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OLIVO, M. B. Efetividade da terapia fotodinamica antimicrobiana utilizando butil
azul de toluidina e laser de baixa poténcia na prevencéo da osteonecrose dos
maxilares associada a terapia medicamentosa. 2021. 56 f. Dissertacédo (Mestrado)
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a efetividade e a seguranca do emprego
de multiplas sessfes de aPDT, utilizando o butil azul de toluidina (BUAT) e a irradiacdo
com laser de baixa poténcia (LBP), no sitio de extracdo dental de ratas com os
principais fatores de risco para a ocorréncia da osteonecrose dos maxilares associada
a terapia medicamentosa (ONM-M). Vinte e oito ratas senescentes foram distribuidas
em quatro grupos experimentais: VEI, VEI-aPDT, ZOL e ZOL-aPDT. O protocolo de
tratamento teve duracdo de 7 semanas. Um dia antes do inicio deste protocolo foi
instalada uma ligadura de algodao ao redor do primeiro molar inferior esquerdo para
inducdo da periodontite experimental (PE). Nos grupos VEI e VEI-aPDT, as ratas
receberam injecdes intraperitoneais de 0,45ml de solucdo de cloreto de sdodio 0,9%
(veiculo) a cada trés dias. Nos grupos ZOL e ZOL-aPDT, as ratas receberam 0,45ml
do veiculo acrescido de 100ug/Kg do zoledronato a cada trés dias. Apds trés semanas
do inicio do protocolo de tratamento a ligadura foi removida e foi realizada a exodontia
do primeiro molar inferior esquerdo. Nos grupos VEI e ZOL nao foi efetuado nenhum
tratamento local no sitio de extracédo dental. Nos grupos VEI-aPDT e ZOL-aPDT foram
realizadas sessdes de aPDT aos 0, 2, e 4 dias pos exodontia. Para a aPDT depositou-
se sobre o sitio de extracdo dental 300ul de BUAT (concentracao: 0,5mg/ml; tempo de
pré-irradiacao, 60s) em seguida foi realizada a irradiacdo com laser de baixa poténcia
(laser: InGaAIP; 660nm; 35mW; 74,2J/cmz2; 60s) emissor: InGaAlP; comprimento de
onda: 660 nm, laser visivel - vermelho; poténcia: 35 mW; densidade energética por
ponto: 74,2 Jicm?; tempo de aplicacédo: 60s). Decorridos 28 dias pés-operatérios foi
realizada a eutanasia. As hemimandibulas foram devidamente processadas para
assegurar que no sitio de extracdo dental fossem efetuadas: 1) andlise clinica; 2)
analise histoldgica da reparacao tecidual; 3) analise histométrica da Porcentagem de
Tecido Osseo Neoformado (PTOnNf); 4) analise histométrica da Porcentagem de
Tecido Osseo N&o Vital (PTOnv) e; andlise imunoistoquimica de células TRAP-

positivas. Os dados foram submetidos a andlise estatistica com nivel de significancia
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de 5%. Os grupos ZOL e ZOL-aPDT apresentaram menor quantidade de células
TRAP-positivas quando comparados com os grupos VEI e VEI-aPDT. O grupo ZOL
apresentou grande comprometimento do processo de reparacao tecidual, condizentes
com um quadro de ONM-M. Os grupos VEI, VEI-aPDT e ZOL-aPDT apresentaram um
processo de reparacéo tecidual favoravel do sitio de extracdo dental. No grupo ZOL a
PTONf no sitio de extragédo dental se mostrou menor que nos grupos VEI, VEI-aPDT
e ZOL-aPDT. No grupo ZOL a PTOnv se mostrou maior que nos grupos VEI, VEI-
aPDT e ZOL-aPDT. No grupo ZOL-aPDT a PTOnv se apresentou maior que nos
grupos VEI e VEI-aPDT. O emprego de multiplas sessfes de aPDT, utilizando o BUAT
e LBP, no sitio de extracdo dental de ratas senescentes tratadas com alta dose de
zoledronato se mostrou uma estratégia terapéutica seguranca e efetiva para evitar a

ocorréncia da ONM-M pés exodontia.

Palavras-chave: Difosfonatos. Osteonecrose. Maxilares. Prevencdo. Terapia

fotodinamica.
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OLIVO, M. B. Effectiveness of antimicrobial photodynamic therapy using butyl
toluidine blue and low-level laser in preventing the occurrence of medication-
related osteonecrosis of the jaws. 2021. 56 f. Dissertation (Master) - School of

Dentistry, Sdo Paulo State University (Unesp), Aracatuba, 2021.
ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effectiveness and safety of using multiple
aPDT sessions, using butyl toluidine blue (BuTB) and low-level laser irradiation (LLL),
at the dental extraction site of rats with the main risk factors for the occurrence of
medication-related osteonecrosis of the jaws (MRONJ). Twenty-eight senescent rats
were distributed in four experimental groups: VEH, VEH-aPDT, ZOL and ZOL-aPDT.
The treatment protocol lasted 7 weeks. One day before the beginning of this protocol,
a cotton ligature was installed around the mandibular first molar left to induce
experimental periodontitis (EP). In the VEH and VEH-aPDT groups, the rats received
intraperitoneal injections of 0.45 ml of 0.9% sodium chloride solution (vehicle) every
three days. In the ZOL and ZOL-aPDT groups, the rats received 0.45 ml of the vehicle
plus 100 ug / Kg of zoledronate every three days. Three weeks after the beginning of
the treatment protocol, the ligature was removed and extraction of the mandibular first
molar left was performed. In the VEH and ZOL groups, no local treatment was
performed at the tooth extraction site. In the VEH-aPDT and ZOL-aPDT groups, aPDT
sessions were performed at 0, 2, and 4 days after extraction. For aPDT, 300ul of BUTB
was deposited on the dental extraction site (0.5mg / ml; pre-irradiation time, 60s),
followed by irradiation with low-level laser (laser: InGaAIP; 660nm; 35mW; 74.2J / cm?;
60s). After 28 postoperative days, euthanasia was performed. The hemimandibles
were properly processed to ensure that at the tooth extraction site: 1) clinical analysis;
2) histological analysis of tissue repair; 3) histometric analysis of the Percentage of
Neoformed Bone Tissue (PNFBT); 4) histometric analysis of the Percentage of Non-
Vital Bone Tissue (PNVBT) and; immunohistochemical analysis of TRAP-positive cells.
The data were submitted to statistical analysis with a 5% significance level. The ZOL
and ZOL-aPDT groups showed less TRAP-positive cells when compared with the VEH
and VEH-aPDT groups. The ZOL group showed great compromise in the tissue repair
process, consistent with MRONJ. The groups VEH, VEH-aPDT and ZOL-aPDT
presented a favorable tissue repair process at the dental extraction site. In the ZOL
group, the PNFBT at the tooth extraction site was lower than in the VEH, VEH-aPDT
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and ZOL-aPDT groups. In the ZOL group, PNVBT was higher than in the VEH, VEH-
aPDT and ZOL-aPDT groups. In the ZOL-aPDT group, PNVBT was higher than in the
VEH and VEH-aPDT groups. The use of multiple aPDT sessions, using BuTB and LLL,
at the dental extraction site of senescent rats treated with a high dose of zoledronate
proved to be a safe and effective therapeutic strategy to prevent the occurrence of
MRONJ after tooth extraction.

Keywords: Bisphosphonates. Osteonecrosis. Jaws. Prevention. Photodynamic

therapy
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1 INTRODUCAO

Os bisfosfonatos (BFs) sdo medicamentos utilizados no tratamento de
algumas osteopatias que desencadeiam osteopenia/osteoporose e lesbes
osteoliticas, assim como, na regulacdo de hipercalcemia, no controle da dor 6éssea e
na contencdo da progressdo da metastase Ossea em neoplasias malignas
osteotrépicas'?. Estes medicamentos exercem potente acéo inibitéria sobre o
processo de reabsorcdo 6ssea®. Tais drogas, sdo analogas ao pirofosfato enddgeno,
e que possuem dois grupos de fosfatos ligados covalentemente a um carbono, onde
estdo ligadas a duas cadeias laterais, R1 que medeia a afinidade pelos cristais de
hidroxiapatita, e R2 que €é responsavel pela sua poténcia e outras propriedades
farmacoldgicas®®. Dentre os BFs, o zoledronato é o que apresenta a maior poténcia

relativa?>.

Uma das reacOes adversas ocasionadas pela utilizacdo dos BFs € a
osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa (ONM-M)88, Esta
condicdo patolégica é caracterizada pela presenca de 0sSso exposto na regiao
maxilofacial, por um periodo de tempo maior do que oito semanas, em pacientes
submetidos a tratamento prévio ou atual com droga antirreabsortiva ou anti-
angiogénica e que ndo possuem histéria prévia de radioterapia nos maxilares®®. Sua
incidéncia é de cerca de 0.01% para pacientes que fazem uso de BFs orais, e cerca
de 12%, para pacientes que fazem uso de BFs endovenosos®1°, Além disso, os BFs
tém efeito cumulativo, e esta incidéncia pode atingir 21% dos pacientes apds o terceiro
ano de uso deste tipo de medicamento®1°. Estudos epidemiolégicos mostraram que a
ONM-M acomete com maior frequéncia mulheres com idade avancada. O zoledronato
estd associado com a maioria dos casos. Ha uma predilecdo pela ocorréncia na
mandibula, especificamente na regido dos pré-molares e molares, e a extracao dental

é tida como um dos principais fatores desencadeadores da doencga®1°.

A etiopatogenia da ONM-M é parcialmente compreendida, supostamente
seja de natureza multifatorial. Dentre os supostos fatores etiopatogénicos estdo: a
potente supressdo da atividade reabsortiva dos osteoclastos, o que resultaria no
acumulo de microfraturas no tecido 6ésseo e, consequentemente, em areas de tecido
0sseo ndo vital, favorecendo o estabelecimento de infeccdo com subsequente

aumento da necrose 0ssea; 0 potente efeito antiangiogénico, o que resultaria em
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necrose avascular do tecido ésseo; o favorecimento a infecgéo induzido pelos BFs, os
quais aumentariam a capacidade de adeséo e colonizacdo de bactérias ao tecido
0sseo exposto; o efeito citotoxico destas drogas sobre varias linhagens de células, o
gue resultaria na diminuicdo da capacidade de reparo, tanto dos tecidos moles, quanto
dos tecidos duros da regido bucomaxilofacial e; a falta de resiliéncia na resposta
imunoldgica local, o que comprometeria a resposta protetiva e a reparacao tecidual,

concomitantemente.11-14

A presenca da ONM-M compromete significativamente a qualidade de vida,
além disso, pode haver a rapida progressdo da doenca com consequéncias
devastadoras para o paciente.'>1% Seu tratamento pode ser extremamente longo, se
mostrar falho e deixar graves sequelas.® 1820 A conduta clinica adotada para o
tratamento tem se baseado no estadiamento da ONMM. N&o ha um protocolo padréo
universalmente aceito, mas na maioria dos casos a terapia pode ser medicamentosa
e/ou cirdrgica. A terapia medicamentosa consiste predominantemente no uso
prolongado de agentes antimicrobianos.® 820 A terapia cirtrgica vai da conservadora
a agressiva e consiste desde curetagem e/ou sequestrotomia até resseccao parcial
dos maxilares. & 820 Todavia, a conduta clinica ideal seria aquela capaz de evitar o
desencadeamento da ONMM, ou seja, os tratamento preventivos. Atualmente, a
conduta preventiva sugerida é a antibioticoterapia profilatica, no entanto, estudos

demostram que ela pode ser falha.?*%3

A laserterapia tem sido amplamente empregada na area da saude, em especial
nas diversas especialidades odontoldgicas.?* A terapia fotodinamica antimicrobiana
(aPDT) nao apresenta efeitos adversos e exerce efeitos positivos ao nivel celular e
tecidual, o que a coloca como uma potencial terapia para ONM-M.?>30 A aPDT
consiste no emprego de luz com um comprimento de onda ressonante a banda de
absorcdo de um fotoantimicrobiano (FA), o qual é pré-absorvido seletivamente por
células microbianas, e que na presenca do oxigénio é ativado e promove acgao
fototdxica. Sob irradiacdo apropriada, o FA muda de um nivel de baixa energia (estado
singleto fundamental, 'FA) para um estado singleto de excitacdo com tempo de vida
curta (*FA*), que pode ser convertido em um estado tripleto de excitacdo com tempo
vida longa (°FA*). Na presenca de oxigénio o 3FA* pode gerar altos niveis de espécies
reativas de oxigénio por dois mecanismos: via transferéncia de elétrons para formar
predominantemente radicais superéxido, radicais hidroxila e perdxido de hidrogénio

(mecanismo tipo 1) ou via transferéncia de energia para produzir oxigénio singleto
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altamente reativo (*O2) (mecanismo tipo Il). Estes altos niveis de espécies reativas de
oXxigénio gerados sdo altamente citotoxicos, sendo letais para as células microbianas
que absorveram o FA.?>30 Além da acdo antimicrobiana, estudos mostram que a
aPDT, quando emprega como fonte de luz o laser de baixa poténcia (LBP), também
apresenta efeitos fotobiomodulatérios, tais como, modulagdo da resposta inflamatoria,
da angiogénese, da proliferacéo, da migracao, da diferenciacao e da atividade celular,

eventos essenciais para promover o processo de reparacao tecidual. 333

Um dos fatores importantes que determinam a efichcia da aPDT é o
fotoantimicrobiano, assim como sua dosagem e o tempo de sua permanéncia em
contato com a regido alvo. 3% De maneira geral, um fotoantimicrobiano deve:
proporcionar um alto rendimento quantico de 'Oz; ser fotoestavel; ter um amplo
espectro de agdo antimicrobiana; expressar uma elevada afinidade de ligagdo para
microrganismos e baixa afinidade de ligacao e toxicidade para as células eucariontes
normais; nao apresentar acdo mutagénica; ter baixa toxicidade; apresentar estreita
janela terapéutica, ou seja, ter parametros de inativacdo fotodinamica necessarias
para que as bactérias sejam mortas de forma eficiente sem danos as células

eucaridticas normais. 34-36

Dentre os diversos fotoantimicrobiano, o azul de metileno e azul de toluidina,
sdo 0s mais comumente usados. Ambos pertencem a familia das fenotiazinas. Os dois
fotoantimicrobiano apresentam estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas
similares. O aprimoramento de fotoantimicrobiano, via modificacdes fisico-quimicas
em sua estrutura molecular, tem sido realizado com a finalidade de aumentar a sua
eficiéncia. O butil azul de toluidina (BUAT) é um fotoantimicrobiano fenotiazinico
gerado a partir de modificacdes fisico-quimicas do azul de toluidina.’® Tais
modificacdes foram capazes de melhorar os seus efeitos fotodinAmicos, dentre os
quais estdo, o aumento da capacidade lipofilica e a redu¢do do comportamento de
coagregacao molecular, o que proporciona uma maior capacidade de interagéo celular

e maior eficiéncia na producéo de espécies reativas de oxigénio.3®

Nuernberg et al. (2020)*3 realizaram o primeiro estudo in vivo utilizando aPDT
empregando o BUAT associado ao LBP. Tais autores constataram que esta terapia se
mostrou extremamente efetiva como tratamento adjuvante a raspagem e alisamento
radicular da periodontite experimental. Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro que

propbés o uso da aDPT como estratégia preventiva para evitar a ONM-M pés
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exodontia.3” Foi constatado que a aPDT, empregando um fotoantimicrobiano
tradicional, o azul de metileno, associado ao LBP, melhorou o processo de reparagao
tecidual e evitou a ocorréncia de ONM-M. Uma vez que as modificacbes fisico-
quimicas dos agentes antimicrobianos podem potencializar os seus efeitos
fotodinamicos, a aPDT, empregando o BUAT e LBP, pode aumentar ainda mais a
efetividade desta terapia como uma estratégia preventiva para evitar a ocorréncia da
ONM-M.

Oisentacio do Messrads ~ WYariane DBooatsn Olive



45

6 CONCLUSAO

Dentro dos limites e das condicbes empregadas no presente estudo,
conclui-se que o emprego de multiplas sessbes de aPDT, utilizando um novo agente
antimicrobiano, o BUAT, seguido da irradiagdo com LBP, no sitio de extracao dental
de ratas senescentes tratadas com alta dose de zoledronato se mostrou uma
estratégia terapéutica seguranca e efetiva para evitar a ocorréncia da ONM-M pos-
exodontia.

O emprego da aPDT, utilizando como agente fotoantimicrobiano, o BUAT,
em associagdo com a irradiagédo do LBP se mostrou uma terapia preventiva capaz de:
promover a regeneracgao epitelial, melhorar a reparagéo do tecido conjuntivo, estimular
a neoformacéo do osso alveolar e modular a resposta inflamatério local, evitando

desta forma a ocorréncia da ONM-M pés-exodontia.
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