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RESUMO

A ozonioterapia tem sido descrita como um tratamento coadjuvante em varios tipos de doencas
desempenhando um papel antimicrobiano, antialgico e anti-inflamatério nas aplicagdes topicas, e um
agente regulador das fungdes imunoldgicas e antioxidativas quando administradas de forma sistémica.
A proposicdo do presente estudo foi analisar os efeitos bioldgicos da terapia com ozbnio através de
aplicacdo Unica via intraperitoneal e a influéncia de diferentes doses, na reparacdo 6ssea de alvéolos
dentais pds exodontia em ratos. Setenta e dois ratos (albinus, Wistar) foram aleatoriamente separados
em quatro grupos que apos exodontia do incisivo superior direito, receberam o seguinte tratamento:
Grupo C - Controle (sem aplicagdo da mistura O3/O;); Grupo Oz15: animais receberam a mistura Os/O»
na dosagem de 0,3 mg/kg; Grupo Oz35: animais receberam a mistura Os/O, na dosagem de 0,7 mg/kg;
Grupo 0z50: animais receberam a mistura Os/O, na dosagem de 1,0 mg/kg. Seis animais de cada grupo
sofreram eutanasia aos 7,14 e 21 dias. A avaliacdo histomorfométrica intragrupo revelou que todos 0s
tratamentos promoveram maior porcentagem de tecido dsseo (PTO) nos periodos de 14 e 21 dias,
comparado aos 7 dias; que os tratamentos com a mistura Os/O; a PTO foi maior aos 21 dias, comparado
ao periodo de 14 dias. A avaliagdo intergrupo demonstrou diferenga estatisticamente significante de
PTO entre os grupos 0z35 e 0Oz50 aos 14 e 21dias, comparado ao grupo controle nos mesmos periodos;
entre Oz50 (14 e 21 dias) comparado ao grupo Oz15 nos mesmos periodos, e entre grupo Oz50 aos 21



dias comparado ao grupo Oz35 no mesmo periodo. Houve maior imunomarcacao de osteocalcina (OCN)
em todos 0s grupos aos 21 dias, comparado ao controle 7 dias, no mesmo grupo; no periodo de 21 dias
houve maior imunomarcacdo de OCN nos grupos controle e Oz15 comparado ao periodo de 14 dias, no
mesmo grupo; o grupo Oz50 nos periodos de 7 e 14 dias demonstrou maior imunomarcagao que 0 grupo
Controle e 0z35 no mesmo periodo. Nao houve diferenga na imunomarcacao de fastatase acida tartarato
resistente (TRAP) entre os grupos e periodos avaliados. Dentro dos limites deste estudo pode ser
concluido que o uso sistémico da mistura Os/O- beneficiou a reparacdo 6ssea; que a dose empregada do
0zonio possui relevancia para melhorar os eventos bioldgicos; que os resultados mais favoraveis foram
evidenciados com a dose de 0z6nio de 1,0 mg/Kg de animal (50 ug/ml de O3).

Palavras-chave: Ozonio; Alvéolo dental; Animal.
ABSTRACT

Ozone therapy has been described as an adjuvant treatment in several types of diseases, playing an
antimicrobial, antiallergic and anti-inflammatory role in topical applications, and a regulatory agent of
immune and antioxidative functions when administered systemically. The purpose of the present study
was to analyze the biological effects of ozone therapy through a single intraperitoneal application and
the influence of different doses on bone repair in dental sockets after tooth extraction in rats. Seventy-
two rats (albinus, Wistar) were randomly divided into four groups that, after extraction of the upper right
incisor, received the following treatment: Group C - Control (without application of the O3/02 mixture);
Group Oz15: animals received the 03/02 mixture at a dose of 0.3 mg/kg; 0Oz35 Group: animals received
the O3/02 mixture at a dose of 0.7 mg/kg; Oz50 Group: animals received the O3/02 mixture at a dosage
of 1.0 mg/kg. Six animals from each group were euthanized at 7, 14 and 21 days. The intragroup
histomorphometric evaluation revealed that all treatments promoted a higher percentage of bone tissue
(PTO) in the periods of 14 and 21 days, compared to 7 days; that the treatments with the O3/02 mixture
to PTO was higher at 21 days, compared to the period of 14 days. The intergroup evaluation showed a
statistically significant difference in PTO between the Oz35 and Oz50 groups at 14 and 21 days,
compared to the control group at the same periods; between 0z50 (14 and 21 days) compared to the
0z15 group in the same periods, and between the Oz50 group at 21 days compared to the Oz35 group
in the same period. There was greater immunostaining of osteocalcin (OCN) in all groups at 21 days,
compared to the control at 7 days, in the same group; in the period of 21 days, there was greater
immunostaining of OCN in the control and Oz15 groups compared to the period of 14 days, in the same
group; the Oz50 group in the periods of 7 and 14 days showed greater immunostaining than the Control
and 0z35 groups in the same period. There was no difference in tartrate-resistant acid fastatase (TRAP)
immunostaining between groups and periods evaluated. Within the limits of this study, it can be
concluded that the systemic use of the O3/O2 mixture benefited bone repair; that the dose of ozone used
is relevant to improve biological events; that the most favorable results were evidenced with the ozone

dose of 1.0 mg/Kg of animal (50 pg/ml de O3).
Keywords: Ozone; Dental alveolus; Animal.

INTRODUCAO

A reabilitacdo de areas edéntulas com implantes dentais tem se tornado cada vez mais
presente no nosso cotidiano, sendo considerado um tratamento previsivel e seguro, através de
um respaldo cientifico bem consolidado. A quantidade e qualidade do osso alveolar

remanescente apds a perda dental € de suma importancia para o sucesso da reabilitacdo, pois



altera a estabilidade do implante durante a sua instalacdo devido o contato direto entre 0sso e

implante 1.

O estudo da reparagdo 6ssea dos alvéolos dentais ap6s a perda dental tem sido foco de
diversos pesquisadores®®, pois durante esse processo muitas mudancas podem ocorrer no
alvéolo dental, dificultando o posicionamento ideal do implante para uma correta reabilitacdo
protética. Apos a exodontia, 0 0sso alveolar sofre uma continua remodelagdo marcada por uma
contragdo nos sentidos horizontal e vertical. O término da reparacdo do alvéolo dental é
observado atraves do preenchimento 6sseo do alvéolo com o fechamento de um firme tecido
mole epitelizado. O tempo necessario para reparacdo do alvéolo em humanos pode variar em
detrimento de diferentes fatores, locais e sisttmicos. A entrada do alvéolo pode ser fechada
entre 10 e 20 semanas e o0 preenchimento 6sseo pode ser observado radiograficamente entre 3
e 6 meses pOs exodontia. A reorganizacdo éssea pode durar por mais de um ano, sendo
influenciada pelo tamanho do alvéolo, trauma cirurgico realizado durante a exodontia e a

variabilidade entre os individuos ©.

O estudo da reparacdo de alvéolos dentais pos exodontia de incisivo central em ratos,
constitui um modelo pré-clinico que permite avaliar e melhorar o entendimento dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos nesse processo®*’. No estudo de Okamoto &
Russo (1973)?, ficou evidenciado que o processo de reparo em feridas pds exodontia ocorre em
trés fases bem distintas. A primeira fase se caracteriza pela formacdo do coagulo sanguineo e
proliferacdo das células do tecido conjuntivo. O periodo de formacédo de tecido conjuntivo de
reparacdo € a segunda fase, onde os citoplasmas celulares apresentam granulagdes contendo
proteinas com elevada concentragdo de lisina-hidroxilisina, glicoproteinas, &cido siélico,
mucopolissacarideos &cidos, lipideos e acido ribonucleico, e substancia fundamental reativa ao

azul de toluidina. E, por final o periodo de ossificacdo, que se observa uma alta reatividade das



trabéculas 6sseas neoformadas, da substancia fundamental e dos citoplasmas de fibroblastos e
osteoblastos. De acordo com este trabalho, o processo de reparo em feridas de extracdo dental
em incisivo de ratos, se completa em 21 dias pos-operatorio, apresentando espessas trabéculas

6sseas maduras, delineando pequenos espagos medulares nos trés tercos alveolares 2.

Estudos histomorfométricos e imuno-histoquimicos sao técnicas utilizadas em analises
de tecidos biolégicos, incluindo tecido 6sseo. O estudo histomorfométrico é uma técnica que
utiliza a analise microscopica de tecidos, permitindo a medicdo e quantificacdo de diferentes
pardmetros, tais como o tamanho e a densidade de células, a espessura de membranas, o
tamanho e a quantidade de componentes extracelulares, entre outros. No caso do tecido 6sseo,
pode ser utilizada para avaliar a densidade mineral dssea, a espessura do 0sso cortical e
trabecular, a atividade osteoblastica e osteoclastica, e outros parametros relevantes para a
avaliacdo da saude dssea. Ja o estudo imuno-histoquimico é uma técnica que utiliza anticorpos
especificos para detectar proteinas em tecidos bioldgicos. Esses anticorpos podem ser marcados
com corantes, permitindo a visualizacdo das proteinas alvo em células e tecidos. No caso do
tecido dsseo, pode ser utilizada para detectar diferentes proteinas especificas, como a
osteocalcina (OCN), fosfatase acida tartarato resistente (TRAP), entre outras, e avaliar a
distribuicdo e a quantidade dessas proteinas no tecido ésseo. Essas técnicas sdo frequentemente
utilizadas em pesquisas e na pratica clinica para avaliar a saude 0ssea, monitorar a resposta ao
tratamento e identificar condigcdes como a osteoporose e a doenca de Paget 810,

A osteocalcina é uma proteina produzida pelas células 0sseas, também conhecida como
proteina 0ssea Gla. Ela € produzida durante a mineralizacdo do tecido 6sseo e é encontrada
predominantemente na matriz 6ssea, bem como em menor quantidade no sangue. Tem um papel
importante na regulacdo do metabolismo 0sseo, ajudando na formacdo e mineralizacdo do
tecido 0sseo. Ela se liga ao calcio e a hidroxiapatita, dois componentes importantes do tecido

0sseo, e ajuda a estabiliza-los na matriz dssea*. Além disso, a osteocalcina também esta
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envolvida na regulacdo do metabolismo energético, uma vez que foi demonstrado que ela pode
afetar a producéo de insulina e a sensibilidade a insulina'?. A osteocalcina é frequentemente
utilizada como um biomarcador do turnover dsseo, ou seja, da atividade de formacdo e
reabsorcdo dssea. Niveis elevados de osteocalcina geralmente indicam uma maior atividade de
formagdo Ossea, enquanto niveis baixos podem indicar uma diminuicdo da atividade de
formagao dssea ou um aumento na reabsorcéo dssea®®. Por outro lado, a fosfatase acida tartarato
resistente (TRAP) é uma enzima presente em células especificas do tecido 6sseo, como 0s
osteoclastos, que sdo responsaveis pela reabsorcdo 6ssea. A TRAP desempenha um papel
importante na remodelacdo 6ssea, que é um processo continuo de formacao e reabsorcdo 6ssea
que ocorre ao longo da vida. Os niveis sanguineos de TRAP podem ser medidos e usados como
um indicador do turnover dsseo, que é a taxa na qual o 0sso é remodelado. A TRAP também
pode ser usada como um marcador para monitorar doengas 6sseas, COmo a osteoporose, que
envolve uma diminuicio da densidade dssea e um aumento do risco de fraturas 10141°,

A utilizacdo de terapias que podem favorecer o reparo 6sseo alveolar em quantidade e
qualidade ap6s a perda dental pode permitir a reabilitacdo com implantes em menor tempo e
maior estabilidade primaria. A utilizacdo terapéutica do ozdnio tem ganhado notoriedade no
tratamento de diversas doencas, devido suas caracteristicas oxidantes, antimicrobianas e anti-
inflamatdrias, resultando em uma melhora da oxigenacdo tecidual, modulacéo do sistema imune
e ativagdo de uma resposta do sistema antioxidante endogeno do paciente. O 0z6nio € uma
molécula triatbmica composta de trés atomos de oxigénio, com alta capacidade oxidante, reativa
e instavel®. Apesar do relato da sua existéncia ter ocorrido desde 1785, pelo holandés Martin
van Marum que notou um cheiro diferente ao redor de sua maquina eletrostatica, foi o quimico
Christian Friedrich Schonbein da Universidade Basiléia (Suica) que descobriu 0 0zénio em
1840 ao observar que sua pilha voltaica emitia um gas com cheiro forte em contato com o

oxigénio, denominando-o inicialmente de “ozein’!®. Sua capacidade antimicrobiana foi
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descoberta desde 1873 e o primeiro livro sobre suas aplicacdes médicas data de 1885, pelo Dr.
Kenworth (Associacdo Médica da Florida). Seu uso foi também relatado na Primeira Guerra
Mundial (1914-1918) pelos alemaes, no tratamento das feridas dos combatentes!®?. O ozdnio
medicinal tem se mostrado eficaz como uma substancia terapéutica em patologias como hipoxia
cronica, inflamacoes e desequilibrios redox. A eficécia da terapia com 0zonio é dependente de
uma dose precisa, que se tornou possivel devido ao desenvolvimento de geradores de 0z6nio
capazes de produzir a mistura oxigénio-ozonio com precisio, reprodutibilidade e qualidade!®??,
A sua utilizacdo na odontologia se estende para as diversas especialidades, como dentistica
restauradora®?, endodontia?®, periodontia®* e cirurgia oral?®, abordando principalmente as suas
propriedades tpicas antimicrobianas, desinfetantes e cicatriciais?®. A acdo da ozonioterapia
aplicada por via sistémica na reparacdo 6ssea de alvéolos dentais pds exodontia ainda € um
assunto escasso na literatura®. Assim constitui objetivo do presente estudo avaliar os efeitos do
0zonio e a influéncia de diferentes doses de ozbnio medicinal, aplicados por via sistémica
intraperitoneal, no reparo 6sseo de alvéolos dentais pos exodontia, em animais clinicamente

saudaveis.

MATERIAL E METODO

Animais

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Uso de Animais da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba, Unesp (Processo n° 0123-2021) (Anexo 1) de acordo com 0s
principios éticos de experimentagdo animal. Setenta e dois ratos machos (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar), com idade entre 3 e 4 meses, com peso médio de 335 gramas provenientes do
Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba — SP. Todos os animais foram
mantidos em ambiente climatizado (gaiola plastica) com controle de temperatura (22 + 2°C) e

com ciclo de luz de 12 horas. Neste periodo os animais receberam ragao solida triturada (Ragao
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Presence — Moinho Primor S.A. — Sao Paulo, SP) e agua “ad libitum”. Todos 0s procedimentos

seguiram o guideline para cuidados e uso de animais em laboratério (Arrive Guidelines 2.0)’.

Calculo da amostra

O célculo amostral foi realizado utilizando o programa GPower 3.1.9.2, considerando
um valor de alfa (erro tipo 1) e beta (erro tipo 11) de 5% e 80% respectivamente, e um tamanho
de efeito considerado médio (ES=0.25). Considerando também o nimero de grupos e tempos
operatorios foi determinado o uso total de 64 animais. Considerando possiveis intercorréncias
e perdas de amostras, uma margem de 15% foi incluida, e desta forma, foi considerado um

ndmero total de 72 animais.

Procedimentos experimentais

Anestesia

Para os procedimentos cirargicos, todos animais foram submetidos a anestesia geral
através de aplicacdo intramuscular de uma associacao de cloridrato de ketamina (80 mg/Kg de
peso corporal do animal; Francotar,Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg de

peso corporal do animal; Coopazine, Coopers Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil).

Procedimento cirurgico da exodontia

Apds a realizagao da anestesia, foi realizada a antissepsia da area cirargica com solugao
de iodo topico (PVP-I Topico 10%, Riodeine — Industria Farmacéutica Rioquimica Ltda., Sao
José do Rio Preto, SP, Brasil) seguida da sindesmotomia, luxacao e exodontia do incisivo
central superior direito de cada animal, usando instrumentos modificados e técnica operatoria
descrita por Okamoto & Russo (1973)2. Sutura do tecido mole das bordas alveolares foram

realizadas com fio de polygalactina 910, 4-0 (Johnson & Johnson, Sao José dos Campos, SP,
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Brasil). Concluida a sutura das margens gengivais, todos os animais receberam, por via
intramuscular, dose Unica de 0,2 mL de antibiético (PentabidticoC Veterindrio Reforcado
Wyeth S.A. IndUstrias Farmacéuticas, S8o Bernardo do Campo, SP, Brasil) e 5mg/kg de
analgésico (Tramadol®, Janssen-Cilag Farmacéutica LTDA, S&o Paulo, SP, Brasil). por via-
muscular. Ragéo triturada foi oferecida a todos os animais durante todo o periodo experimental

(Ragao Presence — Moinho Primor S.A. — Sao Paulo, SP).

Grupos e tratamentos

Concluida a exodontia e sutura, os animais foram aleatoriamente separados em 4 grupos
com 18 animais cada um, que receberam um dos seguintes tratamentos: C — Controle (n = 18):
Os animais nao receberam nenhum tratamento sistémico; Oz15 (n = 18): Os animais receberam
por via intraperitoneal uma dose de 0z6nio de 0,3 mg/Kg, com concentracao de 15 ug/ml de O3
liberada pelo gerador; Oz35 (n = 18): Os animais receberam por via intraperitoneal uma dose
de ozénio de 0,7 mg/Kg com concentragao de 35 pg/ml de Os liberada pelo gerador; Oz50 (n =
18): Os animais receberam por via intraperitoneal uma dose de ozonio de 1,0 mg/Kg com

concentragao de 50 pg/ml de Os liberada pelo gerador (Figura 1).
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Figura 1: Delineamento da pesquisa. Distribuicdo de animais, grupos e tratamentos: Grupo Controle (sem
aplicacéo de 0z6nio), 0Z15 (0,3mg de O3/kg de animal), 0Z35 (0,7mg de O3/kg de animal) e OZ50 (1,0mg de
0O3/kg de animal). Avaliados em 3 tempos: 7 dias, 14 dias e 21 dias ap0s a exodontia e aplicacdo de O3.

Gerador do Ozbnio

Foi utilizado no presente estudo um gerador de ozonio comercialmente denominado de
Philozon Medplus V (Philozon, Balneario Camboriu, SC, Brasil) que possui Registro na Anvisa
sob no. 80472910001 com as seguintes caracteristicas: valvula de seguranga com sistema de
vacuo, regulagem automatica do fluxo de oxigénio, catalizador interno automatico e
possibilidade de concentracdes produzidas ajustaveis entre 5 e 60 pug/ml, podendo ser definidas

no display no painel do equipamento.

Eutanasia dos animais

Seis animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia através de dose excessiva de

anestésico (Tiopental, 150 mg/Kg de peso corporal) a cada sete dias ap6s a execugao do
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protocolo experimental e procedimentos operatorios (7, 14 e 21 dias). As pegas obtidas

sofreram o tramite laboratorial de rotina.

Procedimentos laboratoriais

Preparo das amostras

As maxilas direitas contendo o sitio de extracdo dental foram cuidadosamente
dissecadas e submetidas a fixacdo em formaldeido 4% (Sigma-Aldrich) em tampdo fosfato-
salino (PBS, 0,1 M, 4°C, pH 7,4) por um periodo minimo de 48 horas. Em seguida as amostras
foram submetidas & desmineralizacdo em &cido etilenodiamino tetra-acético 10% (EDTA,;
Sigma-Aldrich) em PBS, durante 60 dias. Apos a desmineralizacdo, as amostras foram
desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol, impregnadas e incluidas em parafina histolégica
e, por fim, seccionadas em microtomo com 5 um de espessura. A microtomia foi executada
seguindo um plano de corte longitudinal em relacdo ao alvéolo dental e os cortes seriados que
corresponderem a porcdo central do sitio de extracdo dental foram devidamente coletados em

laminas de vidro silanizadas.

Andlise histopatoldgica e area de interesse (Al)

Para a andlise histopatoldgica as secg@es histoldgicas foram submetidas a coloragédo pela
hematoxilina-eosina (HE) e avaliadas por um Unico profissional experiente e cego aos grupos

e tratamentos (EE).

As analises microscopicas, isto é, a andalise histométrica e as analises imuno-
histoquimicas, foram realizadas por um Unico examinador calibrado e cego aos grupos
experimentais (EE). Tais analises foram realizadas utilizando-se um sistema composto por um

microscopio de luz (Axio Scope®, Carl Zeiss Microscopy) com camera digital acoplada
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(AxioCam® MRc5, Carl Zeiss Microscopy), conectados ao microcomputador. AS
fotomicrografias das laminas histologicas foram capturadas com o auxilio do software ZEN 2®
(Blue edition; versdo 6.1.7601; Carl Zeiss Microscopy). A regido de interesse para as analises
consistiu em um retdngulo com 1280 pum x 960 wm na regido central do tergo médio do alvéolo

dental (Figura 2).

Para andlise histométrica da porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PTO), foram
obtidas fotomicrografias das laminas histologicas que foram analisadas através do software
ImageJ® (versdo 1.51i; National Institutes of Health), através da ferramenta Polygon selections,
a qual demarcou e mensurou a area ocupada por tecido 6sseo neoformado. Em seguida foi
calculada a porcentagem correspondente da regido de interesse que era ocupada por tecido

0sseo neoformado.
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Figura 2: Area de interesse (Al)- Para avaliacdo histoldgica, foram utilizados cortes retangulares da regi&o
central do terco médio do alvéolo dental (1280um x 960um).
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Anélises Imuno-histoquimicas

Para as andlises imuno-histoquimicas, os cortes histologicos foram desparafinizados
pelo xilol e hidratados em série decrescente de etanol. A recuperagdo antigénica foi realizada
através da imersdo das laminas histologicas em tampédo citrato 10 mM e pH 6,0 (Spring
Bioscience), em cdmara pressurizada (Decloaking Chamber®, Biocare Medical) a 95°C. No
final de cada etapa da reacdo imuno-histoquimica, as laminas histoldgicas foram lavadas em
PBS 0,1 M e pH 7,4. Posteriormente, as ldminas foram imersas em solucéo constituida de 3%
de perdxido de hidrogénio em PBS, por 1 hora, e em solucdo constituida de 4% de leite em pd
desnatado em PBS, também por 1 hora, para o bloqueio da peroxidase e da biotina enddgenas,
respectivamente. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado em solugdo constituida de
1,5% de soro albumina bovino em PBS acrescido de 0,05% de Triton® X-100 (Sigma-Aldrich),
durante 12 horas. As laminas contendo as amostras de cada grupo experimental foram divididas
em 2 lotes, e cada lote foi incubado por 24 horas com um dos seguintes anticorpos primarios:
anti-OCN (Abcam Laboratories) e anti-TRAP (Santa Cruz Laboratories). Em seguida, 0s cortes
foram incubados com anticorpo secundario biotinilado (Vector Laboratories), por 2 horas e,
subsequentemente, tratados pela estreptavidina conjugada a peroxidase da raiz forte (Vector
Laboratories), por 2 horas. A revelacéo foi realizada utilizando-se como cromdgeno 0 composto
3,3’-diaminobenzidina (Vector Laboratories). Os espécimes foram submetidos a
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris, em seguida, foram desidratados em etanol,

diafanizados em xilol e recobertos com meio de montagem e laminulas de vidro.

Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos mesmos procedimentos
descritos anteriormente suprimindo-se apenas a utilizacdo do anticorpo primario. Todas as
etapas da reacdo imuno-histoquimica foram baseadas no protocolo descrito por Ervolino et al.

(2019)%,
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Osteocalcina (OCN)

Para a andlise imuno-histoquimica da osteocalcina foi realizado uma analise semi-
quantitativa respeitando o seguinte critério de escores. ESCORE 0: padrdo de imunomarcacao
nulo (auséncia total de células imunoreativas (IR) e auséncia de marcacao na matriz extracelular
(MEC)); ESCORE 1: baixo padréo de imunomarcagdo (= 1/4 das células IR e fraca marcagéo
na MEC); ESCORE 2: moderado padrdo de imunomarcacdo (= 1/2 das células IR e moderada
marcacdo na MEC); ESCORE 3: alto padrdo de imunomarcacdo (= 3/4 das células IR e

moderada marcagdo na MEC) 3.

Fosfatase acida tartarato resistente (TRAP)

Para a analise imuno-histoquimica da TRAP efetuou-se uma andlise semiquantitativa
onde a quantidade de células imunoreativas (IR) foi distribuida nos seguintes escores: ESCORE
0: padrdo de imunomarcacdo nulo (auséncia total de células IR); ESCORE 1: baixo padréo de
imunomarcacao (até 5 células IR por campo); ESCORE 2: moderado padrédo de imunomarcagdo
(entre 6 e 12 células IR por campo); ESCORE 3: alto padrdo de imunomarcacdo (mais de 12

células IR por campo) 3.

Andlise Estatistica

Para a analise estatistica foi empregado o programa Biostat 5.0 (IDSM-
Amazonas/Brasil) e p<0,05 foi considerado como estatisticamente significante. Para a
porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PTO) utilizou-se o Teste de Shapiro-Wilk, Anélise
de Variancia (ANOVA) e o pos-teste de Tukey. Para os escores da imunomarcagdo de OCN e
TRAP utilizou-se o Teste de Analise de Variancia de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Student-

Newman-Keuls.
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RESULTADOS

Avaliacao histoldgica

Aos 7 dias pds exodontia os alvéolos dentais se mostravam preenchidos por
remanescentes do codgulo sanguineo, tecido conjuntivo ricamente vascularizado e celularizado.
Nas imediacdes das paredes dos alvéolos se constatou o inicio da deposicéo de matriz 6ssea e
0 comeco da formacdo de delicadas trabéculas dsseas, as quais se mostravam mais evidentes
no Grupo OZ50 (Figura 3 d).

Aos 14 dias p6s operatdrios uma rede delicada de trabéculas dsseas, compostas por
tecido Gsseo imaturo, ocupava grande parte dos alvéolos dentais. Tais trabéculas se mostravam
repletas de osteoblastos com caracteristicas morfoldgicas de intensa atividade, especialmente
nos grupos OZ35 e 0Z50, onde o trabeculado 6sseo se apresentava evidentemente mais denso.
Entremeado nas trabéculas Gsseas constatou-se um delicado tecido conjuntivo muito
vascularizado e bastante celularizado, especialmente nos grupos OZ35 e 0Z50 (Figura 4 c,d).

Aos 21 dias pds exodontia grande parte dos alvéolos dentais se mostrava ocupado por
trabéculas 6sseas, cuja espessura e nivel de maturacao se apresentavam maiores no grupo OZ35,
e especialmente, no grupo OZ50. O tecido conjuntivo situado entre as trabéculas se apresentava
bastante vascularizado e um pouco menos celularizado que nos periodos anteriores (Figura 5
c,d).

As caracteristicas histoldgicas apresentadas pelo grupo OZ50 sdo condizentes com um

processo de reparacdo alveolar mais acelerado (Figura 5 d)
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Figura 3: Aspecto histoldgico do sitio de extragdo dental aos 7 dias pds-operatdrios nos diferentes grupos
experimentais. Fotomicrograficas evidenciando as caracteristicas histoldgicas do tecido situado no 1/3 médio do
alvéolo dental nos grupos C (a), 0Z15 (b), 0Z35 (c) e OZ50 (d) aos 7 p6s exodontia. Abreviacdes e simbolos: tc,
tecido conjuntivo; to, tecido 6sseo neoformado. Aumento original: 400x. Barras de escala: 50 um. Coloragéo:

Hematoxilina e Eosina (H&E).

Figura 4: Aspecto histoldgico do sitio de extracdo dental aos 14 dias pds-operatdrios nos diferentes grupos
experimentais. Fotomicrograficas evidenciando as caracteristicas histolégicas do tecido 6sseo situado no 1/3
médio do alvéolo dental nos grupo C (a), 0215 (b), 0Z35 (c) e OZ50 (d) aos 14 pbs exodontia. Abreviacdes e
simbolos: to, tecido Gsseo neoformado. Aumento original: 400x. Barras de escala: 50 um. Coloracéo:

Hematoxilina e Eosina (H&E).
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Figura 5: Aspecto histoldgico do sitio de extracdo dental aos 21 dias pds-operatérios nos diferentes grupos
experimentais. Fotomicrograficas evidenciando as caracteristicas histolégicas do tecido 6sseo situado no 1/3
médio do alvéolo dental nos grupo C (a), 0Z15 (b), 0Z35 (c) e OZ50 (d) aos 21 pds exodontia. Abreviacdes e
simbolos: to, tecido dsseo neoformado. Aumento original: 400x. Barras de escala: 50 um. Coloracéo:
Hematoxilina e Eosina (H&E).

Avaliacdo histométrica

Na andlise intragrupo constatou-se que a PTO foi maior aos 14 dias quando comparado
com os 7 dias, em todos os grupos experimentais. Aos 21d a PTO foi maior tanto em relagdo
aos 7 dias quanto aos 14 dias, em todos 0s grupos experimentais (Figura 6).

Na analise intergrupos constatou-se que no grupo 0OZ35 aos 14 dias e aos 21 diasa PTO
foi maior que no grupo C nos respetivos periodos experimentais. No grupo 0Z50 a PTO foi
maior que no grupo C em todos os periodos experimentais. Aos 14 dias e aos 21 dias no grupo
0Z50 a PTO foi maior no grupo OZ15. A PTO aos 21 dias no grupo OZ50 foi maior que no

grupo 0Z35 (Figura 6).
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Figura 6: Gréfico evidenciando a porcentagem de tecido 6sseo (PTO) no 1/3 médio do alvéolo dental nos grupos
C,0Z15,0235e 0Z50 aos 7, 14 e 21 dias pos operatdrios. Simbolos: a, diferenga em relagéo aos 7 dias no mesmo
grupo; b, diferenca em relacdo aos 14 dias no mesmo grupo; A, diferenca em relacdo ao grupo C no mesmo
periodo; B, diferenca em relacdo ao grupo OZ15 no mesmo periodo; C, diferenca em relacéo ao grupo OZ35 no
mesmo periodo. Testes estatisticos: Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk; Analise de Variancia (ANOVA); Pés-
teste de Tukey.

Avaliagdo Imuno-histoquimica
Osteocalcina (OCN)

Na andlise intragrupo constatou-se que a imunomarcacdo para OCN aos 21d foi maior
que aos 7d em todos os grupos experimentais. Aos 21d em C e OZ15 a imumarcacédo para OCN

foi maior 21d em relacéo aos 14d (Figura 7).

Na anéalise intergrupos constatou-se que no grupo OZ50 aos 7d e aos 14d a

imunomarcacao para OCN foi maior que no grupo C e que no grupo 0Z15 (Figura 7).
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Figura 7: Imunomarcacédo para OCN no sitio de extragdo dental aos 21 dias pds-operatérios nos diferentes grupos
experimentais. (a) Gréafico evidenciando o padrdo de imunomarcacao para OCN no alvéolo dental nos grupos C,
0Zz15, 0Z35 e OZ50 aos 7, 14 e 21 dias p6s operatorios. Testes estatisticos: Andlise de Variancia de Kruskal
Wallis; Pos-teste de Student-Newman-Keuls. (b — e) Fotomicrograficas evidenciando o padrdo de imunomarcagao
para OCN no 1/3 médio do alvéolo dental nos grupo C (b), 0Z15 (c), 0Z35 (d) e OZ50 (e) aos 21 pds exodontia.
Abreviactes e simbolos: to, tecido 6sseo neoformado; a, diferenca em relagdo aos 7 dias no mesmo grupo; b,
diferenca em relacdo aos 14 dias no mesmo grupo; A, diferenca em relacdo ao grupo C no mesmo periodo; B,
diferenca em relagcdo ao grupo OZ15 no mesmo periodo. . Aumento original: 1000x. Barras de escala: 10 pum.
Contra-coloragéo: Hematoxilina de Harris.
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Fosfatase 4cida tartarato resistente (TRAP)
Tanto a andlise intragrupo, quanto a analise intergrupos, ndo constatou diferenca

estatisticamente significante na imunomarcacédo para TRAP (Figura 8).

a) TRAP

07d W14d B21d

N

o _o ol I

Cc ' 0z15  0z35  0Z50
Grupos experimentais

’E‘ B _‘\/;Grupoc

Padrao de imunomarcaao
(ESCORES)

Grupo 0Z15

b
. N5 10pm
) » o
0 " ”Grupcj’ (?235 e £ Grupo 0Z50

” 10 m ‘ - 10 gm
Figura 8: Imunomarcagao para TRAP no sitio de extracdo dental aos 14 dias pds-operatorios nos diferentes grupos
experimentais. (a) Grafico evidenciando o padrdo de imunomarcacéo para TRAP no alvéolo dental nos grupos C,
0Z15, 0Z35 e OZ50 aos 7, 14 e 21 dias pbs operatdrios. Testes estatisticos: Analise de Variancia de Kruskal
Wallis; Pos-teste de Student-Newman-Keuls. (b — e) Fotomicrograficas evidenciando as células TRAP-positivas
(osteoclastos) presentes no 1/3 médio do alvéolo dental nos grupo C (b), 0Z15 (c), 0Z35 (d) e OZ50 (e) aos 14
pos exodontia. AbreviacBes e simbolos: setas pretas, células TRAP-positivas (osteoclastos). Aumento original:
1000x. Barras de escala: 10 um. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris.
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DISCUSSAO

Este estudo teve a finalidade de avaliar os efeitos da ozonioterapia sistémica no reparo
0sseo como também os efeitos de diferentes doses de ozbnio administrada por via
intraperitoneal, no reparo de feridas de extragdo dental.

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que o tratamento com o O3
influencia o reparo de feridas 6sseas. Ficou evidente em todos 0s grupos tratados com Oz que a
porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PTO) foi maior quando comparado ao grupo
controle. Destaca-se ainda que tais resultados mostraram-se dose-dependente, com resultados
mais favoraveis com dose mais elevada, de 1,0 mg/Kg, com concentragdo de 50 ug/ml de O3 .
Por outro lado a ozonioterapia contribuiu para aceleracdo do estagio de maturacdo 6ssea que se
mostrou mais evoluido nos espécimes tratados com Oz que se caracterizou pela elevada
imunomarcacdo de OCN, denotando os efeitos benéficos da ozonioterapia nas células com
atividade formadora determinada pelos osteoblastos e, em contrapartida, controlou a atividade
dos osteoclastos (TRAP), de reabsorcdo 0ssea, uma vez que ndo evidenciou diferencas
estatisticas significantes entre os espécimes tratados ou ndo com ozonio.

Nossos resultados revelaram que a via sistémica (intraperitoneal) de aplicacdo da
ozonioterapia em animais mostrou ser efetiva, sem efeitos indesejaveis para 0s animais e
constitui a via de aplicagéo escolhida por diversos pesquisadores devido sua praticidade de
execucdo e eficiéncia na absorcdo do 0zonio >?. Ressalta-se ainda que as todas doses de 0z6nio
empregadas em nossos estudos (0,3mg de Os/kg, com concentragao de 15 pug/ml de Oz, 0,7mg
de Os/kg, com concentragao de 35 pg/ml de Oz, 1,0mg de Oz/kg com concentragao de 50 ug/ml
de O3) promoveram aumento da PTO, comprovando a agdo benéfica do Oz na neoformagéo
Ossea. Destaca-se que doses com baixas concentragdes de Os, na faixa terapéutica (10-80 pg/ml

de gas), podem ser efetivamente suprimidas pela poderosa capacidade antioxidante do
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organismo para evitar efeitos toxicos nas células; tais concentra¢des de 0zonio tém sido usadas
como agente esterilizante, promover a cicatrizacdo de feridas, regular a imunidade e
desempenhando das funcdes analgésicas 2°. Um fator importante a ser considerado é que o
tempo de vida util da molécula de ozénio esté diretamente relacionado a temperatura. Quanto
mais alta a temperatura mais curto é a vida Gtil do ozonio e, consequentemente, menor sua
poténcia de acdo. Como exemplo, a meia-vida do ozonio é de 140 minutos a 0°C, e atingiu
apenas 40 minutos a 20°C?*

A ozonioterapia € um método de tratamento biolégico com uma ampla gama de
aplicacdes tanto na medicina quanto na odontologia. A cascata de compostos derivados do
0zOnio tem a capacidade de agir em diversos alvos no organismo, podendo acarretar uma
correcdao multifatorial de diversas condi¢es patoldgicas. Hipoteses do seu mecanismo de acdo
estdo apresentadas na literatura, porém inconclusivas. Estudos mostram que a terapia com
0zonio induz um estresse oxidativo moderado, aumenta a producéo de antioxidantes endgenos,
melhora a perfusdo local e a entrega de oxigénio, como também a resposta imunoldgica *°.
Outros estudos relatam que 0 Oz aumenta o transporte de oxigénio pelo sangue, resultando em
uma ativacdo do metabolismo celular dos processos aerdbicos (ciclo de Krebs, glicolise, -
oxidacdo de acidos graxos) e utilizacdo dos recursos energéticos. Sabe-se também que o
metabolismo dos tecidos inflamados é aumentado com a ozonioterapia devido a elevacao da
oxigenacao e reducdo dos processos inflamatorios totais, aumentando, portanto, sua capacidade
de regeneracdo tecidual 5334,

Embora com a metodologia aplicada neste estudo ndo tenhamos condicdes de esclarecer
0 mecanismo de ac¢ao que resultou nos beneficios do tratamento com O3 na reparacédo de feridas
de extracdo dental, baseando-nos na literatura, pode ser inferido que tais resultados se devem a
diferentes fatores como a capacidade do O3z de promover maior suprimento de sangue no tecido

injuriado, aumentando a oxigenacgéo deste tecido. Estudos mostram que o Oz tem a capacidade
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de melhorar o metabolismo do oxigénio, estimulando importantes enzimas que participam de
sua metabolizag¢do, aumentando a saturacdo de oxigénio no sangue circulante com consequente
aumento do aporte de oxigénio as células do organismo, a oxigenacéo e a respiracdo celular .

N&o existe ainda um consenso na literatura em relagdo a dose mais eficaz de O3 para a
melhora na reparacdo de feridas 6sseas e regeneracdo tecidual. Estudos mostraram que a dose
de 0,7 mg/kg de animal administrada por via intraperitoneal beneficiou a reparacao de feridas
de extracdo dental a longo prazo de pos-operatorio e que a aplicacdo de Oz via sistémica acelera
a cicatrizacdo do osso alveolar apds a extracdo °, e, no tratamento da doenca periodontal
induzida, reduz a atividade osteoclastica e a perda 6ssea alveolar 8.

Na analise comparativa dos nossos resultados com os de Erdemci et al (2014)° e o de
Saglam et al. (2020) notamos que a dose de 0,7 mg/kg de peso do animal, mostrou-se efetiva
também em nosso estudo, porém, a dose de 1,0 mg/kg foi a que demonstrou os melhores
resultado sem nosso estudo, 0 que abre espago para pesquisas futuras.

Os efeitos benéficos da ozonioterapia também foram comprovados em pesquisas em
diferentes modelos e doses. Estudos documentaram efeitos protetores da ozonioterapia na
isquemia e reperfusdo na injaria de ovarios de ratas, quando tratadas com baixa dose (0,5
mg/kg), obtendo reducdo de marcadores inflamatorios durante a isquemia dos ovarios ¢,
enguanto outros com doses mais elevadas (1,0 e 2,0 mg/kg) observaram melhora na reparagéao
de injurias cerebrais por hipoxia isquémica, onde a dose de 2,0 mg/kg foi a que diminuiu a taxa
de apoptose neural com maior eficéacia ¥'.

A ozonioterapia tenha sido aplicada em diferentes areas da Odontologia, como na
Periodontia, Estomatologia, Dentistica, Cirurgia, Prétese, Ortodontia e Implantodontia com
varios graus de eficacia da ozonioterapia, com bons resultados na odontologia restauradora,

tratamento de canal radicular e osteonecrose da mandibula, mas evidéncias conflitantes ou
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insuficientes sdo notadas em cirurgia oral e endodontia 349, Os seus efeitos na reparagéo dssea
alveolar ainda é um assunto inconclusivo que necessita um maior nimero de pesquisas.
Concordando com esses aspectos favoraveis em relagdo a utilizagdo do 0zdnio, nosso
estudo apresentou resultados motivadores evidenciando que existe um favorecimento a
formacéo e reparacdo dssea de alvéolos pds exodontia, onde os marcadores de osteocalcina e
as areas de formacdo dssea apresentaram-se maiores nos grupos em que foram administrados a

terapia com ozonio.

CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo pode ser concluido que o uso sistémico da mistura Os/O>
beneficiou a reparacdo 6ssea; que a dose empregada do 0zdnio possui relevancia para melhorar
o0s eventos bioldgicos; que os resultados mais favoraveis foram evidenciados com a dose de

ozonio de 1,0 mg/Kg de animal (50 pg/ml de O3).
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ANEXO 2

TESTE DE NORMALIDADE DE SHAPIRO-WILK,

ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) E POS-TESTE DE TUKEY
Porcentagem de Tecido Osseo (PTO)

TESTE DE NORMALIDADE DE SHAPIRO-WILK

Desvio méximo = 0.2216 0.193 0.1528 0.2338 0.2062 0.2633
Valor critico (0.05) = 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Valor critico (0.01) = 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348

Desvio méaximo = 0.2463

0.2581

0.2272

0.2048

0.1559

0.1766

Valor critico (0.05) = 0.3

0.3

0.3

0.3

0.3

0.3

Porcentagem de Tecido Osseo (PTO)

FONTES E)E
VARIACAO GL SQ QM
Tratamentos 11 29.3 e+03 26.7 e+02
Erro 72 755.105 10.488
F= 254.1332
(p) = < 0.0001
Média (Coluna l) = 8.6243
Média (Coluna 2) = 24.4657
Média (Coluna 3) = 48.3971
Média (Coluna 4) = 10.31
Média (Coluna 5) = 27.5457
Média (Coluna 6) = 53.53
Média (Coluna 7) = 11.6243
Média (Coluna 8) = 30.6714
Média (Coluna 9) = 56.1129

Valor critico i0.0li = 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348

ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) E POS-TESTE DE TUKEY




Média (Coluna 10) = 14.8286

Media (Coluna 11) = 35.05

Média (Coluna 12) = 64.5586

Diferenca

Médias (1a 4) = 1.6857 | 1.3772

Médias (2 a 5) = 25163

Médias (3 a 6) = 51329 | 4.1934

Médias (4a 7) = 1.3143 | 1.0737

Médias (4 a 10) = 45186 | 3.6916
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Médias (5a 8) = 3.1257 2.5536 ns

Médias (6a 9) = 25829 | 2.1101

Meédias (7 a 10) = 3.2043 | 26178

Médias (8 a 11) = 43786 | 35772
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ANEXO 3

Avaliacédo do Imunomarcador Osteocalcina (OCN)

[ 0N [ Resultados| - 2-
H= 60.1733
Graus de liberdade = 11
(p) Kruskal-Wallis = 0
R 1 (posto médio) = 14
R 2 (posto médio) = 28.1429
R 3 (posto médio) = 55.1429
R 4 (posto médio) = 14
R 5 (posto médio) = 28.1429
R 6 (posto médio) = 55.1429
R 7 (posto médio) = 28.1429
R 8 (posto médio) = 47
R 9 (posto médio) = 63.2857
R 10 (posto médio) = 42.2857
R 11 (posto medio) = 59.2143
posto medio) = 75.5
Dif. Postos | p-valor
Grupos(le4) = 0
Grupos (1eb) = 14.1429 0.2781

141429 | 0.2781

Grupos (2e4) = 14.1429 0.2781
Grupos (2e5) = 0 1
Grupos (2e7) = 0 1
Grupos (2e8) = 18.8571 0.1481

Grupos (3e6) =
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| Grupos(3e7)= | 27 | 00384 |
Grupos (3e8) = 8.1429 0.5323
Grupos (3e9) = 8.1429 0.5323
Grupos (3 e 10) = 12.8571 0.3241
Grupos (3ell) = 4.0714 0.7548
Grupos (3e12) = 20.3571 0.1184
Grupos (4eb) = 14.1429 0.2781

14.1429 | 0.2781

Grupos (5e7) =

0

Grupos (5¢€ 10) = 14.1429 0.2781

Grupos (7e10) = 14.1429 0.2781

Grupos (6 e 8) = 8.1429 0.5323
Grupos (6e9) = 8.1429 0.5323
Grupos (6 e 10) = 12.8571 0.3241
Grupos (6e11) = 4.0714 0.7548
Grupos (6e12) = 20.3571 0.1184
Grupos (7e8) = 18.8571 0.1481

Grupos (8¢e9) = 16.2857 0.2116
Grupos (8 e 10) = 4.7143 0.7177
Grupos (8e11) = 12.2143 0.3489
Grupos (9e 10) = 21 0.1073
Grupos (9e1l) = 4.0714 0.7548
Grupos (9e12) = 12.2143 0.3489
Grupos (10e11) = 16.9286 0.1942
Grupos (11e12) = 16.2857 0.2116
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ANEXO 4

Avaliacdo do Imunomarcador TRAP

TRAP Resultados| - 2-
H= 25.2609
Graus de liberdade = 11
(p) Kruskal-Wallis = 0.0083
R 1 (posto médio) = 35
R 2 (posto médio) = 35
R 3 (posto médio) = 47
R 4 (posto médio) = 35
R 5 (posto médio) = 35
R 6 (posto médio) = 47
R 7 (posto médio) = 35
R 8 (posto médio) = 47
R 9 (posto médio) = 59
R 10 (posto médio) = 35
R 11 (posto médio) = 41
R 12 (posto medio) = 59
Student-Newman-Keuls | Dif. Postos | p-valor
Grupos (le?2)= 0 1
Grupos (1le3) = 12 0.3574
Grupos (le4) = 0 1
Grupos (leb)= 0 1
Grupos (1le6) = 12 0.3574
Grupos (le7)= 0 1
Grupos (1e8) = 12 0.3574
Grupos (1e9) = 24 0.0657
Grupos (1e 10) = 0 1
Grupos (lell) = 6 0.6454
Grupos (lel2) = 24 0.0657
Grupos (2e 3) = 12 0.3574
Grupos (2e4) = 0 1
Grupos (2eb) = 0 1
Grupos (2e6) = 12 0.3574
Grupos (2e7) = 0 1
Grupos (2e8) = 12 0.3574
Grupos (2e9) = 24 0.0657
Grupos (2 e 10) = 0 1
Grupos (2e1l1) = 6 0.6454
Grupos (2e 12) = 24 0.0657
Grupos (3e4) = 12 0.3574
Grupos (3eb) = 12 0.3574
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Grupos (3e6) = 0 1
Grupos (3e7) = 12 0.3574
Grupos (3e8) = 0 1
Grupos (3e9) = 12 0.3574
Grupos (3 e 10) = 12 0.3574
Grupos (3e11) = 6 0.6454
Grupos (3e12) = 12 0.3574
Grupos (4eb) = 0 1
Grupos (4e6) = 12 0.3574
Grupos (4e7) = 0 1
Grupos (4e8) = 12 0.3574
Grupos (4e9) = 24 0.0657
Grupos (4e 10) = 0 1
Grupos (4e11) = 6 0.6454
Grupos (4e12) = 24 0.0657
Grupos (5e6) = 12 0.3574
Grupos (5e7) = 0 1
Grupos (5e8) = 12 0.3574
Grupos (5e9) = 24 0.0657
Grupos (5e10) = 0 1
Grupos (5e 11) = 6 0.6454
Grupos (5e12) = 24 0.0657
Grupos (6e7) = 12 0.3574
Grupos (6 e 8) = 0 1
Grupos (6e9) = 12 0.3574
Grupos (6 e 10) = 12 0.3574
Grupos (6e1l1) = 6 0.6454
Grupos (6 e 12) = 12 0.3574
Grupos (7e8) = 12 0.3574
Grupos (7e9) = 24 0.0657
Grupos (7€ 10) = 0 1
Grupos (7el1l) = 6 0.6454
Grupos (7e12) = 24 0.0657
Grupos (8e9) = 12 0.3574
Grupos (8 e 10) = 12 0.3574
Grupos (8e 11) = 6 0.6454
Grupos (8e12) = 12 0.3574
Grupos (9e 10) = 24 0.0657
Grupos (9e11) = 18 0.1674
Grupos (9e 12) = 0 1
Grupos (10e11) = 6 0.6454
Grupos (10e 12) = 24 0.0657
Grupos (11e12) = 18 0.1674
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ABSTRACT

Obijective: The aim of this systematic review is to verify the prevalence of sinusitis in patients with
atrophic maxilla who were rehabilitated with zygomatic implants.
Methods: Electronic searches were made for prospective cohort, retrospective cohort, ambidirectional,
or ran- domized controlled trial studies in humans. According to pre-established criteria.

Results: A total of 25 studies were included for data extraction and quality assessment by two
independent reviewers. The selected studies were published between 2005 and 2019 and included a total
of 1050 patients with mean ages ranging from 48 to 63 years old and a total of 2423 zygomatic implants.
There was no occurrence of sinusitis in 9 studies, while it ranged from 1.85% to 92.5% cases in the other
16 studies, with higher incidence for intrasinus technique. Regarding the quality assessment of the
studies, the only RCT included in this review presented some concerns regarding the risk of bias,
according to ROB-2 tool, whereas most of the observational studies were evaluated as presenting a
serious or critical risk of bias, according to ROBINS-1 tool. The mean incidence of sinusitis in patients
with zygomatic implants rehabilitation is 13.56% and it seems to be related to their placement technique.

Conclusions: The present study is most based on observational studies with serious or critical risk of
bias. Therefore, it should be interpreted with caution, and more randomized controlled studies are
needed for better comprehension.
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INTRODUCTION

After teeth loss, the maxilla suffers a continuous process of bone resorption that
leads to maxillary ridges atrophy, with irreversible and cumulative characteristics. This
condition results in mucosal, functional, psychologic, aesthetics, and economic
problems for patients. In severe cases, rehabilitation with conventional implants is
limited by insufficient bone quantity and quality, which can be exacerbated by
pneumatized maxillary sinus and wide nasal cavity®?.

The therapeutic approach with dental implants on atrophic maxilla can be based
on grafting and reconstruction or anchorage techniques. Normally, reconstruction
treatments require longer periods as well as higher costs and morbidity. On the other
hand, anchorage techniques associated with tilted implants, enable faster recovery to
the patients, usually with lower costs®*. Zygomatic implants (ZI) are included in this
treatment category, in which their fixation, on zygomatic bone, is located in a distance,
unattainable by conventional dental implants®®.

Three principal techniques for ZI installation are well described in the literature.
The first one was introduced by Branemark in the late 80"s and its main characteristic
is the implant head positioning in the palatal region, crossing the maxillary sinus, and
anchored in the zygomatic bone 7. In 2000, Stela e Warner proposed a technique
modification taking the implant head over the maxillary ridge, and consequently,
positioning it buccally, against the lateral wall of maxillary sinus®. The third one, known
as exteriorization technique, the implant is anchored on zygomatic bone without
penetrating sinus maxillary interior, being supported, mostly, in the bony crest of the
residual ridge region®.

Among complications related to ZI, sinusitis or sinus infections are the most

reported® and thereby, this systematic review aims to verify their prevalence.

METHODS

Search strategy and studies selection
Electronic searches were made in the Pubmed, EMBASE, Scielo, Lilacs,

Cochrane Controlled Trials Database and Scopus databases for studies published up
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to January 24", The search strategies included key words combination, as seen in

Table 1, and were customized according to the database being searched.

Table 1. Search terms used for Pubmed/MEDLINE, Embase, Scielo, Lilacs, Cochrane and

Scopus.

(("atrophy"[MeSH Terms]) OR ("bone resorption"[MeSH Terms])) OR ("dental implants"[MeSH Terms]))
OR ("dental implantation"[MeSH Terms])) OR ("dental prosthesis"[MeSH Terms])) OR ("maxilla"[MeSH
Terms])) OR (“jaw, edentulous"[MeSH Terms])) OR (“jaw"[MeSH Terms])) OR (“atrophy/surgery"[MeSH
Terms])) OR ("bone resorption/physiopathology'[MeSH Terms])) OR ("maxilla/surgery”"[MeSH Terms]))
OR ("Jaw, edentulous/rehabilitation"[MeSH Terms])) OR ("atrophies"[All Fields])) OR ("bone
resorptions"[All Fields])) OR ("dental implant"[All Fields])) OR ("surgical dental prosthesis"[All Fields]))
OR ("dental prosthesis implantation"[All Fields])) OR ("surgical dental treatment"[All Fields])) OR
("maxillary bone"[All Fields])) OR ("maxillae"[All Fields])) OR ("edentulous jaw"[All Fields])) OR
("edentulous jaws"[All Fields])) OR ("jaws"[All Fields]))

AND

((((((((("zygoma"[MeSH Terms]) OR ("zygoma/surgery"[MeSH Terms])) OR ("zygomas"[All Fields])) OR
("malar bone"[All Fields])) OR ("cheek bones"[All Fields])) OR ("zygomatic arch"[All Fields])) OR
("malar"[All Fields])) OR ("zygomatic"[All Fields])) OR (“zygomatic implants"[All Fields])))

AND

("sinusitis"[MeSH Terms]) OR ("maxillary sinusitis"[MeSH Terms])) OR ("paranasal sinus
diseases"[MeSH Terms])) OR ("postoperative complications"[MeSH Terms])) OR ("sinus infection"[All
Fields])) OR (“"sinusitides"[All Fields])) OR ("maxillary sinusitides"[All Fields])) OR ("paranasal sinus
disease"[All Fields])) OR ("postoperative complication"[All Fields])) OR ("sinus infections"[All Fields])) OR
("rhinosinusitis"[All Fields])) OR (“rhinosinusitides"[All Fields]))

Initial screening of titles and abstracts was performed by two independent
reviewers. After that, full-reading and selection of studies were carried out for data
extraction. It was based on the criteria described in Table 2.

Table 2. Inclusion and exclusion criteria applied in study selection.

Inclusion criteria Exclusion criteria
Studies with humans In vitro assays
Patients with atrophic maxilla Case reports, case series, systematic reviews

and metanalyses
Studies that evaluated occurrence of sinusitis Publications in languages other than English,
after the procedure Portuguese and Spanish
Prospective cohort, retrospective cohort,
ambidirectional, or randomized controlled trial
studies
Studies in Portuguese, Spanish or English.
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Quality assessment of included studies

The risk of bias for RCT was assessed by two independent reviewers using
Cochrane Risk of Bias tool (RoB 2.0)!! and the Risk of Bias in Non-randomized Studies
(ROBINS-I)'? for observational studies. Any disagreement between reviewers was
resolved after additional discussion. Pre-operatory evaluation of sinus health as well
as technique for zygomatic implants placements were considered as confounding

factors when not controlled in included studies.

RESULTS

From twenty-five publications included in this review: eleven retrospective
cohort studies, twelve prospective cohort studies, one ambidirectional cohort study,
and one RCT of parallel groups with two arms. The study selection process is
illustrated in the PRISMA flow diagram (Figure 1).

Cochrane S.IE;EGW:SSI“MEEHSE“ Embase Scielo and Lilacs Manual search
Studies identified through —— dalabase se;lming —|  Siudies identified through  ——  Studies idenfified through —  Siudies identified through
datahase searching n=5 =202 database searching n=159 database searching n=0 manual search n=29

92 studies identified
as duplicates

393 studies retrieved for
fitlz and abstract screening

———| 239 studies excluded

154 studies selected for
full-text reading

25 studies included for data
extraction

Figure 1. Flow chart according to the PRISMA statement.

The selected studies were published between 2005 and 2019 and included a
total of 1050 patients with mean ages ranging from 48 to 63 years old and a total of
2423 zygomatic implants. Follow-up time ranged from 6 months to 18 years, and the
mean of implant survival rate found was 96. 97% (+_2.88) and the range between
90.3% and 100%, despite one study that did not report it.
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Regarding the technique used for zygomatic implant placement, 12 studies
reported applying intrasinus (Branemark), 4 studies reported extrasinus, 2 studies
reported the use of sinus slot, and 4 studies reported the use of both intra and extra
sinus techniques, depending on subjects” anatomy. Two studies were not clear about
the techniques used for interventions. Among the 25 studies, 10 conducted
conventional loading (after healing period) of implants, whereas 11 studies described
immediate or early loading. Implants were reported to be loaded under both immediate
and conventional protocols in 2 studies.

Pre-operatory sinus health evaluation was described in 19 studies, and in 6 it
was not clearly specified. Nevertheless, the presence of acute sinusitis was expressly
considered exclusion criteria in only 4 studies. Method for sinusitis diagnostic has
lacked in most studies, CBCT was used in 7 studies, while radiography and
guestionnaires were applied by fewer authors. There was no occurrence of sinusitis in
9 studies, the mean occurrence was 13.56% (+ 21.11) and ranged from 1.85% to
92.85% cases in 16 studies. The sinusitis occurrence is described in Table 3 and all

data is summarized in Table 4.

Sinusitis occurance (%)
Technique Implant survival (%)
Mean S.D
Extrasinus 4.27 7.40 99.17
Intrasinus 21.14 29.24 95.81
Intrasinus and extrasinus 8.31 7.30 97.69
Not informed 13.60 19.23 97.56

Table 3 — Sinusitis occurrence summarized per technique.
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Table 4

Included studies characteristics.

Authors N Mean Technique Number Implant Loading Implant Implant Previous Pre operatory Sinusitis Sinusitis Follow- Study design
subjects  age of brand protocol survival sliccess sinus medication occirance diagnostic up time
(years) implants (%) (%) evaluation () methad (years)
Becktor et al. 16 61.1 Intrasinus 31 Nobel Conventional 90.3 Not Yes Benzylpenicillin 37.5 Not informed 38 Ambidirectional
[14] Biocare, loading informed 3g cohort study
Astra Metronidazole
05g
Zwahlen et al. 18 63 Intrasinus 34 Nobel Conventional 94.1 Not Not Corticosteroid 56 Nat informed 06 Praspective
115] Biocare loading informed  informed cohort study
Davo et al. [14] 42 57 Intrasinus 81 Brinemark Immediate 100 100 Yes Not informed 2.3 Not informed 1.7 Retrospective
Systen, loading cohort study
Nobel
Biocare
Davaetal. [91] 36 Not Intrasinus 71 Nobel Immediate Not Not Yes Mot informed i} CBCT 1.8 Prospective
informed  and sinus Biocare loading informed informed cohort study
slot
Davé, Ruben. 24 51.4 Intrasinus 45 Nobel Conventional 97.4 Not Yes Not informed 20.83 CBCT and 5 Retrospective
[16] Biocare loading informed radiography cohort study
Chow et al. [32] 16 60 Intrasinus 37 Nobel Immediate 100 100 Yes Amoxicillin- 0 CBCT 2 Prospective
and Biocare and early Clavulanic acid cohort study
extrasinus loading
Aparicio et al. 20 52 Extrasinus 36 Nobel Immediate 100 Not Not Antibiotics 0 Not informed 34 Prospective
301 Biocare and informed  informed cohort study
conventional
loading
Davé et al. 133 17 57.7 Intrasinus 68 Nobel immediate 100 Not Not Amoxicillin- 0 Not informed 1 Prospective
Biocare loading informed  informed Clavulanic 2 g cohort study
Aparicio et al, 25 18 Intrasinus 47 MNobel Immediate 100 Not Not Antibiotics 0 Not informed 5 Prospective
[341 and Boicare and early informed  informed eohort study
extrasinus loading
Stiévenart et al. 20 56 Intrasinus 80 Mobel Immediate 26 Not Yes Amoxicillin- 50 Mot informed 33 Frospective
[29] Boicare and informed Clavulanie acid cohort study
conventional lg
loading
Sartori et al. 16 Mot Not 37 MNeodent immediate 100 100 Not Not informed 0 Mot informed 1 Prospective
[351 informed  informed loading informed cohort study
Miglioranca 21 55.14 Extrasinus 40 Nobel Immediate 975 97.5 Not Cephalexin 2 g 0 Not informed 8 Prospective
et al [36] Boicare loading informed cohort study
Urgell et al. 54 56 Intrasinus 101 Nobel Conventional 96.04 Not Yes Mot informed 1.85 Mot informed [} Hetrospective
[411 Boicare loading informed cohort study
Hinze et al. [37] 10 615 Intrasinus 22 Nobel Immediate 90.9 Not Yes Clindamyein (] CBCT 0.5 Prospective
Biocare loading informed 600 mg cohort study
Aparicio et al, 22 63 Not 41 Nobel Conventional 95,12 Not Yes Not informed 27.2 CBCT, LMS5 and 10 Prospective
[21]1 informed Biocare loading informed questionnaire cohort study
Malo et al. [19] 39 53.5 Extrasinus 92 Nobel Immediate 100 Not Yes Not informed 12.82 Not informed 3 Retrospective
Biocare loading informed cohort study
Aparicio et al. 102 Not Intrasinus 197 Mobel Immediate 495,12 Not Yes Not informed 3.75 Questionnaire 7.31 Ambidirectional
[38] imformed  and Biacare loading Intrasinus informed Extrasinus and CBCT cohort study
extrasinus 497.44 27.27
Extrasinus Intrasinus
Bothur et al. 14 &0 Intrasinus 58 Nobel Conventional 97 Not Yes Naot informed 92.85 Radiagraphy, 93 Praspective
[221 Biocare loading informed CBCT, cohort study
questionnaire,
Lund-Mackay

staging system

(continued on next page)
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Table 4 (continued)

Authors N Mean Technique Number Implant Loading Implant Implant Previous Pre operatory Sinusitis Sinusitis Follow- Study design
subjects  age of brand protocol survival success sinus medication occurance diagnostic up time
(vears) implants (%) (%) evaluation (%) method (years)

Malo et al. [27] 352 55.2 Intrasinus 747 Nobel Immediate 98.2 94 4 Yes Not informed 7.38 Mot informed 7 Retrospective
and Biocare loading cohort study
extrasinus

D’Agostino et al. 41 54 Intrasinus 133 Nobel Not informed Not Not Yes Not informed 14.6 SNOT-20 score 29 Retrospective

10 and Biocare informed informed and LMS cohort study
extrasinus

Aradjo et al. 37 55.64 Sinus slot 129 Neodent, Conventional 98.44 Not Yes Not informed 21.62 Not informed 1 Retrospective

23] Conexio loading informed cohort study

Atalay et al. 16 53 Intrasinus 32 Nobel Conventional 93.7 93.7 Yes Not informed 0 Not informed 2.3 Retrospective

[24] Biocare loading cohort study
Esposito et al. 35 58.3 Intrasinus 141 Nobel Immediate 97.87 Not Yes Amoxicillin- 8.57 Mot informed 0.3 RCT of parallel
[28] and Boicare loading informed Clavulanic acid group design
extrasinus 1750/250 mg or with two arms
Clindamycin
600 mg
Chana et al. 45 56 Intrasinus 88 Nobel Conventional 94.32 Not Yes Dexamathasona; 2.22 Not informed 18 Retrospective
[25] and Biocare loading informed Amaoxicilin cohort study
extrasinus

Aleksandrowicz 22 50.4 Intrasinus 35 Nobel Conventional 97.15 97.4 Yes Not informed 18.18 Not informed 12 Retrospective

et al. [26] and Biocare loading cohort study

extrasinus
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Quality analysis

The quality assessment of the RCT study is shown in Figure 2 and the analysis
of observational studies is in Figure 3. The only RCT study was evaluated as
presenting some concerns regarding bias while most observational studies presented

a critical or serious risk of bias.

Risk of bias domains

| bt | p2 | b3 | b4 | D5 | Overal |
e
tEoweaie @ © @ © @ O
Domains: Judgement
D1: Bias arlsing from the randomization process.
D2: Bias due to deviations from intended intervention. = Some concerns
D3: Bias due to missing outcome data. . L

D4: Bias in measurement of the cutcome.
Ds; Bias in selection of the reported result,

Figure 2 Summary of the risk of bias of the included RCT study according to RoB-2 tool.

Bias due to confounding

Bias due to selection of participants

Bias in classification of interventions

Bias due to deviations from intended interventions
Bias due to missing data

Bias in measurement of ouicomes

Bias in selection of the reported result

Overall risk of bias

25% 50% 75% 100%

(=]
iy
=

B o [0 woceaterss [l secusniex [l civeaiise [ Ne ntormaton

Figure 3. Summary of the risk of bias of included observational studies according to ROBINS-I tool.

DISCUSSION

Zygomatic implants have been used since the ‘80s for rehabilitation of atrophic
maxilla as an alternative to bone grafts, reducing time, cost, and patients” morbidity*S.
Prosthetic rehabilitation can be associated with conventional (two-stages) 416 or
immediate loading!’~°. In this review, 10 studies conducted conventional loading
rehabilitation 14-1620-26 14 studies reported immediate or early loading!®1927-38
whereas another one did not specify the loading technique applied®. Despite the
collection of that data, studies did not present any correlations between loading

technique and sinus complications.
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Among adverse events associated with zygomatic implants, sinus pathologies
are the most frequent!®, and might be related to the installation technique. In the
conventional technique, introduced by Branemark®3, the zygomatic implant cross the
maxillary sinus and it is anchored in the zygomatic bone. Using a small window in the
maxillary bone it is possible to irrigate and raise the sinus membrane. The sinus slot
technique, developed by Stella and Warnerg, in which the implant is positioned
tangential to the lateral wall of maxillary sinus, improving the emergence of implant
head over the crest of alveolar ridge, facilitating the prosthetic rehabilitation and
providing more comfort to the patient. Depending on the anatomy of the external lateral
wall of the maxillary sinus (degree of convexity), it is possible to install those implants
externally of the maxillary sinus®?3°, This approach is known as the extrasinus
technique, in which the implant does not penetrate the sinus cavity, decreasing the risk
of developing sinus pathologies3?39,

Among the 25 reviewed studies, 4 approached exclusively the extrasinus
technique, reporting its advantages regarding implant position. In 7 studies, the
traditional Branemark technique was addressed!4-16.20.2233.37 ‘ywhereas in 2 studies the
sinus slot was the reported technique?®4°, In the 12 remaining studies, the installation
approach was not specified, or different techniques were applied according to patients”
anatomy. Although the occurrence of sinusitis was not great in most studies (the mean
occurrence was 13.56%), there seems to be a relationship with technique applied,
since there were more cases of sinus infection when the implants were installed
crossing the sinus cavity to attach zygoma bone.

Regarding the quality assessment of the studies, the only RCT included in this
review presented some concerns regarding the risk of bias, according to ROB-2 tool,
whereas most of the observational studies were evaluated as presenting a serious or
critical risk of bias, according to ROBINS-I tool. For greater scientific evidence, it is
necessary the development of more randomized clinical trials, addressing
methodological issues that are very common in the literature, such as study design,
clear definition of sinusitis, diagnostic methods, and standard surgery technique for the
study population, in order to eliminate confounding factors. Since the present reviewed
is based almost in its totality on observational studies, it should be interpreted with

caution.

CONCLUSIONS
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According to the findings of this systematic review, the mean prevalence of

sinusitis in patients with zygomatic implants rehabilitation is 13.56% and it seems to

be related to their placement technique. However, since the present study is most

based on observational studies with serious or critical risk of bias, it should be

interpreted with caution, and more randomized controlled studies are needed for better

comprehension.
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