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RESUMO

A osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos (OMM) ¢ uma condicio
multifatorial, com forte associagdo ao uso de acido zoledronico (AZ), caracterizada por necrose
Ossea persistente, disbiose e inflamacdo cronica. Diante disso, terapias adjuvantes como a
fotobiomodulacdo (FBM) e a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) tém sido estudadas
por sua capacidade de modular a resposta inflamatoria e reduzir a carga microbiana. O presente
estudo teve como objetivo avaliar influéncia da FBM e aPDT, de forma isolada e combinada
no perfil microbioldgico ao longo do tempo em ratos submetidos a tratamento com AZ pds-
exodontia com periodontite induzida. Para isso, 50 animais foram divididos em cinco grupos
(n=10): os ndo tratado com AZ e simulagdo das terapias a laser (SHAM), grupo SAL/SHAM,
e tratado com AZ, grupo AZ/SHAM, FBM, aPDT e DUP (FBM+aPDT). Todos os animais
foram submetidos a indu¢@o de periodontite no dia 21, a partir da ligadura nos primeiros
molares inferiores, no dia 42, a exodontia foi realizada nos primeiros molares inferior que
permanecia com ligadura, sendo realizado posteriormente o tratamento ou ndo com as terapias
nos dias 42 (p6s exodontia), 44 e 46. As coletas microbiologicas foram subsequentes a
exodontia e as terapias, sendo analisadas de acordo com as unidades formadoras de colonia por
ml (UFC/ml), com a eutanésia ocorrendo no dia 70. A andlise microbioldgica revelou que os
grupos tratados com FBM, aPDT e DUP apresentaram diferenga significativa das UFC/ml nas
coletas 2 e 3 em comparacdo ao grupo AZ. A terapia aPDT isolada demonstrou a maior redugao
das colonias gram-negativas entre a coleta 1 (2,11 +2,48) e a coleta 4 (0,96+1,93). O grupo
FBM também apresentou redugdo entre a coleta 3 (3,08 +3,98) e a coleta 4 (1+2). O grupo
DUP, apesar de resultados promissores nas coletas iniciais, apresentou aumento progressivo de
UFC/ml gram-negativas nas coletas 3 (3,72 +5,54) e 4 (3,40 + 4,85). Na andlise quantitativa,
observou-se predominancia de colonias de estreptococos gram-positivos (colonias 2 e 6).
Conclui-se que FBM e aPDT, isoladamente, foram eficazes na redu¢do de UFC/ml gram-
negativas, mas a combinagdo das terapias (grupo DUP) apresentou limitacdo na contengdo de
cepas mais resistentes nas fases tardias. A prevaléncia de colonias de estreptococos gram-
positivos, embora comensais, podem atuar como oportunistas em ambientes necroticos A
persisténcia de colonias patogénicas e o padrao disbidtico observado reforcam a necessidade de
abordagens terap€uticas que integrem disrup¢ao mecanica do biofilme, controle antimicrobiano

e modulagdo inflamatoria para um manejo mais eficaz da OMM.

Palavras-chave: Bisfosfonatos; Osteonecrose Associada a Bisfosfonatos; Terapia com Luz de

Baixa Intensidade; Microbiota.



ABSTRACT

Medication-related osteonecrosis of the jaw (OMM) is a multifactorial condition strongly
associated with the use of zoledronic acid (ZA), characterized by persistent bone necrosis,
dysbiosis, and chronic inflammation. In light of this, adjunctive therapies such as
photobiomodulation (PBM) and antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) have been
investigated for their ability to modulate the inflammatory response and reduce microbial load.
This study aimed to evaluate the effects of PBM and aPDT, both individually and in
combination, on the microbiological profile over time in rats treated with ZA after tooth
extraction with induced periodontitis. Fifty animals were divided into five groups (n = 10):
untreated with ZA and submitted to laser therapy simulation (SHAM), SAL/SHAM group, and
ZA-treated groups: AZ/SHAM, PBM, aPDT, and DUP (PBM + aPDT). All animals underwent
periodontitis induction on day 21 by placing ligatures around the first lower molars. On day 42,
tooth extraction was performed on the ligature-retained lower first molars, followed by
therapeutic interventions or not on days 42 (post-extraction), 44, and 46. Microbiological
samples were collected after extraction and treatments, and analyzed based on colony-forming
units per milliliter (CFU/ml). Euthanasia was performed on day 70. Microbiological analysis
revealed that the PBM, aPDT, and DUP groups showed significant reductions in CFU/ml during
collections 2 and 3 compared to the AZ group. The aPDT group demonstrated the greatest
reduction in gram-negative colonies between collection 1 (2.11+2.48) and collection 4
(0.96+1.93). The PBM group also showed a decrease between collection 3 (3.08 +3.98) and
collection 4 (1+2). The DUP group, although showing promising initial results, exhibited a
progressive increase in gram-negative CFU/ml in collections 3 (3.72+5.54) and 4
(3.40 £4.85). Quantitative analysis showed a predominance of gram-positive Streptococcus
colonies (collections 2 and 6). In conclusion, PBM and aPDT, when applied individually, were
effective in reducing gram-negative CFU/ml. However, the combined therapy (DUP group)
showed limitations in controlling more resistant strains during the later phases. The prevalence
of gram-positive Streptococcus colonies, although commensal, may act as opportunistic
pathogens in necrotic environments. The persistence of pathogenic colonies and the observed
dysbiotic pattern reinforce the need for therapeutic approaches that integrate mechanical
biofilm disruption, antimicrobial control, and inflammatory modulation for more effective

MRONJ management.

Keywords: Diphosphonates; Bisphosphonate-Associated Osteonecrosis of the Jaw; Low-

Level Light Therapy; Microbiota.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Protocolo eXperimental. ............ccccoeieriiiiiiienieieniesieee et 23

Figura 2 - Analise quantitativa das UFC entre grupos. Grupos: SAL = Salina, AZ = Acido
Zoledronico, aPDT = Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, FBM = Fotobiomodulagao, DUP

= Combinagao de aPDT € FBM. .......coooiiiiiiii et e 25

Figura 3 - Analise quantitativa das UFC entre coletas. Grupos: SAL, AZ, aPDT, FBM, DUP.

LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Classificagdo das colonias segundo sua morfologia e classificacdo bacteriana, com

base nas caracteristicas desuas paredes celulares apds a coloragdo de Gram...........cccceeueeeenne 24

Tabela 2 - Valores da média e desvio padrao dos grupos entre coletas microbioldgicas. Grupos:
SAL = Salina, AZ = Acido Zoledrdnico, aPDT = Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, FBM
= Fotobiomodula¢ao, DUP = Combinacdo de aPDT e FBM. .........ccccoiiiiiiiiiiie 25

Tabela 3 - Andlise quantitativa das trés colonias mais prevalentes por grupo experimental, com

identificacdo microbiologica e média £ desvio padrao. ......ccecveeeiiieeiieeeiiee e 27

Tabela 4 - Andlise das UFC gram-negativas entre coletas por  grupo

EXPEITMENTALAO0X. ....c.eiiiiiieiieiie ettt et et e e st e e bt esab e e bt e eabeeseeeabeebeeennaeas 28



AZ
BHI
DUP
EROs
FBM
LPS
OMM
UFC

TNF-a
IL-1B
MMPs
aPDT

LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS
Acido Zoledronico
Brain Heart Infusion
Combinagdo de Fotobiomodulagdo e Terapia Fotodindmica Antimicrobiana
Espécies Reativas de Oxigénio
Fotobiomodulacao
Lipopolissacarideo
Osteonecrose dos Maxilares Relacionada a Medicamentos
Unidades Formadoras de Colonias
Receptor do Tipo Toll
Fator de Necrose Tumoral Alfa
Interleucina-1 Beta
Metaloproteinases da Matriz

Terapia Fotodindmica Antimicrobiana



SUMARIO

1 INTRODUGAO ....oucuinninncincinsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
2 OBUJETIVOS .uiitiitinctinnensstissssssessssissssssssesssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssns 14
2.1 ODJEtiVo Geral...uuucnuernseersrensrensnenssnenssncsssensnesssesssnssssessssssssnssssessssssssssssasssssssssssssasssassssasssns 14
2.2 Objetivos eSPECIFICOS cccvvuriervuricrsrresssrrcssriesssnnessssresssrossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssossnsses 14
3 REFERENCIAL TEORICO ......uoeueeesressessessessessssssssssessessessessessessessessssessessessessessessessesasss 15
3.1 Microbiota oral saudavel 15
3.2 Microbiota da doencga periodontal ..........c.ciceveicirericisenicssnisssnisssasesssssssssssessssssssssssssanns 15
3.3 Osteonecrose dos maxilares relacionadas a medicamentos: Classificacio e
mecanismo 16
3.4 Perfil microbiol0gico da 0StEONECIOSE .....cuceueeirercsueissenisueicsuensssnesaesssansssesssssessssessssssanns 18
3.5 A terapia fotodinAmica antimicrobiana e fotobiomodulacido no controle
MiCrobiol0gico da OSTEONECTOSE ...uueiererirereressseresssaresssanssssanesssasesssasesssssesssssssssssssssssssssasssssssese 19
4 MATERIAIS E METODOS 20
4.1 ASPECLOS GLICOS cuvvrerrurrersnrcssanrcsssrnsssssressssnessssnsssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssnsssssnsssssnssss 20
4.2 Animais € grupos eXPerimentais .....ccccvereerssssrressssssrecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 20
4.3 Protocolo experimental...........cicoveeeniricssnnicnssnnessnncssnsncssssscssssssssssssssssosssssssssesssssssssssnes 21
4.3.1 Protocolo de tratamento sistémico, ligadura € exodontia............cceecveeevveeeiieeencieeenreeenne 21
4.3.2 Protocolo de fotobiomodulagao e terapia fotod inaAmica...........ccceeeevveeecveeecieeenieeeeree e, 22
4.3.3 Coleta MICTODIOLIOZICA ......eeeevieiiieeiiieiieeie ettt ettt e et e s e eiaeebeesaeeesbeessaesnseenseesnnnaans 22
4.3.4 EULANASIA ....eeuteeieeeiie ettt ettt ettt e et e et e b e et e e bt e e s bt e bt e e be e eabeeehteebeeeneeenbeens 23
4.4 ANALISe STATISTICA couverrrerseeesseecsannssanssanessannssnesssenssnesssesssnesssessssnssssssssssssassssesssasssassssansssassnns 23
5 RESULTADOS ...uooiiiiitiiseinnensneiisncsssecssssssessssssssessssssssssssssssssssssssssasssssssssssssassssssssasssss 24
5.1 Coloracao de Grall......eeeeiiicccsiicsssssssassssecsssssssssssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 24
5.2 Analise microbiologica quantitativa entre Srupos ......eeceecseecseecseeesssnesssecssnssaesssacanes 24
5.3 Analise microbioldgica quantitativa entre coletas ..........ceevvercivueicsrunicssercssnercssnescsnnees 25
5.4 Analise quantitativa das trés colonias mais prevalentes por grupo experimental......27



5.5 Analise quantitativa das colonias gram-negativas.......ccceeeeeseesseicssnesssnessasssssessasssssesses 28

6 DISCUSSAOQ.....ceeeeeereceessessessesessessessessssssssssssessasssssssessessassssessessssssssssanssssssessesssnssssssensessses 29
T CONCLUSAQ...cooueeeeeeeeressesessessnsssssssssssssssssssssssssssssssssssensssssssssssnsssssssssssnsssssssssasssssssssssases 33
REFERENCIAS.....eoeeeveveeeeeeeeeeessssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssnssssssssnsassesssssssaes 34

ANEXO 1 = PAareCery CEUA ..uuueeeeeeeeereneeeeeesseesesssessossssessossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 39




11

1 INTRODUCAO

A microbiota oral constitui um ecossistema altamente diversificado, composto por mais
de 700 espécies bacterianas, além de fungos, virus e protozodarios, que coexistem em equilibrio
dindmico com o hospedeiro. Esse microbioma desempenha fungdes essenciais na manuten¢ao
da homeostase bucal, participando de processos como a digestdo inicial, modulacdo do sistema
imune e protecdo contra patdgenos exogenos (Zhang et al., 2018; Rocha et al., 2025).

Entretanto, a ruptura desse equilibrio, denominada disbiose, favorece a proliferagdo de
microrganismos patogénicos, sobretudo anaerobios gram-negativos, comumente associados ao
desenvolvimento de doengas periodontais. Essas bactérias sdo caracterizadas pela liberagao de
componentes estruturais altamente imunogénicos, como os polissacarideos da parede celular,
especialmente o lipopolissacarideo (LPS). O LPS, ao interagir com receptores do tipo Toll
(TLR), principalmente o TLR4, presentes em células do sistema imune inato, desencadeia uma
resposta inflamatdria intensa, com producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1
e IL-6 (Yuan et al., 2023).

O perfil imunocelular associado a doenca periodontal ¢ marcado pela ativacdo de
macrofagos, neutrofilos e células T, resultando na amplificagdo da resposta inflamatoria e na
destruicao dos tecidos periodontais de suporte, como o ligamento periodontal e o osso alveolar.
Além disso, a liberacdo de mediadores inflamatorios e enzimas proteoliticas, como
metaloproteinases da matriz (MMPs), contribui para a progressao da destrui¢do tecidual e
favorece a exposi¢ao dssea (Dyke and Sima, 2020; Rodrigues et al., 2020)

Essa condicao inflamatdria cronica e a consequente exposi¢do do osso mandibular sdo
fatores criticos no contexto de pacientes tratados com agentes antirreabsortivos, como 0s
bisfosfonatos, aumentando significativamente o risco para o desenvolvimento da osteonecrose
dos maxilares relacionada a medicamentos (OMM) (Everts-Graber et al., 2022).

A remodelacdo Ossea € essencial para a homeostase do tecido, promovendo a reabsorcao
Ossea por osteoclastos e a deposi¢ao por osteoblastos. O desequilibrio nesse processo podelevar
a desordens antirreabsortivas, caracterizadas por uma superexpressao de fatores
osteoclastogénicos como o Ligante do Receptor Ativadordo Fator Nuclear Kappa-B (RANKL)
(Kim et al., 2020).

Nesse contexto, os bisfosfonatos sdo amplamente utilizados para o tratamento de
doencas 6sseas degenerativas, como osteoporose, doenca de Paget € mieloma multiplo, devido

a sua capacidade de reduzir o turnover dsseo. Além disso, os aminobisfosfonatos apresentam
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efeitos antitumorais, incluindo indugao de apoptose celular e inibi¢do da angiogénese, sendo a
terapia padrdo no manejo de pacientes oncoldgicos com metéstases Osseas (Gavaldd and
BagaN, 2016; Ribeiro et al., 2023).

Apesar de sua eficacia, os bisfosfonatos estao associados a um efeito adverso grave que
¢ a OMM. Esta condigdo ¢ caracterizada pela exposicdo dssea persistente por mais de oito
semanas, sem outra etiologia identificavel, e esta diretamente relacionada ao historico de uso
de agentes antirreabsortivos (Gavald4 and BagaN, 2016; Everts-Graber et al., 2022).

A patogénese da OMM envolve multiplos fatores, como a supressdo osteoclastica, que
resulta no acumulo de tecido 6sseo ndo vital, a redu¢do da angiogénese, efeitos citotdxicos
locais, aumento da suscetibilidade a infeccdo microbiologica e sua composi¢do, além de
alteragdes imunoldgicas e baixa oxigenagdo tecidual (Everts-Graber ef al., 2022).

As taxas de desenvolvimento da osteonecrose sdao mais elevadas em pacientes
oncologicos, com incidéncia entre 1% e 15%, em fun¢do da necessidade de doses elevadas de
bisfosfonatos (Everts-Graber et al., 2022). Os principais fatores derisco incluem procedimentos
dentoalveolares invasivos locais e condigdes sistémicas, como exodontias ¢ diabetes mellitus,
respectivamente, além de seu uso prolongado, densidade 6ssea mandibular e o tipo de farmaco
utilizado (Kanath ez al., 2017; Kammerhofer ez al., 2023)

Diversos tratamentos tém sido propostos para a OMM, como antibioticoterapia,
oxigenoterapia hiperbarica e desbridamento cirirgico, dependendo da gravidade do caso
(Rosella et al., 2016; Beth-Tasdogan et al., 2022). Paralelamente, condutas preventivas sao
indispensaveis para minimizar os riscos associados, pois a avaliagdo prévia € 0 manejo
adequado das condigdes bucais reduzem significativamente a possibilidade de complicacdes,
especialmente em procedimentos invasivos em regido dos maxilares.

Nos ultimos anos, terapias adjuvantes, como a fototerapia com laser de baixa
intensidade, tém sido investigadas para prevengao e tratamento da OMM. A fotobiomodulagdo
(FBM) atua estimulando a regeneracdo tecidual, modulando a inflamac¢do e promovendo
analgesia através da sintese de ATP pelos fotorreceptores mitocondriais (Dompe et al., 2020).

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT), por sua vez, utiliza um
fotossensibilizador ativado por luz que gera espécies reativas de oxigénio, promovendo a
destruicado seletiva de microrganismos patogénicos (Melo et al., 2021)

A combinacdo entre FBM e aPDT tem se mostrado uma estratégia promissora,
oferecendo efeitos anti-inflamatdrios, analgésicos e antimicrobianos, embora a diversidade de

protocolos e a escassez de estudos dificultem a padronizagado terapéutica (De Faria et al., 2021).
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Assim, o presente estudo visa investigar os efeitos antimicrobianos dessa combinagao
em alvéolos pos-exodontia em ratos tratados com acido zoledronico, com potencial de embasar

novos protocolos clinicos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da fotobiomodulacdao (FBM) e terapia fotodinamica antimicrobiana
(aPDT), de forma isolada e combinada no perfil microbiologico ao longo do tempo em ratos

submetidos a tratamento com acido zoledronico (AZ) pds-exodontia com periodontite induzida.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar, quantitativa e qualitativamente a variagdo do perfil microbioldégico em
diferentes momentos pos-exodontia sob influéncia da FBM e aPDT, de forma isolada e
combinada em ratos tratados com AZ.

e Comparar as unidades formadoras de colonias (UFC) por ml nas diferentes coletas para
os diferentes grupos.

e (Caracterizar a predominancia de colonias bacterianas ao longo do tempo, identificando

possiveis mudangas na microbiota.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Microbiota oral saudavel

A microbiota oral saudavel desempenha um papel essencial na manutencdo da saude
bucal e sistémica, sendo composta por uma comunidade microbiana diversa e dindmica que se
estabelece ainda nos primeiros anos de vida e tende a estabilidade na vida adulta. Essa
microbiota varia conforme o nicho anatémico (saliva, mucosa, dentes) ¢ composta por géneros
centrais como Streptococcus, Actinomyces, Neisseria, Prevotella e Veillonella, os quais atuam
na prote¢do contra patdgenos € na manuten¢ao da homeostase (Yama et al., 2024).

Fatores como dieta equilibrada, boa higiene bucal, auséncia de tabagismo e uso
controlado de antimicrobianos sdao determinantes para manter o equilibrio microbiano. Quando
essa estabilidade ¢ rompida, por exemplo, por consumo excessivo de agucares ou ma higiene,
ocorre a disbiose, que favorece o crescimento de patdogenos como Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium spp, associados a carie e a periodontite, podendo

inclusive repercutir em condigdes sistémicas (Shenkute and Asfaw, 2019; Prucsi et al., 2021).
3.2 Microbiota da doenca periodontal

A doencga periodontal ¢ uma condicao inflamatoria cronica desencadeada por um
biofilme subgengival disbidtico, caracterizado pela predominancia de microrganismos
anaerdbios gram-negativos, especialmente do “complexo vermelho”, que inclui
Porphyromonas  gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola, além do
Fusobacterium nucleatum, que pode estar relacionado ao biofilme subgengival e a diminui¢ao
da eficiéncia dos neutréfilos. Porphyromonas gingivalis é considerada uma espécie-chave na
patogénese da doenga, devido a sua capacidade de modular a resposta imune e facilitar a
colonizagdo por outros patogenos (Kurgan et al., 2017; Prucsi et al., 2021).

Estes microrganismos possuem uma série de fatores de viruléncia que contribuem para
a destruicdo do tecido periodontal, incluindo a liberagio de endotoxinas, como
lipopolissacarideos (LPS), e a producdo de enzimas proteoliticas que degradam a matriz
extracelular e modulam negativamente a resposta imune do hospedeiro. O LPS, por sua vez,
atua como um potente ativador da resposta inflamatoria, estimulando macréfagos e outras
c€lulas do sistema imune a produzirem citocinas pro-inflamatérias como IL-13, TNF-a e IL-6,

promovendo a destruicdo do tecido conjuntivo e a reabsor¢do ossea alveolar (Babu and Primm,

2018; Su et al., 2018)



16

Além disso, o ambiente hipoxico e rico em produtos metabolicos toxicos gerado pelo
biofilme anaerdbio agrava a lesdo tecidual e favorece a perpetuagdo da inflamagdo cronica,
criando um ciclo vicioso de destruicao e disbiose. A relagdao entre a microbiota patogénica e a
resposta inflamatéria do hospedeiro ¢é, portanto, central na fisiopatogenia da periodontite
(Shang et al., 2023; Neurath and Kesting, 2024; Vincenzo et al., 2024)

Na doenga periodontal, a microbiota sofre profundas altera¢des, caracterizando-se por
uma transi¢do de um perfil predominantemente gram-positivo, associado a saude, para uma
comunidade dominada por anaerdbios gram-negativos, altamente patogénicos. Essa disbiose

promove inflamagao cronica e destruigdo tecidual, comprometendo o periodonto de sustentagao

(Prucsi et al., 2021; Kamer et al., 2024)

3.3 Osteonecrose dos maxilares relacionadas a medicamentos: Classificacao e

mecanismo

Alteragdes nas atividades dos osteoblastos sdo caracterizadas por disturbios no
metabolismo 6sseo, um processo responsavel pela deposi¢do e degradacdo 6ssea mediadas
pelos osteoblastos e osteoclastos, respectivamente. O Ligante do Receptor Ativador do Fator
Nuclear Kappa-B (RANKL) ¢ uma proteina responsavel pela ativagdo dos osteoclastos, sendo
a superexpressdao de RANKL relacionada a alteragdes 6sseo degenerativas em doengas como
osteoporose, doenga de Paget, mieloma multiplo e metéstases osseas (Kim et al., 2020; Guedes
et al., 2023)

Assim, diante a esses distirbios osteometabolicos, medicamentos que interferem nessa
via tém sido amplamente utilizados no tratamento de doengas. Os bisfosfonatos representam a
principal classe farmacoldgica empregada nesses casos. Classificados, de acordo com sua
estrutura quimica e mecanismo de agdo, em duas grandes categorias: bisfosfonatos nao
nitrogenados (como etidronato e clodronato), que promovem apoptose dos osteoclastos por
interferéncia na sintese de ATP, e os aminobisfosfonatos (como pamidronato, alendronato e
acido zoledronico), que agem inibindo a enzima farnesil pirofosfato sintase (FPPS), bloqueando
a via do mevalonato e, por consequéncia, impedindo a prenilacdo de proteinas GTPase
essenciais a fungao e sobrevivéncia osteoclastica (Kanath et al., 2017; Wehner et al., 2020)

O acido zoledronico, um dos aminobisfosfonatos mais potentes disponiveis, ¢
amplamente utilizado no tratamento da osteoporose severa, mieloma multiplo, metastases
osseas e doenca de Paget. Seus efeitos antirreabsortivos se somam a propriedades antitumorais,

como inibi¢do da adesdo celular, daangiogénese e da proliferagdo tumoral, justificando seu uso
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recorrente na oncologia. Contudo, apesar da eficacia terap€utica, o uso prolongado desses
agentes, especialmente por via endovenosa, esta associado ao surgimento de uma condicao
adversa de grande relevancia clinica: a osteonecrose dosmaxilares relacionada a medicamentos
(OMM) (Gavalda and BagaN, 2016; Ribeiro et al., 2023)

A fisiopatogénese da OMM estd, portanto, intimamente ligada aos mecanismos
farmacolégicos de agdo dos bisfosfonatos, somando-se a fatores locais, como traumas
cirirgicos (especialmente exodontias), infec¢des odontogénicas, e condicdes sistémicas
predisponentes, como diabetes mellitus e estados imunossupressores. O trauma tecidual,
associado a remodelacao Ossea suprimida e a disfuncao vascular induzida pelos bisfosfonatos,
resulta em um microambiente propicio a necrose e a instalagdo de infec¢do cronica (Gavalda
and BagiN, 2016; Everts-Graber et al., 2022)

Estudos experimentais demonstram que exodontias realizadas em ratos previamente
tratados com dacido zoledronico (AZ) induzem uma resposta inflamatdria exacerbada, com
aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como interleucina-1 beta (IL-1p), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), além da ativagdo da
via nuclear kappa B (NF-kB) (De Barros Silva ef al, 2016). Esse processo resulta
principalmente do trauma cirirgico e da morte de ostedcitos no alvéolo dentario, podendo
também ocorrer espontaneamente na osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos
(OMB) (Koy et al., 2015)

No tecido 6sseo, ostedcitos vidveis secretam o ligante do receptor ativador do fator
nuclear kappa B (RANKL), que induz a diferenciacdo de macrofagos em osteoclastos por meio
da via NF-KB. Estes osteoclastos promovem a reabsor¢do 6ssea, mediada por enzimas como
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) e iNOS. Durante a inflama¢ao, had manutengao
da expressao de RANKL, perpetuando a atividade osteoclastica. Com a resolugado inflamatoria,
ocorre aumento da osteoprotegerina (OPG), que bloqueia 0 RANK em macrofagos, inibindo a
osteoclastogénese e restaurando o equilibrio do metabolismo 6sseo (Morita et al., 2017;
Tobeiha et al., 2020).

As citocinas pro-inflamatorias associadas a OMM, como IL-1B, TNF-a e iNOS, sdo
também centrais na fisiopatologia da periodontite, onde sua producdo ¢é estimulada pela
microbiota disbiodtica rica em gram-negativos anaerobios. Ambas as condi¢cdes compartilham a
ativacdo da via NF-kB e o estimulo a expressdo de RANKL, promovendo um ambiente
osteoclastogénico que favorece a reabsorcdo Ossea e a perpetuacdo do processo inflamatdrio

(Molon et al., 2018; Wang et al., 2020).
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Dessa forma, processos inflamatérios relacionados a doenca periodontal e sua
microbiota disbidtica podem potencializar a perpetuacdo do ambiente osteoclastogénico,

favorecendo a reabsorcdo Ossea e contribuindo para a fisiopatologia da osteonecrose dos

maxilares (Molon et al., 2018; Wang et al., 2020).
3.4 Perfil microbiolégico da osteonecrose

A OMM apresenta uma complexa etiopatogénese, onde o componente microbiologico
desempenha papel central. A colonizagdo bacteriana sobre o 0sso exposto agrava a infeccdo e
perpetua a necrose tecidual, favorecendo a evolucao cronica da lesao. Microrganismos como
bacilos gram-positivos (Actinomyces spp.), € bacilos gram-negativos (Fusobacterium spp. e
Prevotella spp.) sdo frequentemente isolados de areas de osteonecrose, indicando uma
microbiota altamente patogénica e anaerdbia, resistente a defesa imune comprometida
localmente (Sedghizadeh et al., 2009; Kumar et al., 2010)

O biofilme bacteriano, estruturado e protegido por uma matriz extracelular polimérica,
confere resisténcia aos mecanismos imunoldgicos € terapias antimicrobianas convencionais.
Estudos mostram que o biofilme presente nas areas de osteonecrose induz alteragdes
imunologicas locais, exacerbando a inflamagao e dificultando o reparo tecidual. Além disso, a
exposicdo Ossea e a consequente infecgao sao amplificadas pela redugdo da vascularizagdo e do

turnover 6sseo, decorrentes do uso de bisfosfonatos, que inibem a func¢do osteoclastica
(Sedghizadeh et al., 2009; Kumar et al., 2010; Wang et al., 2020)

Modelos experimentais em roedores demonstram que a inducdo de periodontite
associada a extracdo dentdria potencializa a instalacdo da osteonecrose quando combinada ao
uso de bisfosfonatos (Ervolino et al., 2019). A manipulagdo microbioldgica dessas lesdes
permite a quantificagdo de unidades formadoras de colonia (UFC) e a identificacdo de espécies
bacterianas predominantes, sendo fundamentais para o entendimento da progressdo da doenga
e desenvolvimento de estratégias terapéuticas (Sedghizadeh et al., 2009; Kumar et al., 2010)

Além da composi¢cdo microbiologica, destaca-se a participacdo dos lipopolissacarideos
(LPS), componentes estruturais de bactérias gram-negativas, presentes tanto na microbiota
periodontal disbidtica quanto nas lesdes de OMM. A interagdo do LPS com receptores Toll-
like, especialmente TLR4, nas células do sistema imune, desencadeia a ativacao da via NF-KB,
promovendo a produgdo exacerbada de mediadores inflamatorios e favorecendo a perpetuagao
da necrose dssea (Muratsu et al., 2013; Babu and Primm, 2018). Nesse cenario, infec¢des

periodontais pré-existentes podem amplificar a resposta inflamatéria sistémica, agravando o
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quadro de osteonecrose e contribuindo para a manutencao de um ambiente osteoclastogénico

(Muratsu et al., 2013; Babu and Primm, 2018)

3.5 A terapia fotodinAmica antimicrobiana e fotobiomodula¢ao no controle

microbiologico da osteonecrose

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) surge como uma interveng@o promissora
para o controle microbiano na OMM. O mecanismo de acdo da aPDT envolve a ativacdo de um
fotossensibilizador, como o azul de metileno, por uma fonte de luz com comprimento de onda
especifico, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) letais para os microrganismos. Essa
abordagem possui vantagem significativa por ndo induzir resisténcia bacteriana, além de
apresentar acdo localizada e seletiva (Poli ef al., 2019)

Ervolino et al., 2019, demonstraram que a aplicagdo de aPDT associada a extragdes
dentarias em ratos tratados com acido zoledronico resultou em uma melhora significativa na
reparagdo alveolar, com redu¢do do niimero de ostedcitos necrdticos e maior deposicdo de
tecido Osseo vidvel.

Adicionalmente, a fotobiomodulacdo (FBM) pode modular a resposta inflamatéria e
estimular a atividade celular reparadora. A FBM age sobre os fotorreceptores mitocondriais,
aumentando a producdo de ATP, além de promover vasodilatagdo e angiogénese, fatores
criticos no ambiente comprometido da osteonecrose (Hazrati et al, 2025). A aplicagdo
simultanea da FBM com a aPDT potencializa os efeitos antimicrobianos e reparadores,

favorecendoum microambiente propicio a cicatrizagao (Tartaroti et al., 2020; Silva et al., 2022)
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Aspectos éticos

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

a aprovacao e protocolado com o niimero 010/24 (Anexo I).
4.2 Animais e grupos experimentais

Para a realizagdo desta pesquisa, foram utilizados 50 ratos pertencentes a linhagem
Wistar (rattus novergicus), com massa corporea entre 180-200 gramas. Baseado no estudo de
Silva et al. 2022, que mostrou que o tratamento com fotobiomodulacio 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 8 animais por grupo de estudo a fim
de obter uma amostra que rejeite com 80% de poder e 95% de confianca a hipotese nula desse
estudo (teste t de Student) (Silva et al., 2022). Tendo em vista a possibilidade de perda de
amostra, acresceu-se 20% sobre a amostra calculada, totalizando 10 ratos por grupo de estudo.
Os animais foram oriundos do Biotério do Centro Universitdrios Christus e mantidos no
Biotério em gaiolas apropriadas de polipropileno medindo 49x34x16cm, em nimero de 5
animais por caixa, e numerados individualmente através de marcacdo na cauda, refeitas quando
necessario. Além disso, os animais receberam ra¢do comercial balanceada propria e dgua ad
libitum, e foram mantidos em ciclos de luz-escuro de 12 horas, permanecendo nas mesmas
condi¢des ambientais ideais de experimentacdo. Os grupos experimentais consistiram em:
Grupo SAL: animais tratados sistemicamente com NaCl 0,9%, por via endovenosa e
submetidos as intervengdes cirurgicas do protocolo experimental para indugdo de OM, com
apenas simulacdo dos tratamentos com FBM ou APDT (SHAM) nos dias 42, 44, 46.
Grupo AZ: animais tratados com AZ 0,2 mg/kg, por via endovenosa e submetidos as
intervengdes cirargicas do protocolo experimental para inducdo de OM, com apenas
simulacao dos tratamentos com FBM ou APDT (SHAM) nos dias 42, 44, 46.
Grupo FBM: animais tratados com AZ 0,2 mg/kg, por via endovenosa e submetidos as
intervengdes cirargicas do protocolo experimental para indugdo de OM, tratados com

protocolo de FBM nos dias 42, 44, 46.
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Grupo aPDT: animais tratados com AZ 0,2 mg/kg, por via endovenosa e submetidos as
intervengdes cirargicas do protocolo experimental para indugdo de OM, tratados com
protocolo de aPDT nos dias 42, 44, 46.

Grupo DUP: animais tratados com AZ 0,2 mg/kg, por via endovenosa e submetidos as
intervengdes cirurgicas do protocolo experimental para indugdo de OM, tratados com

protocolo de FBM + aPDT nos dias 42, 44, 46.
4.3 Protocolo experimental
4.3.1 Protocolo de tratamento sistémico, ligadura e exodontia

Trés administragdes semanais consecutivas (dias 0, 7 e 14) de AZ 0,2 mg/kg ou solugdo
salina (controle negativo) foram realizadas por via intravenosa (veia peniana).

Na semana seguinte (Dia 21), foi instalada uma ligadura de algodao (fio #24; Coats
Corrente, Sao Paulo/SP, Brasil) ao redor do primeiro molar inferior esquerdo dos animais, para
o acumulo de biofilme bacteriano local e o consequente desencadeamento da periodontite
experimental. 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
realizacdo da antissepsia intraoral com solucdo de digluconato de clorexidina 0,12%, foi
realizada a inser¢cao do fio de algoddo no espacgo interdental entre o primeiro e o segundo molar
inferior esquerdo, com o auxilio de uma pin¢a odontologica adaptada. Em seguida, foi realizada
a amarria do fio com n6 duplo em torno do primeiro molar inferior esquerdo, posicionando-se
a ligadura na regido do sulco gengival (Ervolino et al., 2019).

Um més apo6s a ultima administracdo de AZ (dia 42), a exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo foi executada sob o mesmo protocolo anestésico utilizado para as ligaduras.
Posteriormente, foi realizada a sindesmotomia do 1° molar inferior esquerdo (com auxilio de
sonda exploradora), luxacdo com uso de espatula Hollemback 3S e extragdo 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) e os animais foram entdo aleatorizados e pesados semanalmente a
partir do inicio do protocolo. Na semana seguinte a exodontia (dia 49), serd administrada uma

dose adicional do farmaco ou da solugdo salina (Silva et al., 2015).
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4.3.2 Protocolo de fotobiomodulacgiao e terapia fotodinamica

Na realizacdo desse protocolo, que pode gerar estresse e desconforto, os animais
também foram anestesiados conforme protocolo anestésico descrito nas intervengdes anteriores
(ligadura e exodontia). A fonte de luz utilizada para FBM e aPDT foi um Laser Diodo de
Arsenato de Galio Aluminio (AsGaAl) (Therapy XT- ESTM, DMC Equipamentos, Sdo Carlos,
SP, Brasil) com comprimento de onda predominante de 660 nm. A poténcia de luz Laser foi de
100 mW e o didmetro da ponteira ¢ 0,028 cm?. Para calcular a densidade de energia, a seguinte
formula serd utilizada: DE = (P . t)/A, onde a poténcia ¢ calculada em Watts, o tempo em
segundos e a area em c¢cm?. Para fins de calculo da densidade, foi considerada a area o didmetro
da ponteira (0,028 cm?), area esta semelhante a area do local irradiado (o alvéolo do animal,
que possui area aproximada de 0,032 cm?). A irradiag¢do foi realizada em um tnico ponto (Silva
et al., 2022).

Para a aPDT, foi aplicado um fotossensibilizador na regido do alvéolo dentério,
permanecendo por 5 minutos até a aplica¢do da luz. O fotossensibilizador utilizado foi o azul de
metileno (C16H1sCiN3S), que apresenta pico de absor¢do maxima a 660 nm (luz vermelha), na
concentragdo de 100pg/ml, e foi mantido em estoque dentro de um fraco d&mbar ao abrigo da luz
em temperatura ambiente. Cada aplicacao de laser teve um tempo de irradiacao de 60 segundos
e uma distancia entre a fonte de luz e o local da irradiacdo de 2 mm, obtendo uma densidade de
energia 214,28 J/cm? (Silva et al., 2022).

Assim, conforme a descri¢do dos grupos de estudo, nas aplicagdes em que foram realizada a
combinagdo entre FBM e APDT, foram realizados 120 segundos de irradiacao, dos quais 60
contardo com a presenga do fotossensibilizante, que foi posteriormente a FBM (Silva et al.,
2022). Nos grupos onde ndo houve aplicacio de laser ou uso do fotossensibilizante (SHAM),
foi aplicada solucao salina 0,9% (a fim de simular a aplicacdo do dessensibilizante), e a ponteira
do laser foi posicionada na regido do alvéolo, sem ativagdo ou emissao de luz (Silva et al.,
2022).

4.3.3 Coleta microbiologica

O protocolo anestésico descrito anteriormente foi utilizado para a realizagao da exod ontia
e das coletas microbioldgicas subsequentes, realizadas nos dias 42 (antes e ap6s o tratamento),
44 e 46. A coleta microbiologica foi realizada utilizando cones de papel absorventes estéreis
(conicidade 50; Tanari®), inserido no alvéolo por um periodo de 10 segundos e em seguida foi
transferido para um tubo de microcentrifuga com 2 ml de solugdo salina estéril 0,89%. Apos a
agitacdo, as amostras foram diluidas de forma seriada decimal (1/10; 1/100;1/1000). A solugao

contendo o cone, e suas respectivas diluigdes foram entdo plaqueadas em duplicata (20 pl) através



23

do método spread plate em placas de BHI Agar sangue (Thermo Scientific™). As placas foram
entdo semeadas e incubadas 37°C, com a atmosfera de 5% de CO2, durante 48 horas. Logo apds,
as unidades formadoras de colonias (UFC) formadas foram contabilizadas e analisadas
estatisticamente (De AratJo ef al, 2012).

As colonias foram inicialmente identificadas com base em sua morfologia
macroscopica, posteriormente, submetidas a coloragdo de Gram para caracterizagdo quanto a
forma celular e classificagdo bacteriana, de acordo com a composicao e coloragdo da parede
celular observada em microscopia Optica, sob aumento total de 1000x. Para isso, cada colonia
bacteriana foi coletada, fixada em laminas de vidro e corada com cristal violeta por 1 minuto.
Apos a remogdo do excesso, aplicou-se solugdo de Lugol a 1% por 1 minuto, seguida de
lavagem com solugdo descorante (alcool-acetona). Em seguida, as laminas foram incubadas

com fucsina por 30 segundos e lavadas com agua destilada (Funke ez al., 2024).
4.3.4 Eutanasia

Um més apds a exodontia (dia 70), os animais foram eutanasiados através sobredose anestésica
(3x a dose empregada para anestesia) (Silva et al., 2022). Todo o protocolo experimental esta

ilustrado na Figura 1, a seguir:

Sresgnapes

44 46
Dia 0 7 14 21 28 35 49 56 63 70
[]
Administracio de Indugéo da s Exodontia SHAM, FBM ¢/ou Eutanasia
AZ 0,2 mg/kg ou periodontite : aPDT + Coletas
SAL 0,9% experimental ™ microbiolégicas

Figura 1: Protocolo experimental.
4.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como os valores médios = desvio padrao, submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk no software GraphPad Prism versdo 10.5.0. Onde os
dados paramétricos serdo comparados por meio do teste de Andlise de Variancia (ANOVA)
multifatorial, seguido do pds teste de Tukey e dados ndo paramétricos, pelo teste de Kruskal-
Wallis seguido do pos teste de Dunn. Todas as analises foram realizadas adotando uma

confianga de 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Colorac¢ao de Gram
Na Tabela 1, ¢ possivel observar a classificagdo das colonias segundo sua morfologia e
caracteristicas da parede celular ap6s a coloragdo de Gram, onde podemos observar um

padrao de crescimento polimicrobiano.

Tabela 1 — Classificacdo das coldnias segundo forma e coloragdo de Gram.

Colonias Forma e Coloraciao de Gram
Colonia 1 Levedura

Colbnia 2 Estreptococos gram-positivos
Colbnia 3 Bacilos gram-positivos
Colonia 4 Levedura

Colonia 5 Bacilos gram-negativos
Colonia 6 Estreptococos gram-positivos
Colonia 7 Estreptococos gram-positivos
Colonia 8 Levedura

Colonia 9 Estreptococos gram-negativos
Colonia 10 Estreptococos gram-positivos
Colonia 11 Bacilos gram-negativos
Colonia 12 Estreptococos gram-positivos
Colbnia 13 Levedura

Colbnia 14 Levedura

Colonia 15 Bacilos gram-negativos

5.2 Analise microbiologica quantitativa entre grupos

A andlise quantitativa das UFC/ml entre grupos foi realizada para comparar a carga

bacteriana entre os diferentes grupos experimentais em cada momento de coleta (Figura 2).
Sendo observado na Tabela 2 os valores da média + desvio padrdo dos grupos entre coletas
microbiolédgicas.
Coleta 1: Para a 1° coleta microbioldgica, observamos que o grupo SAL (3,61+0,56) foi
diferente estatisticamente do grupo AZ (4,61+0,66) (P=0,0342), entretanto o grupo SAL foi
semelhante ao aPDT (4,28+0,33), FBM (3,97+£0,29) ¢ DUP (3,52+012) (p>0,05). Os grupos
FBM e aPDT também foram semelhantes ao grupo AZ (p>0,05). Porém, o grupo DUP, na
coleta 1, se mostrou diferente significativamente do grupo AZ (p=0,020).

Coleta 2: Para a 2° coleta observa diferenca significativa entre o grupo AZ (4,27+0,32) e os
grupos FBM (3,4610,36) e DUP (3,4810,41) (p<0,05).
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Coleta 3: Na 3° coleta observou diferenca significativa entre AZ (5,81+0,20) e os grupos SAL
(5,12+0,24), aPDT (5,06+0,21) e DUP (4,81£0,27) (p<0,05). Além de diferenga significante no
grupo FBM (5,55+0,13) entre os grupos aPDT e DUP (p<0,05).

Coleta 4: Na coleta 4 ndo se observou diferenca significativa entre grupo (p>0,05).
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Figura 2: A analise quantitativa das UFC entre grupos. Grupos: SAL= Salina, AZ= Acido zoledronico, aPDT=a
Terapia fotodinamica antimicrobiana, FBM= Fotobiomodula¢do, DUP= Combina¢do de aPDT e FBM. Coletas:
(a) Coleta 1, (b) Coleta 2, (c) Coletas 3, (d) Coleta 4. Letras iguais representa grupos estatisticamente iguais e
letras diferentes representam grupos estatisticamente diferentes (teste ANOVA seguido de pos-teste de Tukey ou
Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn)

Tabela 2 — Média + desvio padrio das coletas entre grupos.

SAL AZ aPDT FBM DUP

Coleta 1 3,61+0,56 4,64+0,66 4,28+0,33 3,97+0,29 3,52+012
Coleta 2 3,38+0,44 4,27+0,32 3,62+0,29 3,46£0,36  3,48+0,41
Coleta 3 5,12+0,24 5,81+0,20 5,06+0,21 5,55+0,13 4,81+0,27
Coleta 4 6,19+0,39 6,07+0,44 5,14+0,44 5,67+0,76  5,63+1,07

Grupos: SAL= Salina, AZ= Acido zoledrdnico, aPDT= a Terapia fotodindmica antimicrobiana, FBM=
Fotobiomodula¢do, DUP=Combinag¢ao de aPDT e FBM.

5.3 Analise microbiologica quantitativa entre coletas

A andlise quantitativa das UFC entre coletas avaliou as variagdes na carga bacteriana

dentro de cada grupo ao longo dos diferentes momentos de coleta (Figura 3).
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SAL: Na coleta microbiologica do grupo SAL, observamos que a coleta 1 foi diferente
estatisticamente dacoleta 3 (p=0,001) e 4 (p<0,0001), porém semelhante a coleta 2 (p=0,9042).
Sendo a coleta 2 diferente estatisticamente da coleta 3 (p=0,0029) e 4 (p<0,0001), ocorrendo o
mesmo entre coleta 3 e 4 (p=0,02).

AZ: No grupo AZ nao houve diferenga estatistica entre coletas (p>0,05).

aPDT: Na coleta microbiologica do grupo aPDT, observamos que a coleta 1 foi diferente
estatisticamente da coleta 3 (p=0,0262) e¢ 4 (p=0,0148), porém semelhante a coleta 2
(p=0,0667). Sendo a coleta 2 diferente estatisticamente da coleta 3 (p=0,0003) e 4 (p=0,0002),
nao havendo diferenca entre coleta 3 e 4 (p=0,9874).

FBM: Na coleta microbioldgica do grupo FBM, observamos que a coleta 1 foi diferente
estatisticamente da coleta 3 (p=0,0017) e 4 (p=0,0009), porém semelhante a coleta 2
(p=0,4083). Sendo a coleta 2 diferente estatisticamente da coleta 3 (p=0,0001) e 4 (p<0,0001),
nao havendo diferenca entre coleta 3 e 4 (p=0,9783).

DUP: Na coleta microbioldgica do grupo DUP, observamos que a coleta 1 foi diferente
estatisticamente da coleta 3 (p=0,0418) e 4 (p=0,0015), porém semelhante a coleta 2
(p=0,9997). Sendo a coleta 2 diferente estatisticamente da coleta 3 (p=0,0357) e 4 (p=0,0013),
ndo havendo diferenca entre coleta 3 e 4 (p=0,2585).
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Figura 3: A analise quantitativa das UFC entre coletas. Grupos: (a) Sal, (b) AZ, (c) aPDT, (d) FBM, (e) DUP.
Letras iguais representa grupos estatisticamente iguais e letras diferentes representam grupos estatisticamente
diferentes (teste ANOVA seguido de pds-teste de Tukey ou Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn)



27

5.4 Analise quantitativa das trés colonias mais prevalentes por grupo experimental

A andlise das trés UFC/ml mais observadas por grupo experimental encontra-se a seguir,
com identificacdo microbioldgica e a média + desvio padrao.
SAL: No grupo SAL, a Colonia 2 (Estreptococos gram-positivos) (14,68+2,92) foi mais
prevalente, destacando-se de forma expressiva em relacdo as demais, Colonia 15 (Bacilos gram-
negativos) (5,15+3,65) e Colonia 3 (Bacilos gram-positivos) (5,06£3,75).
AZ: No grupo AZ, as trés colonias mais prevalentes foram: a Colonia 2 (13,10£9,69); Colonia
6 (Estreptococos gram-positivos) (9,25£8,77); e Colonia 5 (Bacilos gram-negativos)
(5,65+4,94).
aPDT: No grupo submetido a aPDT, a maior prevaléncia foi da Colonia 2 (13,51£3,39), em
relagdo as demais, Colonia 6 (8,234+2,02) e Coldnia 5 (6,5144,86). Assim como no grupo AZ,
houve predominancia de estreptococos gram-positivos.
FBM: No grupo tratadocom FBM, a Colonia 6 (14,45+2,54), superou a Colonia 2 (11,69+4,66)
em prevaléncia. A terceira colonia mais prevalente foi a Colonia 1 (Levedura) (8,82+6,65).
DUP: No grupo DUP, a Colonia 2 (16,39+0,42) foi a mais prevalente, representando o maior
valor registrado entre todas as colonias e grupos. Em seguida, destacaram-se a Colonia 6

(11,25+1,81), e a Colonia 1 (6,53+£2,93).

Tabela 3 - Média + desvio padrdo por colonia dos grupos.

SAL | AZ | APDT FBM DUP
Colonia 1 0,74+1,22 1,28+1,48 1,26+0,58 2,20+1,66 1,63+0,73
Colonia 2 3,67+0,73 3,0742,42 3,37+0,84 2,92¢1,16  4,09+0,10
Coléonia 3 1,26+0,93 0,95+0,66 0,86+1,16 0,23+0,46 0,88+0,59
Colonia 4 - 0,45+0,91 - 0,1240,25 0,24+0,48
Colénia 5 1,0241,28 1,41£1,23 1,62+1,21 0,2540.5 1,78+0,95
Colonia 6 1,14+1,45 2,3142,19 2,05+0,50 3,61+0,63 2,81£0,45
Colonia 7 - 0,31+0,69 0,29+0,58 0,21£0,42 -
Colonia 8 - - - 0,5+0,57 -
Colénia 9 0,44+0,63 0,18+0,37 0,35+0,71 0,68+0,51 0,54+0,42
Colonia 10 | 0,50+1,01 1,48+1,24 0,38+0,44 0,75+0,95 -
Colonia 11 | 0,10+0,21 - 0,26+0,52 - -
Colonia 12 | 0,33+0,67 - 0,29+0,34 - -
Colonia 13 - - 0,14+0,28 - -
Colonia 14 0 0,35+0,41 - 0,23+0,26 0,12+0,25
Colonia 15 | 1,28+0,91 0,47+0,95 - 0,70+0,50 0,20+0,41

Grupos: SAL= Salina, AZ= Acido zoledrénico, aPDT= a Terapia fotodindmica antimicrobiana, FBM=
Fotobiomodula¢do, DUP=Combinac¢ao de aPDT e FBM.
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5.5 Analise quantitativa das colonias gram-negativas

Na Tabela 4, observa-se a analise individual das UFC/ml gram-negativas (Colonia 5, 9,
11 e 15), sendo descrita a seguir:
SAL: Tem uma reducdo da média + desvio padrdo entre coleta 1 (2,33+1,99) e coleta
4(1,26+2,52).
AZ: O grupo AZ, observa-se um aumento das coletas UFC gram-negativas, principalmente na
coleta 3 (3,30+4,30) com sua reducao na coleta 4 (1+2).
aPDT: Observa uma reducao de UFC entre coleta 1 (2,11+2,48) e coleta 4(0,96+1,93).
FBM: Tem um aumento de UFC principalmente observado na coleta 3 (3,08+3,98) e reducao
na coleta 4 (1£2).
DUP: Em DUP observa um grande aumento da média = e desvio padrdo nas coletas 3

(3,7245,54) e 4 (3,40+4,85) em relagao a coleta 1 (1,56+1,90).

Tabela 4 - Média + desvio padrdo por coleta de colonia gram-negativas entre grupos.

SAL AZ aPDT FBM DUP

Coleta 1 | 233x1,99  159+£1,85 2114248 1924232  1,56+1,90
Coleta2 | 203272 2414299 2814329  1,56+3,13  1,44+1,93
Coleta3 | 067x134  3,30+4,30 3,24524 3084398  3,72+5,54
Coleta 4 | 1,26£2,52 142 0,96+1,93 142 3,40+4,85

Grupos: SAL= Salina, AZ= Acido zoledrdnico, aPDT= a Terapia fotodindmica antimicrobiana, FBM=
Fotobiomodula¢ao, DUP=Combinag¢do de aPDT e FBM.
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6 DISCUSSAO

A etiopatogénese da OMM ainda ndo ¢ completamente compreendida, sendo
considerada multifatorial e complexa. Fatores como inibicdo da remodelagdo Ossea,
hipovascularizagdo, infeccdo secundaria e disbiose oral sdo constantemente apontados como
contribuintes ao quadro clinico (Kumar ef al., 2010; Everts-Graber et al., 2022).

A presenga de periodontite inflamatoéria cronica, caracterizada por um biofilme
subgengival disbidtico rico em microrganismos gram-negativos, como Porphyromonas
gingivalis e Fusobacterium nucleatum, pode intensificar a colonizagdo bacteriana Ossea e a
necrose. Esse quadro inflamatdrio é exacerbado pela liberagdo de citocinas inflamatorias, que
sdo produzidas em resposta a infecg¢do e a presenca do biofilme. Citocinas como IL-1, IL-6 €
TNF-a sdo particularmente relevantes, pois promovem a inflamagdo e atraem células imunes
para o local, agravando ainda mais a resposta inflamatéria(Sedghizadeh et al., 2009; Kumar et
al., 2010).

A interagdo entre esses elementos favorece a persisténcia de necrose dssea e dificulta a
cicatrizagcdo apds procedimentos invasivos, como exodontias. Nesse contexto, intervengdes
terap€uticas capazes de modular esses fatores tornam-se fundamentais para o controle da
OMM(Poli et al., 2019; Everts-Graber et al., 2022).

Na andlise microbiolégica quantitativa de UFC/ml entre grupos, observa-se nas coleta
2 e 3, que FBM, aPDT e DUP, teve diferenca estatisticamente significativa em comparagdo a
AZ (Figura 2b e 2¢), sugerindo que o modelo experimental do grupo AZ ¢ mais propicio a uma
colonizacdo bacteriana (Kumar et al., 2010; K6VER et al., 2025).

Esse resultado encontra respaldo na literatura, onde multiplos estudos demonstram que
a FBM favorece a neoangiogénese, promove regeneracao tecidual e modula a inflamagao por
mecanismos que incluem a ativagdo das mitocondrias € o aumento da sintese de adenosina
trifosfato (ATP) (Joniova et al., 2024). Por outro lado, a aPDT atua por meio da geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo capazes de destruir biofilmes bacterianos
resistentes, sem induzir resisténcia antimicrobiana (Youf et al., 2021).

No que se refere a analise das colonias bacterianas (Tabela 3), destacou-se que, em
praticamente todos os grupos, a Colonia 2 e 6 (Estreptococos gram-positivos) que apresentou
as maiores médias de prevaléncia, especialmente no grupo DUP (16,39+0,42) para colonia 2 e
FBM para colonia 6 (3,61£0,63). Assim, embora os estreptococos sejam comumente associados
a homeostase oral, em condi¢des de disbiose e necrose tecidual, podem desempenhar papel

oportunista ¢ modular estado inflamatério cronico ao seu favor (Bloch et al., 2024).Sugerindo
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uma possivel disbiose local induzida pelo tratamento de FBM na modulagao inflamatoria, que
também esta presente no grupo DUP (FBM + aPDT), onde pode ter alterado a competicao
microbiana, modulando o estado inflamatoério e citocinas pro-inflamatdrias favorecendo essas
colonias gram-positivas (Amaroli et al., 2022; Bloch et al., 2024).

Além disso, verificou-se a elevada presenca de bacilos gram-negativos, com destaque
para a Colonia 5, nos grupos AZ (1,41+1,23), aPDT (1,62+1,21) ¢ DUP (1,78+0,95),
considerando-se a média = ¢ o desvio padrao das quatro coletas (Tabela 3). Esse achado esta
em conformidade com o perfil microbiologico classico daOMM, induzia por acido zoledronico
nesses grupos experimentais, destacando o papel dominante desses microrganismos gram-
negativos na progressao da necrose ossea (Kumar et al., 2010; K6VER et al., 2025).

Os bacilos gram-negativos sdo capazes de liberar lipopolissacarideos (LPS), que, ao
interagirem com receptores Toll-like (especialmente TLR4) nas células do sistema imune,
ativam a via de sinalizagdo NF-kB, induzindo a producdo exacerbada de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-13 e TNF-0, contribuindo diretamente para a intensificagdo do processo
necrotico (Alqranei ef al., 2021)

A andlise temporal das colonias gram-negativas (Tabela 4) permitiu observar
comportamentos distintos entre os grupos quanto a variagao da carga microbiana ao longo das
coletas. O grupo SAL apresentou uma tendéncia de reducao da média de UFC, com valores
decrescendo da média e desvia padrdo 2,33+1,99 na coleta 1 para 1,26+2,52 na coleta 4,
sugerindo uma resposta imune natural e controle microbiolégico mesmo na auséncia de
intervengdo terapéutica ativa. De modo semelhante, o grupo aPDT também demonstrouredugao
desses parametros entre a coleta 1 (2,11+2,48) e a coleta4 (0,96+1,93), o que reforga o potencial
da terapia fotodindmica em controlar microrganismos patogénicos, como os bacilos gram-
negativos, amplamente associados a fisiopatologia da OMM (Poli et al., 2019).

Quanto a evolugdo temporal das UFC/ml, os dados evidenciaram que no grupo AZ nao
houve reducdo significativa entre as coletas, mantendo-se um padrao elevado e estdvel de UFC
(P>0,05) (Figura 2b), refletindo a dificuldade deresolug¢do espontanea das infecgdes associadas
a OMM sem intervengao terapéutica. Esse padrdo ¢ consistente com estudos que apontam a
inibi¢do do turnover dsseo e a hipovascularizagdo induzidas pelos bisfosfonatos como fatores
determinantes para a persisténcia da necrose e da colonizagdo bacteriana (Kumar ef al., 2010;
Everts-Graber et al., 2022)

Por outro lado, o grupo AZ apresentou um pico de UFC gram-negativas na coleta 3
(3,304+4,30), com posterior queda na coleta 4 (1£2), o que pode refletir um processo

inflamatoério tardio, sem resolu¢do espontinea adequada. O grupo FBM, por sua vez, teve
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comportamento semelhante, com aumento importante na coleta 3 (3,08+3,98), seguido por
redugdo na coleta 4 (1£2). Esses padrdes sugerem que, embora a fotobiomodulagdo possua
efeito anti-inflamatorio e bioestimulante, seu impacto isolado no controle de bactérias gram-
negativas pode ser limitado ou dependente do tempo e da severidade da coloniza¢do prévia
(Pereira et al., 2019)

O grupo DUP apresentou um comportamento microbiologico inesperado, com aumento
progressivo da média de UFC/ml gram-negativas nas coletas 3 (3,72+5,54) e 4 (3,40+4,85) em
relacdo a coleta 1 (1,56+1,90) (Tabela 4), o que contrasta com expectativas da literatura que
aponta uma redu¢do mais consistente desses patogenos com a aplicacdo daaPDT (De Faria et
al., 2021; Melo et al., 2021). Sendo observado essa semelhanca no grupo aPDT, onde a andlise
por colonias revelou uma média elevada para bacilos gram-negativos ao considerar a média e
o desvio padrao das quatro coletas (Colonia 5: 1,62+1,21) (Tabela 3).

Entretanto,em aPDT observou-se na andlise das UFC/ml gram-negativas (Tabela 4) um
comportamento intermedidrio em relagdo ao controle microbioldgico. A redugdo da UFC/ml
total foi evidente entre as coletas, com destaque para a queda de mais de 50% das colonias de
UFC/ml gram-negativas entre a coleta 1 (2,11£2,48) e a coleta 4 (0,96+1,93), segundo a média
e desvio padrdo, evidenciando seu potencial no combate a microrganismos patogénicos (Silva
et al.,2022). Esse achado contrasta com o observado no grupo DUP mencionado anteriormente,
que apresentou aumento das UFC gram-negativas no mesmo intervalo (Coleta 1: 1,56£1,90;
Coleta 4: 3,40+4,85).

Acerca disso, a literatura recente reforga a eficacia dessas abordagens. Segundo(Conti
etal.,2019), aFBM ¢ capaz de modular a expressao de RANKL/OPG, favorecendo o equilibrio
entre reabsor¢do e formagdo dssea; enquanto a aPDT promove significativa reducio do biofilme
e melhora os parametros de reparagao 6ssea (Poli et al., 2019).

Adicionalmente, a presenga predominante de bactérias gram-negativas, capazes de
induzir a liberagdo de proteases e contribuir para a acidificagdo do meio local, favorece a
manutencdo de um ambiente acidurico e inflamatorio (Rocha et al., 2025), perpetuando a
atividade osteoclastica via estimulo continuo de RANKL ¢ ativagao da via NF-KB (Babu and
Primm, 2018). Assim, a capacidade das terapias adjuvantes de reduzir a carga microbiana e
modular a resposta inflamatoria apresenta-se como uma estratégia promissora no manejo da
OMM.

Embora esse resultado do grupo DUP em relagdo daprevaléncia de UFC gram-negativas
ndo invalide a eficacia da combinagdo terap€utica observada na andlise microbioldgica

quantitativa entre coletas no grupo DUP (Figura 2e), pode indicar que, em determinados
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contextos, a combinacdo dos tratamentos ndo elimina completamente as colonias gram-
negativas mais resistentes, como a Colonia 5. Onde o modelo experimental de periodontite e
acumulo debiofilme bacteriano podeter influenciado na resisténcia e agido como barreira fisica
para difusdo do fotossensibilizador no alvéolo (Sedghizadeh et al., 2009; Kumar et al., 2010).

De forma geral, os dados obtidos neste estudo evidenciam um cenario de disbiose
microbiana em todos os grupos experimentais, inclusive naqueles submetidos as terapias
adjuvantes. Essa disbiose, caracterizada por alteragdes no equilibrio ecologico da microbiota
oral, manifestou-se pela predominancia de colonias patogénicas, especialmente bacilos gram-
negativos e leveduras, em detrimento de uma microbiota comensal tipica da cavidade bucal
saudavel (Zhang et al., 2018). Tal desequilibrio pode ter sido potencializado nao apenas pela
imunossupressao local induzida pelos bisfosfonatos e pelo trauma cirrgico da exodontia, mas
também pela presenca prévia de periodontite experimentalmente induzida (Sedghizadeh et al.,
2009; Kumar et al., 2010).

A periodontite, por sua natureza inflamatoria cronica, favorece a instalagdo e maturagao
de um biofilme disbidtico, rico em microrganismos anaerdbios gram-negativos, como
Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum. Esses patogenos produzem
lipopolissacarideos (LPS) e enzimas proteoliticas, exacerbando a inflamacdo local e
dificultando a regeneracao tecidual (Babu and Primm, 2018; Su et al., 2018).

Neste contexto, como citado anteriormente, o biofilme formado sobre o tecido dsseo
exposto funciona como uma barreira fisica e biologica a cicatrizacao, dificultando a agao de
terapias antimicrobianas e perpetuando a necrose tecidual. Esse fator ¢ especialmente relevante
em modelos de osteonecrose dos maxilares (OMM) associados a exodontia, pois a presencga de
infec¢do periodontal ativa no momento da extragdo potencializa a colonizagdo do alvéolo e o
agravamento do quadro osteonecrotico (Sedghizadeh et al., 2009; Kumar et al., 2010).

Assim, vale ressaltar, que tais achados inesperados, como o crescimento da microbiota
gram negativa nos grupos aPDT, FBM e DUP, pode ter sua associagdo correlacionada ao
modelo experimental de periodontite em ratos.

Esses resultados reforcam a importancia de abordagens terapéuticas que nao apenas
reduzam a carga bacteriana total, mas que também atuem na disrupg¢ao do biofilme, como aPDT
(que demostrou os melhores resultados neste estudo), o debridamento mecénico e o uso de
enzimas degradadoras, no controle da inflamacdo e na restauragdo da homeostase
microbiologica, condigdo essencial para o reparo 6sseo adequado e a prevencao da progressao

da OMM induzida por medicamentos.
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7 CONCLUSAO

Neste estudoa FBM e aPDT em ratos submetidos a tratamento com acido zoledronico
(AZ) apds exodontia com periodontite induzida, de forma isolada demostraram influéncia na
redugdo da carga bacteriana, principalmente nas gram-negativas.

A andlise das UFC/ml entre coletas para os diferentes grupos, mostrou um aumento
significativo dessas UFC a partir da coleta 3, porém ao analisar o perfil microbiolégico
individual, observou-se predominancia de estreptococos gram-positivos, compativeis com uma
microbiota polimicrobiana presente em todos os grupos experimentais, sendo esses

microrganismos comumente encontrados na microbiota oral saudavel.
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ANEXO 1 - Parecer CEUA

CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCAGAO LTDA IPADE
CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

l’ Unichristus

itdrio Christus

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

Titulo do Projeto: INFLUENCIA DA C~OMB'INAQ/~\O ENTRE FOTOBIOMODULA(}AO E TERAPIA
FOTODINAMICA NA CICATRIZACAO OSSEA ALVEOLAR POS-EXODONTIA EM RATOS
TRATADOS COM ACIDO ZOLEDRONICO

Levamos ao conhecimento de V. Sa que a Comisso 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.

Descrigao do animal utilizado:

Espécie:  Rattus Novergicus (Ratos Swiwtas) Machos Nl]mero. 50
entre 180-200g Amostral:

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

Fortaleza, 02 de abril de 2024.
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Coordenadora
CEUA/Instituto para Desenvolvimento da Educagao LTDA - IPADE
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