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RESUMO

Aminobisfosfonatos sdo farmacos amplamente utilizados no tratamento de desordens
osseodegenerativas e metastases Osseas. Um dos principais efeitos adversos da terapia com
bisfosfonatos ¢ a osteonecrose dos maxilares (OM). Este trabalho objetiva realizar uma
analise microbioldgica de lesdes de osteonecrose em alvéolos de ratos que foram tratados com
acido zoledronico. Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (rattus
novergicus)(n=8/grupo) para realizacdo do protocolo. Trés administra¢des semanais (Dias 0, 7,
14) de AZ 0,2 mg/kg ou solucdo salina, foram realizadas. No dia 42, os animais foram
anestesiados (quetamina 80 mg/kg e xilazina 20 mg/kg por via intraperitoneal) e submetidos a
exodontia do primeiro molar superior esquerdo. Posteriormente, os animais nos dias 42
(imediatamente apds a exodontia), 44, 46 e 48 foram anestesiados e realizadas as coletas
microbiologicas. No dia 49, uma administragdo adicional do tratamento sist€émico (AZ ou
solucdao salina) foi realizada e, no dia 70, os animais foram eutanasiados por sobredose
anestésica (3x a dose utilizada para anestesia) para a obtencdo de hemimaxilas e posteriores
analises radiografica.Os dados foram expressos em forma de média e erro padrio,
submetidoso ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e comparados por meio dos testes t de
Student ou Anova para medidas repetidas seguido do pos teste de Bonferroni. Apos analise
ndo foram achadas diferencas significativas no tempo cirargico entre os grupos (p=0,395) da
sobre o nimero de fraturas (p=0,791) o peso dos dentes (p=0,795) e sobre a area radiolicida
dos alvéolos (p=0,519), além de ndo obter diferencas da massa corpdrea nos grupos salina
(p=0,059) e o no grupo AZ (p=0,087).Em relacdo as coletas microbioldgicas ndo houve
diferengas significativas nas coletas 01 (p= 0,863); coleta 02 (p=0,677) e na coleta 03
(p=0,970). havendo apenas na coleta 04 (p=0,000). A andlise das coldnias revelou uma
diversidade significativa de microrganismos, incluindo tanto fungos na forma de levedura
quanto diferentes tipos de bactérias. Desta forma o presente estudo reforga a complexidade e a
variabilidade de microrganismos associadas a OM. Entretanto estudos futuros, focados na
analise especifica dessa microbiota oral sdo essenciais, para possibilitar a determinagdo dos
possiveis agentes causadores, bem como para desenvolvimento de tratamentos mais

direcionados.

Palavras-Chave: acido zoledronico; arcada osseodentaria; microbiota, bisfosfonatos.



ABSTRACT

Aminobisphosphonates are drugs widely used in the treatment of osteodegenerative disorders
and bone metastases. One of the main adverse effects of bisphosphonate therapy is
osteonecrosis of the jaw (OM). This study aimed to perform a microbiological analysis of
osteonecrosis lesions in alveoli of rats that were treated with zoledronic acid. Male Wistar rats
(rattus novergicus) (n = 8/group) were used to perform the protocol. Three weekly
administrations (Days 0, 7, 14) of AZ 0.2 mg/kg or saline were performed. On day 42, the
animals were anesthetized (ketamine 80 mg/kg and xylazine 20 mg/kg intraperitoneally) and
underwent extraction of the upper left first molar. Subsequently, the animals were
anesthetized on days 42 (immediately after tooth extraction), 44, 46, and 48, and
microbiological collections were performed. On day 49, an additional administration of
systemic treatment (AZ or saline) was performed, and on day 70, the animals were euthanized
by anesthetic overdose (3x the dose used for anesthesia) to obtain hemimaxillas and
subsequent radiographic analyses. The data were expressed as mean and standard error,
subjected to the Shapiro-Wilk normality test, and compared using Student's test or ANOVA
for repeated measures followed by the Bonferroni post-test. After analyzing, no significant
differences were found in surgical time between groups (p = 0.395), in the number of
fractures (p = 0.791), in the weight of the teeth (p = 0.795) and in the radiolucent area of. The
alveoli (p = 0.519), in addition to not obtaining differences in body mass in the saline groups
(p = 0.059) and in the AZ group (p = 0.087). Regarding the microbiological collections, there
were no significant differences in collections 01 (p = 0.863); collection 02 (p = 0.677) and in
collection 03 (p = 0.970), having only in collection 04 (p = 0.000). An analysis of the colonies
revealed a significant diversity of microorganisms, including both fungi in the form of yeast
and different types of bacteria. Thus, the present study reinforces the complexity and
variability of microorganisms associated with OM. However, future studies focused on the
specific analysis of this oral microbiota are essential to enable the determination of possible

causative agents, as well as the development of more targeted treatments.

Keywords: zoledronic acid; dental arch; microbiota; bisphosphonates.
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1. INTRODUCAO

A remodelagdo 0ssea € um processo necessario para homeostase, onde ha o processo
de remogdao de oOssea pelas células osteoclasticas e a deposicdo por osteoblastos. O
desequilibrio entre estes fatores pode refletir o desenvolvimento de diferentes desordens
antirreabsortivas, as quais comumente apresentam superexpressdo de fatores relacionados a

diferenciagdo e ativacdo de osteoclastos, como o0 RANKL (Kim et al., 2020).

Os Dbisfosfonatos s3o empregados no tratamento inumeras desordens
osseodegenerativas como a osteoporose, doenca de Paget e o mieloma multiplo, por
apresentarem bons efeitos no que se refere a diminui¢do do turnover Osseo.
Aminobisfosfonatos exercem, ainda, diversos efeitos antitumorais. Dentre eles, cita-se a
inibi¢do da adesdo da célula tumoral & matriz extracelular, indu¢ao da apoptose e inibicao da
invasdo tumoral, bem como efeitos antiangiogénicos. Consistem, portanto, na terapia padrao
no manejo de pacientes com mieloma multiplo e cancer em estdgio avancado associado a
metastases Osseas. A administragdo por via endovenosa apresenta maior biodisponibilidade, e
evita efeitos adversos no trato gastrintestinal, facilitando a aderéncia do paciente ao
tratamento. Sdo excretados pelos rins, sem sofrer metabolizacdo no figado. Devido a sua
grande afinidade por ions bivalentes, os bisfosfonatos tendem a ligar-se fortemente aos
cristais de hidroxiapatita, o que contribui para que cerca de 60% da dose administrada
permaneca aderida ao tecido osseo (Green & Rogers, 2002; Kos, 2014; Weiss et al., 2008;
Woo et al., 2006).

Um dos principais efeitos adversos associados a terapia com bisfosfonatos ¢ a
Osteonecrose dos Maxilares Relacionada a Medicamentos (OM), definida como uma
exposicdo 6ssea ou osso sondavel por fistula intra/extraoral, localizados na regido maxilo-
facial, que persista por mais de 8 semanas na auséncia de outra alteragdo Ossea potencial,
como ¢ visto na doenga 0ssea metastatica ou nas lesdes associadas a radioterapia. Além disso,
deve-se constatar historia de tratamento com agentes antireabsortivos ou antiangiogénicos

(Borromeo et al., 2014; Ruggiero et al., 2014).

Apesar de a patogénese da OM ndo ser inteiramente compreendida, estudos apontam
como alguns fatores: 1) a diminuicdo da remodelagdo tecidual Ossea através da supressdo
osteoclastica, que resulta no acimulo de microfraturas 6sseas, bem como de tecido 6sseo nao

vital; II) diminuicdo da angiogénese pelo efeito do medicamento utilizado, resultando em
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necrose Ossea avascular; III) efeitos citotoxicos do medicamento, resultando em um retardo no
processo cicatricial envolvendo tecidos moles e duros; iv) aumento da susceptibilidade a
infeccdo Ossea; v) desequilibrio imunoldgico e baixos indices de oxigenacdo local (Ervolino

etal., 2019).

As taxas de desenvolvimento da osteonecrose estdo mais presentes em pacientes
oncolégicos segundo o estudo de Everts em 2022, tendo uma taxa de 1 a 15%, isto ocorre
devido a necessidade de altas doses desses medicamentos durante o tratamento (Everts-Graber
et al., 2022). Dentre os fatores de risco para essa desordem, pode-se citar: historico de trauma
recente, principalmente traumas dentoalveolares, como exodontias; algumas condi¢des
sistémicas, tais como hiperparatireoidismo e diabetes; duragdo da terapia com bisfosfonatos;
anatomia do maxilar, uma vez que a densidade do trabeculado 6sseo mandibular ¢ maior em
relagdo ao da maxila; sexo do paciente e o tipo de bisfosfonato (Barasch et al., 2011; Mozzati

et al.,2012; Silverman & Landesberg, 2009; Tsao et al., 2013).

Embora haja diversos fatores relacionados ao desenvolvimento da osteonecrose, ainda
existem divergéncias, especialmente no que diz respeito ao papel da microbiota. Pacientes que
utilizam medicamentos associados a osteonecrose, devido a maior suscetibilidade a infecgoes
oportunistas e a vulnerabilidade imunoldgica, tém o ambiente bucal frequentemente
comprometido por infec¢des, o que pode reduzir o pH oral e favorecer o crescimento
bacteriano, prejudicando a cicatrizacdo. Embora se acredite que bactérias como Streptococcus
e cepas sacaroliticas, além de bactérias gram-negativas, possam contribuir para o
desenvolvimento da osteonecrose, ainda ndo se sabe exatamente quais microrganismos sao 0s

principais responsaveis.(Jelin-Uhlig et al., 2024; Kim et al., 2024)

A literatura propde diversos tratamentos para osteonecrose atualmente, podendo
incluir antibioticoterapia local e/ou sistémica, oxigenoterapia hiperbarica e debridamento
cirargico, a depender do estdgio da doenga, visando o controle da dor, evitando infecgdes
secundarias e a prevenindo a progressao da lesdo. O manejo de pacientes em uso desses
farmacos também exige condutas preventivas, a fim de minimizar os riscos de

estabelecimento da OM. (Natalie H Beth-Tasdogan ef al., 2022; Rosella ef al., 2016)

Diversas abordagens, tanto conservadoras quanto cirirgicas, sdo utilizadas no
tratamento da osteonecrose dos maxilares. A compreensao da microbiota envolvida e dos

mecanismos que levam ao desenvolvimento dessa patologia sdo fundamentais para orientar o
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tratamento adequado. Além disso os estudos j& existentes se restringem a andlise
histomorfologicas, ndo dando relevancia a alteracdes na microbiota oral. Além disso, o
conhecimento da microbiota associada também ¢ essencial para o desenvolvimento de
terapias especificas, com foco na reducao dos riscos e na melhora da qualidade de vida dos
pacientes afetados por essa condi¢do. Assim, € possivel implementar estratégias mais eficazes,

promovendo uma recuperagdo mais rapida e um manejo mais eficiente da condigao.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo Geral

Este trabalho objetiva realizar uma analise microbiologica de lesdes de osteonecrose

dos maxilares em alvéolos dentarios de ratos tratados com acido zoledronico.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o impacto do tratamento com acido zoledronico na variagao de massa corpdrea

dos animais e na dificuldade cirtirgica das exodontias.

Analisar, radiograficamente, o impacto do tratamento com acido zoledronico no perfil de

cicatrizagdo 6ssea alveolar maxilar pds-exodontia.

Avaliar, de forma quantitativa e qualitativa, a variacdo do perfil microbiologico ao longo
do tempo apos a exodontia dos primeiros molares maxilares de animais tratados com

acido zoledronico.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos e suas manifestacoes

clinicas.

A OM pode ser desencadeada por diversos medicamentos, incluindo inibidores do
ativador do receptor nuclear kappa B e outros anticorpos monoclonais. No entanto, os
bisfosfonatos, tanto administrados de forma oral quanto endovenosa, estdo associados a uma
maior incidéncia dessa condi¢do. Quando ndo tratada de forma adequada, a OM pode causar
desconforto significativo e prejudicar a funcdo do sistema estomatognatico, comprometendo a
qualidade de vida do paciente. Apesar disso, esses medicamentos oferecem beneficios no

tratamento de disturbios 0sseos, como osteoporose e metastases Osseas. (Kim et al., 2024)

A OM foi descrita pela primeira vez em 2003 e estd associada a um efeito adverso
causado pelo uso de certos medicamentos , como os bisfosfonatos nos quais sdo comumente
utilizados para desordens Osseas, interrompendo a reabsor¢ao e induzindo a apoptose de
osteoclastos. Entretanto, podem induzem a necrose e degradagao 6ssea local. Embora a OM ja
seja conhecido ha algum tempo, o seu mecanismo de agdo ainda permanece desconhecido,
especialmente devido a sua ocorréncia limitada a regido maxilofacial. Diversas hipoteses tém
sido propostas para explicar seu desenvolvimento, incluindo: Os possiveis efeitos de
inflamacao ou infec¢do local, remodelagdo 6ssea alterada, inibi¢do da angiogénese, bem como
microtraumas e supressao da imunidade do individuo. Além disso, a maioria dos casos de
osteonecrose dos maxilares esta associada a procedimentos desencadeadores prévios, sendo a
exodontia um dos principais fatores de risco, especialmente quando associada ao uso desses

medicamentos (N. H. Beth-Tasdogan et al., 2022; Cerrato et al., 2021)

A OM ¢ diagnosticada quando o individuo apresenta as seguintes caracteristicas
determinantes: estar em tratamento atual ou anterior com agentes antirreabsortivos ou
antiangiogénicos, ter presenca de 0sso exposto sem cicatriza¢do por mais de 8§ semanas apos
um procedimento dentdrio, e ndo apresentar histérico de radiacdo na regido de cabega e
pescoco, nem evidéncias de doencas metastaticas nos maxilares. (N. H. Beth-Tasdogan et al.,

2022)

De acordo com a Associagdo Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais, a OM ¢
classificada em quatro estagios, com base nos sintomas clinicos presentes. O estagio 0 refere-

se a individuos com inicio da patologia, mas sem o0sso exposto. O estagio 1 envolve pacientes
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com 0ss0 exposto, porém sem sinais de infec¢do. O estagio 2 caracteriza-se pela presencga de
infeccdo e 0sso exposto. Ja o estagio 3 ¢ identificado em pacientes com fratura, fistula ou

ostedlise que se estende a areas mais amplas (N. H. Beth-Tasdogan et al., 2022).
3.2. Acido zoledrénico

O 4cido zoledrdnico ¢ composto por um anel imidazélico aromdtico que contém dois
atomos de nitrogénio. Também ¢é conhecido como zoledronato, por sua apresentacdo em pH
fisiol6égico (como um anion carregado negativamente). Este medicamento ¢ o mais potente da
classe dos bisfosfonatos. E classificado como pertencente a terceira geragdo, sendo
comumente utilizado para tratamentos antineopldsicos e antimetastaticos, mas também ¢
utilizado no tratamento da osteoporose. Os protocolos de tratamento para pacientes
oncoldgicos se ddo com elevadas doses, sendo em torno de 4 mg/ més, e quando utilizado

para tratamento de osteoporose, possuem doses menores com administracdo de até 5

mg/ano.(Amigues et al., 2023; Cerrato et al., 2021; Reid et al., 2020)

Assim, o risco para o desenvolvimento de OM estéd diretamente relacionado a dose do
medicamento, sendo mais elevado em pacientes que receberam tratamento com bisfosfonatos
para condi¢des neoplasicas malignas, com uma incidéncia que varia de 1% a 8%.
Contrastantemente, em individuos tratados com bisfosfonatos para osteoporose, essa
incidéncia € significativamente menor, variando de 0,02% a 0,05%. Vale ressaltar, ainda, que
a incidéncia de OM aumenta significativamente em casos de procedimentos cirargicos,

sobretudo exodontias (Amigues et al., 2023; Dioguardi et al., 2023)
3.3. Microbioma oral e osteonecrose relacionado a bisfosfonatos

Embora existam alguns fatores mais relatados sobre o desenvolvimento da
osteonecrose algumas condi¢do ainda permanecem divergentes. Varios estudos tém levantado
questdes sobre o papel microbiologico no desenvolvimento da OM, especialmente devido ao
perfil dos pacientes que utilizam esses medicamentos, os quais sdo mais suscetiveis a
infecgdes oportunistas e a uma maior vulnerabilidade imunologica. Além disso, o ambiente
bucal desses pacientes, frequentemente afetado por outras infec¢des, pode contribuir para a
diminui¢do do pH oral, favorecendo o crescimento bacteriano, proporcionando a liberagao de
acidos e proteases, bem favorecendo a degradagdo da matriz dssea . No entanto, ndo estd
claramente estabelecido quais microrganismos especificos estdo envolvidos nesse

processo.(Kim et al., 2024)
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Estudos demonstram uma alteragdo significativa na microbiota, incluindo bactérias e
fungos, em individuos com OM, o que contribui para a progressao da patologia. Acredita-se
ainda que o ambiente 4acido da regido bucal, propicia a presenca de bactérias como
Streptococcus e outras cepas sacaroliticas, que podem atuar como fatores iniciadores para o
desenvolvimento da osteonecrose. Além disso, a presenga de bactérias gram-negativas ¢
considerada um possivel fator que impacta na diferencia¢do dos osteoclastos, por produzirem
produtos como, lipopolissacarideos e outro produtos considerados toxicos. No entanto, essa

hipotese ainda ndo foi confirmada.(Ewald ef al., 2021; Jelin-Uhlig et al., 2024)

Estudos demonstram que o tratamento com bisfosfonatos criam melhores acessos para
a colonizagdo de bactérias e outros microrganismos patogénicos e facilitam o
desenvolvimento OM, além disso, essa hipdtese ¢ ainda mais aceita, devido a ocorréncia da
OM principalmente me regides que sdo expostas a flora microbiana, o que fica mais evidente

pois os bisfosfonatos se disseminarem por todo o corpo. (Ewald et al., 2021)
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4. METODOLOGIA
4.1. Aspectos éticos

O presente estudo ¢ fundamentado no principio dos 3R’s (Reduction, Refinement and
Replacement), que norteia as condutas éticas de experimentacao animal, e foi submetido a
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario Christus, onde obteve

a aprovacao tendo como nimero de aprovagdo 010/24
4.2. Animais e grupos experimentais

Para a realizagdo desta pesquisa, foram utilizados 8 ratos pertencentes a linhagem
Wistar (rattus novergicus), com massa corpdrea entre 180-200 gramas. Baseado no estudo de
BARROS SILVA et al., (2022) que mostrou que o tratamento com fotobiomodulagdo reduz
significativamente o percentual de lacunas de ostedcitos vazias em animais tratados com AZ
(80,77+13,69 vs 94,65+1,93) estima-se necessario avaliar 6 animais por grupo de estudo, a
fim de obter uma amostra que rejeite com 80% de poder e 95% de confianca a hipdtese nula
desse estudo (teste t de Student) (Silva ef al., 2022). Tendo em vista a possibilidade de perda
de amostra, acresceu-se 20% sobre a amostra calculada, totalizando 8 ratos por grupo de

estudo.

Os animais foram oriundos do Biotério do Centro Universitarios Christus e mantidos
no Biotério em gaiolas apropriadas de polipropileno medindo 49x34x16¢cm, em nimero de 3 a
4 animais por caixa, onde foram numerados individualmente através de marcagdo na cauda,
refeitas quando necessario. Além disso, os animais receberam ragdo comercial balanceada
propria e dgua ad libitum, sendo mantidos em ciclos de luz-escuro de 12 horas, permanecendo

nas mesmas condi¢gdes ambientais ideais de experimentagao.
Os grupos experimentais consistiram em:

Grupo SAL: Animais tratados sistemicamente com NaCl 0,9%, por via endovenosa e

submetidos as intervengdes cirdrgicas do protocolo experimental para indugdo de OM.

Grupo AZ: Animais tratados com AZ 0,2 mg/kg, por via endovenosa e submetidos as

intervengoes cirurgicas do protocolo experimental para indugao de OM.



22

4.3. Protocolo experimental

4.3.1. Protocolo de tratamento sistémico, e exodontia

Trés administragdes semanais consecutivas (dias 0, 7 ¢ 14) de AZ 0,2 mg/kg ou
solugdo salina (controle negativo) foram administradas por via intrapeniana. Para isso, os
animais foram devidamente posicionados em mesa operatoria, anestesiados (quetamina 80
mg/kg e xilazina 20 mg/kg por via intraperitoneal) e apds a realizagdo da antissepsia com

solu¢do de digluconato de clorexidina 0,12%, foi realizada a administragao.

Um més apods a ultima administracdo de AZ (dia 42), a exodontia do primeiro molar
superior esquerdo foi executada, com o mesmo protocolo anestésico utilizado para as
administragdes. Posteriormente, foi realizada a sindesmotomia do 1° molar inferior esquerdo
(com auxilio de sonda exploradora), luxagdo com uso de espatula Hollemback 3S e extracao

com uso de espatula Lecron-Zalle em movimento de alavanca (Silva et al., 2015).

Todos os procedimentos foram realizados por um mesmo operador (de forma cega e
com experiéncia prévia). Os animais foram semanalmente a partir do inicio do protocolo para
monitoramento das massas corpéreas e, para as exodontias, foram operados em uma
sequéncia aleatorizada. Para andlise da dificuldade cirurgica, foi cronometrado o tempo de
cada procedimento. Os dentes removidos foram secos em papel absorvente, pesados em
balanga de precisdo e o numero de fraturas radiculares foi contabilizado. Na semana seguinte
a exodontia (dia 49), foi administrada uma dose adicional do farmaco ou da solucdo salina

(Silva et al., 2015).
4.3.2. Coleta microbioldgica

Para a realizagdo desse protocolo, que pode gerar estresse e desconforto, os animais
também foram anestesiados conforme protocolo anestésico descrito nas intervengdes
anteriores (administracdes do farmaco e da exodontia). Foi realizada a coleta microbiologica
utilizando cones de papel absorvente (conicidade de 50) embebidos em 1 ml de solugdo salina
estéril (NaCl 0,9%). As coletas foram realizadas nos dias 42 (antes e depois da exodontia), 44
e 46. Os cones de papel absorvente foram entdao colocados em um tubo estéril contendo 450 pl
de solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), com 50ul de inoculo, substincia que permite o
crescimento bacteriano. As amostras foram homogeneizadas, e 50 pl de cada foram retirados
e transferidos para outro tubo estéril contendo 450 pl de solucdo salina estéril com inoculo

(diluicdo a -1). Esses 500 ul de solugdo foram novamente homogeneizados e novamente
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diluidos de acordo com a necessidade de cada grupo (decisdo baseada de acordo com o

crescimento microbioldgico da coleta anterior).

Cada amostra (20 pl) foi plaqueada em placas de Petri contendo meio de cultura Agar-
sangue foram semeadas e incubadas a 37,8°C, com atmosfera de 5% de CO2, por 48 horas.
Posteriormente, as unidades formadoras de colonias (UFC) formadas foram contadas e sua

porcentagem calculada (de Aratjo ef al., 2012).

Além disso, foi realizada a coloracdo de gram de cada colonia identificada, onde foi
feita a coleta de cada colonia bacteriana, fixacdo em laminas de vidro ¢ incubacdo com cristal
violeta durante 1 min. Apds remog¢do do excesso da coloracdo, foi realizada aplicagao de
Lugol 1% por 1 min, lavagem com descolorante (alcool/acetona) e, em seguida, incubagdo
com fucsina por 30 min, com posterior lavagem com agua destilada. Todas as 1aminas coradas

foram analisadas por microscopia de campo claro.
4.3.3. Eutanasia

Um més apds a exodontia (dia 70), os animais foram eutanasiados por sobredose
anestésica (3x a dose empregada para anestesia) para obtencdo de amostras de maxila que
foram conservadas em formol a 10% para posterior andlise radiografica. Todo o protocolo

experimental estd ilustrado na Figura 1, a seguir:

[
[
" 44 46
[

Dia 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Administragédo de : Exodontia | Coletas microbiologicas | Eutanasia
AZ 0,2 mgkg ou [ ]
SAL 0,9% :

Figura 1. Esquema ilustrativo do protocolo experimental.

4.5. Analise radiografica

Apds 24h da eutandsia e remocdo das hemimaxilas cirurgicamente, estas foram

posicionadas paralelamente ao filme radiografico e o posicionador com localizador
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perpendicular ao filme, distando 10 cm deste. Para as tomadas radiograficas serd utilizado um
aparelho de raios-X convencional (DabiAtlante®; 63Kvp, 8mA) com um tempo de exposi¢ao
de 0.18 segundos em fun¢do para radiografia digital periapical de bateria dentaria anterior
superior (13-23). As imagens foram exportadas para o formato .jpeg e posteriormente
analisadas quantitativamente por meio do software de andlise de imagem ImageJ®. Apos
aleatorizagdo, um operador, de forma cega, mensurou em triplicata a area radioliicida
sugestiva de OMB através do comando de selecdo de area livre (Freehand selections),

considerando como unidade amostral a média aritmética das trés medidas. (Silva et al., 2015).
4.6. Analise estatistica

Os dados foram expressos em forma de média e erro padrao, submetidoso ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e comparados por meio dos testes t de Student ou Anova para
medidas repetidas seguido do pds teste de Bonferroni. Todas as andlises foram realizadas

adotando uma confianca de 95% no software SPSS versdo 20.0 para Windows.
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5. RESULTADOS
5.1. Analise da variacdo de massa corporea

Durante o protocolo experimental, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos (p>0.05), ou quando comparados os dias experimentais do grupo SAL

(p=0,059) ou AZ (p=0,087) (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagdo de massa corporea dos animais ao longo dos dias experimentais.

Massa corporea

SAL AZ p-Valor®
Dia experimental
DO 252.504+9.24 241.67+7.03 0,371
D7 300.25+15.33 278.33+£8.23 0,205
D14 323.50+15.97 293.00+9.88 0,122
D21 341.75+19.07 306.67+11.74 0,134
D28 360.00+20.64 327.00+12.93 0,189
D35 380.00+22.03 343.00+13.87 0,171
D42 370.50+28.54 354.33+14.87 0,595
D49 392.00+23.25 351.67+14.47 0,156
D56 420.00+25.83 368.67+£16.06 0,111
D63 429.25+25.00 389.17+17.84 0,215
D70 435.50+27.94 388.67+16.55 0,16
p-Valor® 0,059 0,087

Legenda: SAL: grupo salina; AZ: grupo acido zoledronico; D: dia experimental; *Teste t de Student;

"Teste ANOVA para medidas repetidas/Bonferrroni (média=EPM).
5.2. Analise da dificuldade cirargica

Os parametros de analise de dificuldade cirrgica consistiram em tempo cirargico,
quantidade de fraturas radiculares e peso dos dentes. Nao houve diferencas significativas entre
os grupos considerando o tempo (p=0,395) numero de fraturas (p=0,791) ou peso dos dentes

(p=0,795) (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliagdo dos parametros de dificuldade cirargica.

GRUPO
Dificuldade cirurgica SAL AZ p-Valor?
Tempo do procedimento (s) 9.30+1.45 8.95+1.29 0,392
Qnt. fraturas radiculares 1.75+0.48 2.00+0.77 0,791
Peso dente (g) 0.02+0.01 0.02+0.01 0,795

Legenda: SAL: grupo salina; AZ: grupo acido zoledronico; *Teste t de Student (média+EPM).

5.3. Analise radiografica

Na andlise radiografica, ndo houve diferenca estatistica na mensuracdo da érea

radiolucida correspondente aos alvéolos apos a exodontia (p=0,519) (Tabela 3).

Tabela 3. Analise radiografica.

GRUPO
SAL AZ p-Valor?
Area radioliicida (mm?) 31.7244.31  35.4343.45 0,519

Legenda: SAL: grupo salina; AZ: grupo acido zoledrénico; *Teste t de Student (média+tEPM).

Iustracdo 1. Radiografia das maxilas

Legenda: (A) Radiografia SAL 2; (B) Radiografia SAL1; (C)Radiografia AZS; (D)
Radiografia AZ6..
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5.4. Analise microbiologica quantitativa

Com relacdo a contagem das unidades formadoras de colonia (UFC), ndo houve
diferenga significante entre os grupos nas coletas 01 (p= 0,863); 02 (p=0,677) ¢ 03 (p=0,970).
No entanto, na coleta 4, o grupo AZ apresentou uma quantidade superior de UFCs comparado

ao grupo SAL (p=0,000) (Tabela 4).

Ao longo dos dias, o grupo SAL mostrou uma homogeneidade na quantidade de UFCs
(p=0,244). Ja no grupo AZ, a quantidade de UFCs aumentou significativamente na coleta 4

(quando comparada a coleta 1) (p<0,026) (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados da contagem das UFC do grupo salina e do grupo acido zoledronico.

UFC
SAL AZ p-Valor?
Coleta 1 2.82+0.25 2.89+0.30 0,863
Coleta 2 3.34+0.37 3.53+0.22 0,677
Coleta 3 4.29+0.11 4.30+0.16 0,970
Coleta 4 4.24+0.14 5.30£0.07* 0,000
p-Valor® 0,244 0,026

Legenda: SAL: grupo salina; AZ: grupo acido zoledronico; D: dia experimental *p<0,05 versus

coleta 1; *Teste t de Student; *Teste ANOVA para medidas repetidas/Bonferrroni (média:EPM).

5.5. Analise descritiva macréscopicas das UFCs (Unidades formadoras de colonias)

5.5.1 Analise macroscopica das UFCs no grupo SAL

Nas coletas do grupo salina foram apresentados ao total 11 padrdes de colonias a qual

foram descritas a seguir:

Na amostra Salina 01, foram identificados 3 padrdes de coldnias, denominados como:
Colonia 01, que se caracterizou por ser muito pequeno, de forma pontiforme, coloragao
branca, levemente elevada e sem hemolise. Além disso, estavam presentes as colonias 2.1 e
2.2, ambas de tamanho pequeno a médio, com regido central elevada, colora¢do branca e

bordas transparentes. A diferenca entre elas estava na presenca de hemolise: a colonia 2.1
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realizou hemolise, enquanto a colonia 2.2 ndo apresentou hemolise. Por fim, a colonia 3,
também presente, tinha caracteristicas circulares, coloragdo branca, era plana, uniforme,
brilhante e realizava hemolise. Nesta amostra, houve uma maior presenga de coldnias do tipo

01.

Na Coleta 02 da mesma amostra, apresenta-se as colonias 1, 2.1 e 3. No entanto, uma
nova colonia foi identificada e designada como colonia 4. A coldnia 4 apresentava tamanho
médio, coloragdo amarelada, era bem clevada, brilhante ¢ realizava hemolise. Nesta coleta

houve maior presenga de coldnias do tipo 01 e do tipo 2.1.

Na Coleta 03, encontrou a presenga da colonia 01 e, além desta, foi identificada a
colonia 11, que se apresentou de forma circular, plana, de tamanho médio a pequeno, e
realizou hemolise. Também foi observada a presenga da colonia 12, que tinha formato plano,
disforme e coloracdo acinzentada. Além disso, nesta coleta, todas as placas apresentaram
mudanga de cor, o que sugere o possivel crescimento de microrganismos fastidiosos. Nesta

coleta, houve maior presenga das coldnias do tipo 11.

Na coleta 04 permaneceu a presenga de colonia do tipo 12, tendo também a presenga
de coldnias identificadas como 13 a qual possuia coloragdo branca, elevada e de aspecto
verrucoide. Além desta, foram observadas também colonias denominadas de 14 a qual eram
pequenas de coloragdo branco acinzentadas e ndo fazia hemolise aparente, sendo levemente

elevadas. Nesta coleta houve uma presenca de forma significante da coleta 12.

Na amostra salina 02 coleta 01 foram identificadas colonias do tipo 1; 2.1 ¢ 2.2 e 3,
permanecendo esse perfil na coleta 02. Esse padrao se modificou apenas na coleta 03, com a
identificacdo de coldnias do tipo 11 a qual obteve maior predomindncia nesta coleta e na

coleta 04 onde além desta foram observadas também as colonias 12 e 13.

Na amostra Salina 03, na Coleta 01, apresentam-se como coldonias dos tipos 2.1 e 1,
sendo estas as mais predominantes. Além disso, foi identificada a colonia do tipo 5, que se
caracterizava por ser circular, amarelada, plana e levemente elevada, sem realizar hemolise.
Também foi observada a presenga de colonias do tipo 6, que tinham formato circular,
disforme, de grande porte, e coloracdo cinza, lembrando-se a uma alga unicelular. Na Coleta
02, o padrao das coldnias foi o0 mesmo, com maior predominancia das coldnias do tipo 01. Ja
nas Coletas 03 e 04, o perfil das col6nias se modificou, apresentando como coldnias dos tipos

11,12 e 13, sendo as colonias 11 e 12 como mais predominantes, respectivamente.
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Na amostra Salina 04, observou-se a reproducdao do padrao de colonias nas Coletas 01
e 02, com a presenca das coldnias 2.1 e 2.2. Ja na Coleta 03, foram identificadas as colonias
11, 12 e 13, com maior prevaléncia das coldnias 11. E por fim na coleta 04 manteve-se

colonias 11 e 13 com a presenga da colonia 01, na qual foi mais prevalente.

Em suma, no grupo SAL, observou-se um predominio das colonias 01 e 2.1 na coleta
01, sendo repetido o mesmo padrdo na coleta 2, ja na coleta 3 houve maior predominio
principalmente da colonia 11 e por fim as colonias na coleta 4 maior predominio de colonias

11el12.
5.5.2 Analise macroscopica das UFCs no grupo AZ.

Nas coletas do AZ foram apresentados ao total 14 padrdes de coldonias a qual foram

descritas a seguir:

Na amostra AZ 01 na coleta 01 foram encontradas colonias 1; 2.1; 2.2; 3 e colonias
denominadas de 08 na qual esta colonia se assemelhava a nimero 03 porém era mais elevada
e ndo fazia hemolise. Esse padrio se repetiu na coleta 02 tendo maior prevaléncia nas coletas

das colonias 1 e 2.2 respectivamente.

Na coleta 01 na amostra AZ2 houve uma continuagdo da presenca das colonias 1;
2.1;2.2 e 6 somente diferindo da coleta 02 pela presenca da colonia 06 a qual ndo havia

presente nesta coleta.

Na amostra AZ 03 na coleta 01 e 02 houve a presenga do mesmo padrdo sendo
observadas as colonias 01; 2.1 e 2.2, obtendo maior prevaléncia da colonia 01 em ambas as

coletas.

Na amostra AZ 05 na coleta 01 e 02 houve também a presenga do mesmo padrao
sendo observadas as coldnias 01; 2.1 e 2.2. Entretanto, o que diferem ¢ a presenga da colonia
5 ¢ 10 na coleta 02, onde a colonia 10 se caracteriza pelo aspecto circular, plano com
coloracdo amarelo-rosa, grande e com o centro mais pigmentado. Nesta coleta houve uma

maior significancia na colonia 2.2.

Na coleta 03 Houve a repeticio do mesmo padrdo de coldnias, e neste caso houve
além disso a mudanca de coloracdo das placas, onde a mesma ficou mais escurecida

parecendo agar chocolate e com presenca de mau cheio, na qual sugere crescimento de
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fastigiosas. Nesta coleta houve a observagdo de colonias do tipo 12 ; 13 e 14 a qual a Gltima
se caracterizava por uma colonia pequena, branca acinzentada, sem hemolise aparente,

levemente elevada (sendo mais para plana).

Na coleta 04 houve uma mudanga de padrdo de acordo com a amostra, contendo na
amostra AZ1 a presenca de colonias 13 e colonias 16, na qual estd sdao semelhantes a
descricao da colonia 11 porém fazem hemolise, além desta foi observado coldnias do tipo 1.1
que eram semelhantes a 01, porém fazem hemolise. Ja nas amostras AZ2; AZ3 e AZ5 houve

a repeti¢ao das colonias 16 ¢ 1.1.

Em suma, no grupo AZ, observou-se um predominio das coldnias 01 e 2.2 na coleta
01, colonias 01 e 2.1 na coleta 2, ja na coleta 3 houve maior predominio principalmente da

colonia 14 e por fim as colonias na coleta 4 maior predominio de colonias 1.1.
5.6 Resultado da coloracio de gram das colonias.
Os resultados da coloragao de gram estdo listados na Tabela 05, a seguir:

Tabela 5. Analise descritiva da colora¢ao de Gram.

Colonias

Resultado da coloraciao de Gram

Colodnia 01
Colonia 1.1
Colodnia 2.1
Colonia 2.2
Colonia 03
Colonia 04
Colonia 05
Colonia 06
Colonia 07
Colobnia 08
Colonia 09
Colonia 10
Colobnia 11
Colonia 12
Colonia 13
Colonia 14
Colonia 15
Colobnia 16

Bacilar gram positivos
Estreptobacilos gram positivos ou leveduras
Streptococcus gram positive
Diplococos, cocos isolados gram positivos
Fungos gram positivos
Fungos gram positivos (semelhante a colonia 03)
Bacilos gram negativos
Bacilos gram negativos
Padrdo semelhante a fungo
Fungos gram positivos (semelhante a colonia 03 e 04)
Padrao compativel com fungo (levedura)
Padrao compativel com fungo (levedura)
Padrao compativél com fungo (levedura)
Padrao compativél com fungo (levedura)
Bacilos gram negativos
Padrao compativél com fungo (levedura)
Bacilos gram negativos
Bacilos gram negativos
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6. DISCUSSAO

A literatura apresenta uma diversidade de modelos experimentais para o estudo da OM
(Yan et al., 2022). O presente estudo consistiu em uma adaptacdo de um modelo publicado
em 2015 e, desde entdo, amplamente utilizado, o qual replica um esquema terapéutico
antineoplédsico com zoledronato e, apds a realizagdo do procedimento e de um drug holiday,

ha a continuidade do tratamento e, ainda assim, o estabelecimento da OM (Silva et al., 2015).

No presente estudo, no entanto, o procedimento de exodontia foi realizado em maxila,
regido menos propensa ao desenvolvimento de OM, quando comparada a mandibula. Por isso,
diferentemente dos estudos cujas lesdes de OM foram induzidas em mandibula, a acdo do
farmaco ndo foi suficiente para aumentar o grau de dificuldade cirargica dos procedimentos

(de Barros Silva et al., 2019; de Barros Silva et al., 2017; Silva et al., 2015).

Estudos evidenciam que os bisfosfonatos apresentam maior afinidade por areas de
osso cortical e por areas onde ha maior remodelagdo dssea, tais como mandibula e fémur
(Wang et al., 2024). Infere-se, portanto, que a auséncia de repercussao do tratamento com AZ
na dificuldade cirtirgica evidenciados neste estudo pode estar relacionada ao fato de a maxila

apresentar uma menor densidade mineral 6ssea, quando comparada a mandibula.

Da mesma forma, modelos experimentais de exodontia em mandibula de roedores
tratados com AZ evidenciam, radiograficamente, uma auséncia de dareas sugestivas de
formagdo 6ssea e um aumento da area radiolucida/hipodensa e diminuicdo da densidade
mineral O0ssea na regido alveolar (de Barros Silva et al., 2019; de Barros Silva et al., 2017;
Lima-Verde et al., 2023; Silva et al., 2015). A densidade mineral 6ssea ¢ um parametro
amplamente utilizado em avaliagdes radiograficas por tomografia. Ja nas radiografias digitais,
como a do presente estudo, comumente se utiliza a area radiolucida correspondente ao alvéolo
poés-exodontia. As radiografias digitais apresentam diversas vantagens, como baixo custo de
utilizagdo, e sao amplamente utilizadas em estudos publicados anteriormente. No entanto,
dada a menor densidade mineral 6ssea do osso maxilar, sugere-se, que maiores variagdes na
densidade mineral 6ssea possam ndo ter sido sensiveis a andalise bidimensional do presente
estudo, fazendo-se necessaria uma andlise tridimensional, mais minuciosa € menos sujeita a
vieses de sobreposi¢do, como por exemplo a andlise microtomografica, para uma melhor

avalia¢do do impacto do tratamento com AZ no osso maxilar (Lima-Verde et al., 2023).
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Ainda assim, no presente estudo, foi possivel identificar um aumento significativo de
UFC no grupo AZ no 5° dia (coleta 4) apo6s a exodontia (quando comparado ao grupo SAL,
bem como quando comparado a coleta 1 do grupo AZ). Esse aumento indica uma maior
colonizagdo bacteriana nas lesdes de OM com o passar do protocolo experimental. Além disso,
foi possivel observar uma variedade de colonias presentes, tanto de fungos na forma de
levedura quanto de bactérias. As bactérias gram-positivas estiveram principalmente presentes
nos primeiros dias de coleta, enquanto as bactérias gram-negativas mostraram um aumento

progressivo ao longo dos dias

A literatura evidencia uma participacdo importante da microbiota oral na progressao
da OM, destacando ndo sé a presenga de bactérias como também de fungos. Além disso,
observa-se um aumento no perfil de Actinomyces, uma bactéria anaerdbica nio facultativa,
gram-positiva, comumente encontrada na cavidade oral. O estudo de Pushalka (2014),
também demonstrou a proliferacdo de fungos do tipo levedura, bem como a formacdo de

biofilme com predominancia de bactérias (Pushalkar et al., 2014) (Cerrato et al., 2021).

Além disso, no estudo de Jiang (2002), observou-se que as bactérias presentes na
cavidade bucal de pacientes que apresentam lesdes de OM podem estimular a ostedlise do
tecido Osseo independentemente da acdo dos osteoblastos. Esse processo ¢ mediado pelo
aumento de citocinas pré-inflamatorias locais, promovendo a osteoclastogénese ¢ a

progressao da OM (Jiang et al., 2002).

No estudo de Ewald (2021), que analisou microbiologicamente lesdes em pacientes
com osteonecrose, foi possivel identificar, nas 116 amostras coletadas, um total de 43 géneros
bacterianos e 6 tipos de fungos. Os gé€neros mais frequentes foram Streptococcus spp.,
Neisseria spp., Lactobacillus spp. e Staphylococcus coagulase-negativo. A presenca de
leveduras foi observada em 25 dos pacientes (Ewald et al., 2021). Ja no estudo de Uhlig, em
2024, ap6s a analise de amostras de pacientes com cancer ¢ a realizagdo de PCR, foi
identificado um total de 20 géneros bacterianos em pacientes com osteonecrose. Entre eles, os
géneros predominantes foram Pseudoramibacter alactolyticus e Streptococcus mitis. E no

grupo controle, foram observados Lactobacillus gasseri e Streptococcus mutans (Jelin-Uhlig

et al., 2024).

Sedghizadeh (2012), em seu estudo, observou que a maioria da microbiota bacteriana

presente em pacientes afetados por osteonecrose era composta por bactérias anaerdbias
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facultativas, o que facilita a colonizagdo em regides de o0sso necrético, que possuem um
aporte sanguineo limitado e, consequentemente, baixo nivel de oxigénio. Além disso, o estudo
demonstrou que pacientes com OM apresentam perfis bacterianos distintos daqueles de

pacientes saudaveis, com uma maior diversidade e carga bacteriana nos pacientes afetados

(Sedghizadeh ef al., 2012).

Assim, a literatura evidencia estudos com resultados contrastantes no que tange ao
perfil microbiolégico das lesdes de OM observadas em pacientes. No entanto, observa-se a
mesma disbiose constatada neste estudo, em relagdo ao perfil de bactérias gram negativas e
gram positivas (Ewald et al., 2021; Pushalkar et al., 2014). Além disso, no estudo Jabbour,
em 2016, foi observado um aumento significativo das UFC nas lesdes de OM e em dareas
adjacentes dos sitios da lesdo (Jabbour et al., 2016), o que corrobora com os resultados deste

estudo.

A realiza¢do das coletas microbiologicas para uma andlise temporal, em diferentes
momentos apods a realizacdo da exodontia, pode contribuir para uma melhor compreensao da
evolucao dessa disbiose e, assim, guiar condutas terapéuticas preventivas. Assim, o presente
estudo contribui fortemente para a area, impulsionando futuros estudos destinados a
identificacdo e especificacao dessas colonias bacterianas, a fim de melhor direcionar condutas

clinicas e protocolos terapéuticos antimicrobianos.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que, apesar de ndo apresentar impacto direto na variacdo de massa
corpdrea, na dificuldade cirurgica ou parametros radiograficos dos alvéolos pds-exodontia, o
tratamento com AZ exerce um impacto significativo na progressdo da colonizacdo microbiana

(UFC) dos alvéolos pos-exodontia a partir do 5° dia pds-operatoério.

A analise das colonias revelou uma diversidade significativa de microrganismos,
incluindo tanto fungos (em forma de leveduras) quanto diferentes tipos de bactérias, os quais
apresentaram um aumento progressivo ao longo do protocolo experimental. Esses achados
reforgam a complexidade e a variabilidade de microrganismos associadas a OM, além da
importancia de uma analise microbiologica mais especifica, a fim de melhor compreender e

direcionar protocolos de tratamento para esta condigao.
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ANEXO- PROTOCOLO CEUA

CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAO LTDA IPADE
CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

Unichristus

Centro Universitdrio Christus

Of. No. 010/24
Protocolo da CEUA: 010/24
Pesquisador Responsavel: MARIA ELISA QUEZADO LIMA VERDE

Titulo do Projeto: INFLUENCIA DA COMBINACAO ENTRE FOTOBIOMODULAGAO E TERAPIA
FOTODINAMICA NA CICATRIZAGAO OSSEA ALVEOLAR POS-EXODONTIA EM RATOS
TRATADOS COM ACIDO ZOLEDRONICO

Levamos ao conhecimento de V. Sa que a Comissao de Etica no Uso de Animais do Instituto para
Desenvolvimento da Educagao LTDA - IPADE considerou APROVADO o projeto supracitado na
reuniao do dia 02 (dois) de abril de 2024.

Descrigdo do animal utilizado:

Espécie:  Rattus Novergicus (Ratos Swiwtas) Machos Nt’:mero_ 50
entre 180-200g Amostral:

Relatérios parciais e finais devem ser apresentados ao CEUA/Instituto para Desenvolvimento da
Educagéo LTDA - IPADE ao término do estudo, periodo maximo 02/04/2025.

Fortaleza, 02 de abril de 2024.
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