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RESUMO

FONSECA, M. C. M. Analise de terapias locais antimicrobianas e
biomodulatérias no tecido gengival devido as alteracdes causadas pelo
zoledronato pos-exodontia em ratas senescentes. 2024. Trabalho de Concluséo
de Curso (Graduagédo) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista, 2024.

A osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (MRONJ) é uma condigéo
causada por farmacos antirreabsortivos e anti-angiogénicos. Terapias locais
antimicrobianas e biomodulatérias podem exercer um papel fundamental no controle
desses casos. O objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia do 6leo ozonizado,
terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) fibrina rica em plaquetas e leucécitos(L-
PRF), na prevencao e tratamento de MRONJ, induzida experimentalmente. Para tal
intuito, 26 ratas fémeas, de 18 meses de idade, a qual 1 foi doadora de sangue para
L-PRF, foram divididas em 5 grupos experimentais (n=5). No grupo SAL, aplicou-se
solugéo de cloreto de sédio 0,9% e o grupo ZOL, recebeu 100ug/kg de zoledronato,
ambos a cada 3 dias durante 7 semanas. Os grupos a seguir apresentam o mesmo
protocolo de aplicacdo de zoledronato. No grupo ZOL+L-PRF, foi feita a aposi¢céo da
matriz de L-PRF, imediata pos-extracdo do primeiro molar inferior esquerdo (dia 0).
O grupo ZOL+aPDT recebeu terapia local de aPDT, enquanto o0 grupo
ZOL+OZN+aPDT recebeu as terapias de aPDT e 6leo ozonizado, sendo as terapias
de ambos os grupos realizadas nos periodos dos dias 0, 2 e 4 pds-operatério. Os
grupos foram eutanasiados apés 28 dias de pds-operatdrio, na sétima semana do
experimento. O tecido gengival na regido do alvéolo reparacional foi coletado para
as analises histologicas (HE e Picrosirius Red). A analise em HE, do grupo L-PRF
(p<0,05), demonstrou maior concentracdo de células imunolégicas e vasos
sanguineos em relagdo as demais. Na anéalise em PSR, o grupo L-PRF foi o Unico
grupo a apresentar mais fibras coldgenas imaturas em relacdo as maduras. Conclui-
se que o L-PRF é a terapia mais eficaz para promover cicatrizacdo gengival em
pacientes com MRONJ.

Palavras-chave: osteonecrose; fibrina rica em plaguetas; ozonioterapia; terapia com

luz baixa intensidade.



ABSTRACT

FONSECA, M. C. M. Analysis of local antimicrobial and biomodulatory
therapies in gingival tissue due to the changes caused by zoledronate post-
extraction in senescent rats. 2024. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduacéo)
— Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, 2024.

Medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONJ) is a condition caused by
antiresorptive and antiangiogenic drugs. Local antimicrobial and biomodulatory
therapies can play a fundamental role in controlling these cases. The objective of the
work was to evaluate the efficiency of ozonized oil, antimicrobial photodynamic
therapy (aPDT) and fibrin rich in platelets and leukocytes (L-PRF), in the prevention
and treatment of experimentally induced MRONJ. For this purpose, 26 female rats,
18 months old, of which 1 was a blood donor for L-PRF, were divided into 5
experimental groups (n=5). In the SAL group, 0.9% sodium chloride solution was
applied and the ZOL group received 100ug/kg of zoledronate, both every 3 days for 7
weeks. The following groups have the same zoledronate application protocol. In the
ZOL+L-PRF group, the L-PRF matrix was placed immediately after extraction of the
lower left first molar (day 0). The ZOL+aPDT group received local aPDT therapy,
while the ZOL+OZN+aPDT group received aPDT and ozonized oil therapies, with
both groups' therapies performed on days 0, 2 and 4 post-operatively. The groups
were euthanized 28 days after surgery, in the seventh week of the experiment. The
gingival tissue in the repair socket region was collected for histological analyzes (HE
and Picrosirius Red). The analysis in HE, from the L-PRF group (p<0.05),
demonstrated a higher concentration of immune cells and blood vessels compared to
the others. In the PSR analysis, the L-PRF group was the only group to present more
immature collagen fibers compared to mature ones. It is concluded that L-PRF is the

most effective therapy to promote gingival healing in patients with MRONJ.

Keywords: osteonecrosis; platelet-rich fibrin; ozone therapy; low intensity light
therapy.
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1 INTRODUCAO

Segundo a atualizacdo da American Association of Oral and Maxillofacial
Surgeons (AAOMS) do ano de 2022, a osteonecrose dos maxilares induzida por
medicamentos (MRONJ) é definida como uma area de exposicdo 6ssea na
maxila ou na mandibula que ndo se repara em oito semanas e acomete
pacientes que estdo em tratamento ou ja realizaram tratamentos com a
administracdo isolada de medicamentos antirreabsortivos ou em combinacéo
com moduladores imunolégicos ou drogas antiangiogénicas, sem apresentarem
antecedentes de radioterapia ou doenca metastidtica no complexo
maxilomandibular. (1)

Dentre as drogas que podem resultar no aparecimento de MRONJ, os
bisfosfonatos (BFs) sado aquelas que apresentam maior predisposicdo para
ocorréncia dessa doenca. Esses medicamentos vém sendo utilizados desde a
década de 60, para o tratamento de doencas e disturbios que alteram o
metabolismo 6sseo, como doenca de Paget do osso, mieloma multiplo, doencas
metabdlicas do calcio, menopausa, osteoporose, osteopenia e condicdes
oncolégicas de metastase O0ssea, sendo seu uso nos Ultimos anos bastante
ampliado como resultado do crescente envelhecimento da populacao.
(2,3,4,5,6,7,8,9) Desde 2003, ha relatos dessa classe de farmacos induzindo
osteonecrose dos maxilares, sendo esse um fator agravante que implica
diretamente na qualidade de vida dos pacientes, em sua maioria mulheres de
idade avancada. (1,3,7,8)

Tais medicamentos alteram o0s mecanismos de reabsorcdo e
remodelacdo Ossea, inibindo a atividade dos osteoclastos. Possuem forte
afinidade pelo tecido 6sseo, depositando-se nos cristais de hidroxiapatita tendo
uma meia vida de até 10 anos, por isso, mesmo com a interrupcdo do uso
dessas drogas, seus efeitos podem permanecer por muitos anos. (4,5,6,8)
Estes competem com os osteoclastos pelas regidbes de ligagdo com a
hidroxiapatita, impedindo a formacao da lacuna de Howship. (4) Devido a essa
competicAo 0s osteoclastos tornam-se inativos e sofrem apoptose,
consequentemente diminuindo a expressao das proteinas RANK e OPG

responsaveis pela regulacdo da atividade osteoclastica no eixo OPG/RANK-
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RANKL. Com isso, ocorre um desequilibrio no eixo de regulacdo osteoclastica
impedindo a formacé&o e reabsorcado do tecido ésseo. (4,5,6,8)

Entre os bisfosfonatos mais utilizados, o &cido zoledrénico administrado
por via endovenosa € o de maior poténcia relativa, sendo o farmaco que
apresenta uma maior frequéncia no aparecimento de casos de MRONJ.
(4,10,11) Sua atuacédo nao se limita somente ao tecido 6sseo, podendo retardar
a funcdo das células tronco mesenquimais da gengiva (GMSCs), diminuindo
sua proliferacdo, adesdo e capacidade de migracdo, causando apoptose
precoce pela interrupcéo do seu ciclo celular. (9,12)

O uso desses medicamentos a longo prazo, apresentam efeito citotoxico
as GMSCs e suprimem tanto a via de sinalizacdo do fator de crescimento
transformador 1-beta (TGF-1beta), que atua diretamente na sintese de coladgeno
em fibroblastos, quanto o fator de crescimento endotelial (VEGF), que atua
estimulando a angiogénese, 0 que torna o processo de cicatrizacdo gengival
deficiente. (9,12,13) Assim qualquer trauma existente permitird que o tecido
0sseo continue exposto ao microambiente da boca, ja que a mucosa oral atua
como barreira primaria para invasdo de patdgenos, permitindo a proliferacdo de
microorganismos que causardo uma resposta inflamatoria resultando no
aparecimento da osteonecrose. (9,12,14)

Vale ressaltar que ndo sé o tipo de droga antirreabsortiva ou
antiangiogénica condiciona o0 aparecimento da patologia, mas também as
condicBes locais e sistémicas do paciente, como a presenca de comorbidades,
a via de administracdo, a dosagem, a frequéncia e a poténcia relativa do
farmaco utilizado, tratamento concomitante com corticoides ou quimioterapicos,
idade, sexo, doenca periodontal, ma higiene oral entre outros fatores.
(1,4,5,6,7,8)

Dessa forma a MRONJ apresenta uma etiopatologia multifatorial, néo
tendo estabelecido um protocolo Unico de tratamento na literatura que abranja
todos os casos. De modo geral, sdo aplicadas abordagens clinicas baseadas no
estadiamento clinico da doenca, que vao desde bochechos com solugbes
tépicas como o gluconato de clorexidina 0,12% até antibioticoterapia intensiva
ou debridamento cirdargico com remoc¢ao de tecido 0sseo necrotico exposto.
(1,4,7) Além disso, terapias adjuvantes tém mostrado resultados positivos a

nivel celular e in vivo, tanto como tratamento quanto medida preventiva, com o
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intuito de minimizar a contaminacao da regido, bem como otimizar o reparo
tecidual ou a qualidade dos tecidos de suporte e revestimento, a exemplos da
terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT), éleo ozonizado e fibrina rica em
plaguetas e leucdcitos(L-PRF).

A aPDT consiste na utlizacdo de luz com comprimento de onda
compativel com a banda de absorcdo de um fotossensibilizador, seletivamente
pré-absorvido pela membrana celular de células microbianas, que na presenca
do oxigénio é ativado, gerando altos niveis de oxigénio reativo (ROS), altamente
citotoxico e letal para bactérias, fungos, virus e parasitas. (11,15,16) Essa
terapia é vantajosa por ser um tratamento ndo invasivo que provoca morte
microbiana sem causar resisténcia, nem efeitos colaterais ao paciente. (15,16)
Além da acdo antimicrobiana, estudos mostram que aPDT, ao utilizar laser de
baixa poténcia como fonte de luz, apresenta acdes na modulacdo da resposta
inflamatoria, regeneracdo 0Ossea, angiogénese, proliferacdo, migracdo e
diferenciagdo na atividade celular, eventos esses essenciais para promover o
processo de reparacéo tecidual e analgesia. (10,11,15,16,17,18)

O ozobnio (Os3), € uma molécula gasosa natural formada por trés atomos
de oxigénio, podendo se apresentar na forma liquida ou gasosa e
terapeuticamente no formato de 6leo, produzido através do borbulhamento de
altas concentracdes do Os em Oleo, retendo assim a molécula do gas.
(19,22,23,25) A terapia com 6leo ozonizado, tem a capacidade de diminuir a
dispersédo de Os nos tecidos, atuando diretamente no metabolismo 0Gsseo,
sistema de defesa antioxidante e na microcirculacdo, em funcao da liberacéo de
ROS, contribuindo para atividade antimicrobiana e expressao de citocinas,
como TGF-beta, VEGF e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
importantes para o reparo dos tecidos 0sseo, epitelial e conjuntivo. Embora
escassa, a literatura apresenta evidéncias da ozonioterapia promovendo a
cicatrizagéo de tecidos moles em pacientes com MRONJ. (23,24,25,26)

Por fim, o protocolo terapéutico com L-PRF, uma estrutura tridimensional
em gel formada por uma rede complexa de microfibrina na qual plaquetas e
leucdcitos estdo aprisionados, manifesta uma alta concentragdo dos fatores de
crescimento TGF-beta, VEGF, PDGF, fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) , esses por sua vez induzem
angiogénese e crescimento tecidual. (13,27,28,29,30,31.32,33,34) Além disso,
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apresenta efeito antibacteriano, decorrente da concentracéo de células imunes,
podendo ser potencializado junto a uma antibioticoterapia. (35) Em virtude de
suas propriedades bioldgicas, essa terapia autdloga regenerativa tornou-se um
potencial tratamento preventivo para MRONJ, fazendo uso de derivados do
préprio sangue do paciente e, por isso, considerada uma metodologia simples
de baixo custo. (27,30,33)

Dentre as terapias locais contextualizadas, ndo existem estudos
suficientes na literatura sobre a associacdo benéfica dessas terapias e
comparacoes terapéuticas entre elas, relacionadas ao tratamento de MRONJ.
Dessa forma, torna-se bastante relevante o estudo em modelo animal nas
terapias apresentadas, como forma de analisar sua efetividade separadamente
e em associacdo, na busca de resultados satisfatérios quanto a reparacédo de

tecido mole.
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2 PROPOSICAO

O presente estudo tem como objetivo analisar a eficiéncia das terapias locais
antimicrobianas e biomodulatorias, aPDT, Oleo ozonizado e L-PRF, no tecido
gengival em reparacgdo nas regides do alvéolo pés-exodontico de ratas senescentes

tratadas com zoledronato.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho Experimental: Animais

Todos os protocolos experimentais foram enviados para o Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, sendo somente

iniciados apo6s andlise e aprovacgao.

Para tanto, 26 animais (25 + 1 doador de sangue) (Rattus novergicus albinus
Wistar) senis, fémeas, com aproximadamente 18 meses, com peso corporal entre
300 a 350 gramas, a partir de linhagem mantida no Biotério do Departamento de
Diagnostico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA) — UNESP,

fornecidas pelo Biotério Central da mesma instituicao.

Para determinagdo do numero amostral, foi feita uma varredura nas principais
bases de dados (PUBMED, Scopus, Embase, Web of Science e Scielo) tendo como
critério estudos de experimentacdo animal que apresentassem metodologia
semelhante e/ou utilizacdo de 6leo ozonizado, terapia fotodinamica antimicrobiana
e/ou fibrina rica em plaquetas, padronizando assim a busca por palavras-chaves
“Osteonecrose; L-PRF; Ozonioterapia; aPDT”. Devido a auséncia de literaturas
avaliando as variaveis, a metodologia desse projeto foi baseada no trabalho de
Zheng et al. (12) elegendo como parametro, para o numero de animais, o valor de
n=5 por grupo experimental.

Com o intuito de avaliar as alteracfes teciduais, 25 animais foram distribuidos
aleatoriamente em 5 grupos experimentais sendo o Grupo 1 - SAL, com 5 ratas que
receberam 0,45 ml de solucdo de cloreto de sodio 0,9% (solucédo salina)
intraperitoneal, a cada 3 dias, por 7 semanas, simulando os procedimentos com o
zoledronato (controle negativo); Grupo 2 - ZOL com 5 ratas que foram induzidas a
osteonecrose pela aplicacdo de zoledronato 100ug/kg, a cada 3 dias por 7 semanas
(controle positivo); Grupo 3 - ZOL+L-PRF com 5 ratas também induzidas a
osteonecrose com zoledronato e submetidas a aposi¢cao de matriz de L-PRF sobre o
alvéolo pdés exododntico no dia 0 (pOs-operatério imediato); Grupo 4 - ZOL+aPDT
com 5 ratas que também foram induzidas a osteonecrose com zoledronato no

mesmo protocolo e aplicacdo de aPDT por 60 segundos no alvéolo nos periodos de
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0, 2 e 4 dias pos operatoérios; Grupo 5 - ZOL+OZN+aPDT com 5 ratas que foram
induzidas a osteonecrose com zoledronato, aplicacdo de aPDT usando o protocolo
ja citado e a terapia local com o0zbnio no qual sera utilizado 6leo de girassol
ozonizado (30 ml — 600 mEg/kg) em concentragao de 0,3 mg/kg, durante 2 minutos,
periodo em que o animal estara imobilizado, aos 0, 2 e 4 dias pés cirdrgico. As
doses do plano medicamentoso foram baseadas em terapias oncoldgicas em
humanos, adaptadas para animais. Os protocolos, de coleta e centrifugacdo para
obtencdo da matriz de L-PRF se deu baseada no estudo Awadeen et al. (35) e de
acordo com o protocolo de centrifugacédo estabelecido por Choukroun et al. (36); de
concentracdo do 6leo de girassol ozonizado eleita para o grupo experimental desta
proposta foi fundamentada nos resultados clinicos de reparac¢éo tecidual publicados
por Monteiro et al. (25); e de aplicacdo de aPDT foi embasado no trabalho de
Ervolino et al. (11).

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas (até 5
animais por gaiola) em ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de
luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro), alimentados com racao
balanceada contendo 1,4% Ca e 0,8% P (Racdo Ativada Produtor®, Anderson &
Clayton S.A. — Laboratério Abbot do Brasil Ltda, S&do Paulo, SP, Brasil) durante
todas as etapas experimentais e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas
antecedentes aos procedimentos cirargicos, no qual serdo submetidos a jejum
(Figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma representativo da distribuicdo dos animais. Animal
doador de sangue (n=1). Grupos experimentais (N=25) eutanasiados 49 dias
apos inicio do protocolo medicamentoso: Grupo SAL (n=5), ZOL (n=5), ZOL +
L-PRF (n=5), ZOL+aPDT (n=5) e ZOL + OZN + aPDT (n=5)

Animal doador de
sangue

> n=1

: | SAL
(dia 49)
26 ratas —
] ZOL
(dia 49)
| ZOL +L-PRF
Grupos experimentais (dia 49) _
n=25 n=5
ZOL + aPDT
B (dia 49)
|| ZOL + OZN + aPDT
(dia 49)

Fonte: Autor, 2023

3.2 Delineamento do procedimento cirurgico

Os 26 animais (25 + 1 animal doador para coleta de L-PRF) passaram por um
periodo de adaptacdo ao biotério e foram submetidos a um jejum de 12 horas
previamente ao procedimento cirargico. Com o intuito de preservar 0s animais, todos
os procedimentos invasivos, que poderiam ter causado dor ou desconforto, foram
realizadas sob anestesia através da administracdo 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) além da anestesia infiltrativa para analgesia e
hemostasia da regido manipulada com cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/kg,
Mepiadre 2% com adrenalina 1:100.000, DFL).
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3.2.1 Pré operatério

A primeira intervencéo foi realizada com a instalacdo de ligadura de algodéo
ao redor do primeiro molar inferior esquerdo de cada animal, com o objetivo de
induzir a doenca periodontal, uma vez que essa doenca favorece a reabsorcéo
Ossea, facilitando a extracdo dentaria, o que evita complicagbes como fratura
radicular, e induzindo a osteonecrose. O quadro infeccioso da periodontite é
apontado, na literatura, como um dos principais fatores predisponentes a

osteonecrose. (5) (Figura 2)

Figura 2 — (A) Instalacédo da ligadura de algod&do no 1° molar inferior esquerdo

das ratas. (B) Periodontite induzida pela ligadura de algodéao.

Fonte: Autor, 2023

3.2.2 Periodo de Inducéo da Osteonecrose

No dia 0, iniciou-se o protocolo de indugcédo de osteonecrose a 21 animais (20
referentes aos grupos ZOL; ZOL+L-PRF, ZOL+aPDT e ZOL+OZN+aPDT,; + 1
animal doador para L-PRF), que foram submetidos a administracdo de zoledronato
100ug/kg diluidos em 0,45 ml de solugéo salina, por via intraperitoneal, em uma
seringa SLIP INSULINA de 1ml, descartavel com agulha de calibre 13mm x 0,38mm.
A aplicacgédo foi realizada com o intervalo de 3 dias, com duracdo de 7 semanas (49
dias) até eutanasia.
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Os 5 animais restantes (referentes ao grupo SAL) ndo foram expostos ao
medicamento zoledronato, recebendo apenas 0,45 ml de solucdo salina também por
via intraperitoneal, nas mesmas circunstancias que os demais, no intuito de

submeter todos 0s animais ao mesmo estresse.

3.2.3 Exodontia

ApGs as 3 semanas do inicio do protocolo medicamentoso com Zoledronato,
0s animais foram submetidos a sedacdo com Quetamina associada a Xilazina e com
o auxilio de mesa de operacdo adaptada para manter a boca aberta, foi removida a
ligadura de algoddo. Na sequéncia, todos os animais foram submetidos a
antissepsia oral com com PVPI 10% (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica,
Sao José do Rio Preto) para sindesmotomia dos tecidos adjacentes ao dente,

luxacéo e, por fim, extracdo do primeiro molar inferior esquerdo. (Figura 3).

Figura 3 — (A) Procedimento de exodontia do primeiro molar inferior esquerdo.

(B) Foto pOs-imediata do alveélo a exodontia.

Fonte: Autor, 2023
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3.2.4 Coleta e terapia local com L-PRF

De acordo com o estudo de Awadeen et. al. (35) um animal aleatério foi eleito
como doador de sangue com a finalidade de producéo de matriz de L-PRF para os
demais, como meio de reduzir o tempo cirdrgico e otimizar o experimento. Foi
realizado neste animal as mesmas etapas experimentais, sem receber nenhum dos

tratamentos locais, para reduzir o viés.

Para tal propdésito, o animal foi imobilizado e com o auxilio de escalpe foi feita
a puncédo cardiaca, a qual o operador coletard 10 ml de sangue com o auxilio de
tubo de coleta sem anticoagulante. Em seguida, o segundo operador fez a
programacao da centrifuga (MONTSERRAT®, modelo LC-04P, Jinta, Jiangsu, China
— Equipamento adquirido por verba FAPESP pelo processo n® 2022/08298-8) em
3000 rpm por 10 minutos de acordo com o protocolo descrito por Choukroun et al
(36). Imediatamente apds a centrifugacao foi possivel diferenciar na parte inferior os
glébulos vermelhos, no terco médio o coagulo de PRF e na porgdo superior o
plasma. Com cuidado o operador removeu o coagulo que foi aposto em kit para
preparo de concentrados plasmaticos, sobre uma superficie e comprimido com o

peso para obter a conformacao de matriz.

Assim L-PRF foi introduzido no alvéolo pds-exodoéntico das ratas do grupo

ZOL+L-PRF, no pds-operatorio imediato (dia 0).
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Figura 4 - (A) Representacdo da conformacao fisica de L-PRF apés

centrifugacdo e separacdo da porcao de interesse. (B) Aspecto clinico pos-

imediato ainsercdo de L-PRF no alvéolo.

Fonte: Autor, 2023

3.2.5 Terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT)

As ratas pertencentes aos grupos ZOL+aPDT e ZOL+OZN+aPDT passaram
por sessdes de aplicacdo aPDT no alvéolo, apds a exodontia, através da utilizacédo
de azul de metileno (100ug/ml) como substéncia fotossensibilizadora que foi mantida
no local de extracdo durante 60 segundos e posteriormente, com 0 posicionamento
da ponta do laser em um Uunico ponto no centro do local de extragdo. Para a
irradiacdo a laser de baixa poténcia foi utilizado um dispositivo a laser InGaAIP
(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 Jlcm?; intensidade de poténcia de 1,23 W/cmz2. As aplicacdes ocorreram nos
periodos de 0 (pés-operatorio imediato), 2 e 4 dias. (11) (Figura 4)
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Figura 5 — (A) Pré irradiacdo com azul de metileno (fotossensibilizador) no
alvedlo vazio. (B) Irradiagcdo com laser de baixa poténcia logo ap0s, em regiao

de alvéolo.

Fonte: Autor, 2023

3.2.6 Ozonioterapia local

As ratas pertencentes ao grupo ZOL+OZN+aPDT receberam aplicacado de
oleo de girassol ozonizado na concentragdo de 600 mEqg/kg (“Dose Extra” farmacia
de manipulacdo — Pelotas/Rio Grande do Sul-BR), em concentracdo de 0,3mg/kg
através de seringa de 1ml com agulha 13mm x 0,38mm. As aplicacdes foram
realizadas no alvéolo pds exodéntico durante 2 minutos, com a contencdo dos

animais, ocorrendo nos dias 0 (pés-operatorio imediato), 2 e 4. (23,24)

Figura 6 — (A e B) Aplicacdo do 6leo de girassol ozonizado em cureta de Molt no
alvedlo pos-exodontico.
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Fonte: Autor, 2023

3.3 Eutanasia

Previamente ao procedimento de eutandsia, todos os animais foram
fotografados para andlise clinica através de camera Nikon utilizando flash macro de

105 mm sempre pelo mesmo operador.

A eutandsia dos grupos experimentais SAL, ZOL, ZOL+L-PRF, ZOL+APDT e
ZOL+OZN+aPDT ocorreu 4 semanas (28 dias) apés a exodontia, totalizando 7

semanas (49 dias) desde o inicio do protocolo medicamentoso.

Por fim, o animal eleito como doador de sangue para producéo de matriz de

L-PRF foi eutanasiado ao fim de sua funcéo. (Figura 4)

Figura 7 — Imagem representativa da cronologia das etapas experimentais

Protocolo de tratamento

EUTANASIA
28 DIAS P.O
LIGADURA DE :
ALGODAO

20 1 2 3 4 5 6 7
: |

(EEEENE |IIII|IIII|IIII|IIII|IIIII||| |._mm,,El
| I | | | | I |
.

EXTRAGAO i
- SOLUCAO SALINA | ZOLEDRONATO
DENTARIA

FIBRINA RICA EM PLAQUETAS

OZONIOTERAPIA + aPDT
aPDT /]

Fonte: Autor, 2023
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Todos os procedimentos de eutanasia foram realizados por perfusdo
cardiaca, através da combinacao de 100 ml de solucéo salina e 0,1% de heparina e
800ml de formaldeido 4% (Sigma Chemical®, St. Louis, MO, USA) em tampdao
fosfato-salino (PBS — Sigma Chemical®) 0.1 M, 4°C, pH 7.4 para fixacdo dos

espécimes.
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4 ANALISES

4.1 Analise clinica

Todos o0s espécimes coletados foram avaliados clinicamente, junto de
registros fotograficos para identificar caracteristicas como aspecto da mucosa,
presenca ou auséncia de tecido reparador, coloracdo dos tecidos moles, exposi¢céao
ou ndo de tecido 0sseo, presenca de sequestro 0sseo, supuracdo ou quaisquer
outros aspectos acerca do reparo.

4.2 Andlises e processamento de tecidos moles

As pecas ficaram no fixador até completar 48 horas, e apds a fixacdo, foram
submetidas a lavagem em agua corrente por 12 horas, seguindo para desidratacéo
numa sequéncia de &lcoois (70 a 100%), realizando apds estas etapas, a
diafanizagcdo com xilol para posterior inclusdo em parafina. Os blocos obtidos foram
encaminhados ao micrétomo para obtencao de cortes com 5 uym de espessura para
assim confeccionar as laminas. Foram coletadas, de lingual para vestibular, as
seccbes histolégicas dos tecidos moles adjacentes ao alvéolo, sendo entédo
analisados de maneira a padronizéa-las e facilitar a identificagdo.

4.2.1 Analise microscopica e area microscopica de interesse (AMI)

A AMI foi determinada de acordo com a analise microscépica realizada,
consistindo em uma area de 250 pm, situada no tecido conjuntivo que recobre o
local da extracao dentéria. O limite da area foi determinado por uma linha localizada
no centro do tecido conjuntivo, perpendicular ao longo eixo dos dentes e que divide

esse tecido em sua dire¢ao coronoapical.

4.2.2 Analise histolégica

Todas as andlises foram realizadas por operador cego ao tratamento. Para a
andlise histoldgica foram avaliados trés cortes histologicos localizados na porcéo

vestibular, média e lingual do local da extracéo dentaria.
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Os parametros avaliados foram referentes a qualidade e quantidade de
maturacdo do tecido mole e perfil inflamatério, incluindo contagem de células

inflamatorias e vasos sanguineos.

Para isso, as laminas coradas em HE foram fotomicrografadas na regiao
central do tecido mole formado sobre o alvéolo antes exposto, inicialmente em uma
objetiva de 2.5x, que ird garantir uma visdo ampla da regido e permitira a
mensuracdo da area de neoformarcdo tecidual, a partir do software Image J, por
meio da ferramenta “Free hands”. Para observagao da maturagcdo do tecido mole,
foram realizadas fotomicrografias em uma objetiva de 40x. J& para a avaliacdo do
perfil inflamatoério, com énfase em contagem de linfocitos e contagem de niumero de
vasos sanguineos, para cada amostra foram realizadas trés fotomicrografias em
objetivas de 100x, em diferentes regides do defeito. Em seguida, no software Image
J, foram utilizadas as ferramentas “Grid” e “Cell Counter Notice”, para localizagao e

contagem propriamente dita das estruturas mencionadas.

4.2.3 Analise histolégica: Picrosirius Red (PSR)

Para andlise por PSR, as areas de interesse foram removidas e,
posteriormente, incluidas em parafina para serem cortadas em micrétomo (Leica —
Biosystems® RM 2245, Nussloch, Alemanha), com 5 um de espessura, sendo esses
cortes acoplados em duas laminas, com trés cortes cada. Essas laminas foram
submetidas a coloracéo pela técnica de PSR para analise da maturacao das fibras
colagenas, assim seus niveis de maturacao foram analisados sob microscopia de luz
polarizada, utilizando o programa LAS (Leica LAS 4.12, Leica Microsystems), o que
permite a selecdo de cores correspondentes para cada tipo de fibra de colageno do
tecido conjuntivo com fibras amarelas esverdeadas consideradas imaturas e finas,
enquanto fibras vermelhas amareladas consideradas maduras e grossas. Em
sequéncia a selecdo da cor, o programa calculou automaticamente a area marcada

para cada tipo de fibra (37).
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4.3 Analise dos dados

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos que foram obtidos,
foi abordada a diferenca entre os grupos experimentais (SAL; ZOL; ZOL+L-PRF;
ZOL+aPDT, ZOL+OZN+aPDT). Todos os dados foram submetidos a curva de
normalidade — teste de Shapiro-Wilk com nivel de significancia de 0,05 para todos os
testes. Portanto, diante da homogeneidade ou heterogeneidade dos dados, um teste
paramétrico ou nao parameétrico foi aplicado. O programa estatistico utilizado foi o
SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise histoldgica

Como resultado da contagem de células inflamatorias na coloracdo em HE, foi
evidenciado uma baixa quantidade de infiltrado inflamatoério nos grupos SAL, ZOL,
ZOL+aPDT em relagcdo aos grupos ZOL+L-PRF e ZOL+OZN+aPDT que
apresentam perfis inflamatérios equivalentes, com mais células imunoldgicas
presentes (Figura 6). Entretanto, em relagdo a contagem de vasos sanguineos, no
grupo ZOL+L-PRF, observa-se uma maior quantia quando comparado aos demais
(Figura 6).

Figura 8 - Imagens representativas da analise histolégica de células
inflamatdrias e vasos sanguineos. (A) Representacdo gréfica dos valores de
células inflamatérias. (B) Representacdo grafica do numero de vasos
sanguineos (C) Fotomicrografias das células inflamatorias e vasos sanguineos

de acordo com os tratamentos.
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Fonte: Autor, 2023
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5.2 Andlise por Picrosirius Red

Uma andlise qualitativa da maturacéo das fibras colagenas foi realizada em
PSR (figura 7). Nos grupos SAL, ZOL, ZOL+aPDT e ZOL+OZN+aPDT, observou-se
uma predominancia de fibras colagenas maduras. Em contraste, o grupo ZOL+L-
PRF apresentou uma quantidade maior de fibras colagenas imaturas em

comparagao com as maduras.

Figura 9 — Imagens representativas da coloracdo PSR para identificar a
maturidade das fibras colagenas. Fotomicrografias das fibras colagenas

presentes de acordo com os tratamentos

SAL Z0L ZOL+L-PRF

ZOL+0OZN600+aPDT ZOL+aPDT

Fonte: Autor, 2023
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6 DISCUSSAO

Embora a incidéncia de MRONJ seja relativamente rara, a prevencao e
deteccdo precoce na regido dento-maxilo-facial é de grande importancia devido a
perda de qualidade de vida nas pessoas afetadas (1,9). Atualmente, ja existem
hipoteses na literatura de que MRONJ ocorre de “fora para dentro”, ou seja, inicia-se
nos tecidos moles da boca, devido a feridas na mucosa (10). Essa hipbtese é
sustentada em consequéncia de medicamentos antirreabsortivos como os BFs,
usados a longo prazo, causarem disfuncdes nas GMSCs e nas vias de sinalizacao
TGF-beta e VEGF, retardando assim o processo de cicatrizagdo, deixando a
superficie 6ssea, em caso de traumas, exposta a infeccbes, sugerindo que o
fechamento primario dos tecidos moles lesados reduza efetivamente a ocorréncia de
MRONJ (9,12,13).

Os resultados que temos obtidos no nosso grupo de pesquisa e ainda nao
publicados tem mostrado que as terapias locais antimicrobianas e biomodulatérias
tem um importante potencial na interrupcdo e prosseguimento da MRONJ na
reparacdo Ossea alveolar. Tendo em vista que o processo laboratorial de
desmineralizacdo do tecido 6sseo provoca alteracGes deletérias aos tecidos moles
gengivais de recobrimento, sendo a andlise destes tecidos também fundamental, e
assim acreditamos na necessidade desta investigacao pré-clinica. Nesse contexto, o
presente estudo in vivo, realizado em ratas senescentes medicadas com
zoledronato, mimetizando uma condicdo clinica capaz de aumentar
consideravelmente as chances de desencadear MRONJ, buscou a terapia local mais
adequada como estratégia para tratar e prevenir essa doenca, através do reparo

tecidual da gengiva.

Como alternativa ao tratamento de osteonecrose a aPDT ganhou espaco por
efeito de sua vantajosa acdo antimicrobiana, por ndo acarretar na resisténcia de
micro-organismos e nem apresentar efeitos adversos, em relacdo a
antibidticoterapia, além de apresentar eficaz reparo tecidual e modulacdo da
resposta inflamatdria (11,16). Essa estratégia torna-se ainda mais promissora em

funcéo da facilidade de execugéo e néo ser invasiva (11).

No presente estudo foi utilizado o mesmo protocolo de Ervolino et al. (11)

para o tratamento supramencionado, evidenciando sua acgdo anti-inflamatoria, visto
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que foi observado uma contagem de células inflamatérias diminuta em relacdo aos
demais grupos, com excecdo do grupo ZOL. Apesar dessas evidéncias, nao foi
revelada grande acdo angiogénica ao analisar a quantidade de vasos formados,
caracterizando um reparo inexpressivo. No entanto, quando a aPDT foi associada
com a ozonioterapia em solucdo oleosa, demonstrou ndo s6 uma maior
qguantificacdo de vaso sanguineos, como a expressdo de células imunoldgicas

aumentada, indicando um efeito sinérgico da co-aplicacdo dessas terapias.

Esses dados corroboram com Ripamonti et al. (21) e Lim et al. (26) que
descrevem o 6leo ozonizado como um recurso terapéutico simples, seguro e eficaz,
capaz de liberar ROS, que além de atuarem na morte de patdégenos, induzem
neovascularizagdo e impulsionam a migracdo das células de defesa e células

endoteliais, promovendo reepitelizacao de feridas.

Ja bem elucidado na literatura o L-PRF, possui utilidade tanto na odontologia
quanto na medicina, em virtude da liberacdo de fatores de crescimento, ja
mencionados, responsaveis por acelerar a regeneracéo de tecidos adicionado a alta
representacdo de leucécitos que induzem a resposta imune prevenindo infeccfes
(27,25,38). Tais aplicagbes foram observadas no presente estudo, pois foi 0 grupo
que apresentou maior concentracao de células do sistema de defesa e quantificacéo
de vasos sanguineos. Para mais, de acordo com Jamalpour et al., essa estratégia
autdloga apresenta propriedades regenerativas persistentes, evidenciada pela
andlise de luz polarizada, sendo o Unico grupo a apresentar maior expressao de
fibras coldgenas imaturas em relagdo as maduras, contrastando com os demais
grupos (37,39).

Varios fatores podem limitar os resultados e influenciar o prognéstico da
MRONJ, e estudos ainda precisam ser realizados sobre esse assunto. No entanto,
os dados do presente estudo, demonstraram que mesmo a associacao ente aPDT e
6leo ozonizado sendo promissora, a abordagem terapéutica com L-PRF se faz mais
confiavel para promover a reparacdo gengival em pacientes com da MRONJ, o que

continua sendo um grande desafio para os cirurgides bucomaxilofaciais.
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7 CONCLUSAO

A terapia com L-PRF se mostrou mais eficaz para promover cicatrizacdo
gengival em ratas senescentes que foram medicadas com zoledronato, confirmando

seu potencial como uma abordagem terapéutica segura nos desafios da MRONJ.
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