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RESUMO

Bisfosfonatos sdo medicamentos que, inibem a reabsorcao 0ssea, usados para
tratar doencas do metabolismo 6sseo como a osteoporose, e até mesmo 0s
casos de osteopenia, podendo levar a sérios efeitos adversos, como a
osteonecrose dos maxilares (Medication Related Osteonecrosis of the Jaws -
MRONJ) com complicacbes mutilantes, comprometendo a qualidade de vida
destes pacientes. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta inflamatoria e
mecanismos de agéo da Fotobiomodulacdo e Magnetoterapia, no tratamento da
osteonecrose medicamentosa dos maxilares, induzida em animais. Metodologia:
77 Ratos Wistar (Rattus norvegicus) foram divididos em 5 grupos, sendo
constituidos de um grupo controle sem osteonecrose e, 0s demais associando o
tratamento cirlrgico padrdo-ouro, com laserterapia e/ou magnetoterapia
adjuvantes. As aplicagOes dos aparelhos de energia nos respectivos grupos
experimentais foram realizadas nos tempos: TO pos-operatoério imediato, T1 em
24h e T2 em 7 dias e as eutanasias realizadas em trés tempos: 24h, 7dias e 14
dias. Posteriormente, todos ratos foram eutanasiados. As avaliacdes foram feitas
através de analises histopatoldgica e contagem de células. A analise estatistica
dos resultados demostrou que a utilizacdo separada dos equipamentos foi
melhor, o Grupo Laser denotou resultados superiores no tecido gengival e tanto
o Grupo Laser quanto o Grupo Magneto exibiram maior atividade oéssea,
favorecendo a ossificagcdo da regido, concluindo que a acédo dos equipamentos

baseados em energia foi eficiente para acelerar a reparacéo tecidual.

Palavras-chave: Bisfosfonatos, Osteonecrose dos maxilares,
fotobiomodulacao, Laser de baixa intensidade, campo magnético pulsado



ABSTRACT

Bisphosphonates are medications that inhibit bone reabsorption, used to treat
bone metastasis, metabolism diseases such as osteoporosis, and even cases of
osteopenia. Medication-Related Osteonecrosis of the Jaws (MRONJ) is an
adverse side effect of antiresorptive and antiangiogenic medications with
mutilating complications, compromising the quality of life of these patients. The
aim of this study was to evaluate the inflammatory response and mechanisms of
action of Photobiomodulation and Magnetotherapy, as adjuvant in MRONJ,
caused in animals. Methods: 77 Wistar rats (Rattus norvegicus) were divided into
5 groups, consisting of a control group without osteonecrosis and the others
combining gold standard surgical treatment, with adjuvant Low Level Laser
Therapy and/or Pulsed eletromagnetic therapy. Assessments were completed
through histopathological analysis and cell counting. The statistical analysis of
results demonstrated that the equipment use of the equipment had better effect,
the Laser Group determined superior results in the gingival tissue and both the
Laser Group. The Magnetotherapy Group exhibited greater bone activity,
favoring the necrotic region ossification. Then, it was possible to conclud that the
action of the energy based devices were more efficient to decrease the
inflammation process and repairing necrotic tissues as well as speeding up the

region damage by bone recovering through these technological accessories.

Key words: Bisphosphonates, Osteonecrosis of the Jaws, Medication related
osteonecrosis of the jaws (MRONJ), Photobiomodulation, low level laser therapy,

Pulsed electromagnetic field-PEMF (Magnetic therapy).
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1. INTRODUCAO

Os Bisfosfonatos (BFs) sdo medicamentos antirreabsortivos eficazes no
tratamento de complicacdes ao tecido 6sseo relacionadas ao céancer, como
compressdo da medula, fraturas patologicas por fragilidade e prevencao de
metastases de tumores solidos como cancer de mama, préstata e pulmao. Tem
efeito positivo na qualidade de vida dos pacientes, reduzindo e prevenindo

eventos relacionados ao esqueleto (RUGGIERO, 2022).

Porém, efeitos adversos ao tratamento com tais medicamentos s&o
mencionados na literatura, como: a hipocalcemia, funcdo renal prejudicada,
complicacBes no trato digestivo como Ulcera esofégica, fraturas atipicas de

fémur, fibrilagédo atrial e a osteonecrose dos maxilares (FLEISHER, 2016).

Medication related osteonecrosis of the jaws (MRONJ) é um efeito
colateral adverso raro, mas potencialmente grave, de medicamentos
antirreabsortivos e antiangiogénicos. O risco de MRONJ entre estudos em
pacientes tratados com bisfosfonatos por via oral é de 0,02% a 0,05%, porém
em pacientes tratados com a medicac¢do intravenosa (IV), o risco estimado € de
até 18 % (RUGGIERO, 2022).

O tratamento clinico da osteonecrose dos maxilares consiste em melhorar
0s sinais e sintomas, tratando a infec¢éo, reduzindo a inflamacao em tecido mole

e duro, diminuindo o tamanho das lesdes e limitando a dor. (FLIEFEL, 2015).

O tratamento conservador pode durar meses, com consultas frequentes
causando efeitos adversos, tais como resisténcia microbiana e surgimento de
infeccbes oportunistas, como a candidiase oral, agravando as condicdes locais
(MARX, 2003).

Ja o tratamento cirargico, com remoc¢ao do 0Sso necrotico e sequestro
0sseo, obtendo margens sangrantes para tornd-las mais acessiveis aos
antibioticos, apresenta taxas de sucesso superiores comparadas com O
tratamento conservador (85% a 20%) (LESCLOUS, 2014).
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Tratamentos adjuvantes, como: céamera hiperbérica, teriparatida,
pentoxifilina, alpha-tocopherol, ozénioterapia, terapia com laser de baixa

poténcia, terapia fotodinamica, também séo utilizados (FLIEFEL, 2015).

Para estudar o desenvolvimento e progressdo de doengas, modelos
animais sao usados ndo apenas para testar novos tratamentos, mas também,

antes de serem administrados a humanos (AGUIRRE, 2021).

Assim, o0 objetivo deste estudo € avaliar a resposta inflamatéria e
mecanismo de acéo de tratamentos adjuvantes com aparelhos baseados em
energia (Laser e Magneto), na osteonecrose de mandibula relacionada ao uso

de bisfosfonatos, induzida em modelo animal.

1.1 INFLAMACAO E REPARO:

O termo inflamacdo tem origem no latim, inflammatione, advindo de
inflammare, que significa converter em chamas, acender, do Grego. Como
sindnimo temos, phloégosis, acao de inflamar, com objetivo de destruir agentes
agressores e restabelecer a area lesada. Tal agressao inicia com leséo celular,
causando um estresse, onde a célula pode se adaptar e voltar ao normal ou

necrosar e induzir ao processo inflamatério crénico (CONSOLARO, 2009).

Em uma extracao dentaria, por exemplo, toxinas provenientes da injuria
tecidual provocam uma cascata de eventos fisiologicos com o objetivo de

regressar a homeostase primaria (LECHNER, 2022).

Apbs uma extracdo dentaria o alvéolo se enche de sangue, coagula e
permite migracdo celular principalmente de leucécitos e células mesenquimais
do ligamento periodontal, produzindo um tecido de granulacdo. Este é
gradualmente substituido por um tecido conjuntivo provisério, um tecido 6sseo
imaturo em 48/72h, osso imaturo em 7 dias, osso reticular em 30 dias, sendo
modificado por osso lamelar e medular por remodelamento através dos
osteoclastos e osteoblastos de 60 a 180 dias. (LECHNER, 2022).

A reacao inflamatoria local é acompanhada por uma reacgdo sistémica,

onde na fase aguda, citocinas como a IL-1, IL-6, TNF-alfa sdo produzidas no
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local da inflamacédo e induzem a producdo de proteinas como a proteina C-
reativa (PCR) (LECHNER, 2022).

A liberacdo de proteinas pela necrose, € detectada por mastécitos, que
liberam mediadores quimicos como a Histamina, atuando em células endoteliais
aumentando a permeabilidade vascular e promovendo quimiotaxia, permitindo a
saida de exsudato e atracéo de leucocitos (CONSOLARO, 2009).

No infiltrado inflamatério, as primeiras células de defesa, da fase inicial de
inflamacéo, sdo os neutroéfilos, seguidos dos macrofagos apds algumas horas e
depois os linfécitos (CONSOLARO, 2009).

Os neutrdfilos produzem radicais livres que auxiliam na destruicdo
bacteriana. Os macréfagos sao as principais células antes dos fibroblastos, os
quais contribuem na angiogénese, fibroplastia e sintese da matriz extracelular
(LECHNER, 2022).

Nos casos em que o processo inflamatdrio agudo néo é resolvido, seja
por fatores locais, sistémicos, hormonais ou alteracdo no metabolismo 6sseo,
pode se resultar em uma resposta cronica. Assim macrofagos e linfocitos T vao
liberar citocinas que estimulam a proliferacdo de fibroblastos, levando ao
aumento da producdo de colageno, que induzem a formacédo de um tecido
conjuntivo inativo, culminando na fibrose, formando osso imaturo com células de
gordura (LECHNER, 2022).

A homeostase do sistema esquelético esta ligada ao equilibrio de fatores
imunologicos, hormonais e remodelacdo Ossea balanceada através dos
osteoclastos e osteoblastos. O desequilibrio neste sistema pode levar a doencas
inflamatdrias (LECHNER, 2022).

Os osteoblastos constituem as principais células envolvidas na formacéao
0ssea, sdo células provenientes dos pré-osteoblastos, que secretam proteinas
colagenas e nao colagenas, os proteoglicanos da matriz 6ssea, como as
metaloproteinases e as citocinas. Osteoblastos s&o responsaveis pela aposi¢cao
de novo tecido 0sseo e matriz extracelular 6ssea, bem como pelo controle da
mineralizacdo desta matriz. Estas células estéo localizadas na superficie 6ssea
e podem se diferenciar em dois tipos celulares: células ésseas de recobrimento

e ostedcitos. Quando os osteoblastos ficam alojados nas lacunas ésseas, que
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estes proprios produziram, estes perdem a capacidade de produzir matriz e se
tornam ostedcitos, que sao células de formato estrelado, ficam ligadas entre si e
conectadas aos osteoblastos. Estas sdo as células mais abundantes no 0sso
(mais de 90%) e regulam a atividade de remodelacéo 6ssea local, ao coordenar
a funcéo dos osteoblastos e osteoclastos (ALLEN, 2014).

Os osteoclastos sdo as principais células envolvidas na reabsorcéo
0ssea, com capacidade de degradar as matrizes organica e inorganica do 0sso.
Estas s&do células grandes e multinucleadas derivadas de células
hematopoiéticas, pertencentes a linhagem dos mondcitos/macréfagos, possuem
aspecto multinucleado, produzindo acidos e colagenase para dissolver a matriz.
Caso haja aumento dos indices de fator de transformacao de crescimento beta
(TGF-B), o osteoclasto sofre apoptose, incorrendo em morte celular (ALLEN,
2014).

Células tronco mesenquimais podem diferenciar-se e proliferar-se em
células formadoras de tecido Osseo, células condrogénicas, miogénicas,
periésteo, enddsteo e adiposas. Células tronco da medula éssea podem se
diferenciar em ostedcitos, osteoblastos, adipécitos e condrocitos (LECHNER,
2022).

Uma vez que o osteoblasto foi formado, pode secretar varias proteinas da
matriz extracelular para controlar a mineralizagdo 6ssea, estando relacionado ao
crescimento 6sseo a proliferacdo, maturacao e diferenciacdo destas células em
ostedcitos (Figural) (LECHNER, 2022).

Figura 1: Disposicdo das células 6sseas no tecido.

Mesénquima Osteblastos \

. > Ostedcitos
: Matriz Tecido 6sseo
Fibra (ostedide) primario
colagena

Fonte: https://www.biologianet.com/histologia-animal/tecido-osseo.htm
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Na reparacao, as plaguetas e macréfagos promovem a liberacéo de varios
fatores de crescimento que associados a IL-1 e TNF-alfa estimulam a
proliferacdo de e migracdo dos fibroblastos e células mesenquimais
indiferenciadas do tecido conjuntivo vizinho para a area lesada, induzindo a
sintese de nova matriz de colageno (CONSOLARO, 2009).

ApoOs a limpeza da area, ha inicio da fase proliferativa, com formacao de
tecido de granulagdo, por células endoteliais, fibroblastos jovens, células
mesenquimais, neoformacdo de vasos sanguineos, células inflamatorias
mononucleares, que sao atraidas por mediadores quimicos (CONSOLARO,
2009).

Os fibroblastos iniciam gradativamente a produgcdo da matriz celular e
colageno, que dara origem a um tecido conjuntivo fibroso e sofrera um processo
de maturacéo e remodelacdo (CONSOLARO, 2009).

A inducdo epitelial ocorre naturalmente nas feridas da mucosa oral
através da ativacdo de mediadores quimicos e receptores que promovem a
migragao celular das camadas basais (CONSOLARO, 2009).

7z

Histologicamente a gengiva é constituida de uma camada de tecido
conjuntivo denso e fibroso recoberto por um epitélio escamoso estratificado
(malpighiano). O epitélio da gengiva marginal e inserida (ao redor do dente)
apresenta-se queratinizado. Tal epitélio consiste de quatro camadas: basal,

espinhosa, granulosa e cérnea (KUCHINSKI, 1995).
Figura 2: Epitélio gengival

Camada de queratlna ' - J

Epitélio de revestimento
pavimentoso estratificado
queratinizado

’~ W }/& / : Temdo conjuntivo denso nao modelado
e :V’gufw w.ﬁa
' N, o b
- .L..i L ™, . - - ‘i

Fonte: https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/tecido-conjuntivo/
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A queratina € uma proteina fibrosa de grande resisténcia produzida pelos

queratindcitos, que forma uma barreira protetora e impermeavel a agua.

Na paraqueratinizacdo as células apresentam nucleos picnéticos e
condensados, mostrando sinais de queratinizagdo até morrerem desaparecendo
0s nucleos e organelas, devido ao processo de cornificacao se dar rapidamente,

levando a transformacéo incompleta de células corneas (KUCHINSKI, 1995).

1.2 OSTEONECROSE DOS MAXILARES

Marx, RE (2003) fez o primeiro relato de osteonecrose dos maxilares pelo
uso de Bisfosfonatos, identificando 36 casos de exposicdo 6ssea dolorosa na
mandibula e maxila, que ndo responderam a cirurgia ou tratamentos medicos.

Todos os pacientes estavam recebendo BFs (Pamidronato ou Ac. Zoledronico).

Em seguida, Migliorati, CA (2003), relatou cinco casos de pacientes
medicados com BFs (Pamidronato e Ac. Zoledrénico), que apresentaram
necrose Ossea intraoral. Trés pacientes apresentaram necrose 06ssea
espontanea na regido interna posterior da mandibula e duas na regido molar
apos uma extracao dentaria. O 0sso necroético exposto em todos 0s casos estava
infectado e a area dolorida. Os pacientes queixaram-se de dificuldade para

comer, falar e realizar a higiene bucal, devido a necrose 6ssea avascular.

Bisfosfonatos (BFs) sdo medicamentos que inibem a precipitacdo do
fosfato de calcio, diminuem a calcificacdo e a reabsorcdo 0ssea, reduzindo a

acao osteoclastica através da inducéo a apoptose (FLEIFEL, 2015).

Sua prescricdo era restrita a doencas que interferiam no metabolismo
0sseo, como: a doenca de Paget, a hipercalcemia maligna, metastases ésseas,
lesdes osteoliticas e 0 mieloma multiplo. Porém, tém sido muito prescritos para
o tratamento das osteoporoses e até mesmo de forma profilatica para as
osteopenias (FLIEFEL, 2015).

Os osteoblastos sdo responsaveis pelo recrutamento e ativacdo dos
osteoclastos através da interacdo do “receptor ativador do NFk B ligante”
(RANKL), com o receptor RANK sempre presente nas células hematopoiéticas

precursoras dos osteoclastos. O ativador do receptor do fator RANKL é uma
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proteina soltvel transmembranal, produzida por osteoblastos e se localiza na

membrana celular dos osteoclastos e no pré-osteoclastos (GUYTON, 2011).

Para manutencdo desta interacdo, os osteoblastos também secretam a
osteo-protegerina (OPG), um receptor soltuvel, que compete com RANKL pelo
RANK para inibir o recrutamento dos osteoclastos e controlar, portanto, o
equilibrio osteoblasto-osteoclasto (DOUGLAS, 1988).

A Osteoprotegerina (OPG) é um sinal solivel de ocorréncia natural
"receptor chamariz" para RANKL e inibe atividade de osteoclastos por ligacao a
RANKL, impedindo sua interacdo com o RANK. Ambos RANKL e OPG séao
produzidos por osteoblastos (VIERECK, 2002).

Os bisfosfonatos inibem a expresséo de RANKL, bem como estimulam a
producéo da OPG pelas células da medula 6ssea e pelos osteoblastos, inibindo
a interacdo RANK-RANKL. Essas acdes sinérgicas levam a diminuicdo do
recrutamento dos osteoclastos e, consequentemente, a reducéo da reabsorcao
0ssea (NISHIDA, 2005).

Os mecanismos de acdo dos BFs no metabolismo 6sseo sdo complexos
e multifatoriais, reduzindo a bomba de prétons com alteracdo de pH e equilibrio
acido basico. A liberacao inicial de BFs ocorre por adsor¢cdo ao mineral 6sseo,
prolongando-se por um periodo de semanas a anos. Durante reabsorcao 6ssea,
o pH &cido na lacuna de reabsorc¢éo, incrementa a dissociacdo da droga no 0Sso
(OTTO, 2016).

Além disso, os BFs também agem, bloqueando o recrutamento ativacéo
e diferenciacdo dos precursores de osteoclastos, inibindo assim a proliferacéo
dos macroéfagos e interferindo na quimiotaxia e na fixagcdo de osteoclastos ao
0sso. Diminuem também, a transformacédo de pré-osteoclastos em osteoclastos
através das células da medula éssea, pela acéo indireta, via osteoblastos. Tal
fato, diminui o nimero de osteoclastos, além de alterar seu citoesqueleto,
despolimerizando os microtubulos e retraindo a membrana rugosa, dificultando,

desta maneira a sua adesé&o ao 0sso (OTTO, 2016).

Os BFs possuem baixa absor¢éo, quando administrados por via oral,

apenas 1% da dose é efetiva, devido a baixa afinidade por lipideos e sua

polaridade com carga negativa, dificultando o transporte celular. Apos a
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absorcdo a droga é distribuida por via sanguinea, armazenada nos 0Ssos e
excretada pelos rins (BARTL, 2007).

A exposicao 6ssea e a dor sdo as complicagfes frequentes, prejudicando
a funcdo mastigatoria e sobretudo reduzindo bastante a qualidade de vida dos
pacientes (CAMPISI, 2020).

ON é o termo utilizado para descrever a morte das células 6sseas, quando
0 ostedcito fica necrético. A necrose destroi, também, células do endotélio
vascular no interior do tecido 6sseo, prejudicando o fluxo sanguineo dentro do
vaso (RUGGIERO, 2014).

E o termo sugerido para lesdes intra-bucais com exposicdo 6ssea, que
simulam abscessos dentais ou osteomielites, em pacientes submetidos a terapia
com bisfosfonatos e que ndo tenham sido submetidos a radioterapia na regido
de cabeca e pescoco (FLIEFEL, 2015).

Os principais aspectos clinicos da osteonecrose dos maxilares séo: areas
com exposi¢do 6ssea na cavidade oral, com osso desvitalizado, com coloracédo
amarelada, inflamacdo tecidual ao redor da exposicdo Ossea, presenca de

sintomatologia dolorosa e com odor caracteristico (BARTL, 2007).

Foi proposta pela primeira vez a sua nomenclatura "Bisphosphonates
Related Osteonecrosis of the Jaws" (BRONJ), pela American Association of Oral
and Maxillofacial Surgeons - AAOMS (RUGGIERO, 2014) e posteriormente,
denominado "Medication related osteonecrosis of the Jaws (MRONJ)" devido a
relatos clinicos de osteonecrose da mandibula relacionada a outros

medicamentos anti-reabsortivos, como o denosumabe (OTTO, 2016).

MRONJ deve ser diagnosticada por presenca de 0Sso exposto em regido
intraoral que persistiu por mais de 8 semanas, com historia de tratamento com
medicacdo antirreabsortiva isolada ou associada com moduladores de
imunoglobulina ou medicamentos antiangiogénicos e sem histérico de
radioterapia nos maxilares (RUGGIERO, 2022).

Segundo Ruggiero (2022) foi mantida a classificacdo das osteonecroses
de acordo com a normativa da Associagcdao Americana de Cirurgides Maxilo
Faciais (AAOMS) de 2014.
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ESTAGIO 0, pacientes sem evidéncia clinica de 0sso necrético, mas que

apresentam sintomas inespecificos ou e achados radiograficos.

ESTAGIO 1, osso exposto e necrético, assintomatico, sem evidéncia de

infeccdo, apresentando achados radiograficos na regido 6ssea alveolar.

ESTAGIO 2, osso exposto e necrético, com ou sem fistula e evidéncia de

infeccédo / inflamacado, com sintomatologia e achados radiogréaficos locais.

ESTAGIO 3, osso exposto e necrético com fistula e evidéncias de infeccéo,
estendendo-se além da regido do osso alveolar, ou seja, borda inferior e ramo
da mandibula, seio maxilar e zigoma na maxila. Podendo apresentar fratura

patoldgica, fistula extraoral, comunicac&o oro antral ou oro nasal.

Estratégias de tratamento concentram-se, principalmente, em minimizar a
progressdo ou ocorréncia de necrose 0ssea, eliminando a dor, controlando a

infeccdo e otimizando a qualidade de vida do paciente (GOKER, 2021).

Diferentes agentes bioldgicos entre os quais concentrados de plaguetas
autologos, fatores de crescimento e diferenciacdo recombinantes, horménio da
paratiredide (PTH), teriparatida, vitamina E, terapia com laser de baixa
intensidade, oxigénio hiperbarico terapia e terapia com o0zdénio tém tem sido
usado com sucesso para melhorar a reparacao 0ssea e cicatrizacdo dos tecidos

moles em diferentes procedimentos cirurgicos (GOKER, 2021).

O tratamento padrdo gold standard para osteonecrose da mandibula
relacionada a medicamentos é a cirurgia. SUYAMA, 2023 em estudo com 206
pacientes submetidos a cirurgia, relatou 258 procedimentos com

acompanhamento de trés anos, com taxa de cura de 81,7%.

BN

Pacientes sem ostedlise e submetidos a remocdo do sequestro ou
mandibulectomia marginal tiveram progndéstico significativamente pior do que
agueles com osteoporose apresentando ostedlise e submetidos a
mandibulectomia segmentar (SUYAMA, 2023).

Aléem disso, pacientes com ostedlise residual, reacbes periostais e
osteosclerose na TC tiveram maior probabilidade de desenvolver recorréncia.

Assim, estas areas também devem ser incluidas na resseccao (SUYAMA, 2023).
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O tratamento cirdrgico € cada vez mais relatado como uma opcao viavel
com alto sucesso e apresentado, como uma opc¢éao de tratamento na tentativa de

reduzir a progressao da doencga, com resultados benéficos ao paciente.

1.3. OSTEONECROSE EM MODELO ANIMAL

A experimentag&o animal permite realizar procedimentos controlados que
modelam fatores de risco clinicos reais da doenca. Por exemplo, estudos
MRONJ publicados refletem o tratamento com fatores de risco sistémicos, como
Bisfosfonatos nitrogenados, anticorpos anti-RANKL (AGUIRRE, 2021).

Os modelos MRONJ, também, combinaram a administracdo de fatores
sistémicos com fatores de risco orais especificos observados pela primeira vez
em humanos, incluindo extracdo de dentes e doenca inflamatéria (AGUIRRE,
2021).

Estudos farmacologicos sugerem fortemente que o0 método mais confiavel
para determinar as doses absorvidas clinicamente relevantes de BFs em
qualquer animal é primeiro entender a dose minima absorvida que previne
completamente a perda 6ssea em animais recém-ovariectomizados (AGUIRRE,
2021).

Em geral, a abordagem para estabelecimento de BRONJ em modelos de
roedores consiste, principalmente, em duas etapas: a administracdo de
medicamentos como fator de risco sistémico e estimulagédo oral como fator de
risco local. Os métodos classicos, que combinam drogas sistémicas com
extracdo de dentes saudaveis, atualmente, oferecem a mais previsibilidade para
a pesquisa em BRONJ (figura 3) (YAN, 2022).

Para comprovacao da osteonecrose a avaliagdo histolégica € o método
mais eficaz, caracterizada, principalmente, por ostedcitos vazios embora a
observacéo clinica da exposi¢do 6ssea, a avaliagdo radiolégica e indicadores do

soro, também contribuam para o diagndstico (YAN, 2022).
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Figura 3 - Procedimento para estabelecimento de MRONJ em modelos de roedores.
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Fonte: de Yan R, Jiang R, Hu L, Deng Y, Wen J, Jiang X. Establishment and assessment of
rodent models of medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONJ). A primeira etapa é a
administracdo de drogas com bisfosfonatos por injecao intraperitoneal. O segundo passo é a
extracdo dentéria, seguida de mais aplicagdes da medicacao.

Zandi et al. descreveram protocolo para inducdo de BRONJ com taxa de
sucesso aplicada neste estudo de 83%. Os animais receberam uma injecéo
intraperitoneal de 0,06 mg/kg de zoledronato (Zolena®, Ronak Pharmaceutical,
Saveh, Ird) uma vez por semana durante seis semanas, seguido pelas extracdes
do primeiro e segundo molar mandibular esquerdo no final da sexta semana. As
extracOes foram realizadas sob anestesia geral com injecao intraperitoneal de
75 mg/kg de cloridrato de quetamina (Ketamine Hydrochloride, Laboratoires
Sterop, Bruxelas, Bélgica) e 7,5 mg/kg de midazolam (Midazolam, Chemidarou
Industrial Company, Teerd, Ird). As injecdes de zoledronato foram continuadas

por mais 6 semanas apos as extracdes dos dentes (ZANDI, 2016).

1.4. FOTOBIOMODULACAO

A teoria de Emissdo Estimulada do fisico Albert Einstein, expds os
principios fisicos deste processo em seu artigo “Zur Quantum Theorie der
Strahlung”, de 1917.
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A radiacédo emitida pelo aparelho de Laser denota caracteristicas proprias,
sendo esta uma onda monocromatica, coerente e colimada. Tal equipamento
permite que esta energia de luz interaja com cromaoforos teciduais especificos
(hemoglobina e melanina), que tem afinidade pelo comprimento de onda da
respectiva luz, no espectro visivel do Laser emitido, principalmente, por meio da
absorcdo (CHAVANTES, 2009).

O Laser pode ser classificado, segundo Chavantes, 2009 de acordo com
sua poténcia, em dois grandes grupos: Laser de Alta Poténcia (LAP) e Laser com
Poténcia Baixa. Em baixa intensidade a radiacdo Optica interage com um

fotorreceptor enddgeno, produzindo a biomodulagéo celular e tecidual.

A fotobiomodulacdo pode incorrer em dois tipos de acéo tissular, a
dependendo dos parametros de utilizacdo (intensidade, duracdo, comprimento
de onda, tamanho do foco e das propriedades Opticas do tecido-alvo), pode

tecido-alvo irradiado (MESTER, 1985).

Devido a irradiacdo ser com intensidade bem baixa, a acdo biolégica
advém da acéo direta da radiacdo a nivel de fotorreceptores celulares, sobretudo
nos componentes da cadeia respiratoria nas mitocdndrias, como também, em
membranas celulares, a nivel de canais de Ca** e bombas de Na* e K*, tendo
uma acdo cumulativa e ndo incorrendo em elevacdo da temperatura local,
sempre < 1° C. (CHAVANTES, 2009).

Mester, o pioneiro na ciéncia da modulacgao biolégica, concluiu que o laser
empregado com uma poténcia baixa podia produzir efeitos bioldgicos, anti-
inflamatérios e reparacao tissular, induzindo nas células uma estimulacdo
luminosa e observou reacfBes graduais nos tecidos, que nomeou de

"photobiostimulation”.

Karu, 1988, prop6s uma cadeia de eventos moleculares, comecando com
a absorcédo de luz em um fotoaceptor/fotorreceptor, levando a transducéo de
sinal, amplificacdo e resultando em resposta bioelétrica e bioenergética no tecido

alvo.
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Os efeitos biomodulantes do laser podem auxiliar 0os processos de
reparacao, elevando a matriz inorganica do 0sso e osteoblastos, estimulando o

crescimento dos capilares linfaticos e sanguineos, facilitando a proliferacao
celular e cicatrizagéao dos tecidos.

Comprimentos de onda (600-1000nm) do LBI tém propriedades
fotobiomoduladoras, tais como: a proliferacdo de osteoblastos, formacao de
coladgeno, facilitando a regeneracao 0ssea, alivio da dor, melhora a cicatrizacao
de feridas, a reparagéo nervosa, além da reepitelizacéo tissular.

1.5. MAGNETOTERAPIA

Em 1979, Food and Drug Administration (FDA, EUA) aprovou pela
primeira vez, 0 uso de um campo magnético oscilante (CMO) ou pulsed
electromagnetic field (PEMF). Desde entdo, varios estudos foram realizados
para demonstrar os beneficios do campo eletromagnético para o tratamento de
varias condicdes, como: edema, osteoartrite, feridas, modulacdo hemodinamica
e alivio da dor, além do uso estabelecido para a formacdo 6ssea (Yoshimura,
2011).

Os mecanismos que explicam a ocorréncia destes efeitos observados, no
entanto, ainda ndo estdo completamente esclarecidos, considerando os

principios que governam o campo eletromagnético (Yoshimura, 2011).

Campos eletromagnéticos pulsados de baixa frequéncia (CEMP-BF), sédo
uma importante ferramenta da Fisioterapia ao redor do mundo, por tratar-se de
um método ndo invasivo, seguro e de facil manejo. Indicado para tratamento da

dor, inflamacéo e regeneracdo tissular (Silva, 2016).

E possivel inferir que, no sistema bioldgico e organismos vivos, os CMO
sdo onipresentes e constantemente, criados por processos fisiologicos
(movimentos celulares, fluxos idnicos, fluidos nos sistemas circulatorios, cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial, potenciais de acdo nas membranas e,

assim, por diante (Yoshimura, 2011).
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Suas principais acdes sao: desvio de particulas com carga elétrica em
movimento, producéo de correntes induzidas pelo efeito piezoelétrico em tecido
0sseo e colageno. A nivel celular normaliza o potencial de membrana,
incrementa a solubilidade de substéncias e estimula o metabolismo celular
(Meyer, 2011).

Além disso, produz acao antiestresse celular, promove uma aceleracéo
de todos os fenbmenos reparadores com agéo bio-regenerante, anti-inflamatéria
e antiedematosa, sem demostrar efeitos colaterais. Portanto, efeitos biol6gicos
podem resultar da interacdo desses campos com CMO exdgenos (Yoshimura,
2011).

Os efeitos obtidos com CEMP na regeneracdo éssea ndo se devem
apenas a energia mecanica aplicada aos ions Ca**, fazendo-os vibrar em
maxima frequéncia, transformando esta energia em eletricidade pelo fenbmeno
piezoelétrico, como também, as respostas dos ostedcitos, que liberam por via

autdcrina e pardcrina os fatores moduladores da atividade celular (Meyer, 2011).

Segundo Funk (2009), logo apés a ocorréncia de uma ferida, um campo
elétrico é criado no tecido lesionado, que promove um estimulo primario nas
células epiteliais para iniciar o processo de reparacao. Este estimulo elétrico
causado pela lesdo, pode permanecer por varias horas e s6 cessa quando o
tecido € reepitelizado.

Yoshimura (2011), no estudo em patas de camundongos com exposicao
aguda a campo magnético de baixa intensidade, relatou resultados positivos na

regressao do edema induzido por carragenina.

Meyer (2011) em revisdo sistemética na base de dados Pubmed,
selecionou 36 artigos de 1981 a 2008 relacionados a PEMF, no qual relatou
resultados positivos no tecido 6sseo em relacdo a consolidacédo de fraturas, a

osteoporose, a cicatrizacao, regeneracao nervosa e cartilagem articular.

1.6. JUSTIFICATIVA

Com o crescente incremento do uso dos antirreabsortivos no tratamento

da osteoporose e, sobretudo, em casos de mulheres na menopausa com
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osteopenia, proporcionalmente, surgiu uma maior incidéncia do principal efeito
adverso na regido maxilo-mandibular desses farmacos: a osteonecrose dos

maxilares.

A terapia padréo gold standard proposta para essa doenca, é o tratamento
cirdrgico, onde as complicacbes quando presentes Sdo muito severas e
mutiladoras, prejudicando assim, muito a qualidade de vida dessas pacientes e
levando a morbidades como: extensas resseccoes, infec¢cdes secundarias,
auséncia de tecido para fechamento priméario, deiscéncias e fistulas, que podem

evoluir para feridas mutiladoras e com graves consequéncias, Como a sepse.

A literatura sobre a terapia de fotobiomodulacdo e magnetoterapia
evidencia efetividade através do emprego do Laser de baixa intensidade (LBI) e
vem sendo cada vez mais estudada. Além disso, trata-se de um método efetivo,
indolor, seguro e ndo invasivo, quando usado em dosimetria adequada tanto em

animais como em pacientes.

Com os dados acima expostos, terapias com aparelhos baseados em
energia auxiliam no processo antiedematoso, anti-inflamatério, cicatrizacédo

tecidual e analgesia.

1.7 HIPOTESE

A terapia de Fotobiomodulacdo e Magnetoterapia podem contribuir para
uma melhor reparacédo no tecido ésseo e gengival, quando empregadas no pos-
operatorio do tratamento cirirgico da osteonecrose dos maxilares, induzida pelo

uso dos Bisfosfonatos.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi realizar uma comparacdo da resposta
inflamatoria entre o tratamento cirdrgico padréo-ouro e a abordagem cirurgica
combinada com a aplicacdo de tratamentos adjuvantes, utilizando aparelhos
baseados em energia, no contexto da osteonecrose de mandibula relacionada
ao uso de bisfosfonatos, em um modelo animal induzido para replicar as

condicdes clinicas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar 0s grupos através de analise histomorfométricas e contagem
de células para avaliar a resposta celular nos tecidos gengival e 6sseo bem como

seus os efeitos no tecido acometido.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para este estudo, foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus)
fémeas nascidas entre 30 e 60 dias pesando cerca de 150-200 g. Os animais
foram fornecidos pelo Biotério da Universidade Nove de Julho e mantidos
alojados em gaiolas alocadas em uma sala com ar filtrado a uma temperatura de
22 °C e 50% de umidade relativa, mantendo um ciclo claro/escuro de 12 horas e

alimentados com dieta normal para roedores e agua ad libitum.

3.1. CEUA

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DOS EFEITOS DA
FOTOBIOMODULAC}AO E MAGNETOTERAPIA COMO TRATAMENTO
ADJUVANTE EM OSTEONECROSE DOS MAXILARES INDUZIDA PELO USO
DE BISFOSFONATOS EM MODELO ANIMAL", protocolada sob o CEUA n°
9709130423 (ID 000350), sob a responsabilidade de André Carvalho
Rodriguez - que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de
8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de 19/04/2023.

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram separados em 5 Grupos, como segue:

= G1 C - Controle: animal sadio, sem osteonecrose. n 5

= G2 ON - Osteonecrose + cirurgico gold standard - n 18*

= G3 ON + L - Osteonecrose + cirargico gold standard + Laser - n 18*

= G4 ON + M - Osteonecrose + cirurgico gold standard + Magnetoterapia -
n 18*
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= G5 ON + L + M - Osteonecrose + cirargico gold standard + Laser +
Magnetoterapia - n 18*

» Total 77 animais (*Os animais foram eutanasiados nos tempos 24h, 7 dias
e 14 dias, 6 animais por tempo experimental).

No Grupo Controle (G1), os animais estavam sadios, sem injecdo de
qualquer medicacdo e sem aplicacdo dos aparelhos baseados em energia. No
lado direito foi realizada a extragéo do primeiro molar inferior e no lado esquerdo

da mandibula né&o foi realizado nenhum procedimento.

Todos os demais animais, receberam injecdo intraperitoneal de 0,06
mg/kg de acido zoledrénico (Eurofarma, Sdo Paulo, Brasil), uma vez por semana,

durante seis semanas, segundo protocolo de Zandi, 2016 .

Apds 6 semanas de injecdes do &cido zoledrénico, foi realizada uma
intervencao cirdrgica sob anestesia geral intraperitoneal usando 80 mg/kg de
cloridrato de cetamina e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina, para extracdo do
elemento dentario primeiro molar inferior direito e os alvéolos deixados abertos

sem suturas, para indugéo da osteonecrose (ON).

Os animais foram colocados em posicdo supina horizontal, em maca
adaptada com fio barbante em hastes de metal passando pelos incisivos
superiores para abrir a boca, adaptando também um afastador de Weitlaner
como abridor de boca, realizado anestesia local com 0,5 ml/kg de lidocaina com
vasoconstritor, incisdo em mucosa oral com lamina de bisturi n°15, seguida de
divulsdo com sonda exploradora reta, apods isso, realizada luxacéo de primeiro
molar inferior direito com alveol6tomo pediatrico, geralmente apresentando
fratura em alguma raiz dentaria, sendo removida na sequéncia com sonda

exploradora e holemback.

O alvéolo foi mantido aberto, sem sutura na mucosa oral, para auxiliar a

inducao da osteonecrose na mandibula do animal.

As injecOes semanais de acido zoledrénico continuaram por mais quatro
semanas e, a partir deste momento (T0), apds constatada clinicamente a ON, os

animais foram tratados conforme os grupos relacionados abaixo:

ApoOs as dez semanas 0s animais foram novamente anestesiados e

seguindo o mesmo protocolo cirargico acima descrito, deu-se inicio a pesquisa
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com o tempo TO para tratamento cirargico gold standard, onde foi realizada a

raspagem da osteonecrose com alveol6tomo e cureta para 0sso.

No Grupo Osteonecrose (G2-ON + Cir) foi realizado apenas o
procedimento cirdrgico gold standard, que consiste na remocao cirirgica da

osteonecrose com alveol6tomo.

No Grupo Osteonecrose + Laserterapia (G3-ON+L) foi realizado 0 mesmo
procedimento cirdargico gold standard para remocéo da osteonecrose e posterior
aplicacao de Laser vermelho pontual na regido da ON, nos tempos POI, 24h e 7

dias.

No Grupo Osteonecrose + Magnetoterapia (G4-ON+M) foi realizado o
mesmo procedimento cirdrgico gold standard para remoc¢éo da osteonecrose e
posterior aplicacdo do campo magnético pulsado extraoral, nos tempos POI, 24h

e 7 dias.

No Grupo Osteonecrose + Laserterapia + Magnetoterapia (G5-ON+L+M)
foi realizado o mesmo procedimento cirdrgico gold standard padrdo para
remocao da osteonecrose e aplicagdo do Laser pontual intraoral e do campo

magnético pulsado extraoral, nos tempos POI, 24h e 7 dias.

Todos os animais receberam medicacéo (analgésicos) para controle de
dor, sendo o0 medicamento escolhido Novalgina®, administrado via
intraperitoneal com dose de 5mg/kg em intervalos de 12 horas, por 3 dias no

pos-operatorio.

ApoOs os procedimentos os animais ficaram em observacdo em suas
respectivas caixas e retornaram para o0 alojamento ap6s acordarem da
anestesia, seguindo aos cuidados do biotério da universidade. Foi
disponibilizado em cada caixa dieta pastosa, com racdo amolecida em agua, por
3 dias.

Tal protocolo experimental foi desenhado em fluxograma na figura 4.

Figura 4: Fluxograma para inducdo de osteonecrose e tratamento.
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Eutanasia 6 animais 6 animais 6 animais
6 animais + laser + magneto +L+M

12 animais 12 animais 12 animais

Eutanasia Eutanasia Eutanasia

Eutanasia + 6 animais 6 animais 6 animais
6 animais + laser 6 + magneto +L+M

animais 6 animais 6 animais

Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
6 animais 6 animais 6 animais 6 animais

Fonte, o Autor. TO: Tratamento transoperatorio; T1: Tratamento em 24h; T2: Tratamento

em 7 dias. Eutanasias em 24h; 7dias e 14 dias.

Para o tratamento adjuvante com laser foi utilizado equipamento
LASER THERAPY EC, DMC, com comprimento de onda vermelho, 660nm,
poténcia de 100mW, energia de 2J aplicada pontualmente intra oral, sobre a

lesé@o por 20s (figuras 5 e 6).

Figura 5: Aparelho de Laser THERAPY EC, DMC, Sao Carlos, SP, Brasil.
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Fonte: < ——

https://www.dmcgroup.com.br/therapyec

Figura 6: Dosimentria do Laser

Parametros

Comprimento de onda (nm)

Poténcia (mW)

Densidade de Energia
Fluéncia (J/cm?)

Energia (J)

Tempo de exposicéo (seg)

Tempo de tratamento POI, 24h e 7 dias

Local da aplicacao Pontual, sobre a
area da leséo.
1 ponto.
(20s por ponto)

area do feixe cm?2 0,028

Fonte: o autor. parametros dosimétricos do Laser

32
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Para o tratamento adjuvante com campo magnético foi utilizado o
equipamento NEOSPIN, com frequéncia de 9 HZ, intensidade de 500 Gauss,

aplicado extra oral sobre a mandibula por 60s (figuras 7 e 8).

Figura 7: Aparelho Magnetoterapia Neospin - Sao Paulo, SP.

Fonte: www.neospin.com.br

Figura 8: Dosimetria da Magnetoterapia.

Parametros MAGNETOTERAPIA
Frequéncia (Hz) 9
Intensidade (Gauss)

Tempo de exposicéo (seq) 60

Tempo tratamento POI, 24h e 7 dias

Local da aplicacéo Por area, sobre a extensao da leséo.

Fonte: o autor, parametros dosimétricos da Magnetoterapia

As aplicacdes dos aparelhos de energia nos respectivos grupos
experimentais foram realizadas nos tempos: TO pds-operatoério imediato, T1 em

24h e T2 em 7 dias e as eutanasias realizadas em trés tempos: 24h, 7dias e 14

dias.


http://www.neospin.com.br/
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Os animais foram eutanasiados com infiltracao intraperitoneal usando 400
mg/kg de cloridrato de cetamina e 40 mg/kg de cloridrato de xilazina, para a
remocdo de fragmento ésseo da mandibula, o qual foi encaminhado ao
laboratério de anatomia patologica, para confeccdo das laminas e posterior

avaliacao histopatologica.

Para a avaliacéo histoldgica, fragmentos da regido tratada em mandibula
foram removidos e armazenados em formalina tamponada a 10%, desidratadas,
diafanizadas e incluidas em parafina conforme protocolo para descalcificacdo
com EDTA. acido descalcificante (cloreto hidrogénio) ONU 1789 CL 8 GE 1l ,
marca: Allkimia , lote DESC 05/23 ,validade: 05/2025, ONU 1789 CL 8 GE II.

Descalcificagdo lenta, para preservar a morfologia das amostras.

Apbs a descalcificacdo o material passou por lavagem em agua corrente
por 03 minutos para retirada do excesso do acido descalcificante e seguiu para
0 processamento histologico, em processador automatizado, composto pelos
reagentes e protocolo a sequir:

Processador histologico, alcool absoluto, Quimesp, lote: 79.366 validade:

02/202 site: www.quimesp.com.br - 04 banhos (01 hora cada), essa etapa tem a

funcdo de fixar e desidratar o material preparando a amostra para a proxima
etapa. Xilol - Quimesp lote: 80.075 validade: 05/2025 - XILOL (XILENOS) BB 5
L site: www.quimesp.com.br - 03 banhos (40 minutos cada), com a fungao de

retirar o alcool e substitui-lo por xilol (diafanizac&o), preparando a amostra para
a proxima etapa.

Parafina - Solven - SOLVEN WAX 140 LT Kg saco 25 Kg site:
www.solven.com.br - 02 banhos de 01 hora cada com a temperatura em 60°C,

com a funcao de penetracao do tecido da parafina liquida (55°C a 65°C) retirando
o xilol e substituindo-o por parafina, dando a amostra consisténcia para o corte
histoldgico (parafinizacdo), preparando a amostra para a proOxima etapa que sera
a Incluséao.

Apoés o0 processamento histoldégico seguimos para a etapa da incluséao,
realizada com parafina liquida (55°C a 65°C), em molde préprio, conforme a
necessidade do tamanho.

ApOs a incluséo foi realizado o corte histolégico em microtomo, de 03 a 04

micrémetros, distendida a fita de parafina com fragmento de interesse, em banho


http://www.quimesp.com.br/
http://www.quimesp.com.br/
http://www.solven.com.br/
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maria histologico, com agua destilada aquecida a 50°C e aderida a fita em lamina
de vidro lapidada, para microscopia Optica e colocada em estufa por 20 minutos
4 65°C para o derretimento do excesso de parafina, assim seguindo para a
proxima etapa.

Apoés o corte histologico as laminas foram coradas com Hematoxilina-
Eosina (H.E.), que consiste em corar estruturas basofilas (acidas) pela
Hematoxilina de Harris em cor azul arroxeado e estruturas basicas (alcalinas)
pela Eosina aquosa em cor rosa, com 0 seguinte protocolo utilizado na bateria
de coloracéo.

Desparafinizacdo em 03 cubas de xilol mergulhando as laminas no
reagente e deixando-as submersas por 3 minutos, em cada uma das cubas,
deixando escorrer bem o reagente entre cada uma das passagens.

Passagem das laminas em 4 cubas de alcool absoluto, mergulhando-as 5
vezes em cada cuba. Lavagem em agua corrente por 02 minutos e, ap0s isso,
mergulhando as laminas no primeiro corante, Hematoxilina de Harris- Merck
marca: Sigma Aldrich, lote :HX 31395953 val.31/01/2025 referéncia:
1092531000, por 03 minutos.

Nova lavagem das laminas em &gua corrente por, 02 minutos,
mergulhando-as no segundo corante Eosina alcodlica marca: Allkimia lote
004/2022 Val.05/2024 site: www.allkimia.com.br, por 01 minuto.

ApoOs o processo de coloracdo as laminas foram passadas em 04 cubas
de alcool absoluto para desidratar a lamina e n&o hidratar o xilol, o que
ocasionaria um aspecto leitoso e dificultaria a leitura, na sequéncia, nova
passagem das laminas em 3 cubas de xilol para posterior montagem da lamina

em meio resinoso (Entelan com laminula).

3.3. AVALIACOES


http://www.allkimia.com.br/
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Para as analises histoldgicas utilizamos um microscépio 6ptico (Olympus
System) e as laminas foram fotografadas através de sistema de fotomicrografia.

A andlise histomorfométrica foi realizada por meio de um sistema de
andlise de imagens, através de aquisicdo com camera fotografica CCD Sony,
acoplada a um microscoépio Olympus BX51 (Olympus 23 Co, Tokyo, Japan), a
qual captura as imagens e as envia para 0 monitor por um sistema de
digitalizacdo (Oculus TCX, Coreco, Inc, St. Laurent, Quebec, Canada).

As imagens foram processadas por meio do software ImagePro-Plus 6.0
e as andlises foram realizadas por observador, as cegas, sendo adquiridas
aleatoriamente cerca de 10 imagens de cada lamina, em aumento de 400 vezes.

A area de cada campo analisado foi medida em pm?, para a quantificacéo
de células e pelo método estereoldgico de contagem de pontos de acordo com
Gundersen et al., 1988, foi construido um reticulo com 100 pontos (GRADE
MASK), distribuidos ortogonalmente sobre a imagem adquirida e as células
coincidentes com os pontos do reticulo foram quantificadas (figura 9)

De cada animal foi realizada uma lamina de gengiva e uma lamina de 0sso
cada uma destas laminas foram fotografadas em média 8x gerando um total de
1232 imagens (616 osso + 616 gengiva)

Figura 9: Quantificacéo de células.

E P Window Help
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Fonte: O autor, imagem ilustrativa salva da tela do programa ImagePro-Plus
6.0.

3.4. LOCAL DE PESQUISA
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O estudo foi desenvolvido pelo Departamento de Pds-Graduagdo em
Medicina da Universidade Nove de Julho, as cirurgias foram realizadas no

biotério e apoio nos laboratoérios da Uninove.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente os dados foram analisados por meio de medidas-resumo

(média, mediana, minimo, maximo e desvio padrao).

A comparacdo de médias das contagens das células entre dois e mais de
dois por grupos foram realizadas via teste t de Student e Andlise de Variancias
(ANOVA), respectivamente. Tanto o teste t de Student como a ANOVA
apresentam como pressupostos a normalidade na distribuicdo dos dados e a
homocedasticidade, os quais foram verificados utilizando-se o teste W de

Shapiro-Wilk e teste de Levene, respectivamente.

Em caso de violacdo da suposicdo de homocedasticidade, os graus de
liberdade da estatistica foram corrigidos utilizando-se a correcdo de Brown-
Forsythe.

No caso de violacdo da normalidade dos dados, as médias foram
comparadas empregando-se o teste nado-paramétrico de Mann — Whitney
(comparacédo de duas médias) ou de Kruskal-Wallis (comparacao de mais de
duas médias).

Uma vez detectada as diferencas de médias na ANOVA ou no teste de
Kruskal-Wallis, a identificacdo de grupos distintos de médias foi realizada via
testes de Duncan e de Dunn-Bonferroni, respectivamente mantendo-se um nivel

de significancia global de 5%.

Para todos os testes estatisticos foram utilizados um nivel de significancia
de 5%. As analises foram realizadas utilizando-se o pacote estatistico SPSS 20.0
e STATA 17.
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Tabela 1- Medidas-resumo da contagem de células do Grupo Controle

Sem procedimento

Extragao do primeiro

(N=5) molar inferior (N=5)
Gengiva, Média + DP
Leucdcitos 1,5+1,3 2,7+2,5 0,3732
Fibroblastos 43+3,1 9,5+5,3 0,0982
Vasos sanguineos 4,3+4,9 1,3+1,1 0,647°
Queratindcitos 13,6 £7,7 9,8+11,0 0,647
Osso, Média + DP
Ostedcito 11,9+3,7 10,0+ 3,6 0,4432
Osteoclasto 0,2+0,3 0,2+0,2 0,690
Osteoblasto 0,3+0,4 0,1+0,2  0,840°

Média + DP

p - nivel descritivo do teste t de Student(?) e de Mann-Whitney(®).

Conforme tabela 1, ndo se verificaram diferencas de médias para todos os

tipos de células da gengiva e osso por status do grupo controle.

Tabela 2 - Medidas-resumo da contagem de células na osteonecrose (ON) no tempo 0, por Grupos

G1-C G2-ON G3-ON G4-ON G5-ON
N MédiatDP N MédiatDP N MédiatDP N MédiatDP N  Média + DP P

Leucécitos 10 1,7+16 17 09%09 15 1,0£1,0 18 0607 17 1,4+1,0 0,060
Fibroblastos 10 56+37 17 58+40 15  7,6%33 18 42+38 17 56+2,7 0,079
Vasos sanguineos 10 1,7+28 17 00%0,1® 15 00£028 18 02+048 17 04+1,1%8  <0,001
Queratindcitos 10 69+81A 17  33%39 15  35%65 18 2,1+4,08 17 09+1,8 0,004
Ostedcito 10 55+61 17 63+50 15  49%35 18 5032 17 57+3,0 0,909
Osteoclasto 10 01%02 17 01+01 15  0,1%02 18 00+00 17 00+0,1 0,438
Osteoblasto 10 01%02 17 00%02 15  0,1%02 18 00+01 17 00%0,2 0,245

Média = DP

p - nivel descritivo do teste de Kruskal-Wallis.
(A) e (B) apresentam médias distintas segundo compara¢des multiplas de Dunn-Bonferroni.
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Gréfico 1 — Médias e desvio padrdo da contagem de células na osteonecrose
(ON) no tempo O, por grupos
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Fonte: O autor

Conforme tabela 2, na osteonecrose, verificaram-se diferencas de médias
de vasos sanguineos (p<0,001) e de queratinécitos (p=0,004) entre Grupos.
Dessa forma, a média de vasos sanguineos do Grupo G1-C foi superior aos dos
demais Grupos, similares entre si. Além disso, a média de queratindcitos do
grupo G1-C foi superior aos dos grupos G4-ON+M e G5-ON+L+M, similares
entre si. Nao se verificaram diferencas de médias de G2-ON e G3-ON+L e
demais Grupos.



Tabela 3 - Medidas-resumo da contagem de células da gengiva por Grupo, nos

tempos 1, 7 e 14 dias
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Gl-C G2 -ON G3-ON+L G4-ON+M G5-ON+L+M
N Média + DP N Média + DP N Média + DP N Média +DP N Média + DP P
1 dia pés
Leucécitos 10 2,1+2,0 5 2,7+1,7 5 3,0£2,3 6 3,4+3,2 6 2,6+2,0 0,8562
Fibroblastos 10 6,9+4,9~ 5 2,4+16 5 6,3+2,7 6 4,6 +4,1 6 2,1+1,4% 0,034°
Vasos sanguineos 10 2,8+3,7A 5 0,2+0,48 5 1,4+1,0 6 1,0+1,4 6 0,2+0,48 0,018°
Queratindcitos 10 11,7+9,2 5 54+7,4 5 14,1 +10,3 6 7,3+5,8 6 17,5+11,3 0,1862
7 dias pos
Leucécitos 10 2,1£2,0° 6 00£0,18 5 1,5+19 6  1,7+10°A 5 2,2+23% 00240
Fibroblastos 10 6,0+4,9 6 56+3,8 5 9,4+2,0 6 8,0+2,9 5 6,5+3,1 0,530°
Vasos sanguineos 10 2,8+3,7A 6 0,1+0,38 5 1,6+14 6 0,7+0,7 5 0,7+1,0 0,042>
Queratindcitos 10 11,7+9,2¥ 6 10,7+6,6% 5 2,6+1,8% 6 8,5+4,4% 5 24,7 + 12,0~ 0,0082
14 dias pos
Leucécitos 10 2,1+2,0 6 0,8+1,1 5 0,8+1,3 6 0,5+0,7 6 2,7+1,8 0,073b
Fibroblastos 10 6,9+4,9 6 6,7+3,3 5 6,6+1,5 6 9,1+2,4 6 8,1+5,2 0,7102
Vasos sanguineos 10 2,8+3,7 6 1,1+14 5 1,2+14 6 1,9+1,0 6 1,1+0,9 0,708b
Queratindcitos 10 11,7 9,2 6 140+6,4 5 144+6,4 6 7,0+6,7 6 14,0+ 12,2 0,5622

Média + DP

p - nivel descritivo da ANOVA(?) e do teste de Kruskal-Wallis().

(A) e (B) apresentam médias distintas segundo compara¢des multiplas de Dunn-Bonferroni.
(A’) e (B’) apresentam médias distintas segundo comparag¢des multiplas de Duncan.

Grafico 2 — Médias e desvio padrédo da contagem de leucécitos da gengiva por
Grupo - 1 dia p6s intervencgao

Fonte: O autor

G1-C
p=0,856

G2-ON G3-ON+L

G4-ON+M  G5-ON+L+M
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Grafico 2 — Médias e desvio padrédo da contagem de fibroblastos da gengiva por
Grupo - 1 dia p6s intervencao
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p=0,034
(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor

Grafico 4 — Médias e desvio padrédo da contagem de vasos sanguineos da
gengiva por Grupo - 1 dia p6s intervencao

G1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M
p=0,018
(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor
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Grafico 5 — Médias e desvio padrdo da contagem de queratindcitos da gengiva
por Grupo - 1 dia pés intervencao
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p=0,186

Fonte: O autor

Gréfico 6 — Médias e desvio padrao da contagem de leuc6citos da gengiva por
Grupo - 7 dias po6s intervencao

Hox
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G1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M
p=0,024
(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor
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Grafico 7 — Médias e desvio padrédo da contagem de fibroblastos da gengiva por
Grupo - 7 dias p6s intervencdo
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Fonte: O autor

Grafico 8 — Médias e desvio padrédo da contagem de vasos sanguineos da
gengiva por Grupo - 7 dias p6s intervengao
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p=0,042
(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor
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Grafico 9 — Médias e desvio padrdo da contagem de queratindcitos da gengiva
por Grupo - 7 dias pds intervengéao
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Fonte: O autor

Grafico 10 — Médias e desvio padrao da contagem de leucécitos da gengiva por
Grupo - 14 dias pos intervencéo

G1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M
p=0,073

Fonte: O autor
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Grafico 11 — Médias e desvio padrdo da contagem de fibroblastos da gengiva por
Grupo - 14 dias po6s intervengao
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Fonte: O autor

Grafico 12 — Médias e desvio padrédo da contagem de vasos sanguineos da
gengiva por Grupo - 14 dias poés intervencéo

G1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M
p=0,708

Fonte: O autor
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Grafico 13 — Médias e desvio padrédo da contagem de queratinocitos da gengiva
por Grupo — 14 dias pés intervencao
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Fonte: O autor

Conforme tabela 3 e gréaficos 2 a 13, verificaram-se diferencas de médias
de fibroblastos — 1 dia p6s (p=0,034), vasos sanguineos — 1 dia pés (p=0,018);
leucécitos (p=0,024), vasos sanguineos (p=0,042) e queratindcitos (p=0,008) —
7dias poés entre grupos. Dessa forma, observou-se para:

o fibroblastos — 1 dia p6s: a média do Grupo G1 - C foi superior ao de G5
— ON+L+M. Nao se verificou diferencas de médias entre G2-ON, G3-
ON+L e G4-ON+M e demais Grupos;

e vasos sanguineos — 1 dia po6s: a média do Grupo G2 - ON e G5-
ON+L+M foram similares e inferiores ao de G1-C. Nao se verificaram
diferencas de médias entre G3-ON+L e G4-ON+ M e demais Grupos;

e leucocitos — 7 dias p6s: a média do Grupo G2-ON foi inferior aos dos
Grupos G1-C, G4 — ON+M e G5-ON+L+M, similares entre si. Nao se
verificaram diferencas de médias entre os Grupos G3 — ON+L e demais
grupos;

e Vvasos sanguineos — 7 dias p6s: a média do Grupo G2 - ON foi inferior
ao de G1-C. Nao se verificaram diferencas de médias entre G3-ON+L,
G4-ON+M, G5-ON+L+M e demais Grupos;

e queratindcitos — 7 dias p6s: a média do Grupo G5-ON+L+M foi superior

aos dos demais, similares entre si.

Para as demais variaveis, nao se verificaram diferencas de médias.



Tabela 4 - Medidas-resumo da contagem de células do osso por Grupo, nos tempos 1, 7 e 14
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dias
Gl-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M G5-ON+L+M
N Média + DP N Média £ DP N Média £ DP N Média £ DP N Média £ DP P
1 dia pds
Ostedcito 10 11,0£36* 5 55+118 5  100%26 7,1£2,0 80£25 0,013
Osteoclasto 10 0,2+0,2% 0,4+0,2~ 5 0,7 £0,3~ 6 0,6 +0,5~ 0,4+0,3~ 0,0432
Osteoblasto 10 0,2+0,38 1,4+0,7A 2,8+0,7A 0,8+0,8 05+0,3  <0,001b
7 dias pos
Ostedcito 10 11,0+ 3,64 55+1,28 6,1+1,4 8,7+1,4 59+1,48 0,001b
Osteoclasto 10 0,2+0,28 0,5+0,2 1,4+0,54 0,9+0,3~ 0,5+0,4 0,001b
Osteoblasto 10 0,2+0,3% 1,4 +0,8~ 1,9+1,0~ 1,3+0,4~ 0,5+0,4%  <0,0012
14 dias pds
Ostedeito 10  11,0£3,64 58+1,8 39+1,28 6,4+2,6 7,7+1,7 0,002
Osteoclasto 10 0,2+0,28 1,1+0,7A 1,1+0,74 1,0+0,54 0,5+0,4 0,004b
Osteoblasto 10 ; 1,6 +1,2A 1,8+1,1A 0,8 0,4 08+0,6 0,003

Média + DP

p - nivel descritivo da ANOVA(?) e do teste de Kruskal-Wallis().
(A) e (B) apresentam médias distintas segundo comparagdes multiplas de Dunn-Bonferroni.
(A’) e (B) apresentam médias distintas segundo comparag¢des multiplas de Duncan.

Gréfico 14 — Médias e desvio padrao da contagem de osteécitos por Grupo - 1
dia pés intervencgéo
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Fonte: O autor
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Grafico 15 — Médias e desvio padréo da contagem de osteoclastos por Grupo - 1
dia pés intervengéo
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Fonte: O autor

Grafico 16 — Médias e desvio padrdo da contagem de osteoblastos por Grupo - 1
dia pds intervencgéo

G1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M

p<0,001
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Fonte: O autor
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Grafico 17 — Médias e desvio padrédo da contagem de osteocitos por Grupo — 7
dias pos intervencao

12
1

Gl-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M
p=0,001

(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor

Grafico 18 — Médias e desvio padrédo da contagem de osteoclastos por Grupo — 7
dias pos intervencao
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G1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M
p=0,001

(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor
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Grafico 19 — Médias e desvio padrédo da contagem de osteoblastos por Grupo —7
dias pos intervencao

G1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M

p<0,001
(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor

Grafico 20 — Médias e desvio padrao da contagem de ostedécitos por Grupo — 14
dias pos intervencao

12

10

Gl1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M
p=0,002

(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor
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Grafico 21 — Médias e desvio padrédo da contagem de osteoclastos por Grupo —
14 dias po0s intervencgao

G1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M
p=0,004

(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor

Grafico 22 — Médias e desvio padrdo da contagem de osteoblastos por Grupo —
14 dias pos intervencgéo

G1-C G2-ON G3-ON+L G4-ON+M  G5-ON+L+M
p=0,003
(**) e (*) apresentam médias distintas

Fonte: O autor

Conforme tabela 4 e gréficos 14 a 22, verificaram-se diferencas de
médias de contagem para todos os tipos de células e em todos os momentos de

avaliacdo. Dessa forma, observou-se para:

e osteocitos — 1 dia p6s: a média do Grupo G2-ON foi inferior ao de G1-
C. Nao se verificaram diferencas de médias entre os Grupos G3-ON+L,
G4-ON+M, G5-ON+L+M e demais Grupos;
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osteoclastos — 1 dia pds: a média de G1-C foi inferior aos dos demais
grupos, similares entre si;

osteoblastos — 1 dia e 14 dias pés: a média do grupo G2-ON e G3-
ON+L foram similares e superiores ao do G1-C. Nao se verificaram
diferencas de médias entre os Grupos G4-ON+M, G5-ON+L+M e demais
Grupos;

osteocitos — 7 dias pés: a média do Grupo G2-ON foi inferior ao de G1-
C. Né&o se verificaram diferencas de médias entre os Grupos G3-ON+L,
G4 -ON+M, G5-ON+L+M e demais grupos;

osteoclastos — 7 dias p0s: as médias dos Grupos G3-ON+L e G4-ON+M
foram similares e superiores ao do G1-C. Nao se verificou diferenca de
meédias entre os Grupos G2-ON, G5-ON+L+M e demais Grupos;
osteoblastos — 7 dias pés: as médias de G1-C e G5-ON+L+M foram
similares e inferiores aos dos demais Grupos, similares entre si;
osteocitos — 14 dias po6s: a média do grupo G3-ON+L foi inferior ao de
G1-C. Nao se verificaram diferencas de médias entre os Grupos G2-ON,
G4 -ON+M, G5-ON+L+M e demais Grupos;

osteoclastos — 14 dias pés: a média do grupo G1-C foi inferior aos dos
Grupos G2-ON, G3-ON+L e G4-ON+M, similares entre si. Nao se
verificaram diferencas de médias entre o0 Grupo G5-ON+L+M e demais

Grupos.

Tabela 5: Resumo dos resultados em gengiva
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GENGIVA 1 dia G2 ON G3ON+L G4 ON+M G50N+L+M
Leucdcitos —_ — — —
Fibroblastos — — — J
Vasos Sanguineos 3 — — ¥
Queratindcitos — — — —
GENGIVA 7 dias G2 ON G3ON+L G4 ON+M G50N+L+M
Leucdcitos J — T T
Fibroblastos —_ — — —
Vasos Sanguineos —_ N —_ —
Queratindcitos — — — 4N
GENGIVA 14 dias G2 ON G3ON+L G4 ON+M G50N+L+M

Leucdcitos

Fibroblastos

Vasos Sanguineos

Queratindcitos

Fonte: O autor

J - diminuiu, 9 aumentou, — ndo alterou

Tabela 6: Resumo dos resultados em 0sso.




54

0SSO 1 dia G2 ON G3 ON +L G4 ON +M G50N+L+M
Ostedcitos J — — —
Osteoclastos T T T T
Osteoblastos T M — —
0SSO 7 dias G2 ON G3 ON +L G4 ON +M G50N+L+M
Ostedcitos J — — J
Osteoclastos — » 0N —_
Osteoblastos oN » 0N —
0SSO 14 dias G2 ON G3 ON +L G4 ON +M G50N+L+M
Ostedcitos — J — —
Osteoclastos oN 1 0 —
Osteoblastos M M — —

Fonte: O autor

J - diminuiu, 1 aumentou, — ndo alterou
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5. DISCUSSAO

A terapia da MRONJ €& um problema desafiador e, de acordo com o
relatorio AAOMS atualizado em 2022, os principais escopos de tratamento para
pacientes com diagndstico estabelecido de MRONJ devem ser: eliminar a dor,
controlar a infeccdo e minimizar a progressdo ou ocorréncia de nova necrose
O0ssea. Embora existam recomendacfes de terapias por varios autores, ndo ha
consenso em relacdo a melhor estratégia de tratamento padrdo para MRONJ
(RUGGIERO, 2014).

Contudo, existem estudos, citados nesta revisdo sistematica, sugerindo
que o tratamento cirdrgico é o mais eficaz que o tratamento ndo cirirgico em
pacientes com MRONJ. (GOKER, 2021)

Weber, 2016 em reviséo sistematica sobre a eficacia da laserterapia no
manejo de osteonecrose da mandibula relacionada aos bisfosfonatos (BRONJ),
pode concluir que o tratamento combinado com antibidticos, cirurgia
minimamente invasiva, incluindo cirurgia com o laser com alta poténcia (Er:YAG)
e terapia a laser de baixa intensidade nos estagios iniciais da doenca, devem ser

0 padrao-ouro para Osteonecrose da mandibula relacionada aos Bisfosfonatos.

Porém, observamos na pratica clinica uma incidéncia de deiscéncias no
pbs-operatorio cirdrgico com recidivas da osteonecrose, havendo necessidade
de realizar algum tratamento adjuvante para melhorar a reparacao tecidual.
Portanto o desenvolvimento de um modelo animal para MRONJ seria importante
para estabelecer estratégias de tratamentos baseadas em evidéncias e
associadas a dados e resultados validos, permitindo realizar procedimentos
controlados que modelam fatores de risco clinicos reais da doenca.

Utilizamos os modelos animais com a finalidade de biopsiar e estudar
histologicamente as laminas, jA que ndo seria possivel realizar tais
procedimentos em pacientes. Entdo para induzir a osteonecrose em animais
estabelecemos o modelo descrito por Zandi, 2016, onde a aplicacéo
intraperitonial de &cido zoledrénico associado a extragdo de elemento dentario,

mostrou taxa de sucesso aplicada de 83%.
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Assim este protocolo em nosso estudo demonstrou na Tabela 1 e 2,
resultado estatisticamente significante na diminuicdo dos vasos sanguineos e
nos queratinécitos o que sugere, definitivamente, a necrose no tecido gengival
reduzindo a vascularizagdo e a protecdo da gengiva. Observamos ainda, a
diminuicao das células 6sseas como 0s ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos,

indicando a necrose 6ssea.

Jang, 2015, também em estudo com objetivo de desenvolver um modelo
de osteonecrose em mandibula de ratos relacionada a bisfosfonatos (BRONJ),
injetou acido zoledrbnico intraperitoneal por 4 semanas e posteriormente

realizou as exodontias dos 1° e 2° molares esquerdos da mandibula.

Injecdes consecutivas foram realizadas, por mais 2, 4 e 8 semanas e
entdo, os ratos foram eutanasiados e avaliados clinica, radiologica e
histologicamente, apresentando caracteristicas histologicas nos locais de
extracdo com células inflamatorias (neutrdfilos), circundando o osso alveolar
necrético com lacunas vazias, formacao de sequestros além do osso alveolar
com lacunas vazias, mucosa ulcerativa sobrejacente invaginando no alvéolo de
extracdo. (JANG, 2015)

Obtivemos Imagens similares nas laminas preparadas a partir do

tratamento gold standard cirargico para remocao da osteonecrose de mandibula.

Conforme a Tabela 2, na osteonecrose, verificou-se diferencas de médias
de vasos sanguineos (p<0,001) e de queratindcitos (p=0,004) entre Grupos
tratados em relacdo ao controle. Isto se deu devido a dificuldade do organismo
em resolver o processo inflamatdrio agudo frente a acdo dos BFs, visto que esta

fase aconteceu 4 semanas antes no momento das extracdes dentarias.

Portanto verificamos no TO a diminuicdo da vascularizagao local e falta
de queratina para fechamento primario do tecido gengival e protecdo ao 0sso
adjacente. Fato este observado clinicamente com deiscéncia gengival e

exposi¢do de 0sso com coloragéo necrotica.

A partir da osteonecrose, foi relevante que pudemos comparar o tecido a
nivel histopatolégico com os outros animais estudados, no pds-operatério do
tratamento cirargico gold standard com o tratamento cirargico associado aos

tratamentos adjuvantes com emprego dos aparelhos baseados em energia.
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Segundo Yoshimura, 2011 em estudo piloto para avaliar os efeitos da
exposicao aguda a um campo magnético oscilante, do edema em um modelo
animal, induzido através de injecdo subcutanea de carragenina, mostrou com
uma relevancia estatistica que a frequéncia de 9 Hz, durante 60s promoveu
efeitos positivos na regressdo deste edema induzido. Assim utilizamos os

mesmos parametros dosimétricos em nosso estudo.

Ja em relacado ao laser, segundo Aguiar, 2020 em estudo com cultura de
osteoblastos, apds a adi¢cdo do LPS, com uma irradiagdo da placa 24 horas apos,
utilizando Laser de Baixa Intensidade (A: 660nm, P: 100mW, DE: 3,54J/cm?,
E:1J, T 10s), observou que a fotobiomodulacdo denotou resultados positivos na

proliferagao celular de osteoblastos, mostrando a viabilidade e a adeséo celular.

Com objetivo de avaliar os resultados do tratamento cirdrgico e terapia
adjuvante com laser de baixa intensidade (Low Level Laser Therapy - LLLT), 11
pacientes com BRONJ em estagio Il ou lll (AAOMS) receberam aplicacbes de
LLLT durante o pés-operatorio de tratamento cirargico. A aplicacdo de LLLT
proporcionou resultados favoraveis com eliminacdo dos sintomas previamente
registrados e o fechamento primario da mucosa em todos 0s pacientes,
sugerindo que o LLLT serviu como um complemento seguro e eficaz ao
tratamento cirargico das lesées de MRONJ (ALTAY, 2014)

A terapia com laser de baixa intensidade tem sido utilizada no
tratamento adjuvante para MRONJ, seus beneficios positivos na terapéutica
tecidual regula a absorcéo de edema intra e extracelular, elimina a dor, promove
a cicatrizacdo de feridas. Além de impactos bioestimulantes através revelam
também o que aumento da quantidade e atividade de osteoblastos auxiliando na
sintese de fibroblastos e na reparacdo 6ssea, demonstrando acdo anti-
inflamatdria e analgésica e sendo minimamente invasiva. Além de estimular a
sintese de fibroblastos e a atividade osteoblastica, melhorando assim a
cicatrizagdo do tecido 6sseo (WEBER, 2016).

Pinheiro, et al, 2012, avaliaram picos de hidroxiapatita de calcio em
defeitos 0sseos enxertados com agregado de trioxido mineral (MTA), proteinas
morfogenéticas Osseas e regeneracdo Ossea guiada. Os defeitos foram

irradiados com luz LED (comprimento de onda 850+10 nm) em intervalos de 48
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horas durante 15 dias. Nao houve diferencas estatisticamente significativas nos
picos de CHA entre os defeitos nao irradiados em nenhum dos momentos
experimentais. Por outro lado, houve diferengas significativas entre os defeitos
preenchidos com codgulo sanguineo e os defeitos irradiados em todos os
momentos. Os resultados deste estudo utilizando analise espectral Raman
indicam que a irradiacao infravermelha de luz LED melhora a deposicdo de CHA

na cicatrizacdo 6ssea enxertada ou nao com MTA.

No presente estudo, segundo Grafico 2 a resposta inflamatéria nos
animais foi identificada inicialmente sem diferenca estatistica entre os grupos em
relacdo a contagem de leucécitos, assim acreditamos que visualizamos um
processo inflamatorio crénico, sinalizando normalidade nas células de defesa, ja

que a fase aguda foi ha 30 dias no momento das extracdes dentarias.

Acompanhando o processo inflamatério até o sétimo dia, observamos
uma acentuada leucopenia com diferenga estatistica significante (p=0,024) no
Grupo 2 ON + Cirurgia em relagéo aos Grupos 4 ON+M E 5 ON+L+M, denotando

bioestimulacéo destes Grupos.

Nos fibroblastos houve bioestimulacdo no grupo laser e grupo magneto
em relacdo ao grupo osteonecrose + cirurgia, onde, foi encontrado um aumento
na vascularizagcdo da gengiva quando empregamos o laser e 0 magneto

isoladamente.

Contudo, quando empregados os dois aparelhos, tivemos um processo

em energia, demonstrando desta maneira uma acéo antagonica.

Segundo o Gréafico 5, em relacdo a contagem de queratindcitos, foi
encontrado nos Grupos 3 e 5 mais que o dobro de células em relacdo ao Grupo
2, mostrando importante bioestimulacdo para o fechamento da mucosa, bem

como na protecdo do 0sso exposto.

Fato este observado em estudo piloto, evidenciando que os pacientes que
receberam tratamento adjuvante a cirurgia com laser de baixa intensidade
apresentaram cicatrizacdo por primeira intencéo, sem deiscéncia, auséncia de
sinas flogisticos e melhor analgesia. (RODRIGUEZ, 2019)
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A sequéncia de eventos que levaram ao desenvolvimento da ON néo €&
clara, ndo se sabe se a necrose precede ou segue a infec¢cdo ou vice-versa.,
contudo sabe-se que a doenca dentéria é um fator de risco bem estabelecido
para ON durante o processo patogenético. Agregados de bactérias e leucdcitos
polimorfonucleares sdo comumente observados no tecido ON e a presenca de
microfilmes bacterianos foi descrita em estreita associacdo com a reabsorcao
osteoclastica ativa na superficie 6ssea. Sabe-se que as bactérias estimulam a
reabsorgdo, portanto, 0S microrganismos presentes podem contribuir
diretamente para a necrose 0ssea. Além do trauma, os efeitos inibitérios dos BPs
na proliferacado e viabilidade dos queratindcitos orais, podem danificar ainda mais

a integridade da mucosa oral e aumentar o risco de infecgdo. (KHAN, 2015)

Ao olharmos os resultados dos fibroblastos na gengiva apés uma semana,
conseguimos identificar uma bioestimulacdo ascendente tanto no Grupo laser
guanto no Grupo magneto, ndo obstante notamos uma discreta bioestimulacao

no grupo laser e magneto em relagcdo ao grupo osteonecrose + cirurgia.

Ja4 ao identificarmos os vasos sanguineos no 7° dia do estudo,
encontramos acentuada bioestimulacdo no Grupo laser sobre o Grupo
osteonecrose + cirurgia, o qual apresentou queda significativa em relacdo ao
Grupo 2 ON + cirurgia (p=0,042). Ja os Grupos magneto e Grupo laser +

magneto apresentaram uma estimulacdo mais discreta.

No Gréfico 9, em relacdo aos queratindcitos no 7° dia, observou-se
bioestimulacéo estatisticamente significante p=0,008 no Grupo laser + magneto,
0 que confere uma maior protecdo da gengiva ao tecido 6sseo, explicando uma
melhor cicatrizacdo gengival, como observado em estudo anterior, com
fechamento da mucosa oral em pacientes, sem a presenca de qualquer
deiscéncia. (RODRIGUEZ, 2020)

Nos animais, apos 14 dias, a resolu¢cdo do processo inflamatério de
reparacdo tecidual gengival ja estd completa, portanto, em relacdo aos
leucdcitos, queratinocitos, fibroblastos e vaso sanguineos, observamos
normalizacdo em relacdo ao grupo controle sadio sugerindo homeostasia
tecidual. Embora em relacédo aos fibroblastos no grupo magneto, € identificada

uma biostestimulacdo sugerindo uma melhora na avaliacdo do tecido ésseo.
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E relevante observarmos todo o processo de reparacdo induzida por
aparelhos baseados em energia, especialmente em relacédo a resposta do tecido

dsseo.

No primeiro dia encontramos uma bioestimulagdo nos osteoblastos,
sobretudo, no grupo laser quando comparado com osteonecrose + cirurgia,
porém, ndo sendo equilibrado nos Grupos magneto e laser + magneto em

relacdo ao Grupo controle sadio com p<0,001 (Gréfico 16).

Ainda no primeiro dia pode-se observar que a contagem de ostedcitos foi
estimulada em todos os aparelhos baseados em energia com um p=0,013, assim
também observados bioestimulacédo nos osteoclastos com p=0,043 (Graficos 14
e 15).

A supressao da remodelacdo Ossea também pode desempenhar um
papel no desenvolvimento de ON, desenvolvendo areas de necrose ha
mandibula, com ostedcitos inviaveis no osso afetado. No entanto, a baixa
renovacdo 0ssea ndo € caracteristicamente observada no tecido afetado de
pacientes com ON. (KHAN, 2015)

No 7° dia do estudo, todos os aparelhos baseados em energia
conseguiram estimular osteoblastos e aumentar a contagem de células em
relacdo ao grupo controle sadio, ndo obstante o grupo laser + magneto talvez
tenha inibido as células devido ao excesso de energia p<0,001 (Gréfico 19).

No 7° dia, os ostedcitos apresentaram estimulo de formacdo Ossea na
mandibula quando comparado com o Grupo osteonecrose + cirurgia p=0,001.
Contudo é relevante mencionar que o Grupo magneto quase alcanca o Grupo
controle sadio, com resposta mais rapida do que os demais equipamentos.

O mesmo ocorreu nos osteoclastos neste periodo, com aumento nos
Grupos laser e magneto isolados (p=0,001), denotando aumento da atividade

Ossea sobre o grupo controle (Grafico 18).

Ja aos 14 dias, encontramos a fase de maturacéo 0ssea, levando o tecido
0sseo para a homeostase como encontrado nos pacientes. Observamos nos
osteoblastos (p=0,003), osteocitos (p=0,002) e osteclastos (p=0,004) resultados
estatisticamente significantes entre os grupos, sinalizando melhor ossificacdo

comparado ao Grupo controle sadio (Gréaficos 20,21,22).
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Tal fato respalda os resultados que obtivemos durante o tratamento com
aparelhos baseados em energia em pacientes, com aumento da densidade
0ssea mensurados pela escala Hounsfield na tomografia de controle apds 60
dias de tratamento. (RODRIGUEZ, 2020)

Os resultados relevantes que prevalecem na resposta do tecido gengival
e 0sseo, com o0 uso de aparelhos baseados em energia, apresentaram-se
diferentes em tempos distintos. Porém, € importante mencionar que 0s tempos

foram significantes nos primeiros dias dos tratamentos.

O uso da magnetoterapia foi fundamental para a recuperacao do tecido
0sseo em menor tempo, para sua reparacdo de forma extremamente eficiente,
sem apresentar qualquer efeito adverso durante a primeira fase, ainda durante
0 processo hemorreoldgico, assim como na fase inflamatoria através da reducéo
do processo celular e amadurecimento na resposta de maturacéo das células no
tecido gengival, em particular pela fotobiomodulacdo durante a aplicacdo da
laserterapia (vasos sanguineos e queratindcitos), uma vez que estes sdo

encontrados na ultima fase da cicatrizagao.

Foi significativa a resposta rapida do tecido 6sseo, inclusive quanto ao
tempo de resolucéo das células de linhagem G6ssea que, em geral recua durante
o tempo da cicatrizacdo 6ssea. Entretanto, no ultimo caso, foi possivel observar
a efetividade do tempo de reparacéao celular (fibroblasto e ostedcito), bem menor
durante o uso da magnetoterapia, facilitando inteiramente a homeostase

celular/tecidual.

A aplicacéo de Laser de baixa intensidade proporcionou efeitos favoraveis
com eliminacdo dos sintomas, previamente, referidos e o fechamento primario
da mucosa em todos os pacientes, conforme ja demonstrado em trabalhos de
diversos profissionais da area médica e odontologica, segundo Chavantes, 2022
e Nunez, 2022, demonstrando que a Laserterapia funcionou, adequadamente,
além de servir como um complemento seguro e eficaz ao tratamento cirargico
das lesdes de MRONJ.

Em nosso estudo verificamos que tanto a terapia com o emprego do Laser
quanto a Magnetoterapia foram eficientes na reducéo do processo inflamatorio

guanto na reparacédo tecidual tanto em animais quanto em nossos pacientes.
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Cremos que tais tratamentos podem vir a beneficiar pacientes acometidos de
MRONJ ao aplicarmos estas novas possibilidades terapéuticas reduzindo o
tempo de internagdo e beneficiando tais pacientes devido a todo processo
cicatricial e analgesia.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que as terapias adjuvantes, utilizando dispositivos
baseados em energia, como a Fotobiomodulacdo e a Magnetoterapia,
separadamente, demonstraram uma resposta mais eficaz em atenuar o
processo inflamatério, quando comparadas ao grupo submetido a osteonecrose

+ cirurgia padrao-ouro em animais com BRONJ.
Destacamos ainda, a seguir:

- O Grupo Laser denotou resultados superiores no tecido gengival nos periodos

de 1° e 7° pbs-operatorio.

- Tanto o Grupo Laser quanto o Grupo Magneto utilizados separadamente
exibiram maior atividade Ossea, evidenciada sobretudo pelo aumento de
osteoblastos e de osteoclastos no dia 7, favorecendo a ossificacdo da regiao
afetada e a restauracdo da homeostase dos Grupos analisados.

um potencial excesso de energia devido a combinac¢do de ambos os dispositivos.
No entanto, destaca-se um incremento na camada protetora de queratina e na

reducao de células inflamatoérias ja no 7° dia.
- ApoOs 14 dias, todos os Grupos denotaram higidez

- Em suma, o estudo demonstrou que a utilizacdo separada dos equipamentos

foi melhor.
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7. CONSIDERACOES FUTURAS

Se faz necessario um novo estudo em humanos. com maior nimero de
pacientes, a fim de que se possa reproduzir esta pesquisa e avaliar os
resultados.

A prescricdo de alendronato seria desnecessdaria, se ocorresse a
prevencado, contudo encontramos profissionais que desconhecem os efeitos

adversos desta classe de medicamentos.

Demonstrar a importancia de intervir precocemente, tratando de maneira
correta e eficaz, através de um protocolo bem definido com aparelhos baseados

em energia.

O tratamento precoce € muito relevante, podendo evitar a progressao da
doenca, reduzindo as complicagdes e incorrendo em melhor qualidade de vida

para este pacientes.

Se faz necessario um novo estudo em humanos. com maior nimero de
pacientes, a fim de que se possa reproduzir esta pesquisa e avaliar

definitivamente os resultados.
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