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RESUMO

Os bifosfonatos sdo medicamentos antirreabsortivos, utilizados em diversas
patologias 6sseas médicas, com uma meia-vida farmacologica que pode durar de
meses a anos. Quando ativo no organismo, combinado a procedimentos
odontolégicos invasivos, poderd causar uma isquemia Ossea cronica. As
osteonecroses sao lesdes de dificil controle e que podem levar a infec¢Bes graves em
regido bucal, dificultando seu tratamento. Algumas terapias nao cirargicas, como o
laser de baixa poténcia associado a terapia fotodindmica, tém sido utilizadas para
trazer ao paciente uma diminuicdo do quadro infeccioso, dor, assim como a exposicao
0ssea, entretanto, as mesmas apresentam um custo ainda alto aos pacientes. O
objetivo dessa pesquisa foi a avaliacdo da acdo microbiolégica do LED na
osteonecrose dos maxilares induzida pelo uso de bifosfonato em ratos, comparando-
0 com a terapia fotodinamica com laser. Foi realizada uma pesquisa experimental de
carater exploratorio com 10 ratos Wistar, que receberam doses semanais de acido
zoléndrénico, seguidos de exodontia parainducdo da ostenecrose. Apdés oito
semanas de acompanhamento, os ratos foram tratados com quatro diferentes
protocolos (controle com solucéo salina, antibiéticoterapia, terapia fotodinamica com
laser de baixa poténcia e terapia fotodinamica com luz de LED) por 14 dias
consecutivos. Para a andlise total de bactérias foram delimitados 3 momentos (antes,
durante e apos o tratamento) no qual foram feitas coletas de amostras orais do local
da osteonecrose e posteriormente foram analisadas microbiologicamente por cultura
de bactérias totais. Na analise microscopica foi possivel confirmar a presenca de 0sso
desvitalizado. Através da andlise microbiolégica ndo foi possivel obter diferencas
estatisticas significantes nos diferentes tipos de tratamento utilizados. Por se tratar da
primeira fase de um estudo, com um ndamero amostral reduzido, nao foi possivel
chegar a resultados significativos, sendo necessaria a continuidade com um namero
maior de ratos.

Palavras-chave: Oncologia; Osteonecrose da arcada 6sseodentaria associada a
difosfonatos, terapia fotodinamica.



ABSTRACT

Biphosphonates are anti-resortive drugs used in several medical bone pathologies,
which has a pharmacological half-life that can last from months to years. When this
drug is active in the body, associated with invasive dental procedures, it can cause a
chronic bone ischemia that calls osteonecrosis. Osteonecrosis is a difficult pathology
to control and it may cause a severe infection in oral cavity, making it difficult to treat.
Some non-surgical therapies have been used to treat this pathology, like
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, that brings to patients a
decrease in infection, pain and bone exposure. However, lasertherapy is an expensive
treatment. The aim of this study is to evaluate the microbiological effect of Light
Emitting Diode on osteonecrosis induced by bisphosphonate in rats, comparing it with
photodynamic laser therapy. An exploratory research was conduced with 10 Wistar
rats, which received weekly doses of zolendronic acid, followed by dental extraction to
induce osteonecrosis. After eight weeks of follow-up, rats were treated with four
different protocols (saline control, antibiotic therapy, photodynamic laser therapy and
photodynamic LED therapy) for 14 consecutive days. For the bacterial analysis, three
moments were delimited (before, during and after treatment). Oral samples were
collected from the osteonecrosis site and prepared in lab for a total bacteria count. The
microscopic analysis confirmed the presence of devitalized bone. The microbiological
analysis did not show a statistical difference between the groups of treatment. Since
this is the phase one of a study, with a reduced amount of samples, it was not possible
to reach significant results, requiring continuity with a larger number of rats.

Keywords: Medical Oncology; Biphosphonate-associated osteonecrosis of the jaw;

Photochemotherapy.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AlGaAs Aluminio-gélio-arsenieto

ANT Antes do tratamento

AZ Acido Zolendrdnico

BF Bifosfonato

BHI Brain Heart Infusion Agar

CEUA Comité de ética no Uso de Animais

COBEA Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais Laboratoriais
DPS Depois do tratamento

DRT Durante o tratamento

NIH Instituto Nacional de Saude

OMIB Osteonecrose dos Maxilares Induzida por Bifosfonatos
UFC Unidade Formadora de Colbnias

UniFOA Centro Universitario de Volta Redonda

% Porcentagem
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1 INTRODUCAO

Os bifosfonatos sdo uma classe de medicamentos utilizados em larga escala
em doencas que afetam o metabolismo 6sseo e estdo associadas a reabsorcao
excessiva como: osteoporose, cancer de mama, préstata, pulméo e mieloma mdltiplo.
Mais frequentemente séo utilizados em doencas que afetam o metabolismo 6sseo e
estdo associadas a reabsorcdo excessiva como: osteoporose, cancer de mama,
préstata, pulmédo e mieloma mdultiplo (GEGLER et al., 2006; BARLT, TRESCKOW e
BARLT, 2007).

Através de acdo antiosteoclastica e antiangiogénica, os bifosfonatos atuam
inibindo a reabsorcdo e diminuindo a remodelagcdo 6ssea. Em nivel celular, atuam
sobre os osteoclastos alterando sua viabilidade e bioviabilidade de seu progenitor. Ja
em nivel molecular modulam a funcdo dos osteoclastos, reagindo como um receptor

de superficie ou com uma enzima intracelular (RUGGIERO et al.,2004).

Um efeito adverso importante da terapia com bifosfonatos € a osteonecrose
dos ossos maxilares. A Osteonecrose dos Maxilares induzida por bifosfonatos possui
como caracteristica 0sso exposto em regidao de mandibula ou maxila que persiste por
mais de 8 semanas, em paciente sem historia de terapia de radiacao prévia ou doenca
metastatica nos maxilares e com atual tratamento ou anterior utilizando agentes anti
angiogénicos (YAROM et al., 2007; RUGGIERO et al., 2014).

Devido ao risco elevado do desenvolvimento da lesdo 6ssea nos maxilares, 0s
fabricantes, como exemplo a Novartis, sugerem que 0 paciente passe por um

tratamento odontoldgico antes do inicio da utilizagdo do zometa®. O risco acumulativo

do acido zolendrdnico € maior que 0s outros tipos de bifosfonatos, alcancando 1% no
primeiro ano de tratamento, porém aumenta para 21% em trés anos (BAMIAS et al.,
2005; CALDAS, PONTES, ANTUNES, 2008).

Trata-se de uma condicéo irreversivel e limitante que inicialmente podera
formar um sequestro 0sseo, entretanto, na maioria dos casos seu tratamento é
paliativo (RIBEIRO et al., 2011). Sdo empregados alguns tratamentos nas lesdes de
OMIB, como a antibioticoterapia, suspensao do tratamento com BF, laserterapia, uso

de enxaguatorios bucais, terapia em camera hiperbarica e desbridamento cirargico.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bamias%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16314620
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Entretanto, ndo h& a resolugcédo do quadro clinico em alguns casos (BROZOWSKI et
al., 2012).

Por apresentar uma exposicdo 0ssea em meio bucal, sob a presenca de
microorganismos, a lesdo pode facilmente desenvolver uma osteomielite como
infec¢@o secundaria, levando a um quadro purulento e algico (RUGGIERO et al., 2004;
ANTONI et al., 2018).

O objetivo dessa pesquisa é avaliar a acdo microbiolégica de trés diferentes
tipos de tratamento: antibidticoterapia, laserterapia e LEDterapia na osteonecrose

induzida pelo uso de bisfosfonato em ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bifosfonatos

Os bifosfonatos s&o uma classe de medicamentos utilizados em larga escala
na medicina atual em diversos seguimentos: osteologia, ortopedia, cirurgia,
hematologia e particularmente em oncologia. Mais frequentemente séo utilizados em
doencas que afetam 0 metabolismo 6sseo e estdo associadas a reabsor¢ao excessiva
como: osteoporose, cancer de mama, prostata, pulméo e mieloma multiplo (GEGLER
et al., 2006; BARLT, TRESCKOW e BARLT, 2007).

Através de acdo antiosteoclastica e antiangiogénica, os bifosfonatos atuam
inibindo a reabsorgdo e diminuindo a remodelacdo 6ssea. Em nivel celular, atuam
sobre os osteoclastos alterando sua viabilidade e bioviabilidade de seu progenitor. Ja
em nivel molecular modulam a funcédo dos osteoblastos, reagindo como um receptor

de superficie ou com uma enzima intracelular (RUGGIERO et al.,2004).

Os bifosfonatos sé@o analogos sintéticos do pirofosfato inorganico e apresentam
em sua estrutura quimica dois grupamentos fosfato ligados covalentemente a um
carbono central, acrescidos de duas cadeias denominadas genericamente de R1 e R2.
A primeira delas é responsavel pelas propriedades farmacocinéticas e quimicas dos
BF, aléem de conferir, em conjunto com os grupamentos fosfato, alta afinidade ao
tecido 6sseo. Ja a cadeia R2 determina o mecanismo de acdo farmacolégico e a
poténcia antirreabsortiva. O medicamento possui alta afinidade pela hidroxiapatita,
principal componente do tecido 6sseo, com meia vida que pode durar de meses a
anos (JUNIOR; CASADO; BARBOZA, 2007; BARIN et al., 2016).

Os BF sao divididos em geracbes, aos quais suas propriedades
antirreabsortivas se potencializam. A primeira geracao inclui o etidronato e clodronato,
a segunda compreende os aminobifosfonatos, como o alendronato e o pamidronato,
e aterceira geracao é representada pelo risedronato e o zoledronato. Estes ainda sao
divididos em dois subgrupos, de acordo com a auséncia (etidronato) e a presenca
(alendronato, zoledronato, risedronato) de nitrogénio nas suas cadeias laterais. A
associacdo entre pamidronato e zoledronato tém demonstrado maior
desenvolvimento da OMIB (BARIN et al., 2016).
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J& é bem estabelecido pela literatura que, assim como outros medicamentos

anti reabsortivos, o acido zolendrénico (Zometa®

, Novartis) esta relacionado com o
risco de osteonecrose dos maxilares, por ser um dos mais potentes inibidores de
reabsorcéo 6ssea conhecidos até o momento. Por ser infundido de forma intravenosa,
apresenta um risco ainda maior de desenvolvimento da osteonecrose, estando
altamente relacionado de acordo com os casos relatados na literatura (MARX; CILLO;
ULLOA, 2007; SOARES et al., 2018). De acordo Bamias et al. (2005) o risco no

primeiro ano de uso é de 1%, aumentando para 21% em trés anos de uso.

2.2 Osteonecrose dos Maxilares induzida por Bifosfonatos

A OMIB possui como caracteristica 0sso exposto em regido de maxilares que
persiste por mais de 8 semanas, em paciente sem historia de terapia de radiacdo
prévia ou doenca metastatica nos maxilares e com atual tratamento ou anterior
utilizando agentes anti angiogénicos (YAROM et al., 2007; RUGGIERO et al., 2014).

A fisiopatogenia da osteonecrose ainda € incerta. Sabe-se que ha uma
alteracdo no processo de remodelacdo Ossea, principalmente na inibicdo de

osteoclastos, associado a diminuicdo da vascularizacéo local (ALLEN; BURR, 2009).

Tem sido relatado na literatura o acometimento de lesdes de OMIB em
pacientes que fazem uso de bifosfonatos por tempo prolongado, seguido intervengdes
odontologicas iatrogénicas, principalmente apos extracdes dentarias (FLORES et al.,
2016).

Fatores de risco como poténcia do farmaco, tempo de uso, cirurgias dento-
alveolares e fatores sistémicos como: idade, raca, doencas sistémicas como anemia,
contribuem para o aparecimento da OMIB (NETO; GOUVEIA, 2012).

A extracdo dentaria mostrou-se a principal causa de OMIB, seguido de
instalacéo de implantes, doencas periodontais, trauma por proteses mal adaptadas e

lesdes que aparecem espontaneamente (NOZARI, 2016).

De acordo com Faria (2017) é importante que o cirurgido dentista realize todos
os procedimentos odontol6gicos necessarios, principalmente envolvendo cicatrizacao

0ssea, como exodontias e tratamento periodontal, uma vez que o medicamento ira
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inibir o processo de reparagdo. Apés o uso da medicacdo, devera ser realizada uma

avaliagéo individualizada e evitados procedimentos invasivos.

2.3 Osteomielite em Osteonecrose

Por apresentar uma exposicdo 6ssea em meio bucal, sob a presenca de
microorganismos, a lesdo pode facilmente desenvolver uma osteomielite como
infec¢d@o secundaria, levando a um quadro purulento e algico (RUGGIERO et al., 2004;
ANTONI et al., 2018).

Foram realizados estudos em animais que indicam que a presenca de
inflamagcéo e infecgdo, associado ao uso de antirreabsortivos sistémicos Ssao
suficientes para induzir a OMIB (AGHALOO et al., 2011; AGUIRRE et al., 2012).

Alguns trabalhos realizados relatam o papel das infec¢Ges bacterianas, sendo
estas mais importantes na OMIB do que na osteorradionecrose (HELLSTEIN; MAREK,
2005; LUGASSY et al., 2004).

Sao apontadas colonizacbes por Actinomyces, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp e por bactérias originarias da flora bucal. (BOONYAPAKORN et al.,
2008; RUGGIERO; FANTASIA; CARLSON, 2006).

2.4 Tratamento da OMIB

Por ser uma doenca de patogenia ainda incerta, associadas a diferentes
farmacos e quadros clinicos pessoais, a OMIB apresenta na literatura diversas formas
de tratamento individualizados a cada caso, como a antibioticoterapia, suspensao do
tratamento com bifosfonatos, laserterapia, uso de enxaguatdrios bucais, terapia em
camera hiperbarica e debridamento cirargico. Entretanto, ndo ha a resolucdo do

guadro clinico em alguns casos (BROZOSKI et al., 2012).

Os antibidticos inovaram o tratamento de doencas infecciosas causadas por
bactérias e assim reduziram mundialmente as taxas de morbidade e mortalidade

associadas a infec¢des bacterianas. Porém, o mau uso desses farmacos, assim como
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seu uso recorrente, acelera o processo de resisténcia das bactérias contra os
antibidticos (COSTA; JUNIOR, 2017). Fatores como a falta de diagndstico da doenca
infecciosa, farmacos falsificados, utilizacdo de antibiéticos de largo espectro, dentre
outros, auxiliam para o surgimento da resisténcia microbiana (LOUIE; BELL, 2002).

A antibioticoterapia se faz necessaria em quadros agudos, com supuracao.
Em infec¢Bes leves serd realizado um protocolo com amoxicilina 500mg de 6 em 6
horas ou 8 em 8 horas por 10 dias, sendo a manutencao feita de 12 em 12 horas. Ja
em infeccdes mais graves pode ser utilizada a associagdo de amoxicilina com
clavulanato de potassio 500mg de 6 em 6 horas e metronidazol 500mg de 8 em 8
horas (SALDANHA et al., 2012).

O uso da terapia fotodindmica possui vantagens como a baixa probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia microbiana e a auséncia de morte celular, quando
comparadas ao uso dos agentes antimicrobianos habituais (GUANABARA; MOURA;
SANTOS, 2016). Sao utilizadas substancias com propriedades fotossensibilizadoras
nos tecidos bioldgicos, ativadas pela presenca de luz, com o objetivo de desinfectar
as regides contaminadas. Células consideradas alvo da terapia fotodinamica sao
coradas com o fotossensibilizador e irradiadas com luz, resultando na morte celular
(MESQUITA et al., 2013).

Para que a acao antimicrobiana seja eficaz, a terapia fotodinamica ird depender
da presenca de oxigénio, luz e do fotossensibilizador biologicamente estavel e
fotoquimicamente eficaz, que possua baixa toxicicidade as células normais,
seletividade pela célula-alvo e deve ser administrado de forma local/topica, com tempo
ideal, irradiado com luz em dose e comprimento de onda adequada, utilizando-se fibra
otica e ponta difusora (SILVA, 2015).

Alguns dos fotossensibilizadores mais utilizados em patologias bucais séo azul
de metileno, azul de toluidina, cristal de violeta enquanto a fonte de luz é proveniente
de aparelhos de laser de baixa poténcia. O uso de diodos emissores de luz tem se
tornado viavel, possibilitando uma reducado significativa do custo do tratamento
(MACHADO, 2000).

Almeida et al. (2007) avaliou os efeitos da terapia fotodindmica na progressao
da doenca periodontal induzida em ratos. Foi utilizado o azul de metileno (100 pg/mL)

para corar a area a ser tratada e a mesma foi irradiada com laser (A=685nm e
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P=0,05W) pelo tempo de 120 s. Puderam ser observados nos dados histolégicos uma
grande diferenga na extensdo da area inflamatoria do tecido gengival e menor perda
0ssea nos exames radiograficos, levando os autores a concluir o efeito benéfico do

tratamento.

Chan e Lai em 2003, tentaram criar um protocolo na aplicagdo da terapia
fotodindmica frente a bactérias periodontopatogénicas e utilizaram o azul de metileno
a 0,01% e trés diferentes fontes de luz. O melhor efeito bactericida foi obtido na

combinacao do fotossensibilizador com o laser diodo.

Vescovi et al. (2008) em sua pesquisa constatou o efeito benéfico da
laserterapia quando aplicada nos tecidos orais, através da sua agao antimicrobiana e
bioestimuladora, influenciando na proliferacdo celular e causando a regeneracao
O0ssea. Foram submetidos a bioestimulacéo a laser 14 pacientes. Desses, 9 relataram
sucesso clinico (auséncia de sintomas de infeccao, dor, 0sso exposto ou fistula), e 3

relataram melhora apenas na sintomatologia, com seguimento entre 4 e 7 meses.

Rossato (2016) realizou um estudo, no qual foi possivel observar maior
reepitelizacdo nas bordas da lesédo, crescimento de anexos cutdneos e avango no
processo de diferenciacao do tecido conjuntivo nos grupos tratados com Ledterapia.
Desta forma, os achados qualitativos sugerem um efeito positivo do tratamento no

processo de reparo.

2.5 Avaliagc6es Antimicrobianas em Osteonecrose

Foram detectados em todos os pacientes com OMIB estudados a presenca da
Actinomyces spp, demonstrando uma associacao entre a presenca de bactérias desse
género e a patologia (HANSEN et al., 2006; LEE et al., 2011; CASO et al., 2012).

Badros et al., (2006), Dannemann et al., (2006) e Wongchuensoontorn et al.,
(2009) em analise histologica, utilizaram a cultura microbiologica para deteccéo dos
microrganismos envolvidos com as lesbes de OMIB. Descreveram, além de
Actinomyces spp, a presenca dos géneros Peptostreptococcus spp, Bacteroides
melaninogenicus Streptococcus spp, Actinomyces israelii, Bacteroides fragilis e

Enterococcus faecal.
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Na literatura, existem trabalhos estudando o perfil microbiolégico da
osteonecrose. Pode ser observada que a maior populacdo é de bactérias presentes
na microbiota bucal, especialmente as periodontopatogénicas (RUGGIERO;
FANTASIA; CARLSON, 2006; BOONYAPAKORN et al., 2008; SEDGHIZADEH et al.,
2008; LIMA et al., 2017).

Foi constatado o efeito benéfico da laserterapia quando aplicada nos tecidos
orais, através da sua acdo antimicrobiana e bioestimuladora, influenciando na

proliferacéo celular e causando a regeneracao 6ssea (VESCOVI et al.,2008).

A terapia fotodinamica apresenta um efeito antimicrobiano importante nas
osteonecroses, diminuindo a incidéncia de infeccbes e por sua vez, as prescricdes
antibioticas (SILVA, 2015).

Em um estudo realizado por Statkievicz (2016), 29 ratas induzidas a
osteonecrose em regido oral apds administracdo com zolendronato associada a
exodontia posterior, foram tratadas com laserterapia e terapia fotodindmica em
diferentes grupos. Apds os tratamentos, concluiu-se que a terapia fotodinamica é o
meétodo mais eficaz para evitar a osteonecrose dos maxilares, quando comparado a

laserterapia.

A fototerapia com LED, ledterapia, € um tratamento que utiliza o LED energia
luminosa que se comporta em ondas de fluxo de particulas denominadas fotons,
através de equipamentos com cristais semicondutores. Esse tipo de terapia, tem
demonstrado uma boa resposta no processo de cicatriza¢do do tecido, atuando na
proliferacdo e maturacao celular, producao de tecido de granulagéo, proliferacdo de
fibroblastos e macréfagos, promocdo da angiogénese, além de efeitos
antimicrobianos, analgésicos e anti-inflamatérios com comprimento de onda
especificos (FERREIRA et al, 2013; ROSSATO, 2016).

Em um estudo realizado por Rossato (2016) com luz de LED em feridas
epiteliais de pele de ratas, houve uma melhora qualitativa na reepitelizacao,

diferenciacdo de tecido conjuntivo, além de proliferacdo de anexos cutaneos.

Poucos artigos estudaram o uso da Ledterapia na Odontologia. Campos (2014)

estudou o efeito do LED em reimplantes dentarios de ratos. Os ratos que foram
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irradiados com LED a 940nm, uma dose total de 4J mostraram areas de neoformacgéao
0ssea, tecido de granulacéo e reparo do ligamento periodontal, enquanto o grupo que
nao recebeu a radiacdo, apresentou areas de necrose éssea. Com isso, nos leva a
pensar em uma possivel utilizagdo nos casos de osteonecrose dos maxilares mediada

pelo uso dos bifosfonatos.

3 MATERIAIS E METODOS
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O trabalho foi aprovado pelo Comité de ética no Uso de Animais (CEUA) do
Centro Universitario de Volta Redonda — UniFOA. Foi pesquisa experimental de
carater exploratorio baseados nos guideline para cuidados e uso de animais em
laboratérios do Instituto Nacional de Saude (NIH), assim como o da Sociedade

Brasileira de Ciéncia de Animais Laboratoriais (COBEA).

Essa pesquisa faz parte da pesquisa piloto da tese de Doutorado em Clinicas

Odontolégicas da professora e orientadora do trabalho.
1. Modelo da Pesquisa
a. Animais

Foram utilizados 12 ratos Wistar (Rattus norvegicus, albinus) machos com
média de idade de 8 semanas de idade, pesando entre 250-400g do biotério do Centro
Universitario de Volta Redonda — UniFOA, Volta Redonda, Brasil. Os animais ficaram
durante 7 dias em adaptacéo (D1-D7), alojados em caixas plasticas revestidas com
cama de madeira natural autoclavada (3 ratos em cada caixa, separados
aleatoriamente em grupos G1 a G4 — Tabela 1), em um ambiente climatizado com 12
horas de iluminacéo diaria em ciclo claro/escuro, a uma temperatura de 21 a 30° C.
Foram alimentados com racdo padrdo do biotério e com acesso ilimitado a agua
potavel filtrada. As gaiolas eram limpas por um funcionario do biotério e suas aguas
eram trocadas 2 vezes por semana durante toda a pesquisa.

Os animais foram pesados 1 vez por semana para controle, desde o primeiro

dia de experimento (Figura 1).
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Tabela 1 — Grupos da pesquisa

Figura 1 — Pesagem semanal

b. Inducado da exposicéo 6ssea

Para o desenvolvimento da osteonecrose foi utilizado o modelo desenvolvido
por Vidal-Gutiérrez, Gomez-Clavel e Gaitan-Cepeda (2017), que obteve éxito, sem

sofrimento dos animais.

Os 12 ratos receberam no primeiro dia da pesquisa (D7) uma dose de
0.06mg/kg de acido zolendrdnico - AZ (Acido Zolendrénico, Eurofarma, Sdo Paulo,
Brasil) aplicado intraperitoneal. Sete dias apos (D14), os animais foram pesados
novamente para o calculo da segunda dose do acido zolendrbnico e realizada

aplicacao via intraperitoneal de 0.06mg/kg (Figura 2).
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Figura 2 — Aplicacdo do AZ

Apos 21 dias de experimento (D21), os animais foram submetidos a exodontia
do primeiro molar inferior esquerdo e acompanhados por 6 semanas, periodo
encontrado como ideal por Vidal-Gutiérrez, Gomez-Clavel e Gaitan-Cepeda (2017),

para o desenvolvimento da osteonecrose.

No periodo de observacao (D21-D63) foi administrado nos animais, gotas de
acetaminofeno (200 mg/mL) adicionadas a agua de beber do animal (5 mg/mL de
agua; Tylenol, Jannsen- Cilag Farmacéutica Ltda., Sdo José dos Campos, Séao Paulo,
Brasil), de acordo com o peso. A cada troca de agua, era administrada uma nova

dosagem de acordo com o peso dos animais.

c. Procedimento da Exodontia e POs-operatorio

Foram realizadas, pelas proprias pesquisadoras, cirurgia dentista e estudantes,
exodontias dos primeiros molares inferiores esquerdos dos ratos sob o0 seguinte

protocolo utilizado por Weber et al. (2017):
- Pesagem do animal para célculo das doses;

- Anestesia geral com sedacao administrando de forma intraperitoneal uma
mistura de 20 mg/mL de cloridrato de xilazina (0,05mL x 100g de peso) (Anasedan,
Ceva Saude Animal Ltda, Paulinia, Sao Paulo, Brasil), com 100 mg/mL de cloridrato
de cetamina (0,1 mL/100 g peso; Dopalen, Ceva Saude Animal Ltda, Paulinia, SP,

Brasil).
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- Da imobilizag&o dos ratos: foi utilizada uma cama de madeira fabricada pelos
proprios pesquisadores. A cama apresentava um furo arredondado com um clipe para
encaixe da cabeca dos animais e ganchos para abertura da boca com o auxilio de

borrachas elasticas (Figura 3).

- Do procedimento cirargico: foi realizada anestesia local infiltrativa no tecido
gengival ao redor do dente com cloridrato de lidocaina com epinefrina (Alphacaine
100, DFL, Rio de Janeiro, Brasil) para controle do sangramento. ApGs a separacao do
tecido gengival circundante, o dente foi luxado com um micro cinzel de Ochsenbein e
extraidos com uma pinga hemostética curvada. N&o foi realizada a sutura do tecido,

para facilitar a exposicéo 6ssea (Figuras 4 e 5).

i

Figura 3 — Imobiliza¢@o dos animais durante a exodontia
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Figura 5 — Depois do procedimento da exodontia

Dois animais, um do G1 (rl1) e um do G2 (r4) foram a o6bito durante o
procedimento de exodontia, apesar de ter sido utilizado o mesmo protocolo. A
avaliacdo do obito foi realizada pela médica veterinaria responséavel, através do

controle de reflexo pupilar e sinais vitais dos animais.

d. Tratamento da Exposicdo Ossea

Apods 6 semanas da exodontia (D63), os 10 animais receberam tratamentos
diferentes para a exposicao 6ssea. Um grupo (G1 — r2 e r3) foi considerado grupo
controle negativo, sendo administrada solugéo salina 0.06mg/kg uma vez por semana.
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Em dois grupos controle positivos (G2 —r5 e r6; G3 —r7, r8, r9) foram utilizadas formas
de tratamento ja esclarecidas pela literatura (Almeida et al., 2007; Vescovi et al., 2008;
Saldanha et al., 2012) como tratamentos eficazes para controle infeccioso da
osteonecrose (G2 — antibioticoterapia; G3 — laserterapia). No grupo experimental (G4
— rl10, r11 e r12), os animais foram tratados com LEDterapia na osteonecrose,

tratamento ainda desconhecido na literatura para esse tipo de leséo.

Sobre os tratamentos dos grupos (Tabela 2):

G1 - Grupo Controle Negativo — Foi realizada administracdo de solugao salina

0.06mg/kg uma vez por semana via intraperitoneal.

G2 - Grupo Controle Positivo Antibiotico - A administragcdo do antibiotico Tilosina
0,5mg/mL via oral em uso continuo por 14 dias diluido em agua filtrada do bebedouro
conforme utilizado em protocolo estabelecido pelo CEUA da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte. A cada troca de agua era inserida uma nova dose do antibiético

para cada animal, de acordo com seu peso.

G3 - Grupo Controle Positivo Laserterapia — Foi realizada aplicacdo diaria de
terapia fotodinamica com laser de baixa poténcia de diodo de aluminio-galio-arsenieto
- AlGaAs - (Photon Lase IlI/DMC Equipamentos, S&o Paulo, Brasil) por 14 dias
consecutivos. Os ratos foram imobilizados pelo cuidador, de modo a ficar com a boca
aberta para visualizacdo do defeito 6sseo. Foi realizada a aplicacdo de um corante
fotossensibilizador, azul de metileno 1%, no local da exposicdo todos os dias
previamente a terapia com laser. Foram irradiados 2 pontos em cada rato, um ponto
interno no local exato da exposicéo 6ssea e o0 outro extra oral na regido relacionada a
exodontia. Foi utilizado o laser vermelho (comprimento de onda 660nm +- 10nm), em
uma poténcia de 0,3 W, sob uma energia de 4 J, densidade de energia foi de 67 J/
cm2 e a densidade de poténcia foi de 5 W./cm2 (duragéo de 134 s por ponto) conforme
Weber et al. (2017).

G4 - Grupo Experimental Ledterapia — Foi aplicacdo diaria de terapia fotodinamica

com LED luz vermelha (DB686 Helen+, Coxo®

Foshan City, China) por 14 dias
consecutivos. Os ratos foram imobilizados pelo cuidador, de modo a ficar com a boca
aberta para visualizagcdo do defeito 6sseo. Foi realizada a aplicagdo de um corante

fotossensibilizador, azul de metileno 1%, no local da exposicdo todos os dias
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previamente a terapia com laser. Foram irradiados 2 pontos em cada rato, um ponto
interno no local exato da exposi¢ao dssea e o0 outro extra oral na regido relacionada a

exodontia, por 60 segundos cada.

Tabela 2 — divisdo dos grupos da pesquisa

Gl G2 G3 G4
* Solucéao * Antibiotico » Terapia » Terapia
salina fotodinamica fotodinamica
com laser de com luz de
baixa led
poténcia

Os tratamentos da exposicao 6ssea foram realizados por 14 dias consecutivos
e apos esse periodo, e coleta dos materiais para avaliacdo microbioldgica, os animais

sofreram eutanasia.
e. Andlise microscopica

Foi realizada descalcificacdo do material com acido férmico 20% por 7 dias e

corado com o método convencional de Hematoxilina-Eosina.
f. Andlise microbiana

Para analise de bactérias totais, foram delimitados 3 momentos de coleta. O
primeiro (D62) um dia antes do inicio dos tratamentos da osteonecrose nos ratos, o
segundo (D69) na metade do tratamento e o terceiro (D76) apds a finalizacdo do
tratamento da osteonecrose. Todas as coletas e analises foram realizadas pelos
mesmos pesquisadores seguindo a mesma metodologia, orientados e
supervisionados pelo funcionario responséavel pelo laboratério de biotecnologia do

Centro Universitario de Volta Redonda - UniFOA.

Antes do inicio do tratamento da patologia (D62) foi realizada uma citologia
esfoliativa na exposicdo 6ssea com um microbrush estéril (Microaplicador KG Brush,

KG Sorensen, Cotia, Brasil). Em cada rato foi utilizado um microbrush diferente. A
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ponta do microbrush foi cortada com tesoura estéril dispensada em um eppendorf
contendo 1mL de meio de Stuart como solucdo de transporte do material colhido. Os
eppendorfs foram levados imediatamente ao laboratério de biotecnologia, sendo
transportados em caixas de isopor sem gelo, para preparacdo e contagem de

bactérias totais presentes.

Ja no laborat6rio de biotecnologia, foi realizada diluicdo decimal seriada com a

amostra para inoculacdo em técnica de Pour Plate em meios de cultura.

Foram esterilizados 5 tubos de ensaio para cada rato contendo solugao salina,
para realizacdo da diluicdo. A ponta do microbrush foi removida do eppendorf,
depositada no primeiro tubo de ensaio (-1) e agitado por 10 segundos em um agitador
de tubos. Com uma pipeta foi removido 0,5mL do liquido no tubo -1 e inserido no tubo
-2. O material foi novamente agitado por 10 segundos, removido 0,5mL e inserido no
tubo -3. Esse procedimento foi repetido para todas as amostras até a diluicdo em tubo

-5, totalizando 5 diluicbes de cada rato.

A partir da diluicdo, 1,0mL de cada tubo foi dispensado em placas de Petri
descartaveis individualizadas e identificadas. Em seguida, pegou-se o meio de cultura
de BHI (brain heart infusion Agar) fundido em banho maria, esfriado e vertendo em
seguida sobre a placa de Petri contendo a suspenséao diluida da amostra. O material
foi homogeneizado girando-se a placa através de movimentos circulares no sentido

horério e anti-horario por 10 vezes.

Para cada amostra, foram realizadas 5 dilui¢des (-1 a -5), totalizando 50 placas
para todos os ratos (Figura 6). Apos a solidificacdo do meio, as placas tampadas foram

invertidas e incubadas em estufas na temperatura e atmosfera apropriadas.
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Figura 6 — Placas de Petri contendo BHI prontas para serem incubadas

Apés 48 horas de incubacao, foi realizada a contagem direta de bactérias

(unidade formadora de col6nias — UFC) (Figura 7).

Figura 7 — Contagem de UFC — a direita as colbnias de bactérias e & esquerda as mesmas sendo
marcadas e contadas com uma caneta de retroprojetor.

No ultimo dia de intervencdo (D76), antes da eutanasia foi realizada nova
citologia esfoliativa, sendo realizado o procedimento da mesma forma, através da
diluicdo seriada / técnica pour plate, conforme descrito acima, para contagem de

bactérias totais apés o tratamento.

2. Metodologia de andlise
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a. Andlise clinica

A analise clinica foi realizada pelos préprios pesquisadores antes e apos de
tratamento, sendo avaliado se havia exposi¢cdo 6ssea e padrdo da mucosa ao redor
da exposicgéo.

b. Analise microscopica

Foram realizadas leituras das laminas pela prépria pesquisadora. Foi
observada presenca de 0sso necrético e contagem de osteoclastos localizados em
0sso proximo ao tecido epitelial. Além disso foi avaliada presenca de infiltrado

inflamatorio e colbnias bacterianas.
c. Analise microbiologica

A mesma metodologia de avaliagao foi utilizada nas trés coletas (Ant — Antes;

Drt — durante o tratamento; Dps — depois do tratamento).

Apoés 48 horas de incubacéo, a avaliacéo foi realizada através da contagem
direta de bactérias, sendo contado clinicamente o niumero de coldnias presentes na
placa. O resultado final foi registrado em UFC. Quando havia um nimero superior a
300 UFC, foi utilizado o valor 300. Quando inferior a 30 UFC, foi utilizado o valor 30.

E entre 300 e 30, foi utilizado o valor de UFC encontrado.

Ao fim do tratamento, os valores obtidos em todas as placas, foram tabelados
no excel, sendo separados pelos mesmos grupos de tratamento (G1; G2; G3, G4). As
placas escolhidas para analise estatisticas foram as placas -2 devido ao menor padréo

de repeticdo dos dados.

A analise estatistica foi realizada através do programa Bioestat 5.3. O teste
utilizado foi o T de student para amostras independentes, pois foram comparadas 2
amostras por vez. Inicialmente foram comparados os valores obtidos na coleta antes
do tratamento (Ant) e apds ao tratamento (Dps) de todos os grupos. O valor da coleta
Drt foi excluido pois ndo mostrou diferenca de dados. Em um segundo momento,
foram comparados os valores obtidos depois entre 0os grupos controle x tratamentos
(G1 x G2; G1 x G3; G1 x G4) e entre os dois grupos tratamento com terapia
fotodindmica (G3 x G4). Foi considerado apresentando diferenca estatistica valores

em que p = 0,05.
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4 RESULTADOS

Todos o0s animais apresentaram ganho de peso ao final do experimento,
mostrando que houve uma boa recepcao ao protocolo de pesquisa.

a. Andlise Clinica

Todos os 10 animais apresentaram exposicdo 6ssea antes de iniciar 0s
tratamentos, bem como mucosa com aspecto inflamatério. Somente um animal (G2 -

r5) apresentou sequestro ésseo resultando em sua remocao.

Apés os 14 dias de tratamento eles foram reavaliados. 5 ratos (50%)
apresentaram exposicado ossea (G1 - r2; G2 - 15, r6; G3 - r8; G4 - rl2) e 5 sem
exposicao (G1 - r3; G3 - r7, r9; G4 - r10, r11). Nenhum dos ratos apresentou sinais
clinicos de inflamacdo aguda (edema, rubor, sangramento). O rato 3 apresentou

aumento de volume normocrémico no local da cirurgia (Figuras 8 — 17).

Figura 8 - Aspecto clinico final — Grupo 1 (controle) - rato 2
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Figura 10 — Aspecto clinico final — Grupo 2 (antibiotico) — rato 5

Figura 11 — Aspecto clinico final — Grupo 2 (antibiotico) — rato 6
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Figura 14 — Aspecto clinico final Grupo 3 (laserterapia) - rato 9
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Figura 17 — Aspecto clinico final — Grupo 4 (ledterapia) —rato 12

34



35
b. Analise Microscopica

Em todas as laminas foi observada presenca de osso desvitalizado (Figura 25).
Entretanto a quantidade de 0sso no local da exodontia nos ratos dos grupos 3 e 4 foi
maior do que nos grupos 1 e 2, sendo o grupo 4 com presenca abundante de

trabéculas 6sseas.

Ao ser avaliada presenca de infiltrado inflamatério, apenas o rato 5 (grupo
antibiotico) apresentou infiltrado inflamatério polimorfonuclear associado a presenca

de multiplas coldnias bacterianas e vegetais no local da exodontia (Figuras 18 e 19).

2 o et o

O P 535 2 ¥
Figura 18 — Aumento de 4x: inflamag&o aguda associada a col6nias bacterianas

e | -

de 20x: presenca de colbnias bacterianas e vegetais
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Figura 19 — Auento
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A avaliacdo da presenca de osteoclastos evidenciou uma quantidade da célula
maior em grupo G2 quando comparada a G4 (Figuras 20 e 21). Em G1 houve uma
média de 1,4 osteoclastos; G2 a média de 2,5 osteoclastos; G3 em média 2,0

osteoclastos e em G4 foi 1,0 osteoclastos por area selecionada.

Figura 20 — Aumento de 20x: Presenca de osteoclastos em G2

Figura 21 — Aumento de 20x: Auséncia de osteoclastos em G4

c. Andlise microbiologica

Ao avaliar os resultados encontrados apds os tratamentos com antibiotico,
laserterapia e ledterapia, comparando-os com o grupo controle, ndo foi observada
diferenca estatistica. Fazendo a avaliacdo individualmente comparando o grupo
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controle (x = 217) com grupo antibiético (x = 136,33) o valor de p = 0,45. Comparando
grupo controle com grupo laserterapia (x = 300) p = 0,5, e grupo controle com
ledterapia (x = 154) o valor de p = 0,63.

Para avaliar a diferenca dos resultados dos dois tipos de tratamento com
terapia fotodindmica, foram comparados os valores finais de G3 e G4 (p = 0,86), nao
havendo diferenca estatistica entre os dois protocolos.

Aos comparar os resultados encontrados antes e apds os tratamentos, grupo
controle (xa = 165; xa = 217; p = 0,77), antibiético (xa = 300; x4 = 300; p = 0,77) ,
laserterapia (xa = 230; x¢ = 154; p = 0,51) e ledterapia (xa = 202,66; x4 = 136,33; p =
0,43) ndo mostraram diferencga estatistica (Tabela 3).



Tabela 3 - da analise microbioldgica de cada rato antes, durante, depois dos tratamentos
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5 DISCUSSAO

A osteonecrose dos maxilares causada pelo uso de bifosfonatos, assim como
de outros antiangiogénicos, € uma patologia O6ssea limitante, caracterizada pela
exposicdo 0ssea, desconforto e repetitivos quadros de osteomielite (MINAMISAKO et
al., 2016). Foi descrita pela primeira vez no ano de 2003 por Marx, sendo considerada
no ambito da medicina, uma patologia recente. Devido a isso, sua patogénese vem

sido amplamente estudada, assim como suas formas de tratamento.

Apoés resultado clinico e microscopico, pode ser confirmado o éxito na
metodologia realizada na presente pesquisa para inducdo da osteonecrose
mandibular nos ratos, conforme resultados encontrados por Vidal-Gutiérrez, Gomez-
Clavel e Gaitan-Cepeda (2017). Em todas as laminas microscopicas, foi observada
presenca de 0sso desvitalizado e trabeculado irregular resultado similar ao encontrado
por Marx e Tursun (2012) que verificaram em analise histopatoldgica de 37 lesGes de

osteonecrose a presenca de 0sso necratico contendo trabéculas irregulares.

Além dos resultados encontrados na analise microscopica para confirmar o
sucesso do protocolo da osteonecrose, foram observadas nas analises apos 0s
tratamentos (controle, antibiético, laserterapia e LEDterapia) a presenca de
osteoclastos de tamanhos e formatos normais em todos os grupos, diferente do que
deveria ter sido encontrado segundo Neville et al. (2016), que seriam osteoclastos

aumentados, irregulares, apresentando numerosos vacuolos intracitoplasmaticos.

Aguirre et al. (2012) induziram a osteonecrose sob antirreabsortivos sistémicos,
através de doenca periodontal, em maxila e mandibula de 34 ratos apds analise
microscopica da regido estudada pode ser observada presenca de colbnias
bacterianas e destruicdo periodontal. No presente estudo foi observada presenca de

colbénia bacteriana associada ao 0sso desvitalizado em um dos ratos analisados.

Devido a sucessivos quadros de osteomielite encontrados em pacientes
resultante das infe¢coes bacterianas (HELLSTEIN; MAREK, 2005; LUGASSY et al.,
2004) e a indefinicdo na literatura sobre o melhor tipo de tratamento para a
osteonecrose (BROZOSKI et al. 2012), a presente pesquisa objetivou analisar a
presenca de bactérias totais com diferentes tipos de tratamento: antibiotico, laser de

baixa poténcia e luz de LED.
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Segundo Costa e Junior (2017), os antibidticos inovaram o tratamento de
doencas infecciosas causadas por bactérias e assim reduziram mundialmente as
taxas de morbidade e mortalidade associadas a infec¢des bacterianas. Ruggiero,
Fantasia e Carlson (2006) e Boonyapakorn et al. (2008), apontam bactérias presentes
na flora bucal original como os maiores causadores das frequentes infeccdes vistas
na osteonecrose, concluindo que a antibioticoterapia seria imprescindivel para
controle da doenca. Na presente pesquisa, ndo foi encontrada diferenca estatistica
entre o tratamento contendo antibidtico e os que nao utilizaram a medicacao

antimicrobiana.

Em uma revisao de literatura realizada por Lima et al. (2017) buscou tracar o
perfil microbiolégico para estabelecer uma conexdo entre patogénese da
osteonecrose e tipos de microorganismos envolvidos. O Actinomyces spp foi o
microorganismo mais encontrado nas analises histopatolégicas das lesdes Osseas,
enquanto Pseudoramibacter spp, Streptococcus spp, Parvimonas spp, Mogibacterium
spp, Gemella spp, Eubacterium spp (Filo Firmicutes), Atopobium spp (Filo
Actinobacteria) e Bacteroides spp (Filo Bacteroidetes) foram os encontrados nas
analises biomoleculares. Sedghizadeh et al. (2008) caracterizaram o biofilme de
guatro pacientes com osteonecrose causada pelo uso de bifosfonato, obervando a
presenca predominante de bactérias variando de 2 a 15 espécies do género
Fusobacterium, Bacillus, Actinomyces, Staphylococcus, Streptococcus,

Selenomonas.

Uma pesquisa realizada por Kobayashi et al. (2010), mostrou que o acido
zolendrénico promoveu a adesdo de Streptococcus mutans a hidroxiapatita e
aumentou a proliferacdo em individuos saudaveis, sugerindo que a medicacdo pode
ser capaz de aumentar o processo infeccioso. Esse resultado, corrobora com o
encontrado em nosso trabalho, pois ao avaliar a presenca de bactérias antes do inicio

dos tratamentos, vemos um niimero de colbnias bacterianas elevado.

A terapia fotodinAmica vem sendo utilizada em larga escala, associada a outras
terapias em osteonecrose. Para uma acdo antimicrobiana eficaz, a terapia
fotodindmica dependera da presenca de oxigénio, do fotossensibilizador
biologicamente estavel e fotoquimicamente eficaz (azul de toluidina, azul de metileno,
curcumina), que possua baixa toxicicidade as células normais, seletividade pela

célula-alvo e deve ser administrado de forma local/topica, com tempo ideal, irradiado
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com luz em dose e comprimento de onda adequada, utilizando-se fibra 6tica e ponta
difusora (SILVA, 2015).

Segundo Garcez, Ribeiro e Nufiez (2012), a luz mais utilizada € o laser de baixa
poténcia em radiacdo vermelha. Entretanto, em algumas patologias cutaneas e orais
vem sendo realizados estudos utilizando a fototerapia com o LED — Light Emitting
Diod. De acordo com Rossato (2016), esse tipo de terapia, tem demonstrado uma boa
resposta no processo de cicatrizacao do tecido, atuando na proliferacdo e maturagao
celular, producéo de tecido de granulacédo, proliferacdo de fibroblastos e macréfagos,
promocdo da angiogénese, além de efeitos antimicrobianos, analgésicos e anti-

inflamatorios com comprimento de onda especificos.

Toro (2016) avaliou o potencial osteogénico da terapia fotodinamica com laser
de baixa poténcia em 30 ratas Winstar, através da avaliacao clinica, histopatoldgica e
imunoistoquimica. Os animais foram divididos em quatro grupos: solucdo salina,
solucéo salina/terapia fotodinamica, acido zolendrénico e acido zolendronico/terapia
fotodindmica. O grupo acido zolendrénico teve o processo de reparacdo tecidual
severamente comprometido tanto no grupo tratado quanto no nao tratado com terapia
fotodindmica. Concluindo que a terapia fotodinamica néo foi capaz de melhorar o
processo de formacdo 0ssea em ratos em uso do bifosfonato. O mesmo resultado foi
encontrado na avaliacdo histologica do presente estudo, pois ndo houve diferenca

entre as laminas estudadas dos diferentes grupos tratamento e controle.

De acordo com Silva (2015), a terapia fotodinAmica apresenta um efeito
antimicrobiano importante nas osteonecroses, diminuindo a incidéncia de infec¢cbes e
por sua vez, as prescri¢cdes antibioticas. Guanabara, Moura e Santos (2016), traca as
vantagens como a baixa probabilidade de desenvolvimento de resisténcia microbiana
e a auséncia de morte celular, quando comparadas ao uso dos agentes

antimicrobianos habituais.

Junior (2014) avaliou in vivo e in vitro a acéo da terapia fotodinamica de azul
de toluidina associada ou ndo ao laser de baixa poténcia. Nesse estudo foi
comprovado que a terapia fotodindmica de azul de toluidina com laser foi eficaz na
reducdo bacteriana in vivo e in vitro. Clinicamente foi observado feridas
completamente fechadas, com auséncia de fistula, exsudato purulento e uma

contagem bacteriana significativamente menor apés o tratamento.
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Chan e Lai em 2003, avaliaram em um estudo in vitro os efeitos bactericidas de
diferentes luzes (laser de hélio-nebnio; laser de diodo no comprimento de onda
vermelho; laser de diodo no comprimento de onda infra-vermelho) na terapia
fotodindmica em bactérias periodontopatogénicas e encontraram melhor efeito
bactericida na combina¢ao do azul de metileno com o laser diodo vermelho.

Em outro estudo in vitro, Sousa (2007) comparou a utilizacao de lasers e LED
através da terapia fotodindmica no processo de reducdo bacteriana
periodontopatogénica (Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus
Actinomycetemcomitans e Prevotella intermedia). Concluiu-se que independente do
tipo de luz utilizado, a presenca do agente fotossensibilizador apresenta excelente

potencial para sensibilizacdo letal das bactérias.

Ha uma escassez grande de artigos na literatura que facam avaliacao
microbiolégica da osteonecrose induzida por bifosfonatos, tanto em animais quanto
em seres humanos. Na presente pesquisa, pudemos observar que nao houve
diferenca estatistica entre os resultados encontrados apds os tratamentos com

antibidtico, laserterapia e ledterapia, comparando-os com o grupo controle.

Além disso, ao comparar os resultados microbiolégicos dos dois tipos de
tratamento com terapia fotodindmica nédo foi observada diferenca estatistica.
Guanabara, Moura e Santos (2016), comparou, através de uma meta-analise, o efeito
da terapia fotodinamica com laser e do Led na proliferacdo microbiana de diferentes
patogenias. Concluiu-se nesse estudo o laser combinado ao azul de metileno é

método mais eficaz na inibicdo da proliferacdo microbiana.

Parente (2010) em sua pesquisa in vitro, teve como objetivo analisar o perfil de
resisténcia a antibioticos e da acéo da terapia fotodinamica com LED na reducéo do
crescimento bacteriano em culturas de células plancténicas e biofilme. Foram
utilizadas 55 amostras: 23 de biofilme intra oral; 22 de bactérias de infeccbes extra
orais e 10 de bactérias ambientais. ApGs experimento, observou-se a associacao de
antibidtico com terapia fotodinamica com LED foi efetivo para a reducéo bacteriana,

sendo assim eficaz no controle da resisténcia microbiana.

6 CONCLUSAO
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Tendo em vista o objetivo de avaliar a acdo microbiolégica de trés diferentes
tipos de tratamento: antibioticoterapia, laserterapia e LEDterapia na osteonecrose
induzida pelo uso de bisfosfonato em ratos, foi possivel concluir que:

- Foi observada presenca de osso desvitalizado na anélise microscépica sugerindo
gue o protocolo utilizado para indugdo da osteonecrose - &cido zolendrénico

associada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo - foi eficaz.

- Foi encontrada presenca de colonia bacteriana associada ao osso desvitalizado em
um dos ratos analisados, evidenciando a presenca da contaminacdo mesmo apoés

tratamento, sendo assim capaz de aumentar o processo infeccioso.

- Nao foi encontrada no presente estudo diferenca estatistica entre 0s grupos —
controle, que recebeu tratamento contendo antibidtico e os grupos que néo utilizaram

a terapia fotodinamica.

- N&o foi observada diferenca estatistica entre a terapia fotodinamica realizada com

laser de baixa poténcia ou LED.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “TRATAMENTO DA ISQUEMIA OSSEA DOS
MAXILARES INDUZIDA PELO USO DE BISFOSFONATOS EM RATOS COM LUZ DE
LED”, registrada com o nimero de Protocolo 036/18, sob a responsabilidade de Maira
Tavares de Faria — que envolve a produgdo, manutengao, ou a utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADO pelo COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UniFOA). do
CENTRO UNIVERSITARIO DE VOLTA REDONDA / RJ - UniFOA, em reuniéo de 05/12/18.

Finalidade ( )Ensino  (X)Pesquisa Cientifica |
Vigéncia da autorizagdo | Inicio: 01/01/2018 ] Término: 31/12/2020
Espécie / linhagem / raga | Rato heterogénico / Wistar. *1
N° de animais 52 - “J
Peso / idade 250-300g / 08 semanas. i
Sexo Macho. J
Origem Biotério.

Observagao ‘
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