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RESUMO

VIOTTO, A. H. A. Influéncia da fotobiomodulagao e da ozonioterapia sistémica
na osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos em ratas
senescentes. 2026. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba, 2026.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho da ozonioterapia sistémica e da
laserterapia no manejo da MRONJ apds exodontia em ratas senis ovariectomizadas
e submetidas a terapia com zoledronato. Para isso, 30 ratas wistar de 12 meses de
idade foram divididas em 5 grupos (n=6). No grupo SAL as ratas foram submetidas a
aplicagdes de solugéo de cloreto de sodio 0,9% e no grupo ZOL receberam aplicagao
de Zoledronato 100ug/kg, ambos a cada 3 dias durante 7 semanas; os animais dos
grupos OZ, LA e LA+OZ receberam aplicagdo de zoledronato seguindo o mesmo
protocolo. Os animais dos grupos OZ e LA+OZ receberam a administragcao
intraperitoneal de ozbnio (0,7ml/kg) e os animais dos grupos LA e LA+OZ receberam
aplicacéo de laserterapia (660 + 10 nm; 0,035 W, 2,1J/ponto; 60s) logo apds a
extragdo do 1° molar inferior esquerdo, no segundo e no quarto dia apds a extragao.
A eutanasia foi realizada na sétima semana de experimento, 28 dias apds a exodontia.
O grupo controle negativo (ZOL) apresentou area de 0sso nao vital estatisticamente
superior a todos os demais grupos (p < 0,05). Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na area de osso neoformado (p > 0,05) e em nenhum
parametro avaliado na microtomografia (p > 0,05) entre todos os grupos. As terapias
adjuvantes demonstraram efeito modulador sobre o processo de reparo, reduzindo a
necrose 0ssea e favorecendo a cicatrizagao dos tecidos. Esses achados sugerem que
tais terapias podem contribuir para a redugdo da severidade da doenca, atuando

principalmente na modulagdo do microambiente tecidual.

Palavras-chave: regeneragao 6ssea; 0zOnio; osteoporose.



ABSTRACT

VIOTTO, A. H. A. Influence of photobiomodulation and systemic ozone therapy
on drug-induced osteonecrosis of the jaws in senescent rats. 2026. Dissertagcao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Aragatuba, 2026.

The aim of this study was to evaluate the performance of systemic ozone therapy and
laser therapy in the management of MRONJ following tooth extraction in senescent
ovariectomized rats undergoing zoledronate therapy. For this purpose, 30 12-month-
old Wistar rats were divided into five groups (n = 6). In the SAL group, the rats received
0.9% sodium chloride solution, while the ZOL group received zoledronate (100 ug/kg),
both administered every 3 days for 7 weeks; animals in the OZ, LA, and LA+OZ groups
also received zoledronate following the same protocol. Animals in the OZ and LA+0OZ
groups received intraperitoneal ozone administration (0.7 mil/kg), while those in the LA
and LA+OZ groups received laser therapy (660 £ 10 nm; 0.035 W, 2.1 J/point; 60 s)
immediately after extraction of the lower left first molar, and on the second and fourth
days post-extraction. Euthanasia was performed in the seventh week of the
experiment, 28 days after tooth extraction. The negative control group (ZOL) showed
a statistically higher area of non-vital bone compared to all other groups (p < 0.05). No
statistically significant differences were observed in the area of newly formed bone (p
> 0.05) or in any of the parameters evaluated by micro-computed tomography (p >
0.05) among all groups. The adjuvant therapies demonstrated a modulatory effect on
the healing process, reducing bone necrosis and promoting tissue repair. These
findings suggest that such therapies may contribute to reducing disease severity,

mainly by modulating the tissue microenvironment.

Keywords: bone regeneration; ozone; osteoporosis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Etapas cirurgicas do procedimento de ovariectomia. (A)
Realizacéo de antissepsia do animal com degermante; (B) e (C)
Incisdo do peritbnio e acesso a cavidade abdominal; D)
Localizagdo do ovario e chifre uterino; (E) e (F) Laqueadura do
chifre uterino e reposi¢cao dos tecidos laqueados; (G) Ovarios
removidos; (H) e (I) Sutura do plano superficial apés remogao
do ovario e reposicao dos tecidos laqueados

Figura 2 — Amarria com fio de algodao no primeiro molar inferior esquerdo

Figura 3 - Exodontia do primeiro molar inferior. (A) Remocéao da ligadura
de algodao; (B) Inicio dos movimentos de extracdo; (C)
Luxagado do primeiro molar inferior esquerdo; (D) Extragdo do
dente e visualizacéo do alvéolo sem fratura de raizes

Figura 4 - Molar pos exodontia

Figura 5 - Esquema representando a aplicagao de ozoénio intraperitoneal

Figura 6 - Aplicacao do laser no alvéolo pos-exoddntico nos animais

Figura 7 - Representacgao grafica das analises de espessura do epitélio e
histologica do tecido conjuntivo em tecido saudavel, tecido
levemente alterado e tecido alterado. Simbolos: linha preta,
maior espessura do epitélio; linha amarela, menor espessura
do epitélio

Figura 8 - Representacdo da area microscopica de interesse (AMI)

Figura 9 - Fotos clinicas dos animais, envolvendo exame extra e intraoral
pré-eutanasia dos grupos SAL, ZOL, OZ, LA e LA+0OZ. Antes
da coleta das amostras, a imagem clinica da regiao operada foi
analisada por meio de fotografias com camera Nikon utilizando
flash macro de 105 mm, sempre pelo mesmo operador.

Figura 10 - Aspecto histologico do epitélio e tecido conjuntivos
vestibulares coletados aos 28 dias pds-operatorios.
Fotomicrografias evidenciando o aspecto histoldgico do tecido
epitelial e do tecido conjuntivo no sitio de extracao dental aos
28 dias pos-operatorios em SAL, ZOL, OZ, LA e LA+OZ.

24

24
27

27
28
28
31

32
36

38



Aumento original: 10x e 40x. Barras de escala: 100 ym e 30
pMm. Coloragao: Hematoxilina e Eosina (H&E)

Figura 11 - Analise de maior espessura do epitélio gengival no sitio
extracdo dental aos 28 dias pds exodontia. Testes estatisticos:
Shapiro-Wilk, Andlise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de
Tukey. As letras minusculas representam as diferengas
estatisticas entre os grupos.

Figura 12 - Analise de menor espessura do epitélio gengival no sitio
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 diferengas

estatisticas entre os grupos

Figura 13 - Prancha dos 6rgaos (rim, pulmao e figado), nos
respectivos aumentos 5x, 10x e 40x

Figura 14 - Aspecto histologico da regido do sitio de extracdo dental aos
28 dias pds-operatérios. Fotomicrografias evidenciando o
aspecto histolégico do tecido 6sseo e do tecido conjuntivo.
Abreviagdes e simbolos: setas pretas - osteoblastos; setas
amarelas — lacunas vazias; TONF — tecido 6sseo neoformado;
TONV - tecido 6sseo nao vital. Aumento original: 40x. Barras
de escala: 30 ym. Coloragéo: Hematoxilina e Eosina (H&E)

Figura 15 - Tecido 6sseo neoformado (TONF) no sitio de extracédo dental
aos 28 dias pos exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk,
Analise de Variancia (ANOVA) e pés-teste de Tukey. As letras
minusculas representam as diferengas estatisticas entre os
grupos

Figura 16 - Tecido osso nao vital (TONV) no sitio de extragao dental aos
28 dias pods exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk,
Analise de Variancia (ANOVA) e pés-teste de Tukey. As letras
minusculas representam as diferengas estatisticas entre os
grupos

Figura 17 - Perfil inflamatdrio do sitio de extracdo dental aos 28 dias pds

exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk, Analise de

40

41

47

48

50

51

51



Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. As letras minusculas
representam as diferencas estatisticas entre os grupos

Figura 18 - Perfil inflamatorio do interior do sitio de extragdo dental aos 28
dias pos-operatorios. Fotomicrografias evidenciando o aspecto
histologico do tecido 6sseo e do tecido conjuntivo no sitio de
extracao dental aos 28 dias pds-operatérios em SAL, ZOL, OZ,
LA e LA+OZ. Abreviagbes e simbolos: vermelhas — células
mononucleares; tc - tecido conjuntivo. Aumento original: 100x.
Barras de escala: 20 ym. Coloragao: Hematoxilina e Eosina
(H&E)

Figura 19 - Graficos demonstrando a média e o desvio padrdo dos
parametros BV/TV, Tb. Th, Tb.sp, Tb.n e Pot(tot), no periodo
de 60 dias para os grupos SAL, ZOL, OZ, LA e LA+0OZ

52

53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Pontuagdes e distribuigao dos espécimes de acordo com a analise 37
clinica do local da extracao dentaria e locais adjacentes nos
grupos SAL, ZOL, OZ, LA e LA+OZ em 28 dias de pos-operatorio

Tabela 2 — Pontuagdes e distribuicdo dos espécimes de acordo com a analise 42
histopatolégica do nivel de inflamagdo do tecido durante o
processo de reparo pos-extragao dentaria em SAL, ZOL, OZ, LA
e LA+OZ em 28 dias de pods-operatorio

Tabela 3 - Pontuagdes e distribuicao dos espécimes de acordo com a analise 43
histopatolégica do nivel de inflamagdao do tecido durante o
processo de reparo pos-extragcao dentaria em SAL, ZOL, OZ, LA

e LA+OZ em 28 dias de pods-operatorio



AAOMS
AMI
ARI
BPs
BV/TV
CAPES
CEUA
COBEA
CONCEA
FBM

g

HE

\Y,

Kg

LA
LA+OZ
MicroCT
MI
MRONJ
n

nvbt

o3

0z
OMS
Po.tot
PSR
SAL

TB

Tb.n
Tb.sp
Tb.th
Tc

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Associacao Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais
Area microscépica de interesse

Area de interesse

Bifosfonatos

Porcentagem de tecido 6sseo em relagéo ao volume total
Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Comite de Etica em Uso de Animais

Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal

Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal
Fotobiomodulagao

Grama

Hematoxilina e eosina

Via Endovenosa

Quilograma

Grupo Laser

Grupo Laser + Ozbnio

Microtomografia Computadorizada (MicroCT)

Mililitro

Osteonecrose dos Maxilares Induza por Medicamentos
Numero de Animais

Tecido 6sseo n&o vital

Ozbnio

Grupo Ozbnio

Organizagao Mundial de Saude

Porosidade Ossea

Picrosirius

Grupo Soro Fisiologico

Bone tissue

Numero de Trabéculas

Separacao das Trabéculas

Espessura das Trabéculas

Tecido Conjuntivo



TONF Tecido 6sseo neoformado
TONV Tecido 6sseo niao vital
Z0L Grupo Zoledronato

Mg Microgramas



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......coeiieereieeeeiaessessesssssessessessessessessessessessesssssesssssessessesssssesssssssssnns 18
70 1= N 1 I Y 21
3 MATERIAL E METODO........ccoiueiieeieesseesseseesssessssssessssessssessssssssssesssssssssssssssssaes 22
3.1 Desenho Experimental: ANIMais..........cccoimmmmmiminininnn s 22
B0 L 113 - T 22
3.2.1 Grupos EXperimentais .........cccovreeeeniiiiniiinnniiessssss s sssssssssss s 23
3.3 Ovariectomia Bilateral.............oommicciiirr e 23
3.4 Periodo de Indugao da OSteonNeCroSe.........ccueeeeeeeciiiiiirrereemsnnsse e e e e e e 26
3.5 ANESTESIA ....coeeeeei e e r s e nn e e e nnnanees 26
3.6 EXOAONtia...ccceeeiiiiiiiire 26
3.7 Aplicacao das Terapia@s.........cccrrrrrrmmnssssssssirmrmrrmnssssssssssersssrnnsssssssssseensssnnsssssssss 28
B 00 B0 & oY1 To3 (=Y -1 o - TS 28
R 0 28 ) T T T3 - POt 29
3.8 Anadlise € Processamento..........ccoviiiiiiiiiiininninnssssssssssss s s s s ssssessen s 29

3.8.1 Analise da condigao geral de saude dos animais e exame extra e

INtrabucal...........ooeeeiiiiiieee e ——————— 29
3.8.2 Analise histopatolégica do sitio de extragao dental e adjacéncias........... 30
3.8.3 Andlise e Processamento dos tecidos descalcificados..........cccceevererinnnes 31
3.8.3.1 Analise microscopica e area microscopica de interesse (AMI) .............. 31
3.8.4 Anadlise histologica e histomeétrica ... 33
3.8.4.1 Analise Histologica ..........cooviiiiiiiiiiiii 33
3.8.4.2 Avaliagao do perfil inflamatorio ..., 33
3.8.5 Microtomografia Computadorizada (MicroCT) .........cccviiiiiiiiiininninnnnnnnnen 33
3.8.6 Calibragao do examinador ... s 34

T T A - X T 1T L= 30 Lo Lo =T Lo Y- 35



4 RESULTADOS. ...t ss s as s s an s e s ann e s 36

4.1 Analise da Condigcao Geral de Saude dos Animais e Exame Extra e

INtrabuCal........e e ——————— 36
4.2 Analise Histopatoldgica e Histométrica do Sitio de Extragao Dental e

Adjacéncias (AMII) ......ceeeeeeiiiiieeiieie e 38
4.2.1 Analise histopatolOgiCa .........cccuuuiiiiiiiiiiric e e 38
4.2.2 Analise histomeétrica ...........ccccciiiii 40
4.3 Analise de Orgaos Coletados dos Animais na Eutanasia ........c..cccceceuceuennes 45
4.4 Andlise Histologica e Histométrica do tecido 8sseo...........ccccvvviiiiiiiiiiiiiiinnn, 48
4.4.1 Analise HistolOgiCa .........coomiiiimemeccccirierrrrc e e 48
T 30 N2 o 113 o 4 1= - 50
4.5 Analise de Perfil Inflamatorio ... 51
4.6 Microtomografia Computadorizada (MicroCT) ........ccccceiiiiiiiienennnnn, 53
3] 0] £ 04 U E- 17X o 2 56
(i3 o7 0] Lo LU 1= Y 61
REFERENCIAS.......coccoteteieteaeetsaeesassessssesssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssesssensesssssns 62

ANEXOS ...t 70



18

1 INTRODUGAO

A osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos (MRONJ) é uma
reacao adversa medicamentosa rara, grave e frequentemente associada a
medicamentos usados no tratamento da osteoporose, lesbes 6sseas metabdlicas
associadas a malignidades e doenga éssea de Paget’.

A prevaléncia da MRONJ varia de acordo com o protocolo medicamentoso
utilizado?. Ha alguns fatores de risco a serem considerados, como a exposi¢io ao
bifosfonato, havendo uma incidéncia maior de MRONJ em pacientes que tomam
bifosfonatos intravenosos do que naqueles que tomam bifosfonatos por via oral, uma
vez que as formas intravenosas de bifosfonatos sdao mais potentes, doencgas e
procedimentos dentarios, como as condi¢gbes dentarias inflamatdrias previamente
existentes, incluindo doencga periodontal e periapical®, idade e sexo (a ocorréncia de
MRONJ é maior em pacientes do sexo feminino e mais velhos*), fatores anatdmicos
ja que a ocorréncia de MRONJ é mais provavel na mandibula (73%]) do que na maxila
(22,5%), embora também possa ocorrer simultaneamente em ambas® e fatores
médicos, como quimioterapia, corticosteroides e tabagismo®.

Para diagnosticar pacientes com MRONJ, os critérios devem ser atendidos:
tratamento prévio ou continuo com medicamentos antirreabsortivos ou
antiangiogénicos, osso visivel ou fistula profunda no osso que persiste por mais de
oito semanas e ndo haver histérico de radioterapia na regido maxilofacial’. A AAOMS
(Associacao Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais) definiu as etapas do
MRONJ para descrever a apresentacao da doenca e facilitar a estratificacédo
adequada dos pacientes, que variam de estagio 0 até o estagio 3, sendo este o de
maior comprometimento e dificuldade de tratamento®. Embora nao exista um protocolo
de tratamento definido para MRONJ, os resultados de uma revisdo sistematica de
estratégias de tratamento sugerem que o tratamento especifico de acordo com o
estagio tem uma base cientifica solida®. O objetivo da gestdo do MRONJ deve ser o
controle de infecgdo, progressao da necrose 6ssea e dord 19,

As abordagens de manejo conservador incluem a manutengao de uma higiene
bucal ideal, eliminando doengas periodontais, aplicagdo de enxaguantes bucais
antibacterianos e antibioticoterapia sistémica, conforme indicado pelas diretrizes

locais'!. Evidéncias recentes sugerem que a cirurgia é eficaz em reduzir a dor em
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pacientes com MRONJ e, em ultima analise, lidera sua resolugdo’?. A cirurgia est3,
portanto, indicada para pacientes com MRONJ cuja doenga nao responde ou é
considerado improvavel que responda a abordagens conservadoras'. Além dos
procedimentos conservadores e cirurgicos consagrados, varios tratamentos
adjuvantes para MRONJ vem sendo investigados, incluindo desbridamento cirdrgico
assistido por laser, terapia com laser de baixa intensidade e a aplicagao de éleo de
ozonio ou Oleo rico em plaquetas e fator de crescimento derivado de plasma/plaquetas
para o procedimento cirdrgico'"13.14,

O ozbnio (O3) um gas produzido naturalmente pelo ar atmosférico; o ozénio
medicinal € produzido a partir do oxigénio. Ele tem propriedades antimicrobianas e
cicatrizantes’. Em geral, foi comprovado que o O3 desempenha um papel no
tratamento de feridas cronicas que nao cicatrizam ou isquémicas devido as suas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes e a bioestimulagédo'®. Alguns autores
tém utilizado o O3 como medicagao gasosa no tratamento de pacientes com necrose
avascular da mandibula por seus efeitos estimulantes de reagdes bioldgicas, sua
influéncia no metabolismo do oxigénio, suas propriedades antibacterianas e,
finalmente, por ndo danificar os tecidos, mas ajudar a restaurar a fisiologia 6ssea
normal’”:18,

Quanto a agéo da fotobiomodulagédo (FBM), uma revisdo da sua eficacia em
casos de osteonecrose da mandibula relacionada aos bifosfonatos sugere que pode
haver vantagens em adiciona-la a gestdo “classica” da MRONJ'". Ainda, esta
relacionada a aceleragdo da regeneragdo 6ssea?’?' em diferentes tratamentos do
complexo maxilofacial®® devido ao aumento da atividade mitdtica das células
epiteliais?® e alteragdes na densidade capilar?*, aumentando a microcirculagao local?®,
e, principalmente, aumentando a sintese de colageno?6?’. Apresenta vantagens por
sua facil administragdo e ndo associagdo a nenhum efeito colateral conhecido?°.
Outros estudos descreveram que a fotobiomodulagdo é eficaz na modulagcado da
inflamacao, acelerando a proliferagao celular, aumentando o niumero de ostedcitos
viaveis®2°, estimulando fibroblastos e colaborando na produgéo de fibras mais
ordenadas de colageno, melhorando o processo de reparagao 0ssea e cicatrizagao

de feridas39.
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Diante do que foi exposto, € possivel notar certa caréncia de pesquisas
publicadas sobre ozonioterapia e laserterapia e seus efeitos biolégicos para o

tratamento da osteonecrose dos maxilares associada a medicamentos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa demonstram que a ozonioterapia sistémica e a
fotobiomodulagédo atuam na prevencao da MRONJ ao apresentarem efeito modulador
sobre o processo de reparo, reduzindo a necrose 0ssea e favorecendo a cicatrizagao

dos tecidos.
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