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RESUMO

Os bisfosfonatos (BF) sé@o drogas sintéticas indicadas para o tratamento de
osteoporose, metastases 0sseas, mieloma multiplo, e Doenca de Paget. Apos
administragdo sao rapidamente depositadas no o0sso e lentamente
metabolizadas. Apesar de possuir boa efetividade como agente néo
reabsortivo, tem como efeito colateral alto risco para danos aos 0SS0S
maxilares, causando osteonecrose da mandibula relacionada aos
bisfosfonatos. A maioria dos casos de osteonecrose ocorre subsequentemente
a cirurgia dento alveolar, como extracdo dental e embora o principal tecido
afetado seja o 0sso, a liberagdo local de grandes quantidades de BF pode
causar efeitos toxicos para as células da mucosa oral. Além disso, ha
evidéncias de relagdo positiva entre doenca periodontal e o desenvolvimento
de osteonecrose medicamentosa. Baseando-nos em dados apresentados na
literatura sobre o desenvolvimento de osteonecrose medicamentosa
espontanea, e de modificagcdes do tecido mole que possam ser causadas pelo
medicamento, o objetivo deste trabalho é verificar as caracteristicas do tecido
conjuntivo que forma o ligamento periodontal, em ratos que foram submetidos a
terapia com zoledronato endovenoso, sem a execucdo de procedimento
cirirgico prévio. Foram utilizados 20 ratos albinos Wistar machos distribuidos
em 2 grupos, com 5 animais por grupo, e 2 tempos de andlise: 14 dias e 28
dias: Grupo 1- Controle, animais tratados com soro fisioldgico 0,9% via
endovenosa (EV); Grupo 2 - tratados com &cido zoledrdnico EV. Ap6s 14 e 28
dias do inicio da administracdo do medicamento todos os animais foram
submetidos a eutanasia. A mandibula foi processada histologicamente e cortes
semi-seriados foram feitos longitudinalmente ao longo eixo do alvéolo dentario
do incisivo. Foram realizadas anélises morfométricas e morfoldgicas do padréo
das fibras periodontais, vasculariza¢do (n° de vasos sanguineos), insercdo das
fiboras em cemento e tecido désseo alveolar, presenca e quantificagdo de
infiltrado inflamatdrio e largura do espaco periodontal. As analises feitas neste
estudo in vivo sugerem que, o efeito citotoxico do acido zoledrdnico, via
endovenosa, numa dose de 0,035 mg/Kg, no ligamento periodontal, pode
diminuir o infiltrado inflamatério, bem como a atividade metabdlica dos
fibroblastos, em relagdo as fibras colagenas, consequentemente diminuindo o
espaco periodontal, o que pode interferir na satde do mesmo.

Palavras-chave: Zoledronato. Periodonto. Fibras periodontais. Fibroblastos.



ABSTRACT

Bisphosphonates (BF) are synthetic drugs indicated for the treatment of
osteoporosis, bone metastases, multiple myeloma and Paget's disease. After
administration are quickly deposited in the bone and slowly metabolized.
Despite having good effectiveness as a reabsortivo not, have as a side effect
high risk for damage to the jaw bones, causing osteonecrosis of the JAWS
(BRONJ) bisphosphonate drugs-related. Most cases of BRONJ occurs
subsequent to the surgery, as alveolar dental extraction dental and although the
main affected tissue is bone, the local release of large quantities of BF can
cause toxic effects to the cells of the oral mucosa. In addition, there is evidence
of a positive relationship between periodontal disease and the development of
BRONJ. Based on data presented in the literature on the development of
spontaneous BRONJ, and soft tissue changes that may be caused by the
medicine, the aim of this study is to verify the characteristics of connective
tissue that form periodontal ligament in rats that have undergone the therapy
with intravenous mg intravenously injected zoledronate, without performing
surgical procedure. Albino Wistar rats will be used 20 males distributed in 2
groups with 5 animals per group, and 2 times of analysis: 14 days and 28 days:
Group 1 — control, animals treated with saline 0.9% injection (EV); Group 2-
treated with zoledronic acid EV. After 14 and 28 days of the beginning of the
administration of medicine all animals will be eutanaized. The jaw is processed
histologically and semi-seriados cuts are made along the long axis of the dental
alveolus of incisor. Morphometric and morphological analyses will be carried out
in the pattern of periodontal fibers, vascularization (blood vessels), insertion of
fibers in cementum and alveolar bone tissue, presence and quantification of
inflammatory infiltrate and width of the periodontal space. Birefringence analysis
will also be held. Statistical analysis will be performed between the different
treatment times within the same groups, and between different groups, at the
same times of treatment. The statistical parameters evaluated will be held by
non-parametric T test, followed by Welch. For the birefringence is applied the
Shapiro Wilk test and the non-parametric test of Kruskal-Wallis test followed
Dunn's.

Keywords: Zoledronate. Periodontium. Periodontal fibers. Fibroblasts
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1 INTRODUCAO

Os bisfosfonatos (BF) sé@o drogas sintéticas semelhantes ao pirofosfato
organico, diferindo em sua composi¢ao quimica pela presenga de um atomo de
carbono ligado a dois grupos fosfatos (P-C-P) no lugar do oxigénio do
pirofosfato (P-O-P) (DIMITRAKOPOULOUS et al., 2006). Sdo medicamentos
indicados para o tratamento de osteoporose, metastases dsseas, mieloma
multiplo, e Doenca de Paget (OHLRICH et al., 2016). Apds administragdo s&o
rapidamente depositados no osso — de 24 a 48 horas — e lentamente
metabolizados (FISHER et al., 2000).

O zoledronato € um agente néo reabsortivo, caracterizado como sendo
um BF associado a moléculas de nitrogénio, portanto, pertencente a classe dos
BF néo nitrogenados (ROELOFS et al., 2006). Bisfosfonatos nitrogenados séo
mais potentes que os BF n&o nitrogenados, pois sua grande afinidade com a
hidroxiapatita aumenta sua adeséo aos tecidos mineralizados (LAWSON et al.,
2010).

Além do efeito antirreabsotivo, o zoledronato possui uma acéao
secundéria na inibicdo do processo de mineralizacdo (RUSSELL et al., 2008).
Apesar de possuir boa efetividade como nédo reabsortivo, tem como efeito

colateral alto risco para danos aos ossos maxilares (WOO et al., 2006).

A osteonecrose da mandibula relacionada aos bisfosfonatos (BRONJ) é
um problema sério que ocorre em um numero significante de pacientes que
utilizam o BF nitrogenado como parte de seu tratamento, sendo que a maioria
dos casos de BRONJ ocorre subsequentemente a cirurgia dento alveolar, como
extracdo dental (RUGGIERO et al., 2004). A teoria da patogénese da BRONJ
inclui a supressao do remodelamento dsseo, da cicatrizagéo de tecidos moles e
modificagdo da vascularizagéo tecidual, promovendo efeitos antiangiogénicos
(ALLEN; BURR, 2009).



Assim como o prejuizo ao tecido 6sseo, a liberacdo local de grandes
quantidades de BF pode causar efeitos tdxicos para as células da mucosa oral
adjacentes ao tecido 0sseo, resultando em perda do revestimento o 0sso, e

sua consequente exposi¢cao (WALTER et al., 2010).

A homeostase da mucosa oral esta diretamente relacionada com as
interagdes que ocorrem entre o tecido epitelial e tecidos conjuntivos
subjacentes. Além disso, durante a cicatrizagdo, a expressdo de fatores de
crescimento por fibroblastos gengivais promove a proliferagdo de células

epiteliais e fatores relacionados a vascularizagéo local (WERNER et al., 2007).

Os bisfosfonatos sdo drogas prescritas a um grande numero de pacientes,
principalmente para osteoporose. Uma das consequéncias de sua utilizagdo é
o desenvolvimento de osteonecrose da mandibula relacionada aos
bisfosfonatos (BRONJ). J& é conhecido o fato de que procedimentos cirirgicos
bucais concomitantes a sua utilizacdo podem desencadear o processo de
osteonecrose, embora existam relatos do desenvolvimento espontaneo da
BRONJ. Pouco se sabe ainda quais as consequéncias do acumulo de
medicamento em tecidos moles, entre eles o ligamento periodontal. Este
acumulo ligamento periodontal pode ser o gatilho para o surgimento de casos

espontaneos de osteonecrose (PIRES et al, 2018)

Assim, baseando-nos em dados apresentados na literatura sobre a
desenvolvimento de BRONJ espontanea, e do relato de modificages do tecido
mole que possam ser causadas pelo medicamento, objetivamos verificar as
caracteristicas do tecido conjuntivo que forma o ligamento periodontal, em
animais que foram submetidos a terapia com zoledronato endovenoso, sem a

execucao de procedimento cirdrgico prévio.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL E BRONJ

Periodontite causa perda de insercdo 6ssea, levando a uma possivel
perda dental (WACTAWSKI-WENDE, 2001). Estudos mostram que a utilizagao
de BF tem efeitos favoraveis no controle da periodontite, reduzindo a perda

0ssea alveolar e melhorando o indice periodontal (LANE et al., 2005).

Por outro lado, vérios trabalhos indicam relacdo positiva entre doenca
periodontal e o desenvolvimento de BRONJ (AGHALOO et al., 2011; KOS,
2014; THUMBIGERE-MATH et al., 2014).

Dada a incidéncia de periodontite, o desenvolvimento de osteonecrose a
partir da doenga periodontal ndo pode ser subestimado. No entanto, a relacéo
entre as alteragbes periodontais e a osteonecrose ainda ndo € compreendida
(LIetal., 2016).

O ligamento periodontal (LP) é um tecido conjuntivo altamente
vascularizado localizado entre a parede interna da cavidade alveolar e as
raizes dos dentes, chamado de espaco periodontal. E formado por feixes de
colageno (principalmente colageno tipo I) que ligam o cemento dos dentes a
gengiva e ao 0sso alveolar. Os fibroblastos séo as células principais do LP, que

formam, mantém e reparam o 0sso alveolar e o cemento (BARON et al., 2016).

O espaco periodontal é controlado durante toda a vida, mas alguns
fatores podem modifica-lo, como o estresse mecénico. Os BF diminuem a
largura do espaco periodontal por modular a diferenciagdo de células do
ligamento periodontal, constituido por tecido conjuntivo fibroso altamente
vascularizado (LEKIC et al., 1997).



Embora 60% dos casos de osteonecrose dos maxilares estejam
associados a extracdo dentéaria, mais de 30% ocorrem espontaneamente, sem
gue qualquer intervencdo tenha sido realizada (HOFF et al., 2008). Estudo
recente mostrou que o desenvolvimento da osteonecrose pode ocorrer de
forma espontanea, sem necessariamente estar relacionado a exposicdo 0ssea
por procedimentos cirdrgicos prévios (QAISI et al., 2016). Hipotetizamos que 0s
casos de osteonecrose espontanea possam estar relacionados ao acumulo de

medicamentos nos tecidos moles.



3 OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo geral analisar as caracteristicas
do espaco e ligamento periodontal de incisivos centrais de ratos tratados com

acido zoledrénico por via endovenosa.



4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
animais da Faculdade de Odontologia de Araraquara, sob protocolo n° 2015-
00209, e autorizado pela Comisséo de Etica em Pesquisas Animais da USC —

Bauru (anexos | e Il).

4.1 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 20 ratos albinos Wistar machos procedentes do Biotério
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA-UNESP). Estes animais, com
peso aproximado de 350g, receberam agua e ragdo ad libitum, subsistindo
durante todo o experimento sob em gaiolas de polipropileno, forradas com
maravalha autoclavada trocada trés vezes por semana, num ciclo de luz de 12
horas claro/escuro e exaustdo e condig6es controladas de temperatura (22 +
2°C).

A distribuicdo dos animais foi feita em 2 grupos com 2 tempos de analise
distintos (a:14 dias e b:28 dias), sendo 4 animais por grupo, partilhados em:

. Grupo 1 - Controle, animais tratados com soro fisiolégico 0,9% via
endovenosa na dose de 0,035 mg/Kg a cada duas semanas, continuando até o
ultimo periodo experimental, segundo a quantidade de acido zoledrbnico que
administrou-se no Grupo 2.

. Grupo 2 - Tratados com o &cido zoledrénico (Zometa® 4mg,
Novartis Pharma Stein AG, Stein, Suic¢a) administrado via endovenosa na dose
de 0,035 mg/Kg a cada duas semanas, de acordo com HOKUGO et al. (2010),
continuando até o ultimo periodo experimental.

Ao término dos 14 e 28 dias apos a introdu¢do do medicamento, todos
os animais foram submetidos a eutandsia via administracdo parenteral de
barbituricos (Tiopental), na dose de 150mg/kg, intra-peritoneal, juntamente com
lidocaina (10mg/mL). As maxilas foram removidas com auxilio de brocas tipo
carburundum em baixa rotagdo sob refrigeragéo, fixadas em formalina (Merck,
Darmstadt, Alemanha) a 10% por 48 horas, lavadas em agua corrente por 12
horas e colocadas em solucdo de EDTA a 4% para desmineralizacdo das

amostras, até que notou-se consisténcia favoravel para a microtomia. Foram



feitos cortes semi-seriados longitudinais ao longo eixo do alvéolo dentario do
incisivo. Os laboratérios da Universidade do Sagrado Coracéo foram utilizados

para as analises dos espécimes.

4.2 ANALISES MORFOLOGICA MICROSCOPICA E HISTOMORFOMETRICA

Para esta analise, os cortes referentes ao ligamento periodontal foram
corados em HE (hematoxilina e eosina). Em seguida, foram obtidas imagens
das regides do espago periodontal, capturadas com uma resolugéo de 300 dpi,
em aumento de 200x (20x objetiva, 10x ocular), diretamente do microscopio
Nikon. A contagem de células foi realizada a partir de um retangulo de 30 mm2
abrangendo a regido do espaco periodontal, sendo utilizada a somatoria de 3
campos de cada animal, partindo do ponto mais coronal do espaco periodontal
até o ponto mais apical.

Para a andlise histomorfométrica, os seguintes parametros foram
utilizados:
contagem de leucécitos polimorfonucleares (PMN): neutrofilos;
contagem de leucécitos mononucleares (MN): linfécitos, plasmécitos e
macrofagos.
contagem de vasos sanguineos;

determinagéo da largura do espacgo periodontal

4.3 ANALISE DE BIRREFRINGENCIA

Para que as imagens referentes ao espaco periodontal (dos periodos de
14 e 28 dias) fossem capturadas sob luz polarizada, os cortes histolégicos da
regido foram corados por solu¢cédo de Picrosirius Red, obtendo imagens de 4
campos de cada amostra, no aumento de 100x (10x objetiva, 10x ocular),
utilizando o laboratério de Biologia Molecular. As imagens foram tratas através
do programa Photoshop CS6, para isolar o espaco e as fibras do ligamento
periodontal. A quantificacdo da intensidade do brilho de birrefringéncia foi
posteriormente realizada utilizando o programa KS 300/400 com Axio Vision
(verséo 4.8, Carl Zeiss), sendo definidos os espectros para cor verde, amarela

e vermelha, seguindo valores de RGB (Red, Green e Blue). As imagens foram



binarizadas para cada espectro de cor, e a quantidade em pixels2 de cada cor
correspondente & éarea total delimitada para regido da membrana sera
mensurada.

Os valores das médias obtidas para cada tipo de fibra, bem como do
total referente a soma de fibras verdes, amarelas e vermelhas, foram

submetidos a anélise estatistica.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados provenientes das mensuragdes foram organizados em tabela
em formato Excel (Microsoft Office Excel, Redmond, WA, Estados Unidos) e
submetidos ao software Sigma Plot (Sigma Plot, San Jose, CA, EUA) verséo
13.0 e analisados em relacdo a distribuicdo normal (teste Shapiro-Wilk e
igualdade de variancia) e, posteriormente, foi adotado o teste de t (dois grupos:
espessura do LP), quando houve distribuicdo normal e teste de Mann-Whitney,
quando ndo houve distribuicdo normal. Quando houve andlise em dois fatores
(Tipo celular e grupos; Tipo celular e tempo; Tipo de fibra e grupos; Tipo de
fibra e tempo) executou-se uma analise de variancia a dois fatores. O pos-teste
aplicado foi o de Tukey Adotou-se um nivel de significAncia de 5% para as

analises.



5 RESULTADOS

5. 1 HISTOMORFOMETRIA

Em uma analise comparando os grupos ZL vs. Controle no periodo de
14 dias foi identificado uma diferenga significativa na comparagéo dos grupos,
p < 0,001, sendo que o pdés-teste indicou diferenga significativa na comparacéo
de leucdcitos monucleares para o grupo controle (média:16,8) vs. grupo ZI
(média:7), p < 0,001.Entretanto, nas comparagdes para vasos sanguineos (p =
0,461) e leucécitos polimorfonucleares (p = 0,267) néo foi identificado diferenca
significativa na comparagao dos grupos.

Em uma analise considerando 28 dias, semelhantemente aos dados
apresentados para 14 dias, foi identificado uma diferenga significativa na
comparagao entre os grupos (p < 0,001), sendo que esta diferenga foi
expressiva para leucocitos monucleares (p < 0,001) na comparacdo dos
grupos, ndo sendo identificado diferenga significativa ao comparar 0s grupos
vasos sanguineos (p=0,394), leucdcitos polimorfonucleares (p = 0,608).

Em uma andlise especifica do grupo ZL, na comparacdo dos periodos
de tempo 14 e 28 dias, nao foi identificado uma diferenca significativa para os
periodos comparados (p = 0,134) e inclusive para vasos sanguineos (p =
0,371), leucdcitos monucleares (p = 0,055) e leucdcitos polimorfonucleares (p =
0,826).



Figura 1 - Fotomicrografia corada com HE, referente a porgéo coronal
do ligamento periodontal de um rato do Grupo controle de 14 dias.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2 - Fotomicrografia corada com HE, referente a porgéo coronal
do ligamento  periodontal de um rato do Grupo controle de 28 dias.

Fonte: Elaborado pelo autor.

10



11

Figura 3— Fotomicrografia corada com HE, referente a por¢éo coronal
do ligamento periodontal de um rato do Grupo tratado com ZL por 14
dias.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 - Fotomicrografia corada com HE, referente a porgéo coronal
do ligamento periodontal de um rato do Grupo tratado com ZL por 28
dias.

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.2 DIMENSOES DO LIGAMENTO PERIODONTAL

Em uma analise da espessura do ligamento periodontal para o grupo
controle (média:0,217) e ZI. (média: 0,181) considerando 14 dias, foi
identificado que ndo houve diferencas significativas nesta comparacéo,
p=0,144. Todavia, em uma andlise de 28 dias, houve uma diferenca
significativa na comparacdo dos grupos controle (med: 0,283) vs. ZI
(med:0,190), p<0,001, conforme pode ser verificado na figura 5.

Figura5 — Analise da espessura do espaco do ligamento periodontal
(Controle VS. ZI). * indica que p<0,05.

Analise da espessura do espago do ligamento periodontal (Controle vs. ZL -)

*

0,3

0,25

S
to

[Espessura do LG -um]
=)
o —
— w

0,05

Controle
Grupos analisados em 28 dia

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em uma analise especifica do grupo ZL para 14 dias (media: 0,181) vs.
28 dias (média:0,186), ndo foi identificado diferencas significativas nestes

grupos, p=0,731.

4.3 BIRREFRINGENCIA

Em uma andlise do tipo de fibras para cada grupo considerado, foi
observado na comparagcdo dos grupos controle vs. ZI no periodo de 14 dias
qgue ha uma diferenca significativa entre os grupos (p=0,040) e que isto ocorre

para fibras finas na comparagéo do grupo controle vs. ZL (p=0,016), entretanto
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ndo foi identificado uma diferenca significativa na comparacdo das fibras

médias (p = 0,678), fibras grossas (p = 0,469) para os dois grupos analisados.

Ao considerar 28 dias, néo foi identificado diferencas significativas para
os tipos de fibras analisados: fina (p = 0,815); média (p=0,599), grossas
(p=0,450).

Em uma analise considerando especificamente o grupo Zl ao comparar-
se os periodos de tempo 14 vs. 28 dias, hd uma diferenca significativa entre os
periodos analisados (p = 0,004) e esta diferenca é observada no grupo de
fiboras finas (p = 0,006), entretanto ndo foi identificado uma diferenca
significativa para a comparacéao de fibras médias (p = 0,504) e fibras grossas (p
=0,104).

Figura 6 — Fotomicrografia usada na analise de birrefringéncia, referente
a porcao coronal do ligamento periodontal de um rato do Grupo controle
de 14 dias.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 7 — Fotomicrografia usada na analise de birrefringéncia, referente
a porgao coronal do ligamento periodontal de um rato do Grupo controle
de 28 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 — Fotomicrografia usadas na analise de birrefringéncia,
referente a por¢cao coronal do ligamento periodontal de um rato do Grupo
tratado com ZL por 14 dias.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 — Fotomicrografia usadas na analise de birrefringéncia,
referente a por¢cao coronal do ligamento periodontal de um rato do Grupo
tratado com ZL por 28 dias.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

E possivel verificar o metabolismo dos fibroblastos através de algumas
caracteristicas morfologicas encontradas no tecido, como a espessura do
espaco do ligamento periodontal e a quantidade de fibras coldgenas
(CORREIA et al.,, 2006; BASSO et al , 2013). Nesta pesquisa, foi possivel
observar que houve uma diminuigdo nesses dois aspectos, o que pode indicar
uma queda no metabolismo dessas células com énfase nas fibras finas, e se

intensificou com o maior tempo de uso da medicagéo.

Semelhantemente, o estudo de Acil et al, onde apontou que os
bisfosfonatos diminuiram a proliferacdo das células fibroblastica, na mesma
proporgdo que diminuiram producédo de colageno, sendo o zolendronato (ZL) o

BF com mais potencia de inibicdo dos bisfosfonatos testados.

Além disso, em estudos prévios indicaram que as altera¢des na largura do
espaco periodontal e qualidade das fibras colagenas, além de serem
observadas desde os periodos iniciais do tratamento, como neste estudo,
persistiram pelo periodo de 9 semanas ap0s a descontinuagdo do tratamento
(OKAMOTO et al., 2013). Isso condiz com os achados dessa pesquisa, que
indicou diminuig@o significativa estatisticamente em relagdo a espessura do

espaco do ligamento periodontal ao longo prazo do uso do medicamento.

Por fim, estudos realizados por Ferretti et al (2005) apontaram que os BF
nitrogenados podem também podem inibir a angiogénese. Segundo Wood et
al (2002), o ZL mostrou inibicdo da proliferacdo de células que formam a
parede dos vasos sanguineos (células endoteliais), interferindo na sua adeséo
e migracéo. Estas informagdes podem ser uma explicagéo para diminuicdo dos
leucocitos mononucleares apontados nessa pesquisa, tanto no grupo de 14

semanas, como também no grupo de 28 semanas.

Entretanto, um estudo realizado por Ohlrich et al (2016) mostrou que,
apesar da supressdo do infiltrado inflamatério e diminuicdo do calibre dos

vasos sanguineos, os fibroblastos responderam ao acido zoledrdnico
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produzindo significante quantidade genes proangiogénicos, e, segundo 0s
autores, seria uma provavel reacdo contra uma mediacdo antiangiogénica

causada pelo proprio ZL, para a manutencao da homeostasia.
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7 CONCLUSAO

As analises feitas neste estudo in vivo sugerem que, o efeito citotoxico do
acido zoledrénico, via endovenosa, numa dose de 0,035 mg/Kg, no ligamento
periodontal, diminuiu o infiltrado inflamatério, bem como a atividade metabdlica
dos fibroblastos, em relacdo as fibras colagenas, consequentemente

diminuindo o espaco periodontal, o que pode interferir na saide do mesmo.
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CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo do reparo alveolar e
metabolismo 6sseo de ratos submetidos a administragdo crénica de biofosfato
nitrogenado endovenoso: analises microscopica, imunoistoquimica,
biomecanica e por epifluorescéncia”, Processo FOA n° 2015-00209, sob
responsabilidade de Mariza Akemi Matsumoto apresenta um protocolo experimental

de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua execugao foi
aprovada pela CEUA em 25 de margo de 2015.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 01 de Margo de 2017.
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We certify that the study entitled “Study on dental socket repair and bone
metabolism of rats under chronic administration on intravenous nitrogen-
containing bisphosphonate: microscopic, immunohistochemical,
biomechanical, and epifluorescence analysis”, Protocol FOA n° 2015-00209,
under the supervision of Mariza Akemi Matsumoto presents an experimental protocol
in accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its
implementation was approved by CEUA on March 25, 2015.
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