AVA
Avavav  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp W 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Aragatuba

|IZABELA FORNAZARI DELAMURA

OZONIOTERAPIA SISTEMICA ASSOCIADA AO USO DE
TERAPIAS LOCAIS NA PREVENCAO DA OSTEONECROSE
DOS MAXILARES INDUZIDA POR MEDICAMENTO EM
RATAS OVARIECTOMIZADAS

Aracatuba - SP
2025



|IZABELA FORNAZARI DELAMURA

OZONIOTERAPIA SISTEMICA ASSOCIADA AO USO DE
TERAPIAS LOCAIS NA PREVENCAO DA OSTEONECROSE
DOS MAXILARES INDUZIDA POR MEDICAMENTO EM
RATAS OVARIECTOMIZADAS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, para obtencéo
do titulo de Mestre.

Area de Concentragdo: Cirurgia e
Traumatologia Bucomaxilofacial

Orientadora: Prof. Dr2 Ana Paula Farnezi
Bassi

Aracatuba - SP
2025



Catalogacao na Publicacéo (CIP)

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo — FOA / UNESP

D3360

Delamura, I1zabela Fornazari.

Ozonioterapia sistémica associada ao uso de
terapias locais na prevencdo da osteonecrose dos
maxilares induzida por medicamento em ratas
ovariectomizadas / lzabela Fornazari Delamura. -
Aracatuba, 2025

851. 1l ; tab.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Faculdade de Odontologia,
Aracatuba

Orientadora: Profa. Ana Paula Farnezi Bassi

1. Regeneracao 0ssea 2. Ozonio 3. Osteoporose
I T.

Black D7
CDD 617.6

Claudio Hideo Matsumoto CRB-8/5550




@2 n



Os resultados deste trabalho dedico 4 minha ave,
Antonia_Jorge Marques Fornazari (in memoriam),

que sob muito sol me ﬁz c/z@ar até aqui, na
sombra.






AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Odontologia de Aracatuba — Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho (FOA / UNESP)” na pessoa do atual diretor Prof.

Dr. Alberto Carlos Botazzo Delbem.

A minha orientadora, Prof2. Dr.2 Ana Paula Farnezi Bassi, minha guia desde
2019, sou profundamente grata. Sua orientacdo ndo apenas me permitiu crescer,
aprender e evoluir, mas também esteve presente nos momentos mais importantes da
minha trajetdria. Nos dias em que eu mesma duvidei de mim, foi a sua confianca que
me sustentou. Obrigada por acreditar em mim diariamente, por compartilhar seu
conhecimento com tanta generosidade e por me moldar com sabedoria e carinho. Sua

presenca foi e sempre sera essencial para o0 meu crescimento humano e profissional.

Ao Prof®. Dr° Leonardo Perez Faverani, expresso minha profunda gratidao
pela amizade construida ao longo desses anos de pds-graduacéo. Sua presenca foi
parte essencial da minha trajetéria na cirurgia, € espero que possamos continuar
compartilhando momentos pessoais e experiéncias profissionais nos anos que virao.
Obrigada por sempre me atender, me ouvir, me orientar e me dar conselhos, isso ndo

tem preco. Que a nossa amizade e confianca perdure por muitos anos.

A Prof2 Marisa Aparecida Cabrini Gabrielli, obrigada por ter aceitado
prontamente meu convite para fazer parte desse momento tdo especial em minha

vida. Sua vida e trajetéria € uma inspiracdo. Nao tenho palavras para agradecer,

professora.

Ao Prof° Edilson Ervolino, por ter elaborado a metodologia deste trabalho e

ser sempre receptivo quando tive duvidas e precisei de ajuda.

Ao Programa de Pdés-Graduagdo em Odontologia, da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho” na pessoa do atual Coordenador Prof. Ass. Wirley Gongalves Assuncgao

Aos funcionérios da PoOs-graduacdo da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba - UNESP pelo carinho e atengéo sempre oferecidos.



Aos funcionarios da Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —

UNESP pela prontiddo em nos atender.

Ao laboratoério Multiusuério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba —
UNESP (#01.12.0530.00-FINEP/PROINFRA  01/2011) pela avaliacdo da
Microtomografia Computadorizada e ao equipamento Scanner de laminas

MoticEasyScan One.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) — Cadigo de Financiamento 001, pela concessdo da Bolsa de Mestrado

durante o primeiro ano de pds-graduacao.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de So Paulo (FAPESP),

pelo apoio financeiro, concedido por meio do Processo n°® 2023/03757-7.

Aos animais in memoriam, que serviram com suas vidas em prol da ciéncia.






AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Agradeco a Deus pela oportunidade dada a mim de percorrer todos os
caminhos até aqui com saude, discernimento e foco. O saber é o que nos leva a
evolugédo, ser abencoado com a possibilidade de estudar e desenvolver as qualidades

humanas cercado de grandes pessoas é a maior conquista que poderia ter.

Agradeco a minha mae, Adriana Maria Fornazari, por ser a melhor mée do
mundo. Sou muito grata por ser sua filha, todos os dias agradec¢o a educagao que me
deu e pelas oportunidades que me proporciona. Mae, vocé € a mulher mais forte e
guerreira que conheco. Obrigada por apoiar meus sonhos, meus objetivos, por sempre
me incentivar e me amar de maneira incondicional. Se em mil vidas eu pudesse

escolher, em mil vidas eu seria sua filha. Te amo, pra todo o sempre.

Aos meus tios paternos Paulo Roberto Delamura e Luciana Rincéo
Delamura, por todo apoio, pelo amor incondicional e afetivo, por serem meus pais
adotivos e me ajudarem nessa longa estrada. Aos meus queridos tios maternos Rosa
Fornazari e José Luiz Hermdégenes pelos conselhos, amizades, por tudo que fizeram
por mim para a realizacdo desse sonho. Aos familiares, padrinhos, madrinhas, tios,
tias, primos e primas, obrigado por estarem presentes em absolutamente todos os

momentos importantes da minha vida, me ensinando o valor da presenca e da palavra.

As minhas amigas de pos-graduacdo, Ana Maira Pereira Baggio e Stefany
Barbosa que se tornaram pessoas essenciais ha minha vida. Sou muito feliz por
caminhar ao lado de vocés, néo sei 0 que seria de mim, sem a nossa amizade. Vocés

me inspiram todos os dias, me motivam e fazem seguir em frente. Amo vocés!

A Melissa Koto Murai, por ter sido o meu maior e melhor presente nesse
mestrado, por ter divido tudo comigo, cada dificuldade, alegria, lagrimas e risos. Vocé
nao sabe a importancia que tem na minha vida e no meu desenvolvimento pessoal. O
“‘linda”, ndo é apenas a forma carinhosa pelo qual nos chamamos, mas sim, por ser o

gue vocé €, como ser humano.

Ao Vinicius Ferreira Bizelli, deixo registrado o meu incondicional

agradecimento, a tudo que fez por mim, na época de IC e agora no mestrado. Vocé é



a minha fonte de inspiracéo e de conselhos, realmente o considero como irmao mais
velho. Me desperta vontades de aprender e de operar, de ser alguém feliz e tranquila,

“tio Vini”, vocé é sensacional e espero que nossa amizade dure por muitos anos.

Ao melhor mestrando que eu poderia ter, Arthur Henrique Alécio Viotto, vocé
€ imprescindivel na minha vida, sou grata todos os dias por ter oportunidade de
trabalhar com vocé e ver sua evolugdo. Mais do que relacionamento de pés-
graduacdo, vocé é a minha dose diaria de felicidade, de motivacdo e de fé. Tenho

muito orgulho de tudo que vocé tem construido e vai conquistar.

Agradeco aos meus companheiros de vida, Caio Daniel de Oliveira Secate e
Francieli Flores por serem a minha familia e me apoiarem em tudo, sou muito grata
por té-los no meu caminho e por compatrtilhar a vida com vocés. Aos amigos Douglas

Sadrac Biagi Ferreira e Bruna Stefani obrigada por serem essenciais ha minha vida.

Agradeco também a Leticia Gabriella de Souza Rodrigues, Camila Moura,
Juliana Mazzini, Eduardo Dallazen e Ruan Barra por dividirem seus conhecimentos
e me ensinarem todos 0s processos e técnicas necessarias para a conclusdo do meu
trabalho e que de certa maneira caminharam juntos comigo, obrigado por torcerem

pelo meu sucesso, assim como tor¢o pelo de vocés.






“O correr da vida embrulha tudo, a vida é assim: esquenta
e esfria, aperta e dal afrouxa, sossega e depois desinquieta.

O que ela quer da gente é coragem”

Guimarides Rosa



RESUMO

DELAMURA, I. F. Ozonioterapia sistémica associada ao uso de terapias locais
na prevencdo da osteonecrose dos maxilares induzida por medicamento em
ratas ovariectomizadas. 2025. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2025.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho topico de uma pasta a base
de metronidazol e o gel de clorexidina 2%, associado ao uso sistémico de
ozonioterapia na prevencdo da MRONJ apoés procedimento de exodontia em ratas
senis ovariectomizadas e submetidasa terapia com Zoledronato (100ug/kg). Para
isso, 42 ratas de 12 mesesde idade foram divididas em 7 grupos (n=6). O grupo SAL
as ratas foram submetidas a aplicacdes de solucao de cloreto de sodio 0,9% e o grupo
ZOL recebera aplicagdo de Zoledronato 100ug/kg, ambos a cada 3 dias durante 7
semanas; O grupo ZOL: ZOL+0OZ; ZOL+CLX; ZOL+MTZ; ZOL+0OZ/MTZ;
ZOL+0OZ/CLX, receberam aplicacdo de zoledronato seguindoo mesmo protocolo e
aplicacéo topica da pasta ou do gel na regido de 1°molar inferior, associada ou nédo a
administracao intraperitoneal deOzonio (0,7mg/kg), o logo apds a extracdo do 1° molar
inferior esquerdo, no segundo e quarto dia apds a extracdo, sendo que a extracéo do
molar sera realizada na terceira semana de experimento. A eutanasia foi realizada na
sétima semana de experimento, 28 dias ap6s a exodontia. Asmandibulas foram
ressecadas, reduzidas e preparadas para as analises de micro-CT e analise clinica.
Os dados foram submetidos a curva de normalidade para determinacao do teste mais
adequado (p<0,05). Os resultados a ozonioterapia sistémica tem um efeito benéfico
no tratamento da MRONJ e o0 uso de terapias locais como pasta de metronidazol 10%
e gel de clorexidina 2% colaboraram para melhorar quadros de prevencao da
osteonecrose.

Palavras-chave: regeneracdo 0ssea; 0z6nio; osteoporose.



ABSTRACT

DELAMURA, |. F Systemic ozone therapy combined with local therapies in the
prevention of medication-induced osteonecrosis of the jaws in ovariectomized
rats. 2025. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2025.

The objective of this study was to evaluate the topical performance of a metronidazole-
based paste and 2% chlorhexidine gel, combined with systemic ozone therapy, in
preventing MRONJ following tooth extraction in senile ovariectomized rats treated with
Zoledronate (100 ug/kg). For this purpose, 42 rats, 12 months of age, were divided into
seven groups (n=6). In the SAL group, the rats received applications of 0.9% sodium
chloride solution, and the ZOL group received Zoledronate (100 ug/kg) every three
days for seven weeks. The ZOL: ZOL+0OZ, ZOL+CLX, ZOL+MTZ, ZOL+OZ/MTZ, and
ZOL+0OZ/CLX groups received Zoledronate following the same protocol and topical
application of the paste or gel to the region of the lower first molar, with or without
intraperitoneal administration of ozone (0.7 mg/kg). These applications were
conducted immediately after the extraction of the left lower first molar, as well as on
the second and fourth days post-extraction. The molar extraction was performed during
the third week of the experiment. Euthanasia was carried out in the seventh week of
the experiment, 28 days post-extraction. The mandibles were dissected, reduced, and
prepared for micro-CT and clinical analysis. Data were subjected to normality testing
to determine the most appropriate statistical test (p<0.05). The results of the tested
groups showed that ozone therapy presented the highest bone volume values, greater
porosity, and trabecular separation (p<0.05) compared to the other groups. The results
of systemic ozone therapy have a beneficial effect in the treatment of MRONJ and the
use of local therapies such as 10% metronidazole paste and 2% chlorhexidine gel have

helped to improve the prevention of osteonecrosis.

Keywords: bone regeneration; ozone; 0steoporosis.
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1 INTRODUCAO

Os bisfosfonatos (BPs) e os anticoporpos monoclonais anti-RANKL? sdo
drogas antirreabsortivas, que inibem a atividade osteoclastica e atuam sobre o
processo de reabsor¢cdo 6ssea e que deste modo, apresenta grande efetividade no
tratamento de algumas osteopatias como osteoporose, doenca de Paget,
osteogénese imperfeita, mieloma mudltiplo, controle de dor Ossea, regulacdo de
hipercalcemia e inibicdo da progressdo de metdstase em neoplasias malignas
osteotrdpicas, dentre outras.® Os planos de tratamento com o uso de BPs, que
incluem a dose, a duracdo do tratamento, a frequéncia e o tipo de BPs, se modificam
de acordo com a patologia para qual serdo utilizados.3*

Apresentam em sua estrutura quimica, um esqueleto com atomo central de
carbono ligado a dois grupos fosfato, onde em suas cadeias laterais tem-se ligacéo
de dois grupos.* O grupo R1 possui afinidade pelos cristais de hidroxiapatita,
colaborando na seletividade e captacdo da molécula pelo tecido 6sseo, ja o grupo R2
€ responsavel pela poténcia antirreabsortiva e por suas propriedades
farmacolégicas.*®> Com viabilidades de modificagcdes nos grupos R1 e, notadamente,
R2 permitiu a sintese de varios BPs, com diferentes poténcias antirreabsortivas®. Dos
BPs que ndo possuem nitrogénio podemos citar o etidronato, tiludronato e clodronato,
uma classe de farmacos que sdo endocitados pelos osteoclastos, os quais séo
metabolizados e transformados em uma molécula ndo funcional que compete com a
adenosina trifosfato (ATP) no metabolismo energético da célula.58

J4 o grupo de BPs que em sua composi¢cao possuem 0 nitrogénio, temos:
neridronato, olpadronato, alendronato, ibandronato, risedronato, pamidronato e
zoledronato, o qual é o mais potente atualmente.®° Estes medicamentos acabam
alterando o metabolismo 0sseo, em que, conseguem bloquear a enzima farnesil
pirofosfato sintase (FPPS), a qual impede a formacédo de farnesil difosfato e
geranilgeranil difosfato, os quais sdo essenciais para prenilagdo de algumas
GTPases, como Ras, Rho e Rac,''? derivados esses que Sdo responsaveis pela
regulacéo de processos celulares, da morfologia celular e do arranjo da membrana
plasmatica.'® A auséncia dessas proteinas esta relacionada com a inibicdo da agéo

osteoclastica, com isso 0s osteoclastos acabam entrando em apoptose, causando
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alteracdes na dinamica do citoesqueleto e impedindo o seu trafego vesicular,
ocasionando um ambiente especifico para o inicio da atividade reabsortiva. 141°

A Associacao Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais (AAOMS) e os
position papers definiram a osteonecrose dos maxilares associada a terapia
medicamentosa (MRONJ) como uma area de exposicado 0ssea na regiao maxilofacial,
persistente por mais de 8 semanas,®?° que pode ser diagnosticada em pacientes
submetidos apenas a terapia antirreabsortiva ou em combinacdo com
imunomoduladores ou medicamentos antiangiogénicos, sem exposicdo prévia a
radioterapia na regido de cabeca e pescoc¢o. O diagnostico € principalmente clinico, a
presenca de necrose 6ssea pode estar acompanhada de dor, inchagco, mau cheiro,
secrecdo purulenta, e fistula.’®?! A osteonecrose dos maxilares induzida por
medicamentos afeta 1% a 12% dos pacientes em uso de antirreabsortivos com
administracdo intravenosa, no caso dos administrados via oral a incidéncia existe em
menor grau, de 0,001 a 0,05%.2223

Destaca-se ainda, uma predilecdo pela ocorréncia da MRONJ na mandibula,
especialmente na regido dos pré-molares e molares e estudos clinicos tem analisado
gue a exodontia de dentes com comprometimento periodontal e/ou periapical é um
fator cruciante de risco local, ou seja, a presenca prévia de inflamacao e infecdo local
exercem um papel crucial no desencadeamento da MRONJ pés exodontia.4-16
Diante disso, a prevencdo vem sendo umas das medidas utilizadas para evitar o inicio
da doenca em pacientes com comorbidades, pois ndo hd um protocolo bem
estabelecido para o tratamento da MRONJ,'32425 com isso recomenda-se que 0S
pacientes passem por tratamento odontolégico antes do tratamento com BPs, para
remogdo de focos infecciosos e inflamatérios, mantendo ainda higiene bucal
adequada durante o tratamento com antirreabsortivos, evitando os fatores
desencadeantes da doenca. 26-28

Os tratamentos disponiveis se baseiam no estagio de progressao da doenca
em diferentes abordagens clinicas as quais compreendem desde bochechos com
gluconato de clorexidina 0,12%, antibioticoterapia prolongada, laserterapia, cameras
hiperbaricas, o debridamento cirlrgico da lesdo e em casos mais graves pode consistir
em mandibulectomia ou maxilectomia parcial.27-2%:30

Em paralelo as diversas formas de tratamento, o 0zoénio O pode ser uma forma

terapéutica adjuvante que pode auxiliar no tratamento dessas condi¢cdes. O papel do
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O3 produzido pelo ar para tratar a MRONJ foi avaliado em alguns estudos pré-clinicos
porque se pensava que o O3 poderia induzir o reparo do tecido pela limpeza das
lesGes osteonecrdticas, 0 que leva a cicatrizacdo da mucosa.332 Foi demonstrado
que o0 o0zbdnio aumenta os beneficios dos tratamentos cirargicos e farmacoldgicos da
MRONJ quando administrado antes e apos procedimentos de tratamento
odontoldgico, com concentracdes apropriadas de acordo com cada situacao clinica,
em pacientes que desenvolveram MRONJ durante o tratamento com BPs.33

As vias de aplicacdo referente a ozonioterapia se dividem em sistémica ou
local, em que, na local tem a aplicacdo da substancia em veiculo oleoso diretamente
no sob o local afetado, mas existindo a possibilidade de efeitos indesejados.334 Ja a
aplicacao sistémica, se caracteriza pela administrac&o intraperitoneal ou endovenosa
da solugdo ou gas contendo o O3. Na aplicacdo sistémica, pesquisas tém apontado
maior penetracdo e recuperacdo 0ssea e tecidual, ajudando na microcirculacéo e
imunomodulacéo.®®

Na odontologia, a ozonioterapia vem sendo estudada e pesquisada
constantemente, buscando delinear seu real papel nos processos curativos,
estabelecendo ensaios padronizados.® A utilidade do oz6nio sem duvida aumentara
se 0s estudos continuarem a mostrar resultados positivos, assim poderemos utilizar
com mais convicgdo dos resultados e menor risco aos pacientes.3’

No que tange os tratamentos topicos das areas acometidas por osteonecrose,
nao existem diretrizes que viabilizam protocolos com objetivo de reduzir 0 processo
infeccioso, impedir o0 aparecimento de novas areas de necrose e promover uma maior
qualidade de vida dos pacientes acometidos pela MRONJ, visto que ela causa
sintomatologia dolorosa e, com isso, comprometimento das fun¢cbes do sistema
estomatognatico.'® Terapias alternativas podem se mostrar positivas como terapias

complemento no tratamento dessas patologias. Entre essas terapias podemos citar:

Pasta a base de Metronidazol: A utilizacao de pastas para uso topico, em especifico,
da pasta a base de Metronidazol ndo é uma terapia recente,® a busca por produtos
gue atuassem numa microbiota anaerdbica de maneira eficiente nos casos de
alveolite fez com que vérias formulacdes fossem testadas,®®3° e em 1998 apds
observar bons resultados obtidos em outros trabalhos com o uso da pasta a base de

metronidazol, Poi et al®®3°, testaram uma pasta cuja a composicédo era: Metronidazol
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a 10% e Lidocaina a 2% tendo como veiculo a lanolina ou a carboximetilcelulose .44
Os resultados obtidos neste primeiro trabalho foram muito satisfatérios e novos
trabalhos foram desenvolvidos para melhor analise deste produto. Assim, diante dos
resultados encontrados na literatura a pasta a base de metronidazol revela-se uma
alternativa promissora ja que é eficaz na reducéo da sintomatologia algica, promove
neoformacédo de tecido 0sseo e € favorecida pela sua via de aplicacdo topica que
comporta doses mais altas, permitindo atingir concentragdes terapéuticas locais

maiores e descartando efeitos sistémicos adversos.

Uso topico de clorexidina: Diante das possibilidades terapéuticas, acerca dos
pacientes que sdo acometidos por osteonecrose, independente do estagio de
evolugéo, e embora ndo haja consenso, em todas as situacdes se vé a citacdo do uso
topico de colutérios em especial da clorexidina que permite um controle da
contaminacéo local devido seu efeito bactericida.*

O uso do gel de clorexidina a 2% vém também sendo explorados em situacdes
com osteite, demostrando ser um bom produto no que tange ao controle bacteriano
das areas contaminadas.*?43

Tendo em vista o que foi mencionado e acrescentando que, segundo a
Organizacao Mundial de Saude (OMS), em 2050, a populagcédo acima de 60 anos sera
de mais de 2 bilhdes de pessoas, fica evidente o envelhecimento populacional como
efeito da transicdo demografica enfrentada desde as Ultimas décadas. Logo, exige-se
um maior conhecimento dos profissionais de salde acerca das patologias
relacionadas a esta populacdo bem como formas alternativas de tratamentos.

Diante do que foi exposto, pesquisas que envolvam a ozonioterapia no auxilio
do reparo 6sseo em especial nos casos de osteonecrose, e a associacao com terapias
topicas ainda sdo escassos na literatura, havendo algumas publica¢des de uso em
paciente sem nenhum consenso e praticamente sem abordagens “in vivo” que
permitam avaliar os efeitos biologicos dessas terapias nas condi¢des que predispde a
MRONJ.
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2 OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito de trés terapias adjuvantes na
modulacdo da osteonecrose dos maxilares em ratas ovariectomizadas tratadas com
Zoledronato, em funcdo do reparo ésseo alveolar e tecidos moles associados, pos-
exodontia do primeiro molar inferior, sendo elas: Ozonioterapia sistémica, aplicacao

topica da pasta de Metronidazol a 10% ou do Gel de Clorexidina 2%.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Desenho Experimental: Animais

Essa pesquisa seguiu todos o0s preceitos e principios éticos para
experimentacdo animal, regulamentados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e Arrive 2.0.

Todos os protocolos experimentais foram enviados para o Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, sobre o processo FOA n° 0268-
2022.

3.2 Animais

Quarenta e duas ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) foram obtidas
do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” aos 12 meses de idade?’. Os animais
foram transferidos e mantidos no Biotério do Departamento de Diagnéstico e Cirurgia
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba. O acondicionamento dos animais durante
o tempo de experimentacao foi realizado em gaiolas plasticas (4 animais por caixa)
com livre demanda de agua e racédo industrializada e sob condicdes ambientes de
ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura ambiente média de 22°C + 2°C,

umidade relativa do ar em 55% + 5.

Durante o tempo de experimento, 0os animais foram manualmente manipulados
por operadores durante alguns segundos por semana com o objetivo de habituacéo a
manipulagcdo e aos operadores e reducdo do estresse durante as etapas
experimentais seguintes. Todo o experimento foi planejado de acordo com o “The
ARRIVE Guidelines 2.0”.4

O numero da amostra foi determinado através da ferramenta “Sample Size for
Anova” do programa SigmaPlot 12.0, levando em conta o trabalho de Silva et al.
(2022)* com metodologia semelhante e considerando a diferenca entre duas médias
(0,57) e um valor de desvio padrao de uma analise de desfecho primario (analise
histomorfométrica), obtendo amostra total de 42 animais. Levando em conta 0s riscos
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de perda de animais, como suportado pelo CONCEA, optou-se por aumentar um

animal por grupo, sendo determinado n=6 animais por grupo.

3.3 Grupos Experimentais

Quarenta e dois animais foram distribuidos aleatoriamente em 7 grupos

experimentais (n=6):

Grupo 1 (SAL): 6 ratas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia e receberam 0,45
ml de solucao de cloreto de sddio 0,9% (solucdo salina) intraperitoneal, a cada 3 dias

por 7 semanas, simulando os procedimentos com o zoledronato (controle positivo);

Grupo 2 (ZOL): 6 ratas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia e receberam
aplicacao do zoledronato 100ug/kg a cada 3 dias por 7 semanas (controle negativo);

Grupo 3 (ZOL+02Z): 6 ratas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia e receberam
aplicacdo do zoledronato 100ug/kg a cada 3 dias por 7 semanas e ap0s a exodontia
do 1 molar inferior foram tratadas com aplicagdo do ozonio por via intraperitoneal, na

dosagem de 0,7ml/kg72 imediatamente, 2 e 4 dias pds-operatérios;

Grupo 4 (ZOL+MTZ): 6 ratas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia e
receberam aplicacdo do zoledronato 100ug/kg a cada 3 dias por 7 semanas e apos a
exodontia do 1° molar inferior, no final da terceira semana, houve a aplicacao topica

da pomada POI no dia da exodontia, 2 e 4 dias pés-operatorios;

Grupo 5 (ZOL+MTZ+0Z): 6 ratas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia e
receberam aplicacdo do zoledronato 100ug/kg a cada 3 dias por 7 semanas e apos a
exodontia do 1° molar inferior, no final da terceira semana, houve a aplicacao topica
da pomada POI no dia da exodontia, 2 e 4 dias pos-operatorios, juntamente com a
aplicacdo sistémica do Ozbnio, na dosagem de 0,7ml/kg, seguindo o mesmo

protocolo34;

Grupo 6 (ZOL+CLX): 6 ratas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia e
receberam aplicagdo do zoledronato 100ug/kg a cada 3dias por 7 semanas e apos a
exodontia do 1° molar inferior, no final da terceira semana, ocorreu a aplicagéo topica

do Gel de Clorexidina 2% no dia da exodontia, 2 e 4 dias pés-operatorios;
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Grupo 7 (ZOL+OzZ+CLX): 6 ratas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia e
receberam aplicacdo do zoledronato 100ug/kg a cada 3 dias por 7 semanas e apos a
exodontia do 1° molar inferior, no final da terceira semana, passaram pela aplicagao
topica do Gel de Clorexidina 2% no dia da exodontia, 2 e 4 dias pos-operatorios,
juntamente com a aplicacdo do o0zb6nio por via intraperitoneal, na dosagem de
0,7ml/kg®*.

3.4 Ovariectomia Bilateral

Nos primeiros oito dias, ap0s a ambientalizacdo, que corresponderam a 2 ciclos
estrais regulares (ciclo estrogénio), as ratas foram submetidas ao esfregaco vaginal,
de acordo com a técnica descrita em estudos prévios.*® Foram obtidas células
epiteliais através do esfregaco e dispostas em laminas histolégicas e analisadas em
microscopio 6ptico, observou-se que nenhum animal apresentou irregularidades entre
as fases estrais. Apos esta fase, todas as ratas foram submetidas a ovariectomia

bilateral.3345

Inicialmente, os animais foram anestesiados com Quetamina (70 mg/kg,
Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e Xilazina (10 mg/kg, Rompum® Bayer, RS, Brasil),
via intraperitoneal e, a seguir foram imobilizadas sobre prancha cirargica em posicéo
de decubito lateral. Uma incisdo de 1,5 cm em ambos os flancos foi realizada, seguida
da divulsédo por planos do tecido subcutaneo e, em seguida, do peritbnio afim de ter
acesso a cavidade abdominal. Os ovarios e os chifres uterinos foram localizados e
lagueados com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryltm — Jhonson & Jhonson, New
Brunswick, NJ, Estados Unidos). Feito isso, foi realizada a remocao dos ovarios
(ovariectomia) e realizada a sutura por planos com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryltm
— Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). Estas ratas
permaneceram no biotério, sendo alimentadas com racéo e agua ad libitum durante
todo o tempo experimental. A temperatura do ambiente se manteve estavel (22 + 2°

C), com ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro). (Figura 2).

Figura 1 — Amarria com fio de algodao no primeiro molar inferior esquerdo
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

Passados 60 dias da inducédo da osteoporose as ratas foram submetidas ao
procedimento de amarria no dia -1 e ao final da 32 semana ao procedimento de
exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. (Figura 1).

Figura 2 — Etapas cirargicas do procedimento de ovariectomia. (A) Realizacao
de antissepsia do animal com degermante; (B) e (C) Incisdo do periténio e
acesso a cavidade abdominal; D) Localizagc&o do ovério e chifre uterino; (E) e (F)
Laqueadura do chifre uterino e reposicado dos tecidos laqueados; (G) Ovarios
removidos; (H) e (I) Sutura do plano superficial ap6s remoc¢do do ovario e

reposicao dos tecidos laqueados
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

3.6 Periodo de Inducéo da Osteonecrose

No dia apés a realizacdo da amarria do primeiro molar inferior esquerdo (dia
0) iniciou-se a inducdo de osteonecrose através da instituicdodo protocolo de
100ug/kg diluidos em 0,45 ml de solugéo salina, por via intraperitoneal, em uma
seringa SLIP INSULINA de 1 ml, descartavel com agulha de calibre 13mm x 0,38mm,

a cada 3 dias por 7 semanas, até a eutanasia*®

Os grupos que receberam o Zoledronato incluem o grupo ZOL (apenas
aplicacdo do Zoledronato), ZOL+OZ (aplicacdo de Zoledronato e Ozonioterapia),
ZOL+CLX (aplicacdo de Zoledronato e Gel de Clorexidina 2%), ZOL+ MTZ (aplicacéo
de Zoledronato e Pasta base de Metronidazol), ZOL+OZ+CLX (aplicacdo de
Zoledronato, Ozonioterapia e Clorexidina), ZOL+OZ+MTZ (aplicacdo de Zoledronato,
Ozonioterapia e pasta base de Metronidazol). Os animais do grupo SAL néo foram
expostos ao medicamento, entretanto receberam 0,45 ml de solugdo salina também
por via intraperitoneal, com o mesmo modelo de seringa, para mimetizaro estresse
do manejo dos animais do grupo teste.
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3.7 Anestesia

Todos os procedimentos (ligadura de algodao, extracdo dentéria, aplicacdo das
terapias e eutanasia) que poderiam causar algum desconforto ou dor nos animais
foram realizados sob anestesia geral, utilizando Quetamina (70 mg/kg, Francotar®,
Virbac, SP, Brasil) e Xilazina (10 mg/kg, Rompum® Bayer, RS, Brasil), via

intraperitoneal.

3.8 Exodontia

Sob sedacédo (Quetamina associada a Xilazina, como descrito anteriormente),
apos 3 semanas do inicio da medicacao, as ratas foram posicionadas na mesa de
operacao; onde se removeu a ligadura de algodao e, apds a antissepsia bucal com
PVPI 10% (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto),
foi realizada a sindesmotomia dos tecidos adjacentes ao dente, luxacdo e, por fim,
extracdo do primeiro molar inferior esquerdo, utilizando materiais cirargicos
odontolégicos adaptados aos animais. Todas as ratas, de todos 0s grupos

experimentais, foram submetidas a esse procedimento. (Figura 3).

Figura 3 - Exodontia do primeiro molar inferior. (A) Remocao da ligadura de
algodao; (B) Inicio dos movimentos de extracédo; (C) Luxacdo do primeiro molar
inferior esquerdo; (D) Extrac&o do dente e visualizacdo do alvéolo sem fratura

de raizes
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

Figura 4 - Molar pdés exodontia

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

3.9. Aplicacao das Terapias Locais
3.9.1 Aplicacédo do Gel de Clorexidina 2%

Apdés a exodontia, 0os animais pertencentes aos grupos ZOL+CLX, E
ZOL+0Z+CLX foram submetidos a aplicagéo topica do gel de clorexidina 2% com

auxilio de uma seringa de 5 ml e agulha de 27g, no momento da extracao, no segundo
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e quarto dias pos-operatorio, ficando mantida na regido por dois minutos e por fim os

animais mantidos na terapia com ZOL até o momento da eutandasia. (Figura 5).

Figura 5 - Exodontia e aplicacdo de gel de clorexidina 2%. (A) Alvéolo pos-
cirargico imediato. (B) Gel de Clorexidina 2% sendo aplicado na regido do
alvedlo imediato e foi repetido ao 2 e 4 dias pds-exodontia. (C) Gel de Clorexidina
2%

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

3.9.2 Aplicagéo da Pasta de Metronidazol

ApOGs a exodontia, os animais pertencentes aos grupos ZOL+MTZ, e
ZOL+0OZ+MTZ foram submetidos a aplicacao tépica da pasta POI com auxilio de uma
seringa de 5 ml e agulha de 27g, no momento da extracdo,no segundo e quarto dias
pos-operatorio, ficando mantida na regido por dois minutos, por fim os animais

mantidos na terapia com Zol até o0 momento da eutanasia. (Figura 6).



26

Figura 6 - Exodontia e aplicacdo da pasta de metronidazol. (A) Alvéolo pos-
cirargico imediato. (B) Pasta de metronidazol sendo aplicado na regido do
alveolo imediato e foi repetido ao 2 e 4 dias poOs-exodontia. (C) Pasta de

metronidazol

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

3.9.3 Ozonioterapia

As ratas correspondentes aos grupos ZOL+0Z, ZOL+0OZ+MTZ,ZOL+0Z+CLX,
receberam a aplicagdo do ozobnio, através do aparelho fornecido pela empresa
OZONE&LIFE INDUSTRIA, COMERCIO E SISTEMASLTDA (S0 José dos Campos
— SP), aplicado via intraperitoneal em concentracdo de 0,7mg/kg em seringa
descartavel de 30ml com agulha de calibre 25mm x 0,07mm, valor esse ja
estabelecido em outros estudos e publicacdes. 3 Além disso, receberam a aplicacdo

da pasta MTZ e do gel clorexidina 2% (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema representando a aplicacdo de ozoénio intraperitonial

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

3.9.4 Eutanésia

A eutanasia dos animais foi realizada através de dose excessiva doanestésico.
Os grupos SAL, ZOL, ZOL+0OZ, ZOL+CLX, ZOL+MTZ, ZOL+OZ+MTZ, e
ZOL+0OZ+CLX, foram submetidos a eutanasia apés 28 dias do procedimento de
extracdo dos dentes dos grupos (totalizando 7 semanas). Posteriormente, as
hemimandibulas foram cuidadosamente dissecadas e pds-fixadas por 24 horas em

paraformaldeido 4%.

3.9.5 Anadlise e Processamento laboratorial das pecas
3.9.6 Microtomografia Computadorizada (MicroCT)

Para a analise tridimensional da estrutura do tecido 0sseo, 0s animais tiveram
as mandibulas foram removidas do fixador e lavadas por 12 horas em agua corrente
a fim de remover qualquer residuo do fixador. Sequencialmente, foram armazenadas
em alcool 70% para transporte até o local de analise. Primariamente, foram
submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um sistema de
microtomografia digital computadorizada. As pecas foram escaneadas pelo

microtomografo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003)
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utilizando cortes de 8 um de espessura (90Kv e 111pA), com filtro de cobre e passo
de rotacdo de 0,05 mm. As areas pela projecdo dos raios-X nas amostras seréo
armazenadas e reconstruidas determinando a éarea de interesse pelo software
NRecon (SkyScan, 2011; Versao 1.6. 6.0).

Figura 8 - Exemplificacdo do Software NRecon (SkyScan, 2011; Verséao 1.6. 6.0)

onde 0s escaneamentos sao reconstruidos determinando a area de interesse
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

No software Data Viewer (SkyScan, Versédo 1.4.4 64-bit) as imagens foram
reconstruidas para adequacdo do posicionamento padréo para todas as amostras,
podendo ser observada em trés planos (transversal, longitudinal e sagital). Em
seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker
MicroCT Versao 1.12.4.0), foi definida a area de interesse (ARI) delimitada por uma
area de 4 mm3 que inclui a porcdo do local de extracdo dentaria anteriormente
ocupada pelas raizes mesial e distal do primeiro molar inferior esquerdo e tecidos

adjacentes.
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Figura 9 - Exemplificacdo do software Data Viewer (SkyScan, Verséao 1.4.4 64-
bit) onde é possivel observar as reconstru¢cdes nos planos transversal,

longidudinal e sagital e realizar a definicdo do VOI (volume of interest)
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

O software CTAn analisou e mediu a imagem de acordo com a escalas de
cinza. Apos o ajuste e remocao dos tons de cinzada area correspondente do alvéolo,
o threshould utilizado na analise foi de 25-90 tons de cinza da area, o que possibilitou
a obtencdo do volume de osso presente/formado no interior dos alvéolos. Os
parametros analisados foram referentes a quantidade do tecido G6sseo (BV/TV
porcentagem de tecido 6sseo em relagéo ao tecido mole) e qualidade do tecido 6sseo
(Th.Th= espessura do trabeculado 6sseo, Th.SP= separacéo das trabéculas 0sseas,

Th.N= nimero das trabéculas e Po(tot) = porcentagem de porosidade total).
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Figura 10 - Exemplificacdo do software CTAnalyser (2003-11SkyScan, 2012
Bruker MicroCT Versédo 1.12.4.0. Definicdo da éarea radiografica de interesse e

camadas a serem analisadas
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

Figura 11 - Exemplificacdo do software CTAnalyser (2003-11SkyScan, 2012
Bruker MicroCT Verséo 1.12.4.0) Analise e escolha de acordo com as escalas de

cinza
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Figura 12 - Exemplificacdo do software CTAnalyser (2003-11SkyScan, 2012
Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0) Parte final de conversdo para unidade de

medida escolhida (mm)
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

3.9.7 Analise da condicdo geral de salude dos animais e exame extra e

intrabucal

Todos o0s espécimes coletados foram avaliados clinicamente, junto de
registros fotograficos para identificar caracteristicas como aspecto da mucosa,
presenca ou auséncia de tecido reparacional, coloracdo dos tecidos moles, exposi¢ao
ou ndo de tecido 6sseo, presenca de sequestro 0sseo, supuracao ou quaisquer outros
aspectos acerca do reparo. Além disso, os animais foram pesados semanalmente

para monitoramento da saude geral.

3.9.8 Andlise histopatoldgica do sitio de extrac&o dental e adjacéncias
Foi realizada em microscopia 6ptica avaliando-se 0s seguintes parametros:
1) intensidade da resposta inflamatéria local;
2) extensao do processo inflamatorio;

3) padréo de celularidade e de estruturagéo do tecido epitelial,
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4) padrao de celularidade e de estruturacéo do tecido conjuntivo;
5) padrao de celularidade e de estruturacao do tecido 6sseo €;
6) padréo de contaminacéao do sitio de extracao dental.

Duas fotomicrografias foram realizadas em cada animal, de cada grupo, em
dois aumentos distintos, na magnitude real de 10x e 40x (H&E). Dois cortes
fotografados em um microscépio de luz (DM 4000B, Leica®, Suica), um processador
de imagens coloridas (software Leica Qwin V3, Leica) uma camera colorida (DFC 500,
Leica®, Suica) e um computador (Intel Core 15, intel Corp, Santa Clara, CA; Windows
10, Microsoft Corp, Redmond, WA), onde encontrava-se a maior e menor espessura
do epitélio, respectivamente. As fotomicrografias foram analisadas no aplicativo
ImageJ e realizada uma mensuracdo do espessamento do epitélio utilizando o
software GraphPad Prism versdo 8.0.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, California, EUA) (Figura 13).

Além disso, realizamos a coloracao picrosirius (PSR), a qual foi usada para
analisar os niveis de maturacdo das fibras de coldgeno sob microscopia de luz
polarizada. O programa LAS foi usado (ampliacdo de 400x, Leica LAS, Leica
Microsystems), permitindo a selecao de cores correspondentes para cada tipo de fibra
de colageno no tecido conjuntivo gengival. As fibras amarelo-esverdeadas foram
consideradas imaturas e finas, enquanto as fibras vermelho-amareladas foram

consideradas maduras e espessas.*’48

Figura 13 — Representacdo grafica das andlises de espessura do epitélio e
histologica do tecido conjuntivo em tecido saudéavel, tecido levemente alterado
e tecido alterado. Simbolos: linha preta, maior espessura do epitélio; linha

amarela, menor espessura do epitélio
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

3.9.9 Andlise e Processamento dos tecidos descalcificados

Apds escaneamento as pecas foram novamente submetidas a um banho de
agua, e apos isso foram e partiram para a descalcificagcdo em acido etilenodiamino
tetra-acético 10% (EDTA) por 8 semanas. ApOs a descalcificacdo, a regido
correspondente ao alvéolo e estruturas adjacentes da extracdo foram separadas.
Assim, as pecas seguiram para a desidratacdo numa sequéncia de alcoois (70 a
100%). Ap0s estas etapas, realizou-se a diafanizagédo com xilol para posterior incluséo
em parafina para obtencdo de corte com 4 ym de espessura e a confeccdo das
laminas. Foram coletadas, de lingual para vestibular, as seccdes histologicas da
porcao do alvéolo dental e tecidos adjacentes a serem analisados. As laminas pares

apos a microtomia foram destinadas para a coloracdo em hematoxilina e eosina (HE).

3.9.9.1 Analise microscoépica e area microscopica de interesse (AMI)

As andlises microscopicas foram realizadas por um histologista certificado,
cego aos tratamentos. Para a analise histométrica foram avaliados trés cortes
histologicos localizados na por¢céao vestibular, média e lingual do local da extracao
dentaria. Sendo que um corte histolégico da por¢do média do local de extracdo foi
utilizado para a analise imunoistoquimica. A area de interesse foi dividida em duas:
AMI (1) e a AMI (ll) que foram determinadas de acordo com a analise microscopica
realizada. A AMI (I) consistiu em uma area de 4 mm x 4 mm que inclui a por¢ao do
local da extracdo dentéria anteriormente ocupada pelas raizes mesial e distal do
primeiro molar inferior esquerdo e tecidos adjacentes. Seu limite distal foi composto



34

de uma linha situada paralelamente a dentina coronaria e a superficie radicular do
segundo molar inferior esquerdo, estendendo-se 4mm mesialmente. Seu limite
coronario foi composto de uma linha paralela ao limite da margem cemento-gengival
do segundo molar inferior esquerdo, estendendo-se 4mm apicalmente.?’” O AMI (l1)
consistiu em duas areas de 250 x 250 ym, situadas no tecido conjuntivo que recobre
o local da extracdo dentaria. O limite das areas foi determinado por uma linha
localizada no centro do tecido conjuntivo, perpendicular ao longo eixo dos dentes e
que divide esse tecido em sua direcdo coronoapical. Duas outras linhas foram
utilizadas, uma paralela a por¢céo central do local de extracdo dentaria anteriormente
ocupada pela raiz mesial e outra paralela a porcdo central do local de extracéo
dentaria anteriormente ocupada pela raiz distal do primeiro molar. A interseccéo
dessas linhas determinou o centro das duas areas que foram analisadas (Figura 14).

Figura 14 — Representacédo da area microscopica de interesse (AMI)
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Fonte: elaborada pela Autora, 2025

3.9.9.2 Analise histoldgica e histométrica
3.9.9.3 Analise Histolégica

A analise histologica com as caracteristicas gerais dos tecidos e histométrica
da éarea de tecido 0sseo neoformado (AONF) foram realizadas através de
fotomicrografias da area do alvéolo do dente extraido e tecidos adjacentes, que foram
capturadas com o auxilio de um software de analise de imagem (Motic VM 3.0 — Motic
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Digital Slide Assistant,State UNiversity of New York, USA). A area ocupada pela PONF
foi estabelecida e expressa em ym2 como média + desvio padrdo em cada grupo
experimental. Na regido de Interesse AMI (), as imagens foram capturadas utilizando
um software de andlise de imagem (Motic VM 3.0 — Motic Digital Slide Assistant,State
UNiversity of New York, USA) e conectada a um notebook (IdeaPad 1 AMD, Ryzen 5
7520U, 8GB, 512GB, SSD, Windows 11, Home “15,6" HD, Brazil) (Figura 14).

A quantificacdo da area de tecido 6sseo neoformado e a porcentagem de tecido
0sseo nao vital foram calculados utilizando o software GraphPad Prism verséo 8.0.0
para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA). A AONV representa
uma regido onde mais de dez lacunas de ostedcitos vizinhos apresentaram-se vazias

ou contendo restos de ostedcitos necroéticos (Figura 19).

3.9.9.4 Avaliacéao do perfil inflamatorio

Para a contagem de toda linhagem de células inflamatérias com énfase em
células mononucleares, trés laminas de cada animal por tempo experimental foi
escolhido e dois cortes fotografados em um microscépio de luz (DM 4000B, Leica),
um processador de imagens coloridas (software Leica Qwin V3, Leica) uma camera
colorida (DFC 500, Leica) e um computador (Intel Core 15, intel Corp, Santa Clara, CA,
Windows 10, Microsoft Corp, Redmond, WA), sendo a primeira imagem feita no centro
do defeito, seguida de uma a direita e outra a esquerda. Em uma magnificacao de
100x, no programa ImagedJ, uma grade (ferramenta “grid”) com 130 pontos, contando

células inflamatoérias.

3.9.9.5 Calibrac&o do examinador

Ocorrido anteriormente as mensuragdes propostas, o avaliador foi submetido a
um teste prévio do nivel de compatibilidade entre mensura¢cdes onde foram realizadas
as mensuracdes propostas no estudo de 12 animais randomizados, em duplicata com
um intervalo de 1 semana entre elas, sendo aplicado o teste estatistico Kappa para
andlise intra examinador para verificagcdo concordancia entre os momentos de

avaliacdo, considerando K>0,8 o minimo para continuar as analises histométricas.
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3.9.9.6 Analise dos dados

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos que foram obtidos
através da morfometria tridimensional pela microtomografia (BV/TV, Tb.Th, Tb.Sp e
Th.N), foi abordada a diferenca entre os grupos experimentais (SAL, ZOL, ZOL+0OZ,
ZOL+CLX, ZOL+POI, ZOL+0OZ+POIl, ZOL+0OZ+CLX). Todos os dados foram
submetidos a curva de normalidade — teste de ShapiroWilk, anova 1 fator com nivel
de significancia de 0,05 para todos os testes e pos teste de Tukey . Portanto, diante
da homogeneidade ou heterogeneidade dos dados, um teste paramétrico ou nao
paramétrico foi aplicado. O programa estatistico utilizado foi o software GraphPad

Prism versao 8.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

4 RESULTADOS

4.1 Microtomografia Computadorizada (MicroCT)

Figura 15 - Graficos demonstrando a média e o desvio padrdo dos parametros
BV/TV, Tb. Th, Tb.sp, Th.n e Pot(tot), no periodo de 60 dias para 0s grupos SAL,
ZOL, ZOL+OZONIO, ZOL+OZ+MTZ, ZOL+MTZ, ZOL+0OZ+CLX e ZOL+CLX. Letras

minusculas representam diferencas estatisticas intergrupos p<0,05%
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

Com a relacdo a porcentagem de tecido ésseo (BV/TV) o grupo SAL

demonstrou diferenca estatistica apenas ao grupo MTZ (p=0.031). O grupo ZOL néo
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demonstrou diferenca estatistica a nenhum grupo. O grupo OZ apresentou diferenca
para o grupo MTZ (p=0.011) e para CLX (p=0.023). O grupo MTZ é estatisticamente
diferente do grupo MTZ+OZ (0.047). Os grupos MTZ+OZ, CLX e CLX+OZ nao

demonstraram diferencas estatisticas entre si.

Em relacdo ao numero de trabéculas (Tb.N), os grupos SAL e ZOL
apresentaram diferencas estatisticas para todos os grupos (p<0.001). O grupo OZ nédo
se difere estatisticamente dos grupos MTZ+0OZ (p=0.018) e CLX+OX (p=0.574). Os
grupos MTZ, MTZ+0Z, CLX e CLX+0Z nao evidenciam diferencas estatisticas entre
em si (p<0,001). A porosidade do tecido 6sseo Pot(tot), aparece maior porosidade
0ssea no grupo SAL em relacao aos demais grupos (p<0.001). Ja o grupo ZOL, possui
a menor porosidade Ossea, ndo tendo diferenca estatistica significantes entre os
grupos MTZ (p=0.279), CLX (p=0.152), entretanto quando comparado aos grupos
MTZ+OZ e CLX+0OZ observamos diferencas (p<0.001). Os grupos com a
ozonioterapia isolada e associada as terapias adjuvantes ndo apresentaram
diferencas estatisticas na porosidade 6ssea.

J& os dados obtidos no parametro que mede a espessura das trabéculas (Th.
Th), notamos que o grupo ZOL, apresenta a maior espessura quando comparado aos
demais grupos. O grupo SAL tem a menor espessura trabecular em relagdo aos
demais grupos testes (p<0.001). Quando analisamos os grupos OZ (p=0.999),
comparado a MTZ+0OZ (p=0.203) e CLX+OZ (p=0.999) ndo notamos diferencas
estatisticas entre eles. O grupo MTZ+OZ possui uma menor espessura trabecular
guando comparado aos grupos MTZ (p=0.010) e a CLX (p=0.022).

Os dados obtidos no parametro que mede a separacao das trabéculas (Tb. Sp),
0 grupo SAL apresenta a maior separacdo das trabéculas quando comparado aos
demais grupos. Ja no grupo ZOL, a separacao das trabéculas é menor aos demais
grupos (p<0.001). O Oz, tem uma maior separacao de trabéculas quando comparado
ao grupo MTZ (p=0.018) e n&o se difere estatisticamente dos grupos MTZ+0Z
(p=0.343), CLX (p=0.243) e CLX+0Z (p=470). MTZ+OZ e CLX+0OZ também néo se
apresentam diferentes entre si (p=0.997).

4.2 Andlise da condicao geral de saude dos animais e exame extra e intrabucal
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Figura 16 - Fotos clinicas dos animais, envolvendo exame extra e intraoral pré-
eutanasia. (1) Grupo Sal; (2) Grupo Zol; (3) Grupo Ozbnio; (4) Grupo MTZ; (5)
Grupo MTZ + Ozbnio; (6) Grupo CLX; (7) Grupo CLX + Ozonio. * Antes da coleta
das amostras, a imagem clinica da regido operada foi analisada por meio de
fotografias com camera Nikon utilizando flash macro de 105 mm, sempre pelo

mesmo operador

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

As condicdes gerais de saude dos animais permaneceram constantes durante
todo o periodo experimental. Esses animais toleraram o procedimento cirargico de
extracdo do primeiro molar realizado em todos os grupos experimentais, bem como
as trés sessoes de terapias realizadas nos grupos ZOL+0Z, ZOL+MTZ, ZOL+CLX,
ZOL+MTZ+0OZ e ZOL+CLX+0Z. Ao final do periodo experimental, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa no peso corporal médio entre os grupos SAL
(364 + 7g), ZOL (350 + 7g), ZOL+OZ (350 + 5 g), ZOL+MTZ (346 + 7 g), ZOL+CLX
(342 + 7 g) e ZOL+MTZ+0Z (350 + 7 g) e ZOL+CLX+OZ (347 + 7 g). Ndo houve
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diferenca estatisticamente significativa no peso corporal intragrupo durante todo o

periodo experimental.

O exame clinico intraoral demonstrou boa cicatrizacdo para os grupos SAL e
OZ, visto que ambos ndo apresentaram exposicdo 6ssea e demonstram um perfil
gengival mais sadio. O grupo ZOL foi marcado por uma area de 0SS0 exposto e tecido
gengival de aspecto mais friavel. Os demais grupos, apesar de apresentarem certa
exposicdo dssea, demonstraram um aspecto gengival menos inflamado e mais

aderido.

Tabela 1 — Pontuac@es e distribuicdo dos espécimes de acordo com a analise
clinica do local da extracéo dentéria e locais adjacentes nos grupos SAL, ZOL,
0zONIO, MTZ, MTZ+0Z, CLX e CLX+0Z em 28 dias de p6s-operatorio

Parametros e respectivas | Grupos experimentais

pontuacdes
Numero de espécimes

SAL Z0L | Oz MTZ MTZ+OZ | CLX CLX+0Zz

(n=6) (n=6) | (n=6) | (N=6) | (n=6) (n=6) | (n=6)

Aspecto clinico do sitio de extragdo dentaria e tecidos adjacentes

(1) Ausénciade osso expostoe | 6 0 6 3 6 3 4
mucosa totalmente
reparada

(2) Ausénciade osso expostoe | 0 0 0 3 0 3 2
mucosa parcialmente
reparada

(3) LesBes semelhantes a |0 2 0 0 0 0 0

BRONJ - grande local de
extragcdo com pequena area
de osso exposto (menos da
metade do espaco alveolar)
e comprometimento do
reparo da membrana
mucosa

(4) Lesbes semelhantes a |0 4 0 0 0 0 0
BRONJ - grande local de
extragdo com grande é&rea
de osso exposto (mais da
metade do espaco alveolar)
e comprometimento do
reparo da membrana
mucosa
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(5) Presenca de Supuracéo 0 4 0 0 0 0 0

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

4.2 Andlise histopatoldgica e histométrica do sitio de extracdo dental e

adjacéncias (AMII)
4.2.1 Anédlise histopatolégica

Figura 17 - Aspecto histolégico do epitélio e tecido conjuntivos vestibulares
coletados aos 28 dias pos-operatorios. (a— f) Fotomicrografias evidenciando o
aspecto histolégico do tecido epitelial e do tecido conjuntivo no sitio de
extracdo dental aos 28 dias pds-operatérios em SAL (a-b), ZOL (c-d), OZ (e-f);
Aumento original: 100x e 400x. Barras de escala: 100 um e 30 um. Coloracéo:

Hematoxilina e Eosina (H&E)

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
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Analisando histolégicamente o grupo SAL, notamos o tecido epitelial com
células que se aderem firmemente umas as outras, formando camadas celulares
continuas e sem alteragdes que revestem a gengiva vestibular do sitio de extracdo, o
tecido conjuntivo também se apresenta dentro dos padrdes da normalidade, contendo
a lamina prépria formada por tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos. Quando
observamos o grupo ZOL, percebemos o tecido epitelial com importantes alteracdes
morfolégicas, com invaginacdes e espessamento do epitelio gengival, o conjuntivo
apresenta-se mais espesso, com maior quantidade de células e vasos sanguineos,
sugerindo uma possivel inflamacdo. O grupo OZ, também demostra as invaginacées
e espessamento do epitélio, entretanto, se mostra mais organizado quando
comparado ao grupo ZOL, nota-se um tecido conjuntivo denso ndo modelado, com
menor quantidade de células inflamatérias (Figura 17).

Figura 18 - Aspecto histolégico do epitélio e tecido conjuntivos vestibulares
coletados aos 28 dias po6s-operatérios. (a— d) Fotomicrografias evidenciando o
aspecto histolégico do tecido epitelial e do tecido conjuntivo no sitio de
extracdo dental aos 28 dias poOs-operatorios em MTZ (a-b) e MTZ+OZ (c-d),
Aumento original: 100x e 400x. Barras de escala: 100 um e 30 um. Coloracéo:

Hematoxilina e Eosina (H&E)
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ot: Elaborado pela Autora, 2025

Analisando o grupo MTZ, o tecido epitelial possui maior invaginagbes e
espessamento quando comparado ao grupo MTZ+0Z, notamos ainda em ambos os
grupos, o tecido conjuntivo denso modelado, porém, no grupo MTZ+OZ notamos
maior quantidade de vasos sanguineos (Figura 18).

Figura 19 - Aspecto histolégico do epitélio e tecido conjuntivos vestibulares
coletados aos 28 dias p6s-operatérios. (a — d) Fotomicrografias evidenciando o
aspecto histolégico do tecido epitelial e do tecido conjuntivo no sitio de
extracdo dental aos 28 dias poOs-operatorios em CLX (a-b) e CLX+OZ (c-d),
Aumento original: 100x e 400x. Barras de escala: 100 um e 30 um. Coloracao:
Hematoxilina e Eosina (H&E)
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O grupo CLX apresenta no seu tecido epitelial estratificado pavimentoso nao
gueratinizado com alteracdes morfologicas, grandes invaginacdes do epitélio em
direcdo ao conjuntivo, além disso, quando analisamos o grupo CLX+OZ o epitélio
apesar de apresentar invaginacdes, se mostra com muito menos alteragbes quando
comparado ao grupo CLX. O tecido conjuntivo se apresenta denso e com maior
guantidade de vasos sanguineos no grupo CLX (Figura 19).
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4.2.2 Analise de PSR

Figura 20 - Imagens representativas da coloracdo PSR para identificar a maturidade das fibras de coladgeno para todos os
grupos. Coloragdo PSR, x400

r

| CLX+0Z

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
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Nesta analise, observa-se que o grupo SAL apresenta predominantemente
fibras em tonalidade esverdeada, indicativas de imaturidade, indicando que o tecido
conjuntivo se encontra no processo de renovacado do colageno. No entanto, ao
analisar o grupo ZOL, observa-se a presengca de um numero reduzido de fibras
maduras, sem a presenca de tecido imaturo. Nos grupos submetidos as terapias, 0
grupo OZ apresenta uma maior proporcdo de fibras imaturas em comparacdo as
maduras, padrao semelhante ao observado nos grupos MTZ+OZ e CLX+OZ. Nos
grupos CLX e MTZ, verifica-se a predominancia de tecido mais maduro, embora ainda

seja possivel identificar uma quantidade significativa de tecido imaturo.

4.2.3 Analise histométrica das gengivas

Figura 21 — Anélise de maior espessura do epitélio gengival no sitio extracao
dental aos 28 dias pOs exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk, Analise de
Variancia (ANOVA) e pés-teste de Tukey. As letras minusculas representam as

diferencas estatisticas entre os grupos
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

Avaliando estatisticamente a maior espessura do epitélio, notamos que, 0
grupo SAL apresenta diferenca estatistica significante aos outros grupos, seguido pelo

grupo ZOL (p<0.0001). O grupo OZ nao demonstrou diferenca estatistica entre os
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grupos MTZ (p=0.547) e CLX (0.988), entretanto € diferente estatisticamente dos
grupos MTZ+OZ e CLX+0Z (p<0,001). Os grupos MTZ+OZ e CLX+0OZ néao

demonstram diferencas entre si (0.994) (Figura 21).

Figura 22 — Anélise de menor espessura do epitélio gengival no sitio extracao
dental aos 28 dias pOs exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk, Analise de
Variancia (ANOVA) e pés-teste de Tukey. As letras minusculas representam as

diferencas estatisticas entre os grupos
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

Na analise de menor espessura do epitélio, notamos que o grupo SAL
apresenta a maior diferenca estatistica em relagcdo aos demais grupos (p<0.001), ou
seja, uma menor espessura do epitélio. Quando avaliamos o grupo ZOL, ele se
apresenta diferente estatisticamente aos demais grupos (p<0.001), evidenciando que
ha poucas areas onde o epitélio € menor. O grupo OZ, ndo se difere estatisticamente
entre 0s grupos CLX (p>0.999) e CLX+0Z (p=0.937), entretanto, se difere do grupo
MTZ+0OZ (p<0.001). O grupo MTZ se difere de todos os grupos, tanto do controle

positivo, do controle negativo e dos grupos testes (p<0.001) (Figura 22).
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Tabela 2 — Pontuacfes e distribuicdo dos espécimes de acordo com a analise
histopatoldgica do nivel de inflamacéo do tecido durante o processo de reparo
pos-extracdo dentaria em SAL, ZOL, OZONIO, MTZ, MTZ+OZ, CLX e CLX+0OZ em
28 dias de p6s-operatorio

ANALISE HISTOPATOLOGICA: | Grupos experimentais
PADRAO DA ESTRUTURA DO

TECIDO Nimero de espécimes

SAL 0L | Oz MTZ MTZ+OZ | CLX CLX+0Zz

(n=6) | (n=6) | (n=6) | (n=6) | (n=6) (n=6) | (n=6)

PADRAO CELULAR E ESTRUTURA DO TECIDO EPITELIAL

(1) Auséncia de inflamacao 6 0 4 3 4 3 4

(2) Quantidade moderada de | O 2 2 3 1 2 2
células inflamatérias

(3) Quantidade grave de | O 4 0 0 1 1 1
células moderadas

EXTENSAO DA INFLAMACAO

(1) Ausénciadeinflamagéo | 6 0 4 4 3 4 2

(2) Extensdo parcial do | O 0 2 2 3 2 4
tecido conjuntivo

(3) Toda extensao do | O 3 0 0 0 0 0
tecido conjuntivo, sem
atingir tecido 6sseo

(4) Toda extensdo do |O 3 0 0 0 0 0
tecido conjuntivo e do
tecido 6sseo

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

Tabela 3 - Pontuacdes e distribuicdo dos espécimes de acordo com a analise
histopatoldgica do nivel de inflamacgé&o do tecido durante o processo de reparo
pos-extracdo dentaria em SAL, ZOL, OZONIO, MTZ, MTZ+0OZ, CLX e CLX+0OZ em
28 dias de pos-operatorio

ANALISE  HISTOPATOLOGICA: | Grupos experimentais
PADRAO DA ESTRUTURA DO

TECIDO Numero de espécimes
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SAL

Z0L

0oz

MTZ

MTZ+0OZ

CLX

CLX+0z

(n=6)

(n=6)

(n=6)

(n=6)

(n=6)

(n=6)

(n=6)

PADRAO CELULAR E ESTRUTURA DO TECIDO E

PITELIAL

(1)

Tecido epitelial de
espessura moderada
recuperando
completamente o local da
extracao

2

0

5

3

(2)

Tecido epitelial de
espessura fina
recuperando
completamente o local da
extracao

3)

Fina camada de tecido
epitelial apenas nas
bordas da ferida cirGirgica

(4)

Auséncia de tecido
epitelial na ferida
cirlrgica aberta

PADRAO CELULAR E ESTRUTURA DO TECIDO CONJUNT

IVO

1)

Quantidade moderada de
fibroblastos e grande
quantidade de fibras
colagenas

5

0

2

(@)

Quantidade moderada de
fibroblastos e fibras de
colageno

3)

Pequena quantidade de
fibroblastos e fibras de
colageno

(4)

Desorganizacéo grave do
tecido com area de
necrose

PADRAO CELULAR E ESTRUTURA DO TECIDO OSSEO

1)

auséncia de 0sso nao
vital nas adjacéncias do
local da extracdo e 0sso
trabecular preenchendo
mais da metade do
alvéolo dentario

6

0

0

(2)

auséncia de 0sso nao
vital nas adjacéncias do
local da extracdo e 0SSO
trabecular preenchendo
menos da metade do
alvéolo dentério
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(3) presenca de poucas |0 0 1 2 0 1 1
areas com 0sso nao vital
nas adjacéncias do local
da extracdo e 0sso
trabecular preenchendo
menos de um terco do
alvéolo dentario

(4) presencade muitas areas | 0 6 0 0 0
com 0sso néo vital nas
adjacéncias do local da
extracéo e 0SSO0
trabecular preenchendo
menos de um terco do
alvéolo dentério

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

4.3 Analise de 6rgaos coletados dos animais na eutanasia

Os orgaos metabolizadores (rim, figado e pulmdes) ndo apresentaram
alteracdes estruturais para todos 0s grupos experimentais. A microscopia optica , 0
figado apresentou hepatocitos com caracteristicas normais, organizados
estruturalmente em lobos hepéticos, com todos os seus elementos constituintes
presentes (vasos sanguineos e ductos biliares). O rim apresentou corpusculos renais
bem-organizados e delimitados, intercalados com o sistema de tubulos e ductos
especificos deste tecido. Em relacdo ao tecido muscular, o musculo estriado
esquelético exibiu seus aspectos histolégicos convencionais, com células alongadas;
estrias transversais multinucleadas perifericamente; escassez de matriz extracelular
entre elas; e organizacdo em fasciculos recobertos por tecido conjuntivo de aspecto

normal.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/light-microscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/muscle-tissue
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/striated-muscle
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/striated-muscle
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/extracellular-matrix
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/extracellular-matrix

Figura 23 - Prancha dos 6rgéos (rim, pulméo e figado), nos respectivos aumentos 5x, 10x e 40x
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
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4.4 Analise histoldgica e histométrica dos tecidos descalcificados
4.4.1 Analise Histoldgica

A andlise histoldgica evidenciou tecido necrético, como esperado, no grupo
ZOL em regides adjacentes, o interior do alvéolo se apresentava vazio. Ja 0s grupos
em que foram realizadas as terapias (OZ, MTZ, MTZ+0OZ, CLX e CLX+0Z), tanto
isoladamente quanto associados, demonstraram a presenca de regides significativas
de tecido Gsseo vital e poucas areas necroticas. Pode-se observar no sitio de extracéo
dentaria e nas regifes adjacentes areas de tecido 6sseo vital lacunas de ostedcitos
ocupadas e trabéculas 6sseas neoformadas densas e tecido conjuntivo (Figuras 24 e
25). Na andlise qualitativa intergrupos, os grupos, OZ, MTZ+0OZ e CLX+0OZ

apresentaram-se com maior area de 0sso vital (Figura 25).

Figura 24 - Aspecto histolégico do interior do sitio de extracdo dental aos 28
dias p6s-operatérios (TONF). (a — g) Fotomicrografias evidenciando o aspecto
histolégico do tecido ésseo e do tecido conjuntivo no sitio de extracao dental
aos 28 dias poés-operatérios em SAL (a), ZOL (b), OZ (c), MTZ (d), MTZ+OZ (e),
CLX (f), CLX+0OZ (g). Abreviacdes e simbolos: setas verdes, osteoclastos; setas
pretas, osteoblastos; bt, tecido 6sseo; Aumento original: 60x. Barras de escala:
100 pum. Coloragéao: Hematoxilina e Eosina (H&E)
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Figura 25 - Aspecto histolégico do interior do sitio de extracdo dental aos 28
dias pos-operatorios (TONV). (a — g) Fotomicrografias evidenciando o aspecto
histolégico do tecido ésseo e do tecido conjuntivo no sitio de extracao dental
aos 28 dias poés-operatérios em SAL(a), ZOL (b), OZ (c), MTZ (d), MTZ+OZ (e),
CLX (f), CLX+0OZ(g). Abreviagfes e simbolos: setas amarelas, lacunas vazias;
setas pretas, osteoblastos; bt tecido ésseo; nvbt, tecido 6ésseo ndo vital.
Aumento original: 60x. Barras de escala: 100 um. Coloracédo: Hematoxilina e

Eosina (H&E)



54

b N 4
A\ d el ?
‘1,“ > | ) g L . L
¢ Ay ¢ s
o * ¢ s 4 P i
" ’ ) _"l' F F 44 3
¢ i - b
O s - o
& ’ P et \® S 00
’ # R e ‘) Fne L/

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

4.4.2 Histometria

Analisando o grafico de area de osso neoformado (AONF), o grupo ZOL
apresenta a menor area de 0sso neoformado quando comparado aos demais grupos
(p<0.001). O grupo SAL apresentou diferengas estatisticas significantes em relagéo
aos grupos ZOL, Oz, MTZ, MTZ+0OZ e CLX +0OZ na neoformagéo 6ssea (p<0.001),
entretanto, o grupo SAL ndo apresentou diferenca estatistica significante com o grupo
CLX (p=0.2185). O grupo OZ nao apresentou diferenca estatistica para os grupos MTZ
(p=0.393), MTZ+0OZ (p=0.999), CLX+0OZ (P=0.999), sendo estatisticamente diferente
apenas do grupo CLX (p<0.001). O grupo MTZ nédo apresentou diferenca estatisticas
entre os grupos MTZ+0Z (p=0.207), CLX (p=0.3611) e CLX+0OZ (p=0.566). O grupo

CLX, apresenta diferenca estatistica com o grupo CLX+0OZ (p=0.021), com o grupo
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OZ e ZOL, (p<0.001). Por fim, os grupos MTZ+0OZ e CLX+0OZ nado apresentaram

diferencas estatisticas diferente entre si (p=0.997).

Figura 26 - Tecido 6sseo neoformado (TONF) no sitio de extracdo dental aos 28
dias pOs exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk, Analise de Variancia
(ANOVA) e pds-teste de Tukey. As letras minusculas representam as diferencas

estatisticas entre os grupos
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

Analisando a area de tecido 6sseo néo vital (AONV) o grupo ZOL (p<0,05)
apresentou um resultado maior quando comparado as demais terapias, seguido pelo
grupo MTZ (p=0.125) e CLX (p=0.152). O grupo OZ nao apresentou diferencas
estatisticas significantes quando comparado aos grupos de tratamento MTZ,
MTZ+0Z, CLX e CLX+0OZ (p<0.001). Os grupos que nao receberam a ozonioterapia

MTZ e CLX néo obtiveram diferencas estatisticas entre si (p<0.001).
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Figura 27 - Tecido osso nao vital (TONV) no sitio de extracdo dental aos 28 dias
pos exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk, Analise de Variancia (ANOVA)
e pos-teste de Tukey. As letras minusculas representam as diferencas
estatisticas entre os grupos
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

4.5 Analise de perfil inflamatério

Figura 28 — Perfil inflamatorio do sitio de extracdo dental aos 28 dias pos
exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk, Andlise de Variancia (ANOVA) e
pOs-teste de Tukey. As letras minUsculas representam as diferencas estatisticas

entre 0s grupos
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2025

No perfil inflamatério, o grupo SAL, mostra-se diferente estatisticamente dos
demais grupos (p<0.001). O grupo ZOL (p<0.001), apresenta-se com 0 menor nimero
de células inflamatérias, entretanto, quando analisado em conjunto a analise
histol6gica notamos que os alvéolos estao vazios, ndo contendo nenhum tipo de célula
(Figura 26). O grupo OZ, ndo apresenta diferenca estatisticas com o grupo MTZ
(p=0.509). O grupo CLX apresenta-se diferente estatisticamente de todos 0s grupos
testes (p<0.001). Os grupos MTZ+0OZ e CLX+OZ sao iguais estatisticamente
(p=0.428) (Figura 25). Observando o histolégico, hotamos tecido conjuntivo denso nos
grupos testes, entretanto ao analisar o grupo SAL, percebe-se um tecido conjuntivo

mais desorganizado com maior quantidade de vasos sanguineos (Figura 28).

Figura 29 — Perfil inflamat6rio do interior do sitio de extracdo dental aos 28 dias
pés-operatdrios. (a—g) Fotomicrografias evidenciando o aspecto histolégico do
tecido 6sseo e do tecido conjuntivo no sitio de extrac&do dental aos 28 dias p0s-
operatérios em SAL(a), ZOL (b), OZ (c), MTZ (d), MTZ+0OZ (e), CLX (f), CLX+0OZ(q).

Abreviagdes e simbolos: vermelhas, linfocitos; bt tecido 6sseo; tc, tecido
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conjuntivo; nvbt, tecido 6sseo nao vital. Aumento original: 400x. Barras de
escala: 100 um. Coloracado: Hematoxilina e Eosina (H&E)

Fonte: Elaborado pela Autora, 2025
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5 DISCUSSAO

Por meio deste estudo pré-clinico foi possivel verificar alguns dos efeitos
diretos das medicacdes antirreabsortivas na microarquitetura éssea.?’ Esse aspecto
pode ser observado nos dados obtidos da Microct dos grupos do presente estudo.
Partindo do pressuposto que os BPs agem direta ou indiretamente sobre os
osteoclastos e osteoblastos, provocando a diminuicdo da remodelacdo Ossea,
esperava-se alteracdes no que se refere a qualidade e quantidade éssea nos grupos
testados que receberam a medicacao antirreabsortiva, o que pode ser observado na
avaliacdo do parametro BV/TV (volume ésseo) ao final do tempo experimental de 28
dias, em que o grupo ZOL apresentou um volume 0sseo maior e com menor
porosidade quando comparado ao grupo SAL (p<0,05), caracteristicas essas
compativeis com a acdo do medicamento que provoca uma corticalizacdo do tecido

dsseo.

Os grupos testados demonstraram diferenca apenas no parametro Pot(tot)
(p<0,05). Pode-se especular que os resultados semelhantes entre os grupos para 0s
demais parametros sdo consequéncia da impossibilidade de diferenciar um tecido
0sseo necrotico na analise microtomografica. A osteonecrose em estagio inicial, isto
€, areas com ceélulas medulares e osteoblastos necroticos apareceriam no
escaneamento com densidade bastante similar ao tecido dsseo vital, resultado em um
“falso-negativo”. %0 |sso pode explicar por que a incidéncia de osteonecrose por

microtomogréafia foi menor do que a da histologia.>*

Como esperado, o grupo ZOL apresentou resultados inferiores em todos 0s
parametros em relacdo aos outros grupos. As analises histoldgicas qualitativas do
epitélio evidenciaram que a medicagcdo tem uma acdo importante no processo
cicatricial de tecido mole, favorecendo a exposi¢do 0ssea e permitindo que areas de
contaminacgdao se instalem. O grupo ZOL apresentou uma maior espessura epitelial e
predominantemente fibras coladgenas maduras, quando comparado aos demais
grupos, demonstrando que os BPs também atuam de forma negativa na estrutura do
tecido mole.>? Nos resultados histolégicos e histométrico fica evidente a interferéncia
do medicamento nos processos de neoformacdo 6ssea e a presenca de tecidos néao

vital, o que esta de acordo com a literatura.*®
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Enquanto ndo existe um consenso acerca de um protocolo de tratamento
definitivo da MRONJ, a literatura tem evidenciado a associacdo de terapias adjuvantes
gue possam melhorar a qualidade dos tecidos baseado no estagio clinico da doenca,
com intuito de melhorar a qualidade de vida e trazer mais conforto a esses
pacientes.?62® Assim, estudar terapias que possam auxiliar no tratamento dessa
patologia é importante, em especial nos processos de reparo alveolar, que possui uma
dinamica diferente do restante do corpo.>® Este processo ndo depende somente da
remodelacdo 6ssea e das caracteristicas do tecido 6sseo em questdo, mas sim de um
conjunto de eventos biologicos que ocorrem no interior do alvéolo, incluindo a
remodelacdo dos tecidos moles da regido pés exodontica.>* Em condicdes ideais, é
necessario que ocorra a organizacdo do coagulo sanguineo, proliferacao celular,
desenvolvimento e maturagdo do tecido conjuntivo.>® Sendo assim, terapias auxiliares
como o uso tépico de agentes antimicrobianos, podem influenciar no reparo alveolar,
uma vez que, apresentam propriedades de diminuir quadros inflamatérios e
infecciosos.>5:%6

Entre as terapias avaliadas neste trabalho tem-se o uso sistémico da
ozonioterapia. A terapia com ozbnio é reconhecida no Brasil como procedimento
odontolégico pelo Conselho Federal de Odontologia (Resolu¢do CFO no.166/2015)>’
desde 2015, sendo este restrito ao uso tépico ou local. Ja o Conselho Federal de
Medicina ainda reluta em regulamentar o uso do ozénio considerando a técnica em
fase experimental. Apesar da ozonioterapia ainda apresentar evidéncias insuficientes
ou conflitantes como alternativa terapéutica em cirurgia oral, evidéncias sao
encontradas na odontologia restauradora e estudos em animais vém mostrando
resultados positivos do uso do 0zdnio nos processos regenerativos.3* Além disso, boa
parte da Europa, Asia e América Latina ja tem a ozonioterapia como procedimento
meédico legitimo e seu uso é amplamente permitido em humanos, trazendo resultados
notdrios quanto a eficacia, versatilidade e seguranca da técnica, com minimos efeitos

colaterais.3536

Uma das formas de validar o uso sistémico do 0z6nio, é por meio das pesquisas
gue avaliam 6rgdos de metabolismo. Neste estudo os animais que receberam a
ozonioterapia sistémica tiveram 6rgdos como rim, pulmdo e figado avaliados,

demonstrando que nenhum deles foi afetado de forma negativa na sua integridade e
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funcdo, assim como os trabalhos de Silva et al.®3 e Ozalp et al.,*® que obtiveram os
mesmos resultados. O 0z6nio tem influéncia positiva no metabolismo e no processo
de reparo 6sseo devido aos efeitos anti-inflamatorios, cicatrizantes e antimicrobianos,
visto que tem a capacidade de neutralizar os mediadores neuroquimicos da sensagao

dolorosa.37:59

No presente trabalho, na comparagcdo intergrupos, 0 grupo que recebeu a
terapia com ozbnio (OZ), apesar de ndo apresentar diferencas estatisticas
significantes, demonstrou que isoladamente gera uma menor espessura trabecular e
menor porosidade éssea quando comparados aos demais grupos. Os resultados
histol6gicos demonstram que a utilizagdo sistémica do 0zénio nesses animais teve
uma acao positiva na proliferacéo celular e na resposta cicatricial com porcentagem
de neoformacdao estatisticamente significativa quando comparado ao uso isolado dos
tratamentos topicos, além disso, na analise de PSR a presenca de fibras esverdeadas
superam as fibras avermelhadas, evidenciando a producéo e renovacao do colageno,
exemplificando que a ozonioterapia € capaz de aumentar a oxigenacdo dos
tecidos3369, Esses resultados séo confirmados por Gonenc et al.®! que demonstraram
a eficiéncia e seguranca da terapia com oz6nio no tratamento de uma lesédo de
MRONJ em paciente com MRONJ em mandibula portador de mieloma multiplo

submetido a infusdes intravenosas de acido zoledronico.

A acdo topica de duas pastas antimicrobianas também foi objeto deste trabalho.
Para prevenir a infeccdo de feridas orais, o gel de clorexidina e a pasta de
metronidazol, tém sido utilizados, devido aos bons resultados obtidos. 62383% A
aplicacao topica de antimicrobianos parece superar algumas das desvantagens da
terapia com antibioticos sistémicos, como resisténcia bacteriana , superinfec¢des por
organismos nao suscetiveis, reagbes alérgicas, toxicidade e interacdes

medicamentosas.5?

A pasta a base de Metronidazol a 10% associada Lidocaina a 2% € um produto
gue foi desenvolvido para melhorar o reparo de alvéolo pés-exodénticos quando estes
desenvolvem quadros infecciosos (alveolite).383° Sabendo-se que o Metronidazol,
atua contra bactérias anaerdbias e Gram negativas atraves da inibicdo da sintese do

acido nucleico, causando a morte celular, e é capaz de facilitar o crescimento de


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chlorhexidine
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibiotic-resistance
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/superinfection
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/allergic-reaction
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fibroblastos e osteoblastos, sendo possivel proporcionar efeitos anti-inflamatorios e
combater a infec¢do o seu uso nas situacées de MRONJ poderia ter um efeito positivo
e ser de baixo custo. 263 Estas caracteristicas foram constatadas neste estudo, visto
gue 0s animais que receberam MTZ apresentaram clinicamente um tecido gengival
espesso e em processo de fechamento, bem como auséncia de supuracdo e
abcessos. Além disso, histologicamente demonstrou estimular a formacéo de tecido

0sseo vital controlando as areas de osteonecrose.

A clorexidina no tratamento da MRONJ é realizada na forma convencional
como enxaguante bucal na concentracdo de 0,12%.%7 A opcédo pelo uso do gel de
clorexidina foi devido a sua viscosidade, que permite que sua acao seja mantida por
mais tempo no local desejado. Na literatura, foi observado que o gel de clorexidina
2% tém boas propriedades preventivas e possui uma ac¢do duradora®*. Os resultados
de microCT, histolégicos e histométricos tanto dos tecidos gengivais quanto do tecido
0sseo demostraram que esses dois produtos topicos (MTZ e CLX) melhoraram e
atuaram de maneira positiva nos processos de reparo, havendo uma semelhanca

estatistica nos resultados obtidos.52:63

Contudo, quando foi analisado a associacdo dos tratamentos tépicos com o
ozonio foi possivel verificar que os resultados foram estatisticamente diferentes. Os
resultados da acdo desses tratamentos nos tecidos gengivais (tanto histoldgicos,
histométricos e qualitativos) demostraram que os espécimes tratados com OZ+MTZ
apresentaram uma estrutura epitelial mais proxima a do grupo SAL, havendo menor
diferenca entre as espessuras de epitélio, quando comparada ao grupo OZ+CLX e
esse comportamento pode ser evidenciado quando observamos a coloracdo de PRS

dos tecidos gengivais.

No que diz respeito as analises qualitativa e quantitativa de neoformacéao
0ssea, tanto o grupo OZ isoladamente, quanto associado com MTZ e CLX foram as
que obtiveram melhor e maior porcentagem de neoformacdo Ossea, sendo esta
estatisticamente significante quando comparada aos grupos MTZ e CLX. Na avaliacao
da microCT, € possivel também observar por meio dos valores obtidos de Th.N, Th.SP
e TbTh nos grupos OZ, OZ+MTZ, OZ+CLX foram melhores quando comparado ao
grupo MTZ e CLX, sugerindo uma melhor qualidade de osso neoformado.
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Desta forma, € importante detalhar, que os animais que receberam o gel de
clorexidina e a pasta de metronidazol isolados ou associados ao 0z6nio, conseguiram
uma recuperacao clinica satisfatoria, mesmo em areas que havia a presenca de um
tecido 6sseo nédo vital, com isso, a estabilizacdo da doenca foi positiva, permitindo que
ndo houvesse uma progressdo da MRONJ para outros estagios. Contudo a
associacao de terapias locais (MTZ ou CLX) a terapia sistémica (0z6nio) sugere que
ha uma potencializacdo dos efeitos desses tratamentos, melhorando assim o reparo
das areas pds-exodontias. Em casos de estagios primarios de MRONJ, essas terapias
podem controlar clinicamente a doenca e isso permite que 0s pacientes possam ter
alternativas de tratamentos menos invasivos, com custos relativamente baixos, que

garantam qualidade de vida e preservacéo clinica da situagdo. 3342

Dentro das limitagbes desse estudo, pode-se citar, poucas aplicacbes das
terapias adjuvantes, formas de aplicacdo do gas ozbnio e a colaboracdo com o

tratamento por parte dos pacientes.
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6 CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa permitem concluir que a ozonioterapia sistémica
tem um efeito benéfico no tratamento da MRONJ e o0 uso de terapias locais como
pasta de metronidazol 10% e gel de clorexidina 2% colaboraram para melhorar
quadros de prevencdo da osteonecrose. Quando essas terapias locais foram

associadas ao 0z6nio sistémico os resultados foram potencializados.
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