treatment of head and neck cancer. It is defined as an area larger than
1 cm of exposed bone in a previously irradiated region, which shows no evidence of
cure for at least three months. Several therapeutic modalities have been proposed,
but their treatment remains challenging. Among these modalities there is the ozone
therapy, which is considered promising due to the antioxidant effect and the
biostimulating properties of ozone. Objective: To evaluate therapeutic effects of the
systemic ozone in the irradiated murine mandibular bone, by means of computerized
microtomography and histological analysis. Methods: Twenty Wistar rats, aged 90
days, were equally divided into two groups: ozone therapy group (OZT) and control
group (CNT). Both groups received irradiation through High Dose Rate
Brachytherapy (HDR) with a weekly dose of 10Gy for 5 weeks, totaling 50Gy doses
of irradiation. The OZT group was submitted to ozonized gas via rectal insufflation,
three times a week for six weeks, starting one week before the beginning of the
ionizing radiation while the CNT group received no ozone intervention. All animals of
both groups were submitted to microtomographic scanning, before (TO), during (T1)
and after (T2) the interventions. The animals were euthanized 15 days after finishing
the treatments and their pieces were submitted to histological processing. Results:
The quantification of the microtomographic data presented a statistically significant
difference between TO and T2 in both groups, in the parameter of Bone Volume and
Volume of the Sample (BV/TV), evidencing the development of osteoradionecrosis.
On the irradiated sides, the histological analysis showed osteogenic damage, such
as tissue disorganization, fibrosis and sighs of necrosis. No significant differences
were found in the bone Micro-CT and in the histological parameters between OZT
and CNT. Conclusion: Our animal model induced the osteoradionecrosis, allowing
imaging and histological analysis of the bone damaged caused by radiation.
However, in the protocol used, the ozone therapy was not effective on the prevention
and treatment of osteoradionecrosis.

Key words: Osteoradionecrosis, animal model, Brachytherapy, Ozone therapy.
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1. INTRODUCAO

A incidéncia de cancer de cabeca e pesco¢o (CCP) esta cada vez mais em
ascenséo e os tratamentos desse tipo de cancer incluem cirurgia, radioterapia (RT),
quimioterapia (QT) ou uma combinacédo destas modalidades (1). A RT é largamente
utilizada como terapia primaria ou adjuvante a cirurgia, como tratamento paliativo ou
em tumores nao ressecaveis (2). Ja para o tratamento de cancer de cavidade oral,
um tipo especifico de RT, a Braquiterapia de Alta Taxa de Dose (HDR), pode ser
utilizada (3).

No entanto, altas doses de radiacdo ionizante, em areas da cavidade oral
como maxila, mandibula e glandulas salivares podem resultar em efeitos colaterais
indesejados, com implicacdes tanto a curto quanto a longo prazo (1). Dentre os
efeitos negativos desta terapia sobre a saude bucal, estdo a diminuicdo do fluxo
salivar, a mucosite, a carie de radiacao e a osteorradionecrose (ORN) (4). A ORN é
o efeito adverso mais sério e grave do tratamento combinado dos tumores de
cabeca e pescoco (2). E definida como uma area maior que 1cm de 0Sso exposto
em regido previamente irradiada e que ndo apresenta nenhuma evidéncia de cura
durante pelo menos trés meses (5).

Esse processo patolégico afeta mais frequentemente a mandibula e o
diagndstico clinico inclui histéria de exposicdo a uma dose maior de 60 Gy de
radiacdo ionizante (6,7). Os principais sintomas séo dor e trismo. Os sinais clinicos
incluem a ulceracédo e/ou necrose da mucosa oral, exposicdo de 0sso subjacente, o
mau odor, e em estagios avancados, ulceracdo da pele sobreposta e fratura
patologica (8).

Diversas teorias foram propostas para explicar 0 mecanismo patolégico da
ORN. A teoria aceita atualmente prop6e que a ORN ocorre devido a um processo
fibroatrofico local e tardio, induzido pela radiacdo. Esse mecanismo inclui a formacgéao
de radicais livres - espécies reativas de oxigénio - que induzem efeitos endoteliais,
inflamatorios e citotoxicos (9).

O tratamento desta condicdo é bastante desafiador. Ao longo das Ultimas
décadas, diversas modalidades terapéuticas foram propostas, dentre elas, a
ozonioterapia. O gas ozbnio (O3) é obtido artificialmente a partir do oxigénio (02).
Ripamonti et al. (10) relatam que o O3 apresenta multiplos efeitos considerados

vantajosos, propriedades antimicrobianas, estimulacdo da reacdo biologica e
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inducdo do reparo tecidual e 6sseo no tratamento de pacientes com lesdes de
necrose 0ssea.

Segundo Agrillo et al. (11), o O3 atua na area necroética realizando um pre-
condicionamento oxidativo, estimulando e/ou preservando o sistema antioxidante
enddgeno e inibindo a via xantina-oxidase e a consequente geracdo de espécies
reativas de oxigénio. O O3 também pode exercer um efeito benéfico na circulacdo
sanguinea, aumentando a concentracdo de células vermelhas, o indice de
hemoglobina, a diapedese e os fagdécitos.

Em estudos realizados em animais de laboratério, 0 aumento nas taxas de
enzimas antioxidantes foi observado quando realizado o pré-condicionamento
oxidativo com O3. Foglielini et al. (12) realizaram isquemia renal em ratos e
verificaram que o grupo de animais submetidos ao pré-condicionamento oxidativo
preservou a arquitetura e a funcédo renal em relagcdo aos animais ndo tratados com
03. Semelhantemente, Di Filippo et al. (13) induziram isquemia cardiaca também em
ratos sem e com pré-condicionamento oxidativo através do uso do O3 e observaram
que o dano cardiaco foi estatisticamente menor no grupo pré-condicionado em
relacdo aos animais do grupo controle, demonstrando a eficacia do O3 em preservar
a arquitetura cardiaca normal.

Portanto, os estudos anteriores demonstraram o efeito do O3 através do
condicionamento oxidativo do organismo, em modelo animal e em estudos clinicos
fase | e Il. No entanto, a acdo do O3 na prevencdo do dano 0sseo induzido por
radiacdo nao foi avaliada em modelos animais. Considerando que as espécies
reativas do oxigénio estdo intimamente relacionadas com o aparecimento das
sequelas O0sseas poés-radioterapia, torna-se fundamental a avaliacdo da acéo prévia

do oz6nio em animais irradiados, assim como a sua ag¢ao no tratamento de ORN.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 OSTEORRADIONECROSE: DEFINICAO

Descrita pela primeira vez em 1922 por Regaurd, a ORN é uma complicacéo
potencialmente grave da RT no CCP e seu tratamento representa, ainda hoje, um
grande desafio (14). Diversas foram as tentativas para definir esta condicédo
patolégica. Ewing (15) usou inicialmente o termo "Osteite de Radiacdo" para
descrever as alteracbes Osseas apO0s a RT. Desde entdo, varios termos foram
usados, incluindo Osteite de Radiacdo, Osteorradionecrose e Necrose Ossea
Avascular (16).

Em 1983, Marx (5) definiu ORN como uma "area de exposi¢cdo 6ssea maior
que 1 cm em local submetido a irradiacdo e que ndo apresenta qualquer evidéncia
de cura durante pelo menos seis meses”. J& em 1987, Marx e Johnson (17)
alteraram a definicdo de ORN para “a exposi¢ao de osso nao viavel que nao cura
sem intervencdo”. Nesse mesmo ano, Epstein et al. (18) definiram ORN como "uma
ulceracdo ou necrose da mucosa, com exposicdo de 0sso necrético ha mais de 3
meses”.

Outros autores (19,20) propuseram definicdes semelhantes para a ORN. De
acordo com a literatura publicada nos ultimos 15 anos, atualmente, a ORN dos
maxilares é definida como “osso exposto irradiado que ndo cicatriza durante um

periodo de 3 meses sem evidéncia de persisténcia ou recorréncia tumoral” (21-24).

2.20STEORRADIONECROSE: EPIDEMIOLOGIA

A prevaléncia de ORN varia amplamente na literatura, entre 0,4% a 56% (25-
34). E sabido que a mandibula apresenta maior predisposicdo ao desenvolvimento
de ORN que a maxila. A proporcdo € de 24:1 (35). A ORN afeta especialmente
pacientes com mais de 55 anos (23,33). A sua incidéncia apds extragfes dentarias
em pacientes irradiados, por sua vez, € estimada entre 2-18% (36,37).

Esta patologia pode ocorrer como consequéncia da irradiagdo exclusiva ou
adjuvante a cirurgia, seja atraves da radioterapia de feixe externo, BQT ou da
combinacdo destas modalidades terapéuticas (38). Revisdo sistematica feita por

Nabil e Samman (39) mostrou diminuicdo na incidéncia de ORN em comparacao
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com estudos mais antigos (25-34). Esse mesmo achado foi evidenciado por
Clayman (40), que associou tal resultado a substituicdo do uso de megavoltagem e
supervoltagem na maioria dos aparelhos das unidades de tratamento oncolégico que
ocorreu no ano de 1968. Segundo ele, a incidéncia de ORN diminuiu de 11,8% no
periodo anterior para 5,4%.

Além disso, a realizacdo de consultas odontolégicas pré-RT para a avaliacdo
das necessidades bucais dos pacientes e realizacdo dos tratamentos odontologicos
prévios a terapia de radiacdo, também foi fator fundamental para o declinio da ORN
nos ultimos anos. Segundo Ben-David et al. (41), este fator, associado aos avangos
na tecnologia da RT e a melhor compreensdo da reacdo do tecido biolégico a
radiacdo, foram fundamentais para a reducdo da incidéncia de ORN nos udltimos

anos.

2.30STEORRADIONECROSE: PATOGENESE

A patogénese da ORN ndo é completamente conhecida e ainda esta sob
minuciosa investigacdo. Inicialmente, a teoria proposta foi a triade de radiagao,
trauma e infeccdo. No entanto, em 1983 essa teoria foi substituida por outra, na qual
se afirmava que a radiacdo levaria ao desenvolvimento de um tecido hipoxico-
hipocelular-hipovascular, ou seja, a teoria 3H (5). A partir disso, foi relatado que os
microorganismos ndo sao agentes causadores, mas sim contaminantes na ORN e
que o trauma, da mesma forma, propicia a entrada dos microorganismos para
invadir o osso irradiado (9).

O processo fibroatréfico induzido por radiagcdo é outro mecanismo proposto e
atualmente aceito. Mudangas atréficas no osso sdo demonstraveis em exames de
imagem e podem ser consideradas como o primeiro evento ndo complicado da
ORN. Segundo Howland et al. (42) os eventos relacionados a ORN seguem a
seguinte sequéncia: radiacao, atrofia, trauma e exposicdo 6ssea. Delanian et al. (9)
explicaram que o mecanismo patoloégico da ORN inclui a formacéo de radicais livres
- espécies reativas de oxigénio - que induzem efeitos endoteliais, inflamatorios e
citotoxicos. Trés fases clinicas e histopatoldgicas sucessivas sao distinguidas: a fase
inflamatoria pré-fibrética, a fase celular fibrética constitutiva e a fase de remodelacao

e densificacdo da matriz, que levam a necrose 6ssea e tecidual (9).
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2.4ACHADOS CLINICOS

A ORN é caracterizada clinicamente pela ulceracdo ou necrose da mucosa,
com exposicado de 0sso necrético por mais de 3 meses, associada a dor, trismo e
supuracdo, podendo estar presente também anestesia ou disestesia (alteracédo de
sensibilidade) na area. Outros sinais clinicos incluem disgeusia, disfagia, impactacao
alimentar no local da exposicdo e halitose. Em estagio de progressdo avancado, a
ORN pode levar a fraturas patolégicas, com presenca de fistulas intra ou extraorais
(31).

Pacientes submetidos a RT externa ou RT convencional geralmente
apresentam alteracfes no corpo da mandibula, em regido de pré-molar e molar. Ja
com a BQT, as lesGes costumam aparecer nas superficies lingual ou vestibular da
mandibula (43). A realizacdo de bidpsia € obrigatoria para o diagnéstico final, a fim

de excluir a possibilidade de cancer metastatico (44).

2.5ACHADOS RADIOGRAFICOS

A ORN é dificilmente detectavel em exames de imagem em seu estagio inicial
(43). No entanto, em estagios mais avancados, exames radiograficos sao
constantemente indicados para auxiliar no diagnostico. Dentre eles estdo a
radiografia panoramica, a cintilografia 6ssea, a tomografia computadorizada (TC), a
ressonancia magnética, a ultrassonografia com Doppler e a espectroscopia
infravermelha (11). Inicialmente, a alteracdo radiografica que mais caracteriza a
ORN é o aumento da radiodensidade, além de lesdo mista radiopaca com areas
radiolicidas, que representam a destruicdo 0ssea (44).

O exame de imagem mais frequentemente utilizado para o diagnostico de
ORN é a radiografia panoramica, que eventualmente podera ser complementada por
outros exames radiograficos. Para que a ORN seja observada nesse tipo de
radiografia, € necessario que tenha ocorrido substancial alteragdo do conteldo
mineral e envolvimento significativo do osso. Segundo Ardran (45), variacdes
radiograficas s6 séo visiveis quando ha perda de pelo menos 30% do conteddo
mineral Osseo. Assim, em fases mais tardias a ORN é demonstrada

radiograficamente como uma radiolucéncia indefinida, sem demarcacédo esclerética
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que envolve a zona de necrose. Areas radiopacas podem ser vistas quando
sequestros 6sseos sao formados (18).

A cintilografia 0ssea € outro exame que também pode ser utilizado no
diagnostico de ORN, permitindo estimar a extensdo e a localizagdo da lesdo. No
entanto, embora tenha alta sensibilidade (de até 100%), mostra-se pouco especifico
(cerca de 60%). Outra desvantagem deste exame € a sua baixa resolucdo e a
sobreposicdo por tecidos moles (46). O radiofarmaco 99mTc-MDP permite a
descricao de lesbes mandibulares como resultado de alteragcdes no metabolismo de
fosfato (47).

A tomografia computadorizada mostra, por sua vez, alteracdes 0sseas que
incluem areas liticas focais, interrupcdes das corticais e perda de trabeculado no
lado afetado. Essas imagens podem causar dificuldades no diagndstico diferencial
entre ORN e a ocorréncia de recidiva tumoral (43). Tomografia por Emissdo de
Pdsitrons (PET) também tem sido utilizada no diagndstico de ORN, podendo ser um
importante meio para a diferenciacéao entre esta patologia e tumor recidivante (48).

Ja a ressonancia magnética apresenta como vantagem o contraste do tecido
e a alta resolucdo (46). Com a administracdo de agentes de contraste como o
gadolinio, sinais de osso medular anormal, destruicdo da cortical e aumento irregular

de leve a moderado sé&o observados (49).

2.6 ACHADOS MICROSCOPICOS

Segundo Marx (5), diversos achados histolégicos sdo observados, como
morte endotelial, hialinizacdo e trombose dos vasos com um peridsteo fibrotico.
Diminuicdo dos osteoblastos e ostedcitos, além de fibrose dos espacos medulares
também s&o relatados. A falta de nucléolos nas lacunas 0sseas e a necrose
propriamente dita do osso medular sdo outros aspectos histologicos observados.

E descrita ainda a reducéo acentuada da celularidade e da vascularizacéo do
tecido conjuntivo, cujo resultado é o desenvolvimento de uma mucosa e pele

também fibréticos, hipocelulares e hipovasculares (5).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwihoY6ur5vWAhWEDZAKHW9OAFQQFggnMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.vencerocancer.org.br%2Fcancer%2Fdiagnostico-2%2Ftomografia-computadorizada-por-emissao-de-positrons-pet-tc%2F&usg=AFQjCNFh0bx4FXOUPZ2aOC8abU_NxuVVdQ
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwihoY6ur5vWAhWEDZAKHW9OAFQQFggnMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.vencerocancer.org.br%2Fcancer%2Fdiagnostico-2%2Ftomografia-computadorizada-por-emissao-de-positrons-pet-tc%2F&usg=AFQjCNFh0bx4FXOUPZ2aOC8abU_NxuVVdQ
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2.70STEORRADIONECROSE: FATORES DE RISCO

Vérios fatores estdo associados ao desenvolvimento de ORN como idade,
género, comorbidades do paciente, tumores da cavidade oral, proximidade do tumor
com o0 0sso, estado da denticdo, trauma, tipo de tratamento oncoldgico (cirurgia,
técnica de RT) e doses de radiacdo (39,50). Habitos relacionados ao paciente, como
etilismo e tabagismo também séo sugeridos como fatores de risco para ORN nesses
pacientes (33,51).

O risco de desenvolvimento de ORN espontanea é maior entre 0S seis
primeiros meses até dois anos apds a RT, enquanto o risco de desenvolver ORN
induzida por trauma permanece indefinidamente (17). Segundo relatado por Thorn et

al. (52), a ORN pode ocorrer apds mais de 10 anos de conclusédo de RT.

2.7.1 Osteorradionecrose: Fatores derisco relacionados ao paciente

O uso de alcool e tabaco tem impacto negativo para a ocorréncia de ORN
(51). Zevallos et al. (53) relataram um aumento de 32% na incidéncia de ORN nos
pacientes que fumaram durante a RT. Raguse et al. (54), por sua vez, evidenciaram
que pacientes mais saudaveis tem menor risco de desenvolvimento de ORN.

A condicdo bucal do paciente antes da RT também é fator essencial para a
predicdo do risco de ORN (55). O risco de desenvolvimento de ORN é aumentado
em pacientes com mas condi¢cfes bucais, devido a maior possibilidade de ocorréncia
de procedimentos dentarios trauméaticos (30,51,55). Os resultados do estudo de
coorte de Raguse et al. (54) sugeriram igualmente que pacientes com ma higiene
oral apresentam um risco significativamente aumentado de desenvolver ORN. A
extracdo dentaria apds a RT, no campo de irradiacdo, também resulta em um risco
elevado de ORN (5,30,52,55). Pacientes edéntulos, ao contrario, ttm menor risco de
desenvolver ORN (30).
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2.7.2 Osteorradionecrose: Fatores de risco relacionados a localizacdo do

tumor

Tumores localizados em cavidade oral, especialmente em lingua, soalho
bucal, rebordo alveolar e regido retromolar sdo sitios com maior risco de
desenvolvimento de ORN, devido a proximidade da irradiagdo na regido mandibular
(33,56,57). Os tumores localizados na regido nasofaringea, por sua vez, apresentam
maior risco de desenvolvimento de ORN em maxila (56-58).

Em revisdo realizada por Glanzmann e Gratz (59) ndo foi observada
ocorréncia de ORN em pacientes irradiados cujos tumores eram localizados fora da
cavidade oral, orofaringe ou nasofaringe. De forma semelhante, Thorn et al. (52)
relataram que dos 80 casos avaliados em sua série de casos, apenas um
desenvolveu ORN fora do campo de radiacdo, enquanto os outros 79 pacientes
desenvolveram nas areas irradiadas.

Com base nos resultados de sua revisdo sistematica, Nabil e Samman (39)
presumiram que tumores da cavidade oral ou orofaringe apresentam maior taxa de
incidéncia de ORN devido a inclusdo da mandibula na area de irradiacao, visto a sua
maior predisposi¢cdo a ORN quando comparado a maxila. Tumores nasofaringeos ou
sinonasais, por sua vez, apresentam menor risco de ORN, vista a exclusdo da maior
parte da mandibula do campo de radiacéo e a caracteristica de maior resisténcia a

necrose 6ssea da maxila.

2.7.3 Osteorradionecrose: Fatores de risco relacionados a modalidade de

tratamento oncoldgico

Glanzmann e Gratz (59) ndo encontraram relacdo entre a adicdo de QT ao
regime terapéutico oncoldgico e o aumento do risco de ORN. Em conformidade com
este resultado, Nabil e Samman (39) relataram que a realizacdo da QT associada a
RT ndo aumenta o risco de desenvolvimento de ORN. Wang et al. (60) também
corroboraram esses resultados em seu estudo.

A associacao entre a cirurgia ablativa (resseccédo 6ssea ou osteotomia) e a
RT, no entanto, oferece maior risco de desenvolvimento de ORN nos 0Ssos
residuais (30,33,52). Thorn et al. (52) observaram em seu estudo que 10% dos

casos de ORN tiveram inicio devido a cirurgia do tumor. Raguse et al. (54)
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confirmaram que pacientes submetidos a osteotomia pré-RT, especialmente aqueles

com resseccdes periféricas tem um risco aumentado para a ORN.

2.7.4 Osteorradionecrose: Fatores de risco relacionados a dose de radiacéo

A dose de radiacéo € outro fator de risco importante para a ORN. A relagéo é
diretamente proporcional: quanto maior a dose administrada, maior o risco de
desenvolvimento de ORN (20,45,55). Para o desenvolvimento de ORN é necessario
gue a dose de radiacao seja de, no minimo, 60Gy (7). No entanto, segundo Widmark
et al. e Thorn et al. (19,52), embora reduzido, o risco de desenvolvimento de ORN
nao esta ausente mesmo em doses abaixo de 60Gy. Além da dose total de radiacéao,
a taxa da dose e o fracionamento também desenvolvem relagdo com o risco de ORN
(18,19,31).

2.7.5 Osteorradionecrose: Fatores de risco relacionados a técnica de radiacéo

Diferentes modalidades de RT apresentam niveis distintos de risco para o
desenvolvimento de ORN (17,30,61,62). Diminuicdo continua na taxa relatada de
ORN foi observada com o uso de técnicas de radioterapia modernas em
comparacao com as técnicas anteriormente usadas (63-65). Publicacdes recentes
associaram o uso da Radioterapia de Intensidade modulada (IMRT) e da
Radioterapia com Arco Volumétrico (VMAT) a uma possivel redugcdo no risco de
ORN para 1-7.5% (66-69), além da diminuicdo de outras complicacbes na regido
irradiada, como a hipossalivacao (70). Com o uso dessas técnicas de RT, partes da
mandibula podem ser preservadas, reduzindo assim o risco de ORN (68).

Alguns autores (71,72) relatam que a BQT esta relacionada ao maior risco de
desenvolvimento de ORN devido a proximidade da fonte radioativa com o 0sso.
Store et al. (62) afirmam que nesse tipo de radioterapia, doses maiores de radiacao

séo absorvidas pelo osso.

2.80STEORRADIONECROSE EM MODELO ANIMAL

Na literatura, varios modelos experimentais de inducdo de ORN utilizando

BQT e RT convencional foram descritos. Damek-Poprawa et al. (73) realizaram
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estudo com BQT de alta taxa de dose. Oito ratos receberam 50Gy de dose de
radiacdo em sessdo Unica em mandibula direita, utilizando como fonte radioativa o
Iridio-192, mesma fonte utilizada no presente estudo. Adicionalmente, os animais
receberam pequenos traumas cirdrgicos nos sitios irradiados. Alteracfes
esqueléticas estruturais e celulares foram avaliadas com Micro-CT, histologia e
imunohistoquimica 10 semanas apés a irradiagdo. Os resultados demonstraram
eritema e edema pronunciado na area irradiada, além de ulceracdo dos tecidos
moles, ORN e sequestro 0sseo.

Cohen et al. (74) realizaram um estudo com o objetivo de criar um modelo
animal de ORN na mandibula, também utilizando BQT de alta taxa de dose. Seis
ratos foram irradiados em Unica dose de 30Gy, enquanto quatro animais serviram
como controle. Os molares inferiores de todos os ratos foram extraidos no dia
seguinte a irradiacdo e apés 28 dias foi feita a analise microscopica fluorescente,
histolégica e microtomografica. Os resultados demonstraram cicatrizagdo completa
nas mandibulas do grupo controle e exposicdo 6ssea nos alvéolos de extracdo dos
animais do grupo experimental, que receberam irradiagéo.

Niehoff et al. (75) também relataram situacdo semelhante em seu estudo, no
qual 24 ratos foram divididos em um grupo tratado com BQT em dose unica de 20Gy
e um grupo controle nado irradiado. Nesse estudo ndo foi criado trauma cirdrgico ou
feita extracdo dentaria. Os autores concluiram, apos acompanhamento de 100 dias
pos-irradiacdo, que € possivelinduzir danos radiogénicos na mandibula usando BQT
com dose unica de 20Gy.

Tamplen et al. (76) desenvolveram um protocolo de indugdo a ORN composto
por 10 ratos (6 experimentais e 4 controles), os quais tiveram o0 segundo molar
inferior esquerdo extraido 7 dias apos a irradiacdo de 20 Gy com BQT (no grupo
experimental) ou apdés a simulacdo de BQT (grupo controle). Os resultados
histologicos e microtomogréficos evidenciaram o desenvolvimento da ORN na regido
esquerda da mandibula dos animais que foram submetidos a BQT e concluiram que
o parametro microtomografico utilizado forneceu a quantificacdo da perda Ossea
necessaria para a determinacao da inducdo de ORN neste modelo animal.

Partindo-se do pressuposto que a mandibula é mais suscetivel a lesdo 6ssea
radiogénica e ao desenvolvimento de ORN (25), Armin et al. (77) fizeram um estudo
com o objetivo de avaliar os achados clinicos e radiogréaficos da irradiacao direta na

maxila de ratos e comparar com o0s resultados de outro modelo animal de ORN
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mandibular recentemente desenvolvido. Dez ratos foram divididos em um grupo
experimental que recebeu a BQT na parte esquerda da maxila (n = 6) e um grupo
controle que recebeu terapia simulada de BQT (n = 4). O segundo molar dessa
regido foi extraido uma semana apos a radiagdo e a maxila analisada clinicamente e
microtomograficamente trés semanas apdés a extracdo dentaria. Os autores
afirmaram que semelhante a mandibula, a maxila é suscetivel a lesdo éssea
radiogénica, demonstrada pela diminuicdo significativa do volume 6sseo da maxila
do lado irradiado e submetido a extracdo dental.

Poort et al. (78), por sua vez, investigaram alteracfes 0sseas induzidas pela
RT convencional externa. Os animais (n=16) foram divididos em quatro grupos, que
receberam dosagens de 25Gy, 50Gy, 75Gy e um grupo néo irradiado que serviu
como controle. Esses animais também foram submetidos & exodontia dos dentes
posteriores da hemimandibula esquerda. Os autores concluiram que ambas as
intervencdes (extracdo dentaria e RT) causaram alteracdes no osso irradiado, que
levaram ao dano da vascularizacdo 6ssea e gque resultaram em um estado hipdxico
cronico do osso mandibular.

Fenner et al. (79) validaram alteracdes histolégicas induzidas por irradiacao
externa na mandibula de ratos. As mandibulas esquerdas de 20 ratos foram
irradiadas por meio de RT estereotaxica hipofracionada, com dose total de 60Gy,
durante um periodo de seis semanas. Apdés um acompanhamento de doze semanas,
alteracbes histologicas atribuidas a ORN foram detectadas em todos os sitios
irradiados. Assim, os autores concluiram, a partir da analise histologica, que o
protocolo de irradiacdo utilizado foi adequado para a avaliagdo do dano 6sseo
radiogénico.

Outros autores avaliaram o efeito imediato e tardio da teleterapia fracionada
por cobalto-60 sobre o percentual médio de osteoplastos em mandibula de ratos
(80). Os animais (n= 45) foram divididos em trés grupos: grupo 1 (n= 15) —
submetidos a teleterapia fracionada e eutanasiados logo apds a Ultima dose de
irradiagcéo; grupo 2 (n= 15) — idéntico ao grupo 1, porém mortos 30 dias apoés a
conclusdo da RT; grupo 3 (n= 15) — ndo-irradiado, servindo como grupo-controle. O
protocolo radioterapico consistiu de 30 sessdes de teleterapia, fracionadas em doses
de 2 Gyl/dia, totalizando 60 Gy. A hemimandibula esquerda de cada animal foi
processada histologicamente e os resultados mostraram que a irradiacdo, na dose

estabelecida, provocou um aumento no numero de osteoplastos e na diminuicdo do
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ndmero de ostedcitos no tecido mandibular irradiado de ratos, componente
importante na etiologia da ORN.

Kuriashi et al. (81) fizeram um estudo experimental para avaliar o efeito da
radiacdo sobre o processo de reparo 0sseo em ratos submetidos a extracdo do
primeiro molar superior esquerdo. Dose de 10Gy foi aplicada na maxila esquerda
dos animais, em sessdo Unica, e sete dias apds foram submetidos a exodontia. Os
animais foram eutanasiados trés, sete e quatorze dias apés a odontectomia e em
seguida foi realizada a analise microtomografica e histologica. Os resultados
mostraram diminuicdo estatisticamente significante do volume &ésseo no grupo
irradiado em comparacdo ao grupo néao irradiado. A tabela 1 apresenta os principais
trabalhos de indugcdo de ORN em modelo animal e os resultados histolégicos e/ou

microtomogréficos.
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Tabela 1. Principais trabalhos de inducdo de ORN em modelo animal e resultados histologicos e/ou microtomograficos.

REFERENCIA DOSE DE COLORACAO MICRO/CT E RESULTADOS ENDPOINT PRINCIPAIS CONCLUSOES
RADIACAO PARAMETROS
USADOS
POORT et al. 25Gy, 50Gy Masson's N&o fizeram Micro- A quantidade de Fibrose, formacéo de O aumento das doses de irradiagdo causaram alteracdes
78 . CT fibrose, reacdo de lacunas, destruicao Osseas arquitetdnicas e danificaram a vascularizagdo. Isso
2017 or 70Gy trichrome reabsorgio, necrose e cortical, sequestro 6sseo pode resultar em um estado hipéxico cronico do 0sso
(Convencional) as proporgoes Gsseas no processo alveolar. mandibular. Em geral, a taxa de formagao ésseafoi
foram aumentadas marcadamente diminuida apés a radioterapia.
apos altas doses de
radiagdo.
A taxa de remodelagéo
Ossea diminuiu apos a
irradiacao.
DAMEK-POPRAWA 50Gy HE BVITV Perda 0ssea. Osso necrético acelular ORN tem um inicio mais rapido na mandibula emrelagao a
et al. Braquiterapia) com perNda de ostedcitos, tibia no rato.
20137 (Brag p formacao de sequestro,
vasos rompidos com
eritrcitos extravasados e
substancia moida amorfa
eosindfilica infiltrada por
células basdfilicas.
COHEN et al. 30Gy HE, blue, BV/TV Redugé&o daformagéo Fibrose, inflamagé&o, O modelo de braquiterapia HDR que incorporou extracdes
74 . ) fluorcromo 6ssea nas mandibulas aumento dos dentarias p6s-RT demonstrou com sucesso dano ésseo
2011 (Braquiterapia) irradiadas. osteoclastos mandibular radiogénico reproduzivel, analogo & ORN clinica.
TAMPLEN et al. 20Gy HE BV/TV Reduc¢éo daformacgao Fibrose, aumento do Perda 6ssea significativa ap6s a radiagéo e a extragao
6ssea e aumento da namero de osteoclastos dentaria. Este modelo limita com sucesso a quantidade de
20117¢ (Braquiterapia) presenca de fibrose e e diminuicdo dos morbidade animal, aumenta a viabilidade experimental e

inflamag&o. Reducdes
brutas na largura
cortical, diminuicao da
formagéo 6ssea nas
areas de extragdo e
aumento da reabsor¢céo
nas &reas fraumética e
atraumdtica de

osteoblastos, reducao da
formagéo 6ssea.

limita os animais necessérios para a experimentacao, bem
como fomece a evidéncia histolégica de um mecanismo de
desequilibrio celular na patogénese da ORN.
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mandibulas irradiadas.

FENNER et al.

20107

PELISSER et al.

2007%°

ARMIN et al.
201277

KURIHASHI et al.
2002%

60Gy HE, Blastica/van
. Giesson
(Convencional)
60Gy HE
(convencional
fracionada)
20Gy Né&o fez histologia
(Braquiterapia)
10Gy HE, Mallory- Azan,

ALP (fosfatase

(Convencional) alcalina), TRAP

N&o realizaram
micro-CT

N&o realizaram
micro-CT

BVITV

BVITV

Alteragdes histologicas
atribuidas a ORN
(lacunas vazias,fibrose,
necrose)

Fibrose, reducéo do
namero de células,
lacunas vazias e necrose
focalforam detectados
emtodos os locas
irradiados

A irradiacéo externacom uma dose de referéncia total de 60
Gy é viavel emratos e produz todas as alteragdes
histolégicas atribuidas a ORN apds um seguimento de 6
semanas.

Alteragdes nucleares
nos ostedcitos e células
endoteliais na area de
irradiacao
caracterizadas pelo
surgimento de
regides fracamente
coradas,
assemelhando-se
a bolhas ou vacuolos.

Hipocelularidade no
tecido 6sseo
exposto a radiagdo.

A diminuico do nimero de osteéeitos no tecido ésseo
irradiado € um componente importante na etiologia da
osteorradionecrose.

Reducéo bruta na
largura cortical, reducéo
Ossea, formagéo de
fendas na area de
extragdo e aumento da
reabsorgdo em areas
traumaticas e
atraumdticas de maxila
irradiada em
comparacgéo com
amostras do grupo
controle.

indice BV/TV
significatvamente
reduzido no grupo
experimental em
comparag&ao com o grupo
controle.

A maxila é altamente suscetivel a lesdo 6ssearadiogénica.

Reduc¢éo daformacgao
Ossea na regiao
irradiada.

Menor quantidade de
fibroblastos no tecido de
granulag&o no interior do

alveolo.

Os efeitos de radiagdo sédo mais nocivos quando a
odontectomia é realizada muito tempo apds a exposi¢cao ao
raio X do que quando é realizada logo apés a irradiagao.




Revisdo de literatura |30

2.8 OZONIOTERAPIA

O O3 apresenta-se naturalmente na camada superior da atmosfera,
protegendo o0s seres vivos dos raios ultravioletas. A molécula de O3 é composta por
trés atomos de oxigénio (82,83). Por ser mais pesado que o ar, a medida que desce
para a terra, combina-se com qualquer poluente que entra em contato e realiza a
limpeza do ar (84). A definicdo da palavra O3 vem do grego ‘ozein’ e significa odor,
fazendo referéncia ao seu odor caracteristico e penetrante (85).

A utilizacdo do O3 para fins terapéuticos tem sido descrita desde o século
XIX. O primeiro a menciona-la, em 1785, foi o fisico holandés Martin van Marun, mas
foi Christian Friedrich Schonbein, um quimico alemao e professor da Universidade
de Basileia, em 1840, que demonstrou as mudancas nas propriedades do oxigénio
com a formacéo do gas ozbnio (O3). Dessa forma, Christian Friedrich Schonbein é
considerado o pai da ozonioterapia (85).

O gas ozonio é obtido artificialmente a partir do oxigénio (0O2). Possui
propriedades antimicrobianas, apresentando atividade bactericida, virucida e
fungicida (85). Tem alto potencial de oxidacéo, sendo 1,5 vezes mais efetivo que o
cloreto quando usado como agente antimicrobiano. De acordo com o Comité
Cientifico Internacional sobre Ozonioterapia (85), 0 O3 é capaz de destruir todos 0s
tipos conhecidos de bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo a
Pseudomona aeruginosa e Eschericea coli, bactérias extremamente resistentes aos
antibioticos. O efeito antimicrobiano do O3 pode ser explicado por sua acao direta no
citoplasma das células, promovendo a ozondlise de ligagdes duplas e modificagcbes
no conteudo intracelular (86).

Bocci et al. (87) afirmaram que alguns mecanismos bioquimicos essenciais e
0 sistema antioxidante podem ser ativados com uma pequena dose de O3. Além
disso, 0 O3 também estimula a circulagdo sanguinea e a resposta imune (80). Tem
ainda a capacidade de reagir com componentes sanguineos (eritrocitos, leucocitos,
plaquetas, células endoteliais e sistema vascular), afetando de forma positiva o
metabolismo do oxigénio, a energia celular, a imunomodulacdo e a microcirculacéo
(87,88).

Existem trés formas basicas de aplicacdo do O3: gas ozonizado, agua
ozonizada e 6leo ozonizado (82). O O3 pode ser aplicado no corpo através da

vagina (89), reto (90), via intramuscular, via subcutanea (91) ou ainda através da
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autohemoterapia (92). A aplicacao do O3 esta tornando-se cada vez mais comum na
pratica odontolégica e tem sido utilizado em diferentes indicacdes, como no
tratamento de lesdes de carie incipientes, desinfeccdo de cavidades, canais e bolsas
periodontais, lesdes herpéticas e Ulceras em cavidade oral, além da desinfeccdo de
proteses dentarias (82,93).

Devido as suas propriedades de desinfeccdo, o O3 tem sido utilizado na
Odontologia também como alternativa ou adicionalmente aos antissépticos padrdes.
Na cirurgia oral, tem sido proposto o seu uso durante o procedimento cirdrgico e no
pos-cirdrgico como desinfetante tépico (94). Segundo Baysan et al. (88) a agua
ozonizada promove a hemostasia, aumenta o suprimento local de oxigénio e inibe a
proliferacao bacteriana.

Segundo Ripamonti et al. (10), o O3 estimula ainda a reacao biolégica e induz
o reparo tecidual e ésseo no tratamento de lesGes de necrose dssea. Esses autores
associam o seu efeito benéfico a estimulacéo da proliferacéo celular e a cicatrizacao
dos tecidos moles. Em estudo semelhante, Ripamonti et al. (95) utilizaram o O3 em
sua forma gasosa para o tratamento de 24 pacientes com lesbes de ON > 2,5cm.
Todos 0s pacientes tratados com gas ozonizado, associado ou ndo a cirurgia para
excisdo de 0sso necrotico, apresentaram cura total da leséo.

Agrillo et al. (11) relataram a cura de 94 pacientes com Osteonecrose dos
maxilares associada ao uso de bisfosfonatos (BRONJ) utilizando a ozonioterapia
duas vezes por semana, durante trés minutos, num total de oito sessées. Em outro
estudo, Agrillo et al. (96) trataram 131 casos de BRONJ com O3 e em 90% deles
obtiveram resultados satisfatorios, com a cura das exposi¢cfes O0sseas. Segundo
esses autores, o O3 induz a formacdo de sequestro 0sseo, aumenta a
vascularizagdo do 0sso subjacente e estimula a formacgéo de tecido de granulagao.
Consequentemente, a excisdo dessa lesdo expde o tecido regenerado, evitando
assim, o tratamento cirurgico.

Petruci et al. (97) utilizaram também o O3 no tratamento de ON em pacientes
com mieloma multiplo e sugeriram, com base nos resultados positivos deste estudo,
que, se aplicado por 15 dias, a terapia com O3 pode tratar com sucesso BRONJ.
Steinhart et al. (98) avaliaram o efeito da terapia com O3 no tratamento da
osteomielite refrataria de cabeca e pescoco e relataram seu efeito benéfico também

nessa patologia.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjfodD33YvXAhXCGJAKHbaNBEQQFggnMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fpid%3DS0482-50042012000200010%26script%3Dsci_abstract&usg=AOvVaw0d0qkIG4uTAp0AzpUYwZPN
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjfodD33YvXAhXCGJAKHbaNBEQQFggnMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fpid%3DS0482-50042012000200010%26script%3Dsci_abstract&usg=AOvVaw0d0qkIG4uTAp0AzpUYwZPN
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Assim, os estudos apresentados nesta revisdo de literatura demonstraram 0s
aspectos clinicos, imaginoldgicos e histologicos relacionados a ORN e a sua inducéo
em modelo animal. De forma semelhante, o efeito do O3 através do
condicionamento oxidativo do organismo foi demonstrado em diversos estudos
clinicos e em estudos de modelo animal, no tratamento de lesbes em tecido mole.
No entanto, ndo existem trabalhos na literatura que demonstrem a acéo do O3 sobre
o tecido 6sseo, especialmente o seu efeito na prevencdo e reparo do dano 0sseo.
Assim, estabelecer um protocolo de inducdo de ORN em modelo animal que torne
viavel a avaliacdo do efeito do O3 sobre o tecido mandibular irradiado é essencial
para a compreensdo dos eventos associados a esta patologia e a terapéutica
proposta nesse estudo. Assim, este estudo objetiva avaliar histologicamente e

imaginologicamente a ORN tratada com ozonioterapia em modelo animal.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar por meio de microtomografia computadorizada e analise histoldgica os

efeitos terapéuticos do oz6nio sistémico no 0sso mandibular irradiado.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar clinica e macroscopicamente os efeitos de altas doses de braquiterapia
na mandibula de ratos*;

e Fazer a caracterizacao histolégica do osso mandibular irradiado e submetido a
insuflacdo da mistura gasosa de ozonio/oxigénio;

e Comparar, por meio de critérios histopatolégicos, as caracteristicas histologicas
do tecido 6sseo mandibular antes e apos as sessbes de braquiterapia e
ozonioterapia;

e Mensurar as alteragcbes microarquiteturais vistas pela Micro-CT do o0sso
mandibular irradiado entre 0s grupos;

e Comparar, por meio de microtomografia computadorizada, as caracteristicas
microestruturais do tecido 6sseo mandibular antes, durante e apds as sessfes

de braquiterapia e ozonioterapia.

*Estes dados foram apresentados no Trabalho de Conclusdo de Curso do
Programa de Residéncia Multiprofissional em Atengdo Oncolégica —
Odontologia, entitulado “Ozonioterapia no manejo de efeitos adversos da
braquiterapia em mandibula: estudo laboratorial em modelo animal experimental”
(Pesquisadores responsaveis: Camila Feier Viegas e Prof. Dr. Sérgio Bruzadelli

Macedo).
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4. METODOS

Esse estudo foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso Animal do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (CEUA, UnB, Brasilia, Brasil) e
aprovado sob o protocolo UnBDoc n°®147275/2015.

4.1 AMOSTRA

A amostra foi composta por 20 animais, Rattus norvergicus albinus (Wistar),
machos, com idade de 90 dias e peso de aproximadamente 250g. Os animais foram
mantidos no Biotério de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias da Saude
da Universidade de Brasilia e climatizados por uma semana antes do inicio do
experimento. Os animais foram selecionados e aleatoriamente distribuidos em

caixas de polipropileno com tampa zincada, mantidos em ciclo claro/escuro de 12h,
em temperatura média de 23°+ 2°C e com acesso a racao e agua ad libitum.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

ApoOs o periodo de adaptacdo no biotério, os ratos foram divididos em dois
grupos com 10 animais cada:
e Grupo ozonioterapia (OZT)
e Grupo controle (CNT)

Os animais do grupo ozonioterapia (OZT) foram submetidos a BQT (10Gy),
uma vez por semana, durante cinco semanas e a aplicacdo da mistura gasosa de
oxigénio/ozbnio (02/03), via insuflacdo retal, trés vezes por semana, durante seis
semanas, iniciando uma semana antes do inicio da radiacdo ionizante. Ja 0 grupo
controle (CNT) foi submetido apenas a BQT (10Gy), uma vez por semana, durante
cinco semanas. Além disso, todos os animais foram submetidos a realizacdo de
Micro-CT. O primeiro escaneamento foi obtido no dia zero do experimento,
previamente a qualquer intervencdo; jA a segunda tomada microtomografica foi
realizada na terceira semana do experimento; e o Ultimo, ao final das cinco semanas

de experimento (Figura 1 e 2).
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Figura 1. Timeline do delineamento da pesquisa do grupo ozonioterapia (WCT: Microtomografia; O3: Ozonioterapia; BQT:

Braquiterapia).

e nCT2 LCT3
BQT1 BQT2 BQT3 BQT4 BQAQTS
Eutanasia
W v W W W W W )
T N AN N N N AN
Dia O Dia 57
Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42

Figura 2.

Timeline do delineamento da pesquisa do Grupo Controle (WCT: Microtomografia; BQT:

Braquiterapia).
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4.3 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (MICRO-CT)

Para a realizagdo da Micro-CT foi utilizado o aparelho de microtomografia in
vivo Skyscan 1076 — Bruker MicroCT (Skyscan, Aartselaar, Bélgica), instalado no
Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade de
Brasilia (Figuras 3 A-F). A Micro-CT foi realizada com tamanho de voxel isotrépico
de 36 x 36 x 36ym e um tempo de exposicdo aproximado de 7 minutos por
escaneamento. O escaneamento foi realizado por um Unico operador, sob
supervisdo do Professor Sasha Braun.

As reconstrucdes bidimensionais foram realizadas com o software NRecon (V
1.6.9, versdao 64 bits com aceleracdo GPU, Skyscan, Kontich, Bélgica) e a
tridimensional com o CTvox (V 1.5.0, versédo 64 bits, Skyscan, Kontich, Bélgica). Em
seguida, foram realizadas avaliac6es por meio das reconstru¢cdes multiplanares/2D e
reconstrucdes tridimensionais utilizando o software CT- Analyser (V 1.15.4.0, verséao
64 bits, Skyscan, Kontich, Bélgica).

O software utilizado para a medicdo em trés seccdes (transversal, coronal e
sagital) foi o CT- Analyser. Diversos parametros microestruturais foram mensurados
a partir desse programa. A regidao de interesse (ROI) para avaliacdo do 0sso
trabecular em mandibula foi obtido na regido apdés o primeiro molar, acima do
forame mentoniano. Foram selecionadas 20 imagens de interesse por animal. Todos
os procedimentos foram realizados pelo mesmo avaliador.

Os parametros avaliados foram: Volume Total da amostra (TV), Volume ésseo
(BV), Proporcéo entre Volume Osseo e o Volume da amostra (BV/TV), Espessura
Trabecular (Tb.Th), Niumero de trabéculas Osseas (Tb.N), Separacao trabecular
(Th.Sp) e Dimenséao Fractal (FD).
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Figura 3. Aquisi¢éo das imagens por meio do micro-CT. A, B e C - Aspecto externo do
Micro-CT in vivo Skyscan 1076 (Skyscan, Aartselaar, Bélgica); D - Aspecto da canaleta
onde os animais a serem escaneados foram dispostos; E- Aspecto da disposicdo do
animal dentro da canaleta. As luzes acesas a direita que correspondem ao local da
camera de monitoramento dos sinais vitais do animal; F- Aspecto do software durante a
aquisicao das imagens.
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4.4 SEDACAO ANIMAL

A realizacdo dos escaneamentos microtomograficos e das sessdes de BQT
seguiu um protocolo adequado para promover a analgesia, a anestesia e a sedacao
dos animais durante tais procedimentos. Os ratos foram anestesiados com cloridrato
de Ketamina 10% e sedados com Xylazina 2% (doses de 100 mg/kg e 10mg/kg
respectivamente) aplicados por via intramuscular com agulha hipodérmica 0,30 x
13mm (BD Precision Glide ®) (Figuras 4A-D).

4.5 BRAQUITERAPIA

A deposicdo da dose de radiagao foi feita por meio da técnica de BQT de alta
taxa de dose, usando como fonte radioativa o Iridio-192, cujas dimensfes da fonte
cilindrica utilizadas foram: didametro de 1 mm e comprimento de 4 mm (Nucletron,
Microselectron HDR, Holanda). Tal equipamento pertence ao servico de
Radioterapia do Centro de Alta Complexidade em Oncologia do Hospital
Universitario de Brasiia (CACON/HUB) e foi disponibilizado para realizacdo da
pesquisa apos os periodos de atendimento aos pacientes oncologicos (Figura 5A-D).

Foi utilizado um aplicador do tipo sonda, que ficou em contato intimo com a
hemimandibula esquerda dos animais. O comprimento irradiado de mandibula,
percorrido pela fonte radioativa no interior dessa sonda, foi de 1,0 cm. Foram feitas
cinco sessbes de BQT (1x por semana) com doses diarias de 10 Gy.

Aplicando o modelo de Dose Efetiva Bioldgica (Biological Effective Dose), o
fracionamento realizado correspondeu biologicamente a mais de 70 Gy para o
fracionamento convencional de 2 Gy por dia em 35 fragbes. A dose foi prescrita a
0,5 cm do eixo da sonda. A atividade aproximada da fonte radioativa foi de 4,0 Ci
(148 GBq) e o tempo medio de exposicdo a radiacdo foi de aproximadamente 1

minuto para cada sessao.
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Figura 4. Alojamento e alimentacdo dos animais, procedimentos de anestesia, analgesia
e sedacdo dos animais. A - Disposicdo das gaiolas no biotério; B - Caixa de
acomodacédo dos animais; C - Cloridrato de Cetamina e Xilazina; D - Administracdo da
medicacao dos animais.
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Figura 5. Irradiacdo com aparelho de Braquiterapia e Ozonioterapia. A — Aparelho de
braquiterapia; B — Aplicador do tipo sonda posicionado na cavidade oral em contato
com a hemimandibula esquerda do animal; C — Visdo ampliada do posicionamento da
sonda; D — Visao geral das sessdes de braquiterapia; E - Insercdo da canula de
nelaton no reto do animal; F - Insuflagéo retal do gas ozonizado.
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4.6 OZONIOTERAPIA

Os animais do grupo OZT receberam insuflacdo via retal de uma mistura
gasosa de ozoOnio/oxigénio (0O3/02), trés vezes por semana, durante as seis
semanas do experimento, iniciando uma semana antes da primeira sessao de BQT
(Figura 5E e F). Esse procedimento foi realizado somente com a contengcdo do
animal, sem a necessidade de anestesia.

A dose de ozbnio utilizada foi representada pela concentracdo de O3
(expressada por mg/L) pelo volume (L) de gas (02-0O3), sendo considerada a
concentracdo de 3% de ozbnio e 97% de oxigénio. Dessa forma, uma mistura
gasosa 02-03 na concentracao de 50ug de ozbnio, foi obtida a partir de um gerador
de ozbnio medicinal (OzoneLife, S&do Paulo, Brasil) que produz O3 a partir de
oxigénio medicinal (99,5% de pureza), com fluxo constante de 1L/min.

Imediatamente apdés a obtencdo da mistura gasosa, que foi colhida por
intermédio de seringa plastica tipo Luer siliconizada, esta foi administrada por
insuflacdo retal, utilizando sonda de Nelaton n° 8, a qual foi inserida 6,0cm no reto
do animal com auxilio de gel lubrificante. O protocolo com Ozonioterapia foi
constituido de insuflacéo retal de uma mistura gasosa de 02-O3 na concentracao de
50ug/mL, totalizando o volume de 4,0-5,0mL por sesséo, conforme metodologia

adaptada de Fernandez et al. (99).

4.7 EUTANASIA

Todos os animais, de ambos 0s grupos, foram submetidos a eutanasia por
hip6xia em camara de gas carbbénico 15 dias apds a Ultima sessdo de BQT, no
Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia. As cabecgas foram guilhotinadas e fixadas em solucéo de paraformaldeido a

4% durante 48h para andlise histologica.

4.8 ANALISE HISTOLOGICA

As mandibulas dos animais foram seccionadas sagitalmente e 0 excesso de

tecido mole dissecado. Apés, foram descalcificadas em EDTA 4,13%, com o auxilio
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de um processador de tecidos por micro-ondas Biowave.Pro (Pelco/Ted Pella, USA),
durante um periodo de trés meses com trocas a cada 72 horas. As hemimandibulas
foram desidratadas em concentracfes crescentes de alcool etilico (50%, 70%, 80%,
95% e 100%), as amostras impregnadas no tolueno e incluidas em parafina
Paraplast®. Cortes axiais seriados em microtomo foram realizados, obtendo-se
espécimes com 7um de espessura e apods, submetidos a processamento histologico
por Hematoxilina e Eosina (HE). Foram analisadas 40 laminas, correspondentes as

hemimandibulas do grupo OZT e do grupo CNT, divididas da seguinte forma:

Grupo Ozonioterapia (OZT)

e Ladoirradiado (esquerdo) - OZTLE
e Lado ndo irradiado (direito) - OZTLD

Grupo Controle (CNT)

e Ladoirradiado (esquerdo) - CNTLE
e Lado ndo irradiado (direito) - CNTLD

As laminas foram analisadas seguindo o padrdao semi-seriado, em
Microscopio biolégico binocular 1600x — Opton (Anatomic, Sdo Paulo, Brasil),
presente no Laboratério de Histopatologia Bucal, da Faculdade de Ciéncias da
Saude, da Universidade de Brasilia. Os seguintes parametros foram verificados em
cada lamina, de acordo com Damek-Poprawa et al. (73), Cohen et al. (74); Tamplen
etal. (76), Poortetal. (78); Fenner et al. (79) e Pelisser et al. (80):

e Presenca de osteoclastos (evidéncia de reabsor¢cdo 0ssea ativa);

e Desorganizacdo tecidual (alteracfes 0sseas arquitetbnicas);

e Fibrose (em substituicdo ao contedo medular normal);

¢ Sinais de necrose (lacunas vazias ou osteoplastos vazios);

e Necrose (areas focais ou ndo);

e Sequestro 6sseo (fragmento 6sseo desprendido do arcabougo mandibular e

com sinais evidentes de necrose).
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes as variaveis Volume Total da amostra (TV), Volume
6sseo (BV), Proporgdo entre Volume Osseo e o Volume da amostra (BV/TV),
Espessura Trabecular (Tb.Th), Numero de trabéculas Osseas (Tb.N), Separacéo
trabecular (Th.Sp) e Dimensdo Fractal (FD) foram tabulados em planilhas de
Microsoft Excel® e avaliados quanto as estatisticas descritivas de média e desvio
padrdo em fungéo dos grupos CNT e OZT ao longo de trés momentos distintos: TO —
momento inicial, dia zero do experimento; T1 — na terceira semana do experimento;
T2 — final do experimento, apds cinco semanas. Todas as variaveis foram avaliadas
do lado esquerdo (lado irradiado).

Uma vez que a experimentagdo foi realizada em um delineamento
inteiramente casualizado, os dados foram avaliados por meio de testes
parameétricos. Foi aplicada a Analise da Variancia Fatorial para Medidas Repetidas,
testando-se a hipétese nula de igualdade de médias entre 0s grupos experimentais
ao longo dos trés momentos de andlise. Esta analise foi seguida do teste de
acompanhamento de LSD-Fisher em caso de significancia estatistica (p<0,05). As
andlises foram realizadas nos programas Statistica 7.0 (Statsoft, 2004), assumindo

um nivel de significancia de 0,05.
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5. RESULTADOS

Da amostra inicial de 20 animais e com a perda de quatro animais, sendo dois
do grupo CNT e dois do grupo OZT, a amostra final foi composta, portanto, por 16
animais. A seguir serdo apresentados o0s resultados relativos aos parametros

microtomogréaficos analisados e as caracteristicas histolégicas.

5.1 PARAMETROS MICROTOMOGRAFICOS

Os parametros microtomograficos foram comparados entre oito animais do
grupo CNT e oito animais do grupo OZT. Neste estudo, baseado em estudo prévio
(100), todas as andlises foram comparadas nos trés tempos estudados (analise basal,
durante e apds a braquiterapia), com comparacdo intragrupo (OZTLE x OZTLD e
CNTLE x CNTLD) e entre os dois grupos (CNT x OZT).

A tabela 2 mostra a comparacao dos parametros da porcdo 0ssea trabecular
da mandibula entre os animais do grupo CNT e os animais do grupo OZT. Nesta
tabela, observa-se que a analise basal (TO) permitiu a confirmacdo da normalidade de
cada grupo estudado. N&do foram identificadas alteracdes nos parametros 0sseos
microtomograficos no primeiro tempo de avaliagdo (T1l). Apos o ciclo de BQT,
observou-se um aumento significativo da proporcéo entre o Volume Osseo e o Volume
da amostra (BV/TV), tanto no Grupo Ozonioterapia quanto no Grupo Controle (entre TO
e T2), uma caracteristica do 0sso necrotico. Os demais parametros, Volume Total da
Amostra (TV), o Volume Osseo (BV), a Espessura Trabecular (Tb.Th), o NUmero de
trabéculas 0sseas (Th.N), a Separacao trabecular (Tbh.Sp) e a Dimenséo Fractal (DF)
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os tempos avaliados,
nos dois grupos. A analise intergrupos (CNT x OZT) ndo demonstrou diferencas
estatisticamente significantes para todos os parametros 6sseos microtomograficos. A
figura 6 apresenta o ROI para avaliacdo do osso trabecular (6A e B) e as reconstrucdes
tridimensionais e bidimensionais de Micro-CT da hemimandibula esquerda (lado
irradiado), do grupo CNT (6C e D) e do grupo OZT (6E e F).
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Tabela 2. Comparacéo dos valores médios dos parametros estruturais da Micro-CT entre o Grupo Controle e Grupo Ozonioterapia.

Grupo Controle (CNT) Grupo Ozonioterapia (OZT)

T0 T1 T2 TO T1 T2

Media DP Media DP Media DP Media DP Media DP Media DP
™ 159784 0008 159784 0.006 15.976%%  0.010 15.978=%  0.007 15.976%4 0.009 1597424 0.004
BV 814184 13988 5513024 22602 559134 26.889 27366 15183 36 H4584 25768 41 64124 24 826
BV/TV 1.368%4 2.515 18.195b4 15.477 28.19984 22037 2.868%4 2279 15.898ab4 15.832 26.067%4  15.538
Tb.Th 724624 0.000 9.730=bA 2.626 11.259%4 4454 20122 2076 9 244sbA 1.955 10,9524 2239
Tb.N 0.0001=*  0.0003 0.0014b4 0.0012 0.0018bA 0.0017 0.0005%%  0.0004 0.0015b4 0.0012 0.0022°4  0.0009
Tb.Sp 3668424 3929 32,6684 4914 2955204 8.534 344224 5213 30.893=4 6314 29.035%%  6.635
DF 1.136%4 0.267 1.29224 0.352 151924 0.428 1.183=%  0.190 1.458=04 0.337 1.771bA 1.183

TV - Volume Total da amostra, BV - Volume dsseo, BV/TV - Proporcdo entre Volume Osseo e o Volume da amostra, Tbh.Th - Espessura Trabecular, Th.N -
NUumero de trabéculas 6sseas, Th.Sp - Separacao trabecular, DF - Dimens&o Fractal. TO - Avaliacdo Micro-CT inicial, T1- Avaliacdo Micro-CT ap0ds 3 sessdes
de braquiterapia, T2 - Avaliacdo Micro-CT apds 5 sessdes de braquiterapia.

a,bc

ozonioterapia ou agueles do grupo controle (p> 0,05).

A B,C

grupo controle (p> 0,05)

Comparagdes intragrupo (linha): as médias seguidas pela mesma letra minGscula ndo s&o significativamente diferentes para animais do grupo

Comparacdes intergrupos (linha): as médias seguidas pela mesma letra mailscula ndo sdo significativamente diferentes entre o grupo ozonioterapia e
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Figura 6. Regido de interesse e reconstrugdes tridimensionais e bidimensionais de
Micro-CT de hemimandibula esquerda (lado irradiado). A — Corte axial demonstrando
o ROI trabecular mandibular (circulo em vermelho); B - ROI trabecular mandibular em
maior aumento; C e D — Reconstrugéo tridimensional e bidimensional do grupo CNT;
E e F - Reconstrucéo tridimensional e bidimensional do grupo OZT.
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5.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

Na analise dos grupos irradiados (OZTLE e CNTLE), ambos apresentaram
caracteristicas morfolégicas tipicas do quadro de ORN. Isto é, observou-se
desorganizacdo tecidual, fibrose e em varios pontos, sinais claros de necrose. Os
sinais de necrose podem ser vistos pela auséncia de ostedcitos nos osteoplastos. De
forma menos intensa também foram visualizadas areas compativeis com sequestro
0sseo. A andlise dos grupos ndo irradiados (OZTLD e CNTLD) apresentou
caracteristicas de normalidade éssea, com a manutencdo da arquitetura do tecido
o0sseo (Figura 7A e B). Quando comparados os parametros histologicos entre os
grupos OZT e CNT, ndo foram observadas diferengcas morfoldgicas e arquitetbnicas
(Figura 7C - F). Assim, os resultados obtidos por meio da analise histolégica

corroboraram os resultados da analise microtomogréfica.
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Figura 7. Comparacgédo dos achados histologicos entre a regido mandibular irradiada
(lado esquerdo) e ndo irradiada (lado direito). A e B — Grupo ozonioterapia e grupo
controle: mandibula do lado direito (H&E, 10x, 20X). C-E - Mudancas 0Osseas
arquitetdonicas promovidas pela irradiacdo no lado mandibular irradiado do grupo
ozonioterapia (C e D) e em E, grupo controle (H&E, 20x, 10x e 5x); F - Ampliagédo
da area retangular selecionada representada em E; (H&E, 40X). Setas verdes
(perda da continuidade do o0sso, possivelmente sequestros 6sseos); Seta preta
(auséncia de ostedcitos); Setas amarelas (osteoclastos — reabsorcédo 6ssea ativa);
Seta azul (fibrose em area medular); Setas vermelhas (dente); Asteriscos
(osteoplastos vazios — sinais de necrose).
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6. DISCUSSAO

Pelo nosso conhecimento, este foi o primeiro trabalho a avaliar, em modelo
animal, o efeito da ozonioterapia na prevencdo e reducdo do dano d&sseo
relacionado a irradiacdo com BQT. Embora tenha havido clara inducdo de ORN,
neste modelo animal, ndo houve resultados positivos quanto ao O3. As alteracdes
Osseas tipicas da ORN foram perceptiveis nos animais irradiados, tanto no grupo
que recebeu ozonioterapia como no grupo que foi somente irradiado pela BQT.
Estas alteracbes foram encontradas em ambas as analises histopatologicas e
microtomogréficas, corroborando os achados da literatura (Tabela 1). No entanto, o
03 ndo se mostrou eficaz na reducao dos danos 6sseos relacionados a RT.

O resultado negativo da ozonioterapia neste protocolo ndo pode ser
comparado uma vez que ndo existem trabalhos com o mesmo delineamento. No
entanto, o O3 em modelo animal j& se mostrou eficaz no tratamento de lesGes em
tecido mole, isquemia e reperfusdo cardiaca e renal (12,13,101). Também mostrou
resultados positivos no processo de cicatrizacdo de alveolos dentarios em ratos
submetidos a exodontia e na aceleracdo do reparo de defeitos 6sseos produzidos na
calvaria de ratos (102,103). Em estudos clinicos a eficacia do O3 também foi
comprovada, embora em outros tipos de ON (10,11,95,96,104). No entanto, ainda
que tenha sido testado em outros tipos de ON com resultados positivos, deve-se
ressaltar que, tanto do ponto de vista histoloégico quanto imaginolégico, o
comportamento da Osteonecrose dos maxilares associada ao uso de medicamentos
(MRONJ) é diferente do comportamento da ORN (105,106). Por esse motivo, o O3
foi selecionado para esse estudo em modelo animal.

Em relagdo aos efeitos da radiacdo no tecido 6sseo, 0S nossos resultados
corroboram com estudos anteriores (Tabela 1). Os resultados do nosso estudo sao
reforcados pela coeréncia entre os resultados histolégicos e microtomograficos.
Alguns autores mostraram somente a analise histolégica (78-80) ou
microtomogréafica (77). Esse trabalho, assim como Damek-Poprawa et al. (68),
Cohen et al. (69) e Tamplen et al. (76), mostrou a correlacdo entre ambos o0s
resultados. A despeito de pequenas diferencas metodolégicas de outros estudos
relacionadas a dose, fracionamento da dose, tempo de tratamento, tempo de

eutanasia, 0 modelo experimental utilizado foi eficaz na inducéo da ORN.
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Na analise histologica, ambos 0s grupos apresentaram desorganizacao
tecidual, fibrose, presenca de lacunas vazias, perda de ostedcitos e em areas focais
sinais evidentes de necrose 0ssea. Os resultados histologicos deste estudo estédo
em conformidade com o trabalho de Fenner et al. (79), o qual relata achados
histologicos semelhantes atribuidos também a inducdo de ORN nos sitios irradiados.

Os resultados microtomogréaficos estdo de acordo com o modelo animal de
inducdo a ORN proposto por Tamplen et al. (76), que buscou analisar o efeito da
radiacdo no 0sso por meio da analise do volume 6sseo. Damek-Poprawa et al. (73),
Cohen et al. (74); Armin et al. (77); Kurihashi et al. (81) também fizeram modelo
animal semelhante e utilizaram o parametro BV/TV (Proporcéo entre Volume Osseo
e 0 Volume da amostra), para a analise do dano 6sseo radiogénico. Segundo
Junquera et al. (107), a medida de proporcdo de Volume Osseo (BV/TV) representa
a quantidade real de 0sso na area de interesse e tal valor € geralmente maior no
0SS0 necrdtico em comparacdo ao 0sso saudavel. Dessa forma, esses estudos, em
consonancia com o nosso estudo, evidenciaram o desenvolvimento de ORN nos
modelos experimentais utilizados, vistas a diferenca estatisticamente significante
entre o tempo inicial (animais sem qualquer intervencdo) e o tempo final (apés
irradiacao).

Durante o desenvolvimento desse estudo houve preocupacgéo constante para
gue o desenho experimental fosse similar ao realizado na pratica clinica. Por esse
motivo, a BQT foi realizada de forma fracionada (dose de 10Gy por sessao). Ao final
das cinco sessdes, os 50Gy corresponderam biologicamente a mais de 70Gy para o
fracionamento convencional de 2 Gy por dia em 35 fracdes, aplicando o modelo de
Dose Efetiva Biologica (Biological Effective Dose). Sabe-se que a dose tipica de
radiacao frequentemente empregada para tumores de cabeca e pescogco em seres
humanos estd entre 50 e 70Gy (108). Assim, a dose utilizada neste estudo
correspondeu agquela que se encontra a maioria dos tratamentos radioterapicos para
o CCP. No entanto, o fracionamento do esquema radioterapéutico aumentou a
toxicidade dos anestésicos utilizados para a sedagdo animal durante as sessdes de
BQT e também para a realizacdo dos escaneamentos microtomograficos. Este fato,
associado ainda a desnutricdo e a desidratacdo dos animais, gerados pelos efeitos
adversos da radiacdo, fizeram com a eutanasia fosse antecipada e o tempo de
seguimento p6s-RT fosse de apenas 15 dias. Apesar disto, o prazo curto pode ser

comparavel com o estudo de Pelisser et al. (80), o qual pareceu nao afetar
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sobremaneira os resultados quando contrapostos aos resultados obtidos nos
animais submetidos a eutanésia tardia.

Como o dano celular induzido por radiacdo € atribuido principalmente aos
efeitos nocivos dos radicais livres, moléculas com propriedades diretas de
eliminacéo de radicais livres séo radioprotetores e particularmente promissoras. Tem
sido demonstrado que a administracdo controlada de O3 pode promover uma
adaptacdo ao estresse oxidativo, com reducdo do dano induzido pelas espécies
reativas de oxigénio (109). Assim, nés hipotetizamos que o O3 poderia prevenir e/ou
reduzir o dano causado pela irradiacdo na hemimandibula esquerda dos animais e
para isso foi estabelecido um protocolo de modelo animal que pudesse avaliar esse
efeito.

O protocolo de terapia com O3 utlizado seguiu a metodologia de
ozonioterapia sistémica via retal proposta por Fernandez et al. (99). Diferentemente
do nosso trabalho que avaliou o potencial de acdo do O3 sobre o tecido 6sseo
mandibular irradiado, este autor avaliou seu efeito em lesbes de isquemia e
reperfusdo em figado. Por ndo haverem trabalhos com o mesmo delineamento que a
nossa pesquisa, optamos por utilizar esse protocolo ja estabelecido. Durante a
realizacdo do nosso experimento, nas sessbes de ozonioterapia, a inser¢cao da
canula de Nelaton para a insuflacdo do gas O3 produziu estimulagdo retal com
peristalse reflexa nos ratos, fazendo com que eles evacuassem durante ou logo
apos a aplicacdo do gas. Dessa forma, supomos que 0 gas ndo esteve biodisponivel
em quantidade suficiente para produzir um efeito, que se esperava ser benéfico.
Infere-se assim, baseado nos nossos achados e no relatado por Gultekin et al. (109),
Aslan et al. (110) e Schulz et al. (111) que, para a realizacdo de pesquisa utilizando
modelo animal, o método de insuflacdo do O3 mais adequado seja através da via
intraperitoneal.

Da mesma forma, o volume de gas ozonizado utilizado também foi baseado
no protocolo de Fernandez et al. (99), que propuseram o volume de 5,0-5,5mL por
sessao. Erdemci et al. (102) e Kan et al. (103), embora analisando o efeito do O3 na
cicatrizacdo de alvéolos pos-exodontia de molares de ratos e de defeitos 6sseos
produzidos na calvaria de ratos, respectivamente, utilizaram aproximadamente 30mL
de O3 por sessdo. O maior volume utilizado em (102,103) pode ter aumentado o
percentual de aproveitamento, pelo organismo, do O3. A diferenga da concentracéao

de O3 também deve ser considerada. Enquanto na presente pesquisa a
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concentracdo utilizada foi de 50pug/mL, nos estudos citados a concentracao utilizada
foi de 60pg/mL.

Apesar das diferencas metodoldgicas abordadas, devem-se considerar ainda
as distintas caracteristicas do 0sso necrotico em compara¢do ao 0sso normal. Sabe-
se que a formacéo e o reparo do tecido 0sseo dependem da inducdo regulada de
novos vasos sanguineos dentro de uma zona de crescimento (112) e que a
angiogénese tem papel fundamental na formacao 0ssea, atraves do fornecimento de
nutrientes e de oxigénio ao tecido em proliferacédo (113). O osso irradiado, no
entanto, € hipoxico, hipovascular e hipocelular (5). Essas caracteristicas,
especialmente a hipoxicidade e a hipovascularidade, podem ter privado a absorcao
do O3 pelo osso necrético, diminuindo assim a sua biodisponibilidade. Este
provavelmente tenha sido o fator mais importante para a nao observacdo de
qualquer efeito benéfico do O3 no osso.

A auséncia de estudos com o mesmo delineamento em modelo animal para
comparacdo e reprodutibilidade dos resultados encontrados foi uma limitacdo
importante dessa pesquisa. Assim, propomos, baseados nos estudos citados nessa
secdo e nos nossos achados, a realizacdo do mesmo modelo animal de inducéo a
ORN, utilizando, no entanto, a via intraperitoneal para a insuflacdo do O3, a
concentracdo de 60ug/mL e o volume de 30mL para aumentar a biodisponibilidade
do O3 no osso necrotico e dessa forma, ter possiveis subsidios para avaliar a acao

do O3 na prevencao e tratamento de ORN.
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7. CONCLUSOES

O modelo animal utilizado nesse estudo foi capaz de desenvolver ORN de
forma reprodutivel e em consonancia com o0s aspectos histoldégicos e
microtomograficos descritos pela literatura.

As trés fases distintas de Micro-CT possibilitaram observar a temporalidade
das alteracbes Osseas da ORN, bem como afirmar que houve alteracdes
O0sseas microestruturais e histopatologicas apdés a dose de 50Gy em 0SSO
mandibular irradiado.

Foi possivel verificar que nesse modelo animal a ozonioterapia ndo atuou de
maneira benéfica, ndo sendo eficaz na prevencado e no tratamento de ORN.
Novas pesquisas com 0 mesmo delineamento de inducdo a ORN devem ser
feitas, com modificacdes, entretanto, no protocolo de ozonioterapia, seja na
dose, volume ou via de administracdo, com o intuito de aumentar a

biodisponibilidade do O3 no 0sso necratico.
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APENDICE

The effect of ozone exposure on the mandibular microstructure of irradiated

rats: a microtomographic and histologic study

Camila Feier Viegas, Tulio de Lucena Pires; Luan Filipe Alves do Nascimento; André Ferreira Leite;
Nilce Santos Melo; Sérgio Bruzadelli Macedo; Sacha Braun Chaves; Samuel Ramalho Avelino; Carla
Ruffeil Moreira-Mesquita, Ana Tereza Bittencourt Guimaraes, Paulo Tadeu de Souza Figueiredo

Abstract

Background and Purpose: High doses of ionizing radiation can result in adverse
effects, such as osteoradionecrosis. Ozone therapy should be investigated as a
possible therapeutic approach. This study aimed to evaluate the effect of ozone
therapy in the mandibular bone of irradiated rats. Material and Methods: Twenty
rats were equally divided into two groups: Ozone therapy group (OZT) and Control
group (CNT). All animals were irradiated by using High Dose Rate Brachytherapy of
50Gy in the left side of the mandible. In the OZT group, ozone was insufflated via
rectal. Animals of both groups performed Computerized Microtomography (Micro-CT
in three experimental phases. prior to any intervention (TO); in the third week of the
experiment (T1); and at the end of the five-week (T2). The following Micro-CT
parameters were analyzed: Total Volume of the sample (TV), Bone Volume (BV),
Bone Volume Ratio and Sample Volume (BV/TV), Trabecular Thickness (Tb.Th),
Number of bone trabeculae (Tb.N), Trabecular Separation (Tb.Sp), Fractal
Dimension (FD), Mandibular Cortical Width (MCW). Histological qualitative analysis
was also performed. ANOVA test was used to compare Micro-CT bone parameters
during the three phases of the experiment. Results: The radiotherapeutic protocol
was effective in developing osteoradionecrosis. After the Brachytherapy cycle
(between TO and T2), BV/TV and MCW increased both in the OZT group and in the
CNT group. In the histological analysis of the irradiated sides, typical
osteoradionecrosis morphological characteristics, such as tissue disorganization,
fibrosis, and clear signs of bone necrosis were observed. No significant differences
were found in bone Micro-CT and histological parameters between OZT and CNT.
Conclusions: In conclusion, our animal model was able to develop

osteoradionecrosis in a reproducible way with structural bony changes detected in
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both Micro-CT and histological analyses. On the other hand, ozone therapy was not

effective for the prevention and treatment of osteoradionecrosis.

Keywords: Osteoradionecrosis; Brachytherapy; Ozone therapy; Animal model; Rat.

Introduction

In the treatment of the head and neck tumours, radiotherapy (RT) is frequently
used, either in primary therapy or adjuvant to surgery, as palliative treatment or in
nonresectable tumors [1]. Brachytherapy (BQT) is an alternative to conventional RT
and can be used as a single treatment, complementary to surgery or as a local boost
in combination with conventional RT [2].

High doses of ionizing radiation can result in adverse effects, such as
osteoradionecrosis (ORN). ORN is defined as an area larger than 1 cm of exposed
bone in a previously irradiated region and has no evidence of cure for at least six
months [3]. It affects mainly the jaw and clinical diagnosis includes history of
exposure to a higher dose of 60 Gy of ionizing radiation [4].

The clinical signs are ulceration and/or necrosis of the oral mucosa, underlying
bone exposure, oral malodour. Ulceration of the overlapping skin and pathological
fracture can be found in advanced stages [3].

Treatment of this condition is challenging and generally requires multiple
therapeutic approaches. Over the last decades, several treatment modalities have
been proposed, i.e ozone therapy. Ozone gas (O3) is artificially obtained from
oxygen (02). Some authors have demonstrated the positive effect of ozone in
preventing ORN and healing multiple post-extraction wounds at previously irradiated
sites of a patient [5]. Based on the positive results in this case report, these authors
indicated that ozone therapy may be a therapeutic option for the prevention and
treatment of ORN.

The present study aimed to evaluate the effect of ozone therapy in the
mandibular bone of rats irradiated by High Dose Rate (HDR) BQT. All of the animals
were analyzed histologically and by computerized microtomography.
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Materials and Methods

The present study was submitted to the Ethics Committee on Animal Use of
the Biological Sciences Institute of the University of Brasilia (CEUA, UnB, Brasilia,
Brazil) and approved under the protocol UnBDoc n°® 147275/2015.

Animals

Twenty male Rattus norvergicus albinus (Wistar), aged 90 days and weight of
approximately 250g were randomly distributed in polypropylene boxes with zinc
plated lids, at a mean temperature of 23 ° £ 2 ° C and with access to feed and water
ad libitum. For the BQT sessions and microtomographic scans, the animals were
anesthetized with 10% Ketamine hydrochloride and sedated with 2% Xylazine (doses

of 100 mg/kg and 10 mg/kg, respectively) intramuscularly.

Experimental design

The rats were equally divided into two groups: Ozone therapy group (OZT)
and Control group (CNT). All animals were irradiated by using BQT (10Gy per
session) in the left side of the mandible, once a week for five weeks. Therefore, the
total dose of irradiation was 50Gy.

Additionally, in the OZT group Oxygen/Ozone gas (02/03) was insufflated via
rectal three times a week for six weeks, starting one week before the onset of
ionizing radiation. Furthermore, the animals of both groups were submitted to
Computerized Microtomography (Micro-CT). The first scanning was obtained on day
zero of the experiment, prior to any intervention (TO); the second microtomographic
test was performed in the third week of the experiment (T1); and the latter at the end
of the five week (T2). The right mandibular side of the animals (non-irradiated side) of

each group served as a control for intragroup comparison.

Irradiation

For irradiating the animals, HDR BQT technique was performed using Iridium-
192 as a radioactive source. The dimensions of the cylindrical source were, as
follows: diameter 1 mm and length 4 mm (Nucletron, Microselectron HDR, The

Netherlands). A sterile metalic HDR catheter was implanted across the left
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mandibular first molar in both groups (OZT and CNT). The irradiated jaw length
traversed by the radioactive source inside the probe was 1.0 cm.

Applying the Biological Effective Dose model [6], the fractionation performed
corresponded biologically to more than 70 Gy for the conventional fractionation of 2
Gy per day in 35 fractions. The dose was prescribed 0.5 cm from the probe axis. The
approximate activity of the radioactive source was 4.0 Ci (148 GBq) and the mean
exposure time to radiation was approximately 1 minute for each session. This
protocol was followed according to the technical recommendations of the physical-

medical team of our institution.

Computerized microtomography

In order to perform the Micro-CT, the Skyscan 1076 (Skyscan, Aartselaar,
Belgium) in vivo microtomography apparatus was used. Micro-CT was performed
with isotropic voxel size of 18 x 18 x 18um and an approximate exposure time of 1.5
minutes per scan. The X-ray source, with a focal size of 5um and a power range of
20 to 100 KeV, and the detector (CCD camera 2.3 x 4K) rotated around the animal
inside the machine.

Two-dimensional reconstructions were performed with the NRecon software
(V 1.6.9, 64 bit version with GPU acceleration, Skyscan, Kontich, Belgium). Then,
evaluations were performed through multiplanar/2D reconstructions and three-
dimensional reconstructions using the CT-Analyzer software (V 1.15.4.0, version 64
bit, Skyscan, Kontich, Belgium). The region of interest (ROI) for evaluating trabecular
bone in the left hemisphere was obtained in the region below the lingual root of the
first molar, between the lingual cortical and the mandibular canal, based on a
previous study [7] (Figure 1A).

All procedures were performed by the same observer. The parameters
evaluated were: Total Volume of the sample (TV), Bone Volume (BV), Bone Volume
Ratio and Sample Volume (BV/TV), Trabecular Thickness (Tb.Th), Number of bone
trabeculae (Tb.N), Trabecular Separation (Th.Sp) and Fractal Dimension (FD).

In addition, measurements of cortical width on the same side were also made
to evaluate the effect of irradiation on this region of the bone. Thus, three parallel
lines were made, one above, one below and one across the center of the trabecular

ROI (Figure 1B). The width of the cortical on the left side of the mandible was
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measured using the central line as reference. The cortical measurement protocol was

adapted from a previous animal study [8].

Figure 1. Micro-CT representation of the trabecular and cortical measurements. A

and B — Region of interest for the trabecular parameters (circle). C and D —

Mandibular cortical width measurement.

Ozone therapy

The Ozone therapy protocol was adapted from a previous study [9]. OZT rats
were subjected to rectal insufflation of a gas mixture of O3 and O2 (97% O2 + 3%
03) three times a week for the six weeks of the experiment, starting one week before
the first BQT. Ozone gas was generated from an OzoneLife medical ozone generator
(Ozone & Life, Brazil). Immediately after obtaining the gas mixture, collected by a

10mL plastic syringe, a Nelaton No. 8 probe was inserted 6.0cm into the rectum of
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the animal with the aid of lubricating gel and the insufflation of 4.0-5.0mL of ozonated

gas by session with a concentration of 50ug.

Euthanasia
All animals from both groups underwent euthanasia by hypoxia in a carbon
dioxide chamber 15 days after the last session of BQT. After decapitation, the heads

were fixed in 4% paraformaldehyde solution for 48h for histological analysis.

Histological analysis

The jaws of the animals were sectioned sagittally, and they were decalcified in
4.13% EDTA for a period of three months. The mandibles were dehydrated in
increasing concentrations of ethyl alcohol, impregnated with toluene and included in
Paraplast® paraffin. Seven micro metre thick sections were cut and attached to
coated glass slides. Haematoxylin-Eosin was used for routine staining Thirty-one
slides of the OZT and CNT groups were analyzed in a 1600x Optical Binocular
Microscope (Anatomic, Sdo Paulo, Brazil), corresponding to the left side of the
mandible (irradiated side, OZTLS and CNTLS) and the right side of the mandible
(non-irradiated side, OZTRS and CNTRS).

The following parameters were evaluated histologically [10-16]: presence of
osteoclasts (evidence of active bone resorption), tissue disorganization (architectural
bony changes), fibrosis (shifting the normal marrow tissue), necrosis signs (empty
osteoplasts), necrosis (focal or non-focal areas) and bone sequestration (bone

fragment detached from the mandibular scaffold and with obvious signs of necrosis).

Statistical analysis

All statistical analyses were performed by the Statistica 7.0 software (StatSoft,
Tulsa, OK, USA). A p-value of less than 0.05 was considered statistically significant.
Descriptive analysis was presented for the Micro-CT parameters data based on the
groups (CNT and OZT) and assessment phases (TO, T1 and T2). The factorial
analysis of variance (ANOVA) for repeated measures was used to compare the
groups during the three phases of the experiment, followed by the (LSD)-Fisher test
in case of statistical significance. All analyzes were performed in the three

experimental times (baseline analysis, during and after brachytherapy), with
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intragroup comparison (OZTLS x OZTLS and CNTRS x CNTRS) and between the
two groups (CNT x OZT).

Results

Four animals were lost (two from the OZT group and two from the CNT group).
Table 1 presents intra- and intergroup comparisons. The baseline analysis (TO)
allowed the confirmation of the normality of each studied group. No changes in
Micro-CT bone parameters were identified at the second evaluation time (T1). After
the BQT cycle (between TO and T2), a significant increase of BV/TV was observed
both in the OZT group and in the CNT group, a characteristic of the necrotic bone.
The other parameters did not present significant differences between the evaluated
times in both groups. Regarding the intergroup analysis (CNT x OZT), no statistically
significant differences for all Micro-CT bone parameters were also found.

When evaluating the thickness of the mandibular cortical, there were no
significant differences when the interaction of the period and group factors was
evaluated (F2, 22 =0.025, p = 0.975, Table 2). Throughout the three measurements,
both groups presented increased mandibular cortical thickness (p <0.05), however,
there were no statistical differences between the groups (p> 0.05) (Figure 2).

In the histological analysis of the irradiated sides (OZTLS and CNTLS), both
had typical ORN morphological characteristics, such as tissue disorganization,
fibrosis, and at various points, clear signs of bone necrosis were observed. The
analysis of the non-irradiated sides (OZTRS and CNTRS) presented characteristics
of bone normality (Figure 3A and 3B). When comparing the histological parameters
between OZT and CNT groups, there were no morphological and architectural
differences (Figure 3, C to F). Thus, the results obtained through the histological

analysis corroborated the results of the Micro-CT analysis.



Apéndice |76

Table 1. Comparison of mean values of all structural Micro-CT bone parameters among control group and ozone therapy group

Control Group (CNT) Ozone therapy Group (OZT)

TO T1 T2 TO T1 T2

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Y 15.978**  0.008 15.978* 0.006 15.976**  0.010 15.978**  0.007 15.976** 0.009 15.974*  0.004
BV 81.418*  13.988 55.130% 22.602 55.913*4  26.889 27566 15185  36.645* 25.768 41.641%  24.826
BV/TV 1.368** 2515 18.195A 15.477 28.199"  22.937 2.868%4  2.279 15.898%"* 15832 26.067°*  15.538
Tb.Th  7.246*4  0.000 9.730%A 2.626 112594  4.454 8.201%*  2.076 9.244%A 1.955 10.952°4  2.259
Th.N 0.0001**  0.0003 0.0014** 0.0012 0.0018"  0.0017 0.0005** 0.0004  0.0015"* 0.0012 0.0022°*  0.0009
Th.Sp  36.684**  3.929 32.668%04 4.914 29.552°4 8534 34.422°~ 5213 30.893* 6.314 29.035%*  6.655
DF 1.156**  0.267 1.292% 0.352 1.519%4 0.428 1.183*  0.190 1.458%4 0.337 1.771°A 1.183

TV - Total Sample Volume, BV - Bone volume, BV/TV - Proportion between Bone volume and Sample volume, Th.Th - Trabecular Thickness, Th.N - Number of trabeculae bone, Th.Sp - Trabecular separation, DF -
Fractal Dimension TO — Initial Micro-CT evaluation, T1- Micro-CT Evaluation after 3 brachythergpy sessions, T2 - Micro-CT Evaluation after 5 brachytherapy sessions .

abe \Within-group comparisons (row): the averages followed by the same lowercase letter are not significantly different for animals in the ozone therapy group or those in the control group (p> 0.05).

AB.C Between-group comparisons (row): the averages followed by the same capital letter are not significantly different between the ozone therapy group and the control group (p> 0.05)

Table 2. Comparison of mean values of mandibular cortical width among control group and ozone therapy group.

Control Group (CNT) Ozone therapy Group (OZT)
T0 Tl T2 T0 Tl T2
Mandibular cortical width (mean) 369.4% 477.3% 573.7%4 376.0° 475.4%5 584.2°4

* lowercase letters represent statistical comparisons between groups within each period, with different letters indicating statistically significant differences (p<0.05).
** capital letters represent the statistical comparisons between periods within each group, with different letters indicating significant statistical differences (p<0.05).
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Figure 2. Comparison of mean values and confidence intervals of mandibular cortical
width measurements between control and ozone therapy groups during the three

experimental phases (TO, T1 and T2).



Apéndice]|78

Figure 3. Comparison of histological findings between irradiated and non-irradiated

mandibular areas. A and B - Photomicrography of the right side of the mandible (non-
irradiated side) in the ozone therapy and control groups, respectively. C to F —
Architectural bone changes promoted by irradiation in the irradiated mandibular side
of the ozone therapy group (C and D) and the control group (E and F). F —

Magnification of the selected rectangular area represented in E.
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Discussion

To our knowledge, this was the first study to evaluate in an animal model the
effect of ozone therapy in the prevention and reduction of bone damage related to
BQT. The typical necrotic bony changes of the ORN were perceptible in all irradiated
animals. These changes were found in both histopathological and microtomographic
analyzes, corroborating the literature findings (Table 3). However, in our study O3
was not effective in reducing bone damage related to RT.

The absence of animal models that analyzed ozone therapy in ORN precludes
the direct comparison. The choice of O3 for preventing and treating ORN in our study
protocol was based on positive results in previous animal models for other purposes.
The gas was effective in the treatment of soft tissue, cardiac and renal ischemia and
reperfusion [17-19]. It also showed positive results in the healing process of dental
alveoli in rats submitted to exodontia and in the acceleration of the repair of bone
defects produced in the calvaria of rats, respectively [20,21]. In clinical studies, the
efficacy of O3 has also been proven, although in other types of osteonecrosis [22-
25]. However, it should be emphasized that despite being necrotic bone processes,
MRONJ and ORN are different lesions [26, 27].

Regarding the effects of radiation on bone tissue, our results were in line with
previous studies, showing coherence between the microscopic and
microtomographic evaluations (Table 3). Microscopically, both groups presented
tissue disorganization, fibrosis, focal areas, and evident signs of bone necrosis, as
found in a previous study [15]. The Micro-CT results were similar to other animal
models of ORN induction [10-13, 28]. In our study, it is important to emphasize
significant differences between TO and T2 regarding the Micro-CT parameter BV/TV.
This parameter represents the actual amount of bone in the area of interest and such
value is generally higher inthe necrotic bone compared to healthy bone [29].

Increasing the width of the cortical bone in the irradiated region was an
important finding of our study in agreement with other studies [30-32]. Persistent
depression of osteoclasts impairs turnover, allowing continuity of unopposed anabolic
activity and continued deposition of the mineral matrix [31]. Morphologically, the
result is cortical thickening. Despite this, the quality of this matrix is compromised

[33].A recent study has demonstrated heterogeneity of necrotic changes in advanced



Table 3. Main studies of ORN induction in animal model and histological and/or microtomographic results.
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REFERENC RAD IATION DOSE COLORING MICRO/CT RESULTS ENDPOINT MAIN CONCLUSIONS
E PARAMETERS
POO'IQT et 25Gy, 50Gy Masson's Did notperform e amount of fibrosis, ~ FIProsIs, formgtltl)n of Increased irradiation doses caused architectural bone
al or 70Gy trichrome Micro-CT reabsorption reaction, gaps, c_:ortlca alterations and damaged vascularization. This can result in a
20174 . necrosis and bone destruct|c_)n, pone chronic hypoxic state of the mandibular bone. In general, the
(Conventional) proportions were sequestration in the rate of bone formation was markedly decreased after
increased after high alveolar process. radiotherapy.
doses of radiation.
The rate of bone
remodeling decreased
after irradiation.
DAMEK- 50Gy HE BV/TV Bone loss A_cellular necrotic bone  ORN has a faster onset in the mandible relative to the tibia in
POPRAWA (Brachytherapy) with loss pf osteocyt_es, the rat.
etal. sequestration format_lon,
20130 vessels ruptured with
extravasated
erythrocytes and
amorphous ground
eosinophilic substance
infiltrated by basophilic
cells.
COHEN et 30Gy HE, blue, BV/TV Reduction of bone F_ibrosis, inflammation, The HDR b_rachytherapy model incorporating post-R_T dental
al. Brachvth fluorochrome formation in irradiated increased osteoclasts gxtrac_tlons su_ccessfully demonstrated rep roduub_le_
1n (Brachytherapy) iaWs radiogenic mandibular bone damage analogous to clinical
2011 Jaws. ORN.
TAMPLEN 20Gy HE BV/ITV Reduction of bone Fibrosis, increased Significant bone loss after radiation and tooth extraction.
et al formation and number of osteoclasts This model successfully limits the amount of animal
' (Brachytherapy) increased presence of and decreased morbidity, increases experimental viability and limits the
12 fibrosis and osteoblasts, reduced animals required for experimentation, as well as provides the
2011 inflammation. bone formation.

Decreased bone
formation in areas of
extraction and
increased resorption in

histological evidence of a mechanism of cellular imbalance
in the pathogenesis of ORN.



FENNER et
al.

2010%°

PELISSER
etal.
200716

ARMIN et
al.

2012%

KURIHASH
letal.

2002
28

60Gy

(Conventional)

60Gy (fractional
conventional)

20Gy
(Brachytherapy)

10Gy

(Conventional)

HE, Elastic/van
Giesson

HE

Did not do
histology

HE, Mallory-
Azan, ALP
(alkaline
phosphatase),
TRAP

Did not perform
micro-CT

Did not perform
micro-CT

BVITV

BVITV

the traumatic and
atraumatic areas of
irradiated jaws.

Histological changes
attributed to ORN
(empty gaps, fibrosis,
Necrosis)

Nuclear alterations in
osteocytes and
endothelial cells in the
irradiation area
characterized by the
emergence of
weakly colored
regions, resembling
blisters or vacuoles..

Bone reduction, crevice
formation in the
extraction area and
increased resorption in
traumatic and
atraumatic areas of
irradiated maxilla
compared to samples
from the control group.

Reduction of bone
formation in the
irradiated region.

Fibrosis, reduced
number of cells, empty
gaps and focal necrosis

were detected in all
irradiated sites

Hypocellularity in bone
tissue
exposed to radiation..

BV/TV index
significantly reduced in
the experimental group
compared to the control

group..

Less amount of

fibroblasts in granulation

tissue within the alveoli.
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External irradiation with a total reference dose of 60 Gy is
feasible in rats and produces all histological changes
attributed to ORN after a 6-week follow-up.

The decrease in the number of osteocytes inthe irradiated
bone tissue is an important component in the etiology of
osteoradionecrosis.

The maxilla is highly susceptible to radiogenic bone lesion.

Radiation effects are more harmful when odontotomy is
performed long after exposure to X-ray than when it is
performed shortly after irradiation.
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ORN of the mandible and that necrotic changes was more prevalent in the cortical
bone than in the trabecular bone, possibly due to the decreased periosteal blood
supply caused by radiation [34]. The detection of cortical bone thickening has the
potential to be a simple and quantitative method for detecting the initial stages of
medication-related osteonecrosis of the jaws (MRONJ) [8, 35].

With respect to radiation-induced cell damage, this is attributed mainly to the
deleterious effects of free radicals. Thus, molecules with direct free radical properties
are radio protective and particularly promising. The controlled administration of O3
may promote adaptation to oxidative stress, with reduction of damage induced by
reactive oxygen species [36]. Thus, we hypothesized that O3 could prevent and/or
reduce the damage caused by irradiation in the left side of the mandible.

During the course of our experiment, in the ozone therapy sessions, insertion
of the cannula to insufflate the O3 gas produced rectal stimulation with reflex
peristalsis in the rats, causing them to evacuate during or shortly after gas
application. This stimulation may have interfered with the bioavailability of the gas.
Further studies may test the effect of the therapy by using different routes of O3
administration, such as the intraperitoneal via [21, 36, 37].

Likewise, the volume of ozone gas used a similar amount of other study [9].
Other studies used a greater quantity (30ml), but for the analysis of the effect of O3
on the healing of alveoli post-exodontia of rat molars and of bone defects produced in
the calvaria of rats [20, 21]. Further studies may elucidate whether a higher volume
of O3 would be more effective for ORN.

The characteristics of necrotic bone, such as hypovascularity, hypoxicity and
hypocellularity, may have deprived the absorption of O3 by the bone, thus
decreasing its bioavailability. This has probably been the most important factor for
not observing any beneficial effect of O3 on the bone. Formation and repair of bone
tissue depends on the regulated induction of new blood vessels within a growth zone
[38] and that angiogenesis plays a key role in bone formation by supplying nutrients
and oxygen to the proliferating tissue [39]. However, the theory of radiation-induced
fibrosis is currently used to explain the pathological mechanism of ORN. This theory
states that the main event in the progression of ORN is the activation and
deregulation of fibroblastic activity, which leads to the formation of atrophic tissue ina
previously irradiated area. This tissue presents endothelial cell damage, both due to

direct radiation injury, and indirect stimuli by the formation of reactive oxygen species
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or free radicals. These damaged endothelial cells trigger an acute inflammatory
response, leading to the release of reactive oxygen species [40]. The destruction of
endothelial cells with vascular thrombosis leads to necrosis of blood microvessels, to
local ischemia with consequent tissue hypoxia and finally to bone and tissue necrosis
[41].

The lack of similar animal studies which precluded the comparison of results
may be considered as an important limitation of our study. The selected route and
volume of O3 insufflation may have also influenced the results.

In conclusion, our animal model was able to develop ORN in a reproducible
way and in consonance with the histological and microtomographic aspects
described in the literature. Our study firstly described the mandibular cortical
thickening in an ORN model. This imaging finding should be further investigated as
an early sign of ORN. On the other hand, ozone therapy was not effective for the
prevention and treatment of ORN. Further animal studies with a similar protocol to
induce ORN, but with a different ozone therapy protocol may elucidate whether a
higher volume of O3 via intraperitoneal would increase the bioavailability of O3 in the

necrotic bone.
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ANEXO

Dkt
_ Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas
Comissdo de Etica no Uso Animal

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “APLICACAO DA MISTURA OZONIO/OXIGENIO NO TRATAMENTO DE
OSTEORRADIONECROSE DE MANDIBULA: ESTUDO LABORATORIAL EM MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL.”, UnBDoC n.?
147275/2015, sob responsabilidade do Professor Sérgio Bruzadelli Macedo foi avaliado e aprovado pela Comissao de Etica
no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para utilizacdo de Rattus norvegicus albinus:
20. A presente aprovacao € valida pelo periodo de 4/1/2016 a 4/1/2018.

Wi latna

Profa. Dra. _u.mc_m Diniz Galera
Coordenadora da CEUA

*Este documento se restringe a avaliagao €tica do projeto supracitado e nao substitui outras licengas e permissdes que porventura se fagam necessarias.



