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SILVA, MC. Avaliacdo da aplicacdo de terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) e 6leo ozonizado na prevencdo da
osteonecrose dos maxilares em ratas senescentes tratadas com
Zoledronato. 2023. 44 f. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2023.

RESUMO

A osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (MRONJ) é uma
condicdo que apresenta patogénese ainda nao totalmente esclarecida e, por
isso, sem um protocolo de tratamento bem consagrado. Nesse sentido, terapias
locais adjuvantes como a ozonioterapia e a terapia fotodinamica antimicrobiana
(aPDT) podem apresentar o potencial de otimizar o reparo tecidual e assim,
apresentar resultados promissores na prevencao dessas lesfes. O objetivo
desse projeto foi avaliar o potencial do sinergismo na aplicacéo das duas terapias
na prevencdo de MRONJ em ratas senis tratadas com Zolendronato. Para tanto,
50 ratas senis (18 meses) foram divididas em 5 grupos experimentais (n=7).
Grupo VEI os animais foram submetidos a aplicacdes de solucéo de cloreto de
sédio 0,9% e grupo ZOL aplicacdo de Zoledronato 100ug/kg, ambos via
intraperitoneal a cada 3 dias durante 7 semanas, sem terapia local;, grupo
ZOL+aPDT recebeu aplicacdo de Zoledronato seguindo o mesmo protocolo e
terapia de aPDT aplicada no alvéolo nos periodos de 0, 2 e 4 dias poés
operatorios, sendo inicialmente aplicado azul de azul de metileno (100ug/ml)
com tempo de pré irradiacao de 60 segundos e, em seguida, irradiacdo com laser
de baixa poténcia utilizando um dispositivo a laser InGaAIP com spot de tamanho
de 0,0283 cmz, obedecendo aos seguintes parametros: 35 Mw; 2,1 J/ponto de
60s; 74,2 Jlcm?; 1,23 W/cm?; o grupo ZOL+OZN que recebeu aplicacdo de
Zoledronato e terapia local de Oleo de girassol ozonizado (600 mEg/kg) em
concentracdo de 0,3 mg/kg, durante 2 minutos nos periodos de 0, 2 e 4 dias pos
operatorio e, por fim, o grupo ZOL+aPDT+OZN que recebeu aplicacdo de
Zoledronato e as terapias de aPDT e ozonioterapia seguindo 0S mesmos
protocolos. A eutandsia foi realizada na sétima semana de experimento, 28 dias
apos a exodontia do primeiro molar inferior. Na histometria, as terapias
associadas apresentaram maiores regides de tecido 6sseo neoformado em
comparagcdo aos grupos ZOL e ZOL+OZN (p<0,05), seguido do grupo
ZOL+aPDT em comparacdo aos grupos VEI e ZOL. Todos os grupos que
receberam as terapias, associadas ou ndo, apresentaram menores regides de
tecido 6sseo néo vital comparadas ao grupo ZOL (p<0,05). Qualitativamente, a
histologia evidenciou osteécitos na matriz extracelular de tecido 0sseo em
formacao. Dessa forma, pode-se concluir que as terapias apresentaram efeitos
sinérgicos na prevencdo de MRONJ.

Palavras-chave: Osteonecrose; Oz6nio; Fotoquimioterapia.



SILVA, MC. Evaluation of the application of antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT) and ozonized oil in the prevention
of osteonecrosis of the jaws in senescent female rats treated
with Zoledronate. 2023. 44 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

Medication-induced osteonecrosis of the jaws (MRONJ) is a condition whose
pathogenesis is still not fully understood and, therefore, without a well-established
treatment protocol. In this sense, adjuvant local therapies such as ozone therapy and
antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) may have the potential to optimize tissue
repair and thus show promising results in the prevention of these injuries. The objective
of this project was to evaluate the potential of synergism in the application of the two
therapies in the prevention of MRONJ in senile female rats treated with Zolendronate.
For this purpose, 50 senile female rats (18 months old) were divided into 5 experimental
groups (n=7). In the VEI group, the animals were submitted to applications of 0.9%
sodium chloride solution and in the ZOL group, application of Zoledronate 100ug/kg, both
intraperitoneally every 3 days for 7 weeks, without local therapy; the ZOL+aPDT group
received Zoledronate application following the same protocol and aPDT therapy applied
in the alveolus in the periods of 0, 2 and 4 days postoperatively, initially applying
methylene blue blue (100ug/ml) with a pre-irradiation time of 60 seconds and then low
power laser irradiation using an InGaAlIP laser device with a spot size of 0.0283 cmz,
obeying the following parameters: 35 Mw; 2.1 J/60s point; 74.2 J/cmz?; 1.23 W/cmz; the
ZOL+0OZN group that received application of Zoledronate and local therapy of ozonized
sunflower oil (600 mEg/kg) at a concentration of 0.3 mg/kg, for 2 minutes in the periods
of 0, 2 and 4 days postoperatively and, finally, the ZOL+aPDT+OZN group that received
Zoledronate application and the aPDT and ozone therapy therapies following the same
protocols. Euthanasia was performed in the sev

enth week of the experiment, 28 days after extraction of the lower first molar. In
histometry, the associated therapies showed larger regions of newly formed bone
tissue compared to the ZOL and ZOL+OZN groups (p<0.05), followed by the
ZOL+aPDT group compared to the VEI and ZOL groups. All groups that received
the therapies, associated or not, had smaller regions of non-vital bone tissue
compared to the ZOL group (p<0.05). Qualitatively, histology showed osteocytes
in the extracellular matrix of bone tissue in formation. Thus, it can be concluded
that the therapies had synergistic effects in the prevention of MRONJ.

Keywords: Osteonecrosis; Ozone; Photochemotherapy.
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1 INTRODUCAO

A osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (MRONJ) € uma
condigao definida pela “American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons”
(AAOMS) como a presenca de tecido 6sseo exposto na regido maxilofacial por
um periodo de mais de oito semanas em pacientes submetidos a terapias
utilizando antirreabsortivos e antiangiogénicos e sem histérico de radioterapia na
regido de cabeca e pescoco e doencas metastaticas (1-3). O Zoledronato
constitui um dos principais medicamentos envolvidos nessa condi¢éo e é o mais
potente dos bifosfonatos, utilizado para tratamento de osteoporose e

osteopenias, doenca de Paget e para prevencao de metastases 6sseas (1, 3, 4).

A acdao dos bifosfonatos se baseia em sua intensa afinidade a hidroxiapatita
e atuacdo especifica a inibicho da via do mevalonato nos osteoclastos,
resultando na inibicdo do inicio do processo de remodelacdo Ossea.
Secundariamente, ocorre uma citotoxicidade nos tecidos moles através da
interferéncia na migracdo de fibroblastos e acdo antiangiogénica, o que leva a
um atraso no processo de reparo e aumento na suscetibilidade as infeccées,

pela deficiéncia na resposta imune local (1, 5-7).

O fator de risco mais associado a MRONJ foi relatado por McGowan et al.
(2017) como sendo a extracdo dentaria, porém sabe-se que qualquer
procedimento odontoldgico que requeira uma demanda metabdlica 6ssea maior
pode preceder o inicio de MRONJ (5, 8, 9). Fatores secundarios como a
presenca de comorbidades sistémicas associadas a dificuldade de reparo
tecidual, como a diabetes mellitus e demais alteragbes metabdlicas, podem
desempenhar um importante papel para o inicio da doenca (9, 10). Nesse sentido
ainda, a senescéncia também se mostra um fator importante a ser considerado
guanto ao metabolismo 0sseo, justamente pelo comprometimento fisiolégico do
tecido, queda na homeostase e quadro natural de osteopenia e osteoporose, 0
que torna relevante a utilizacdo dessa metodologia no experimento animal

proposto por esta pesquisa (10-12).

Por apresentar uma etiopatogenia multifatorial, o que dificulta o tratamento
das lesbes patologicas, o manejo de MRONJ torna-se um desafio. As

abordagens de tratamento descritas na literatura se baseiam no estadiamento
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da doenca e vdo desde um tratamento conservador em estagios menos
avancados a procedimentos cirurgicos invasivos. Ervolino et al. (2019) e
Monteiro et al. (2021) mostraram resultados preliminares relevantes no tocante
a terapias adjuvantes a MRONJ com finalidade de contencdo da MRONJ e

favorecer o reparo dos tecidos moles (2, 13, 14).

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) consiste na aplicacdo de um
fotossensibilizador o qual é absorvido seletivamente por células microbianas que
sao altamente sensiveis a excitacdo por um determinado comprimento de onda
de luz. O uso de faz com que o0s niveis de espécies reativas ao oxigénio
aumentem, o0 que torna O ambiente altamente citotoxico a organismos
microbianos. Além da acao antimicrobiana, o uso de laser de baixa poténcia
promove fotobiomodulacdo na resposta inflamatéria tecidual, permite

angiogénese e aumento da atividade celular (2, 13, 15).

O ozodnio (O3) se apresenta na natureza como uma molécula gasosa com
estrutura ciclica, que clinicamente, além da forma gasosa, pode ser utilizado
dissolvido em solu¢des ou em forma de 6leo. A suspensédo oleosa do ozénio
tem sido foco no que se diz respeito a cicatrizacdo de feridas devido sua atuacéo
na geracao de fatores de crescimento e acdo antioxidante local, auxiliando na
promocado do reparo tecidual (12, 16-19). Xiao et al. (2017) observou que a
terapia com 6leo ozonizado acelerou o processo de reparo alveolar através da
regulacao das funcdes dos fibroblastos pelo aumento de genes criticos, incluindo
o colageno tipo I. O que corroborou com o estudo realizado por Monteiro et al.
(2021) que avaliou o uso do 6leo ozonizado na prevencao das lesdes em MRONJ

e encontrou resultados positivos na analise histol6gica do tecido 6sseo.

O aPDT ja tem sido aplicado na clinica odontologica para tratamento
adjuvante de diversas condicfes, porém necessita de maior aprofundamento no
tocante a aplicacdo em lesbes de MRONJ (2, 13). Enquanto que a ozonioterapia
local tem apresentado estudos pré-clinicos com bons resultados na prevencgéo e
tratamento dessas lesfes (16). Diante disso, se torna bastante relevante o
estudo em modelo animal de ambas a terapias, como forma de avaliar sua
aplicabilidade local separadamente e em associacdo, em busca de resultados
eficientes quanto a reparacéo 6ssea e de tecido mole.
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2 OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo avaliar o potencial de sinergismo na
aplicacao local do aPDT e oleo de girassol ozonizado em alvéolos de ratas
senescentes tratadas com Zoledronato, em funcéo do reparo 6sseo alveolar pos-

exodontia do primeiro molar inferior.

A hipotese nula do trabalho foi que as terapias testadas nédo apresentariam

diferencas significativas no reparo 6sseo comparadas aos grupos controles.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho experimental

Essa pesquisa seguiu todos o0s preceitos e principios éticos para
experimentacdo animal, regulamentados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Todos os protocolos experimentais foram
enviados para o Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho” — UNESP, e obteve parecer favoravel através do processo n° 0469-2021.

Foram utilizados 35 animais (n=7) (Rattus novergicus albinus Wistar) senis,
fémeas, com aproximadamente 18 meses, com peso corporal variando entre 300
a 350 gramas, de uma linhagem do Biotério do Departamento de Diagndstico e
Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA) — UNESP, fornecidas
pelo Biotério Central da mesma instituicdo.

Para a determinacdo do numero amostral, o célculo do Poder do Teste
seria realizado utilizando o programa estatistico SigmaPlot 12.0 (Exakt graph
and Data analysis, San Jose, CA, USA). Para a utilizacao dos dados da literatura,
tais como diferencas das medias e desvio padrdo, uma busca nas principais
bases de dados disponiveis (PUBMED, Scoups, Embase, Web of Science e
Scielo) foi realizada, por meio de trabalhos de experimentacdo animal que
envolvesse a aplicacdo local de aPDT e/ou Oleo ozonizado através da
padronizacdo das palavras-chaves “Osteonecrose; Ozbénio; Fotoquimioterapia”,
porém néo foram encontrados os dados necessarios para o teste, inviabilizando
a realizacdo do mesmo. Sendo assim, 0 numero de animais por grupo
experimental foi baseado nos trabalhos de Ervolino et al. (2019), Xiao et al.
(2017) e Lim et al. (2019) que apresentam a metodologia no qual esse projeto

se baseou, ficando assim o valor de n=7 por grupo experimental.

Os animais (n=7) foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos

experimentais, sendo:

- Grupo VEI: receberam 0,45 ml de solucédo de cloreto de sédio 0,9%
(solucédo salina) intraperitoneal, a cada 3 dias, por 7 semanas, simulando os

procedimentos com o Zoledronato (controle negativo);
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- Grupo ZOL: aplicacdo de Zoledronato 100ug/kg, a cada 3 dias por 7

semanas (controle positivo);

- Grupo ZOL+aPDT: aplicacdo de Zoledronato no mesmo protocolo e de
aPDT com aplicacdo de azul de metileno (100ug/ml) e pré-irradiacdo de 60
segundos no alvéolo, em seguida irradiacdo com laser de baixa poténcia nos

periodos de 0, 2 e 4 dias pOs-operatorios.

- Grupo ZOL+0Ozn: Aplicagéo de Zoledronato e a terapia local com 6leo de
girassol ozonizado (30 ml - 600 mEqg/kg) em concentracéo de 0,3 mg/kg, durante
2 minutos, periodo em que o animal estara imobilizado, também aos 0, 2 e 4 dias
pos cirdrgico;

- Grupo ZOL+aPDT+0zn: aplicacdo de Zoledronato, terapia de aPDT e

terapia com 0z6nio usando os protocolos ja citados.

As doses do plano medicamentoso foram baseadas em terapias
oncolégicas em humanos, adaptadas para animais (2, 13, 20).

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas em
ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de luz controlado (12
horas claro e 12 horas escuro), alimentados com racdo balanceada contendo
1,4% Ca e 0,8% P (Racdo Ativada Produtor®, Anderson & Clayton S.A. —
Laboratério Abbot do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) durante toda pesquisa
experimental e 4gua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas antecedentes aos

procedimentos cirdrgicos, que apresentou jejum hidrico.

3.2 Delineamento do procedimento cirurgico

Todos os procedimentos experimentais que poderiam desenvolver dor ou
desconforto para os animais foram realizados sob anestesia geral pela
combinacdo de 50mg/kg de Quetamina intramuscular (Vetaset — Fort Dodge
Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 5mg/kg de Cloridrato de
Xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sdo Paulo,

Brasil), e cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/kg, Scandicaine 2% com adrenalina
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1:100.000, Septodont Franca) como anestesia local e hemostasia da area
operada (2, 13, 20).

3.2.1 Pré operatério

Cronologicamente, a intervencao iniciou no dia -1 ap0s ambientalizacdo
com a inducdo de periodontite experimental através da colocacdo de uma
ligadura de algod&o ao redor do primeiro molar inferior esquerdo de cada animal
(2, 21-23) (Figura 1).

Figura 1 - (A) Instalacdo da ligadura de algoddo no 1° molar inferior esquerdo. (B)
Periodontite induzida pela ligadura de algoddo em posi¢cdo na 32 semana apo0s
insergéo.

Fonte: Autor (2021).

3.2.2 Periodo de inducéo da Osteonecrose

No dia 0 iniciou-se a aplicacdo de Zoledronato através do protocolo de
100ug/kg diluidos em 0,45 ml de solugao saliva, por via intraperitoneal, em uma
seringa SLIP INSULINA de 1ml, descartavel com agulha de calibre 13mm x

0,38mm, a cada 3 dias por 7 semanas, até a eutanasia. Os grupos que
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receberam o Zoledronato incluem o grupo ZOL (apenas aplicacdo do
Zoledronato), ZOL+aPDT (aplicacdo de Zoledronato e aPDT), ZOL+Ozn
(aplicacdo de Zoledronato e 6leo de girassol ozonizado) e ZOL+aPDT+0zn

(aplicacéo de Zoledronato, aPDT e 0leo de girassol ozonizado).

Os animais do grupo VEI que ndo foram expostos ao medicamento
receberam 0,45 ml de solucdo salina também por via intraperitoneal, com o
mesmo modelo de seringa, para mimetizar o estresse do manejo dos animais do
grupo teste (2, 24, 25).

3.2.3 Exodontia

Sob sedacdo (Quetamina associada a Xilazina, como descrito
anteriormente), apos 3 semanas do inicio da medicagcdo, as ratas foram
posicionadas na mesa de operacdo; removida a ligadura de algodéao e, apés a
antissepsia bucal com PVPI 10% (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica,
Sé&o 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 cirtrgicos odontologicos adaptados aos animais. Todas as
ratas, de todos o0s grupos experimentais, foram submetidas a esse procedimento
(2) (Figura 2).

Figura 2 — Procedimento de exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. (A)
Luxacdo do dente. (B) Alvéolo logo ap6s a extragao.
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Fonte: Autor (2021).

3.2.4 Terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)

Apds a exodontia, as ratas pertencentes aos grupos ZOL+aPDT e
ZOL+aPDT+0Ozn passaram por sessbes de aPDT no local de extracdo nos
periodos de 0 (pOs operatoério imediato), 2 e 4 dias pOs operatorios através da
utilizacédo de azul de metileno (100ug/ml) como substancia fotossensibilizadora
que foi mantida no local de extracdo durante 60 segundos e posteriormente, com
0 posicionamento da ponta do laser em um Unico ponto no centro do local de
extragdo, paralela ao longo eixo do dente e em contato com a area. Para a
irradiacéo a laser de baixa poténcia foi utilizado um dispositivo a laser InGaAlIP
(600nm; Thera Lase®, DMC Equipamentos Ltda®, SP, Brasil) com spot de
tamanho de 0,0283 cm?, obedecendo aos seguintes parametros: poténcia de 35
mW,; operacao continua; ponto de energia de 2,1 J/ ponto de 60s, densidade
energia de 74,2 J/cmz?; intensidade de poténcia de 1,23 W/cmz (13) (Figura 3).

Figura 3 — (A) Aplicacdo de azul de metileno 100ug/ml por 60 segundos prévios,
como fotossensibilizador. (B) Aplicacdo do laser de baixa poténcia InGaAlP de
600nm perpendicular a area de aplicagéo.
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T

Fonte: Autor (2021).

3.2.5 Ozonioterapia

Além disso, as ratas pertencentes aos grupos ZOL+Ozn e
ZOL+aPDT+0zn foram submetidas a ozonioterapia através da aplicacao de 6leo
de girassol ozonizado ((30 ml — 600 mEq/kg) da empresa “Philozon” (Industria e
Comeércio de Geradores de Ozobnio — Balneario Camborit - SC)) na regido de
alvéolo correspondente ao primeiro molar inferior, em concentragéo de 0,3mg/kg
em uma seringa descartavel de 1 ml com agulha de calibre 13mm x 0,38mm. A
aplicacao teve duracdo de 2 minutos cada, com contencdo do animal, nos
periodos de 0 (pGs operatério imediato), 2 e 4 dias (17, 19, 24) (Figura 4).

Para comprovacgdo do indice de perdoxido no Oleo utilizado, a empresa
emitiu um laudo de analise de 6leo ozonizado, comprovando que o produto
utilizado apresentava 600 mEg/kg. No grupo ZOL+aPDT+Ozn realizou-se
aplicacdo, primeiramente, do aPDT no protocolo citado, seguido da
ozonioterapia com 6leo de girassol ozonizado, para que a densidade do 6leo ndo

atrapalhasse a aplicacéo do fotossensibilizador.
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Figura 4 — (A e B) Aplicacédo do 6leo de girassol ozonizado em cureta de Molt em
alvedlo ap6s exodontia.

Fonte: Autor (2021).

3.2.6 Eutanésia

Os grupos foram submetidos a eutanasia ap6s 28 dias do procedimento de
extracdo dos dentes dos grupos, totalizando 7 semanas (Figura 5).

Na eutanasia foi aplicado um protocolo em que as ratas foram anestesiadas
e submetidas a eutandasia por perfusdo cardiaca, por meio da combinacédo de
100 ml de solugéo salina e 0,1% de heparina e 800ml de formaldeido 4% (Sigma
Chemical®, St. Louis, MO, USA) em tampao fosfato-salino (PBS — Sigma
Chemical®) 0.1 M, 4°C, pH 7.4. Posteriormente, as hemimandibulas foram
cuidadosamente dissecadas e pos-fixadas por 24 horas em paraformaldeido 4%
(20).

Figura 5 — Linha do tempo evidenciando a ordem cronoldgica dos principais
eventos do desenho experimental em animais.
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Fonte: Autor (2021).

3.3 Andlise e processamento dos tecidos descalcificados

As hemimandibulas foram removidas e seguiram para o fixador por 72
horas e, apés isso, foram submetidas a um banho de agua corrente por 12 horas
e partiram para a descalcificacdo em acido etilenodiamino tetra-acético 10%
(EDTA) por 6-8 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%). Apos
estas etapas, realizou-se a diafanizacdo com xilol para posterior inclusdo em
parafina para obtencao de corte com 4 ym de espessura e a confec¢cao das
laminas. Foram coletadas, de lingual para vestibular, as sec¢fes histoldgicas da
porcao do alvéolo dental e tecidos adjacentes analisados. A primeira e a ultima
lamina foram de cada grupo foram destinadas a coloracdo em hematoxilina e
eosina (HE) (2, 13).

3.3.1 Analise histomorfométrica das amostras

Esta andlise foi baseada no estudo de Guiati (2022). Para analises da
porcentagem de tecido 6sseo neoformado (TONF) e porcentagem de tecido
0sseo nao vital (TONV) foram capturadas imagens de quatro regides do alvéolo,

utilizando uma camera digital (JVC TK-1270 Color Video Camera) acoplada ao
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microscopico 6ptico (Axiolab, Carl Zeiss) e conectada a um microcomputador.
Dentre as regifes: (1) sitio de extragdo anteriormente ocupado pela raiz mesial
do primeiro molar inferior; (2) sitio de extracdo anteriormente ocupado pela raiz
distal do primeiro molar inferior; (3) tecido 6sseo situado no septo interradicular
e (4) tecido 6sseo situado na area desdentada localizada imediatamente a frente

do primeiro molar inferior.

As regides 1 e 2 foram empregadas para avaliagcdo de TONF no interior dos
alvéolos dentais. Para isso, dois retangulos foram posicionados no centro do sitio
de extragdo na mesial e outro na distal do primeiro molar inferior. A base maior
dos retangulos acompanhava o longo eixo das raizes e tinham como limite apical

a base dos alvéolos dentais.

As regides 3 e 4 foram empregadas para avaliacdo de TONV nas regides
adjacentes ao sitio de extracdo dentaria. Para isso, dois retangulos foram
posicionados no centro do septo interradicular, com a base maior
acompanhando o longo eixo das raizes dentais; e, o outro, no tecido 6sseo
situado na area desdentada logo a frente do sitio de extracdo, anteriormente
ocupado pela raiz mesial do primeiro molar inferior, sendo que a base maior do
retdngulo acompanhava a crista 6ssea alveolar. Cada retangulo apresentava
710um de altura e 530um de largura, perfazendo uma area de 0.38mm?2. Como
no sitio de extracdo dental e adjacéncias foram avaliadas em quatro regides, a
area total avaliada no presente estudo foi de 1,52mm?2 (26).

3.4 Analise estatistica

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos que foram
obtidos através da histometria (AON, TONV) foi abordada a diferenca entre os
grupos experimentais (VEI; ZOL; ZOL+aPDT; ZOL+Ozn; ZOL+aPDT+Ozn).
Todos os dados foram submetidos a curva de normalidade teste de Shapiro-Wilk,
Andlise de Variancia (ANOVA) e poOs-teste de Tukey. Para todos os testes, 0
nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). O programa estatistico
utilizado foi o SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA,
USA).
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4 RESULTADOS
4.1 Histologia

A andlise histologica evidenciou tecido necroético, como esperado, no grupo
ZOL em regides adjacentes e no interior do alvéolo remanescente, inclusive com
areas contendo bactérias. J& os grupos em que foram realizadas as terapias de
aPDT e ozonioterapia, tanto isoladamente quanto associados, apresentaram-se
com regides significativas de tecido 0sseo vital e poucas areas necroticas. Pode-
se observar no sitio de extracdo dentaria e nas regides adjacentes areas de
tecido 6sseo vital lacunas de ostedcitos ocupadas e trabéculas Osseas
neoformadas densas e tecido conjuntivo. Na andlise qualitativa intergrupos, o
grupo ZOL+aPDT+OZN apresentou regides mais extensas de tecido 6sseo vital,
seguida dos grupos ZOL+aPDT e ZOL+OZN (Figuras 6 e 7).

Figura 6: Aspecto histologico do interior do sitio de extragdo dental aos 28 dias
pés-operatérios. (a — e) Fotomicrografias evidenciando o aspecto histolégico do
tecido 60sseo e do tecido conjuntivo no sitio de extragdo dental aos 28 dias pos-
operatérios em VEI (a), ZOL (b), ZOL-aPDT (c), ZOL-OZN (d), ZOL-aPDT-OZN (e).
Abreviacdes e simbolos: asteriscos, biofilme com restos necrdéticos e bactérias;
tc, tecido conjuntivo; to, tecido 6sseo; tonv, tecido 6sseo nao vital. Aumento
original: 200x. Barras de escala: 100 um. Coloragcédo: Hematoxilina e Eosina (H&E).

Fonte: Autor (2021).

Figura 7: Aspecto histologico do tecido 6sseo situado nas adjacéncias do sitio de
extracdo dental aos 28 dias poés-operatorios. (a — e) Fotomicrografias
evidenciando o aspecto histolégico do tecido ésseo e do tecido conjuntivo no
sitio de extragao dental aos 28 dias pos-operatorios em VEI (a), ZOL (b), ZOL-aPDT
(c), ZOL-OZN (d), ZOL-aPDT-OZN (e). Abreviacbes e simbolos: asteriscos, biofilme
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com restos necroticos e bactérias; setas pretas, lacunas contendo ostedcitos;
setas vermelhas, lacunas vazias ou contendo remanescentes celulares. Aumento
original: 200x. Barras de escala: 100 um. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina (H&E).

Fonte: Autor (2021).

4.3 Histometria

Em relagéo a porcentagem de tecido 6sseo neoformado (TONF), pode-se
observar o maior valor para VEI (p<0,05) em comparacdo aos grupos ZOL,
ZOL+aPDT e ZOL+OZN; seguido do grupo ZOL+aPDT+OZN (p<0,05) em
comparacdo aos grupos ZOL e ZOL+OZN. Seguido ainda do grupo ZOL+aPDT
(p<0,05) em comparacdo aos grupos controles; e ZOL+OZN (p<0,05) em

comparacao aos grupos controle e ao grupo ZOL+aPDT (Figura 8).

Figura 8: Porcentagem de tecido 6sseo neoformado (TONF) no sitio de extragdo
dental aos 28 dias p6s exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk, Andlise de
Variancia (ANOVA) e p6s-teste de Tukey. Simbolos: a, diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo VEI; b, diferenca estatisticamente significante
em relacdo ao grupo ZOL; ¢, diferenca estatisticamente significante em relacéo ao
grupo ZOL-aPDT,; d, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
ZOL-OZN.
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Fonte: Autor (2021).

Quanto a porcentagem de tecido 6sseo nao vital (TONV) o grupo ZOL
apresentou o0 maior valor na comparacdo com as terapias realizadas
(ZOL+aPDT, ZOL+Ozn e ZOL+aPDT+Ozn) (p<0,05); seguido do grupo
ZOL+0O2ZN (p<0,05) em comparagéo aos grupos controle e ao grupo ZOL+aPDT.
Enquanto que os grupos ZOL+aPDT e ZOL+aPDT+OZN apresentaram, depois

do grupo VEI; respectivamente, os menores valores de TONV (Figura 9).

Figura 9: Porcentagem de tecido ésseo nao vital (TONV) nas adjacéncias do sitio
de extracdo dental aos 28 dias pds exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk,
Analise de Variancia (ANOVA) e pOs-teste de Tukey. Simbolos: a, diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo VEI;, b, diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo ZOL; c, diferenca
estatisticamente significante em relagcdo ao grupo ZOL-aPDT; d, diferenca
estatisticamente significante em relacédo ao grupo ZOL-OZN.
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5 DISCUSSAO

A ocorréncia de MRONJ tem tido um aumento nos ultimos anos devido a
alta taxa de prescricao de antirreabsortivos (2, 18). Estes apresentam aplicacdes
por via intravenosa ou oral e, segundo a AAOMS (2022), em casos de uso de
bifosfonatos para tratamento de osteoporose, o risco de desenvolvimento de
MRONJ é de 0,02 a 0,05%, respectivamente. Enquanto que para aplicacdes
oncoldgicas, o risco aumenta para 1,3 a 1,8% em trés anos de uso da terapia (2,
3,18).

Independente da indicacéo de uso, certamente a duracéo da terapia com
antirreabsortivos é um fator de risco ao desenvolvimento de MRONJ, o que
constitui mais um elemento a sua etiopatogenia multifatorial (27, 28). Neste
sentido, com énfase aos bifosfonatos, os quais apresentam meia vida em ordem
de anos pela alta afinidade a hidroxiapatita, a interrup¢cdo na administracao a
curto prazo da medicacdo além de ndo ser benéfica ao paciente, pode ndo

atenuar a sintomatologia justamente por sua farmacocinética (3, 16).

Por isso, a busca por terapias preventivas adjuvantes no manejo de
MRONJ se torna tdo importante, ainda mais em um modelo experimental que
mimetiza a condic¢ao clinica predominante neste cenario. Além disso, é um fator
importante neste manejo o conhecimento sobre condicbes sistémicas que
podem aumentar sua incidéncia, sempre levando em conta que estratégias
terapéuticas preventivas sao ideais (3, 16). Khan et al. (2015) enfoca o quanto a
melhora da qualidade de vida € importante e que as buscas por estas terapias

preventivas auxiliam na melhora do progndéstico clinico (29).

Ja é bem elucidado que o0 0zbnio apresenta alta capacidade antioxidante.
Segundo Lim et al. (2019), ocorre a liberagéo de radicais livres de oxigénio, 0
gque aumenta a capacidade fagocitaria das células imunes e auxilia na
cicatrizacéo de feridas (18, 19). A liberacao destes radicais se torna importante
em um microambiente em condi¢des de hipdxia, como nos casos de MRONJ, ja
que os tecidos com deficiéncia na oxigenacdo nao conseguem atingir as
demandas necessarias para que ocorra 0 processo de reparo. Além disso,

também se sabe que ocorre um aumento na vascularizagéo local pela inducéao
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na producédo de fatores de crescimento, algo que também esta em déficit em

pacientes que fazem uso de bifosfonatos (16).

A manutencéo tecidual do alvéolo foi notada em nossas analises tanto na
aplicacao isolada de oz6nio, mesmo que de forma inferior, quanto associado ao
aPDT, sendo possivel identificar extensas areas com ostedécitos nas lacunas e
de tecido Osseo vital; o que faz com que a hipotese nula seja rejeitada. O
encontrado corrobora com o estudo de Monteiro et al. (2021), o qual identificou
regides histolégicas semelhantes, com resultados pré-clinicos promissores no
uso de 6leo ozonizado para prevencado de desenvolvimento de MRONJ (16).
Ripamonti et al. (2011) ainda apresentou uma aplicabilidade clinica do ozénio
em suspensao oleosa em casos de MRONJ com pequenas exposicdes 0sseas
nao associada a intervencao cirurgica, observando preliminarmente que a opcao
terapéutica desta suspensdo € uma alternativa segura e simples para manejo
das lesdes, além de apresentar baixo custo e ser possivel realizar uma

autoaplicacgdo (18).

Sua acdo antimicrobiana e de prevencdo de liberagcdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), advindas do estresse oxidativo, também sé&o
elucidadas por diversos estudos em literatura, porém ainda ndao se tem um
protocolo de uso desta terapia com quantidade de peréxidos e aplicacdes
suficientes para contemplar o maximo de sua efetividade (16, 17). Por isso, ha
uma dificuldade de comparacdo entre estes estudos, pois ndo ha uma
padronizacao nestas suspensdes, mesmo que nosso estudo priorizou utilizar um
6leo ozonizado certificado pela empresa, em que foi possivel identificar as
propriedades fisico-quimicas de producao do 6leo. Foi observado, por exemplo,
gue doses altas de ~3000 mEg/kg retardaram a cicatrizacéo de feridas cutaneas
em modelo de camundongos (30, 31). Ainda que existam estas limitacoes,
podemos observar em nossas analises um resultado biologico importante e

promissor que pode nos oferecer uma base para futuros estudos clinicos.

O uso do laser de baixa poténcia apresenta uma aplicabilidade em
diversas areas da medicina devido seu efeito fotobiomodulatorio e
antimicrobiano, quando associado a pré-irradiacio com o0s agentes

fotossensiveis, além de melhorar as condi¢cdes dolorosas e promover a
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otimizacao no reparo tecidual (2, 13). Por este motivo, tem se tornado alvo de
estudos para aplicagédo desta terapia em pacientes com MRONJ. Ervolino et al.
(2019) mostrou, por meio de andlise histoldégica e imuno-histoquimica, que a
terapia com aPDT é capaz de levar a uma melhora significativa no processo de

reparo alveolar e prevenir ocorréncia de lesbes de MRONJ em ratas senis (13).

A utlizacdo de um fotossensibilizador associado ao laser de baixa
poténcia permite com que haja uma prevencéo na ocorréncia de infec¢des pelo
controle da microbiota local e auxilia no processo de reparo a nivel de tecido
mole, por estimulo da angiogénese (13, 15). Nos resultados do presente estudo,
foi possivel observar que o grupo que recebeu a terapia aPDT isoladamente ja
foi suficiente para prevencdo de MRONJ, evidenciado pelo reparo tecidual com

extensas areas de tecido 6sseo vital e ostedcitos ativos.

Ainda néo exista um pleno consenso sobre possiveis efeitos sistémicos
do aPDT em regides neoplasicas, ha recomendacao que se contraindique seu
uso nessas regides, ja que had um estimulo em nivel celular para proliferacdo e
formacdes de vasos sanguineos (32). Em uma prerrogativa clinica, por conta dos
resultados aqui apresentados, o 0zénio poderia ser uma alternativa melhor e
efetiva para prevencédo de MRONJ nessas condi¢des. Sendo que, em condigdes
clinicas ideais, a aplicacdo somente do aPDT ja se faz suficiente, mesmo que a
associacdo de ambas terapias apresentou resultados promissores e sinérgicos
no reparo tecidual. Por este motivo, 0 nosso grupo de pesquisa tem investigado,
em pesquisas paralelas ndo publicadas ainda, diferentes concentragdes de
peréxidos em Oleo de girassol ozonizado em ratas senis também tratadas com
Zoledronato, sendo possivel até mesmo associar o uso do aPDT a estas

diferentes concentracdes e, assim, nortear as aplicacdes clinicas.

Diante de ambas as terapias mostrarem um melhor reparo tecidual e
preventivo de MRONJ isoladamente e, associadas, apresentarem um efeito
sinérgico, a reconstrucao alveolar, neste momento, se torna algo secundario, por
conta da necessidade de conhecimento de outros fatores para completa cura da
doenca. Os proximos passos deste trabalho, com andlises imunoistoquimicas e
microtomograficas, contribuird para os achados nestas analises preliminares,

para o delineamento de pesquisas clinicas futuras.
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Este estudo apresentou algumas limitagdes que precisam ser salientadas.
Além de ser um estudo pré-clinico em que ndo € possivel transcrever
diretamente o que aconteceria com 0s humanos, a principal limitacéo é devido a
dificuldade em se precisar o tempo de manutencao do 6leo ozonizado no alvéolo
para que ele possa exercer as funcdes propostas. Mesmo que o tempo de dois
minutos foi utilizado para padroniza¢do dos grupos, que representa o tempo em
que o animal ficou estabilizado com o 6leo na aplicagdo, ndo se sabe
efetivamente quanto tempo a solucdo permaneceu na regido exercendo sua
acao modulatéria e antimicrobiana. E, mesmo que foram observados resultados
favoraveis ao reparo, este pode ser um fator que ndo permita maior agcdo em
nivel de similaridade a aPDT na comparacdo isolada ou, at¢é mesmo, na
associacao das terapias. Acreditamos que a engenharia tecidual possa analisar
formulacdes mais densas do 6leo ozonizado em estudos futuros e essa assertiva

possa ser confirmada.

Diante do exposto, pode-se inferir que o uso da terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) e ozonioterapia em suspensdo de Oleo podem ser
administradas para prevencdo de MRONJ, em associa¢ao ou isoladamente, por
atuarem de modo sinérgico e benéfico a esta condicdo, atuando na melhora da
qualidade tecidual, permitindo a manutencao local e osteogénese.
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado da Comiss&o de Etica na Experimentacio
Animal

AVA >
AV¢'¢' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA C ﬂ
u nesp “" JULIO DE MESQUITA FILHO' I\ ) tuba
CAMPUS ARAGATUBA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA .
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Sinergismo na aplicacao de
6leo ozonizado e terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) no tratamento de
osteonecrose de maxilares em ratas senis tratadas com zoledronato”, Processo
FOA n° 0469-2021, sob responsabilidade de Leonardo Perez Faverani apresenta um
protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo
Animal e sua execucgao foi aprovada pela CEUA em 24 de Setembro de 2021.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 30 de Setembro de 2023.

DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 30 de Outubro de 2023.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Synergism in the application of the ozonized oil
and antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) in the treatment of
osteonecrosis of the jaws in senile rats treated with zoledronate”, Protocol FOA
n® 0469-2023, under the supervision of Leonardo Perez Faverani presents an
experimental protocol in accordance with the Ethical Principles of Animal
Experimentation and its implementation was approved by CEUA on September 24,
2021.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: September 30, 2023.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: October 30, 2023.

Prof. Associado Joao Carlos Callera
Coordenador da CEUA
CEUA Coordinator

CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais

Faculdade de Odontologia de Aragatuba

Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba

Rua José Bonifacio, 1193 — Vila Mendonga - CEP: 16015-050 —- ARACATUBA — SP
Fone (18) 3636-3234 Email CEUA: ceua.foa@unesp.br
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ANEXO B

© " JOURNAL OF PHOTOCHEMISTRY AND
_+.%L. PHOTOBIOLOGY B: BIOLOGY

Apés a defesa a dissertacao seréd formatada e enviada para publicagdo no
Periédico: Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology -
https://www.elsevier.com/journals/journal-of-photochemistry-and-

photobiology-b-biology/1011-1344/quide-for-authors



https://www.elsevier.com/journals/journal-of-photochemistry-and-photobiology-b-biology/1011-1344/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/journal-of-photochemistry-and-photobiology-b-biology/1011-1344/guide-for-authors

ANEXO C - Laudo de analise de 6leo ozonizado

BA Philozon|  LAUDO DE ANALISE DE OLEO OZONIZADO
PRODUTO: Oleo de Girassol Ozonizado INCI: Ozonized Sunflower Seed Oil
LOTE FORNECEDOR: 1231151 DATA DE FABRICAGAO: 23/02/2022
LOTE PHILOZON: 5422C DATA DE VALIDADE: 23/02/2023
1. ESPECIFICAGOES SENSORIAIS E FiSICO-QUIMICAS
LIMITE DE
PROPRIEDADES ACEITACAO METODOLOGIA RESULTADO
5 Determinagdo da descrigdo (aspecto) Ensaio -~
A?;_’E‘%'I)'O L;c::l\;i:mtreanrzzp:r:z;e qualitativo - Farm. Bras. 52 Ed., 2010, capitulo trarL\lsql;?eonte
P 4 generalidades, p. 54-55. P
- Emardiopdita Determinagdo da cor de liquidos, Ensaio
COLORAGCAO P qualitativo - Farm. Bras. 52 Ed., 2010, capitulo | Amarelo palha
a amarelo ouro
5.2.12, p. 92-93.
Determinacdo de odor. Ensaio qualitativo -
ODOR Caracteristico Farm. Bras. 52 Ed., 2010, capitulo 5.4.1.1, p. | Caracteristico
193.
PUREZA - Laudo emitido pelo fornecedor. Conforme
DENSIDADE Conforme Farm. Bras. 52 Ed., 2010, capitulo 3
(20 °C) 0,910 — 1,030 524, p. 86. 0,975 g/lcm
VISCOSIDADE Conforme Farm. Bras. 52 Ed., 2010, capitulo
(25 °C) 650 — 920 525, p. 90. 787 mPa.s
i Instituto Adolfo Lutz. Normas Analiticas do
INDI(;E DE > 1350 Instituto Adolfo Lutz. v.1.: Métodos Quimicos 599,7
PEROXIDO e Fisicos para andlise de alimentos. 3. ed. meq/1000g
Séo Paulo: IMESP, 1985. p. 287
2. ACONDICIONAMENTO E ROTULAGEM
PRODUTO
ACABADO ACONDICIONAMENTO ROTULAGEM (LxC) RESULTADO
30 mL Frasco Tarot (Vidro) Etiqueta Adesiva (10x3,1 cm) Conforme
500 mL Garrafa Branca (PET) Etiqueta Adesiva (7x4,5 cm) Conforme
1000 mL Garrafa Branca (PET) Etiqueta Adesiva (7x4,5 cm) Conforme
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