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RESUMO

A osteonecrose ou necrose 6sseas, possuem indameros fatores locais e sistémicos
gue causam a diminuicdo do fluxo sanguineo para os tecidos locais. Os farmacos
bisfosfonatos sdo uma classe medicamentosa muito utilizada em pacientes em
tratamento de cancer e osteoporose, sendo um dos efeitos adversos a ocorréncia de
necrose o6ssea principalmente em mandibula, apés procedimentos cirlrgicos
odontologicos ou até mesmo de forma esponténea. Encontram-se varias tentativas
de tratamento para necrose 0ssea, mas nenhum totalmente resolutivo e nem mesmo
protocolos definidos. A fotobiomodulacdo € uma opcéo de tratamento de baixo custo
e que tem como acdo estimular a formacdo tecidual e aumentar a circulagdo
sanguinea no local. O protocolo de pesquisa é a partir de um estudo piloto, a fim de
prevenir ou diminuir a ocorréncia de osteonecrose em mandibulas de ratos
submetidos a terapia com bifosfonato, apés a realizacdo de exodontia. O Estudo
piloto a fim de se estabelecer o protocolo de realizagdo dos experimentos. A
necessidade de desenvolver esse estudo se deu por conta das limitacdes de
equipamentos, instalagdes e instrumentais disponiveis no laboratério. O estudo piloto
foi executado em trés ratos da linhagem Wistar, todos os procedimentos aconteceram
no biotério da UnirG.

Palavras-chave: Osteonecrose, Fotobiomodulacao, Laser, Bisfosnato, Modelo
animal, estudo piloto.
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Osteonecrosis, or bone necrosis, has numerous local and systemic factors that cause decreased blood flow
to local tissues. Bisphosphonate drugs are a drug class widely used in patients undergoing cancer and
osteoporosis treatment, and one of the adverse effects is the occurrence of bone necrosis, especially in the
mandible, after dental surgical procedures or even spontaneously. There are several treatment attempts for
bone necrosis, but none are completely resolute and not even defined protocols. Photobiomodulation is a low-
cost treatment option whose action is to stimulate tissue formation and increase blood circulation at the site.
The research protocol is based on a pilot study in order to prevent or decrease the occurrence of osteonecrosis
in the mandibles of rats undergoing bisphosphonate therapy after extraction. The pilot study in order to
establish the protocol for carrying out the experiments. The need to develop this study was due to the
limitations of equipment, facilities and instruments available in the laboratory. The pilot study was carried out

in three Wistar rats, all procedures took place in the UnirG vivarium.
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1. INTRODUCAO

A osteonecrose ou necrose 0ssea € a interrupcdo da vascularizacao éssea, no qual
as estruturas ndo recebem o suprimento sanguineo adequado. As principais etiologias
relacionadas as necroses 0sseas sao a radioterapia na regido de cabeca e pescoco, além
do uso de medicamentos, como os bifosfonatos (BORJAILLE, et al, 2006). E o resultado de
inUmeras causas envolvendo fatores locais, sistémicos que ocasiona a interrupc¢ao do fluxo
sanguineo para os tecidos moles e 6sseos (VESCOVI et al., 2010). Na literatura os
procedimentos de extracfes dentoalveolar, medicacBes, paciente com diabetes,
tabagismo, ma higiene bucal, drogas quimioterpicas e medicamentos da classe dos
bisfosfonato, foram diversas vezes citados como grandes causas da interrupcdo sanguinea
(RUGGIERO et al., 2009).

Atualmente, a osteonecrose esta estabelecida como 0sso visivel ou uma regido que
apresenta uma fistula intraoral ou extraoral na regido bucal que dura mais de 8 semanas
(POLI et al., 2019). Os relatos de casos de necrose em mandibula sédo de pacientes com
infeccdo microbiana envolvendo tecido 6sseo, causado por problemas de origem dentaria
associados a auséncia de saude gengival e/ou periodontal, trauma cirargico, exodontias e
em pacientes imunocomprometidos (VESCOVI, et al, 2010).

Embora seja amplamente pesquisada, ainda ndo ha uma definicdo clara. No
momento atual considera-se sua etiopatogenia as infec¢des, trauma local, efeito antigénico,
toxicidade da mucosa oral e procedimentos cirargicos. (CURRA et al., 2016).

Quando causada pela radioterapia, a necrose Ossea € denominada
osteorradionecrose (ORN), enquanto a causada por medicacdes € conhecida atualmente
como osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos (MRONJ). Os principais
medicamentos envolvidos na MRONJ sdo antirreabsortivos ou antiangiogénicos
(BORJAILLE, et al, 2006).

Os medicamentos antirreabsortivos ou antiangiogénicos possuem um efeito que
modifica a remodelacdo 0ssea, causando um desequilibrio na atividade osteoblastica, a
qual possui funcdo de estimular a proliferacdo d6ssea e também afeta a atividade
osteoclastica, que desempenha o papel de reabsorcdo Ossea. Quando ocorre um

desequilibrio entre essas duas funcdes, as consequéncias clinicas sao necrose 60ssea, dor,
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disgeusia, podendo evoluir para fistula oroantral, odor fétido, trismo ou fistula extraoral
(BORJAILLE, et al, 2006).

Dentre as medica¢fes antirreabsortivas e com relevancia na odontologia, estdo os
bifosfonatos, uma classe farmacologica utilizada no controle de metastases 6sseas, no qual
ocorre um crescimento descontrolado das células, como cancer de mama, prostata,
mieloma mudltiplo e, também utilizados no tratamento osteoporose (WUTZL et al, 2006;
ZANATA et al, 2013). Os bifosfonatos sdo classificados em geracdes, no qual as vias
administrativas sao orais, endovenosos, sendo os mais comuns o Pamidronato (Aredia®),
Acido Zoledronico (Zometa®) (ZANATA et al, 2013). Enquanto a administracéo via oral &
mais utilizada nos tratamentos de osteoporoses, a administracdo endovenosa é mais
recomendada para pacientes oncoldgicos, sendo essa a maior via de risco para
desencolvimentos das osteonecroses. (MD et al, 2006).

Além disso, possuem uma propriedade angiogénica que causa a queda do oxigénio
dos tecidos moles e 6sseos, possibilitando a entradas de microbiorganismos, o que facilita
0 aparecimento de infec¢des oportunistas causadas por bactérias anaerdbicas presente na
cavidade bucal e também no biofilme dentario (ZANATA et al, 2013). Além disso, possuem
efeitos antirreabsortivos, causando danos as atividades 6sseas. (RUGGIERO et al, 2009).

Existem varias formas de tratamento para osteonecrose, mas nenhum protocolo foi
definido na forma de padronizar as orienta¢des das escolhas. O tratamento € dividido em
cirdrgico e nédo cirargico, depende do estagio clinico da doenca. As terapias disponiveis sao
antibioterapia via oral, irrigacéo da lesédo com solucéo antimicrobiana, retirada cirtrgica para
realizar o desbridamento de tecido necrosado, sequestrectromia, resseccbes 6sseas,
laserterapia (ZANATA, et al, 2013; MINAMISAKO, et al, 2016).

Dentre as terapias disponiveis, a fotobiomodulacdo, também denominada como
laserterapia de baixa poténcia, detém propriedades analgésicas e anti-inflamatorias
estimuladas pela energia fotbnica que penetra no tecido 6sseo, principalmente a partir do
comprimento de onda infravermelho (LINS, et al, 2010). As células expostas
fotobiomodulagcdo podem ter suas reacbes oxidacao-reducao reduzidas, alterando o seu
pH e induzindo a estimulagao celular (CONVISSAR, et al, 2011).

O laser tem acéo de estimular a proliferacdo das atividades dos macrofagos e a
guimiotatica dos leucdcitos nos tecidos, apds a sua aplicacédo na lesdo. Com isso, facilita a
limpeza da lesé@o e ajuda no ciclo da proliferacdo consequente. Além disso, outra grande

acdo do fotobiomodulacéo € a estimulagdo dos tecidos endoteliais, no qual origina varios
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vasos sanguineos que tem um papel importante na reparacao alveolar, promovendo a
formacao e adesado do coagulo (LINS, et al, 2010).

O laser tem como funcdo modular o metabolismo dos osteoblastos, estimulando o
crescimento da sua proliferacdo e diferenciacdo. Além disso, possui acao analgésica e anti-
inflamatéria, estimula a formacdo 6ssea, ajuda na cicatrizagdo dos tecidos e proliferacao
dos fibroblastos (SANCHEZ et al., 2020). O laser possui varias propriedades dependendo
da frequéncia que for utilizado, sendo uma dessas a bioestimulacdo, que estimula a
producéo de colageno e consequente estimulo a osteogénese (MINAMISAKO et al., 2016).

A literatura recomenda a utilizacdo do laser apés o procedimento da extracao
dentaria e depois da realizacdo da sutura, dessa forma ocorrera uma melhor cicatrizacao
do tecido e do alvéolo, no qual o crescimento proliferativo das células estara aumentado,
devido a grande quantidade de sangue presente no local. Recomenda-se também, para um
melhor pos-operatorio, utilizar o laser de 2 a 3 vezes na semana por duas semanas.
(CONVISSAR et al., 2011).

A osteonecrose € uma complicacdo bucal, muito relatada na literatura, no qual
possuem varios fatores desencadeantes como a exodontia em pacientes com fatores de
riscos presentes. Os tratamentos disponiveis atualmente na literatura ndo apresentam um
protocolo padronizado e demonstram divergéncias em relacdo a sua efetividade. A
fotobiomodulacdo é uma escolha de tratamento de baixo custo, que atua reduzindo a
inflamacdo dos tecidos, promove melhora na cicatrizacdo e aumenta a circulacéo
sanguinea no tecido. Quando utilizada com um fotossensibilizador, a fotobiomodulacao
reduz a contaminagdo microbiana, podendo reduzir os riscos de desenvolvimento de
necroses 0sseas. Para sua acéo, o fotossensibilizador necessita associar-se ao oxigénio,
estando esse diminuido nos tecidos com tendéncia a necrose, nossa hipotese € que
incorporando o perdxido de hidrogénio a técnica poderemos ter um aumento da sua eficacia
e reducéo do risco de necrose.

Ferreira e colaboradores (2020) realizaram um estudo em ratos da raca Wistar, para
investigar a osteonecrose associado a terapia com acido zoledronico, no qual foram
separados em 4 grupos de 12 animais. Nessa pesquisa eles utilizaram somente ratos
machos por causa da variacdo hormonal dos animais que poderia interferir no reparo 0sseo.
Os pesquisadores aplicaram a medicacdo em dois grupos e realizaram a exodontia no
grupo experimental. Os resultados demostraram que os animais que receberam a medigcao

e foram submetidos a extracdo dentaria desenvolveram necrose 6ssea em mandibula.
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Curra e colaboradores (2016) produziram uma pesquisa em modelo animal para
analisar osteonecrose da mandibula relacionada a medicacdo (MRONJ), foram utilizados
45 roedores dividido em dois grupos, sendo o primeiro tratado com administracdo
intravenosa de acido zoledrénico seguida da extracdo dentaria. Ja os alocados no segundo
grupo nao receberam nenhum tipo de medicacdo antes da extracdo. O resultado da
pesquisa mostrou que nos animais submetidos ao 4cido zoledrénico houve uma ocorréncia
de 40% de necrose 6ssea em mandibula.

Karapinar e colaboradores (2021) utilizaram 24 ratos machos da espécie Sprague-
Dawley para avaliar a osteonecrose da mandibula relacionada aos bisfosfonatos. Os
animais foram divididos em 3 grupos de 8 animais cada. A aplicacédo do &cido zoledrénico
foi realizada no primeiro e no segundo grupo, sendo este submetido também a terapia
fotodinamica apés as extracdes dentarias. Os resultados da pesquisa mostram que a
terapia fotodindmica foi uma 6tima opc¢éo de tratamento para a prevencéao e tratamento de
MRONJ.

Os ratos sdo os animais mais utilizados nas pesquisas, principalmente em extracdes
dentarias, no qual os dentes escolhidos sdo os molares (CURRA et al, 2016). As vantagens
na escolha desse modelo animal, sdo aplicagdo de dosagem menores que um ser humano
precisa, escolha da raca do animal, sexo e tempo de pesquisa (CURRA, et al, 2016;
FERREIRA, et al, 2020).

Com isso, 0 objetivo desse estudo piloto foi criar um protocolo de pesquisa a partir
de um estudo piloto, a fim de prevenir ou diminuir a ocorréncia de osteonecrose em

mandibulas de ratos submetidos a terapia com bifosfonato, apés a realizacdo de exodontia.

2. MATERIAIS E METODOS

Delineamento do estudo

Estudo piloto para desenvolvimento do protocolo experimental em modelo animal,

sob paradigma quantitativo e qualitativo.

Considerac0es éticas

O projeto foi submetido e aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Gurupi junto & Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA-UNIRG) sob

parecer do Protocolo n°: 003/2021. Os critérios empregados para manipulacdo dos animais
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seguiram o0s preceitos e recomendacdes do Manual de Utilizacdo de Animais em
Experimentacdo da CEUA - UNIRG, da Resolugdo n°® 1000, de 11 de maio de 2012 do
CFMV e da Resolucéo Normativa n° 13, de 20 de setembro de 2013 do CONCEA e da Lei

Arouca.

Amostragem

Para o estudo piloto, foram utilizados 3 animais, a fim de se estabelecer o protocolo
de realizacdo dos experimentos. A necessidade de desenvolver esse estudo se deu por
conta das limitacbes de equipamentos, instalacdes e instrumentais disponiveis no

laboratério.
Selecdo dos Animais

Os animais utilizados para esse estudo piloto foram provenientes de descarte de
outra pesquisa realizada no laboratério de experimentacdo animal da UnirG. Devido a
necessidade de eutanasia apos a realizacdo dos procedimentos, optou-se por utilizar os
mesmos animais para descricdo e adaptacdo do protocolo a ser seguido. Os animais
estavam identificados com nimeros nas caudas em grupos de trés, conforme orientacdes
do Biotério - UnirG, dispostas em estante ventilada com temperatura controlada (220 °C) e
ciclo claro-escuro de 12h. A maravalha era trocada trés vezes/semana, e racao (Nuvilab®)

e agua filtrada foram disponibilizadas ad libitum.
Procedimentos

Os animais foram acomodados individualmente em contensores para ratos
confeccionados em acrilico com frente e traseira removiveis e sistema de travamento
através de manipulos e presenca de furos para entrada e saida de ar (imagem 1). Apds
estarem acondicionados, os animais foram sedados com o farmaco inalatério Isoflurano,
utilizando-se chumaco de algoddo embebido do anestésico e posicionado na abertura

frontal do contensor (imagem 2).
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Imagem 2. Inalacdo de Isoflurano com utilizagdo de chumaco de algodao.

Ja sedados, os animais foram posicionados em suporte adaptado e confeccionado
com cano de PVC revestido com material de Etil, Vinil e Acetato (EVA) e utilizou-se
esparadrapo impermeavel para estabilizacdo da cabeca e manutencéo da cavidade bucal
dos animais para execugao da exodontia (imagem 3).

Imagem 3. Animais posicionados e estabilizados para realizacdo da exodontia

Apoés realizada a antissepsia da cavidade bucal com Clorexidina 2%, foi realizada a
sindesmotomia, luxacdo e extracdo do primeiro molar inferior esquerdo com instrumental
cirirgico adaptado (imagem 4 e 5). Imediatamente ap0s a exodontia foi realizado o
protocolo de fotobiomodulagéo.
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Imagem 5. Instrumentais utilizados para exodontia

O protocolo de fotobiomodulacgéo foi realizado utilizando o fotossensibilizador azul
de metileno (100 pg/mL). Foi aplicado 0,5mL sobre o local da exodontia, mantido por 60
segundos e removido o0 excesso com soro fisiologico 0,9%. Posteriormente, a ponteira do
laser foi posicionada sobre o local da extracdo, paralelo ao longo eixo da cavidade do
dente e em contato com a &rea.

Para irradiacao, utilizou-se o equipamento laser InGaAlP (indio-Galio-Aluminio) de
baixa intensidade (660nm = 10 nm; Thera Lase®, DMC Equipamentos Ltda®, SP, Brasil)
com tamanho de ponto de 0,0283cm2, obedecendo aos parametros de irradiacao:
poténcia de 35 mW; modo de operacéo continua; ponto de energia de 2,1 J / ponto, por
60 segundos; energia de densidade de 74,2 J / cm2; intensidade de poténcia de 1,23 W /
cm?.19 Previamente a aplicacéo do fotossensibilizador, foi aplicado 0,5mL de peréxido de
hidrogénio 3% e mantidos por 30 segundos.

Apoés a exodontia, os ratos foram eutanasiados conforme as diretrizes na pratica de
eutanasia do CONCEA. Para isso, os animais foram perfundidos transcardialmente com
Cetamina (300 mg / kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo piloto foi executado em trés ratos da linhagem Wistar, os procedimentos

aconteceram no biotério da Unirg. O teste iniciou-se com a retirada do animal da sua gaiola,
e apos colocado em um contensor para rato para ser sedado. Inicialmente, nosso projeto
previa a anestesia através do farmaco Cetamina (Francotar®, Virbac, SP, Brasil), com uma
dose de 800 mg/kg, no entanto pela maior facilidade de manuseio dos animais com o uso
de anestésico inalatorio e por conta da quantidade de vezes que serdo necessarias para
execucao total do experimento (na metodologia descrita no projeto de pesquisa e
exemplificada na figura 1 serd necessario anestesiar os animais em cada administracéo do
Zometa, no momento da exodontia e nas posteriores aplicacdes de fotobiomodulacgao),

optou-se pela utilizagdo de um anestésico inalatério, o Isoflurano.

EXODONTIA EUTANASIA

| e e e e | semanas

FOTOBIOMODULAGAO* : LEGENDA:

...................................

Administracao do Zometa®

*Somente GEl e GEIl

Figura 1. Metodologia do projeto de pesquisa.

O anesteésico isoflurano € o mais utilizado em animais de pequeno porte, pois
demonstra uma rapida recuperacao do animal, possuem maior facilidade de inducao, nao
sensibiliza o miocéardio é uma escolha segura em animais saudaveis (ARAUJO et al., 2011).
SAMPIO e seus colaboradores (2019) utilizaram em sua pesquisa em modelo animal com
ratos, no qual investigaram sobre efeitos de um enxerto biofuncional e da terapia laser de
baixa intensidade em defeitos 6sseos induzidos em tibias de ratos. Neste estudo diversos
tipos de anestésicos foram utilizados nos animais, um deles foi o anestésico inalatorio
isoflurano e a justificativa foi pela sua facilidade de uso.

Outra modificacédo que foi necessaria em relagéo ao planejamento inicial foi o suporte
de contencdo. O contensor foi confeccionado com cano de policloreto de polivinila (PVC)
para esgoto 50mm, revestido com acetato de vinila (EVA) (imagem 6). Inicialmente, pensou-
se em fazer a estabilizacdo da cabeca e manutencéo da cavidade bucal dos animais aberta
atraves de tiras de elasticos (imagem 7). No entanto, no momento da execug¢ao do projeto
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piloto observou-se que as tiras de elasticos ndo eram suficientes para tal apreenséo, além
de dificultar a abertura da cavidade bucal em angulo satisfatério para realizacdo da
exodontia. Assim, optou-se pela remocao das tiras de elastico e utilizacdo de esparadrapo

impermeavel (imagem 8).

Imagem 6. Confec¢éo do contensor com PVC e EVA.

De acordo com a experiéncia adquirida durante a execucao do estudo piloto, é
possivel verificar a importancia dessa fase do projeto nas pesquisas envolvendo modelo
animal. O estudo piloto permite o primeiro contato do animal com a metodologia
previamente planejada, a forma de realizar o manejo, possibilitando as modificacdes
necessarias e adequacbes metodoldgicas, consequentemente gerando maior
confiabilidade nos resultados da pesquisa e reduzindo o desconforto nos animais, conforme
preconizado pela legislagio do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de

Experimentacédo Animal).

Imagem 7. Planejamento inicial do contensor com tiras de elasticos.
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Imagem 8. Contensor ap6s adaptacoes.

De acordo com a literatura cientifica, recomenda-se um ensaio experimental ou
estudo piloto, apds a aprovacdo da comissao de ética no uso de animais (CEUA), pois o
estudo piloto ajudara o pesquisador e sua equipe a ajustar os procedimentos, testar o0s
medicamentos, dosagem que serd utilizado na pesquisa, criando assim um protocolo que
sera seguido na execucéo total do experimento (SCHNAIDER, et al., 2003).

Além disso, a pesquisa em animal precisa ser planejada para ter o maximo de
resultados de maneira a usar o minimo de animais, evitando assim, sofrimento e mortes
desnecessarias, conforme preconizado pelos principios de Russell-Burch (1959) de
‘reducdo, substituicdo e refinamento” no uso de animais, conhecido como Principio dos
3R’s. Mesmo que datada do final da década de 50, os principios de William Russell e Rex
Burch ainda se mantém ativos nos meios cientificos e académicos. Deve sempre haver
reflexdo para tentar reduzir o nUmero de animais por procedimento experimental, sem afetar
os resultados, substituir o uso de animais sempre que possivel e aprimorar métodos ja

descritos para minimizar o desconforto animal sao imperativos (Astrogildo e Tréz, 2018).

5. CONSIDERACOES FINAIS

O resultado final revelou a necessidade de um aprimoramento metodolégico da
pesquisa, no que se refere a medicacéo anestésica e contencdo do animal para execucao
dos procedimentos propostos. Com isso, 0 estudo piloto nos permitiu testar os
instrumentos, antever resultados, avaliar a viabilidade e utilidade dos equipamentos,
instrumentais e medicamentos em cada fase de execuc¢ao, revisando e aprimorando 0s

pontos necessarios.
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