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RESUMO

A osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (MRONJ) é uma
condicdo que apresenta patogénese ainda ndo totalmente esclarecida e, por
isso, ndo ha um protocolo de tratamento bem definido. Nesse sentido, terapias
medicamentosas como a associagao de Pentoxifilina e Tocoferol tem sido alvo
de poucos estudos e parecem apresentar o potencial de otimizar o reparo
tecidual, porém sem qualquer consenso clinico ou andlise das respostas
biologicas frente as suas aplicagdes. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
da Pentoxifilina e Tocoferol associados ou administrados isoladamente, na
prevencdo e tratamento de osteonecrose dos maxilares apos a exodontia em
ratas ovariectomizadas tratadas com Zoledronato. Para tanto, 40 ratas (12
meses) foram divididas em 5 grupos experimentais (n=5). No grupo VEI as
ratas foram submetidas a administracdo de solucédo de cloreto de sédio 0,9% e
o grupo ZOL receberam administragéo de Zoledronato 100ug/kg, ambos a cada
3 dias durante 7 semanas; o grupo ZOL+PENTO recebeu administracdo de
Zoledronato seguindo o mesmo protocolo e 50mg/kg/dia de Pentoxifilina
diariamente, via gavagem; o0 grupo ZOL+TOCO recebeu aplicacdo de
Zoledronato no mesmo protocolo e de 80mg/kg/dia de Tocoferol diariamente,
via gavagem; e, por fim, o grupo ZOL+PENTO+TOCO que recebeu aplicacéo
de Zoledronato e as terapias de Pentoxifilina e Tocoferol seguindo os mesmos
protocolos, todos ap6s a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. A
eutanasia foi realizada na sétima semana de experimento, 28 dias apos a
exodontia. A microCT evidenciou maior porosidade nos grupos que receberam
terapia com Pentoxifilina e Tocoferol associados ou de forma isolados (p<0,05).
A histometria mostrou maior porcentagem de 0sso ndo vital para o grupo ZOL
em comparacao aos grupos de terapia (p<0,05) e maior tecido ésseo vital no
grupo VEI enquanto as terapias néo diferiram entre si. Na histologia, as

terapias apresentaram osteoécitos na matriz extracelular do osso em formacao.



E na avaliagdo clinica, no momento da eutanasia, as terapias utilizadas
mostraram regides de alvéolo com auséncia de exposicdo de tecido ésseo
necrotico e sinais de infeccdo. Dessa forma, pode-se inferir que o uso do
protocolo de Pentoxifilina e Tocoferol, associados ou néo, pode ser realizado
para manutencdo e melhora na qualidade tecidual de pacientes com o

desenvolvimento da MRONJ.

Palavras-chave: Osteonecrose; Vitamina E; Inibidores da Fosfodiesterase.



FERREIRA, G. R. Effect of pentoxifylline and tocopherol in the treatment
of osteonecrosis of the jaw after tooth extraction in ovariectomized rats
treated with antiresorptive medication. 2024. 52 f. Trabalho de conclusédo de
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ABSTRACT

Medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONJ) is a condition whose
pathogenesis is not yet fully understood and, therefore, there is no well-defined
treatment protocol. In this sense, drug therapies such as the combination of
Pentoxifylline and Tocopherol have been the subject of few studies and appear
to have the potential to optimize tissue repair, but without any clinical
consensus or analysis of biological responses to their applications. The
objective of the study was to evaluate the effect of Pentoxifylline and
Tocopherol combined or administered alone, in the prevention and treatment of
osteonecrosis of the jaw after tooth extraction in ovariectomized rats treated
with Zoledronate. To this end, 40 rats (12 months old) were divided into 5
experimental groups (n=5). In the VEI group, the rats were administered 0.9%
sodium chloride solution and the ZOL group received Zoledronate 100ug/kg,
both every 3 days for 7 weeks; the ZOL+PENTO group received administration
of Zoledronate following the same protocol and 50mg/kg/day of Pentoxifylline
daily, via gavage; the ZOL+TOCO group received Zoledronate in the same
protocol and 80mg/kg/day of Tocopherol daily, via gavage; and, finally, the
ZOL+PENTO+TOCO group that received Zoledronate and Pentoxifylline and
Tocopherol therapies following the same protocols, all after the extraction of the
lower left first molar. Euthanasia was performed in the seventh week of the
experiment, 28 days after tooth extraction. The microCT showed greater
porosity in the groups that received therapy with Pentoxifylline and Tocopherol
combined or alone (p<0.05). Histometry showed a higher percentage of non-
vital bone for the ZOL group compared to the therapy groups (p<0.05) and
greater vital bone tissue in the VEI group while the therapies did not differ from
each other. In histology, the therapies showed osteocytes in the extracellular
matrix of the forming bone. And in the clinical evaluation, at the time of

euthanasia, the therapies used showed regions of the alveolus with no



exposure of necrotic bone tissue and signs of infection. Therefore, it can be
inferred that the use of the Pentoxifylline and Tocopherol protocol, associated or
not, can be carried out to maintain and improve tissue quality in patients with
the development of MRONJ.

Keywords: Osteonecrosis; Vitamin E; Phosphodiesterase inhibitors.
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entre os grupos MCTO e MCT2. 39



FIGURA 14 - Gréficos microtomograficos de andalise dos grupos experimentais
onde foram avaliados os parametros BV, BV.TV, Th.Th, Th.Sp, Tb.N e Po(tot).
Simbolos - BV, Tb.Th e Po(tot): T (diferenga estatisticamente significante em
relacdo ao grupo VEI) e t (diferenca estatisticamente significante em relacao
ao grupo ZOL); BV.TV, Thb.N: t (diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo VEI); Tbh.Sp: T (diferenca estatisticamente significante em
relagdo ao grupo VEI), ¥ (diferenca estatisticamente significante em relagdo ao
grupo ZOL), *(diferenca estatisticamente significante entre ZOL e VEI). 41

FIGURA 15 - Aspecto histologico do interior do sitio de extracdo dental aos 28
dias pos-operatérios. (a — €) Fotomicrografias evidenciando o0 aspecto
histol6gico do tecido 6sseo e do tecido conjuntivo no sitio de extracdo dental
aos 28 dias poés-operatérios em VEI (a), ZOL (b), ZOL-Pe(c), ZOL-To (d), ZOL-
PeTo (e). AbreviagcBes e simbolos: asteriscos, biofilme com restos necroticos e
bactérias; tc, tecido conjuntivo; to, tecido ésseo; tonv, tecido 6sseo nao vital.
Aumento original: 200x. Barras de escala: 100 um. Coloragdo: Hematoxilina e
Eosina (H&E). 42

FIGURA 16 - Aspecto histoldgico do tecido ésseo situado nas adjacéncias do
sitio de extracdo dental aos 28 dias pos-operatorios. (a — e) Fotomicrografias
evidenciando o aspecto histolégico do tecido 6sseo e do tecido conjuntivo no
sitio de extracdo dental aos 28 dias pés-operatérios em VEI (a), ZOL (b), ZOL-
Pe (c), ZOL-To (d), ZOL-PeTo (e). Abreviacdes e simbolos: asteriscos, biofilme
com restos necroticos e bactérias; setas pretas, lacunas contendo ostedcitos;
setas vermelhas, lacunas vazias ou contendo remanescentes celulares.
Aumento original: 100x. Barras de escala: 200 um. Coloragdo: Hematoxilina e
Eosina (H&E). 43

FIGURA 17 - Porcentagem de tecido 6sseo neoformado (TONF) no sitio de
extracdo dental aos 28 dias pdés exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk,
Andlise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. Simbolos: T, diferenca
estatisticamente significante em relacéo ao grupo VEIL. 44

FIGURA 18 - Porcentagem de tecido 6sseo nao vital (TONV) nas adjacéncias
do sitio de extracdo dental aos 28 dias pds exodontia. Testes estatisticos:
Shapiro-Wilk, Analise de Variancia (ANOVA) e poés-teste de Tukey. Simbolos:
T, diferenca estatisticamente significante em relagcéo ao grupo VEI; %, diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao grupo ZOL. 45
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Com o passar dos anos temos observado que a piramide etaria tem
sofrido mudancas e o niumero de criancas vem diminuindo enquanto que o de
idosos aumentando, algo que tende a permanecer nos proximos anos. ISso traz
como consequéncia uma maior prevaléncia de doencas relacionadas a esta
faixa etaria, como é o caso da osteopenia e da osteoporose. Ambas as
condicdes estdo relacionadas a perda de massa 6ssea e, na maioria dos
casos, sdo tratadas com medicamentos chamados bisfosfonatos, como
exemplo o Zoledronato e Alendronato, que sdo medicamentos antirreabsortivos
e antiangiogénicos amplamente empregados para o0 tratamento destas
doencas, ja estabelecido como um dos tratamentos mais utilizados h& anos (2-
4).

Os bisfosfonatos sdo medicamentos com acéo antirreabsortiva através
da alteracdo no inicio da osteoclastogénese, o que impede que ocorra a
remodelacdo 6ssea e promove uma acdo antiangiogénica, o que afeta a
resposta imune local e aumenta, consequentemente, a susceptibilidade a
infeccOes. Esses medicamentos sdo amplamente utilizados para osteoporose,
doenca de Paget, metastases Osseas, mieloma mdultiplos, entre outras
doencas, devido ao seu mecanismo de acao no bloqueio da reabsorcdo 0ssea
evitando a liberacdo de fatores de crescimento. Dentro desta classe, pode-se
citar o Zoledronato como o bisfosfonato mais potente devido a sua alta

aderéncia a superficie 6sseo (3-5).

Entretanto, o uso desta medicacdo vem sendo associado a ocorréncia
de osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (MRONJ), definida
pela “American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons” (AAOMS) como
sendo a presenca de tecido 0sseo exposto, ou fistulas rastreaveis ao proprio
0sso em regido maxilofacial por um periodo de mais de oito semanas em
pacientes submetidos a terapia utilizando antirreabsortivos/antiangiogénicos e
sem historico de radioterapia de cabeca e pescoco. A etiopatogenia dessa
doenca ainda nao é totalmente definida, porém, acredita-se que seja associada
ao mecanismo de acdo dos antirreabsortivos, pois atuam na diminuicdo do

turnover ésseo e suprimento sanguineo da regido, diminuindo a oferta celular
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do tecido e inibindo a atuac&o de células osteoblasticas, consequentemente,
interrompendo o processo de remodelacao 6ssea fundamental para a vitalidade
do osso (6-8).

A acdo antiangiogénica dos bisfosfonatos faz com que haja efeitos
citotoxicos locais pelo uso desta medicacdo. Ademais, deve-se levar em
consideracdo como possiveis fatores que podem também ajudar no surgimento
da MRONJ, infeccdes anteriores decorrentes de microbiota especifica
residente, inflamac¢des persistentes de tecido mole e duro, comorbidades que
sdo associadas a ineficiéncia de reparo tecidual, como por exemplo, diabetes
mellitus e histdrico de tabagismo. Traumas relacionados a procedimentos
dentérios, tal como extragBes ou colocacdo de implantes s&o precedentes da
ocorréncia de MRONJ, pois geram mini fraturas no tecido 6sseo e requerem
remodelacdo éssea para reparo, algo que nao ocorre em pacientes que fazem
uso desta medicacdo (3, 4). Fraturas patolégicas com sequestros 0Sseos,
envolvimento dos seios maxilares, envolvimento de estruturas vitais e perda

Ossea significativa podem ocorrer em casos mais agravantes (9, 10).

Os bisfosfonatos podem ser administrados por via intravenosa e oral,
destacando, assim como na maioria dos medicamentos, a administracdo
intravenosa, que apresenta efeitos mais rapidos e mais potentes. A MRONJ
afeta de 0,8% a 12% dos pacientes que fazem uso do antirreabsortivo por via
intravenosa, enquanto apenas 0,001% a 0,01% dos que fazem uso via oral sdo
afetados. Ademais, os bisfosfonatos quando em uso continuo possuem a
caracteristica de serem acumulativos no tecido, o que causa um aumento no
namero de pacientes afetados, podendo ir para 21% de pessoas acometidas
pela condicdo apo6s quatro ou mais anos de tratamento. Mulheres de idade
avancada sao as mais afetadas, pois € nessa faixa etaria que comumente se
desenvolvem problemas ésseos como osteoporose, fazendo com que se inicie
0 uso desses medicamentos. Sendo o maior local de ocorréncia na regido
posterior de mandibula, entre o primeiro pré-molar e o primeiro molar (3, 10,
11).

Dentre os tratamentos e terapias propostas na literatura temos a

laserterapia de baixa poténcia, procedimentos cirdrgicos como o de
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fluorescéncia guiada, recombinacdo do horménio da paratireoide,
oxigenioterapia hiperbérica e até o uso de antimicrobianos com intuito de evitar
infeccbes decorrentes da osteonecrose. Entretanto, a terapia medicamentosa
gue envolve a associacdo da Pentoxifilina e Tocoferol vem sendo alvo de
diversos estudos e apresentando resultados pré clinicos significativos no
tratamento adjuvante da osteonecrose, com melhora principalmente na
sintomatologia dos pacientes afetados. Estudos mostram pequenas areas da
mandibula que de 3 a 5 meses apos o inicio do tratamento sofreram completa
remissdo, e mais de 50% da necrose 0ssea cicatrizada apds 12 meses de

tratamento com os medicamentos (12, 15, 16).

A Pentoxifilina é um derivado de metilxantina, inibidor da fosfodiesterase
utiizado para o tratamento de doencas vasculares periféricas. Embora seu
mecanismo de acdo ainda ndo seja muito bem elucidado, sabemos que o
medicamento é capaz de reduzir a viscosidade sanguinea, promover a redugao
da fibrinogénese no plasma enquanto aumenta a atividade fibrinolitica,
causando vasodilatacdo, aumento da filtracdo e melhora na deformacao dos
eritrécitos, ou seja, uma melhora na angiogénese. Além disso, a Pentoxifilina é
muito usada no tratamento de disfun¢cbes imunes por conta de seus efeitos
anti-inflamatérios e antioxidantes, principalmente pela queda de ativacao dos
neutrdéfilos e dos niveis plasmaticos de interleucina 1 e 6 (IL-1 e IL-6), além de
reduzir a sintese de TNF-a pelo RNA mensageiro, resultando também em sua

diminui¢c&o nos niveis plasmaticos (2, 4).

J& o Tocoferol é um potente agente antioxidante que minimiza injurias a
membrana celular, devido a protecéo aos fosfolipidios de membrana a partir da
remocdo de espécies reativas de oxigénio geradas durante o estresse
oxidativo. Dessa forma, este medicamento consegue evitar a peroxidacéo
lipidica e, por isso, ajuda a promover uma cicatrizagcdo normal de injarias no
tecido endotelial. Além disso, o Tocoferol também reduz inflamacgao e inibe a
expressdo de gene do procolageno (2, 4). Ademais, alguns estudos tém
mostrado que ambos 0s medicamentos possuem efeito sinergista no
tratamento da osteonecrose, e conseguem desempenhar um papel na

cicatrizagéo de feridas e na reducéo de formagéao de cicatriz (2).
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Portanto, a partir do que foi exposto conseguimos perceber que a
osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos (MRONJ) ainda
necessita de terapias otimizadoras do tecido 6sseo e mole de recobrimento
com comprovagodes cientificas para seu protocolo de tratamento. Neste sentido,
este trabalho terd como intencdo analisar os efeitos da associacdo de
Pentoxifilina e Tocoferol em ratas ovariectomizadas com osteonecrose dos
maxilares induzida por medicamentos, para que seja possivel entender o
fendbmeno bioldgico envolvido e estabelecer um protocolo de tratamento e,

assim, realizar possiveis testes clinicos em humanos no futuro.
2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da Pentoxifilina e do
Tocoferol apo6s exodontia no tratamento de osteonecrose dos maxilares em
ratas ovariectomizadas tratadas com Zoledronato, no reparo 6sseo alveolar

pos-exodontia do primeiro molar inferior.

A hip6tese nula do trabalho foi que ambos os medicamentos nao
promoveriam melhoras significativas no reparo 6sseo, administrados de forma
associada ou isoladamente em comparacdo aos grupos sem as terapias

propostas.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Desenho experimental: animais

Essa pesquisa seguiu todos 0s preceitos e principios éticos para
experimentacdo animal, regulamentados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Todos os protocolos experimentais foram
enviados e aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, da Universidade Estadual Paulista
“‘Julio de Mesquita Filho” — UNESP, através do numero do parecer
consubstanciado 0096-2022 (Anexo A).

40 animais (n=5) (Rattus novergicus albinus Wistar), fémeas, com
aproximadamente 12 meses, com peso corporal variando entre 300 a 350

gramas, foram fornecidos pelo Biotério Central da Faculdadede Odontologia de
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Aracatuba (FOA) — UNESP e mantidos no Biotério do Departamento de

Diagnostico e Cirurgia.

Para a determinacdo do numero amostral, o calculo do Poder do Teste
foi realizado utilizando o programa estatistico SigmaPlot 12.0 (Exakt graph and
data analysis, San Jose, CA, USA). Para a utilizacdo dos dados da literatura,
tais como diferencas das medias e desvio padrdo, uma busca nas principais
bases de dados disponiveis (PUBMED, Scoups, Embase, Web of Science e
Scielo) foi realizada, por meio de trabalhos de experimentacdo animal que
envolvesse a terapia de tratamento e/ou prevencdo de osteonecrose dos
maxilares utilizando Pentoxifiina e Tocoferol através da padronizacdo das
palavras-chaves “Osteonecrose; Vitamina E; Inibidores da Fosfodiesterase”,
porém ndo foram encontrados os dados necessarios para o0 teste,
inviabilizando a realizacdo do mesmo. Sendo assim, o nUmero de animais por
grupo experimental foi baseado nos trabalhos de Delfrate et al. (2021) que
apresenta metodologia no qual esse projeto se baseou. Além disso, também
pudemos nos basear nas pesquisas anteriores do nosso grupo de pesquisa
gue utilizam este numero de animais, ficando assim o valor de n=5 por grupo

experimental (17).
3.1.1 Grupos experimentais

Especificamente para a andalise em microtomografia computadorizada
(MicroCT), 5 ratas foram alocadas aleatoriamente para serem submetidas a
eutanasia logo apdés a ambientalizacdo no biotério cirdrgico (dia 0), para
caracterizagdo do osso mandibular na regido posterior (1° molar inferior
esquerdo) (MCTO0). Da mesma forma, 5 ratas foram induzidas a osteonecrose
com aplicacdo de zoledronato por 3 semanas (MCT1) e as 5 demais ratas
receberam aplicacdo de solucdo salina, também durante 3 semanas (MCT2);
sendo essas 10 ratas submetidas a eutanasia no final da 3% semana, para
avaliagdo da arquitetura do osso no dado momento apos instituicdo dessas

terapias prévias, totalizando 15 ratas.

25 animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos experimentais
sendo o grupo 1 (VEI), com 5 ratas que receberam, 0,45 ml de solugéo de

cloreto de sddio 0,9% (solucdo salina) intraperitoneal, a cada 3 dias, por 7
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semanas, simulando os procedimentos com o zoledronato (controle negativo);
0 grupo 2 (ZOL) com 5 ratas, onde induziu-se a osteonecrose pela aplicacéo
de zoledronato 100ug/kg, a cada 3 dias por 7 semanas (controle positivo);
grupo 3 (ZOL+PENTO) com 5 ratas que também foram induzidas a
osteonecrose com zoledronato no mesmo protocolo e aplicagcdo diaria de
50mg/kg/dia de Pentoxifilina (“Farmacia Manipullis” — Aracatuba, SP) via
gavagem até o dia da eutanasia, totalizando 28 dias; grupo 4 (ZOL+TOCO)
com 5 ratas que induziu-se a osteonecrose com zoledronato e aplicacdo diaria
de 80mg/kg/dia de Tocoferol (“Farmacia Manipullis” — Aracatuba, SP) via
gavagem até o dia da eutanasia, também por 28 dias e 0 grupo
(ZOL+PENTO+TOCO) com 5 ratas que foram induzidas a osteonecrose,
aplicacao diaria via gavagem de Pentoxifilina e Tocoferol usando os protocolos
ja citados (Figura 1). As doses do plano medicamentoso foram baseadas em
terapias oncolégicas em humanos, adaptadas para animais e a aplicagcéo via
gavagem obedeceu aos principios de experimentacdo animal que utiliza
1mL/1g de peso corpéreo. Além disso, as doses de Pentoxifilina e Tocoferol
foram baseadas na formula de Reagen-Shaw, Nihal e Ahmad (2007),
considerando uma dose diaria total em humanos de 800mg de Pentoxifilina e
1000UI de Tocoferol (17-19) (Figura 2).
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Figura 1. Distribuicdo dos animais de acordo com 0s grupos experimentais
(VEI;, ZOL; ZOL+PENTO; ZOL+TOCO; ZOL+PENTO+TOCO) (n=25) e de
caracterizacao 6ssea (MCTO, MCT1 e MCT2) (n=15).

Formula for Dose Translation Based on BSA

Animal Km

HED (mg/kg) = Animal dose (mg/kg) multiplied by
Human Km

Figura 2. Férmula de Reagen—Shaw, Nihal e Ahmad (2007) para conversao de

dose humana para dose animal.

Apo6s um periodo de adaptacéo, todos os animais foram submetidos ao

procedimento de ovariectomia bilateral.

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas em
ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de luz controlado (12
horas claro e 12 horas escuro), alimentados com racdo balanceada contendo
1,4% Ca e 0,8% P (Racdo Ativada Produtor®, Anderson & Clayton S.A. —

Laboratério Abbot do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) durante toda a
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pesquisa experimental e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas

antecedentes aos procedimentos cirargicos, que apresentara o jejum.

3.2 Ovariectomia bilateral

Nos primeiros oito dias, ap0s a ambientalizacdo, que corresponde a 2 ciclos
estrais regulares (ciclo estrogénio), as ratas foram submetidas ao esfregago
vaginal, de acordo com a técnica descrita em estudos prévios. A obtencéo de
células epiteliais através do esfregaco foi disposta em laminas histoldgicas e
analisadas em microscépio Optico. Com isso, durante os oito dias, a
regularidade do ciclo astral foi avaliada. Os animais que nao tiveram a
regularidade entre as fases estrais (proestro, estro, metaestro e diestro) foram
desconsiderados do estudo. ApOs esta fase, todas as ratas foram submetidas a
ovariectomia bilateral. Inicialmente, estas foram anestesiadas com Cloridrato
de Xilazina (Xilazina — Coopers, Brasil, Ltda.) na dose de 5 mg/kg e Cloridrato
de Quetamina (Ketamina, Fort Dodge, Saude Animal Ltda.) na dose de
50mg/kg e, depois, foram imobilizadas sobre prancha cirargica em posicéo de
decubito lateral. Realizou-se uma incisdo de 1,5 cm em ambos os flancos,
seguido da divulsdo por planos do tecido subcutédneo e, em seguida, do
peritdnio afim de ter acesso a cavidade abdominal Os ovarios e os chifres
uterinos foram localizados e laqueados com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryltm
— Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). Feito isso, fez-se
a remocao dos ovarios (ovariectomia), seguido da sutura por planos com fio de
Poliglactina 910 4.0 (Vicryltm — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ,
Estados Unidos) (Figura 3). Estas ratas continuaram no biotério, sendo
alimentadas com racdo e agua ad libitum durante todo o tempo experimental e
foram mantidas em gaiolas que comportavam até 4 animais. A temperatura do
ambiente se manteve estavel (22 £ 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas
claro e 12 horas escuro). Passados 60 dias da indugdo da osteoporose as ratas
foram submetidas ao procedimento de amarria no dia -1 e ao final da 32

semana ao procedimento de exodontia do primeiro molar inferior esquerdo.
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Figura 3. Etapas cirurgicas do procedimento de ovariectomia. (A) Incisdo nos
flancos das ratas. (B) Divulsdo dos planos anatdomicos subcutaneos. (C)
Acesso ao peritonio. (D) Incisdo do peritbnio e acesso a cavidade abdominal.
(E) Localizacdo do ovério e chifre uterino. (F) Lagueadura do chifre uterino. (G)
Ovario removido. (H) Reposicéo dos tecidos laqueados. () Sutura dos planos

internos. (J) Sutura do plano superficial.
3.3 Delineamento do procedimento cirurgico

Os 25 animais (n=5) passaram por um periodo de adaptacdo ao biotério
e também passaram por um jejum de 12 horas previamente ao procedimento
cirdrgico. Todos os procedimentos experimentais que poderiam desenvolver
dor ou desconforto para os animais foram realizados sob anestesia pela
combinacdo de 50mg/kg de ketamina intramuscular (Vetaset — Fort Dodge
Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 5mg/kg de cloridrato de
xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sdo Paulo,
Brasil) e, receberam cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/kg, Scandicaine 2% com
adrenalina 1:100.000, Septodont Franga) para anestesia local e hemostasia da

area operada (8, 13, 24).
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3.3.1 Pré operatério

Cronologicamente, a intervencao iniciou no dia -1 com a indugcao de
periodontite experimental através da colocagcdo de uma ligadura de algodao ao
redor do primeiro molar inferior esquerdo de cada animal, dessa forma, esta
amarria auxiliou no momento da extracdo desse dente devido a diminuicdo do
0Sso intra e interradicular, evitando assim fratura apical das raizes radiculares e
técnicas invasivas para extracdo dentaria. Além da periodontite ser um fator

gue propicia a inducéo da osteonecrose (8, 25-27) (Figura 4).

Figura 4. Instalacéo da ligadura de algoddo no 1° molar inferior esquerdo (A).

Pericoronarite induzida pela ligadura de algod&do em posicéo (B).
3.3.2 Periodo de Inducdo da Osteonecrose

No dia 0 iniciou a inducdo de osteonecrose através da instituicdo do
protocolo de 100pg/kg diluidos em 0,45 ml de solugdo salina, por via
intraperitoneal, em uma seringa SLIP INSULINA de 1 ml, descartavel com
agulha de calibre 13mm x 0,38mm, a cada 3 dias por 7 semanas, até a
eutanasia. Os grupos que receberam o Zoledronato incluem o grupo ZOL
(apenas aplicacdo do Zoledronato), ZOL+PENTO (aplicacdo de Zoledronato e
Pentoxifilina), ZOL+TOCO (aplicacdo de Zoledronato e Tocoferol) e
ZOL+PENTO+TOCO (aplicacdo de Zoledronato, Pentoxifilina e Tocoferol).

Os animais do grupo VEI que n&o foram expostos ao medicamento
receberam 0,45 ml de solucdo salina também por via intraperitoneal, com o
mesmo modelo de seringa, para mimetizar o estresse do manejo dos animais
do grupo teste (8, 28, 29).
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3.3.3 Periodo de antibioticoterapia

Na terceira semana de inducéo, 3 dias antes da extracdo do molar, os
animais iniciaram a antibioticoterapia profilatica, em que o antibiético utilizado
foi a Penicilina G Potassica 0,1ml/kg por dia, administrada por via
intraperitoneal  (Cristacilina® (Benzilpenicilina  potassica) 1.000.000Ul,
Novafarma Industria Farmacéutica Ltda ®, Anapolis- GO BR) na dose de 0,1
mL/kg ao dia por 7 dias, finalizando a sua administracao 4 dias apés a extracao
(24).

3.3.4 Exodontia

Sob sedagdo (Quetamina associada a Xilazina, como descrito
anteriormente), ap6s 3 semanas do inicio da medicacdo, as ratas foram
posicionadas na mesa de operagao; removeu-se a ligadura de algodéo e, apos
a antissepsia bucal com PVPI 10% (PVPI 10% Riodeine Degermante,
Rioquimica, Sao José do Rio Preto), foi realizada a sindesmotomia dos tecidos
adjacentes ao dente, luxacdo e, por fim, extracdo do primeiro molar inferior
esquerdo, utilizando materiais cirargicos odontoldgicos adaptados aos animais.
Todas as ratas, de todos os grupos experimentais, foram submetidas a esse

procedimento (8) (Figura 5 e 6).



Figura 5. Animal posicionado em mesa de operacdo para procedimento de

exodontia.

Figura 6. Procedimento de exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. (A)

Luxacéo do dente. (B) Alvéolo logo apds a extracao.
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3.3.5 Pentoxifilina e Tocoferol

Apbés a exodontia, as ratas pertencentes aos grupos ZOL+PENTO,
ZOL+TOCO e ZOL+PENTO+TOCO passaram por aplicacdes via gavagem de
50mg/kg/dia de Pentoxifilina e 80mg/kg/dia de Tocoferol (“Farmacia Manipullis”
— Aracatuba, SP) conforme o grupo na qual cada animal fazia parte,
diariamente até o dia da eutanasia, totalizando 28 dias conforme os principios

de experimentacdo animal que utiliza 1mL/1g de peso corpéreo. (Figura 7).

Figura 7. Aplicagdo das medicac¢fes via gavagem.
3.3.6 Eutanésia

O grupo MCTO foi submetido a eutanasia no dia 0, logo apés a
ambientacdo. Os grupos MCT1 e MCT2 foram submetidos a eutanasia no dia
de numero 21 (terceira semana), ao fim da terapia (Figura 8). Os grupos VEI,
ZOL, ZOL+PENTO, ZOL+TOCO e ZOL+PENTO+TOCO foram submetidos a
eutanasia apos 28 dias do procedimento de extracdo dos dentes dos grupos

(totalizando 7 semanas) (Figura 8 e 9).
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Protocolo de caracterizacao ossea

J

Eutandasia
grupo MCTD

{* 2° 3*

semana

Eutandsia grupos
| Solucdo salina/Zolendronato MCT1 & 2

Figura 8. Protocolo que foi utilizado para caracterizacdo do tecido 6sseo na

|

senilidade (MCTO0), com a aplicagdo de zoledronato (MCT1) e solugcédo salina
(MCT?2).

Protocolo de tratamento

|

EUTANASIA
28 DIAS P.O

LIGADURA DE
ALGODAO
:0 12 2 32 42 52 62 72
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EXTRACAO 7OL + PENTO
DEMTARIA | Pentoxifilina/Tocoferol 20L +TOCO
ZOL + PENTO +TOCO)

| Selugio salina/Zoledronato (VEI e ZOL)

Figura 9. Linha do tempo evidenciando a ordem cronolégica dos principais

eventos do desenho experimental em animais.

Na eutanasia aplicou-se um protocolo em que as ratas foram
anestesiadas e submetidas a eutanasia por perfusdo cardiaca, por meio da
combinacdo de 100 ml de solugdo salina e 0,1% de heparina e 800ml de
formaldeido 4% (Sigma Chemical®, St. Louis, MO, USA) em tampéao fosfato-
salino (PBS — Sigma Chemical®) 0.1 M, 4°C, pH 7.4. Posteriormente, as
hemimandibulas foram cuidadosamente dissecadas e pos-fixadas por 24 horas

em paraformaldeido 4% (24).

4. METODOS DE ANALISES
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4.1 Anédlise clinica

Antes do procedimento de eutanasia, sob anestesia geral, os animais
por grupo foram posicionados na mesa estabilizadora e a condicao clinica da
area de primeiro molar inferior esquerdo foi analisada. Condigcdes como grau de
epitelizacéo dos tecidos moles de recobrimento, exposicdo de tecido 6sseo,
assim como presenca de eritema, fistula, infeccdo (drenagem de conteddo

purulento) foram consideradas.
4.2 Analises e processamento de tecidos calcificados
4.2.1 Microtomografia computadorizada (MicroCT)

Para a analise tridimensional da estrutura do tecido 0sseo, 0s animais
pertencentes aos grupos MCTO, MCT1 e MCT2 e, posteriormente VEI, ZOL,
ZOL+PENTO, ZOL+TOCO e ZOL+PENTO+TOCO tiveram as mandibulas
removidas do fixador e lavadas por 12 horas em agua corrente a fim de
remover qualquer residuo do fixador. Logo depois, foram armazenadas em
alcool 70% para transporte até o local de analise. Primariamente, foram
submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um sistema de
microtomografia digital computadorizada. As pecas foram escaneadas pelo
microtomoégrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica,
2003) utilizando cortes de 8 um de espessura (90Kv e 111uA), com filtro de
cobre e passo de rotacdo de 0,05 mm. As areas pela projecdo dos raios-X nas
amostras foram armazenadas e reconstruidas determinando a area de
interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Versao 1.6. 6.0) (24, 30).

No software Data Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit) as imagens
foram reconstruidas para adequacédo do posicionamento padrao para todas as
amostras, podendo ser observada em trés planos (transversal, longitudinal e
sagital). Em seguida, utilizamos o software CTAnalyser — CTAn (2003
11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versdo 1.12.4.0), foi definida a éarea
radiogréfica de interesse (ARI) delimitada por uma area de 4 mma3 que incluiu a
porcdo do local de extracdo dentaria anteriormente ocupada pelas raizes
mesial e distal do primeiro molar inferior esquerdo e tecidos adjacentes. O

software CTAN analisou e mediu a imagem de acordo com a escalas de cinza.
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ApOs o ajuste e remocgao dos tons de cinza da area correspondente do alvéolo,
o threshould utilizado na analise foi de 25 - 90 tons de cinza, o que possibilitou
a obtencdo do volume de osso presente/formado no interior dos alvéolos (24,
30).

~

Os parametros analisados foram referentes a quantidade do tecido
0sseo (BV.TV= porcentagem do volume 6sseo) e qualidade do tecido ésseo
(Tb.Th= espessura do trabeculado 6sseo, Th.SP= separacdo das trabéculas
osseas, Th.N= numero das trabéculas e To (tot) = porcentagem de porosidade
total) (24, 30).

4.3 Anédlise e processamento dos tecidos descalcificados

Logo ap6s a MicroCT de todos 0s grupos, as pecas retornaram para o
fixador a fim de completarem 72 horas de fixacdo, e apds isso foram
submetidas novamente a um banho de agua corrente por 12 horas e partiram
para a descalcificacdo em é&cido etilenodiamino tetra-acético 10% (EDTA) por
6-8 semanas. ApOs a descalcificacdo, a regido correspondente ao alvéolo e
estruturas adjacentes da extracdo foram separadas. Assim, as pecas seguiram
para a desidratacdo numa sequéncia de alcoois (70 a 100%). Apos estas
etapas, realizou-se a diafanizacdo com xilol para posterior inclusédo em parafina
para obtencdo de corte com 5 pym de espessura e a confecgcdo das laminas.
Foram coletadas, de lingual para vestibular, as seccdes histoldgicas da por¢cao
do alvéolo dental e tecidos adjacentes a serem analisados. As laminas pares
apos a microtomia foram destinadas para a coloracdo em hematoxilina e
eosina (HE) (8, 13).

4.3.1 Andlise microscoépica e area microscopica de interesse (AMI)

As analises microscépicas foram realizadas por um histologista
certificado, cego aos tratamentos. Para a analise histométrica avaliaram-se trés
cortes histolégicos localizados na porc¢éo vestibular, média e lingual do local da
extracdo dentaria. A area de interesse foi dividida em duas: AMI (1) e a AMI (II)
gue foram determinadas de acordo com a analise microscopica realizada. A
AMI (I) consiste em uma area de 4 mm x 4 mm que inclui a por¢ao do local da

extracdo dentaria anteriormente ocupada pelas raizes mesial e distal do



35

primeiro molar inferior esquerdo e tecidos adjacentes. Seu limite distal é
composto de uma linha situada paralelamente a dentina coronéria e a
superficie radicular do segundo molar inferior esquerdo, estendendo-se 4mm
mesialmente. Seu limite coronario € composto de uma linha paralela ao limite
da margem cemento-gengival do segundo molar inferior esquerdo, estendendo-
se 4mm apicalmente (21). O AMI (ll) consiste em duas areas de 250 x 250 ym,
situadas no tecido conjuntivo que recobre o local da extracao dentéria. O limite
das éareas foi determinado por uma linha localizada no centro do tecido
conjuntivo, perpendicular ao longo eixo dos dentes e que divide esse tecido em
sua direcdo coronoapical. Duas outras linhas foram utilizadas, uma paralela a
porcdo central do local de extracdo dentaria anteriormente ocupada pela raiz
mesial e outra paralela a porcdo central do local de extracdo dentéria
anteriormente ocupada pela raiz distal do primeiro molar. A intersec¢cao dessas

linhas determinou o centro das duas areas que serdo analisadas (8).
4.3.2 Analise histoldgica e histométrica

A andlise histolégica com as caracteristicas gerais dos tecidos e
histométrica da porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PONF) foram
realizadas através de fotomicrografias da area do alvéolo do dente extraido e
tecidos adjacentes, que foram capturadas com o auxilio de um software de
analise de imagem (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha). A area
ocupada pela PONF foi estabelecida e expressa em pym? como média + desvio
padrdo em cada grupo experimental. Na regidao de Interesse AMI (I), as
imagens foram capturadas utilizando uma cémera digital (AxioCam® Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplada a um microscoépio de luz (AxioLab®) e
conectada a um microcomputador. A quantificagcdo da porcentagem de tecido
0sseo neoformado e a porcentagem de tecido 6sseo nao vital foram calculados
utilizando o software de andlise de imagens (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss). A
PONYV representa uma regido onde mais de dez lacunas de ostedcitos vizinhos

apresentaram-se vazias ou contendo restos de ostedcitos necroticos (8, 13).
4.4 Calibragdo do examinador

Ocorreram anteriormente as mensura¢0es propostas para a histometria,

histopatologia, histologia e microCT. O avaliador foi submetido a um teste
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prévio do nivel de concordancia entre mensuragdes, onde foram realizadas as
mensuracdes propostas no estudo de 12 animais randomizados, em duplicata
com um intervalo de 1 semana entre elas. O teste estatistico kappa mostrou o
indice k=0.9, o que representa alto nivel de concordéancia em relacdo a

calibragéo intra-examinador.
4.5 Analise estatistica

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos que foram
obtidos através da histometria (AON, TONV) e morfometria tridimensional pela
Microtomografia (BV, BV/TV, Tb.Th, Tb.Sp e Tbh.N), foi abordada a diferenca
entre os grupos experimentais (VEI, ZOL; ZOL+PENTO; ZOL+TOCO;
ZOL+PENTO+TOCO (MCTO; MCT1 e MCT2)). Todos os dados foram
submetidos a curva de normalidade — teste de Shapiro-Wilk, Analise de
Variancia (ANOVA) e poés-teste de Tukey. Para todos os testes, o nivel de
significancia adotado foi de 5% (p<0,05). O programa estatistico utilizado foi o
SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA, USA).

5. RESULTADOS
5.1 Andlise clinica

No grupo ZOL+PENTO foi possivel observar animais com a regido de
primeiro molarinferior esquerdo com certo edema em regido de gengiva inserida
e animais com processo de reparo alveolar tardio, porém sem exposicao de

tecido 6sseo e sinais de infec¢do (Figura 10).
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Figura 10. Aspecto clinico de grupo ZOL+PENTO apés 28 dias de exodontia
de primeiro molar inferior esquerdo. (A) Processo alveolar de animal
evidenciando regido de edema em processo alveolar. (B) Processo alveolar

com auséncia de sinais flogisticos e exposicao 6ssea, com reparo alveolar.

E tanto no grupo ZOL+PENTO+TOCO quanto no grupo ZOL+TOCO
pode-se observar a maioria dos animais com processo de reparo alveolar
tardio, porém sem exposi¢cdo de tecido 0sseo e sinais de infec¢do (Figura 11 e
12).
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Figura 11. Aspecto clinico de grupo ZOL+PENTO+TOCO apés 28 dias de
exodontia de primeiro molar inferior esquerdo. (A) Processo alveolar sem
exposicado Ossea, onde € possivel observar ponto sangrante. (B) Processo

alveolar em reparo tardio, com restos alimentares na regido, porém sem sinais

de infecgéo.

Figura 12. Aspecto clinico de grupo ZOL+TOCO apoés 28 dias de exodontia de
primeiro molar inferior esquerdo. (A e B) Processo alveolar em reparo tardio,

porém, sem sinais flogisticos e de exposicdo 0ssea.
5.2 Microtomografia computadorizada (MicroCT)

As andlises de Micro-CT dos grupos MCTO, 1 e 2 foram realizadas,
como citado anteriormente, para caracterizacdo de tecido &ésseo apos
ovariectomia (MCTO0), aplicagcdopor 3 semanas de ZOL (MCT1) e VEI (MCT2).
Foi observado avaliando o parametro BV e BV.TV diferenca entre os grupos
MCTO e MCT2 (p<0,05). J& no parametro Po(tot)foi observado diferenca entre
0s grupos MCT2 e MCTO (p<0,05). Na avaliacdo de outros parametros nao

foram observadas diferengas estatisticas (Figura 13).
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Figura 13. Gréficos microtomograficos de caracterizacdo 6ssea dos grupos
MCTO, 1 e 2 onde foram avaliados os parametros BV, BV.TV, Tb.Th, Tb.Sp,
Tb.N e Po(tot). Simbolos: t mostram diferenca estatisticamente significante
entre os grupos MCTO e MCT2.

Na analise microtomogréfica dos grupos experimentais, no parametro
BV foi possivel observar um maior volume 6sseo do grupo VEI em relagdo aos
grupos ZOL+PENTO, ZOL+PENTO+TOCO e ZOL+TOCO (p<0,05) seguido
do grupo ZOL em relacdo aos grupos ZOL+PENTO, ZOL+PENTO+TOCO e
ZOL+TOCO (p<0,05). Avaliando o parametro BV.TV o grupo VEI apresentou
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uma maior porcentagem de volume O6sseo em relagdo aos grupos
ZOL+PENTO, ZOL+PENTO+TOCO e ZOL+TOCO (p<0,05), seguido do grupo

ZOL, porém sem diferenca estatistica entre os grupos.

O parametro Th.Th evidenciou uma maior espessura de trabéculas do
grupo VEI seguido do ZOL em relacdo aos grupos ZOL+PENTO,
ZOL+PENTO+TOCO e ZOL+TOCO (p<0,05). Em Th.Sp foi possivel observar
uma maior separacao de trabéculas no grupo ZOL seguido do grupo VEI em
relacdo aos grupos ZOL+PENTO, ZOL+PENTO+TOCO e ZOL+TOCO
(p<0,05) e entre o grupo ZOL e VEI (p<0,05). Avaliando o namero de
trabéculas (Th.N), o grupo VEI obteve um maior resultado em relagcdo ao grupo
ZOL+TOCO (p<0,05), seguido do grupo ZOL+PENTO+TOCO porém sem
diferenca estatistica. Por fim, na avaliagdo de Po(tot) o0s grupos
ZOL+PENTO+TOCO, ZOL+PENTO e ZOL+TOCO, respectivamente, se
sobressairamem relac&o aos grupos VEI (p<0,05) e ZOL (p<0,05) (Figura 14).
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Figura 14. Graficos microtomograficos de analise dos grupos experimentais
onde foram avaliados os parametros BV, BV.TV, Th.Th, Th.Sp, Th.N e Po(tot).

Simbolos - BV, Tb.Th e Po(tot): 1 (diferenga estatisticamente significante em

relacdo ao grupo VEI) e t (diferenca estatisticamente significante em relacao

ao grupo ZOL); BV.TV, Tb.N: f (diferenca estatisticamente significante em

relacdo ao grupo VEI); Tb.Sp: T (diferengca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo VEI), ¥ (diferenca estatisticamente significante em relagéo ao

grupo ZOL), *(diferenca estatisticamente significante entre ZOL e VEI).
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5.3 Histologia

A andlise histolégica evidenciou tecido necrético, como esperado, no
grupo ZOL em regibes adjacentes e no interior do alvéolo remanescente,
inclusive com regibes de bactérias. J&4 grupos em que foi aplicada as
medicac0des, tanto isoladamente quanto associados, pode-se observar no sitio
de extracdo dentaria regibes de tecido 6sseo vital e tecido conjuntivo (Figura
15). O tecido 6sseo adjacente ao local de extragdo se mostrou nos grupos
ZOL+PENTO, ZOL+TOCO, ZOL+PENTO+TOCO com lacunas de ostedcitos

vazias e com remanescentes celulares (Figura 16).

};7;'."‘
S/ AN,

£ fn
-

Figura 15. Aspecto histoldgico do interior do sitio de extracao dental aos 28 dias
poOs-operatorios. (a — e) Fotomicrografias evidenciando o aspecto histolégico do
tecido 6sseo e do tecido conjuntivo no sitio de extracdo dental aos 28 dias p0s-
operatérios em VEI (a), ZOL (b), ZOL-Pe (c), ZOL-To (d), ZOL-PeTo (e).
Abreviacfes e simbolos: asteriscos, biofilme com restos necroéticos e bactérias;
tc, tecido conjuntivo; to, tecido 6sseo; tonv, tecido 6sseo nédo vital. Aumento
original: 200x. Barras de escala: 100 um. Colorac&do: Hematoxilina e Eosina
(H&E).
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Figura 16. Aspecto histolégico do tecido 6sseo situado nas adjacéncias do sitio
de extracdo dental aos 28 dias poés-operatérios. (a — e) Fotomicrografias
evidenciando o aspecto histolégico do tecido 6sseo e do tecido conjuntivo no
sitio de extracdo dental aos 28 dias pos-operatérios em VEI (a), ZOL (b), ZOL-
Pe (c), ZOL-To (d), ZOL-PeTo (e). AbreviacBes e simbolos: asteriscos, biofilme
com restos necroticos e bactérias; setas pretas, lacunas contendo ostedcitos;
setas vermelhas, lacunas vazias ou contendo remanescentes celulares.
Aumento original: 100x. Barras de escala: 200 um. Coloracdo: Hematoxilina e
Eosina (H&E).

5.4 Histometria

Analisando a porcentagem de tecido 6sseo neoformado (TONF), pode-
se observar o maior valor para VEI (p<0,05) em comparacdo aos grupos ZOL,
ZOL+PENTO, ZOL+TOCO e ZOL+PENTO+TOCO, em que as terapias

testadas e o grupo ZOLapresentaram valores similares (p>0,05) (Figura 17).
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Figura 17. Porcentagem de tecido 6sseo neoformado (TONF) no sitio de
extracdo dental aos 28 dias pds exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-Wilk,
Andlise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. Simbolos: T, diferenca

estatisticamente significante em relagdo ao grupo VEI.

Na porcentagem de tecido 6sseo nao vital (TONV) o grupo ZOL
apresentou o maior valor na comparacdo com as terapias realizadas
(ZOL+PENTO, ZOL+TOCO e ZOL+PENTO+TOCO, ZOL+TOCO) (p<0,05). As
terapias nao diferiram na comparacao entre elas mesmo (p>0,05). O menor
resultado foi observado no grupo VEI com diferenca estatistica em relacdo aos

grupos ZOL e as terapias (p<0,05) (Figura 18).



45

TONV

TF

VEI ZOL ZOL-Pe ZOL-To ZOL-PeTo

Figura 18. Porcentagem de tecido 6sseo nao vital (TONV) nas adjacéncias do
sitio de extracdodental aos 28 dias p0s exodontia. Testes estatisticos: Shapiro-
Wilk, Andlise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. Simbolos: T,
diferenca estatisticamente significante em relacédo ao grupo VEI; %, diferenca

estatisticamente significante em relagdo ao grupo ZOL.
6. DISCUSSAO

MRONJ vem sendo muito investigada desde o principio devido a seu
mecanismo fisiopatolégico e manejo. Nos “papers” de posicionamento da
AAOMS (2009, 2014, 2022), estes expdem a doenca em estagios conforme
caracteristicas clinicas e radioldgicas, abordando tratamentos conservadores
e cirargicos além de fatores de risco para seu desenvolvimento (1, 31, 32).
Devido sua etiologia multifatorial, seu manejo se torna dificultado, porém
devem, segundo Khan et al. (2015), auxiliar o prognostico e melhorar a

gualidade de vida dos pacientes (33).

A busca de terapias adjuvantes ao tratamento desta condi¢céo é baseada
na melhora dereparo de tecido 6sseo e mole, ja que pacientes que fazem uso
dos bifosfonatos apresentam alteracdo na remodelacéo tecidual, a qual pode
perdurar por até mais de dez anos devido a alta afinidade deste a hidroxiapatita
(2, 33). O presente estudo utiliza um modelo experimental mimetizando

alteracdo fisiologica no tecido 0sseo através da ovariectomia e aplicacdo de



46

doses animais oncoldgicas de Zoledronato, por ser a medicagcdo mais utilizada
para tratamento de alteracdes osteoliticas, principalmente a osteoporose.
Clinicamente, as mulheres que tiverem na menopausa, com a deplecdo da
producdo do estrégeno e que desenvolverem a osteoporose com risco de
fraturas dos ossos longos ou da coluna vertebral ou cervical, necessitam de

doses maiores de antirreabsortivos (4, 33, 34).

Ruggiero et al. (2022) classifica a exodontia e a doenga periodontal
como os principais fatores de risco para o desenvolvimento de MRONJ, sendo
a mandibula em regido de molares a area com maior risco de ocorréncia. Além
disso, Bohn & Schussel (2015) indicam condi¢des sistémicas, idade, sexo e
tabagismo como associada a MRONJ. A inibicdo de remodelacdo éssea
somado a dificuldade de angiogénese a nivel de tecido mole e condi¢cbes

sistémicas associadas levam a ocorréncia dos sinais clinicos da osteonecrose

).

O protocolo de Pentoxifilina e Tocoferol aplicado a pacientes foi baseado
nos estudos de Delain e Lefaix (2007) e Mcleod et al. (2011) e convertidos para
dose animal utilizandoa férmula de Reagan-Shaw et al. (2019) (19, 35, 36). H&
uma limitacdo de estudos pré-clinicos que utilizem a associacdo destes
medicamentos, por esse motivo, este modelo experimental se torna um
resultado importante para literatura. Este protocolo medicamentoso foi usado
anteriormente para tratamento de osteorradionecrose, evidenciado por Bohn &
Schussel (2015) com cicatrizagdo completa de fistulas em quase90% dos casos

com 90 dias de uso (2).

Alteracbes clinicas frequentemente observadas em pacientes em
estagios iniciais e avancados da doenca ndo foram observados nos animais
gue receberam as terapias isoladamente ou associadas, somente regidoes de
reparo 6Osseo tardio, porém sem exposicdes de tecido Osseo extensa e
presenca de sinais de infecgdo. Isso pode ser confirmado através da histologia,
em que foi possivel observar regides de tecido 0sseo vital através da evidéncia

de lacunas preenchidas com ostedcitos.
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E importante ressaltar que a Pentoxifiina € contraindicada para
cardiopatas, hepatopatas e nefropatas, além de ndo poder ser associada ao
uso de anticoagulantes e hipoglicemiantes, podendo agravar seus efeitos.
Essas caracteristicas podem limitar sua aplicacdo (2). Neste contexto, foi
observado neste estudo que o uso isolado do Tocoferolreproduziu tecido ésseo
neoformado de modo semelhante a Pentoxifilina, possivelmente podendo ser
prescrito a pacientes que apresentem fatores de risco de complicacdes
relacionadas a mesma e apresentarem os mesmos resultados. Tendo em vista
gue nao héa estudos clinicos que investigaram a administracdo isolada de
Tocoferol na prevengado ou tratamento das MRONJ e, também associadas a
outras terapias adjuvantes otimizadoras dos tecidos, esses questionamentos

clinicos deverao ser investigados num futuro préximo.

A analise histométrica evidenciou maior area de 0sso neoformado para 0
grupo VEI em comparacdo com os demais e as terapias administradas néo
diferiram entre si nem emcomparacao ao grupo ZOL. Corroborando com isso,
foi observado uma reducédo significativa da porcentagem de o0sso nao vital
para todas as terapias com Pentoxifilina associadas ou ndo ao Tocoferol na
comparacao ao ZOL e obtencdo de parametros microtomograficos que indicam
ter aumentado a dindmica do tecido 6sseo com maior porosidade (menor
densidade). Os dados deste estudo levam a acreditar na otimizacdo do tecido
0sseo com as terapias realizadas. Os proximos passos deste trabalho, com as
analises imunoistoquimicas, contribuirdo para a confirmacdo desses achados

guanto a dinamica do tecido ésseo, com énfase nas respostas de angiogénese.

E evidente que a completa reparacéo do alvéolo n&o foi observada e era
o esperado, ja que ha administracdo de medicagdbes com uma
farmacodinamica sérica e ndo esta proposto, neste momento, a reconstrugao
ou preservacdo 6ssea alveolar. E necesséario compreender que altas doses de
ZOL, como outros bifosfonatos que tem alto nivel sérico,a proposta deve ser de
entendimento da patofisiologia tanto do desenvolvimento da MRONJ, como da
sua prevencdo. E como inferido por Bohn & Schussel (2015), além das
medicacdes aqui testada, a associagcdo com um protocolo de antibioticoterapia
e a cirurgia para remocdo de sequestros, podem favorecer ainda mais a

reparacao tecidual (2).
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7. CONCLUSAO

Diante do exposto, pode-se inferir que a Pentoxifilina e o Tocoferol
associados ouadministrados de forma isolados (PENTO ou TOCO) atuam de
modo benéfico no tratamento ou evitando a ocorréncia da MRONJ,
melhorando a qualidade tecidual, permitindo manutencédo clinica local e

osteogénese.
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado de aprovacdo da Comissido de Etica no Uso de
Animais (CEUA).
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FACULDADE DE COONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
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CEUA - Ethics Commitiss on the Uss of Animals

CERTIFICADO
Certfficamos que o Projeto de Pesquisa inttulado "Efeito da Pentoxifilina e
Tocoferol no tratamento de osteonecrose dos maxilares apos a exodontia em
ratas ovariectomizadas e tratadas com medicag3o antirreabsortiva”, Processo
FOA n® 0006-2022, sob responsabilidade de Leonardo Perez Faverani apresenta um
protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio
Animal e sua execugdo foi aprovada pela CEUA em 24 de Fevereiro de 2022.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 31 de Margo de 2023.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 01 de Maio de 2023

CERTIFICATE
We certify that the study entiied "Effect of Pentoxifyllie and Tocopherol in the
treatment of osteonecrosis of jaws after tooth extraction in ovariectomized rats
treated with antiresorptive medication™, Protocol FOA n® 00968-2022, under the
supervision of Leonardo Perez Faverani presents an experimental protocol n
accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its
mplementation was approved by CEUA on February 24, 2022.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: March 31, 2023.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: May 01, 2023.
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