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Resumo

Os bifosfonatos (BF’s) sdo medicamentos antirreabsortivos empregados no tratamento de desordens
esqueléticas, como a osteoporose, porém seu uso prolongado pode induzir a osteonecrose dos
maxilares induzida por medicamentos (OMIM), e o tratamento desta condicao representa um desafio
para odontologia. O objetivo deste projeto foi avaliar o efeito de terapias preventivas sobre a OMIM,
durante o processo de reparo alveolar em ratos. Foram utilizados 72 ratos wistar, os quais foram
tratados com 04 aplica¢des de 0,035 mg/kg de &cido zoledrénico (ZOL) por via caudal com intervalos
de 15 dias entre as aplicagdes e posteriormente tiveram seus molares inferiores direitos removidos.
Apo6s a exodontia, 0s animais seguiram com o tratamento com ZOL no mesmo protocolo até a
eutandsia. Os animais foram divididos em nove grupos (n=8) de acordo com o tratamento do alvéolo
dental: GS (Sham — néo foi aplicado ZOL), GC (Coagulo), GB (B-tricalcio-fosfato), GD (gel de
doxiciclina a 10%), GP (terapia foto-dindmica), GDp (gel de doxiciclina a 10% + B-tricalcio-fosfato),
GPp (terapia foto-dinadmica + B-tricalcio- fosfato), GPD (terapia foto-dindmica +gel de doxiciclina a
10%), GPDp (terapia foto- dindmica +gel de doxiciclina a 10% + B-tricalcio-fosfato). Foi realizado
analise in vivo epara a etapa de cortes mineralizados foram utilizados 72 animais, onde ap6s 28 dias
da data de exodontia, os animais foram eutanasiados para a avaliacdo através: 1) aplicacdo dos
fluorocromos (calceina e alizarina) seguido da analise de microscopia confocal a laser, 2) analise
microtomografica e 3) analise histomorfométrica para determinacdo da porcentagem de 0sso
neoformado (%NBA), tecido conjuntivo e 0sso sem vitalidade. A microCT demostrou que todos 0s
grupos apresentaram maiores médias de BV/TV quando comparados a GS (42,17% + 2,65) e o melhor
resultado foi de GPDB (69,85% =+ 6,25), seguido por GPD e GDB (64,62 +0,13 e 64,69 * 4,40),
guando comparado ao GC, GS, GP e GPB (P <0,05). GS demostrou sequestros 6sseos, enquanto as
terapias permitiram o processo de reparo alveolar. A taxa MAR de GPDB apresentou a maior
aposicdo diaria (2,64 = 0,48) quando comparado a todos os grupos (p <0,001), exceto por GDB (p =
0,359), que obteve segundo maior MAR (2,30 + 0,37). GPDB apresentou a maior média de %NBA
(82,44 % + 2,69), quando comparado a todos os grupos (p < 0,05), sequido pelo grupo GDB (60,82
% * 4,37) e apenas GS apresentou formacgédo de osso sem vitalidade (37,94 + 18,70%). Entre os
tratamentos aplicados de forma isolada, GB apresentou o melhor %NBA (57,13 % + 5,89),
principalmente quando comparado ao GP (p = 0,022) e GS (p = 0,001). Conclui-se que o protocolo
de ZOL aplicado nessa pesquisa foi capaz de induzir a necrose dssea e que 0 uso das terapias
locais no alvéolo dos ratos tratados com ZOL, isoladas ou associadas, foram capazes de prevenir a
OMIM.

Palavra-Chave: Osteonecrose, Terapia fotodinamica, Doxiciclina, Alvéolo dental.
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ABSTRACT

Bisphosphonates are anti-resorptive drugs used in the treatment of skeletal disorders, such as
osteoporosis, but their prolonged use may induce osteonecrosis of the jaw (MRONJ), which
represents a challenging treatment for dentistry. The aim of this project will be to evaluate the
preventive effect of therapies on MRONJ during the alveolar repair process in rats. For this, 360
wistar rats will be used, which will be treated with 04 applications of 0.035 mg / kg of zoledronic
acid (ZOE) through the caudal vein with 15 days intervals between applications and subsequently
have their right lower molars removed. After extraction, the animals will continue treatment with
ZOE in the same protocol until euthanasia. The animals will be divided into seven groups
according to the treatment of the dental socket: GS (Sham — ZOE will apply), GC (blood clot
only), GB (Btricalcium phosphate), GD (10% doxycycline), GP (photo-dynamic therapy), GDf
(10% doxycycline + B-tricalcium phosphate), GPB (photo-dynamic therapy + [B-tricalcium
phosphate), GPD (photodynamic therapy + 10% doxycycline), GPDp (photo-dynamic therapy +
10% doxycycline + Btricalcium phosphate). . For in vivo analysis, in the calcified cuts will be
used 72 animals, where after 36 days from the date of extraction, the animals will be euthanized
for evaluation by 1) application of fluorochromes (calcein and alizarin) followed by confocal
laser microscopy analysis. and 2) microtomographic analysis end 3) histomorphometric analysis
to determine the percentage of mewly formed bone (%NBA), connective tissue and bone without
vitality, MicroCT showed that all groups had higher means of BV/TV when compared to GS
(42,17% + 2,65) and the best results was GPDB (69,85% = 6,25), followed by GPD and GDB
GPD e GDB (64,62 £0,13 e 64,69 + 4,40), when compared to GC, GS, GP, and GPB (P <0,05).
GS demonstrated bone sequestration, while the trerapies enabled the alveolar reoais process. The
MAR rate of GPDB had the highest daily apposition (2,64 £ 0,48) when compared to all groups
(p <0,001), except for GDB (p = 0,359), which had the second highest MAR (2,30 + 0,37). GPDB
had the highest mean of %NBA (82,44 % + 2,69), when compared to all groups (p < 0,05),
followed by the GDB group (60,82 % + 4,37) and only GS presented bone formation without
vitality (37,94 £+ 18,70%). Among the treatments applied in isolation, GB presentead the best
%NBA (57,13 % % 5,89), especially when compared to GP (p = 0,022) and GS (p = 0,001). Itis

conclued that the ZOL protocol applied in this research was able to induce bone necrosis and that



the use of local therapies in the alveolus of rats treated with ZOL, alone or in conbination, were
able to prevent OMIN.

Keywords: Osteonecrosis, Photodynamic Therapy, Doxycycline, Dental Alveolus.
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Po.tot Porosidade Total
Th.N NuUmero de trabéculas
TB.Sp Separacdo de trabéculas

Th.Th  espessura do trabeculado 6sseo

Z0L acido zoledronico
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1 INTRODUCAO

Desde 2003 osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (OMIM), tem
sido observada através de relatos de casos cada vez maiores. Representa umacomplicacao
grave relacionada com pacientes que faziam uso de antirreabsortivos e sofreram trauma da
extracdo dentaria.l?

A OMIM ¢ definida como 0sso exposto que persiste por mais de oito semanasem
pacientes tratados com antirreabsortivos ou agentes antigiogénicos e sem terapia de radiacéo
prévia ou doenca metastatica dos maxilares.> Essa complicacio ¢ mais frequente em
mulheres do que em homens e a idade média € de 66 anos e sua incidéncia € mais alta na
mandibula do que na maxila, com uma proporcéo de 2:1.%

Os antirreabsortivos mais prescritos pertencem a classe dos bifosfonatos. Séo
utilizadas em tratamentos de doencas que causam 0 aumento dareabsorcdo 0ssea, como
osteoporose e metastase Ossea.>® Sua forma de agdo consiste emdiminuir a taxa de
remodelamento Gsseo e impedir que os osteoclastos realizem absorcdo dssea e induzir
apoptose.’?8

Os bisfosfonatos (BP) sdo medicamentos, frequentemente prescritos na terapia de
varias condi¢des patolégicas que afetam 0s 0ssos, como a osteoporose por exemplo. Por
outro lado, o uso prolongado da medicacdo podem causar efeitos colaterais. Além disso, a
OMIM tornou-se um topico muito popular entre os médicos devido a sua natureza
inacessivel e resultado imprevisivel >

O mecanismo de acéo dos bifosfonatos ocorre de duas maneiras: pela afinidade pelo
mineral 6sseo, resultando em captacéo seletiva do 6rgdo-alvo e atingindo alta concentracéo
local no osso, ou inibindo a diferenciacdo dos osteoclastos, reduzindo a atividade dos
osteoclastos, e induzindo apoptose por osteoclastos, resultando em aumentos concomitantes
na densidade 0ssea. Os bifosfonatos contendo nitrogénio s&o mais potentes e se acumulam
na concentragdo maxima na matriz e nos osteoclastos. O aumento concomitante da
densidade 6ssea pode resultar em risco aumentado de desenvolvimento de osteonecrose da
mandibula (ONJ), pois 0 micro traumatismo constante do movimento da mandibula e a
falta de remodelamento adequado na presenca de bifosfonatos, podem contribuir para a
génese da ONJ. O risco de desenvolver ONJ aumenta em um caso que toma o medicamento
por um periodo mais longo, especialmente naqueles com bifosfonatos intra-venoso.’82

A terapia da OMIM pode ser de grande duragédo, por vezes deixar sequelas no



paciente ou ainda néo ter sucesso. Elas podem contar com antibioticoterapia ou medidas
cirGrgicas conservadoras, ou ndo.!3 A taxa de sucesso em tratamentos cirtrgicos ¢ maior do
que os tratamentos feitos somente com antibioticoterapia,* contudo o tratamento pode ser
desafiador e pode afetar adversamente a qualidade de vida do paciente.® As terapias
alternativas para tratamento e prevengdo da OMIM tem sido grande alvo de estudos e vem
demostrando bons resultados.

O controle da infeccdo é fundamental no tratamento das lesGes relacionadas a
OMIM, e as terapias podem envolver desde antibioticos tdpicos quanto aplicacdo de
antibioticoterapia sistémica.'® Dentre os antimicrobianos destaca-se a doxiciclina (isdmero
estrutural da tetraciclina), pois apresenta acdo antibacteriana, anti-inflamatoria,
anticolagenase, além de que, estudos prévios publicados tém demostrado que seu ponto de
atuagdo é a inibicdo da osteoclastogénese, o que favorece o processo de reparacdo dssea.”
21

O uso da fotobiomodulagdo com laser de baixa poténcia promove a bioestimulacéo
do processo dereparo 6sseo também vem sendo descrita para o tratamento da OMIM, e os
resultados demostram uma melhora no processo de reparo alveolar, maior quantidade de
0sso neoformado, maior quantidade de fibras coldgenas maduras, além da diminuicdo da
imunorreatividade do TNFo e IL-1B.2

Estudos com uso de cerdmicas sintéticas a base de fosfato de calcio em modelos de
OMIM demostram reducio ou auséncia de toxicidade para fibroblastos.?? O p-tricélcio-
fosfato é um biomaterial de origem sintética, biocompativel, bioativo que possui boa
absorcdo e boa propriedade bioldgica de osteoconducdo.? Este biomaterial é
progressivamente reabsorvido e substituido por 0sso novo, sendo capaz de atuar como um
favoravel meio para colonizagdo de células osteogénicas.?* Estudos prévios publicados tem
demonstrado que este biomaterial reduz significativamente a perdadssea apds procedimento
de exodontia, modulando a remodelagio 6ssea.?

E importante salientar que os tratamentos adjuntos, em combinag&o ou ndo com as

cirurgias vém sendo descritos na literatura.

2 OBJETIVOS



Objetivo Geral:

Avaliar por meio da andlise microtomografica, por microscopia confocal a laser e
histomorfometria de tecido mineralizado, a prevengdo da osteonecrose induzida por meio de
infusdo endovenosa do acido zoledrdnico, utilizando terapia fotodindmica associada ou nao ao gel
de doxiciclina 10% e ao biomaterial de f -tricalcio fosfato no reparo alveolar de molares superiores

de ratos.

Objetivo Especifico:
Avaliar de forma comparativa, os efeitos da terapia fotodindmica em associacdo ao
biomaterial B-tricalcio-fosfato e/ou a doxiciclina durante o processo de reparo alveolar em ratos

submetidos a terapia com acido zoledronico.



3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho teve inicio apds aprovacao do Comité de ética no uso de animais — CEUA,
da Faculdade de Odontologia de Aracgatuba - Universidade Estadual Paulista“Julio de Mesquita
Filho.” (ANEXO A)

Animais

Foram utilizados 72 ratos albinus wistar machos com 3 meses de idade e peso aproximado de 350-
450g. Os animais foram mantidos em biotério préprio da UNESP com controle da temperatura e
luz do ambiente. Os animais foram alimentados com racdo e agua ad libitum. Para determinacgéo
do poder da amostra foi considerado um nivel de significancia de 5% (com desvio padrao de 2%),
e com um poder de teste de 80%, sendo definindo alpha como 0,05, e oito ratos por grupos (n=8)

foram necessarios com finalidade de comparar os diferentes grupos.

Aplicacdo do acido zoledrénico

Todos os animais foram tratados com o uso do &cido zoledrénico (Zometa®, Novartis Biociéncias
SA, Séo Paulo, Brasil), exceto os animais do grupo GS (Sham). Seguindo 0 modelo experimental
de estudo prévio publicado®®, onde foi administrado 04 aplicacbes de 0,035 mg/kg de acido
zoledrénico (ZOL) dissolvido em 0,1ml de veiculo (NaCl 0,9%), por animal, através da veia
caudal, com intervalos de 15 dias entre as aplicacdes. Uma semana apds a Ultima aplicacdo os
animais tiveram seus molares inferiores direitos removidos e o tratamento realizado. Apés a
exodontia, 0s animais seguiram com o tratamento com a medicacao, seguindo 0 mesmo protocolo

descrito acima, até o periodo de eutanasia.

Extracao dentéria

Todos os animais tiveram seus primeiros molares superiores direitos extraidos na 8% semana apos
o inicio do protocolo de indugédo de OMIM. O procedimento cirurgico foi realizado sob anestesia
com injecdo intraperitoneal (IP) de 90mg/kg de Cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge
Salde Animal Ltda, Sdo Paulo, Brasil), e 10mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Dopaser —
Laboratorio Calier do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil)). Apds anestesia se realizou a anti-sepssia
com PVPI degermante e topico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, S&o Jose do Rio Preto, Brasil),
seguido da aposi¢do de campos estéreis. Como complementagdo anestésica 0s animais receberam

infiltracdo local de 0.3 ml/Kg Cloridrato de Mepivacaina (Scandicaine 2% com adrenalina



1:100.000, Septodont, Franga). Os animais foram posicionados em decubito dorsal em mesa de
operacdo personalizada. A sindesmotomia foi realizada cuidadosamente por meio de um
descolador delicado (Descolador de Molt 9, Quinelato, Sdo Paulo, Brasil) seguido da luxacéo e
exodontia do dente (Figura 1A e 1B), seguindo o modelo de Statkievicz et al. 2018.13 Apds a
exodontia foi realizado um descolamento dos tecidos moles da regido que corresponde ao alvéolo
do elemento extraido, com intuito de auxiliar na manutencdo do codgulo e fechamento primario
do alvéolo por tecido mole. Em seguida foi realizada a sutura com fio nylon de espessura 4.0
(Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., S&o José dos Campos, Brasil)). No pds-operatorio osanimais
receberam administracdo IM de 15 mg/kg de cefalotina (Keflin® Neutro, Antibioticos do Brasil
Ltda, Sumaré, Brasil) a cada 12h por 48 horas.

Figura 1. Modelo Cirurgico, A) Imagem ilustrativa e representativa do procedimento cirdrgico para
extracao do primeiro molar inferior direito com uso de sindesmétomo adaptado (Hollenback 3s); B)
Primeiro molar inferior direito extraido.

Fonte: autoria propria.

Grupos experimentais
Apds a exodontia do primeiro molar inferior direito, os animais foram divididos aleatoriamente

em 9 grupos, de acordo com o tratamento que os alvéolos iriam receber (Figura 2).

Figura 2. Aplicacao dos tratamentos nos alvéolos dos animais recém extraidos.



Fonte: autoria propria.

Grupo Sham (GS): Foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior direito apos o
tratamento simulacdo de tratamento. Nesse grupo foi aplicado o 0,1 ml de soro fisiolégico (NaCl
0,9%) no mesmo protocolo de aplicacdo dos grupos experimentais. N&o foi realizado tratamento
no alvéolo, ele foi preenchido apenas por coagulo.

Grupo Controle (GC): Foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior direito
apos o tratamento com acido zoledrdnico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, Sdo Paulo, Brasil),
porém nenhum outro tratamento foi realizado e o alvéolo foi preenchido apenas por coagulo
sanguineo;

Grupo Biomaterial (GP): Foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior direito
apos o tratamento com acido zoledrénico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, Sao Paulo, Brasil)
e 0s animais foram tratados com o preenchimento do alvéolo por B- tricalcio fosfato em pasta
(Graftys HBS, Latin American Solutions - LAS Brazil);

Grupo Doxiciclina (GD): Foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior direito
apos o tratamento com acido zoledrdnico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, Sdo Paulo, Brasil),
e 0s animais foram tratados com o preenchimento do alvéolo por gel de doxiciclina a 10%;

Grupo PDT (GP): Foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior direito apés o
tratamento com &cido zoledronico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, S&o Paulo, Brasil), e 0s
animais foram tratados com PDT. O protocolo empregado foi descrito por Ervolino et al. (2019)°°;

Grupo Doxiciclina + Biomaterial (GDf): Foi realizada a exodontia do primeiro molar
inferior direito apos o tratamento com acido zoledrénico (Zometa®, Novartis Biociéncias SA, Sao

Paulo, Brasil), e os animais foram tratados com o preenchimento do alvéolo por gel de doxiciclina



a 10%, e na sequencia pelo biomaterial p-tricalcio fosfato em pasta (Graftys HBS, Latin American
Solutions - LAS Brazil);

Grupo PDT + Biomaterial (GPp): Foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior
direito apds o tratamento com acido zoledrdénico (Zometa®, NovartisBiociéncias SA, Sao Paulo,
Brasil), e os animais foram tratados com PDT.

Grupo PDT + Doxiciclina (GPD): Foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior
direito apds o tratamento com acido zoledrénico (Zometa®, NovartisBiociéncias SA, Sao Paulo,
Brasil) e os animais receberam o protocolo de PDT como descrito anteriormente. Em sequéncia,
os alvéolos, foram preenchidos por gel de doxiciclina a 10%;

Grupo PDT + Doxiciclina + Biomaterial (GPDp): Foi realizada a exodontiado
primeiro molar inferior direito apos o tratamento com acido zoledrdnico (Zometa®, Novartis
Biociéncias SA, Sdo Paulo, Brasil) e os animais receberam o protocolo de PDTcomo descrito
anteriormente. Em sequéncia, os alvéolos, foram preenchidos por biomaterial B-tricalcio fosfato

em pasta (Graftys HBS, Latin American Solutions - LAS Brazil) e por gel de doxiciclina a 10%;

Aplicacdo de Fluorocromos

Nesta metodologia de cortes calcificados, foram empregados 8 animais por periodo, totalizando
72 animais. A aplicacdo dos fluorocromos foi de acordo com a metodologia empregada em estudos
prévios.??2% para analise de epifluorescéncia, no periodo de 15 dias apds a exodontia dos
molares, foi administrado pela via intramuscular 20 mg/kg de calceina. Passados mais 25 dias das

exodontias, foi administrado 20 mg/kg de vermelho de alizarina para cada animal.

Eutanésia

Passados 28 dias das exodontias de todos os animais pertencentes a metodologia de cortes
calcificados, os animais foram submetidos a eutanasia com dose excessiva de anestésico, tiopental
sodico (150m g/kg) e lidocaina 2% (10 mg/kg). Foi realizada a resseccdo em bloco da regido

alveolar dos molares para analise de epifluorescéncia, microtomogréafica e histometrica.

Analise Microtomografica (Micro-Ct)
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Apos a eutanésia dos animais, as maxilas dos animais dos 9 grupos experimentais foram
fixadas em solugdo de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos, Dindmica Odonto-
Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) durante 24 horas, seguidos de banho em &gua corrente por
24 horas. Apos a fixacdo, as pecas foram armazenadas em alcool 70%, para a realizacdo da analise
microtomografica. A analise microtomogréafica foi realizada de acordo com metodologia descrita
por Bouxsein et al., (2010).%°

Por meio do microtomografo Skyscan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica,
2003) as pecas foram escaneadas utilizando cortes de 6um de espessura (90Kv e 111pA) com filtro
de Al 0,5mm + Cu 0,038 e passo de rotacdo de 0.5mm, tamanho do pixel de 2016x1344 pum e
com tempo de aquisicdo de 52min. As imagensobtidas pela projecdo dos raios-X nas amostras
foram armazenadas e reconstituidas, determinando a area de interesse pelo software NRecon
(SkyScan, 2011; Versao 1.6.6.0), com smoothing de 1, correcdo dos anéis de artefato de 8, correcédo
de Beam Hardening de 24% e a faixa de conversdo de imagem podendo variar de 0,0 — 0,14. No
software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64-bit), as imagens foram reconstruidas para serem
observadas em trés planos (transversal, longitudinal e sagital).Em seguida, utilizando o software
CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 BrukerMicroCT Versdo 1.12.4.0) foi avaliado e
mensurado®' o volume dsseo (BV), porcentagem do volume dsseo (BV/TV), espessura do
trabeculado 6sseo (Th.Th), separacdo e nimero detrabéculas (TB.Sp e Tb.N), para entdo realizar a
reconstrugdo em 3D pelo software CTvox (SkyScan,Verséo 2.7).

Analise de Microscopia confocal a laser

As maxilas dos animais dos 9 grupos experimentais apds a analise microtomografica
passaram pela etapa de desidratacdo a partir de uma sequéncia crescente de alcoois 70, 90 e 100,
gradativamente, com troca de solugéo a cada 5 dias, em agitador orbital (KLine CT — 150, Cientec
- Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, SP, Brasil) todos os dias durante 4 horas. Ao término
da desidratacao, as pecas foram imersas em uma mistura de alcool 100 e resina fotopolimerizavel
Techno Vit® (Alemanha, Heraeus Kulzer GmbH Division Technik Philipp-Reis-Str. 8/13 D- 61273
Wehrheim) em diferentes concentracfes, até que foi utilizado apenas a resina como meio de
imerséo. As pecas foram incluidas na resina Technovit, fotopolimerizadas e submetidas ao
protocolo para processamento para corte e desgaste de pegas em cortes calcificados empregando-se
0 microtomo do tipo Exakt (Cutting System, Apparatebau, Gmbh, Hamburgo, Alemanha). As pecas
foram obtidas no plano mésio-distal com seccdo de aproximadamente 50 um de espessura. Sendo

obtidos corteslongitudinais na regido do alveolo. Estes cortes foram capturados pelo microscépio a



laser confocal Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha), utilizando
uma objetiva de 10X (original aumentar 100) no Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de
Biociéncias de Araraquara, UNESP. Sendo obtidas assim, imagens dos fluorocromos calceina e
vermelho de alizarina separadamente (0sso velho/osso novo) e por fim, estas imagens foram
reconstruidas, fornecendo a sobreposi¢do dos fluorocromos utilizados para avaliagdo do turnover
0sseo pela taxa de aposicao mineral (MAR).

As imagens foram transportadas para o programa computacional analisador de imagens
Image J (Software de Processamento e Analise de Imagem, Ontario, ON, Canada). Através da
ferramenta “free hands”, a area de precipita¢do dos fluorocromos (calceina/alizarina) foi mensurada.
Na andlise da aposi¢do Gssea mineral, a partir da ferramenta straight foram tracadas 5 medidas
estendendo-se da margem externa da calceina em direcdo a margem externa da alizarina, sendo o
valor obtido, dividido por 28, que representa o intervalo de dias entre as injecbes dos dois

fluorocromos analisados.®?

Andlise Estatistica

Esses dados foram submetidos a analise estatistica no Programa SigmaPlot 12.0 (Exakt
Graph and Data Analysis). Primeiramente, foi realizado o teste de concordancia ose-way ANOVA,
teste de homogeneidade (Shapiro-Wilk) para verificacdo da distribuicdo dos dados. O teste one-
way ANOVA foi realizado para verificar a diferenca entre as médias entre 0s grupos, seguido de

um teste Tukey’s post hoc para multiplas comparagdes.

Anélise Histomorfométrica

Todas as laminas contendo as mandibulas em tecido calcificado dos nove grupos
experimentais foram coradas com azul de Estevenel e fucsina &cida. As imagens foram analisadas
em microscopio optico (Diastar, Leica Reichert & Jung products, Alemanha) e capturadas por meio
de uma camera fotografica digital (Leica Microsystems DFC300-FX, Alemanha), com resolucédo de
1.3 megapixels, acoplada ao microscopio de luz. As analises histométricas foram realizadas por
meio do software de anélise de imagens IMAGELAB 2000, versdo 2.4. As medidas foram obtidas
em micrometros e convertidas para porcentagem, para se obter a porcentagem da area de 0sso
neoformado (%NBA), tecido conjuntivo (%CT) e a area de 0sso necrético (%NTB) localizada no

interior do alvéolo distal na regido do primeiro molar.



4 RESULTADOS

Resultados da Andlise de Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct)
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Apo0s escaneamento das pecas microtomografo Skyscan e andlise pelo software CTAnalyser —
CTAn os valores de 1) Porcentagem do volume 6sseo (BV/TV); 2) Espessura do trabeculado
6sseo (Th.Th); 3) Separacdo de trabeculas (TB.Sp); 4) Numero de trabéculas (Th.N); e 5)

Porosidade Total (Po.tot) foram obtidos e tabulados.

Porcentagem de volume ésseo (BV/TV):

O grupo controle (GC, tratado com NaCl e apenas coagulo sanguineo no alvéolo) apresentou
uma média de 54,01% + 2,60 de volume 6sseo, enquanto o grupo sham (GS, tratado com &cido
zoledrénico e apenas coagulo sanguineo no alvéolo) 42,17% + 2,65, contudo sem diferenca
estatistica (P =0.193). Contudo, todos os tratamentos apresentaram maiores médias de BV/TV
guando comparados a GS (Figura 5).

O grupo GPDB apresentou a maior média de BV/TV (69,85% + 6,25) e com diferenga estatistica
quando comparado ao GC, GS, GP e GPD (P =0,034, P <0,001, P <0,001, P =0,003,
respectivamente). Contudo ndo houve diferenca quando comparados aos grupos GB, GD, GPD,
GDB (P >0,05). Os grupos, GPD e GDB apresentaram médias semelhantes de BV/TV (64,62 +
0,13 e 64,69 + 4,40, respectivamente) e com diferenca estatistica quando comparados aos
grupos GS, GP e GPB (P =0,002, P =0,005, P =0,034).

Figura 3. Imagem representativa das médias de porcentagem do volume dsseo em todos 0s grupos,
obtidos através da analise de microtomografia computadorizada.
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Fonte:autoria propria.

Espessura trabecular (Th.Th):

O grupo GC, apresentou uma media de 0,138mm + 0,0074 de espessura trabecular,
enquanto GS 0,115mm + 0,016, contudo sem diferenca estatistica (P =0,792).
Houve diferenca estatistica (P =0,043) apenas quando comparado maior média de Tb.Th
obtido em GD (tratado com &cido zoledrénico e apenas doxiciclina no alvéolo) no valor de
0,163 mm £ 0,015, com GP no valor de 0,111mm £ 0,0070 (Figura 6).

Figura 4. Imagem representativa da média da espessura das trabéculas ésseas (em mm) de
todos os grupos, obtidos através da analise de microtomografia computadorizada.
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Fonte: autoria propria.

NUmero de trabéculas (Th.N):

Houve diferenca estatistica (P <0,05) apenas quando comparado maior media de Th.N
obtido em GPD (tratado com &cido zoledrénico e apenas terapia fotodindmica e doxiciclina
no alveolo) no valor de 5,53 mm % 5,53, com GS no valor de 3,68mm = 3,48 (Figura 7).
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Figura 5. Imagem representativa da média do nimero de trabéculas / mm de todos 0s grupos,

obtidos através da analise de microtomografia computadorizada.
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Fonte: autoria propria.

Separacao trabecular (Th.Sp):

De modo invertido ao BV/TV, os grupos (GPDB, GDB, GDP) que apresentaram o
maior volume 6sseo, nessa analise apresentaram menor Th.Sp (0,177 + 0,05, 0,176 + 0,03 e
0,243 £ 0,02, respectivamente), contudo todos 0s grupos se mantiveram dentro damédia geral
(Figura 8).
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Figura 6. Imagem representativa da separacao das trabéculas / mm em todos 0s grupos, obtidos

através da analise de microtomografia computadorizada.
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Fonte: autoria propria.

Porcentagem de porosidade total (Po.tot):

O grupo GC apresentou média de 45,98% + 2,60 de porosidade total, enquanto GS 57,82%
+ 2,65, contudo sem diferenca estatistica (P =0.193).

O grupo GS apresentou a maior média de Po.tot (57,82% + 2,65) e com diferencga estatistica
quando comparado aos grupos GPDB, GPD, GDB (P <0,001, P =0,001, P =0,002,
respectivamente), seguido pelo grupo GP com média de 55,31% + 1,67 também
estatisticamente diferente quando comparado aos grupos GPDB, GPD, GDB (P <0,001, P
=0,005, P =0,005, respectivamente) (Figura 9).
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Figura 7. Imagem representativa das médias de porcentagem de porosidade geral de todos os

grupos, obtidos através da analise de microtomografia computadorizada.
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Fonte:autoria propria.

Analise qualitativa dos alvéolos:

Nos ratos, o processo final de reparo do alvéolo ocorre no 21° dia poés-
operatdrio, nesse caso 0s animais dessa pesquisa foram eutanasiados no 28° dia pés-
operatorio. Os resultados obtidos através da analise micro tomografica possibilitaram
observar que no grupo controle (GC) o processo de reparo alveolar ocorreu
normalmente, com formacdo Ossea de apical para coronal e com caracteristica de

trabeculado 6sseo maduro (Figura 10).



Figura 8. Imagens do grupo GC, obtidos no software NRecon. A) Corte sagital na regido de
primeiro molar inferior; B) Corte Parassagital na regido central do alvéolo da raiz distal do
primeiro molar inferior; C) Reconstrucdo do volume obtido na regido do alvéolo distal do

primeiro molar inferior.

Fonte: autoria propria.

De maneira contréria, no Grupo Sham (GS) houve formacao de sequestros 6sseos apos 0
procedimento de exodontia dos primeiros molares inferiores. Devido a formacdo dos
sequestros ndo € possivel observar a anatomia do alvéolo. Destaca-se 0 atraso no processo

de reparo do alvéolo e 0sso com a caracteristica mais compacta (Figura 11).

Figura 9. Imagens do grupo GS, obtidos no software NRecon. A) Corte sagital na regido de
primeiro molar inferior; B) Corte Parassagital na regido central do alvéolo da raiz distal do
primeiro molar inferior; C) Reconstrugdo do volume obtido na regido do alvéolo distal do

primeiro molar inferior.

Fonte: autoria propria.

De modo comparativo todos os tratamentos aplicados nos alvéolos dosanimais tratados com
acido zoledrénico e submetidos a exodontia resultaram em bons resultados. Como terapia
isolada para prevencdo da osteonecrose a aPDT, (GP) foicapaz de prevenir a
osteonecrose dentro do alvéolo, mantendo a sua anatomia e permitindo o reparo, contudo

ndo houve uma boa manutencdo de volume ésseo (Figura 10).



Figura 10. Imagens do grupo GP, obtidos no software NRecon. A) Corte sagital na regido de
primeiro molar inferior; B) Corte Parassagital na regido central do alvéolo da raiz distal do
primeiro molar inferior; C) Reconstrucdo do volume obtido na regido do alvéolo distal do

primeiro molar inferior.

Fonte: autoria propria.

J& o grupo tratado isoladamente com biomaterial na forma de pasta a base de beta tricalcio
fosfato (GB), a imagem obtida através da reconstrucéo dos cortes demonstra melhor reparo
0sseo no interior do alvéolo, sem presenca de sequestros 0sseos. Nota-se manutencdo do
volume alveolar e ainda pode ser observado algumas particulas do biomaterial no interior

do alvéolo (Figura 11).

Figura 11. Imagens do grupo GB, obtidos no software NRecon. A) Corte sagital na regido de
primeiro molar inferior; B) Corte Parassagital na regido central do alvéolo da raiz distal do
primeiro molar inferior; C) Reconstru¢do do volume obtido na regido do alveolo distal do

primeiro molar inferior.

Fonte: autoria propria.

De modo semelhante, os alvéolos tratados com a pasta de doxiciclina (GD) também
apresentaram bons resultados no reparo 6sseo alveolar e com a formacao de 6sseo maduro

e com manuteng&o do volume alveolar (Figura 12).



Figura 12. Imagens do grupo GD, obtidos no software NRecon. A) Corte sagital na regido de
primeiro molar inferior; B) Corte Parassagital na regido central do alvéolo da raiz distal do
primeiro molar inferior; C) Reconstrucédo do volume obtido na regido do alvéolo distal do

primeiro molar inferior.

Fonte: autoria propria.

Como esperado, as terapias conjuntas geraram resultados positivos para a prevencdo da
osteonecrose. No grupo GPB, percebe-se que ao associar a pasta de biomaterial com a aPDT
houve melhora no reparo alveolar, contudo ndo como era esperado com base nos resultados

individuais desses grupos (Figura 13).

Figura 13. Imagens do grupo GPB, obtidos no software NRecon. A) Corte sagital na regido de
primeiro molar inferior; B) Corte Parassagital na regido central do alvéolo da raiz distal do
primeiro molar inferior; C) Reconstrucéo do volume obtido na regido do alvéolo distal do primeiro

molar inferior.

Fonte: autoria propria.

Os melhores resultados entre as associagdes foram encontrados para os grupos GPD (Figura
14) e GDB (Figura 15), que apresentaram bom reparo alveolar, manutencdo do volume 6sseo e

tecido 6sseo com trabeculado semelhante a 6sseo maduro.



Figura 14. Imagens do grupo GPD, obtidos no software NRecon. A) Corte sagital na regido de

primeiro molar inferior; B) Corte Parassagital na regido central do alvéolo daraiz distal do primeiro

molar inferior; C) Reconstrucdo do volume obtido na regido do alvéolo distal do primeiro molar

inferior.

Figura 15. Imagens do grupo GDB, obtidos no software NRecon. A) Corte sagital na regido de
primeiro molar inferior; B) Corte Parassagital na regido central do alvéolo daraiz distal do
primeiro molar inferior; C) Reconstru¢do do volume obtido na regido do alvéolo distal do

primeiro molar inferior.

Fonte: autoria prépria.

Fonte: autoria prépria.

De acordo com o esperado a associacdo dos trés métodos de prevencao (GPDB) apresentou
o melhor resultado entre todos os grupos. O reparo alveolar ocorreu quase a totalidade do
alvéolo, apresentando as paredes lingual e vestibular mantidas e sem presenca de sequestro

6sseo e tecido 6sseo dentro de todo alvéolo (Figura 16).

Figura 16. Imagens do grupo GPDB, obtidos no software NRecon. A) Corte sagital naregido
de primeiro molar inferior; B) Corte Parassagital na regido central do alvéolo daraiz distal do

primeiro molar inferior; C) Reconstrucdo do volume obtido na regido do alvéolo distal do

Fonte: autoria propria.

primeiro molar inferior.




Microscopia confocal a laser

Taxa de Mineralizacdo diaria (MAR)

A avaliagéo da taxa de aposi¢cdo mineral (MAR), demostrou que o grupo GPDB apresentou a
maior taxa de aposi¢do diaria (2,64 + 0,48) quando comparado a todos os grupos (p <0,001),
exceto por GDB (p = 0,359), que obteve segundo maior MAR (2,30 + 0,37). Todos 0s grupos
apresentam maior MAR quando comparado aos grupos GC e GS (p < 0,05) (Figura 17).

Figura 17. Grafico representativo das médias de mineralizacdo 0ssea/dia de acordo com 0s
grupos avaliados nesse estudo. * significa diferenca estatistica (p < 0.001) quando comparado a
GPDB; # diferenca estatistica (p < 0.001) quando comparado a GDB; # diferenca estatistica (p <
0.001) quando comparado a GPD; ° diferenga estatistica (p < 0.001) quando comparado a GB;
A diferenca estatistica (p < 0.05) quando comparado a GD; o diferenga estatistica (p < 0.05)
guando comparado a GPB; @ diferenca estatistica (p < 0.05) quando comparado a GP.
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Fonte: Autoria Propria.

Analise qualitativa:

A precipitacdo do calcio na matriz organica ao lado da calceina e da alizarina é observada



nas imagens na forma de linhas fluorescentes. Nesse estudo os fluorocromos foram injetados 15
(calceina) e 25 (alizarina) dias apos as exodontias.

E importante ressaltar que a linha verde (calceina) marca o 0sso mais velho, enquanto a
alizarina (vermelho) marca o novo 0sso. A observacdo concomitante das imagens mostrou a
quantidade de osso velho versus 0sso novo (Figuras 20-28).

Figura 18. Imagens do osso alveolar do grupo GC, obtidas através da anélise de microscopia

confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area Gssea

mineral corada comfluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com o0s dois

fluorocromos.

Fonte: Autoria propria.

Figura 19. Imagens do osso alveolar do grupo GS, obtidas através da andlise de microscopia
confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area dssea
mineral corada comfluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois
fluorocromos.

Figura 20. Imagens do osso alveolar do grupo GP, obtidas através da andlise de microscopia
confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area dssea
mineral corada comfluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com o0s dois
fluorocromos.



Fonte: Autoria propria.

Figura 21. Imagens do osso alveolar do grupo GB, obtidas através da analise de microscopia
confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area dssea
mineral corada com fluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois

fluorocromos.

o

Fonte: Autoria propria.

Figura 22. Imagens do osso alveolar do grupo GD, obtidas através da analise de microscopia
confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area 6ssea
mineral corada comfluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com 0s dois

fluorocromos.

Fonte: Autoria propria.

Figura 23. Imagens do osso alveolar do grupo GPB, obtidas através da anéalise de microscopia
confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area 6ssea
mineral corada com fluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com o0s dois

fluorocromos.



Fonte: Autoria propria.

Figura 24. Imagens do osso alveolar do grupo GPD, obtidas através da anélise de microscopia
confocal a laser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area 6ssea
mineral corada comfluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois
fluorocromos.

Fonte: Autoria propria.

Figura 25. Imagens do osso alveolar do grupo GDB, obtidas através da analise de microscopia
confocal alaser. A) Area 6ssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area 6ssea
mineral corada comfluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois
fluorocromos.

Fonte: Autoria propria.

Figura 26. Imagens do osso alveolar do grupo GPDB, obtidas através da analise de microscopia
confocal a laser. A) Area Gssea mineral corada com fluorocromo calceina (verde); B) Area dssea
mineral corada com fluorocromo alizarina (vermelho); e C) Fusdo das imagens com os dois
fluorocromos.



Fonte: Autoria prdpria.

Resultados da Analise Histomorfométrica

Dinamica Ossea:

A dindmica dos tecidos presentes no interior do alvéolo da raiz distal do primeiro molar inferior
direito foi quantificada e organizada em 1) area Ossea neoformada (%NBA), 2) tecido

conjuntivo e 3) 0sso necrdtico (Figura 27).

Figura 27. Gréfico representativa da dindmica/composi¢édo do alveolo distal do primeiro molar
inferior direito de acordo com cada grupo. Os componentes avaliados foram Tecido
Conjuntivo, Area 6ssea Neoformada e Tecido necrdtico (0sso ndo vital).

Bone Dynamics in the Alveolus

120

100

% 80
[

£ 60
o]

& 40

20

0

GC GS GP GB GD GPB GPD GDB GPDB
Groups
M Loose Connective Tissue ® New Bone Area M Necrotic Bone

Fonte: Elaboragdo Prépria.

Porcentagem de area 6ssea neoformada (%NBA):



Os dados obtidos através da histometria foram organizados na forma de gréafico (Figura 30).
Pode-se observar que GC (tratado sistemicamente com NaCl e coagulo no alvéolo) apresentou
47,16% + 4,03 de %NBA, enquanto GS (tratado sistemicamente com ZOL e coagulo no
alvéolo), apresentou a menor quantidade de %NBA 11,15% =+ 7,45 (p < 0,007).

Quando avaliado os tratamentos locais para prevencdo da OMIM, o grupo GPDB apresentou a
maior média de %NBA (82,44 % + 2,69), quando comparado a todos os grupos (p < 0,05),
seguido pelo grupo GDB (60,82 % + 4,37).

As associagdes entre fotobiomodulagéo + biomaterial (GPB) e fotobiomodulagéo + doxiciclina
(GPD) demostraram bons resultados para 0sso neoformado (52,08 % + 10,70 e 55,90 % +
13,78), e foram diferentes de GS (p < 0,001). Além disso, GPD foi superior quando comparado
com GP (p =0,037).

Dos tratamentos do alvéolo de forma individualizada, GB apresentou o melhor resultado (57,13
% =* 5,89), principalmente quando comparado ao GP (p = 0,022) e GS (p = 0,001). Os grupos
GD e GP apresentaram %NBA, 41,64 % + 11,46 e 35,48 % + 6,58 (respectivamente), e ambos

foram superiores a GS (p <0,001 e p = 0.007, respectivamente).

Figura 28. Gréfico representativo das médias da porcentagem de area éssea neoformada de
acordo com os grupos avaliados nesse estudo. * significa diferenca estatistica (p < 0.05) quando
comparado a GPDB; # diferenca estatistica (p < 0.05) quando comparado a GDB; # diferenca
estatistica (p < 0.05) quando comparado a GPD; ° diferenga estatistica (p < 0.05) quando

comparado a GB; o diferenca estatistica (p < 0.05) quando comparado a GPB; A diferenca



estatistica (p < 0.05) quando comparado a GD; ® diferenca estatistica (p < 0.05) quando
comparado a GP; V¥ diferenca estatistica (p < 0.05) quando comparado a GS.
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Fonte: Autoria Propria.

Porcentagem de tecido conjuntivo:

Os dados obtidos através da histometria foram organizados na forma de grafico (Figura 31).
Notou-se que GC (tratado sistemicamente com NaCl e coagulo no alvéolo) apresentou 51,36 %
+ 4,03 de %NBA, enquanto GS (tratado sistemicamente com ZOL e coagulo no alvéolo),
apresentou uma menor quantidade, 47,78 % £ 20,73 (p = 0,688).

De modo inverso a %NBA, GPDB apresentou a menor média de porcentagem de tecido

conjuntivo (17,59 % + 2,69), principalmente quando comparado a GP e GD (p < 0,05, ambos).



Para GDB, GPD, GPB a porcentagem de tecido conjuntivo foi de 39,17 % + 4,37, 44,10 % +
13,78 e 47, 92 % + 10,70, respectivamente (p > 0,05). O grupo GB apresentou a menor média
de tecido conjuntivo, entre os tratamentos que foram aplicados de forma isolada, com 42,86 %
+ 5,89, seguido por GD 58,35 % + 11,46 e GP 64,52 % £ 6,58 (p > 0,05).

Figura 29. Graéfico representativo das médias da porcentagem da area de tecido conjuntivo de

acordo com os grupos avaliados nesse estudo.
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Fonte: Autoria Prépria.

Anédlise qualitativa:

Nessa analise observou-se formacgéo dssea que ocorreu através do processo de remodelacdo, de
modo continuo, envolvendo reabsorcdo de 0sso antigo pela acdo osteocléastica e subsequente

formacéo de 0sso novo pela acdo osteoblastica (Figura 32 e 33).

Notou-se que em GC (tratado sistematicamente com NaCl e apenas coagulo no alvéolo),
presenca da cortical alveolar com reparo 0sseo no terco apical e médio do alveolo (Figura 32A),
com caracteristica de tecido 6sseo maduro, presenca de lamelas concéntricas e lacunas com

osteocitos no seu interior (Figura 33A).



No grupo GS (tratado sistematicamente com ZOL e apenas coagulo no alvéolo), notou-se
irregularidades na superficie das trabéculas dsseas, auséncia da continuidade da lamina cortical
e fragmentos 0sseos soltos pelas laminas, caracterizando sequestros 6sseos (0sso necrético)
(Figura 32B). Em maior aumento, presenca de osteoplastos (célula sem ndcleo corado) e canal

de Havers vazios. (Figura 33B).

De modo bem semelhante os tratamentos na forma isolada (GP, GB, e GD) permitiram
neoformacéo 0ssea nos tercos média e apical, com 0sso vital entremeado por tecido conjuntivo
(Figura 32C, 32D e 32E, respectivamente), com maior quantidade de &rea Gssea para 0 grupo
GB. Destaca-se que GB e GD um o0sso mais trabeculado (Figura 33D e 33E), enquanto GP

(Figura 33C) parece demostrar um 0sso mais denso.

As associagOes das terapias (GPB, GPD, GDB e GPDB) demostraram ser eficazes no processo
do reparo 6sseo. Notou-se neoformacgédo 6ssea nos tercos apicais e médio dos alvéolos, e para
GDB e GPDB no terco cervical. Os grupos GPB (Figura 32F) e GPD (Figura 32G) demostraram
um tecido 6sseo com caracteristica mais trabecular com varias ilhas de tecido conjuntivo ao
redor (Figura 33F e 33G, respectivamente), enquanto GDB (Figura 32H) e GPDB (Figura 321)
um tecido 6sseo mais organizado e com menor quantidade de tecido conjuntivo (Figura 33H e

33l, respectivamente).



Figura 30. Fotomicrografia representativa do alvéolo distal do primeiro molar inferior direito de
acordo com cada grupo, corado em azul de Stevenel e Alizarina no aumento de 1.6x (azul — tecido
conjuntivo; rosa — tecido mineralizado). Desse modo a imagem A) representa o grupo GC; B) GS;
C)GP; D)GB; E)GD; F)GPB; G)GPD; H)GDB; ¢ I) GPDB.

Fonte: Autoria Prdpria.



Figura 31. Fotomicrografia representativa do alvéolo distal do primeiro molar inferior direito de
acordo com cada grupo, corado em azul de Stevenel e Alizarina no aumento de 40x (azul — tecido
conjuntivo; rosa — tecido mineralizado). Desse modo a imagem A) representa o grupo GC; B) GS;
C) GP; D) GB; E) GD; F) GPB; G) GPD; H) GDB; e I) GPDB.

Fonte: Autoria Prdpria.



5 DISCUSSAO

Nesse estudo, a hipotese de que o efeito de terapias locais auxiliaria na prevencdo da
osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (OMIM) e favoreceriam o processo de
reparo 0sseo foi comprovada. As terapias aqui utilizadas, de modo isolado ou associadas
permitiram a formacao de um tecido 6sseo vital e organizado (Figuras 32 e 33). Destaca-se que
0s grupos GPDB, GDB e GPD apresentaram os melhores resultados, como demostrado pela
BV/TV da microtomografia (Figura 5), na MAR (Figura 19), na dindmica do tecido 6sseo
(Figura 29) e %NBA (Figura 30), diferente dos resultados encontrados em GS (tratado
sistemicamente com ZOL e apenas coagulo no alvéolo) que apresentou 37,94 + 18,70% de 0sso
sem vitalidade (Figura 29), imerso em um estroma de tecido conjuntivo frouxo (Figura 32B e
33B).

A andlise de precipitacdo (MAR) representa a quantidade de osso que se formou apés a
precipitacdo do calcio na matriz dssea de colageno, uma vez que os fluorocromos tém a
propriedade de se ligar ao calcio, quando ele vai precipitar na matriz e por causa dessa relacéo
direta, a quantidade de fluorescéncia representa a quantidade de 0sso formado.?82°3334 Destaca-
se que o biomaterial (GB) apresentou a taxa mais alta entre as terapias aplicadas de modo
isolado (Figura 19), e que a associacdo entre todos os métodos apresentou a maior taxa MAR
(p <0,05).

Acredita-se que a supressao excessiva dos osteoclastos prejudique o turnover 6sseo, ou seja, 0S
traumas causados no tecido 6sseo impedem que haja reparacao tecidual e resultam em necrose
6ssea.® Além disso, alguns bifosfonatos como o &cido zoledronico, apresentam efeitos
antiangiogénicos que diminuem a expressédo de fatores de crescimento endoteliais na circulagéo,
levando a areas de isquemia.>>*® Como demonstrado neste presente estudo, o resultado desse
mecanismo de acéo resulta na formagéo de fragmentos 0sseos sem vitalidade (Figura 33B),
caracterizando os sequestros 0sseos (Figura 10). O uso do ZOL permite que esse tecido

apresente uma taxa de aposi¢cdo mineral diaria intensa, como demostrou os dados de MAR



(Figura 19), uma vez que 0 mecanismo 0sseo € alterado, favorecendo a deposi¢do do tecido

mineral.’®

A presenca e a viabilidade dos fibroblastos e células endoteliais sdo essenciais para 0 processo
de reparo alveolar.®’*® O 4cido zoledronico é capaz de inibir osteoclastos, alterar a migragéo
celular, suprimir angiogénese e osteogénese, aléem de apresentar toxicidade para células
epiteliais e fibroblastos.*®#*® A inibicio dessas células impede a formagdo de um tecido
vascularizado e permite a formacdo de um tecido dsseo denso, excessivamente corticalizado
(Figura 32B), deste modo aumentando a probabilidade da formacao de sequestros 6sseos com
processo inflamatoério na regido, bem como o aumento da possibilidade de uma infec¢do local,

47,48 como demostrado no presente estudo em GS (Figura 33B).

Desde entéo, pesquisas em modelo animal vém sendo realizadas para demostrar as repercussoes
do uso dos bifosfonatos no tecido 6sseo, que resultam no aumento da densidade Gssea e
diminuem os espacos entre as trabéculas, causando diminuicdo dos canais nutritivos do tecido
0ss€0.264%%0 No presente estudo, avaliou-se a area do interior do alvéolo da raiz distal do
primeiro molar e ndo foram encontrados resultados sugestivos de aumento de densidade 6ssea
(Th.th, p=0.792; Th.N, p =1,901; Th.sp, p = 0,199; e Po.tot, p = 0,109). Conduto, destaca-se
gue a analise de MicroCT, através da ferramenta NRcon demostrou em GS éareas de
irregularidades dsseas, sequestros e auséncia de 0sso dentro do alvéolo, como demostrado em

estudos previamente publicados em animais tratados com &cido zoledrdnico.>152-%

Recentemente, um estudo in vitro demostrou que o uso de ceramicas sintéticas a base de fosfato
de célcio quando associados ao zoledronato proporcionou uma reducdo ou auséncia de
toxicidade para fibroblastos,? o que favoreceu o processo de reparo alveolar em GB, GDB e
GPB, como demostrado pela %NBA (Figura 30) e BV/TV (Figura 5), destacando-se quando
comparado com as terapias locais aplicadas de modo isolado dindmica dssea (Figura 29).
Biomateriais bifasicos (HA / B-TCP - 60% / 40%) apresentam alta biocompatibilidade e
bioatividade, além da capacidade de osteoinducdo?®2?4>’ e sdo indicados para preenchimento de
cavidades.®® Estudos vem demostrando efeitos benéficos para o crescimento das células e
podem ser considerados bons candidatos para aplicacdes de engenharia de tecido 6sse0?>°,
além de demostraram a capacidade de formacdo dssea ectopica mesmo em grandes modelos

animais, com um padr&o de formagcéo Gssea tdo rapido quanto o 0sso autdgeno.®°

Estudo prévio publicado?” demostrou que a aplicagdo de multiplas sessdes de aPDT em alvéolos

recém extraidos de ratas senis tratadas com acido zoledrénico foi capaz de prevenir a OMIM,



como também demostrado nesse presente estudo (Figura 11). A biomodulagdo com laser de
baixa poténcia apresenta efeitos bio-estimulantes em osteoblastos, mesmo durante o tratamento
com zoledronato® e que quando associado a um agente fotossensibilizador (azul de metileno)
reduz a quantidade de cargas bacterianas,®” o que foi observado neste estudo em GP (Figura

33C), que permitiu 0sso neoformado vital nos tercos média e apical do alvéolo.

O controle da infeccdo é fundamental no tratamento das lesbes relacionadas a OMIM, e as
terapias podem envolver desde antibioticos topicos quanto aplicacdo de antibioticoterapia
sistémica.’® Varios antimicrobianos podem ser utilizados em conjunto com as terapias
coadjuvantes, e entre eles destaca-se a doxiciclina que é um isdmero estrutural da tetraciclina,
e apresenta acdo antibacteriana, anti-inflamatoria, anticolagenase. Estudos prévios
publicados®”*° tém demostrado que seu ponto de atuacdo € a inibicdo da osteoclastogénese, o
que favorece o processo de reparacdo Gssea. A aplicacdo de uma esponja de colageno com
doxiciclina sobre o alvéolo apds tratamento com acido zoledrénico em ratos apresentou efeitos
positivos na reducdo de tecido 6sseo necrdtico®®, como demostrado nesse estudo onde a
presenca do gel de doxiciclina a 10% (GD) foi capaz de prevenir a OMIM (Figura 14) e

contribuiu na manutengdo do volume 6sseo (Figuras 31E e 33E).

As associacles entre 0s tratamentos locais no interior do alvéolo também demostraram
bons resultados, uma vez que o objetivo principal desse estudo foi prevencao da osteonecrose,
e pareceram apresentar efeitos sinérgicos (Figura 29). Mesmo que o uso isolado da aPDT (GP)
ndo tenha demostrado grandes quantidades de ganho dsseo em %NBA, os autores acreditam
gue o seu potencial antimicrobiano e bioestimulador é essencial para contribuir na prevencéo
da osteonecrose e quando associado a doxiciclina (GPD) e biomaterial (GPB), uma quantidade
maior de volume Osseo foi observado em %NBA. A associacdo da doxiciclina com o
biomaterial (GDB) ja vem sendo discutida na literatura, uma vez que gel de doxiciclina 10%
isolado apresentou bons resultados no processo de reparacdo de defeitos Gsseos criticos em
calvarias de ratos,?° porém foi observado resultados melhores quando esse gel foi associado ao
0sso autdgeno particulado.®* Acredita-se que o efeito anti-osteoclastogénico da doxiciclina
permita que o biomaterial inserido no interior do alvéolo continue exercendo sua funcéo de
osteoconducdo. Desse modo, a associacdo entre os trés métodos locais (GPDB) permitiu a
prevencdo da OMIM (Figura 18), favoreceu o processo de reparo (Figura 321 e 331) com maior
%NBA, BV/TV e MAR, sendo o grupo de tratamento local que permitiu melhor processo de

reparo alveolar e concomitante prevencéo da OMIM.

Diante da metodologia e resultados encontrados no presente estudo, 0s autores acreditam que a



dose de ZOL utilizada nessa pesquisa (0,035mg/kg de &cido zoledr6nico) possa ser um fator
limitante, uma vez que a dose utilizada é uma dose com menor concentracao, que se assemelha
a dose utilizada em casos de prevencao de osteoporose?®54 e nfo doses com altas concentragdes
como utilizadas em alguns estudo que simulam a utilizacdo por pacientes em tratamento
oncoldgicos.’®?” Neste sentido, estudos futuros para avaliar as diferentes doses de écido
zoledronico, assim como metodologias para avaliacdo em tecidos desmineralizados como

analise imunoistoquimica, RT-PCR entre outras tornam-se necessarios.



6 CONCLUSAO

O protocolo de ZOL aplicado nessa pesquisa foi capaz de induzir a necrosedssea e que

quando as terapias foram aplicadas a prevencao aconteceu.
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