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RESUMO

A osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa (ONMM) é um grave
efeito adverso que pode ser ocasionado pelo uso de medicamentos com agao antirreabsortiva.
Essa € uma condicdo patoldgica de dificil tratamento, em sendo assim, a prevencdo seria a
estratégia ideal. Estudos mostram que a curcumina (CUR) apresenta acdo anti-inflamatoria,
efeito antimicrobiano e alta capacidade para estimular a reparacdo tecidual, além disso, pode
ser usada como fotossensibilizador na terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT), 0 que a
coloca como uma potencial estratégia terapéutica preventiva para a ONMM. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito da aPDT, empregando CUR e diodo emissor de luz (LED)
azul, no sitio de extracdo dental de ratas que apresentavam alto risco paraa ONMM. Cinquenta
e seis ratas senescentes foram distribuidas em oito grupos experimentais: VEI; VEI-LED; VEI-
CUR; VEI-aPDT; ZOL; ZOL-LED; ZOL-CUR; ZOL-aPDT. O plano de tratamento
medicamentoso teve duracdo de 7 semanas. As ratas dos grupos VEI; VEI-LED; VEI-CUR,;
VEI-aPDT receberam 0,45 ml de veiculo (cloreto de sédio 0,9%). As ratas dos grupos ZOL;
ZOL-LED; ZOL-CUR; ZOL-aPDT receberam o veiculo acrescido de 100 ug/Kg de
zoledronato. O veiculo e o zoledronato foram administrados a cada 72 horas pela via
intraperitoneal. Decorridas 3 semanas de tratamento todas as ratas foram submetidas a
exodontia do primeiro molar inferior. Nos grupos VEI-LED e ZOL-LED foram efetuadas 4
sessOes de irradiagdo com LED. Nos grupos VEI-CUR e ZOL-CUR foram efetuadas 4 sessoes
de deposicdo de CUR. Nos grupos VEI-aPDT e ZOL-aPDT foram efetuadas 4 sessdes de aPDT
empregando a CUR e o LED. Os tratamentos locais foram efetuados aos 0, 2, 4 e 6 dias pos-
operatorios. Decorridos 28 dias pds-operatdrios foi realizada a eutanasia. As hemimandibulas
foram devidamente processadas para que se pudesse ser efetuado no sitio de extracdo dental: 1)
andlise clinica; 2) analise histol6gica da reparacdo tecidual; 3) andlise histométrica da
porcentagem de Tecido Osseo Neoformado (TONF) e Tecido Osseo Nao Vital (TONV) e; 4)
andlise imunoistoquimica para os marcadores VEGF, TGFB1, BMP2/4 ¢ OCN. Os grupos ZOL
e ZOL-LED apresentaram severo comprometimento do processo de reparo alveolar, menor
porcentagem de TONF, maior porcentagem de TONV e baixo padréo de imunomarcacgéo para
VEGF, TGFB1, BMP2/4 e OCN. Quando comparados com esses grupos, os grupos ZOL-CUR
e ZOL-aPDT apresentaram um curso do processo de reparacdo tecidual favoravel, maior
porcentagem de TONF, menor porcentagem de TONV e padrdo de imunomarcacdo de
moderado a alto para VEGF, TGFB1, BMP2/4 e OCN. Os grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT
mostraram muita similaridade com o grupo VEI na maioria dos parametros avaliados neste
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estudo. Quando ZOL-CUR e ZOL-aPDT sdo comparados entre si, este ultimo se mostrou
superior em alguns dos parametros. Conclui-se que a curcumina exerce efeitos positivos sobre
0 processo de reparo alveolar em ratas senescentes tratadas com altas doses de zoledronato. Os
efeitos benéficos sobre a reparacdo tecidual sdo potencializados quando a curcumina é
associada a irradiacdo com LED azul, ou seja, na aPDT. O uso da curcumina, irradiada ou nao
com LED azul, evitou a ocorréncia ONMM.

Palavras-chave: zoledronato, osteonecrose, terapia fotodindmica antimicrobiana e curcumina



ABSTRACT

Osteonecrosis of the jaws associated with drug therapy (ONMM) is a serious adverse
effect that can be caused by the use of drugs with antiresorptive action. This is a pathological
condition that is difficult to treat, so prevention would be the ideal strategy. Studies show that
curcumin (CUR) has anti-inflammatory action, antimicrobial effect and high capacity to
stimulate tissue repair, in addition, it can be used as a photosensitizer in antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT), which makes it a potential therapeutic strategy. preventive
action for the ONMM. The aim of the present study was to evaluate the effect of aPDT, using
CUR and blue light-emitting diode (LED), at the dental extraction site of rats at high risk for
NMM. Fifty-six senescent rats were divided into eight experimental groups: VEI; VEI-LED;
VEI-CUR; VEI-aPDT; ZOL; ZOL-LED; ZOL-CUR; ZOL-aPDT. The drug treatment plan
lasted 7 weeks. The rats of the VEI groups; VEI-LED; VEI-CUR; VEI-aPDT received 0.45 ml
of vehicle (0.9% sodium chloride). The rats of the ZOL groups; ZOL-LED; ZOL-CUR; ZOL-
aPDT received the vehicle plus 100 ng/Kg of zoledronate. The vehicle and zoledronate were
administered intraperitoneally every 72 hours. After 3 weeks of treatment, all rats underwent
extraction of the lower first molar. In the VEI-LED and ZOL-LED groups, 4 sessions of LED
irradiation were performed. In the VEI-CUR and ZOL-CUR groups, 4 CUR deposition sessions
were performed. In the VEI-aPDT and ZOL-aPDT groups, 4 aPDT sessions were performed
using CUR and LED. Local treatments were performed at 0, 2, 4 and 6 postoperative days.
After 28 postoperative days, euthanasia was performed. The hemimandibles were properly
processed so that the following could be performed at the tooth extraction site: 1) clinical
analysis; 2) histological analysis of tissue repair; 3) histometric analysis of the percentage of
Neoformed Bone Tissue (TONF) and Non-Vital Bone Tissue (TONV) and; 4)
immunohistochemical analysis for VEGF, TGF1, BMP2/4 and OCN markers. The ZOL and
ZOL-LED groups showed severe impairment of the alveolar repair process, lower percentage
of TONF, higher percentage of TONV and low immunostaining pattern for VEGF, TGFp1,
BMP2/4 and OCN. When compared with these groups, the ZOL-CUR and ZOL-aPDT groups
showed a favorable course of tissue repair, higher percentage of TONF, lower percentage of
TONV and moderate to high immunostaining pattern for VEGF, TGFB1, BMP2/4 and OCN.
The ZOL-CUR and ZOL-aPDT groups showed a lot of similarity with the VEI group in most
of the parameters evaluated in this study. When ZOL-CUR and ZOL-aPDT are compared, the
latter proved to be superior in some of the parameters. It is concluded that curcumin exerts
positive effects on the alveolar repair process in senescent rats treated with high doses of
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zoledronate. The beneficial effects on tissue repair are potentiated when curcumin is associated
with blue LED irradiation, that is, in aPDT. The use of curcumin, whether or not irradiated with
blue LED, prevented the occurrence of ONMM.

Keywords: zoledronate, osteonecrosis, antimicrobial photodynamic therapy and curcumin
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INTRODUCAO

Os bisfosfonatos

Os bisfosfonatos (BPs) consistem atualmente em uma das linhas de farmacos utilizados
para o tratamento de osteopatias como osteoporose, doenca de Paget, osteogénese imperfeita,
mieloma multiplo ou para controle da progressao de metastase 6ssea, hipercalcemia e dor 6ssea
em neoplasias malignas osteotropicas, tais como tumores de mama, prostata, pulmao e rim
(DRAKE et al., 2008; ZHANG et al., 2021).

Os BPs administrados por via oral foram aprovados para o tratamento de osteoporose e
osteopenia, assim como para condi¢fes menos recorrentes como doenca de Paget e osteogénese
imperfeita na infancia. Sua eficécia clinica nesses casos é bem estabelecida e reflete o fato de
190 milhdes de BPs terem sido prescritos ao redor do mundo (RUGGIERO et al., 2009;
RUGGIERO et al., 2014).

Quando administrados por via intravenosa geralmente sdo utilizados no tratamento e
gestdo de condigbes relacionadas ao cancer, incluindo hipercalcemia maligna e metastases
Osseas relacionadas a tumores de mama, prostata, pulmdo, além das lesGes liticas que
configuram o mieloma multiplo. Eles tém mostrado efeito positivo na qualidade de vida para
pacientes com cancer avancado que envolve os 0ssos, e, em 2002, o acido zoledrénico foi
aprovado para essa indicacdo pela US Food and Drug Administration (RUGGIERO et al., 2009;
RUGGIERO et al., 2014).

Essa classe de farmacos é caracterizada por possuir uma estrutura quimica analoga ao
pirosfosfato, representada por dois grupamentos fosfato ligados covalentemente a um carbono
central (P-C-P). A este carbono central estdo ligadas duas cadeias laterais, sendo R1 a
mediadora pela afinidade aos cristais de hidroxiapatita e R2 a responsavel pela poténcia e
propriedades farmacolégicas de cada BP (ROGERS et al., 2011). Pequenas alteracbes na
estrutura da cadeia R2 podem mudar drasticamente o efeito e poténcia antirreabsortiva desses
farmacos (DUNFORD et al., 2001).

Os BPs podem ser divididos em duas classes, as quais se diferenciam pela presencga ou
ndo de nitrogénio em sua cadeia lateral R2 (ROGERS et al., 2011), essa presenca ou auséncia
de nitrogénio tem como consequéncia alteracdo do mecanismo de acdo dos farmacos
(EBETINO et al., 2011).

Os BPs nédo nitrogenados séo endocitados pelos osteoclastos e convertem-se em uma

molécula ndo funcional que compete com a adenosina trifosfato (ATP) no metabolismo
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energético da célula. Essas substancias tém acdo citotoxica e 0 seu acimulo no interior da célula
resulta na apoptose dos osteoclastos (EBETINO et al., 2011; ROGERS et al., 2011).

Os BPs nitrogenados sdo capazes de alterar o metabolismo 6sseo pela inibi¢ao da via do
mevalonato, através da inativacdo da enzima farnesil difosfato sintase (DUNFORD et al., 2001)
(figura 1). A inativacdo dessa enzima inibe a formagdo de farnesil difosfato e geranilgeranil
difosfato, os quais sdo essenciais para prenilagdo de proteinas, dentre as quais estdo Ras, Rho e
Rac (LUCKMAN et al., 1998) (figura 1), que séo tidas como os alvos do efeito dessa classe de
BPs. Essas proteinas se relacionam com a inducao de apoptose prematura de osteoclastos ativos,
inibicdo da osteoclastogénese (ABE et al., 2012) e especialmente com significativas alteragdes
na dindmica do citoesqueleto destas células, impossibilitando a formacdo da zona clara e da
zona pregueada nos osteoclastos, as quais sdo essenciais para a interacao da célula com a matriz
Ossea e para a formacdo do microambiente propicio para o inicio da atividade reabsortiva,
respectivamente (COXON e ROGERS, 2003; ORY et al., 2008; EBETINO et al., 2011,
ROGERS et al., 2011) (figura 1).

N-BPs .
7 s Osteoclasto
OH T OH
OO=pPp—(=—p=0
I I ' ACETOACETIL-CoA
OH OH OH ACETIL-CoA
FMUCod i [ imibigdo da apopiose ]
N L
HBAC- Ll [ promogiio de exocitose J
/ HMCAC oA mwoduiase I
MEVALONATO l transporte vesicular ]
i |
/ e [ rearranjo do citoesqueleto I
GERANIL DIFOSFATO [_‘ N-BPs I
[ alteraghes morfologicas ]
/ ey dthesfmn vimw: T
FARNESIL DIFOSFATO PRENILACAO DE
Greramihgeram! difs fati sirane PEQUENAS GTPases
GERANILGERANIL DIFOSFATO Ras Rho Rac

Figura 1: Estrutura molecular dos bisfosfonatos nitrogenados e esquema representativo da via
do mevalonato no osteoclasto, com destaque para o local de atuagéo destes farmacos. (Extraido
de TORO, L. F. Avaliacdo do processo de reparo peri-implantar em ratas tratadas com
dose oncologica ou dose osteoporotica de zoledronato. 2019. 75 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2019).
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A osteonecrose dos maxilares

O uso dos BPs pode causar reagdes adversas, dentre as quais podemos destacar na area
de atuacdo da odontologia, a osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa
(ONMM), que foi definida de acordo com a American Association of Oral and Maxillofacial
Surgeons (AAOMS) em 2014, como: “(1) 0sso exposto na regido maxilofacial que ndo cicatriza
dentro de 8 semanas ap0s identificacdo; (2) apds exposicdo a um agente anti-reabsortivo; e (3)
sem historico de radioterapia na regido craniofacial” .

No entanto, com base nas recomendacdes mais recentes (2020) a ONMM é definida como
uma “reagdo adversa ao medicamento, descrita como a progressiva destruicao e morte do 0sso
gue acomete a mandibula e maxila de pacientes expostos ao tratamento com medicamentos
conhecidos por aumentar o risco da doenca, na auséncia de um tratamento de radiacdo anterior”
(CAMPISI et al., 2020).

Ruggiero et al (2014) preconizam os seguintes estadiamentos para a ONMM:

Paciente de risco: N@o ha osso necrotico exposto. O paciente é assintomatico, entretanto
estd sendo tratado com farmaco antirreabsortivo ou antiangiogénico, por via intravenosa ou
oral.

Estagio 0: N&do ha evidéncia clinica de 0sso necrético exposto, mas estdo presentes
sintomas clinicos ndo especificos (odontalgia que ndo pode ser explicada por causa
odontoldgica; dor na maxila ou na mandibula que pode se irradiar para a articulacdo
temporomandibular; dor sinusal; alteracdo de funcédo neurossensorial), achados clinicos (perda
dentéria ndo causada por doenca periodontal crénica; fistula periapical ou periodontal ndo
associada com necrose pulpar, trauma ou restauracdes), ou achados radiograficos (perda ou
reabsorcéo Ossea alveolar ndo relacionada a doenca cronica periodontal; mudancas no padrao
do trabeculado 6sseo; regides de esclerose 6ssea envolvendo o 0sso alveolar ou 0 0SS0 ao seu
redor; alteragdes do ligamento periodontal).

Estagio I: Osso exposto/necrotico ou fistula que quando sondada chega até o 0sso em
paciente assintomaético e sem evidéncia de infeccdo. Esses pacientes podem apresentar 0s
achados radiogréaficos descritos no estagio 0.

Estagio I1: Osso exposto/necrotico ou fistula que quando sondada chega até o 0sso com
evidéncia de infeccdo. Esses pacientes sdo tipicamente sintomaticos. Também podem

apresentar os achados radiograficos descritos no estagio 0.
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Estégio 111: Osso exposto/necrotico ou fistula que quando sondada chega até o 0sso com
evidéncia de infeccdo e ao menos uma das caracteristicas seguintes: Osso necrético exposto se
estendendo além da regido do osso alveolar, fratura patoldgica, fistula extraoral, comunicacao
com seios ou com a cavidade nasal, osteolise se estendendo a borda inferior da mandibula ou
para o assoalho do seio.

Em pacientes que fazem uso de BPs administrados por via oral a ONMM é uma condicéo
de baixa ocorréncia. Em um estudo com mais de 13.000 pacientes, foi verificado que a ONMM
foi relatada em apenas 0,1% dos pacientes que receberam terapia oral de longo prazo com BPs
(10 casos a cada 10.000), aumentando para 0,21% em pacientes com terapia decorrida por mais
de quatro anos (21 casos a cada 10.000) (LO et al., 2010; RUGGIERO et al., 2014).

Em pacientes que fizeram o uso intravenoso de BPs como terapia para a osteoporose, a
ocorréncia de ONMM também ¢é de baixa frequéncia. Em um estudo que acompanhou pacientes
expostos a terapia intravenosa com zoledronato para o tratamento de osteoporose durante trés
anos, evidenciou-se uma taxa de 0,017% de ONMM (1,7 casos a cada 10.000) (GRBIC et al.,
2010; RUGGIERO et al., 2014). Uma extensdo desse estudo por seis anos, nao verificou
alteracdes nessa porcentagem (BLACK et al., 2012; RUGGIERO et al., 2014).

Entretanto, no caso de pacientes que fazem uso dos BPs por via intravenosa, como 0
zoledronato, utilizado para complementacdo de terapia oncoldgica, a incidéncia da ONMM
atinge de 0,7 a 6,7% dos pacientes (COLEMAN et al., 2011; RUGGIERO et al., 2014).

A duracdo do tratamento com a medicacao antirreabsortiva é um fator de risco para o
desenvolvimento da ONMM, para pacientes tratados durante um ano com zoledronato, a
incidéncia é de 0,6%, aumentando para 0,9% aos dois anos e 1,3% aos trés anos (HENRY et
al., 2011; ALJOHANI et al., 2017).

Idade e sexo também sdo considerados fatores de risco para a ocorréncia da ONMM. A
maior prevaléncia em mulheres, reflete o fato de os bisfosfonatos serem mais prescritos a essa
parte da populacdo (osteoporose, cancer de mama) (RUGGIERO et al., 2014). A ONMM
acomete com maior frequéncia pacientes do sexo feminino (73%), com idade avangada (em
média 66 anos e uma variacgao entre 42-90 anos de idade) (OTTO et al., 2011).

Existem poucas informacOes acerca de riscos relacionados a anatomia na literatura
(RUGGIERO et al., 2014), a maior ocorréncia se da na mandibula (73%) em relacdo a maxila
(22,5%), mas a ONMM também pode estar presente em ambas concomitantemente (4,5%)
(SAAD et al., 2012; RUGGIERO et al., 2014).
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Doencas dentais inflamatorias pré-existentes também séo consideradas fatores de risco,
como por exemplo doenca periodontal ou periapical (RUGGIERO et al., 2014). Em pacientes
em tratamento de cancer, os quais desenvolveram ONMM, condig¢des inflamatorias dentais pré-
existentes estdo presentes em 50% dos casos (SAAD et al., 2012; RUGGIERO et al., 2014).

Cirurgias dentoalveolares séo consideradas o maior fator de risco para o desenvolvimento
das ONMMs, sendo a extracdo dentéria um evento predisponente comum (52-61%). Pacientes
que utilizam BPs intravenosos e foram submetidos a cirurgias dentoalveolares séo no minimo
sete vezes mais susceptiveis a desenvolver ONMM do que pacientes que nao foram submetidos
a cirurgias dessa natureza (RUGGIERO et al., 2009).

Os corticosterdides estdo associados a um aumento da ocorréncia da ONMM (SAAD et
al., 2012), assim como agentes antiangiogénicos, quando administrados concomitantemente
com farmacos antirreabsortivos, séo relacionados a um aumento da incidéncia de ONMM
(RUGGIERO et al., 2014).

A American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) recomenda que
0s pacientes que iniciardo o tratamento com BPs se submetam a avaliagdes dentarias e recebam
0 tratamento necessario antes de comecarem a terapia com BPs, entretanto assume que
intervengdes dentais preventivas podem efetivamente reduzir, mas ndo eliminar, o risco de
ONMM. Uma vez sendo necessario o tratamento dentéario ja tendo sido iniciada a terapia com
BPs, o ideal seria a paralizacdo do uso da medicacdo por trés meses antes e trés meses depois
do procedimento, se as condi¢des sistémicas permitirem e, quando possivel, procedimentos que
envolvam injdria dssea direta devem ser evitados (RUGGIERO et al., 2009). Entretanto sabe-
se que em muitas situacOes ndo existe a possibilidade da interrupcdo do tratamento
medicamentoso e ndo é possivel que o procedimento odontolégico seja postergado ou evitado.

A etiopatogenia das ONMM ainda nao esta totalmente elucidada. Modelos experimentais
em animais tém direcionado as pesquisas cientificas, no entanto, em funcdo de os modelos
experimentais e os protocolos medicamentosos serem muito diversificados, os resultados se
mostram escassos, incongruentes e muitas vezes contraditorios (SONIS et al., 2009; SENEL et
al., 2010; MAAHS et al., 2011; MARINO et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2012; BARBA-
RECREO et al., 2013; CONTE NETO et al., 2013; TSURUSHIMA et al., 2013; ZHANG et al.,
2021).

Dentre os fatores etioldgicos envolvidos com a ocorréncia da ONMM estéo: a potente
supressdo da atividade reabsortiva dos osteoclastos, o que resulta no acimulo de microfraturas

no tecido 0sseo e consequentemente areas de tecido ésseo ndo vital, o que seria capaz de
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favorecer o estabelecimento de necrose; o efeito citotoxico dos BPs sobre as células dos tecidos
que compdem a mucosa bucal, o que resultaria na diminuigdo da capacidade de reparo dos
tecidos moles; o potente efeito antiangiogénico dos BPs, o que resultaria em necrose avascular
do tecido dsseo; o favorecimento a infeccdo induzida pelos BPs, 0s quais aumentam
sobremaneira a capacidade de adesdo e colonizagdo de bactérias ao tecido 6sseo exposto
(ALLEN e BURR, 2009; SIDDIQI et al., 2009; MIGLIORATI et al., 2011; SHANNON et al.,
2011; BADEL et al., 2013; RUGGIERO et al., 2014; LEE et al., 2017).

Apbs o estadiamento clinico da doenca, os tratamentos podem ser direcionados, e
atualmente estdo caracterizados por diferentes abordagens clinicas que variam de acordo com
0 estagio da doenca, compreendendo desde bochechos com gluconato de clorexidina 0,12%,
antibioticoterapia, até debridamento cirurgico da lesdo, que em alguns casos pode consistir em
mandibulectomia ou maxilectomia parcial (WEITZMAN et al., 2007; RUGGIERO et al., 2009;
HANASONO et al., 2013; RUGGIERO et al., 2014).

Com o intuito de prever quais pacientes sdo 0s mais susceptiveis ao desenvolvimento da
ONMM, Marx et al (MARX et al., 2007) propuseram como exame complementar a dosagem
sérica do telopeptideo C terminal do colageno tipo I (CTX). Um nivel sérico de CTX acima de
150 pg/ml representa 0 minimo risco para o desenvolvimento da ONMM, baseado nisso,
intervencgdes cirurgicas odontoldgicas estariam indicadas em tais pacientes (MARX et al.,
2007). No entanto, em um estudo detalhado, Kim et al. (2013) avaliaram o nivel sérico de
diversos biomarcadores e sua correlacdo com o desenvolvimento de ONMM ap6s intervencdes
cirirgicas odontoldgicas. Tais autores investigaram 0s niveis séricos de osteocalcina,
desoxipiridinolina, fosfatase alcalina especifica do o0sso, hormdnio paratireoideano,
telopeptideo N terminal do coladgeno | (NTX) e CTX e concluiram que ndo ha evidéncia
suficiente para se correlacionar o nivel sérico de qualquer um destes biomarcadores, incluindo
o0 CTX, com o risco de desenvolver ONMM (KIM et al., 2013). Por mais que tais exames
complementares pudessem nos dar alguma previsibilidade sobre o risco de desenvolvimento de
ONMM, néo configuram uma medida profilatica. Além disso, por mais que uma intervencao
cirurgica odontolégica possa ser contraindicada levando-se em consideragdo o nivel sérico de
um determinado biomarcador, em alguns casos ela ndo pode ser muito protelada, o que reforca
a necessidade de protocolos terapéuticos preventivos para evitar a ONMM.

Um protocolo preventivo ideal seria aquele que apresentasse grande eficacia e nenhum
ou despreziveis efeitos adversos. Atualmente tem sido sugerida a prescricdo de

antibioticoterapia profilatica em pacientes que fazem uso crénico de BPs e necessitam de
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intervencdes odontoldgicas invasivas, especialmente exodontia (LITTLE et al., 2008;
HOEFERT e EUFINGER, 2011; LOPEZ-JORNET et al., 2011; RUGGIERO et al., 2014). No
entanto, alguns estudos em animais e em humanos demonstraram que a antibioticoprofilaxia
pode falhar na prevencéo da ocorréncia de ONMM (HOEFERT e EUFINGER, 2011; LOPEZ-
JORNET etal., 2011; WILLIAMS et al., 2020).

Isso ocorre justamente porque tal conduta estd baseada no empirismo, pois ndo ha
comprovacao cientifica de que a ONMM seja um evento desencadeado ou sustentado por um
processo infeccioso, o que explicaria o insucesso da antibioticoterapia profilatica em algumas
situacbes. Soma-se a isso o fato de o uso inadequado de um antimicrobiano na
antibioticoprofilaxia poder ser capaz de gerar cepas de bactérias antibidtico-resistentes,
predispor ao desenvolvimento de superinfeccdes, ocasionar reacdes alérgicas e interagir com
outras drogas, especialmente em pacientes oncoldgicos cujo tratamento envolve a utilizacao
concomitante de diversos medicamentos para o tratamento da doenca de base (KUNIN et al.,
1990; PAGE et al., 1993; LITTLE et al., 2008; RUGGIERO et al., 2014; WILLIAMS et al.,
2020).

A aPDT como terapia para a osteonecrose dos maxilares

Uma proposta de terapia preventiva para ONMM que merece ser avaliada € a terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT). A aPDT consiste em uma reagdo fotoquimica oxigénio-
dependente, que ocorre sob acdo da luz, na qual a ativacdo de um agente fotossensibilizador
gera espécies de oxigénio altamente reativo e citotdxico, predominantemente o oxigénio
singleto. Deste modo, tem-se uma cascata de eventos oxidativos que levam a morte bacteriana
(ATHAR et al., 1988; GARCIA-DIAZ et al., 2016; MYLONA et al., 2020).

Diante de sua capacidade antimicrobiana, do seu efeito bioestimulatorio e da auséncia de
efeito adverso, a aPDT poderia se mostrar efetiva como proposta terapéutica preventiva para
quem faz uso cronico de BPs e necessita de intervencBes odontoldgicas invasivas.

ERVOLINO et al. (2019) foi o primeiro estudo que empregou a aPDT como estratégia
terapéutica preventiva paraa ONMM. Tais autores empregaram ratas senescentes tratadas com
dose oncoldgica de zoledronato, submetidas a exodontia do molar inferior e tratadas localmente
com aPDT. Foi verificado que a aPDT melhorou o processo de reparo alveolar e evitou a
ocorréncia da ONMM. A aPDT foi capaz de promover a regeneragdo epitelial, modular a
resposta inflamatoria local, melhorar a reparacdo do tecido conjuntivo e estimular a
neoformacéo Ossea alveolar (ERVOLINO et al., 2019).
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O azul de metileno e o azul de toluidina vém sendo extensivamente utilizados como
fotossensibilizadores na pesquisa odontoldgica, e tém mostrado eficacia quando utilizados nos
protocolos de aPDT (STATKIEVICZ et al., 2018; ERVOLINO et al., 2019; SOUZA et al.,
2021b), todavia, o uso desses fotossensibilizadores, que sdo estimulados por luz vermelha,
podendo ser esta emitida por LED ou laser (aproximadamente 660nm) (MAINWRIGHT et al.,
2017), implica necessariamente na aquisicdo de um aparelho especifico.

A Curcumina

O uso de plantas medicinais esta relacionado a medicina popular de diferentes partes do
mundo. Produtos naturais provenientes de plantas, fungos, bactérias e outros organismos
continuam a ser usados em preparagdes farmacéuticas até os dias atuais, quer como compostos
puros ou extratos. Existe uma grande variedade de compostos que podem ser extraidos e
caracterizados a partir das plantas, assim como a Curcuma longa L.(ARAUJO e LEON, 2001).

A utilizacdo de produtos naturais e fitoterapicos tornou-se uma pratica integrativa e
complementar a salde, a qual vem sendo amplamente conhecida e reconhecida pela préatica do
profissional cirurgido-dentista, desde 2008, com a introducdo da Resolucdo n°. 082/2008,
regulamentada pelo Conselho Federal de Odontologia (CFO) e inserida pela Politica Nacional
de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC), do Ministério da Satde (MONTEIRO e
FRAGA, 2015).

Os produtos a base de plantas possuem atividade biolégica complexa, associada a um
bom perfil de seguranca, biocompatibilidade, baixo impacto a0 meio ambiente e custos mais
baixos. Além disso, 0s compostos sintéticos tradicionais sdo mais associados a efeitos colaterais
do que os compostos fitoterapicos (GOSCINIAK et al., 2021). Muitos produtos fitoterapicos
também se mostram extremamente interessantes, por possuirem métodos de utilizacdo nédo
invasivos, 0 que gera pouco ou nenhum efeito colateral. (SOUZA et al., 2021a)

A Curcuma longa L. pertence a familia Zingiberaceae, € uma erva perene distribuida ao
longo das regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo extensamente cultivada nos paises
asiaticos, principalmente india e China. Como um p6, chamado agafréo, tem sido usada como
aromatizante e tempero. A medicina tradicional indiana utiliza o agafrdo contra desordens
biliares, anorexia, coriza, tosse, feridas diabéticas, desordens hepaticas, reumatismos e sinusite
(ARAUJO e LEON, 2001).

O principio da coloracdo do acafrdo foi isolado no século X1X e nomeado de Curcumina,

possui cor amarelada (figura 3) e é o maior componente da Curcuma longa L., sendo
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responsavel pela sua atividade anti-inflamatéria. Sua estrutura quimica (figura 2) foi
determinada por Roughley e Whiting em 1973, possui seu ponto de fusdo entre 176-177°C e
ndo é sollvel em agua, podendo ser solubilizada em etanol, alcalis, acetona, acido acético e
cloroférmio. (ARAUJO e LEON, 2001). Tem sido utilizada por séculos na gastronomia e como
medicagdo com uma grande variedade de indicag0es, incluindo tratamento de lesdes, doencas
do figado e controle microbiano (HAUKVIK et al., 2009).
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Figura 2: Estrutura quimica da Curcumina (ARAUJO e LEON, 2001)

A curcumina nédo exibe efeitos toxicos in vitro ou in vivo e se mostra segura mesmo
quando utilizada em altas doses (ARAUJO et al., 2014; MOGHADMTOUSI et al., 2014)
possuindo pico de absorcdo amplo, contido entre 300-500nm (BRUZELL et al., 2005;
ARAUJO et al., 2014). Ha estudos que sugerem que a curcumina possui efeitos anti-
inflamatdrios, antimicrobianos, antifungicos (MARTINS et al., 2009; AGGARAWAL et al.,
2015), anti-carcinogénicos (BRUZELL et al., 2005; JOSHI et al., 2021), antioxidantes
(UNNIKRISHNAN e RAO, 1995), anti-protozoarios (RASMUSSEN et al., 2000) e antivirais
(EIGNER e SCHOLZ, 1999).

Também vem sendo reportado o seu potencial indutor de apoptose de varias linhagens
celulares e sua habilidade de interagir com biomarcadores como citocinas e proteinas
apoptoticas (NF-kB, COX-2, LOX, STATS3, Prostaglandina E2, etc) (JOSHI et al., 2021).

Um dos seus efeitos mais explorados e estudados, € o anti-inflamatério, o qual vem sendo
abordado em estudos experimentais e clinicos. Associado a isso, a curcumina vem
demonstrando capacidade de inibir muitas moléculas mediadoras do processo inflamatorio
como a cicloxigenase-2 (Cox-2), leucotrienos, interleucinas, hialuronidase, 0xido nitrico,
lipoxigenase, fator de necrose tumoral alfa (TNFa), prostaglandinas e outros mediadores
envolvidos na inflamagdo (CHAINANI-WU, 2003; JURENKA, 2009; ZHOU et al., 2013;
FADUS et al., 2017; JOSHI et al., 2021).
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Existe uma gama de artigos na literatura relatando a capacidade anti-inflamatéria de
componentes da curcumina (THEODORO et al., 2017; DAVE et al., 2018; MAULINA et al.,
2018; FOROUNZAFAR et al., 2020; ROCHA et al., 2020; SOUZA et al., 2021b; TERBY et
al., 2021), tendo sido estudados dois tipos de situacdo: modelos de inflamacdo cronica,
demonstrando a fase proliferativa da inflamagdo; e modelos de inflamacdo aguda,
caracterizando a capacidade da curcumina de inibir o desenvolvimento do processo
inflamatério (ARAUJO e LEON, 2001).

Tendo em vista que muitos procedimentos odontoldgicos estdo intimamente relacionados
a processos inflamatorios, e sendo a cavidade oral um ambiente rico em microrganismos, 0 uso
da curcumina na odontologia visando suas propriedades anti-inflamatoria e antimicrobiana vem
sendo objeto de estudo de muitos pesquisadores (ZHOU et al., 2013; NEELAKANTAN et al.,
2015; DEVARAJ et al.,, 2016; THEODORO et al., 2017; MAULINA et al., 2018;
FOROUNZAFAR et al., 2020; ROCHA et al., 2020; SHI et al., 2021; SOUZA et al., 2021a;
SOUZA et al., 2021b; TERBY et al., 2021).

A curcumina vem sendo utilizada em pesquisas odontoldgicas como irrigante subgengival
associada a raspagem e alisamento radicular (SIDDHARTH et al., 2020; TERBY et al., 2021),
na forma de enxaguante (ROCHA et al., 2020), pasta de dente (DAVE et al., 2018) ou carreada
com membranas reabsorviveis (ANITHA et al., 2015; TERBY et al., 2021).

A aPTD empregando a curcumina como fotossensibilizador
Existe a sugestdo de que a interacdo com a luz possa potencializar os efeitos da curcumina
(DOVIGO et al., 2011) e que a mesma apresenta efeitos fototdxicos potentes ainda que em
quantidades micromolares (ARAUJO et al., 2014), o que sugere interacdo favoravel entre a luz
e a curcumina, a qual poderia ser utilizada como fotossenssibilizador.
Devido a cor amarela/alaranjada da curcumina (figura 3), seu espectro de estimulo esta
por volta de 400-500 nm, o que corresponde a luz azul (SOUZA et al., 2021b). Esse fato é
extremamente interessante para o cirurgido dentista, tendo em vista que o aparelho de LED azul
€ um equipamento presente no consultério odontolégico para promover a polimerizacdo de
alguns materiais odontoldgicos rotineiramente utilizados na préatica clinica, o que nao implicaria
na aquisicdo de um outro equipamento (ARAUJO et al., 2014; SOUZA et al., 2021b)
Rocha et al., (2020) demonstraram que a associacdo entre um enxaguante bucal de
curcumina associada a aPDT com luz de LED, foi efetiva na redugdo microbiana in vitro, com

uma diminuicéo significativa na contagem de E. coli e C. albicans. (ROCHA et al., 2020). Além
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da reducéo de microorganismos, foi comprovada a interagédo entre a curcumina e 0 aumento da
diferenciacdo osteogénica em células provenientes do ligamento periodontal (SHI et al., 2021).

A curcumina também foi utilizada como irrigante para descontaminacdo da camara pulpar
e canal radicular durante o tratamento endoddntico, demonstrando resultados promissores na
desinfeccgéo, provavelmente associados a capacidade de causar danos as membranas bacterianas
(NEELAKANTAN et al., 2015; DEVARAJ et al., 2016). Quando o uso intracanal foi associado
a luz de LED, os resultados sdo ainda mais promissores (DA FROTA et al., 2015).

Foi verificado que aPDT utilizando curcumina como fotossensibilizador e o LED azul
como fonte de luz se mostrou efetiva no tratamento de periodontite experimental em ratos, uma
vez que houve reducdo da severidade do processo inflamatério e controle da perda Gssea por
diminuicdo do recrutamento e atividade dos osteoclastos (THEODORO et al., 2017)

Maulina et al., (2018) demonstraram que ap6s a exodontia de terceiros molares
impactados, 0s pacientes tratados com curcumina, apresentaram um bom controle do quadro
doloroso e do processo inflamatorio (MAULINA et al., 2018).

As principais vantagens na utilizacdo da curcumina consistem no fato que de que a mesma
é economicamente vantajosa, de facil obtencéo, uso e aplicacéo, além de possuir alta eficiéncia
(ARAUJO et al., 2012).

Alguns estudos avaliam o efeito da aPDT usando a curcumina como fotossensibilizador
associada ao diodo emissor de luz azul (LED) como fonte de luz (DOVIGO et al., 2011;
ARAUJO et al., 2012; ARAUJO et al., 2014; LEITE et al., 2014; DA FROTA et al., 2015;
PASCOAL et al., 2015; SHEEDHAR et al., 2015; THEODORO et al., 2017; ROCHA et al.,
2020), nesses estudos, as propriedades da curcumina se mostraram bem estabelecidas e tem tido
sucesso quando associadas ao LED.

Entretanto pouco se sabe sobre o efeito da aPDT com curcumina associada a luz de LED,
sobre area de extracdo dental no processo de reparo alveolar em ratas com alto risco para a
osteonecrose dos maxilares. Além das vantagens ja atribuidas a curcumina, vale ressaltar que,
em relacéo as fontes de luz, o LED se apresenta como ferramenta flexivel, leve e esta presente
na rotina do consultdrio odontoldgico, podendo ser utilizado na aPDT sem requerer a aquisi¢do
de um novo equipamento (ARAUJO et al., 2014).
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Figura 3: Extracéo e coloragdo caracteristica da curcumina. (GOEL et al., 2008)
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Objetivo



OBJETIVO

Avaliar o efeito da aPDT, empregando curcumina e LED azul, no sitio de extracdo dental de

ratas senescentes que apresentam alto risco para a ONMM.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Todos 0s experimentos propostos neste projeto utilizaram animais de experimentacéo
tendo em vista a inexisténcia de método alternativo. Foram tomadas todas as medidas cabiveis
para se minimizar o nimero de animais utilizados, assim como evitar o seu sofrimento. O
protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba (Protocolo FOA n° 00565-2018) (anexo 1). Os procedimentos de
manipulacdo experimental foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo
“Guide to the care and use of experimental animals” e “Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal” (COBEA).

No presente estudo foram utilizadas 56 ratas senescentes (14 — 16 meses de idade) da
linhagem Wistar (Rattus novergicus) com peso corporal compreendido entre 350 — 450g. Os
animais foram obtidos no Biotério Central do Instituto de Biociéncias de Botucatu e foram
mantidos no Biotério de Experimentacdo da Disciplina de Histologia e Embriologia da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA-UNESP) sob as seguintes condicdes: ciclo de
12 horas de claro e 12 horas de escuro, temperatura ambiente de 22 *+ 2°C, sistema de
ventilagdo/exaustao permitindo 20 trocas de ar por hora, umidade relativa do ar em torno de 55
+ 5%, acondicionamento em gaiolas plasticas (33x40x17cm) (3 animais por gaiola), onde

tiveram livre acesso ao alimento e a dgua.

Delineamento experimental

- Protocolo de habituacdo dos animais

Ao serem trazidos do Biotério Central do Instituto de Biociéncias de Botucatu para o
Biotério de Experimentacdo todos os animais passaram por um periodo de habituacdo. A
principal finalidade foi promover a sua familiarizagdo com o ambiente e com o operador e
minimizar o estresse provocado por algumas manobras pré-operatdrias. Tal protocolo
compreendeu o0s 21 dias que antecederam o inicio do delineamento dos grupos, sendo que neste
periodo, cada animal foi suavemente manuseado entre as méos do operador durante um
intervalo de 30s, no qual regularmente foram aplicadas manobras de restricdo que simularam

aquelas empregadas no protocolo medicamentoso e na coleta do lavado vaginal.
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- Monitoramento do ciclo estral

Os animais foram submetidos ao monitoramento do ciclo estral durante 15 dias. Para isso
foi feita a coleta do lavado vaginal em lamina de vidro e avaliacdo histolégica. Para a coleta do
lavado vaginal empregou-se uma pipeta confeccionada em tubo de latex acoplada em ponteira
de polietileno com capacidade de cerca de 0,3 ml (VILELA et al., 2007). A amostra coletada
foi depositada em lamina de vidro e submetida a coloracdo com hematoxilina, eosina, e orange
G. Tais amostras foram submetidas a avaliacdo histolégica em microscépio éptico.

Dentre os critérios de inclusdo dos animais no estudo estavam, além da idade cronol6gica
avancada, ter atingido a senescéncia reprodutiva. Em sendo assim foram empregadas apenas

ratas aciclicas.

- Anestesia

Para a instalacédo da ligadura, execucdo da exodontia, tratamento com curcumina ou aPDT
e eutanasia, os animais foram anestesiados via injecdo intramuscular de cloridrato de cetamina
(80 mg/Kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg, Rompum®,
Bayer, RS, Brasil).

- Periodontite induzida por ligadura

Um dia antes do inicio do plano de tratamento medicamentoso foi instalada uma ligadura
de algodéo (fio de algoddo #24; Coats Corrente, SP, Brasil) ao redor do primeiro molar inferior
esquerdo. A ligadura foi mantida durante trés semanas com o intuito de induzir periodontite
experimental (STATKIEVICZ etal., 2018; ERVOLINO et al., 2019; TORO et al., 2019) (figura
4 -Ae B).

- Protocolo medicamentoso

O plano de tratamento medicamentoso teve uma durag&o total de 7 semanas (figura 5). A
administracdo de veiculo ou zoledronato (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) ocorreu pela
via intraperitoneal a cada trés dias. A dose de zoledronato foi de 100pg/Kg, o qual foi diluido
em 0,45 ml de solucéo de cloreto de sodio 0,9%. A dose de zoledronato e o plano de tratamento
medicamentoso consistiram em uma adaptacao para o rato do protocolo empregado atualmente
para terapia oncoldgica de humanos (STATKIEVICZ et al., 2018; ERVOLINO et al., 2019;
TORO et al., 2019).
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- Exodontia

Os animais foram posicionados adequadamente em mesa cirdrgica, foi executada a anti-
sepsia da cavidade bucal, sindesmotomia, luxacdo e extracdo do primeiro molar inferior
esquerdo com a utilizacdo de instrumentais odontolégicos adaptados (STATKIEVICZ et al.,
2018; ERVOLINO et al., 2019; TORO et al., 2019) (figura 4-C).

- Preparacdo da curcumina

A curcumina (Curcuma longa, 4-Hydroxy-3-methoxyphenyl 1,6-heptadiene-3,5dione,
Diferuloylmethane, Diferulylmethane - C1386 - Sigma Aldrich) que foi empregada no presente
estudo, seja a que foi aplicada topicamente de modo isolado no sitio de extracdo dental, ou a
que foi utilizada na terapia fotodinamica antimicrobiana, como um fotossensibilizador
associado ao LED azul, foi solubilizada em 99,9% de etanol absoluto e 0,1% de dimetil
sulféxido (DMSO) com a finalidade de se obter uma solucdo contendo 100 mg/ml de
curcumina. Em seguida, a partir de tal solucdo foi feita uma diluicdo em &gua destilada para a
obtenc¢ao de uma solugdo para uso contendo 100 pg/l de curcumina (Anexo 2) (THEODORO
etal., 2017; RICCI DONATO et al., 2017; IVANAGA et al., 2019).

- Tratamento local com curcumina e/ou LED azul

Nos grupos tratados com curcumina foi empregada em cada sessdo 500 pul desta solucéo,
a qual foi cuidadosamente depositada no sitio de extracdo dental e adjacéncias durante 60
segundos (figura 4 - E e F). Nos grupos VEI-CUR e ZOL-CUR, ap6s este intervalo de tempo,
apenas o excesso de curcumina foi removido com auxilio de algod&o. Nos grupos VEI-aPDT e
ZOL-aPDT, ap0s este intervalo de tempo, conhecido como tempo de pré-irradiacdo, foi
realizada a irradiacdo (figura 4 - G e H). A luz que foi utilizada no presente estudo para a
realizacdo da aPDT foi o LED azul (Kon-lux Kondortech Dental Equipment Ltda, Sdo Carlos,
Sdo Paulo, Brasil), com os seguintes parametros: comprimento de onda: 468-485 nm; poténcia:
200 mW; modo de operacéo: luz continua; area: 0,78 cmz; dose: 15 J/cmz; quantidade de pontos
de aplicacdo: 1; tempo de exposi¢do: 60 segundos (THEODORO et al., 2017; IVANAGA et
al., 2019). O LED foi aplicado em um Unico ponto no centro do alvéolo com a ponteira
posicionada paralelamente ao seu longo eixo e em contato com a area tratada. Nos grupos VEI-
LED e ZOL-LED a irradiagdo foi realizada como descrito acima, no entanto, ndo houve
deposicao local prévia da curcumina (THEODORO et al., 2017; IVANAGA et al., 2019).
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Figura 4: Fotos dos procedimentos realizados ao longo do experimento. A e B, instalagdo da ligadura;
C, sitio de exodontia; D, 0,5ml de curcumina a serem depositados na ferida cirdrgica; E e F, deposicéo
da curcumina sobre a area de exodontia; G e H, aPDT utilizando a curcumina como fotossensibilizador
e a luz de LED (Fonte: Autoria Prdpria)
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- Eutanasia
Os animais foram submetidos a perfuséo transcardiaca inicialmente com solucéo salina
fisioldgica (30ml / minuto), seguida de solucdo fixadora de formaldeido a 4%, em tampé&o
fosfato 0,1M pH 7,4, durante 30 minutos.

Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 8 grupos, cada um composto de 7 animais:

Grupo VELI: receberam uma injecéo intraperitoneal de 0,45 ml de solucéo de cloreto de
sodio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a terceira semana de
tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo e decorridos 28 dias
pos-operatdrios foram submetidos a eutanasia.

Grupo ZOL.: receberam uma injecao intraperitoneal de 0,45 ml de zoledronato diluido em
solugdo de cloreto de sodio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a
terceira semana de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo e
decorridos 28 dias p6s-operatdrios foram submetidos a eutanasia.

Grupo VEI-CUR: receberam uma injecéo intraperitoneal de 0,45 ml de solucéo de cloreto
de sddio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a terceira semana de
tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2,
4 e 6 dias pds-operatdrios foi realizada apenas a deposi¢cdo da curcumina sobre o sitio de
extracdo e mucosa sobrejacente por 60 segundos. A eutanasia foi realizada 28 dias apos a
exodontia.

Grupo ZOL-CUR: receberam uma injecdo intraperitoneal de 0,45 ml de zoledronato
diluido em solugdo de cloreto de sodio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao
completarem a terceira semana de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2, 4 e 6 dias pds-operatorios foi realizada apenas a
deposicdo da curcumina sobre o sitio de extracdo e mucosa sobrejacente por 60 segundos. A
eutanésia foi realizada 28 dias apds a exodontia.

Grupo VEI-LED: receberam uma injecao intraperitoneal de 0,45 ml de solucdo de cloreto
de sodio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a terceira semana de
tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2,
4 e 6 dias pds-operatorios foi realizada apenas a irradiacdo do sitio de extracdo e mucosa

sobrejacente com LED azul por 60 segundos. A eutanasia foi realizada 28 dias apds a exodontia.
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Grupo ZOL-LED: receberam uma injecédo intraperitoneal de 0,45 ml de zoledronato
diluido em solugdo de cloreto de sodio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao
completarem a terceira semana de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2, 4 e 6 dias pds-operatorios foi realizada apenas a
irradiagcdo do sitio de extracdo e mucosa sobrejacente com LED azul por 60 segundos. A
eutanasia foi realizada 28 dias ap0s a exodontia.

Grupo VEI-aPDT: receberam uma injecdo intraperitoneal de 0,45 ml de solucdo de
cloreto de sodio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a terceira semana
de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Neste grupo aos
0, 2, 4 e 6 dias pos-operatorios foi realizada terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) no
sitio de extracdo e mucosa sobrejacente. A eutanasia foi realizada 28 dias apds a exodontia.

Grupo ZOL-aPDT: receberam uma injecdo intraperitoneal de 0,45 ml de zoledronato
diluido em solugdo de cloreto de sodio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao
completarem a terceira semana de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2, 4 e 6 dias pds-operatdrios foi realizada a terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT) no sitio de extracdo e mucosa sobrejacente. A eutanasia

foi realizada 28 dias apds a exodontia.

PERIODO DE HABITUACAO PERIODO DE TRATAMENTO
- > - »
EXODONTIA EUTANASIA ’1 Ok oc VER (i)
A .U ) )
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1o | 2 3 4 5 6 T(semanas)

Figura 5: Resumo do protocolo experimental ao qual foram submetidos os diferentes grupos. As representacdes de seringas ilustram
os dias em que foram feitas as aplicagfes de zoledronato ou do veiculo por via intraperitoneal, as representacfes de LED, demonstram
os dias em que foram feitas as sessdes de aPDT. Abrevia¢des: aPDT, terapia fotodindmica antimicrobiana; IP, injecdo intraperitoneal;
VEI, solucdo de cloreto de sddio 0,9%; ZOL, zoledronato (Fonte: Autoria Prdpria).
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Processamento histoldgico das amostras

- Preparado histologico com desmineralizacéo

Apés a eutanasia, as hemi-mandibulas foram cuidadosamente dissecadas e submetidas a
pos-fixacdo em formaldeido durante 24 horas.

As hemi-mandibulas pds-fixadas foram submetidas a lavagem em agua corrente por 12
horas e imersas em solucdo desmineralizadora, constituida por 10% de &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA,; Ethylenediaminetretraacetic acid, Sigma-Aldrich Co.) em PBS, durante
70 dias. Apds a desmineralizacdo, as amostras foram novamente submetidas a lavagem em &gua
corrente por 24 horas.

Na sequéncia foi realizado o processamento histoldgico convencional para microscopia
de luz, através da desidratacdo em série crescente de etanol (70°GL, 60 minutos; 80°GL, 30
minutos; 90°GL, 30 minutos; 95°GL, 60 minutos; 100°GL-I, 60 minutos; 100°GL-Il, 60
minutos; 100°GL-11l, 60 minutos), diafanizacdo em sequéncia de xilol (etanol / xilol, 60
minutos; xilol-1, 40 minutos, xilol-Il, 40 minutos; xilol-11l, 40 minutos), impregnacédo pela
parafina histolégica em série (parafina-1, 60 minutos; parafina-11, 60 minutos; parafina-1l1, 60
minutos) e, por fim, inclusdo na parafina histologica. As amostras foram incluidas de modo que
a face lingual do segundo molar inferior esquerdo ficasse paralela com a superficie do bloco de
parafina (figura 6A — trago azul).

A microtomia foi executada seguindo um plano de corte que progrediu de lingual para
vestibular. Foram coletados 13 cortes seriados da porcdo do alvéolo dental anteriormente
ocupada pela raiz mesial e pela raiz distal do primeiro molar inferior esquerdo, tendo como
orientacdo as raizes do segundo molar (figura 6A — tracado vermelho). As seccdes histoldgicas
correspondentes a por¢éao central da loja cirargica foram devidamente coletadas em laminas de
vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais) impregnadas por polilisina, ou em laminas de
vidro silanizadas (Platinum Line® StarFrost, Mercedes Medical LLC., Sarasota/FL, EUA).
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Figura 6: Resumo evidenciando a regido de obtencéo dos cortes histoldgicos (a) e a &rea de andlise (b). Abreviagdes: AON, area de
0sso neoformado; D, face distal; L, face lingual; M, face mesial; Sl, septo interradicular; TC, tecido conjuntivo; TE, tecido epitelial;
V, face vestibular (Fonte: Autoria Prépria).

- Coloragéo pela hematoxilina-eosina (HE)

Para a andlise histopatologica, andlise histométrica da porcentagem de tecido 6sseo
neoformado (TONF) e andlise histométrica da porcentagem de tecido 6sseo ndo vital (TONV),
as seccOes histologicas foram submetidas a coloracdo pela HE. Para isso, as seccOes
histoldgicas coletadas em laminas de vidro convencionais para microscopia passaram pelo
processo de desparafinizacdo inicial em estufa com temperatura controlada (56°C a 58°C),
durante 30 minutos, seguida pela desparafinizacdo completa em sequéncia de xilol (xilol-I, 5
minutos; xilol-11, 5 minutos; xilol-111, 10 minutos), hidratacdo em série decrescente de etanol
(100°GL-I, 2 minutos; 100°GL-Il, 2 minutos; 100°GL-1ll, 2 minutos; 95°GL, 2 minutos;
70°GL, 2 minutos), lavagem em agua, imersdo em Hematoxilina por 45 segundos, lavagem em
agua, imersdo em eosina acrescida de floxina por 3 minutos, lavagem em agua, desidratacédo
em série crescente de etanol (70°GL, 1 minuto; 90°GL, 1 minuto; 95°GL, 1 minuto; 100°GL-I,
1 minuto; 100°GL-II, 1 minuto; 100°GL-III, 1 minuto), diafanizagdo em sequéncia de xilol
(etanol /xilol, 1 minuto; xilol-I, 5 minutos; xilol-11, 5 minutos; xilol-I11, 5 minutos) e, por fim,
recobrimento com meio de montagem (Permount®, Fisher Scientific Company LLC., San

Diego/CA, EUA) e prote¢do com laminulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais).
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- Imunoistoquimica

Para a analise imunoistoquimica, as secgdes histologicas coletadas em laminas de vidro
silanizadas para microscopia foram submetidas a reacdo imunoistoquimica pela técnica da
imunoperoxidase indireta.

Para isso, tais sec¢Oes histologicas foram submetidas a desparafinizacdo inicial em estufa
com temperatura controlada (56°C a 58°C), durante aproximadamente 30 minutos, seguida pela
desparafinizacdo completa em sequéncia de xilol (xilol-1, 5 minutos; xilol-11, 5 minutos; xilol-
I11, 10 minutos) e hidratacao pelo etanol em série decrescente (100°GL-I, 2 minutos; 100°GL-
I1, 2 minutos; 100°GL-I11, 2 minutos; 95°GL, 2 minutos; 70°GL, 2 minutos). A partir desta e
previamente as proximas etapas da reacdo imunoistoquimica, os cortes histoldgicos foram
lavados em PBS durante 5 minutos, PBS acrescido de 0,05% de Triton® X-100 (Sigma-Aldrich
Co.) durante 5 minutos, e em PBS, novamente, durante mais 5 minutos.

A recuperagdo antigénica foi realizada através da imersdo das laminas histolégicas em
tampéo citrato 10mM e pH 6,0 (Antigen Retreival Buffer 1, Spring Bioscience Corporation,
Pleasanton/CA, EUA), colocadas em camara pressurizada (Decloaking Chamber®, Biocare
Medical LLC., Concord/CA, EUA), alcancando a temperatura maxima de 95°C durante 5
minutos, seguida pelo resfriamento gradual até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente,
as laminas foram imersas em solucdo constituida de 3% de perdéxido de hidrogénio em PBS
durante 60 minutos, e em solucdo constituida de 4% de leite em p6 desnatado em PBS durante
60 minutos, para o bloqueio da peroxidase e da biotina enddgenas, respectivamente.

O blogueio dos sitios inespecificos foi realizado em solucéo constituida de 1,5% de soro
albumina bovino (BSA, Bovine serum albumine) em PBS acrescido de 0,05% de Triton® X-
100 durante 12 horas. As laminas contendo as amostras de cada grupo experimental foram
divididas em lotes, sendo que cada lote foi incubado com um dos seguintes anticorpos
primarios: anti-VEGF do rato gerado em camundongo (SC-7269, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EUA), anti-TGFB1 do rato gerado em coelho (SC-146, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-BMP 2/4 do rato gerado em coelho (SC-9003,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e anti-OCN do rato gerado em cabra (SC-
18319, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). Os cortes foram incubados com
anticorpo secundario biotinilado por 2 horas e subsequentemente tratados com estreptavidina
conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP
Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA).
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A revelagdo foi realizada utilizando-se como cromoégeno o composto 3,3’-
diaminobenzidina (K3468; Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, Dako North America
Inc.). Para a contracoloracdo, os espécimes foram entdo lavados em dagua, imersos em
hematoxilina de Harris por 10 segundos, lavados em agua para retirada do excesso de corante,
desidratados pelo etanol em série crescente (70°GL, 2 minutos; 95°GL, 2 minutos; 100°GL-I,
2 minutos; 100°GL-Il, 2 minutos; 100°GL-11l, 2 minutos), diafanizados em sequéncia de xilol
(etanol 100°GL 50%/xilol 50%, 2 minutos; xilol-I, 5 minutos; xilol-11, 5 minutos; xilol-111, 10
minutos), recobertos pelo meio de montagem (Permount®, Fisher Scientific Company LLC) e
protegidos com laminulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais). Como controle
negativo da reacdo, as seccdes histoldgicas foram submetidas as mesmas etapas descritas,
suprimindo-se apenas a utilizacdo dos respectivos anticorpos primarios. Todas as etapas da
reacao imunoistoquimica basearam-se no protocolo descrito por Ervolino et al. (2019) e Garcia
et al. (2014).

Anélise das amostras

Para andlise histopatolédgica foi analisada toda a area da mandibula que continha o sitio
de extracdo dental. Esta &rea compreendia o sitio de extracdo dental anteriormente ocupado pela
raiz mesial e pela raiz distal do primeiro molar inferior, o tecido 6sseo imediatamente adjacente
a tais regides e os tecidos moles sobrejacentes ao sitio de extracao dental (figura 7 - a)

Nesta regido foram avaliados os seguintes parametros: a) intensidade da resposta
inflamatoria local, categorizada em: (1) auséncia de inflamacdo, (2) pequena quantidade de
células inflamatorias, (3) moderada quantidade de células inflamatdrias, (4) grande quantidade
de células inflamatorias; b) extensdo do processo inflamatério, categorizado em: (1) auséncia
de inflamacéo, (2) estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo, (3) estendendo-se por
todo o tecido conjuntivo, sem atingir o tecido 6sseo, (4) estendendo-se por todo o tecido
conjuntivo e tecido 0sseo; c¢) padrdo de celularidade e de estruturacdo do tecido epitelial,
categorizado em: (1) tecido epitelial de moderada espessura recobrindo completamente o sitio
de extracdo, (2) tecido epitelial de delgada espessura recobrindo completamente o sitio de
extracdo, (3) delgada camada de tecido epitelial apenas nas margens da ferida cirdrgica aberta,
(4) auséncia de tecido epitelial sobre a ferida cirurgica aberta; d) padréo de celularidade e de
estruturacdo do tecido conjuntivo, categorizado em: (1) moderada quantidade de fibroblastos e

grande quantidade de fibras colagenas, (2) moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto
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de fibras coldgenas, (3) pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colagenas,
(4) desestruturacdo tecidual severa com areas de necrose tecidual.

Para as analises histométricas da porcentagem de TONF e TONV foram capturadas
imagens de quatro regides via utilizacdo de uma camera digital (JVC TK-1270 Color Video
Cémera) acoplada ao microscépico Optico (Axiolab, Carl Zeiss) e conectada a um
microcomputador. As regides de captura sdo: 1) sitio de extracdo anteriormente ocupado pela
raiz mesial do primeiro molar inferior; 2) sitio de extracdo anteriormente ocupado pela raiz
distal do primeiro molar inferior; 3) tecido dsseo situado no septo interradicular e; 4) tecido
0sseo situado na area desdentada localizada imediatamente a frente do primeiro molar inferior.

As regides 1 e 2 foram empregadas para avaliacdo da porcentagem de TONF no interior
dos alvéolos dentais (figura 7 - b). Para tal avaliacdo dois retangulos foram posicionados um no
centro do sitio de extracdo da raiz mesial e outro no centro do sitio de extracdo da raiz distal do
primeiro molar inferior. A base maior de tais retangulos acompanhava o longo eixo de tais
raizes. Os retangulos tinham como limite apical a base dos alveolos dentais.

As regides 3 e 4 foram empregadas para mensurar a porcentagem de TONV nas
adjacéncias do sitio de extracdo dental (figura 7 - c). Para tal avaliacdo dois retangulos foram
posicionados um no centro do septo interradicular, sendo que a base maior de tal retdngulo
acompanhava o longo eixo de tais raizes, e um outro no tecido dsseo situado na area desdentada
imediatamente a frente do sitio de extracdo anteriormente ocupado pela raiz mesial do primeiro
molar inferior, sendo que a base maior de tal retdngulo acompanhava a crista 6ssea alveolar.
Cada um destes retangulos apresentava 710um de altura e 530pum de largura, perfazendo uma
area de 0.38mmz2. Como o sitio de extracdo dental e adjacéncias foram avaliadas em quatro

regides, a area total avaliada no presente estudo foi de 1,52mm2.
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e Analise histopatolégica
Analise imunoistoquimica

Figura 7: Regides capturadas para analise. a - Analise histopatoldgica da reparagao tecidual; b - Anélise histométrica da porcentagem de TONF
¢ - Andlise histométrica da porcentagem de TONV (Fonte: Autoria Prépria).

Com o auxilio do programa de analise de imagens ImageJ foi delimitada na regido 1 e 2

a area ocupada por TONF e naregido 2 e 3 a area ocupada por TONV. A porcentagem de TONF
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foi expressa como a porcentagem da area total ocupada por TONF. A porcentagem de TONV
foi expressa como a porcentagem de tecido 6sseo ndo vital em relagéo a porcentagem de tecido
0sseo. Ambas as mensuracdes foram expressas como média * desvio padréo.

Para analise imunoistoquimca de VEGF, TGFB1, BMP2/4 ¢ OCN foi analisada toda a
area da mandibula que continha o sitio de extra¢do dental, compreendendo a mesma regido que
foi efetuada a anélise histopatoldgica (figura 7 - a).

Nesta regido foi efetuada uma analise semi-quantitativa do padrdo de imunomarcacéo
para VEGF, TGFB1, BMP2/4 ¢ OCN, onde: ESCORE 0, imunomarcacdo nula, auséncia de
células imunorreativas e auséncia de imunomarcagdo na matriz extracelular; ESCORE 1, baixo
padrdo de imunomarcacao, aproximadamente 20% das células imunorreativas e fraca marcacdo
na matriz extracelular; ESCORE 2, aproximadamente 40% das células imunorreativas e fraca
marcacdo na matriz extracelular, ESCORE 3, aproximadamente 60% das células

imunorreativas e moderada ou forte marcagdo na matriz extracelular.

Anélise estatistica dos dados

Empregou-se o programa Bioestat 5.3 (Instituto Mamirua, Manaus, AM, Brasil). Para a
analise dos pesos dos animais foi empregado o teste de variancia de Kruskal-Wallis e pos-teste
de Dunn’s. Para a analise histopatologica e analise imunoistoquimica foram empregados 0s
testes de Analise de Variancia de Kruskal-Wallis e pos-teste de Student-Newman-Keuls. Para
a analise histométrica da porcentagem de TONF e TONV foram empregados os testes de
Shapiro-Wilk, Analise de Variancia (ANOVA) e pds-teste de Tukey. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p<0.05).
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RESULTADOS

Condicoes gerais de saude e exame clinico intrabucal

As condigdes gerais e 0 peso corporal dos animais dos grupos VEI, VEI-CUR, VEI-
LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT se mantiveram dentro de um padrdo de normalidade
e constantes durante todo o periodo experimental. Os animais do grupo ZOL e ZOL-LED
apresentaram uma leve diminuicao no peso corporal, especialmente apds a exodontia, a qual se

manteve até o final do periodo experimental (Gréfico 1).

Ao exame clinico intrabucal, em ZOL e ZOL-LED observou-se uma loja cirurgica mais
ampla que nos demais grupos experimentais, cuja mucosa sobrejacente ndo se reconstituiu. Em
alguns espécimes destes grupos havia exposicdo 6ssea e ampliacdo ainda maior do sitio de
extracdo. Nos grupos VEI, VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT houve
reparacao completa, ou quase completa, do sitio de extracdo dental, com uma loja cirtrgica bem

menor e recoberta total ou parcialmente por tecidos moles.

GRAFICO 1 - PESO DOS ANIMAIS AO LONGO DO EXPERIMENTO
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Gréfico 1: Peso de todos os animais no dia da execugdo da ligadura (-1), exodontia (21) e eutanasia (49). Linha preta: Grupo VEI; Linha
laranja: Grupo VEI-CUR; Linha azul: Grupo VEI-LED; Linha rosa: Grupo VEI-aPDT; Linha vermelha: Grupo ZOL; Linha amarela: Grupo
ZOL-CUR; Linha verde: Grupo ZOL-LED; Linha roxa: Grupo ZOL-aPDT.

Anélise histopatologica: nivel de inflamagéo tecidual
Os parametros avaliados, os escores atribuidos e distribuicdo dos espécimes de acordo
com a analise histopatoldgica do nivel de inflamacdo dos tecidos aos 28 dias pds-operatorios

nos diferentes grupos experimentais estdo apresentados na Tabela 1. Nos grupos tratados com
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o veiculo, VEI, VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT, observou-se auséncia de inflamag&o no sitio
de extracdo dental e mucosa sobrejacente aos 28 dias pos-operatorios (MEDIANA 1). Nos
grupos ZOL e ZOL-LED observou-se uma grande quantidade de células inflamatorias
(MEDIANA 4), as quais se estendiam por todo o tecido conjuntivo e 6sseo (MEDIANA 4)
situados no sitio de extracdo dental. Nestes grupos constatou-se maior intensidade na resposta
inflamatoria local, assim como, maior extensdo do infiltrado inflamat6rio quando comparado
com os grupos tratados com o veiculo. No grupo ZOL-CUR observou-se pequena quantidade
de células inflamatdrias (MEDIANA 2), as quais se estendiam apenas pelo tecido conjuntivo
(MEDIANA 2) situado na mucosa sobrejacente ao sitio de extragdo dental. Neste grupo a
intensidade da resposta inflamatdria local e a extenséo do processo inflamatério foi maior que
nos grupos tratados com o veiculo. No grupo ZOL-aPDT a maior parte dos espécimes
apresentou auséncia de inflamacéo no sitio de extracdo dental (MEDIANA 1). Neste grupo a
intensidade da resposta inflamatoria local e a extensdo do processo inflamatorio foi menor que
nos grupos ZOL e ZOL-LED, aléem disso, ndo houve diferenca significante com o grupo ZOL-

CUR e com os grupos tratados com o veiculo.

ANALISE HISTOPATOLOGICA: NIVEL DE INFLAMACAO TECIDUAL

NUMERO DE ESPECIMES

PARAMETROS E RESPECTIVOS ESCORES GRUPOS EXPERIMENTAIS
x o a) [a) = =
o) o o
g (g (2|3 (3 (28 |°
O < IO I SE T

INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATORIA LOCAL

(1) auséncia de inflamagéo 6 7 6 7 5
(2) pequena quantidade de células inflamatdrias 1 7 1 2
(3) moderada quantidade de células inflamatorias 1 2
(4) grande quantidade de células inflamatérias 6 5

MEDIANA 1 42 lb fac 1bd 4ace 1bdf 1bf

EXTENSAO DO PROCESSO INFLAMATORIO

(1) auséncia de inflamagéo 6 7 6 7 5
(2) estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo 1 7 1 2
(3) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo, sem atingir o tecido 6sseo 1
(4) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo e tecido 6sseo 7 6

MEDIANA 1 42 1b gac 1bd 4ace 1bdf 1bf
Tabela 1: Pardmetros, escores e distribui¢do dos espécimes de acordo com a anélise histol6gica do nivel de inflamagéo dos tecidos aos 28 dias pos-operatorios
nos diferentes grupos experimentais. As letras indicam diferenca significativa em relagéo ao grupo: a, VEI; b, ZOL; ¢, VEI-CUR; d, ZOL-CUR,; e, VEI-
LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT.
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Anélise histopatologica: padrao de estruturacao tecidual da mucosa sobrejacente ao sitio
de extracao dental

Os parametros avaliados, os escores atribuidos e distribuicdo dos espécimes de acordo
com a analise histopatoldgica do nivel de inflamacdo dos tecidos aos 28 dias pds-operatorios
nos diferentes grupos experimentais estdo apresentados na Tabela 2. No grupo VEI e no grupo
ZOL-CUR a maior parte dos espécimes apresentaram um tecido epitelial de delgada espessura
recobrindo completamente o sitio de extracdo dental (MEDIANA 2) e uma moderada
quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colagenas na ldamina prépria (MEDIANA 2).

Nos grupos VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT observou-se um tecido epitelial de
moderada espessura recobrindo completamente o sitio de extracdo dental (MEDIANA 1) e um
tecido conjuntivo denso na lamina propria (MEDIANA 1). Ndo houve diferenca significativa
no padrdo de celularidade e de estruturacdo do tecido epitelial e do tecido conjuntivo da mucosa
sobrejacente ao sitio de extragdo dental entre os grupos tratados com o veiculo. Nos grupos
ZOL e ZOL-LED, na maioria das amostras, observou-se auséncia de tecido epitelial sobre a
ferida cirurgica (MEDIANA 4) e uma severa desestruturacao do tecido conjuntivo (MEDIANA
4). Nao houve diferenca significativa em tais parametros entre ZOL e ZOL-LED. Estes grupos
apresentaram um maior comprometimento do tecido epitelial e do tecido conjuntivo da mucosa
sobrejacente ao sitio de extracdo dental quando comparados com 0s demais grupos
experimentais.

No grupo ZOL-aPDT a maior parte dos espéecimes apresentou um tecido epitelial de
delgada espessura recobrindo completamente o sitio de extracdo dental (MEDIANA 2) e uma
moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras coldgenas na lamina prépria
(MEDIANA 2). Este grupo néo apresentou diferenga significante quando comparado com o
grupo ZOL-CUR e com os grupos tratados com o veiculo, exceto pelo fato de ter apresentado
um pior padrédo de celularidade e de estruturacdo do tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente

ao sitio de extracdo dental quando comparado com o grupo VEI-aPDT.
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ANALISE HISTOPATOLOGICA: PADRAQ DE ESTRUTURAng TECIDUAL DA
MUCOSA SOBREJACENTE AO SiTIO DE EXTRACAO DENTAL
NUMERO DE ESPECIMES

PARAMETROS E RESPECTIVOS ESCORES GRUPOS EXPERIMENTAIS
Sls15(alg |58
z |3 (232 ]|2]%|%
N m E -_— I
SR 15[ [Y ]9
PADRAO DE CELULARIDADE E DE ESTRUTURACAO DO TECIDO EPITELIAL
(1) tecido epitelial de moderada espessura recobrindo completamente o | 3 4 4 6 2
sitio de extracéo
(2) tecido epitelial de delgada espessura recobrindo completamente o | 4 3 7 3 1 5
sitio de extragdo
(3) delgada camada de tecido epitelial apenas nas margens da ferida 1 1
cirGrgica aberta
(4) auséncia de tecido epitelial sobre a ferida cirtrgica aberta 6 6
MEDIANA 2 42 lb 2b 1b 4acde 1bdf 2bf
PADRAO DE CELULARIDADE E DE ESTRUTURACAO DO TECIDO CONJUNTIVO
(1) moderada quantidade de fibroblastos e grande quantidade de fibras | 3 4 4 6
colagenas
(2) moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colagenas | 4 3 6 3 1
(3) pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colagenas 1 1 1 1
(4) desestruturagdo tecidual severa com areas de necrose tecidual 6 6
MEDIANA 2 42 1b 2b 1b 4acde 1bdf beg

Tabela 2: Parametros, escores e distribuicdo dos espécimes de acordo com a analise histolégica do padrdo de estruturagdo tecidual da mucosa
sobrejacente ao sitio de extracdo dental aos 28 dias pds-operatérios nos diferentes grupos experimentais. As letras indicam diferenca significativa em
relagdo ao grupo: a, VEI; b, ZOL; ¢, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT.

Porcentagem de TONF no sitio de extracao dental

A porcentagem de TONF em todos 0s grupos experimentais esta apresentada no
Gréfico 2. O grupo VEI-aPDT apresentou maior porcentagem de TONF quando comparado
com os demais grupos experimentais. Nao houve diferenca estatistica na porcentagem de TONF
entre VEI, VEI-CUR e VEI-LED. Os grupos ZOL e ZOL-LED apresentaram menor
porcentagem de TONF quando comparados com os demais grupos experimentais. Nao houve
diferenga significativa na porcentagem de TONF entre ZOL e ZOL-LED. A porcentagem de
TONF em ZOL-CUR foi menor que nos grupos tratados com o veiculo. O grupo ZOL-aPDT
apresentou maior porcentagem de TONF quando comparado com 0 ZOL-CUR. Neste grupo a
porcentagem de TONF foi menor que no grupo VEI-CUR, no entanto, ndo houve diferenca
significativa quando comparado com VEI e VEI-LED (Figura 9).
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GRAFICO 2 - PORCENTAGEM DE TECIDO OSSEO NEOFORMADO
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Gréfico 2: Porcentagem de tecido 6sseo neoformado (TONF) no sitio de extracdo dental aos 28 dias p6s exodontia nos diferentes grupos
experimentais. As letras indicam diferenca significativa em relagéo ao grupo: a, VEI; b, ZOL; ¢, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED; f,

ZOL-LED; g, VEI-aPDT.

Porcentagem de TONV nas adjacéncias do sitio de extracao dental

A porcentagem de TONV em todos 0s grupos experimentais esta apresentada no
Gréfico 3. Nao houve diferenca significativa na porcentagem de TONV entre os grupos tratados
com o veiculo. Os grupos ZOL e ZOL-LED apresentaram maior porcentagem de TONV quando
comparados com os demais grupos experimentais. Ndo houve diferenca significativa na
porcentagem de TONV entre ZOL-CUR e ZOL-aPDT, no entanto, estes grupos apresentaram
maior porcentagem de TONV quando comparados com 0s grupos tratados com o veiculo

(Figura 8).

GRAFICO 3 - PORCENTAGEM DE TECIDO OSSEO NAO VITAL
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Gréfico 3: Porcentagem de tecido dsseo ndo vital (TONV) nas adjacéncias do sitio de extragdo dental aos 28 dias p6s exodontia nos diferentes
grupos experimentais. As letras indicam diferenca significativa em relago ao grupo: a, VEI; b, ZOL; ¢, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-
LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT.

44



Figura 8: Fotomicrografias evidenciando o aspecto histoldgico do tecido dsseo adjacente ao sitio de extragdo dental aos 28 dias pds exodontia nos
grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d), VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Observar a grande quantidade
de tecido 6sseo ndo vital presente nos grupos ZOL e ZOL-LED. Nestes grupos observa-se grande quantidade de lacunas vazias (setas pretas) ou ocupadas
por remanescentes de ostedcitos (setas azuis), o que também é evidenciado, no entanto, em propor¢des muito menores, nos grupos ZOL-CUR e ZOL-
aPDT. Abreviacdes e simbolos: setas pretas, lacunas vazias; setas azuis, lacunas contendo remanescente de ostedcitos. Coloragdo: HE. Aumento
original: 200x. Barras de escala: 100 um.
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FIGURA 9: Fotomicrografias evidenciando o aspecto histolégico do tecido 6sseo no interior do sitio de extragdo dental aos 28 dias p6s exodontia nos
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d0:
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original: 200x. Barras de escala: 100 pm.
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VEGF no sitio de extragdo dental

O padrao de imunomarcacdo para VEGF no sitio de extracdo dental nos diferentes grupos
experimentais esta apresentada no Grafico 4. Nos grupos tratados com o veiculo, VEI, VEI-
CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 3 (2 — 3; prevaleceu um
alto padrdo de imunomarcacgéo), 3 (2 — 3; prevaleceu um alto padrdo de imunomarcagéo), 3 (2
— 3; prevaleceu um moderado padrédo de imunomarcacao) e 3 (3 — 3; prevaleceu um alto padréo
de imunomarcacdo), respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-
CUR, ZOL-LED e ZOL-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 1 (0 — 1; prevaleceu um
baixo padrdo de imunomarcagdo), 2 (1 — 2; prevaleceu um moderado padrdo de
imunomarcacao), 1 (0 — 1; prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacdo) e 2 (2 — 2;
prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacao), respectivamente. Ndo houve diferenca
significante quando os grupos tratados com o veiculo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT)
foram comparados entre si. Ndo houve diferenga significante entre ZOL e ZOL-LED. ZOL
(ESCORE 1; baixo padréo de imunomarcacdo) e ZOL-LED (ESCORE 1; baixo padrdo de
imunomarcacao) apresentaram um padrdo de imunomarcacdo menor que o apresentado pelos
grupos VEI, VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT e ZOL-aPDT). O grupo ZOL-CUR apresentou
um menor padrdo de imunomarcagdo quando comparado com os grupos tratados com o VEI,
VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, o que ndo ocorreu quando tais grupos foram comparados
com o grupo ZOL-aPDT (figura 10).

GRAFICO 4 - VEGF
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Gréfico 4: Padrdo de imunomarcacéo para VEGF no sitio de extragéo dental. As letras indicam diferenca significante em relagdo ao grupo: a,
VEI; b, ZOL; ¢, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT.
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FIGURA 10: Fotomicrografias evidenciando o padrao de imunomarcacgdo para VEGF na interface entre o tecido dsseo do alveélo dental e o tecido
conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sitio de extracdo dental aos 28 dias p6s exodontia nos grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d),
VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Abreviacdes e simbolos: to: tecido 6sseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células

VEGF-imunorrreativas. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 um.
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TGF-p1 no sitio de extracdo dental

O padrdo de imunomarcagdo para TGFB-1 no sitio de extracdo dental nos diferentes
grupos experimentais esta apresentado no Gréafico 5. Nos grupos tratados com o veiculo, VEI,
VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 3 (2 — 3; prevaleceu
um alto padrdo de imunomarcagao), 3 (2 — 3; prevaleceu um alto padréo de imunomarcacgéo), 3
(2-3; prevaleceu um moderado padréo de imunomarcagéo) e 2 (2 — 3; prevaleceu um moderado
padrdo de imunomarcacdo), respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL,
ZOL-CUR, ZOL-LED e ZOL-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 0 (0 — 1;
prevaleceu padrdo nulo de imunomarcagdo), 2 (2 — 3; prevaleceu um alto padrdo de
imunomarcacao), 1 (0 — 1; prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacdo) e 2 (2 — 3;
prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacao), respectivamente. Ndo houve diferenca
significativa quando os grupos tratados com o veiculo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT)
foram comparados entre si. N&o houve diferenca significativa quando os grupos tratados com
zoledronato (ZOL, ZOL-CUR, ZOL-LED e ZOL-aPDT) foram comparados entre si. N&do houve
diferenca significativa entre ZOL e ZOL-LED. ZOL (ESCORE O0; padrdo nulo de
imunomarcacao) e ZOL-LED (ESCORE 1; baixo padrdo de imunomarcacao) apresentaram um
padréo de imunomarcacdo menor que o apresentado pelos demais grupos experimentais (VEI,
VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT). Os grupos ZOL-CUR e ZOL-
aPDT ndo apresentaram diferenca significativa quando foram comparados entre si e quando
foram comparados com os grupos tratados com o veiculo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-
aPDT) (figura 11).

GRAFICO 5 - TGF-p1
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Gréfico 5: Padréo de imunomarcacdo para TGF-1p no sitio de extragdo dental. As letras indicam diferenca significante em relacéo ao grupo:
a, VEI; b, ZOL,; ¢, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED,; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT.
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FIGURA 11: Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcagéo para TGF-B1 na interface entre o tecido dsseo do alve6lo dental e o tecido
conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sitio de extragdo dental aos 28 dias pos exodontia nos grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d),
VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Abreviagdes e simbolos: to: tecido 6sseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células

TGF-B1-imunorrreativas. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm.
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BMP2/4 no sitio de extragdo dental

O padrdo de imunomarcacdo para BMP2/4 no sitio de extragdo dental nos diferentes
grupos experimentais esta apresentado no Gréafico 6. Nos grupos tratados com o veiculo, VEI,
VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 3 (2 — 3; prevaleceu
um alto padrdo de imunomarcagao), 3 (2 — 3; prevaleceu um alto padréo de imunomarcacgéo), 3
(2 —3; prevaleceu um alto padréo de imunomarcacéo) e 3 (3 — 3; prevaleceu um alto padréo de
imunomarcacao), respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-CUR,
ZOL-LED e ZOL-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 1 (0 — 1; prevaleceu um baixo
padrdo de imunomarcagéo), 2 (2 — 3; prevaleceu um moderado padréo de imunomarcacéo), 1
(0 — 1; prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacao) e 3 (2 — 3; prevaleceu um alto padréo
de imunomarcacdo), respectivamente. Nao houve diferenca significativa quando os grupos
tratados com o veiculo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT) foram comparados entre si.
Né&o houve diferenga significativa entre ZOL e ZOL-LED. ZOL (ESCORE 1, baixo padréo de
imunomarcacao) e ZOL-LED (ESCORE 1; baixo padrdo de imunomarcagao) apresentaram um
padrdo de imunomarcacao menor que o apresentado pelos demais grupos experimentais (VEI,
VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT). Os grupos ZOL-CUR e ZOL-
aPDT ndo apresentaram diferenca significativa quando foram comparados entre si e quando
foram comparados com os grupos tratados com o veiculo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-
aPDT) (figura 12).
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Gréfico 6: Padrdo de imunomarcagdo para BMP 2/4 no sitio de extracéo dental. As letras indicam diferenca significativa em relacéo ao grupo:
a, VEI; b, ZOL,; ¢, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED,; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT.
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FIGURA 12: Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcagdo para BMP2/4 na interface entre o tecido 6sseo do alve6lo dental e o tecido
conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sitio de extragdo dental aos 28 dias pos exodontia nos grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d),
VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Abreviaces e simbolos: to: tecido 6sseo alveolar; tc: tecido conjuntivo, setas: células

BMP2/4-imunorreativas. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm.
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OCN no sitio de extracdo dental

O padréo de imunomarcacgdo para OCN no sitio de extracdo dental nos diferentes grupos
experimentais esta apresentada no Grafico 7. Nos grupos tratados com o veiculo, VEI, VEI-
CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 2 (2 — 3; prevaleceu um
moderado padrdo de imunomarcacao), 3 (2 — 3; prevaleceu um alto padrdo de imunomarcagéo),
2 (2 — 3; prevaleceu um moderado padréo de imunomarcacéao) e 3 (3 — 3; prevaleceu um alto
padrdo de imunomarcacdo), respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL,
ZOL-CUR, ZOL-LED e ZOL-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 1 (0 — 1;
prevaleceu um baixo padréo de imunomarcacao), 2 (2 — 2; prevaleceu um moderado padrdo de
imunomarcacao), 1 (0 — 1; prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacdo) e 2 (2 — 2;
prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacao), respectivamente. Ndo houve diferenca
significativa quando os grupos tratados com o veiculo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT)
foram comparados entre si, exceto na comparagdo entre VEI-LED e VEI-aPDT, onde este
ultimo apresentou um padrdo de imunomarcacdo maior que o primeiro. Ndo houve diferenca
significativa entre ZOL e ZOL-LED. ZOL (ESCORE 1; baixo padrdo de imunomarcacao) e
ZOL-LED (ESCORE 1; baixo padrdo de imunomarcagdo) apresentaram um padrdo de
imunomarcacao menor que o apresentado pelos demais grupos experimentais (VEI, VEI-CUR,
VEI-LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT). Os grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT néo
apresentaram diferenca significativa quando foram comparados entre si e quando foram
comparados com o0s grupos tratados com o VEI, VEI-CUR e VEI-LED. O grupo VEI-aPDT

apresentou um padrdo de imunomarca¢do maior que o grupo ZOL-aPDT (figura 13).
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Gréfico 7: Padréo de imunomarcagéo para OCN no sitio de extracdo dental. As letras indicam diferenga significativa em relagdo ao grupo: a,
VEI; b, ZOL; ¢, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED,; f, ZOL-LED,; g, VEI-aPDT.
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FIGURA 13: Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcagdo para OCN na interface entre o tecido 6sseo do alvedlo dental e o tecido

conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sitio de extragdo dental aos 28 dias pos exodontia nos grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d),
VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Abreviaces e simbolos: to: tecido 6sseo alveolar; tc: tecido conjuntivo, setas: células

OCN-imunorreativas. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pum.
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ODiscussio



DISCUSSAO

O zoledronato € um medicamento com agdo antirreabsortiva empregado no tratamento de
osteopatias que desencadeiam osteopenia/osteoporose, no controle da dor éssea, na regulacao
da hipercalcemia e na inibicdo da progressdo de metastase 0ssea em neoplasias malignas
osteotropicas (COXON e ROGERS, 2003; ORY et al., 2008; EBETINO et al., 2011; ROGERS
et al.,, 2011; RUGGIERO et al., 2014). Por ser o bisfosfonato que apresenta a maior poténcia
relativa, sua utilizagdo tem sido associada com grande parte dos casos de ONMM (RUGGIERO
et al., 2014). A etiopatogenia desta doenca ainda ndo se mostra totalmente elucidada, o que
dificulta sobremaneira a sua prevencéo e o seu tratamento (ALLEN e BURR, 2009; SIDDIQI
etal., 2009; MIGLIORATI et al., 2011; SHANNON et al., 2011; BADEL et al., 2013).

Tendo em vista que o tratamento da ONMM pode ser extremamente longo, se mostrar
falho ou resultar em sequelas graves, a melhor estratégia em se tratando desta condicdo é a
prevencdo. Embora a antibioticoterapia profiléatica prolongada tenha sido empregada como uma
forma de evitar a ocorrénciada ONMM (LITTLE et al., 2008; HOEFERT e EUFINGER, 2011,
LOPEZ-JORNET et al., 2011; RUGGIERO et al., 2014; WILLIAMS et al., 2020), em muitos
casos ela se mostra falha (HOEFERT e EUFINGER, 2011; LOPEZ-JORNET et al., 2011;
WILLIAMS et al., 2020), tendo em vista que é capaz apenas de evitar a infeccao, além disso,
apresenta efeitos adversos. Uma terapia preventiva ideal para a ONMM seria aquela que
apresentasse efetividade e, nenhum ou 0 minimo, efeito adverso ao paciente. Dessa maneira, a
busca por este tipo de terapia preventiva, efetiva e segura, tem se tornado uma grande
necessidade.

Os materiais vegetais sdo comumente e amplamente utilizados para tratar varias
condicGes médicas. Os produtos a base de plantas e outros produtos naturais vem ganhando
espaco cada vez maior dentro da odontologia. Tais produtos tem se tornado uma opcao mais
frequente em detrimento dos medicamentos convencionais em razdo de sua ampla e complexa
atividade bioldgica, perfil de seguranga geralmente favoravel, custos mais baixos,
biocompatibilidade e baixo impacto no meio ambiente (GOSCINIAK et al., 2021).

Em contraposi¢cdo os medicamentos convencionais geralmente provocam mais efeitos
colaterais, sdo menos tolerados pelo organismo e, o seu uso de modo indiscriminado e
irresponsavel, pode trazer consequéncias individuais e coletivas graves, um dos grandes
exemplos € a antibioticoterapia executada de modo inadequado, a qual tem proporcionado a
geracio de cepas multirresistentes, que passam a ser uma ameaca global (GOSCINIAK et al.,
2021).
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Um destes produtos é a curcumina, a qual atualmente vem sendo extensivamente
estudada. Suas maltiplas aces benéficas aos tecidos, tais como, efeito bioestimulatorio sobre
varias linhagens celulares, acdo imunomodulatdria e atividade antioxidante, estdo aliadas a acéo
antimicrobiana (MARTINS et al., 2009; AGGARAWAL et al., 2015). Além disso, a curcumina
pode ser empregada como um agente fotossensibilizador na aPDT em associagdo com o LED
azul (DOVIGO et al., 2011; ARAUJO et al., 2012; ARAUJO et al., 2014; LEITE et al., 2014;
DA FROTA et al., 2015; PASCOAL et al., 2015; SHEEDHAR et al., 2015; THEODORO et
al., 2017; ROCHA et al., 2020), o que potencializa ainda mais o seu efeito antimicrobiano.

Diante disso, o propdsito do presente estudo foi avaliar o efeito do uso local da
curcumina sobre o processo de reparo alveolar em ratas senescentes tratadas com altas doses de
zoledronato. O estudo consistiu na aplicacdo exclusivamente de curcumina sobre a ferida
cirdrgica ou na deposi¢do da curcumina seguida da irradiacdo com LED azul.

Tal avaliacdo consistiu em analise clinica do sitio de extracdo dental, analise
histopatoldgica da reparacao tecidual, analise da porcentagem de TONF, da porcentagem de
TONYV e analise imunoistoquimica direcionada para VEGF, TGFB-1, BMP2/4 e OCN. O uso
da curcumina melhorou significativamente o processo de reparacdo tecidual e evitou a
ocorréncia de ONMM em ratas senescentes tratadas com altas doses de zoledronato. Os seus
efeitos positivos foram consideravelmente potencializados na aPDT, ou seja, quando a
curcumina foi empregada como agente fotossensibilizador sob irradiacdo com o LED azul.

Deve ser destacado gque a curcumina € um produto de baixo custo. Além disso, 0
emprego da curcumina na aPDT implica na sua deposi¢do sobre o sitio a ser tratado, seguida
da irradiagdo com o LED azul, o qual pode consistir no mesmo aparelho encontrado na imensa
maioria dos consultérios odontoldgicos para promover fotopolimerizacdo de alguns materiais,
ou seja, sem que haja necessidade de aquisicdo de um aparelho especifico para promover seus
efeitos fotodinamicos, o que a torna uma alternativa popular e economicamente viavel
(ARAUJO et al., 2014).

Os modelos experimentais de ONMM tém contribuido substancialmente para a
elucidacdo da etiopatogenia e para a proposicdo/avaliacdo de terapias preventivas e/ou
curativas, e com isso tém direcionado pesquisas clinicas (SONIS et al., 2009; SENEL et al.,
2010; MAAHS et al., 2011; MARINO et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2012; BARBA-
RECREO et al., 2013; CONTE NETO et al., 2013; TSURUSHIMA et al., 2013). No presente
estudo foi empregado um modelo experimental estabelecido e caracterizado por nosso grupo

de pesquisa e que foi delineado tendo como base estudos epidemiol6gicos (OTTO et al., 2011;
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KHAN et al., 2017; MCGOWAN et al., 2018). Tais estudos epidemiol6gicos mostraram que a
ONMM é mais frequente em mulheres com idade avangada (OTTO et al., 2011; KHAN et al.,
2017; MCGOWAN et al., 2018), o que fez com que fossem empregadas ratas senescentes. O
zoledronato € a droga antirreabsortiva relacionada com a maioria dos casos de ONMM (OTTO
et al., 2011; KHAN et al., 2017; MCGOWAN et al., 2018), o que fez com que se optasse por
seu uso, e na dose oncoldgica. A exodontia, especialmente de dentes inferiores posteriores e a
presenca de doenca periodontal séo o primeiro e o segundo fator de risco local, respectivamente
(OTTOetal., 2011; KHAN et al., 2017; MCGOWAN et al., 2018). Desta maneira, foi induzida
periodontite experimental no primeiro molar inferior e, posteriormente, este dente foi extraido,
inclusive mimetizando uma condi¢éo clinica muito comum em pacientes nesta faixa etaria, que
¢ a exodontia motivada por comprometimento periodontal irreversivel.

Em estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa utilizou-se de um modelo experimental
em ratas semelhante ao usado no presente estudo, no entanto, nesses estudos se empregaram
ratas com 20 meses de idade (STATKIEVICZ et al., 2018; ERVOLINO et al., 2019; TORO et
al., 2019). A utilizacdo de ratas com idade muito avancada assegura a senescéncia reprodutiva,
ou seja, a auséncia de interferéncia dos horménios ovarianos, no entanto, dificulta sobremaneira
o0 delineamento experimental, tendo em vista que a ocorréncia de tumores passa a ser muito
frequente, inviabilizando a utilizagéo dessas ratas no estudo, além disso, é a fase onde a morte
natural passa a aumentar consideravelmente.

Diante disso, com a conviccdo de que o emprego de ratas senescentes é 0 mais adequado
em se tratando deste modelo experimental optamos por, no inicio do experimento, fazer uma
selecdo de ratas a partir dos 14 meses as quais ja haviam atingido a senescéncia reprodutiva, 0
que foi assegurado através do monitoramento do ciclo estral. Com isso continuamos
empregando ratas consideradas senescentes que permaneceram no estudo dos 14 aos 16 meses
e com a senescéncia reprodutiva instalada, o que reduziu sobremaneira as perdas ao longo do
periodo experimental.

A ONMM ¢é definida tradicionalmente como presenca de 0SSO exposto na regido
maxilofacial, por um periodo maior que oito semanas, em pacientes submetidos a tratamento
prévio ou atual com droga antireabsortiva e que ndo possui historia prévia de radioterapia nos
maxilares (RUGGIERO et al., 2009). Atualmente tem sido proposta uma nova definigdo, em
que a ONMM é definida como uma reacao adversa a medicamento, caracterizada por destruicdo
Ossea progressiva que acomete a maxila e/ou mandibula em pacientes expostos a tratamento

com medicamentos conhecidos por aumentar o risco da doenga, na auséncia de radioterapia
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nesta regido (CAMPISI et al., 2020). Como pode ser observado, o crescente nimero de
medicamentos potencialmente capazes de desencadear a ONMM tém estimulado uma
caracterizacdo mais abrangente desta condicdo. Além disso, também tem sido proposto que em
uma grande quantidade de situacdes clinicas se consegue chegar ao diagnoéstico definitivo mais
precocemente, sem que haja a necessidade de respeitar o intervalo de oito semanas para esta
finalidade. Diante disso, embora haja um conceito tradicional, até mesmo a definicdo desta
condicdo esta passando por aprimoramento e atualizacéo.

Com relagcdo aos modelos experimentais animais de ONMM, embora existam varios
descritos na literatura, ndo h& uma defini¢do exata do que seria a ONMM em animais. Sendo
assim, baseando-se na caracterizagdo da ONMM em humanos, e em suas modificagdes mais
recentes, nosso estudo definiu as lesGes semelhantes a ONMM em ratos como: presenca de loja
cirurgica apresentando sinais clinicos e histoldgicos de grande comprometimento da reparacéo
tecidual e presenca de grande quantidade de tecido dsseo ndo vital (mais da metade da
quantidade de tecido 6sseo presente) nas adjacéncias do alveolo dentério ao longo de 28 dias
pos-operatorios, em ratas tratadas com medicamento antirreabsortivo e que nunca foram
expostas a radiacdo X. Neste estudo tais lesbes semelhantes a ONMM em ratas serdo intituladas
simplesmente de ONMM.

O grupo ZOL foi aquele que nos deu todos os subsidios para que pudéssemos adotar tal
definicdo. Neste grupo houve um comprometimento severo da reparagdo tanto dos tecidos
moles sobrejacentes ao sitio de extracdo dental quanto do tecido 6sseo no interior e nas
adjacéncias do alvéolo dental. O tratamento com zoledronato impediu a restituicdo do tecido
epitelial e comprometeu o reparo do tecido conjuntivo, inclusive ocasionou persisténcia de
inflamacdo na lamina prépria. Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios que
demonstraram que os BPs exercem um efeito negativo sobre os queratinocitos, células que
estruturam o tecido epitelial, e sobre os fibroblastos, células que produzem a matriz extracelular
que promove a estruturacdo do tecido conjuntivo. Esses estudos mostraram que os BPs séo
capazes de diminuir a proliferacdo e aumentar a ocorréncia de apoptose em queratindcitos
(PABST et al., 2012; SARACINO et al.,, 2012; SCHEPER et al., 2009) e fibroblastos
(WALTER et al., 2011; SCHEPER et al., 2009) da mucosa bucal.

No presente estudo também se constatou que no grupo ZOL houve um severo
comprometimento do processo de reparo 0sseo alveolar, o que evidencia um efeito negativo
dos BPs sobre as células formadoras de tecido 6sseo. HUANG et al. (2016) reportaram que em

altas concentracdes o zoledronato exerce um potente efeito citotoxico sobre os osteoblastos, e
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em baixas concentragdes compromete o processo de diferenciacdo de seus precursores. Em tal
estudo constatou-se que a expressdo génica de BMP2, o principal fator de crescimento com
acao osteogénica, de colageno tipo I, o principal elemento da matriz dssea organica, e de
fosfatase alcalina e OCN, essenciais para o processo de biomineralizagdo da matriz, sofrem
reducdo, de modo dose depende, em osteoblastos tratados com zoledronato.

Outros estudos também mostraram que o zoledronato é capaz de prejudicar a atividade
osteoblastica (CORDOVA et al., 2016; BASSO et al., 2013; NAIDU et al., 2008). Esses dados
estdo de acordo com os achados do presente estudo onde a porcentagem de TONF variou de
nula & extremamente baixa no grupo ZOL, o qual também apresentou um baixo padrdo de
imunomarcacao para TGF-p1, BMP2/4 e OCN.

A acdo do zoledronato sobre a vasculatura e seus principais moduladores locais também
é algo que poderia afetar substancialmente o processo de reparo tanto dos tecidos moles quanto
dos tecidos duros no sitio de extracdo dental. No presente estudo constatamos que o padrao de
imunomarcacao para VEGF, um dos principais fatores relacionados com a neoangiogénese, foi
menor nos grupos ZOL. De acordo com nossos achados, estudos demonstraram que 0
zoledronato afeta negativamente a viabilidade (WALTER et al., 2011; ZAFAR et al., 2014),
proliferacdo (MICHAILIDOU et al., 2010), migracdo (MICHAILIDOU et al., 2010) e
formagdo de tubo (MICHAILIDOU et al., 2010) de células endoteliais, além disso, aumenta o
indice de apoptose dessas células (ZAFAR et al., 2014). Ziebart et al., reportaram que o
zoledronato reduz a capacidade de migracdo e de diferenciacdo das células progenitoras
endoteliais (ZIEBART et al., 2013).

Corroborando os achados deste modelo experimental em animais, estudos clinicos em
humanos tém mostrado resultados que convergem para um ponto comum. Santini et al.
demonstraram que ocorre reducdo na quantidade de precursores de células endoteliais e células
endoteliais no sangue periférico de pacientes sob tratamento com dose oncoldgica de
zoledronato (SANTINI et al., 2013). Wehrhan et al. observaram que em amostras da mucosa
bucal de pacientes com OMNM ocorre uma drastica redugdo na angiogénese (WEHRHAN et
al., 2011). Em outro estudo clinico, Mozzati et al. reportaram que em amostras da mucosa bucal
de pacientes tratados com zoledronato e que desenvolveram ONMM, a expressdo de VEGF,
hidroximetilglutaril coenzima A redutase (um marcador de proliferacdo celular) e IL-6 foi
menor do que em pacientes tratados com esta droga e que ndo desenvolveram a doenca
(MOZZATI et al., 2012).
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Uma outra caracteristica apresentada pelo grupo ZOL, que consistiu em um dos principais
critérios levados em consideracdo no presente estudo para se definir a ONMM, foi a elevada
porcentagem de TONV. O tecido 6sseo situado nas adjacéncias do alvéolo era constituido por
cerca de 90% de tecido 0sseo nao vital, o qual estava associado com tecidos moles necrosados,
intenso infiltrado inflamatdrio e presenca de biofilme. Aguirre et al. (2021) propuseram que 0
processo inflamatorio e/ou infeccioso eleva os niveis locais de citocinas com atividade pro-
inflamatorio, como TNFa e IL-1pB, o que seria capaz de promover morte de ostedcitos. Os tipos
de morte celular desencadeados pelo processo inflamatério e/ou infeccioso sdo: morte celular
acidental e morte celular regulada, incluindo a apoptose e necroptose, ambas capazes de
desencadear e potencializar ainda mais a inflamacdo. Na presenca dos medicamentos
antirreabsortivos, os padrées moleculares associados ao dano (DAMPS), se acumulam no tecido
0sseo necrotico e ativam por sua vez varios receptores de reconhecimento de padrdes (PRR),
0s quais estdo presentes em osteoclastos, células fagocitéarias e células apresentadoras de
antigeno, estes sdo capazes de amplificar a resposta inflamatéria local, induzindo a ocorréncia
de mais morte de ostedcitos (AGUIRRE et al., 2021).

No presente estudo constatamos que o emprego do zoledronato potencializou a resposta
inflamatoria local, como pode ser observado na avaliagdo histopatolégica, o que acreditamos
que por si ja tenha ocasionado morte de ostedcitos. Os restos necroptéticos, e até mesmo 0s
restos apoptéticos de tais células, presentes nas lacunas e no sistema de canaliculos, ndo podem
ser eliminados pelas células fagocitarias, uma vez que o0s agentes antirreabsotivos impedem o
acesso destas células aos remanescentes celulares, os quais ativam vias de sinalizacdo que
exacerbam ainda mais o processo inflamatério, desencadeando mais morte celular de
ostedcitos, isso explicaria a grande porcentagem de TONV presente nos grupos onde nao se
proporcionou nenhum controle do processo inflamatorio local, como ocorreu no grupo ZOL.

O uso exclusivo da irradiacdo com LED azul no sitio de extracdo ndo exerceu efeitos
sobre o processo de reparacdo tecidual, ou seja, a magnitude da resposta inflamatéria local, o
padrédo de estruturacdo do tecido epitelial e tecido conjuntivo, a porcentagem de TONV e
TONF, e o padréo de imunomarcacéo para VEGF, TGF-f1, BMP2/4 e OCN foram similares
ao grupo ZOL, ou seja, condizentes com um quadro de ONMM. Nossos achados corroboram
estudos anteriores em sitio com periodontite experimental tratado exclusivamente com o LED
azul, onde ndo se constatou efeito positivo ao se empregar exclusivamente a irradiacdo com o
LED azul (THEODORO et al., 2017; SHI et al., 2021).
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No presente estudo os grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT, que foram submetidos ao
tratamento com a curcumina isolada ou associada ao LED azul, respectivamente, exibiram um
processo de reparo alveolar similar ao apresentado pelo grupo controle (VEI), aléem disso, em
ambas as situacdes a ocorréncia da ONMM foi evitada. Dentre os varios efeitos benéficos da
curcumina esta sua atividade anti-inflamatéria (CHAINANI-WU, 2003; JURENKA, 2009; FADUS
etal., 2017), que seria capaz de modular a resposta inflamatoria local. Estudos mostram que a
curcumina é capaz inibir a ativacdo da via NF-kB e reduzir a expressdo de citocinas com
atividade pré-inflamatoria, tais como TNFa, IL-1p e IL-6. Supostamente tal acdo da curcumina
tenha sido capaz de modular a resposta inflamatoria, a qual é exacerbada pelo tratamento com
0 zoledronato, como observado na avaliacdo histopatolégica nos grupos ZOL-CUR e ZOL-
aPDT.

A partir do momento que a resposta inflamatoria esta sob controle, uma outra acdo que
provavelmente tenha sido desencadeada pela curcumina nos grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT
foi a acdo bioestimulatéria. Estudos mostraram que a curcumina € capaz de promover maior re-
epitelizacdo, estimular a migracdo de fibroblastos, aumentar a sintese de elementos da matriz
extracelular e incrementar a neoangiogénese em feridas cutaneas de ratos diabéticos (KANT et
al., 2015). Esses dados corroboram os achados do presente estudo, onde a curcumina foi capaz
de estimular a reparagéo do tecido epitelial e do tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente ao
sitio de extracdo dental. A avaliagdo histopatoldgica e o alto padrdo de imunomarcacdo para
TGFpB1 e VEGF confirmam este efeito bioestimulatorio, o qual é severamente comprometido
ao longo de um tratamento com zoledronato.

O VEGF promove angiogénese e a formacdo de tecido de granulagdo, estimulando as
células endoteliais a se proliferar e formar novos vasos sanguineos, e tem sido reportado que a
curcumina é capaz de promover elevacdo nos niveis de VEGF em fibroblastos gengivais
humanos em um modelo in vitro de reparacdo tecidual, o que reforca os nossos achados
(RUJIRACHOTIWAT e SUTTAMANATWONG, 2021). Estudos anteriores ja haviam
demonstrado a capacidade da curcumina de induzir a angiogénese e, consequentemente,
melhorar o processo cicatricial até mesmo em animais com deficiéncia nesse processo, como
ratos diabéticos. Estudos demonstram que ela colabora no tratamento de feridas através da
melhora da microcirculacdo, aumento da angiogénese, promoc¢do da formacéo do tecido de
granulacdo e aceleracdo da epitelizacdo (RAMPRASAD, 1957; LONE et al., 2018).

O TGFp1 é um fator de crescimento que participa da iniciacdo da inflamagao, formagéo

de tecido de granulacdo e estimula a sintese de colageno (RUJIRACHOTIWAT e
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SUTTAMANATWONG, 2021). Em tecidos com dificuldade de cicatrizacdo, a expressédo de
TGFB1 é mais baixa do que em tecidos com processo de cicatrizagdo normal (JUDE et al.,
2002). Estudos mostram que a curcumina é capaz de estimular a sintese de TGFB1 (JOSHI et
al., 2021), o que foi confirmado no presente estudo, especialmente nos grupos ZOL-CUR e
ZOL-aPDT.

O estimulo ao reparo dos tecidos moles sobrejacentes ao sitio de extracdo dental é de
grande importancia para proteger o tecido 0sseo situado mais profundamente e propiciar um
microambiente mais favoravel para o processo de neoformacdo éOssea. Além dessa acdo
protetiva indireta que a curcumina exerceu sobre o tecido 6sseo estimulando a restituicdo da
mucosa sobrejacente ao sitio de extracdo dental, provavelmente foi capaz de exercer efeitos
diretos sobre a neoformacéo 6ssea, o que resultou em uma maior porcentagem de TONF e maior
padrdo de imunomarcacdo para BMP2/4 e OCN nos grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT quando
comparado com os demais grupos que também receberam zoledronato. Estudos tem mostrado
que a curcumina é capaz estimular a diferenciacdo osteogénica de diferentes linhagens de
células tronco mesenquimais (TAN et al., 2021; SAMIEI et al., 2021; SON et al., 2018; GU et
al., 2021), o que explicaria as porcentagens maiores de TONF nos grupos ZOL-CUR e ZOL-
aPDT. Além disso, LI et al. (2020) reportaram que a curcumina é capaz de exercer um papel
protetivo sobre osteoblastos contra o estresse oxidativo, o qual alguns estudos mostram estar
alterado na ONMM (BAGAN et al., 2014; YAZICl et al., 2018; TANIGUCHI et al., 2020).

CHEN et al. (2021), reportaram que a curcumina provoca aumento discreto na
diferenciacdo osteogénica de células tronco mesenquimais do 0sso, uma vez que € capaz de
ativar diretamente essas células. Alem disso, tais autores evidenciaram uma forma indireta de
atuacdo da curcumina, a qual passa pela interacdo entre células tronco mesenquimais com
macrofagos, via que promove significativo aumento na diferenciacdo osteogénica. Podemos
depreender que esta via indireta de atuacdo da curcumina também tenha ocorrido no presente
estudo, e explicaria o curso mais favoravel da reparacdo tecidual, a maior porcentagem de
TONF, os padrbes de imunomarcacdo mais elevados de TFG-B1, BMP2/4 ¢ OCN nos grupos
ZOL-CUR e ZOL-aPDT.

Tem sido mostrado que o tratamento com drogas antirreabsotivas, além de afetar a
atividade dos osteoclastos, afeta também a atividade das outras células que, como ele, fazem
parte do sistema mononuclear fagocitario, dentre elas os macréfagos. Estudos mostram que a
polarizacdo de macrofagos é alterada com o tratamento com drogas antirreabsotivas, sendo que

este medicamento estimula a polarizagdo dos macrofagos para o fenétipo pré-inflamatorio, ou
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seja, gerando um microambiente com uma inflamacé&o exacerbada e prolongada (GKOUVERIS
et al., 2022), como nosso estudo mostrou nos grupos ZOL e ZOL-LED. Além disso, tais
medicamentos inibem a polarizacdo dos macréfagos para o fenétipo anti-inflamatorio, o que
compromete grandemente o processo de reparacdo tecidual (GKOUVERIS et al., 2022).
Todavia, CHEN et al. (2021), mostraram que a curcumina estimula a polarizacéo de macrofagos
para o fenétipo anti-inflamatorio, sendo assim, acreditamos que os resultados positivos
observados nos grupos ZOL-CUR e ZOL-LED, podem ser explicados, pelo menos em parte,
por esta via de atuacao.

Um outro ponto de fundamental importancia em se tratando da ONMM € o controle da
necrose 6ssea. O presente trabalho mostra que as porcentagens de TONV, embora maiores que
nos grupos tratados com veiculo, € muito menor do que o que foi observado nos grupos ZOL e
ZOL-LED e nédo configura um quadro de ONMM. Acreditamos que as porcentagens de TONV
observadas em ZOL-CUR e ZOL-aPDT, embora maiores que 0S grupos que receberam o
veiculo, seja por uma acao especifica da droga antirreabsortiva. Ao se comparar ZOL-CUR e
ZOL-aPDT com ZOL e ZOL-LED a quantidade de TONV nestes ultimos é muito maior e essa
caracteristica, aliada ao severo comprometimento da reparacdo da mucosa e da neoformacao
0ssea, e a presenca de bactérias fazem com que os dois Gltimos grupos possam ser incluidos em
um quadro de ONMM e os dois primeiros n&o.

A superioridade do tratamento com aPDT empregando a curcumina e o LED azul
supostamente se deve aos efeitos citados anteriormente, associados a uma acdo antimicrobiana
potencializada por esta terapia. Na aPDT emprega-se um agente fotossensibilizador, no caso do
presente estudo, a curcumina, a qual é depositada previamente sobre o sitio a ser tratado, no
caso o alvéolo dental, para que a mesma seja pré-absorvida seletivamente pelas células
microbianas. ApoOs esse periodo de pré-irradiacdo, que no presente estudo consistiu em 60
segundos, o sitio é irradiado com uma luz com um comprimento de onda ressonante a banda de
absorcdo de um fotossensibilizador, no caso deste estudo, o LED azul. Sob essa irradiacao
apropriada, e na presenca de oxigénio, o fotossensibilizador sofre alteracéo, ou seja, passa de
um estado de baixa energia (estado singleto fundamental) para um estado singleto de excitagdo
com tempo de vida curta, o qual pode ser convertido em um estado tripleto de excitagdo com
tempo vida longa. Este ultimo, na presenca de oxigénio, é capaz de gerar altos niveis de espécies
reativas de oxigénio via dois mecanismos: atraves da transferéncia de elétrons para formar
predominantemente radicais superoxido, radicais hidroxila e perdxido de hidrogénio

(mecanismo tipo I) ou através da transferéncia de energia para produzir oxigénio singleto
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altamente reativo (mecanismo tipo I1). Os altos niveis de espécies reativas de oxigénio gerados
exercem efeito citotoxico sobre as células microbianas que absorveram o0 agente
fotossensibilizador, ou seja, ocorre um efeito antimicrobiano por acdo fototdxica.
(WAINWRIGHT, 2021; MAHMOUDI, H. et al., 2018; CIEPLIK, F. et al., 2018; HAMBLIN,
2016; WAINWRIGHT, 1998). Todavia, deve ser levado em consideragdo que a curcumina,
mesmo sem ser irradiada, j& apresenta um efeito antimicrobiano (MARTINS et al., 2009;
AGGARAWAL et al., 2015), ou seja, esta acdo € altamente potencializada com sua associacéo
com o LED azul.

ERVOLINO et al. (2019) foi o primeiro estudo que empregou a aPDT como estratégia
terapéutica preventiva para a ONMM. Tais autores empregaram ratas senescentes tratadas com
dose oncoldgica de zoledronato, submetidas a exodontia do molar inferior e tratadas localmente
com aPDT. Neste estudo empregou-se como fotossensibilizador o azul de metileno (100 pg/ml)
com tempo de pré-irradiacdo de 60 segundos, seguido da irradiacdo com laser de baixa poténcia
(660 nm, 35 mW, 74,2 J/cm?) aplicado por 60 segundo no centro da ferida cirirgica com uma
ponteira de 0,0283 cm2 aos 0, 2 e 4 dias pos exodontia. Foi verificado que a aPDT melhorou o
processo de reparo alveolar e evitou a ocorréncia da ONMM. O presente estudo foi o primeiro
a utilizar aaPDT empregando curcumina associada ao LED azul como estratégia para prevenir
a ocorréncia da ONMM. De modo semelhante ao observado por ERVOLINO et al. (2019), o
presente trabalho mostrou beneficios desta modalidade de aPDT no processo de reparo alveolar
e na prevencdo da ONMM.

STATKIEVICZ et al. (2018) empregaram exatamente 0 mesmo modelo experimental e
0 protocolo de irradiacdo com laser de baixa poténcia utilizado por ERVOLINO et al. (2019),
ou seja, empregaram apenas a terapia de fotobiomodulagdo, sem se utilizar da acéo
fotodindmica do agente fotossensibilizador. Os resultados apresentados por esse estudo foram
positivos, o que indica que a fotobiomodulacdo apresentou efetividade, no entanto, os
resultados apresentados ao se empregar a aPDT foram superiores (ERVOLINO et al. 2019). No
presente estudo ocorreu algo diferente com o emprego do LED azul isolado, que ndo mostrou
nenhuma efetividade, mas ocorreu algo semelhante com o uso exclusivo de curcumina, a qual
exerceu efeitos positivos sobre o processo de reparo alveolar, no entanto, ao se empregar a
aPDT com a curcumina e o LED azul os resultados foram superiores. Diante disso pode-se
constatar que um controle bastante efetivo da infeccdo, via aPDT, associado a um efeito
biomodulatério durante o processo de reparacdo tecidual é fundamental para se que se obtenha

um maior éxito na prevencdo da ocorréncia da ONMM.
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Em outras condi¢Ges patoldgicas de carater infeccioso/inflamatério que envolvem o
processo de reparo concomitante de tecidos moles e tecido dsseo alveolar, a aPDT empregando
curcumina associada LED azul também mostrou-se bastante satisfatoria. Em estudos em
animais foi evidenciado que a aPDT empregando curcumina associada ao LED azul apresentou
efetividade no tratamento da periodontite experimental em ratos (THEODORO et al., 2017).
Da mesma forma, estudo clinico em humanos evidenciou que a aPDT empregando curcumina
associada ao LED azul se mostrou efetiva no tratamento da periodontite crénica quando
utilizada como adjuvante a raspagem e alisamento radicular (SHEEDHAR et al., 2015). Além
disso, os efeitos positivos desta modalidade de aPDT no processo de reparo periodontal sdo
reportados inclusive em situagdes onde a resposta do hospedeiro apresenta algum tipo de
comprometimento, como € o caso de portadores de diabetes tipo Il (IVANAGA et al., 2019).

Outros estudos, com diferentes enfoques, e que avaliaram o efeito da aPDT utilizando
curcumina como fotossensibilizador associada ao LED azul também reportaram efeitos
positivos desse tratamento (DOVIGO et al., 2011; ARAUJO et al., 2012; ARAUJO et al., 2014;
LEITE etal., 2014; DA FROTA etal., 2015; PASCOAL et al., 2015; SHEEDHAR et al., 2015;
THEODORO et al., 2017; ROCHA et al., 2020).

A ONMM e seu tratamento afetam significativamente a qualidade de vida dos pacientes.
Em vista disso, 0 emprego de estratégias terapéuticas preventivas seria o ideal em se tratando
desta condicdo. Os achados do presente estudo podem ser importantes para direcionar futuras
pesquisas clinicas. Estudos clinicos visando o estabelecimento de protocolos preventivos para
serem empregados em pacientes que fazem uso de drogas antirreabsortivas e que necessitam de
intervencdes odontoldgicas invasivas sao necessarios. Levando-se em consideracdo a acdo
antimicrobiana, o efeito bioestimulatorio, a auséncia de efeitos adversos, a ndo promogéo de
resisténcia bacteriana, o baixo custo e facil execucao, o uso da curcumina irradiada ou ndo com
LED azul pode se constituir em uma terapia preventiva promissora para evitar a ocorréncia de
ONMM.
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Gonclusiio



CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, conclui-se que a aplicagdo de curcumina no sitio
de extracdo dental exerce efeito positivo sobre o processo de reparo alveolar em ratas
senescentes tratadas com altas doses de zoledronato. Os efeitos benéficos sobre a reparagédo
tecidual sdo potencializados quando a curcumina é associada a irradiacdo com LED azul, ou
seja, na aPDT. O uso da curcumina, irradiada ou ndo com LED azul, evitou a ocorréncia da
ONMM po6s exodontia em ratas senescentes tratadas com altas doses de zoledronato, o que a

coloca como uma potencial estratégia terapéutica preventiva.
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CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animals
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa inttulado “Avaliagdo do emprego da
curcumina associada ao diodo emissor de luz durante o reparo alveolar em
ratas com alto risco para a osteonecrose dos maxilares” Processo FOA n”
00565-2018, sob responsabilidade de Edilsen Ervolino apresenta um protocoio
experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua
execucao foi aprovada pela CELA em 15 de Marco de 2018.
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with the light emitting diode during alveolar repair in rats at high risk for
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ANEXO 2

DILUICAO DA CURCUMINA - LABORATORIO DE MANIPULAGAO APOTHICARIO

- Foi feita uma solugio de DMSO 0,1% mais ALCOOL ABSOLUTO 99,99%
- Uma diluicdo na concentragcdo de 100ml/ml.
- Para solugédo de 50ml foram usadas 5g do ativo.

- A curcumina foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), com as
especificacoes:

Linha Cédigo do Descricédo
material.
000010 C1386-10G CURCUMIN FROM CURCUMA LONGA CRYSTALLINE
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