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Santos IF. Utilizacado de bisfosfonato e pentoxifilina na modulagao éssea na
periodontite induzida. Estudo em ratos [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

RESUMO

Este projeto teve como objetivo avaliar o processo de reparo 6sseo periodontal
utilizando pentoxifilina (50 mg/kg/dia) na prevencédo e/ou tratamento da doenga
periodontal induzida. Este projeto foi dividido em 2 estudos: Estudo 1: avaliar os
efeitos da pentoxifilina na interferéncia da progressdo da doenga periodontal
induzida. Os animais foram divididos: Grupo controle - soro (C), Grupo pentoxifilina
(PTX) e Grupo bisfosfonato (BIS). Os animais receberam durante 60 dias um dos
medicamentos; apos este periodo foi induzida a doenga periodontal utilizando
ligaduras na regido de segundo molar. Neste momento a administracdo dos
medicamentos foi interrompida. Apds 15 dias os animais foram eutanasiados. Os
resultados demonstraram na analise microtomografica um resultado semelhante
entre pentoxifilina e controle, na analise histométrica uma menor perda 6ssea no
grupo PTX na regido interproximal e a analise estereométrica apontou um maior
grau de inflamag&o no grupo que recebeu pentoxifilina. Como conclusao tem-se que
a pentoxifilina ndo teve efeito na perda 6ssea. Estudo 2: avaliar a pentoxifilina no
tratamento da doenga periodontal induzida. Os animais foram divididos em: Controle
- soro (C); Grupo pentoxifilina (PTX); Grupo bisfosfonato (BIS). No momento de
indugcdo da doenga periodontal com ligaduras os animais foram submetidos a
administragdo de um dos medicamentos até o momento da eutanasia. Apés 15 dias
as ligaduras foram removidas. Neste momento, metade dos animais de cada grupo
recebeu raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais (Controle - CR;
Grupo pentoxifilina (PTX-R); Grupo bisfosfonato - BIS-R) e outra metade dos animais
de cada grupo nao recebeu nenhum tratamento (Controle - C; Grupo pentoxiflina
(PTX); Grupo bisfosfonato - BIS). Apds os periodos de 7, 15 e 30 dias os animais
foram eutanasiados. Os animais dos grupos que receberam pentoxifilina
apresentaram maior porcentagem de vasos sanguineos, menor de tecido conjuntivo
na analise estereométrica, e maior grau de inflamacg&o no grupo BISR. As analises
histométrica e microtomografica demonstraram um resultado menos satisfatorio nos
periodos iniciais nos grupos que receberam raspagem, que apods a partir do periodo
15 passaram a ter uma menor perda 6ssea. Foi possivel concluir que os grupos PTX
e PTXR apresentaram resultado positivo na formacéo dssea.

Palavras — chave: Periodontite. Osteogénese. Reabsor¢ao ossea.



Santos IF. Use of bisphosphonates and pentoxifylline on induced periodontitis bone
modulation. Study in rats. [dissertagdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the process of periodontal bone repair when
using pentoxifylline (50 mg/kg/day) on the prevention and/or treatment of induced
periodontal disease. This project was separated in 2 studies: Study 1: to evaluate if
pentoxifylline interfere on the progression of induced periodontal disease. Animals
were divided in: Control Group - saline (C); Pentoxifylline Group (PTX) and
Bisphosphonate Group (BIS). The animals received the medicines for 60 days; then
periodontal disease was induced by ligatures on the second molar. In the moment
the medicines administration was interrupted. After 15 days the animals were
euthanized. The results demonstrated in the microtomographic analysis a similar
result between pentoxifylline and control, in the histometric analysis less bone loss in
the PTX group in the interproximal region was found and stereometric analysis
showed a greater degree of inflammation in the group that received pentoxifylline. it
was concluded that pentoxifylline had no effect on bone loss. Study 2: to evaluate if
pentoxifylline interfere on the treatment of induced periodontal disease. Animals were
divided in: Control Group - saline (C); Pentoxifyline Group (PTX) and
Bisphosphonate Group (BIS). By the time the ligatures were made the animals
started receiving the medicines until the moment they were euthanized. After 15 days
the ligatures were removed. At this moments half of the animals received scaling and
root planning with hand instruments (Control — CR, Pentoxifylline Group- PTX-R, and
Bisphosphonate Group - BIS-R) and the other half of each group didn’t receive any
treatment (Control — CR, Pentoxifylline Group — PTX, and Bisphosphonate Group -
BIS). After the periods 7, 15 and 30 days the animals were be euthanized. The
animals in the groups that received pentoxifylline had a higher percentage of blood
vessels, less of connective tissue in the stereometric analysis, and a higher degree of
inflammation in the BISR group. Histometric and microtomographic analyzes showed
a less satisfactory result in the initial periods in the groups that received scaling and
root planning, which after the period of 15 days started to have less bone loss. It was
possible to conclude that the PTX and PTXR groups had a positive result in bone
formation.

Keywords: Periodontitis. Osteogenesis. Bone resorption.
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1 INTRODUGAO

Bactérias patogénicas que compdem o biofilme subgengival se proliferam na
superficie radicular liberando peptideos e antigenos que sao difundidos através do
epitélio para o tecido conjuntivo, resultando em uma resposta inflamatéria cronica do
hospedeiro’2. O desequilibrio entre microbiota especifica presente na superficie
dentaria supra e subgengival e hospedeiro promove a instauracdo da periodontite:
doengca inflamatdria que acomete os tecidos de sustentagdo dos dentes’3.

As bactérias patogénicas promovem o inicio da inflamagdo do tecido
conjuntivo sobre o periodonto, porém a resposta do hospedeiro € igualmente
importante na degradacéo do tecido conjuntivo. Grande parte da destruigao tecidual
€ causada por enzimas derivadas do hospedeiro, como metaloproteinases da matriz
(MMPs), citocinas e prostandides*. Sendo assim o equilibrio entre mediadores pré-
inflamatdrios e anti-inflamatérios deve ser restaurado o mais rapido possivel para

que haja regresséo da doenca.

O tratamento da periodontite busca promover a redu¢ao da carga microbiana,
através do tratamento periodontal ndo cirurgico, que consiste na raspagem e
alisamento radicular, tendo, portanto, uma acdo local. Buscando melhorar os
resultados do tratamento convencional novas estratégias terapéuticas coadjuvantes
podem ser buscadas, como o uso de agentes que alterem a resposta do hospedeiro.
Com esse intuito, uma reducdo do processo inflamatério desencadeado pelos
periodontopatégenos'? pode ser uma alternativa através da administragdo de
substancias ou medicamentos, sistémica ou localmente. Tais procedimentos
poderiam, além de reduzir a resposta, impedir o processo de reabsorcao e favorecer
a neoformacdo d6ssea®.Dessa forma poderiamos agir em ambos os lados envolvidos
da doencga: biofilme, através do tratamento periodontal convencional, e hospedeiro,

regulando sua resposta inflamatoria.

Desta forma, tendo a doenca periodontal um carater multifatorial, sendo o
desequilibrio hospedeiro-microbiota fundamental para que haja doenga, € oportuno
avaliar se os medicamentos pentoxifilina e alendronato tem alguma influéncia na

instalacédo e no tratamento da doenca periodontal.

A pentoxifilina (3,7-dimetil-1-(5-oxohexil)-xantina) é um derivado da

metilxantina, sendo um inibidor ndo seletivo da fosfodiesterase, que atua
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modificando a flexibilidade eritrocitaria (caracteristica que permite o transito de
eritrocitos até capilares menores, atingindo assim todas as regides), a adesédo e a
agregacdo das plaquetas®’. Como resultado tem-se a redugdo da viscosidade
sanguinea e dilatagdo dos vasos, diminuindo o fibrinogénio e deprimindo a fungéo
dos granulécitos. Além disso ela atua na inibigdo de leucdcitos®, agindo na

modulagdo da liberag&o de citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-10 e |L-17)87:°-18,

Esse medicamento tem sido amplamente utilizado como um agente para o
tratamento de desordens vasculares cerebrais e de doencgas arteriais oclusivas.
Estudos mostraram que a pentoxifilina atua prevenindo ou atenuando a acédo do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)'%2° possivelmente por meio da inibicdo da
transcricdo do RNA mensageiro do TNF-a?".

Estudo de Horiuchi et al.'' onde ratos receberam injegcdo subcutanea de
pentoxifilina previamente a instalagdo de uma esponja de colageno contendo
proteina morfogenética humana (BMP-2) apontou que a administracdo desse
medicamento aumentou a neoformacgao dssea e a concentracdo de calcio no tecido

0sseo através da indugdo de BMP-2.

Em 2002 Tsutsumimoto et al.?> demostraram por meio de cultura celular
mesenquimal de ratos que a pentoxifilina aumenta o nivel de BMP-4, por meio da via
de sinalizagdo do monofosfato ciclico de adenosina (CAMP), uma vez que a inibigao
da fosfodiesterase resulta no aumento do cMAP intracelular’, induzindo dessa forma
a diferenciagao de células osteoprogenitoras.

No mesmo ano Kinoshita et al.?® demostraram em um estudo in vivo que
injecbes diarias de pentoxifilina estimularam a formagdo déssea e aumentaram a
massa O0ssea em ratos. Além disso, associado ao efeito sobre o cMAP houve
também o estimulo da produgao de prostaglandinas nao-inflamatérias das séries E e
| (PGE2, PGl,) pelo endotélio vascular?*-26.

Em 2004 Lima et al.?’ realizaram um estudo em que ratos foram divididos em
grupos controle, pentoxifilina e talidomida. Foi realizada analise histolégica baseada
no influxo de células, integridade do cemento e quantidade de tecido 6sseo. A
pentoxifilina apresentou efeito protetivo na doenca periodontal, com uma menor
perda Ossea alveolar diretamente proporcional ao aumento da dose do
medicamento. Os autores sugerem que estes resultados podem ser devido a um



11

papel importante do TNF-a na patogénese da doenga periodontal, uma vez que a
pentoxifilina tem efeito sobre essa citocina e a mesma foi capaz de prevenir o

infiltrado inflamatdrio e a perda dssea.

Queiroz-Junior et al'., em 2013 realizam estudo com ratos machos que
receberam indugéo de artrite reumatoide e foram tratados com injecbes diarias de
pentoxifilina (50 mg/kg) preventiva ou terapéutica. 14 dias apos a indugéo da artrite
os animais foram eutanasiados e foram realizadas analises microscopica e imuno-
histoquimica. Os resultados obtidos demonstraram que a pentoxifilina promoveu
efeitos anti-inflamatdrios e protetivos ao osso quando usada de forma terapéutica ou

preventiva com reduc¢ao de TNF-a nos tecidos maxilares.

Em 2014 Labib, Farid® avaliaram in vitro e in vivo (coelhos) o uso de gel
contendo pentoxifilina (1% ou 3%) ao redor de implantes. Os resultados in vitro
demostraram que, uma mistura de gel e pentoxifilina, apresentam liberagado da droga
durante 24hs, boa bioadesdo e bom espalhamento. Na avaliacdo in vivo, foi
observado uma diferencga significativa na quantidade 6ssea quando foi usado o gel a
3%, além de apresentar 0osso mais organizado quando comparado ao grupo

controle.

Atalay et al.?, em 2015 apontaram um efeito benéfico na cicatrizagdo éssea
apos fratura femoral em ratos (p<0,05). Os animais foram divididos em grupos e
eutanasiados nos periodos de 21 e 30 dias, para realizacdo de analise
histopatologica. Os resultados demonstraram aumento no volume Osseo e
cartilaginoso no grupo que recebeu pentoxifilina (50 mg/kg/dia via injec&o

intraperitoneal) além de um maior nivel de modulagédo 6ssea.

Revisdo sistematica e meta-analise de Brie et al.3°, de 2016 com 15 estudos
clinicos randomizados, onde a pentoxifilina era administrada por via oral (variando
de 400 a 600mg/dia) com o objetivo de avaliar o impacto da pentoxifilina na presséo
sanguinea, concentracdo de TNF-a plasmatico, proteina C-reativa e de IL-6,
demonstrou uma significativa redu¢do dos niveis plasmaticos de TNF-a e proteina
C-reativa.

Pal et al.3', em 2019 concluiram que a administracdo de pentoxifilina restaurou
massa, forga e propriedades minerais 0sseas por meio de um mecanismo anabdlico,

sendo um medicamento com potencial osteogénico para tratamento da osteoporose.
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No mesmo ano estudo de Farahani et al.>?> concluiu que houve um efeito
antirreabsortivo no grupo de animais que receberam pentoxifilina apds fratura éssea.

O mesmo grupo em outro trabalho®* em 2019 demonstrou reversdo da
osteopenia em ratas ovarectomizadas apos a administracdo de pentoxifilina. Esse
medicamento aumentou a expressao de fator de crescimento endotelial e seus
receptores em o0ssos e osteoblastos e também do marcador de formacado dssea
PINP.

Em 2020 Goriji et al.3* demostraram melhora da reparagédo 6ssea em 60 ratos
que tiverem fratura mandibular e recebiam administracdo de pentoxifilina. Os
animais foram divididos em grupos de acordo com o medicamento que seria
administrado (sildenafil, pentoxifilina ou placebo) e com o periodo em que seriam
sacrificados (1 semana ou 4 semanas). A taxa de reparo 0sseo no grupo que
recebeu sildenafil (p=0,001) e no que recebeu pentoxifilina (p=0,004) foi

significativamente maior do que o grupo controle no periodo de 4 semanas.

Os bisfosfonatos sdo uma classe de medicamentos moleculares semelhantes
ao pirofosfato inorgénico, que tem sido utilizado em pacientes com osteoporose, por
serem inibidores da mineralizagcdo éssea e por alterarem o metabolismo desse

tecido35-38,

A administracdo desses medicamentos pode ser por via oral ou endovenosa.
Bisfosfonatos administrados por via endovenosa, tem efeito mais potente devido a
sua alta disponibilidade no organismo. Ja os administrados por via oral, apresentam-
se em baixa disponibilidade, devido a sua taxa de absorcdo e excrecido e sao
usados no tratamento de pacientes com osteoporose®®’. Sdo substancias
resistentes a degradacdo bioldgica, uma vez que nao sofrem hidrolise; tal falto se
deve a presenca de uma ligagdo de fdsforo-carbono-fésforo (P-C-P), o que os
diferencia do pirofosfato*'=#3. O mecanismo de acdo dos bisfosfonatos se da pela
inibicdo da reabsorcao Ossea feita pelas células osteoclasticas, através de quatro
mecanismos: indugdo de apoptose***%, inibicdo do recrutamento para a superficie
0ssea*®, da adesdo dessas células*’ e da atividade osteoclastica na superficie do
0ss0*849 A inibicdo da reabsorcdo resulta na estabilizacdo da perda Ossea
ocasionada por doengas metabdlicas e aumento da densidade mineral®. Devido a
sua afinidade pelo calcio (encontrado na hidroxiapatita) seu local de agédo se da na
superficie 6ssea no processo de reabsorgéo®’.
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A acdo sobre osteoclastos ja € comprovada na literatura, porém varios
estudos tém demonstrado a acao indireta dos bisfosfonatos em osteoblastos,
impedindo o turnover 6sseo ou neoformagao 6ssea’®?%3. Estudos demonstram outros
efeitos dos bisfosfonatos, como: capacidade de alterar o mecanismo de
anfigénese®° e diminuir os niveis de fator de crescimento endotelial (VEGF)
quando usados de maneira crénica®®%’, Portanto, a diminuigdo da quantidade de
osteoclastos pelos bisfosfonatos, altera indiretamente a vascularizagdo dssea®®%°,
de acordo com Schoutens et al.’%, o aumento da vascularizagdo Ossea é
proporcional ao numero de osteoclastos. Esses efeitos podem resultar em lesbes
o0sseas necrosantes em pacientes que fazem uso destes medicamentos quando

submetidos a alguns procedimentos odontologicos®'-54,

No ano de 1992 Brunsvold et al.?%, realizaram estudo em 27 macacos que
receberam alendronato (0,05mg/kg ou 0,25mg/kg) ou placebo (solugédo salina) por
via endovenosa a cada 2 semanas durante 4 meses. Uma semana apdés a primeira
administragdo do medicamento os molares e pré-molares mandibulares direitos
receberam uma ligadura de algoddo para indugdo da doenga periodontal e 2
semanas apods todos os dentes com ligaduras receberam inoculagdo de
Porphyromonas gingivalis. Esse processo foi repetido em 2 semanas. Medidas
clinicas e radiografica foram tomadas no inicio do experimento, 8 e 16 semanas do
inicio do estudo. O alendronato na concentracdo de 0,05 mg/kg retardou a
progressédo da doencga periodontal quando foram medidas mudangas na densidade
Ossea através de um programa de densitometria que usou radiografias periapicais.

Esse medicamento em uma maior concentragédo nao diferiu do grupo placebo.

O mesmo grupo® em 1994 avaliou o efeitos do alendronato na perda dssea
causada pela doenga periodontal também em macacos. Seguindo 0os mesmos
materiais e métodos do estudo anterior realizaram analise histomorfométrica. Os
resultados foram semelhantes ao estudo anterior: os animais que receberam
alendronato com concentracdo de 0,05 mg/kg mostraram significante redugao na
perda 6ssea induzida pela doenga periodontal.

Em 1995 Reddy et al.®” realizaram estudo em caes que desenvolviam doencga
periodontal naturalmente, os quais foram divididos em dois grupos dependendo da
severidade da doenca periodontal inicial. Um grupo recebeu 3 mg/kg de alendronato
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semanalmente por via oral e o outro placebo. A doenga periodontal foi agravada pela
instalacdo de ligaduras durante 3 meses. Dados clinicos como nivel de insergao,
indice gengival, de placa e mobilidade foram avaliados no baseline e em intervalos
de 1 més. Além disso houve a realizagdo de radiografias no baseline, 3 e 6 meses,
por meio das quais foi realizado um calculo de miligramas de osso equivalente
(massa Ossea). Os resultados apresentaram uma diferenga na quantidade 6ssea
(p<0,001) entre os grupos, onde o0s animais que receberam alendronato
apresentaram 14mg enquanto o grupo placebo -4mg. O uso de alendronato n&o
trouxe diferenga nos parametros de inflamagdo gengiva e de quantidade de placa
bacteriana. Houve também uma tendéncia de menor perda de inser¢do e mobilidade

no grupo teste.

Estudo de Rocha et al.?® em 2004 avaliou o efeito de 6 meses de tratamento
com alendronato (10 mg/dia) na doenga periodontal em mulheres no periodo pos-
menopausa. Todos as voluntarias receberam tratamento periodontal convencional e
antes e apos essa intervengéo foram realizadas algumas analises como: avaliagéo
clinica, medicdo da distancia entre crista O0ssea e jungdo cemento-esmalte e
densidade mineral dssea. Os resultados mostraram uma maior melhora da
profundidade de sondagem e sangramento a sondagem no grupo que usavam
alendronato além de melhora dos marcadores sistémicos. Chegou-se a concluséo
de que o uso de alendronato trouxe melhoras na doenga periodontal e no turnover

0sseo.

Em 2005 Lane et al.?®, realizaram estudo clinico com 66 pacientes que
receberam bisfosfonato por via oral durante 12 meses. Todos receberam tratamento
periodontal nado-cirurgico e acompanhamento a cada 3 meses. Os participantes
tiveram alguns parametros clinicos analisados no baseline, 6 meses e 12 meses. Os
resultados demostraram melhora nos parametros periodontais analisados: nivel de

insercao clinica, profundidade de sondagem e sangramento a sondagem.

Sharma, Pradeep’® em 2012 avaliaram a eficacia clinica de um gel de
alendronato 1% como adjunto ao tratamento periodontal convencional. 17 pacientes
com defeitos infra-0sseos receberam o gel ou placebo. Parédmetros clinicos foram
avaliados no baseline, 2 meses e 6 meses além de radiografias realizadas nos

primeiro e ultimo tempos de acompanhamento. O ganho de inser¢cao e a diminuigao
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da profundidade de sondagem foram maiores no grupo que recebeu o gel de
alendronato, o que demonstrou que seu uso topico estimulou uma melhora

significativa do quadro de doencga periodontal.

Estudo de Tanna, Jeffcoat’! em 2013 foi realizado com 125 pacientes com
periodontite de moderada a severa que receberam tratamento periodontal e apds 3
meses na manutengdo foram divididos de forma aleatéria em grupo teste
(administracdo de risedronato) ou placebo. Apds 9 meses do inicio do tratamento,
foram realizadas avaliagbes clinicas finais. Os resultados demostraram resultado
mais favoravel em relacdo a altura 6ssea no grupo teste (p<0,04) e n&do foram

encontrados efeitos adversos.

No ano de 2016 Bhavsar et al.”?, avaliaram o efeito de um bisfosfonato como
adjunto no tratamento da doencga periodontal crénica em mulheres pos-menopausa.
Foram realizadas radiografias periapicais, avaliagdo de parémetros clinicos e
medi¢cdo da densidade Ossea por meio de tomografia computadorizada de feixe
conico. Os resultados demonstraram uma melhora na densidade Ossea (118.56 *
3.251 HU), no ganho de insercédo (3.57 = 0.234 mm) e na diminuicdo da
profundidade de sondagem (2.20 £ 0.229 mm). A melhora obtida nas pacientes
desse estudo sugere que a terapia com bisfosfonato como adjunto ao tratamento
periodontal basico pode trazer beneficios clinicos ao periodonto.

Em 2017 Akram et al.”® realizaram uma revisdo sistematica para avaliar a
eficacia da terapia com bisfosfonato como adjuvante da raspagem e alisamento
radicular (RAR) no tratamento da periodontite. Oito estudos clinicos foram incluidos
na revisao, sete estudos utilizaram o alendronato como adjuvante da RAR. Destes,
quatro estudos utilizaram aplicacdo tépica e trés utilizaram alendronato oral. Os
resultados da meta-analise demonstraram redugdo da doenga periodontal
estatisticamente significativa (p=0,002), ganho de nivel clinico de inser¢ao (p=0,008)
e preenchimento do defeito 6sseo (p<0,001) para o tratamento com raspagem +
bisfosfonato em comparagdo somente a raspagem.

Estudo de Messer et al.”* em 2018 avaliou em ratos se a dose e duragdo do
tratamento com bisfosfonato induz lesdes de osteonecrose em periodontite induzida

através de impactagcédo alimentar. Foi observada ocorréncia de osteonecrose nos
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animais que fizeram uso de maiores doses do medicamento e nao observaram

correlacdo com a duracao do tratamento.

Graziani et al.”®, em 2019 realizaram estudo clinico randomizado com 66
pacientes, os quais foram divididos em um grupo que recebeu raspagem e
alisamento radicular + administracdo de bisfosfonato e outro que recebeu apenas o
tratamento periodontal basico. Os pacientes passaram por exame periodontal no
baseline, 3 meses e 6 meses apds a primeira sessao de tratamento. Nos periodos
analisados o uso de bisfosfonato ndo trouxe beneficios no reparo periodontal
comparado a raspagem e alisamento radicular de forma isolada.

Embora a literatura demonstre que a pentoxifiina apresente efeito na
modulagdo dos processos inflamatoérios e de formacdo d&ssea, nao existem
evidéncias na utilizacdo destes medicamentos na doenga periodontal. Ja o efeito
dos bisfosfonatos ainda ndo esta totalmente esclarecido. Baseado nisto, esse
projeto busca avaliar, em animais, o processo de reparo 6sseo periodontal utilizando

estes medicamentos na prevengao e/ou tratamento da doenga periodontal induzida.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no primeiro estudo foi possivel observar um
menor grau de perda 6ssea do grupo BIS e uma sutil agdo do grupo PTX frente a
indugao de inflamacgao dos tecidos periodontais em ratos. Ja no estudo 2 foi possivel
demonstrar uma tendéncia de efeito positivo da pentoxifilina no reparo periodontal
apos a remocgédo do fator local (ligadura). Novos estudos sdo necessarios para
observar a agdo da pentoxifilina.
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