UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE

GABRIELLE DELFRATE

EFEITO DA PENTOXIFILINA E a-TOCOFEROL NA OSTEONECROSE DE
MANDIBULA INDUZIDA POR BIFOSFONATO: ANTES E DEPOIS DA
EXODONTIA

PONTA GROSSA - PR
2021



GABRIELLE DELFRATE

EFEITO DA PENTOXIFILINA E a-TOCOFEROL NA OSTEONECROSE DE
MANDIBULA INDUZIDA POR BIFOSFONATO: ANTES E DEPOIS DA
EXODONTIA

Dissertacdo apresentada para a obtencéo do titulo
de Mestre em Ciéncias da Saude, Universidade
Estadual de Ponta Grossa, &rea de atencao
interdisciplinar em saude.

Orientador (a): Prof. Dr. Gilson Cesar Nobre Franco
Coorientador (a): Prof. Dra. Mariane de Faria Moss

PONTA GROSSA - PR
2021



Delfrate, Gabrielle

D351 Efeito da pentoxifilina e a-tocoferol na osteonecrose de mandibula induzida
por bifosfonato: antes e depois da exodontia / Gabrielle Delfrate. Ponta Grossa,
2021.
39 f.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Salde - Area de Concentracio:
Atencao Interdisciplinar em Salde), Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Gilson Cesar Nobre Franco.
Coorientadora: Profa. Dra. Mariane de Faria Moss.

1. Bifosfonatos. 2. Cirurgia bucal. 3. Osteonecrose. 4. Inibidores da
fosfodiesterase. 5. Vitamina e. I. Franco, Gilson Cesar Nobre. Il. Moss, Mariane
de Faria. lll. Universidade Estadual de Ponta Grossa. Atencao Interdisciplinar em
Salde. IV.T.

CDD: 617.6

Ficha catalografica elaborada por Maria Luzia Fernandes Bertholino dos Santos- CRB9/986



GABRIELLE DELFRATE

EFEITO DA PENTOXIFILINA E a-TOCOFEROL NA OSTEONECROSE DE
MANDIBULA INDUZIDA POR BIFOSFONATO: ANTES E DEPOIS DA
EXODONTIA

Dissertagdo apresentada para obtencdo do titulo de mestre em Ciéncias da Saude na
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Area de Atencéo Interdisciplinar em Salde.

Ponta Grossa, 22 de abril de 2021.

Prof. Dr. Gilson Cesar Nobre Franco
Doutor em Odontologia
Associacdo Brasileira do Odontologia

Prof. Dr. Daniel Fernandes
Doutor em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Catarina

Moo, Dowdare Ao Mk

Profa. Dra. Marcela Claudino da Silva Nardino
Doutora em Odontologia
Universidade Estadual de Ponta Grossa



RESUMO

Esse estudo avaliou o efeito da administracdo de pentoxifilina e a-tocoferol (PENTO)
antes ou depois da exodontia, na terapia da osteonecrose de mandibula relacionada
a medicamentos (MRONJ) em ratos submetidos a aplicacdo de &cido zoledrdnico
(AZ). Sessenta ratos Wistar foram divididos em trés grupos de prevencédo (Controle,
BF e BF+PENTO/P) e trés grupos de tratamento (Controle, BF e BF+PENTO/T), com
10 animais cada. 0,1 mg/kg de AZ foi aplicado duas vezes por semana por 12
semanas nos grupos BF e BF+PENTO. Na 6° semana, todos os animais foram
submetidos a exodontia, sendo que BF+PENTO/P recebeu 50 mg/kg/dia de
pentoxifilina e 80 mg/kg/dia de a-tocoferol uma semana antes do procedimento, até a
eutanasia, com 12 semanas. BF+PENTO/T recebeu o mesmo protocolo PENTO a
partir da 12° semana, encerrando com 16 semanas. A presenca e severidade da
osteonecrose foi avaliada pela analise clinica, imaginoldgica e histolégica da
hemimandibula. O tratamento com PENTO, poés-exodontia, reduziu a incidéncia
histologica de osteonecrose em 50%. Além disso, o grupo BF+PENTO/T demonstrou
diminuir porcentagem de lacunas de ostedcitos vazias e area necrotica, diminuir a
presenca de sequestros 6sseos e aumentar o niamero de ostedcitos e fluxo sanguineo
alveolar, reduzindo a severidade da MRONJ (p<0,05). No grupo BF+PENTO/P houve
somente redugdo na porcentagem de lacunas vazias (p<0,05). N&o foi observado o
efeito da pentoxifilina e a-tocoferol, quando administrados antes da exodontia, na
prevencdo de MRONJ. Entretanto, a aplicacdo de pentoxifilina e a-tocoferol como
tratamento, pos exodontia, diminuiu a incidéncia radiologica e histolégica de MRONJ,
além de reduzir o escore de severidade da doenca. Esse efeito foi atribuido ao
aumento de ostedcitos e do fluxo sanguineo na area de exodontia.

Palavras chave: Bifosfonatos, Cirurgia Bucal, Osteonecrose, Inibidores da
Fosfodiesterase, Vitamina E



ABSTRACT

This study evaluated the effect of the administration of pentoxifylline and a-tocopherol
(PENTO) before or after tooth extraction, in the therapy of medication-related jaw
osteonecrosis (MRONJ) in rats submitted to the application of zoledronic acid (AZ).
Sixty Wistar rats were divided into three prevention groups (Control, BF and BF +
PENTO / P) and three treatment groups (Control, BF and BF + PENTO / T), with 10
animals each. 0.1 mg / kg of AZ was applied twice a week for 12 weeks in the BF and
BF + PENTO groups. On the 6th week, all animals underwent extraction. BF + PENTO
/ P received 50 mg / kg / day of pentoxifylline and 80 mg / kg / day of a-tocopherol one
week before the procedure, until euthanasia, at 12 weeks. BF + PENTO / T received
the same PENTO protocol from the 12th week, ending with 16 weeks. The presence
and severity of osteonecrosis was assessed by clinical, imaging and histological
analysis of the jaw. Treatment with PENTO, after extraction, reduced the histological
incidence of osteonecrosis by 50%. In addition, the BF + PENTO / T group has been
shown to decrease the percentage of empty osteocyte gaps and the necrotic area,
decrease the presence of bone sequestration and increase the number of osteocytes
and alveolar blood flow, reducing the severity of MRONJ (p <0.05). In the BF + PENTO
/ P group, there was only a reduction in the percentage of empty gaps (p <0.05). The
effect of pentoxifylline and a-tocopherol, when administered before extraction, was not
observed in the prevention of MRONJ. However, the application of pentoxifylline and
a-tocopherol as a treatment, after extraction, decreased the radiological and
histological incidence of MRONJ, in addition to reducing the disease severity score.
This effect was attributed to the increase in osteocytes and blood flow in the extraction
area.

Keywords: Bisphosphonates, Oral Surgery, Osteonecrosis, Phosphodiesterase
Inhibitors, Vitamin E
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1 INTRODUCAO GERAL

A osteonecrose de mandibula relacionada a medicamentos, conhecida
internacionalmente pelo termo medication-related osteonecrosis of the jaw (MRONJ)
foi relatada pela primeira vez por Marx em 2003 (MARX, 2003). Desde entdo, o
namero de casos tem aumentado se tornando um desafio para os profissionais de
saude, por se tratar de uma condicéo clinica de dificil manejo que requer abordagem
multidisciplinar (HEIFETZ-LI et al., 2019; DRUDGE-COATES et al., 2020).
Inicialmente, a osteonecrose de mandibula era relacionada exclusivamente ao uso de
bifosfonatos (BFs). Porém, esta condicdo passou a ser desencadeada por outras
classes de medicamentos, entre eles o antirreabsortivo denosumab e o anticorpo
antiangiogénico bevacizumab (QI et al., 2013; SIVOLELLA et al., 2013). Ainda assim,
a maioria dos casos de MRONJ sao decorrentes do uso de BFs (EGUIA; BAGAN,;
CARDONA, 2020).

De acordo com a Associacdo Americana de Cirurgides Orais e Maxilofaciais
(AAOMS), pacientes com MRONJ se enquadram nas seguintes caracteristicas: (1)
tratamento atual ou anterior com agentes antirreabsortivos ou anti-angiogénicos; (2)
0SS0 exposto ou 0sso que possa ser sondado através de fistula intra ou extra-oral na
regido maxilofacial, e que persiste por mais de 8 semanas; e (3) sem histérico de
radioterapia ou doenga metastatica na mandibula (RUGGIERO et al., 2014). A
condicao manifesta-se com maior frequéncia apés um fator traumatico local, como
doenca periodontal, exodontia ou outras cirurgias orais (KUN-DARBORIS et al., 2018).
Os mecanismos de desenvolvimento da doenca envolvem a inibicdo da reabsorcao e
remodelacdo éssea, inibicdo da angiogénese e processo inflamatério e infeccioso
(RUGGIERO et al., 2014; BOLETTE et al., 2019).

O tratamento de escolha depende do estagio de desenvolvimento da doenca,
podendo variar de analgésicos e antibidticos, até desbridamento e/ou resseccao
completa da &rea necrética (RUGGIERO et al., 2014; ALDHALAAN; BAQAIS; AL-
OMAR, 2020). Visto que as estratégias atuais alcancam uma baixa taxa de remissao
(BRIERLY et al., 2019), muitas pesquisas buscam desenvolver terapias adjuvantes
(RODRIGUEZ-SANCHEZ et al., 2020). Pentoxifilina e tocoferol (PENTO) s&o
medicamentos inicialmente utilizados para o tratamento da osteorradionecrose

(ORN), uma condi¢céo com fisiopatologia diferente da MRONJ, mas que compartilha
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algumas similaridades, como a exposicao 6ssea mandibular (DELANIAN; DEPONDT;
LEFAIX, 2005; GRISAR et al.,, 2016). O tratamento com PENTO foi utilizado em
estudos clinicos como protocolo de tratamento para MRONJ e apresentou resultados
promissores. Entretanto, os autores reportam que a resolug&o dos casos ocorreu entre
3 e 48 meses, um tempo variavel e que pode atingir uma longa duracdo (EPSTEIN et
al., 2010; OWOSHO et al., 2016; HEIFETZ-LI et al., 2019). Nessas condicdes, €&
necessario estabelecer uma medida preventiva ao desenvolvimento de MRONJ.
Diante do potencial do protocolo PENTO em reverter o quadro de necrose 0ssea, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito dos medicamentos pentoxifilina e a-
tocoferol, guando administrados antes ou depois da exodontia, no desenvolvimento

de MRONJ em ratos submetidos ao tratamento sistémico com bifosfonato.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administragcdo de pentoxifilina e a-tocoferol, antes
(prevencdo) ou depois (tratamento) da exodontia, no desenvolvimento de
osteonecrose de mandibula, em ratos submetidos ao tratamento sistémico com acido

zoledronico.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

Analisar o efeito da pentoxifilina e a-tocoferol sobre as manifestag@es clinicas
da osteonecrose de mandibula: Ulcera, fistula, exposicao 6ssea, eritema e edema.
Avaliar a acdo da pentoxifilina e a-tocoferol sobre a incidencia da

osteonecrose de mandibula por meio da andlise histolégica.

Avaliar a acdo da pentoxifilina e a-tocoferol sobre a presenca/auséncia de

sequestros 6sseos por meio da analise radiografica.

Analisar o efeito da pentoxifilina e a-tocoferol sobre o escore de severidade

da osteonecrose de mandibula.
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RESUMO

Objetivo: Esse estudo avaliou o efeito da administracdo de pentoxifilina e a-tocoferol (PENTO) antes
ou depois da exodontia, na terapia da osteonecrose de mandibula relacionada a medicamentos
(MRONJ) em ratos submetidos a aplicac@o de &cido zoledrdnico (AZ).

Metodologia: Sessenta ratos Wistar foram divididos em trés grupos de prevengdo (Controle, BF e
BF+PENTO/P) e trés grupos de tratamento (Controle, BF e BF+PENTO/T), com 10 animais cada. 0,1
mg/kg de AZ foi aplicado duas vezes por semana por 12 semanas nos grupos BF e BF+PENTO. Na 6°
semana, todos os animais foram submetidos a exodontia, sendo que BF+PENTO/P recebeu 50
mg/kg/dia de pentoxifilina e 80 mg/kg/dia de a-tocoferol uma semana antes do procedimento, até a
eutanasia, com 12 semanas. BF+PENTO/T recebeu o mesmo protocolo PENTO a partir da 12°
semana, encerrando com 16 semanas. A presenca e severidade da osteonecrose foi avaliada pela
andlise clinica, imaginoldgica e histoldgica da hemimandibula.

Resultados: O tratamento com PENTO, pds-exodontia, reduziu a incidéncia histolégica de
osteonecrose em 50%. Além disso, o grupo BF+PENTO/T demonstrou diminuir porcentagem de
lacunas de ostedcitos vazias e area necrética, diminuir a presenca de sequestros 4sseos e aumentar
0 numero de ostedcitos e fluxo sanguineo alveolar, reduzindo a severidade da MRONJ (p<0,05). No
grupo BF+PENTO/P houve somente reduc¢do na porcentagem de lacunas vazias (p<0,05).
Conclusdes: PENTO antes da exodontia ndo preveniu o desenvolvimento de MRONJ. PENTO como
tratamento pos exodontia, diminuiu a incidéncia radiologica e histolégica de MRONJ, além de reduzir o
escore de severidade da doenca.

Palavras chave: Bifosfonatos, Cirurgia Bucal, Osteonecrose, Inibidores da Fosfodiesterase, Vitamina E

ABSTRACT

Objective: Evaluated the effect of the administration of pentoxifylline and a-tocopherol (PENTO) before
or after tooth extraction, in the therapy of medication-related jaw osteonecrosis (MRONJ) in rats
submitted to the application of zoledronic acid (AZ).

Methodology: Sixty Wistar rats were divided into three prevention groups (Control, BF and BF +
PENTO/P) and three treatment groups (Control, BF and BF+PENTO/T), 10 animals each. 0.1 mg/kg of
AZ was applied twice a week for 12 weeks in BF and BF+PENTO groups. On 6th week, all animals
underwent extraction. BF+PENTO/P received 50 mg/kg/day of pentoxifylline and 80 mg/kg/day of a-
tocopherol one week before the procedure, until euthanasia, at 12 weeks. BF+PENTO/T received the
same PENTO protocol from the 12th week, ending with 16 weeks. The presence and severity of
osteonecrosis was assessed by clinical, imaging and histological analysis of the jaw.
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Results: Treatment with PENTO, after extraction, reduced the histological incidence of osteonecrosis
by 50%. In addition, the BF+PENTO/T group has been shown to decrease the percentage of empty
osteocyte gaps and the necrotic area, decrease the presence of bone sequestration and increase the
number of osteocytes and alveolar blood flow, reducing the severity of MRONJ (p<0.05). In the
BF+PENTO/P group, there was only a reduction in the percentage of empty gaps (p<0.05).
Conclusions: PENTO before extraction did not prevent the development of MRONJ. PENTO as a post-
extraction treatment, decreased the radiological and histological incidence of MRONJ, in addition to
reducing the disease severity score.

Keywords: Bisphosphonates, Oral Surgery, Osteonecrosis, Phosphodiesterase Inhibitors, Vitamin E

3.1 INTRODUCAO

A osteonecrose de mandibula relacionada a bifosfonatos (BRONJ) foi relatada
por Marx (2003) como exposicdo O0ssea dolorosa, ndo respondente a cirurgia ou
tratamentos, em pacientes que faziam uso de pamidronato ou zoledronato. Desde
entdo, outros medicamentos antirreabsortivos, antiangiogénicos, imunossupressores
e anti-inflamatorios foram relacionados a doenca, sendo aderido o termo
osteonecrose de mandibula relacionada a medicamentos (MRONJ) (Ruggiero et al.,
2014; Eguia, Bagan, & Cardona, 2020). Ainda assim, a maioria dos casos Ss&o
relacionados ao uso de bifosfonatos (BFs). BFs sdo uma classe de antirreabsortivos
amplamente indicados para o tratamento de osteoporose, hipercalcemia, mieloma
multiplo e metastases 0sseas. Essas drogas sdo bastante utilizadas em todo o mundo,
colocando milhares de pessoas em risco de desenvolver MRONJ (Aldhalaan, Bagais,
& Al-Omar, 2020; Adachi et al., 2020).

O manejo da MRONJ é um desafio para os profissionais da saude. A doenca
pode levar a dor significativa, perda 6ssea e reducéo da qualidade de vida do paciente
(Brauner et al., 2021). Além disso, muitos casos sao refratarios ao tratamento, nao
sendo definido um padréo ouro (Brierly et al., 2019; Drudge-Coates et al., 2020). Trés
categorias de intervengdo sdo descritas na literatura: tratamento conservativo da
osteonecrose (analgésicos e antimicrobianos sistémicos e locais), sequestrectomia e
tratamentos adjuvantes (Drudge-Coates et al., 2020; He et al., 2020; Varoni et al.,
2021). Entre as terapias adjuvantes, destaca-se o uso de fatores de crescimento como
proteina morfogenética 6éssea (Rahim, Salt, & Heliotis, 2015) e plasma rico em
plaguetas (Cardoso et al., 2019), laser de baixa intensidade (Rodriguez-Sanchez et
al., 2020) e pentoxifilina e tocoferol (PENTO) (Owosho et al., 2016).

A pentoxifilina (PTX) € um inibidor n&o seletivo da enzima fosfodiesterase
(PDE) utilizada para o tratamento de doenca vascular periférica (Windmeier, &
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Gressner, 1997). O tocoferol (TO) é uma isoforma da vitamina E, um importante
agente antioxidante com propriedades anti-inflamatérias e no metabolismo 6sseo
(Shuid et al., 2009). Inicialmente, esses medicamentos foram utilizados para o
tratamento da osteorradionecrose (ORN), uma condi¢cdo com fisiopatologia diferente
da MRONJ, mas que compartilha algumas similaridades, como a exposi¢cao 0ssea
mandibular. O protocolo PENTO mostrou bons resultados, sendo um dos principais
tratamentos utilizados na ORN (Delanian; Depondt & Lefaix, 2005; Grisar et al., 2016).

Diante disso, estudos clinicos aplicaram o protocolo PENTO no tratamento da
MRONJ (Epstein et al., 2010; Magremanne & Reychler, 2014; Owosho et al., 2016;
Seo et al., 2020). Os resultados reportaram a remissao de casos em um tempo médio
de 10,6 meses (variando de 3 a 48 meses) (Cavalcante & Tomasetti, 2020). A
possibilidade de periodos muito prolongados de tratamento e a falta de evidéncias
cientificas, faz com que o protocolo PENTO ainda nao seja utilizado como padrao ouro
no tratamento da MRONJ (Heifetz-Li et al., 2019). Diante da dificuldade encontrada
na terapia da doenca, uma medida profilatica para pacientes em risco de desenvolver
MRONJ seria de grande relevancia (Imada et al., 2019).

Até o momento, a prevencdo da MRONJ é baseada em acompanhamento
odontologico (Di Fede et al., 2018) e utilizagdo de antibioticoterapia antes e depois de
procedimentos orais (Bermudez-Bejarano et al., 2017), visto que traumas na mucosa,
como extracdes dentarias, sdo considerados os principais fatores desencadeantes da
MRONJ (Lodi et al., 2010; Khan et al., 2017). A PTX e TO possuem propriedades
farmacoldgicas na remodelacdo 0ssea, angiogénese e diminuicdo da inflamacao (Li,
& Wang, 2019; Pal et al., 2019; Wong et al., 2019). Os medicamentos possuem efeitos
sinérgicos que podem atuar na etiologia da MRONJ, mas a acdo na prevencao da
doenca ainda nao foi elucidada. A utilizacdo do protocolo PENTO em pacientes de
risco que necessitam de cirurgia oral poderia evitar um longo periodo de tratamento
ou diminuir a gravidade da exposicdo 0ssea, facilitando o manejo da MRONJ. Diante
disso, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da administracdo de
pentoxifilina e a-tocoferol, antes ou depois da exodontia, no desenvolvimento da
osteonecrose de mandibula em ratos submetidos ao tratamento sistémico com

bifosfonato.
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3.2MATERIAL E METODOS

3.2.1 Consideracdes Eticas e Manipulac&o Animal

Foram utilizados ratos machos Wistar adultos (294,5 g £ 24,5) provenientes
do Nucleo Avancado de Estudos da Vida (NAEVI) da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG) (Ponta Grossa, PR). Gaiolas de polipropileno, com 4 a 5 animais
cada, foram mantidas em estantes verticais, no regime 12/12h (claro e escuro), com
temperatura controlada (25°C). Os animais receberam dieta comercial normoproteica
e agua natural ad libitum. Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Utilizagcdo de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (niUmero de
protocolo 0045162) e seguiu as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério (SBCAL) e as diretrizes da Animal Research: Reporting of
In Vivo Experiments (ARRIVE) (Percie du Sert et al., 2020).

3.2.2 Delineamento Experimental

Sessenta animais foram separados aleatoriamente em 6 grupos
experimentais, com 10 animais cada. Trés grupos seguiram o0 delineamento
experimental de prevencao (Controle, BF e BF+PENTO/P) (Fig. 1a) e trés grupo
seguiram o delineamento experimental de tratamento (Controle, BF e BF+PENTO/T)
(Fig. 1b). O calculo amostral foi realizado no programa Gpower 3.1 (Faul et al., 2007),
com base em dados prévios do grupos de pesquisa (Mecca, 2018). Os calculos foram
realizados a partir da média e desvio padrdo da avaliacao histologica, estabelecendo
um poder do teste de 85%, tamanho de efeito (d de Cohen) de 0,5 e nivel de
significancia (p) de 0,05.
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Inicio da
a) profilaxia  Exodontia Eutanasia
0 5 6 12
Semanas | ‘ . |
Controle SS SS
BF AZ AZ + SS
BF+PENTO/P | | AZ AZ + PENTO
Inicio do
b) Exodontia tratamento Eutanasia
Semanas | 16 112 116
Controle SS SS
BF AZ SS
BF+PENTO/T AZ PENTO

Figura 1. Delineamento experimental dos grupos de prevencdo (a) e tratamento (b). Nos dois
delineamentos, a exodontia do primeiro molar inferior foi realizada na sexta semana e administracao
de acido zoledronico foi realizada por 12 semanas. No delineamento “a”, pentoxifilina e tocoferol foram
administrados uma semana antes da exodontia e 6 semanas depois. No delineamento “b”, pentoxifilina
e tocoferol foram administrados ap6s o fim da aplicagdo de AZ, da 12° a 16° semana. (SS: Solucao
salina; AZ: Acido zoledrénico; PENTO: Pentoxifilina e a-tocoferol). Fonte: A autora.

O mesmo método para inducdo de MRONJ, adaptado de Cérdova et al.
(2016), foi utilizado em ambos os delineamentos. Foi administrado 0,1 mg/kg via
intraperitoneal de acido zoledrénico (AZ) (Sigma-Aldrich, Charleston, WV, EUA) duas
vezes por semana, por 12 semanas, nos grupos BF, BF+PENTO/P e BF+PENTO/T.
A dose total de AZ administrada foi equivalente a 4 semanas de terapia para mieloma
multiplo em um adulto de 70 kg (Pozzi et al., 2009). Os grupos controle receberam 1
mL/dia de solugéo salina (SS) via gavagem no mesmo periodo.

Na semana 5 o grupo BF+PENTO/P iniciou a terapia profilatica com 50
mg/kg/dia i.p. de pentoxifilina (Vascer®; Chemical Union; Sdo Paulo, SP, Brasil) e 80
mg/kg/dia de a-tocoferol (Florien Fitoativos; Piracicaba, SP, Brasil) via gavagem diaria
até o dia da eutanasia, com 12 semanas. As doses administradas foram baseadas na
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férmula de Reagan-Shaw, Nihal e Ahmad (2007), considerando uma dose diaria total
em humanos de 800 mg de PTX e 1000 Ul de TO (Heifetz-Li et al., 2019).

Na semana 6, sob anestesia geral com quetamina (70 mg/kg i.p.; Cetamin®;
Syntec, Santana de Parnaiba, SP, Brasil) e xilazina (10 mg/kg i.p.; Xilasin®; Syntec,
Santana de Parnaiba, SP, Brasil), todos os seis grupos foram submetidos a exodontia
do primeiro molar inferior esquerdo (Howie et al., 2015). Seis semanas apds a
exodontia, todos os grupos encerraram a administracdo de AZ, mas somente o0s trés
grupos de prevengao foram eutanasiados.

J& os grupos de tratamento foram eutanasiados com 16 semanas, apos
terapia de 4 semanas. A partir da 12° semana, 0s grupos controle e BF receberam 1
mL de solucdo salina via gavagem e o grupo BF+PENTO/T recebeu o protocolo
PENTO supracitado.

3.2.3 Anélise Clinica

Antes do procedimento de eutanasia, sob anestesia geral, todos os animais
foram posicionados em dispositivos experimentais apropriados. Um examinador
experiente avaliou a area de exodontia quanto a presenca de reparo 0sseo alveolar

ou exposicao 0ssea (Fig. 2). Em seguida, foi avaliada a presenca/auséncia de Ulcera,

fistula, edema e eritema, caracteristicas clinicas da osteonecrose.

Figura 2. Analise clinica. A) Modelo de reparo 6sseo alveolar apds exodontia do primeiro molar inferior
esquerdo, a seta indica o local de exodontia. B) Modelo de exposigdo 0ssea apds exodontia do primeiro
molar inferior esquerdo, a seta indica o local de exodontia e presenca de osteonecrose. Fonte: A autora.
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3.2.4 Analise do Fluxo Sanguineo Local

Apos a analise clinica, foi avaliado o fluxo sanguineo no local da exodontia
por meio do Laser Doppler Blood Flow (Moor Instruments Ltd, Axminster, UK). A sonda
do equipamento foi posicionada na regido central do alvéolo, evitando contato com a
mucosa do animal com distancia vertical de 1mm. Um Unico operador realizou trés
diferentes medidas de 10 segundos para cada regido. Esses dados foram gravados e
analisados utilizando o software fornecido pelo fabricante (MoorSoft for Windows /
moorLDLS?2). Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias (UA).

3.2.5 Eutanasia

Apos a andlise clinica e do fluxo sanguineo, os animais foram eutanasiados
por sobredose anestésica utilizando quetamina (210 mg/kg i.p.; Syntec, Brasil) e
xilazina (30 mg/kg i.p.; Syntec, Brasil). Em seguida, as hemimandibulas esquerdas

foram coletadas e fixadas em solucdo de formalina tamponada 10% por 24 horas.

3.2.6 Analise Radiografica

As radiografias foram realizadas por meio de um aparelho digital (Gnatus, Sao
Paulo, SP, Brasil). A obtencdo das imagens radiogréficas foi realizada com as
hemimandibulas posicionadas paralelamente ao filme radiografico digital, com
distancia focal de 10 cm e tempo de exposicdo de 0,16 segundos. As imagens
radiograficas foram avaliadas qualitativamente em relacéo a presenca ou auséncia de
sequestro 0sseo, raiz residual e reparo 6sseo alveolar no local de exodontia (Jabbour
et al., 2014, Silva et al., 2015).

3.2.7 Analise Histologica

Ap6s a andlise radiografica, as hemimandibulas foram submetidas a
descalcificagdo em &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 9% com trocas diarias
até a confirmacao da desmineralizacdo. Em seguida, as amostras foram processadas
em um sistema histotécnico semi-fechado (Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL,

United States) seguindo as etapas de desidratacdo, diafanizacdo e impregnacao em
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parafina (Howie et al., 2015). Cortes semi-seriados com espessura de 5 um foram
realizados em microtomo (Lupetec, Sao Paulo, SP, Brasil) e coradas com hematoxilina
e eosina (HE).

As laminas foram analisadas usando um microscopio binocular em aumento
de 400x (Olympus, Séo Paulo, SP, Brasil). Em cada lamina, apés a identificacdo do
segundo e terceiro molar, quatro campos foram fotografados a partir do local de
exodontia do primeiro molar inferior (Fig. 3). As imagens obtidas foram avaliadas por
meio do software ImageJ (National Institute of Mental Health-Bethesda, Maryland,
USA). Utilizando a ferramenta “pontos multiplos”, os seguintes elementos foram
guantificados: vasos sanguineos, ostedcitos e lacunas de ostedcitos vazias (Fig. 4). A
osteonecrose foi caracterizada como a presenca de oito lacunas de ostedcitos vazias
adjuntas (Pacheco et al., 2015). A ferramenta “maos livres” do programa foi utilizada

para mensurar a area 0ssea total e area com lacunas vazias, obtendo a taxa de 0sso

necratico.

Figura 3. Casualizacdo de campos. As quatro autoformas circulares em preto indicam as regifes de
interesse fotografadas na analise histologica. Fonte: A autora.
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Figura 4. Elementos histoldgicos quantificados com o auxilio do software ImageJ. Seta 1: Vaso
sanguineo. Seta 2: Ostedcito. Seta 3: Lacuna de ostedcito vazia. Fonte: A autora.

3.2.8 Classificacao do Grau de Severidade

Os animais que tiveram a presenca de osteonecrose confirmada, foram

classificados em relacdo ao grau de severidade da MRONJ. Esta classificacéao levou

em consideracdo os parametros clinicos, imaginolégicos e histolégicos da doenca,

conforme descrito na Tabela 1. Os scores foram baseados nos estagios da MRONJ

em humanos descritos por Ruggiero et al. (2014).

Tabela 1. Severidade da osteonecrose subclinica e clinica de acordo com os escores I, 11, 111, V.

Osteonecrose subclinica

Osteonecrose clinica

Escore | Histologia (8 lacunas Radiografia Ulcera macroscopica | Fistula macroscopica
vazias adjuntas) (sequestro 6sseo)
[ + - - -
I + + - -
I + + + -
v + + + +

Fonte: A autora.
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3.2.9 Andlise Estatistica

A normalidade dos dados quantitativos foi avaliada com o teste Shapiro-Wilk,
bem como a analise da homogeneidade da variancia. Estatisticas analiticas e
descritivas foram conduzidas com modelos paramétricos (one-way ou two-way
ANOVA e pés teste de Turkey) e ndo-paramétricos (Kruskal-Wallis e pos teste de
Dunn’s) pelo software Graph Pad Prism 7 (University of California, San Diego, USA).
Para dados nominais dicotdmicos qualitativos foi utilizado o teste exato de Fisher. O
nivel de significancia adotado foi 5% (p<0,05).

3.3RESULTADOS

3.3.1 Manifestagdo Clinica da Osteonecrose

A administracdo de PENTO antes da exodontia ndo diminuiu
significativamente a presenca de exposi¢cado 0ssea, Ulcera, fistula, edema e eritema
em relagéo ao grupo BF. (Tabela 2). A administracdo de PENTO como tratamento,
pds exodontia, reduziu a presenca de eritema (p<0,05), porém ndo houve diferenca
significativa em relacdo a presenca de exposicdo Ossea, Ulcera e edema em

comparacao ao grupo BF (Tabela 3).

Tabela 2. Andlise macroscoOpica dos pardmetros clinicos da osteonecrose de mandibula nos grupos do
protocolo de prevencéo.

~ . GRUPOS EXPERIMENTAIS
PARAMETROS CLINICOS

Controle BF BF+PENTO/P

EXPOSICAO OSSEA n =0/ 0%* n =5/ 50%" n =1/ 10%"8

ULCERA n =1/ 10%" n =8/ 80%" n = 3/ 30%"8
FISTULA n =0/ 0%* n =2/ 20%" n =0/ 0%*

EDEMA n =0/ 0%* n =9/ 90%°" n = 4/ 40%"®

ERITEMA n =0/ 0%* n =9/ 90%°" n = 4/ 40%"®

Observacdo macroscopica da frequéncia de exposicdo éssea, Ulcera, fistula, edema e eritema nas
areas das exodontias nos grupos Controle, BF e BF+PENTO/P (n=10). As letras ao lado dos resultados
expressam diferenca significativa entre os grupos (Teste exato de Fischer, p<0,05) A#B.
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Tabela 3. Andlise macroscoOpica dos pardmetros clinicos da osteonecrose de mandibula nos grupos do
protocolo de tratamento.

~ . GRUPOS EXPERIMENTAIS
PARAMETROS CLINICOS

Controle BF BF+PENTO/T
EXPOSICAO OSSEA n =0/ 0%" n = 3/ 30%" n = 3/ 30%"
ULCERA n =0/ 0%" n =7/ 70%8 n = 4/ 40%"8
FISTULA n =0/ 0%" n =1/ 10%" n =2/ 20%"
EDEMA n =0/ 0% n =2/ 20%" n =0/ 0%*
ERITEMA n =0/ 0%" n = 8/ 80%°" n =2/ 20%"

Observacdo macroscopica da frequéncia de exposicdo dssea, Ulcera, fistula, edema e eritema nas
areas das exodontias nos grupos Controle, BF e BF+PENTO/T (n=10). As letras ao lado dos resultados
expressam diferenca significativa entre os grupos (Teste exato de Fischer, p<0,05) A#B.

3.3.2 Incidéncia Histologica da Osteonecrose

A identificacdo histologica de 8 lacunas de ostedcitos vazias adjuntas
caracterizou a incidéncia de osteonecrose (Fig. 5). Nao foi identificada osteonecrose
nos grupos controle, enquanto ambos o0s grupos BF prevencdo e BF tratamento
tiveram incidéncia de 100%. O grupo BF+PENTO/P também teve incidéncia
histologica de 100% (Fig. 5a), enquanto no grupo BF+PENTO/T houve uma reducgéo
para 50% (p<0,05) (Fig. 5b).

a) * b) *
100- 100+
Qito lacunas
vazias adjuntas
3 Auséncia
8, 50- 5, 504 Il Fresenca
0 T 0 T
Controle BF BF+PENTO/P Controle BF BF+PENTOIT

Figura 5. Incidéncia histologica de osteonecrose nos grupos de prevencao (a) e de tratamento (b). Os
resultados estdo expressos como porcentagem da frequéncia do evento (n=10). *p<0,05 (Teste exato
de Fisher).
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Quantitativamente, ocorreu uma diminuicdo na porcentagem de lacunas
vazias nos grupos BF+PENTO em comparacdo aos grupos BF prevencédo e BF
tratamento (Fig. 6). A utilizacdo do protocolo PENTO como profilaxia antes da
exodontia refletiu na diminuicdo da porcentagem de lacunas vazias de 80,10% para
56,62% (p<0,05) (Fig. 6a). Além disso, o tratamento com PENTO seis semanas ap6s
a exodontia resultou na diminuicéo da porcentagem de lacunas vazias de 81,81% para
17,61% (p<0,05) (Fig. 6b).

Em relacdo ao numero de ostedcitos, o grupo BF+PENTO/P teve semelhanca
com o grupo BF (Fig. 7a). Entretanto, o grupo que recebeu PENTO apés a exodontia,
mostrou numero de ostedcitos semelhantes ao grupo controle, significativamente
maior que o grupo BF (p<0,05) (Fig. 7b). Consequentemente, entre 0S grupos que
desenvolveram osteonecrose, houve uma redugao significativa na porcentagem da
area 0ssea necrotica no grupo BF+PENTO/T (p<0,05) (Fig. 8).

b
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80+ 80+
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Lacunas vazias (%)
Lacunas vazias (%)

204

i o
0- 0-
Controle BF BF+PENTO/P Controle BF BF+PENTOIT

Figura 6. Porcentagem das lacunas de ostedcitos vazias presentes nos cortes histolégicos nos grupos
gue receberam o protocolo de prevencao (a) e de tratamento (b). Os resultados estdo expressos como
média e erro padrdo da média (n=10). *p<0,05 (ANOVA, pos teste de Tukey).
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Figura 7. Medida do nimero de ostedcitos por mm?2 presente nos cortes histologicos nos grupos de
prevencao (a) e tratamento (b). Os resultados estdo expressos como média e erro padrdo da média
dos valores (n = 10). a) *p<0,05 (ANOVA, pos teste de Tukey). b) *p<0,05 (Kruskal-Wallis, pds teste de
Dunn’ s).
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Figura 8. Percentual de area de tecido 6ésseo necrotico entre 0s grupos prevencédo e tratamento. Os

resultados estdo expressos como média e erro padrdo da média (n=10). *p<0,05 (Two-way ANOVA,
seguido de pos teste de Tukey).

3.3.3 Avaliacio radigréafica da Qualidade Ossea

Foi observado a presenca de raizes residuais em todos 0s grupos
experimentais (Tabela 4 e 5). Nao houve diferenca significativa na presenca de
sequestros 6sseos e reparo alveolar entre os grupos BF e BF+PENTO/P (Tabela 4).
Entretanto, houve reducao significativa de sequestros 0sseos e aumento de reparo
0sseo alveolar no grupo BF+PENTO/T em comparac¢éo a BF (p<0,05).

Tabela 4 — Analise radiografica qualitativa das imagens digitais nos grupos prevengao.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

AVALIACAO
RADIOGRAFICA
Controle BF BF+PENTO/P
RAIZ RESIDUAL n =2/ 20%* n =1/ 10%* n = 6/ 60%"
SEQUESTRO OSSEO n =1/ 10%* n =7/ 70%B n = 4/ 40%"B
REPARO OSSEO
n = 9/ 90%* n =2/ 20%°" n = 6/ 60%"B

ALVEOLAR

Frequéncia de raiz residual, sequestro ésseo e reparo 0sseo alveolar por meio de avaliacéo radiografica
gualitativa das areas de exodontia nos grupos Controle, BF e BF+PENTO/P (n=10). As letras ao lado
dos resultados expressam diferenca significativa entre os grupos (Teste exato de Fischer, p<0,05) A#B.
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Tabela 5 — Andlise radiogréfica qualitativa das imagens digitais nos grupos de tratamento.

. GRUPOS EXPERIMENTAIS
AVALIACAO

RADIOGRAFICA

Controle BF BF+PENTO/T
RAIZ RESIDUAL n =2/ 20%" n=1/10%" n =2/ 20%"
SEQUESTRO OSSEO n =0/ 0%* n =10/ 100%" n = 3/ 30%"
REPARO OSSEO n =10/ 100%* n =0/ 0%°8 n =7/ 70%"

ALVEOLAR

Frequéncia de raiz residual, sequestro ésseo e reparo 0sseo alveolar por meio de avaliacéo radiografica
qualitativa das areas de exodontia nos grupos Controle, BF e BF+PENTO/T (n=10). As letras ao lado
dos resultados expressam diferenca significativa entre os grupos (Teste exato de Fischer, p<0,05) A#B

3.3.4 Vascularizaco Ossea

Houve redugdo na no fluxo sanguineo alveolar nos grupos BF e
BF+PENTO/P, quando comparados ao grupo controle, conforme ilustrado na Figura
9a. Em relacdo aos grupos de tratamento, BF+PENTO/T demonstrou um aumento
(p<0,05) no fluxo sanguineo em comparagcao ao grupo BF (Figura 9b). A contagem
histolégica de vasos sanguineos revelou resultados semelhantes. Os grupos BF e
BF+PENTO/P apresentaram menor quantidade de vasos sanguineos (Figura 10a). No

grupo BF+PENTO/T, o nimero de vasos sanguineos foi maior em relacdo a BF
(Figura 10b).
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Figura 9. Medida do fluxo sanguineo (UA) no local da exodontia nos grupos que receberam o protocolo
de prevencéao (a) e de tratamento (b). Os resultados estdo expressos como média e erro padrdo da
média dos valores (n=10). *p<0,05 (ANOVA, pés teste de Tukey).
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Figura 10. Namero de vasos sanguineos por mm?2 presente nos cortes histolégicos nos grupos que
receberam o protocolo de prevencdo (a) e de tratamento (b). Os resultados estdo expressos como
média e erro padrao da média dos valores (n=10). *p<0,05 (Kruskal-Wallis, pds teste de Dunn’s).

3.3.5 Grau de Severidade da Osteonecrose
Entre os grupos que desenvolveram osteonecrose, apenas BF+PENTO/T

apresentou reducdao significativa (p<0,05) no escore de severidade da doenca (Figura
11).

[ Prevencao
Bl Tratamento

Média dos escores
de gravidade da MRONJ
a1

0 T T
BF BF+PENTO

Figura 11. Média dos escores de severidade da MRONJ de acordo com os parametros clinicos,
imaginolégicos e histoldgicos nos grupos de prevencéo e tratamento. Os resultados estdo expressos
como média e erro padrao da média dos valores (n=10). *p<0,05 (two-way ANOVA, pos teste de Tukey).
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3.4DISCUSSAO

A MRONJ vem sendo discutida desde a sua descoberta, em 2003 (Marx,
2003). Segundo Ruggiero et al. (2014), a inibicdo da remodelagdo Ossea e da
angiogénese somados a processos inflamatorios e infecciosos sdo fatores
importantes para o desenvolvimento da doenca. A mandibula € afetada pelas altas
taxas de remodelacéo dessa regido, caracterizada por estresse mecanico continuo
(Ruggiero et al., 2014, Bolette et al., 2019). A MRONJ pode ocorrer espontaneamente.
Entretanto, exodontias e colocacdo de implantes s&o considerados fatores
desencadeantes da doenca (Kun-Darboris et al., 2018; Lu et al., 2021), pois quando
ocorre um trauma na regido mandibular, os medicamentos antireabsortivos ou
antiangiogénicos utilizados interferem na recuperagéo do tecido lesado, levando a
necrose 6ssea (Li & Wang, 2019; AlDhalaan, BaQais & Al-Omar, 2020).

O diagndstico é frequentemente realizado apdés a manifestacao clinica de
exposicao 6ssea dolorosa. Entretanto, a osteonecrose pode estar presente mesmo de
forma assintomatica. Assim, a exposi¢cao 0ssea é considerada como um método de
diagndstico tardio (Olutayo et al., 2010; Ruggiero et al., 2014; Kim, Yoo & Choi, 2020).
Formas de deteccdo precoce da MRONJ incluem tomografia computadorizada,
radiografia e histopatologia 6ssea (Yoneda et al., 2017; Ferreira et al., 2020). As
manifestacfes imaginoldgicas da MRONJ séo inespecificas. Assim, a identificacdo de
sequestros, osteosclerose e outras alteracfes 0sseas, como 0 espessamento da
lamina dura, s&o achados que devem ser levados em consideragdao junto com o
histérico do paciente (Devlin et al., 2017; Bolette et al., 2019; Kim, Yoo & Choi, 2020).

A coleta de amostras 6sseas da mandibula para a anélise histopatolégica em
humanos nem sempre € viavel. Estudos em modelos animais possuem a vantagem
de permitir esse tipo de analise, possibilitando a identificacdo de alteracdes precoces
referentes ao desenvolvimento de osteonecrose (Sharma et al., 2013; Nowicki et al.,
2019). No presente estudo, a avaliacdo da MRONJ foi feita através das caracteristicas
clinicas, radiograficas e histologicas da doenca. O delineamento experimental
utilizado mostrou-se eficaz, uma vez que todos os animais dos grupos BF prevencao
e tratamento apresentaram caracteristicas histologicas de osteonecrose. Além disso,
0 grupo BF prevencédo apresentou 100% de sequestros 6sseos na analise radiografica
e 50% de exposicado 0ssea na analise clinica. No grupo BF tratamento a frequéncia

foi 70% e 30% de sequestros 0sseos e exposicao 0ssea, respectivamente.
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N&o foi observada diminuigcao significativa na presenca de parametros clinicos
(exposicdo Ossea, Ulcera, fistula, edema e eritema) e radiograficos (sequestros
0sseo0s) da osteonecrose nos grupos que receberam a administracdo de PENTO uma
semana antes da exodontia (prevencao). Além disso, na andlise histopatologica, a
presenca de 8 lacunas vazias adjuntas foi identificada em 100% dos animais. De fato,
a analise histopatolégica permite identificar formas mais precoces da doenca,
enguanto a exposicao 0ssea esta relacionada a casos mais avancados (Kim, Yoo &
Choi, 2020). Apesar do grupo BF+PENTO/P apresentar redugao na porcentagem total
de lacunas vazias em relacdo ao grupo BF (p<0,05), ndo houve aumento de
ostedcitos, resultando em alta porcentagem de area necrética. Portanto, a
administracdo do protocolo PENTO antes da exodontia ndo foi relacionada a
prevencéo da manifestacdo de MRONJ.

Ja a administragcdo de PENTO como tratamento da MRONJ, apés a exodontia,
refletiu  na diminuicdo significativa de sequestros d&sseos identificados
radiograficamente (p<0,05). Clinicamente, houve reducdo significativa de eritema
(p<0,05). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica em relacdo aos parametros
edema, Ulcera e fistula. Um resultado que chama a atencdo € a frequéncia de
exposicdo 6ssea igual nos grupos BF e BF+PENTO/T (30%), porém, resultados
diferentes foram observados na analise histopatolégica. Os animais que receberam o
tratamento com o protocolo PENTO apresentaram uma reducédo na incidéncia de
osteonecrose a nivel histoldgico de 100% para 50% (p<0,05). Além disso, houve
reducdo significativa da porcentagem de lacunas vazias e area necrotica (p<0,05).
Portanto, a administracdo de PENTO apds a exodontia, foi capaz de reduzir a
incidéncia e extensdo da osteonecrose. O numero de osteocitos observados foi
semelhante ao grupo controle, sugerindo que os medicamentos PTX e TO agiram na
osteogénese revertendo o quadro de necrose 6ssea em 50% dos casos.

Analisando esses resultados em conjunto, foi atribuido um escore de
severidade para cada animal que desenvolveu osteonecrose. A classificacao foi feita
baseada nos estagios da MRONJ em humanos, descrito por Ruggiero et al. (2014).
Os animais que receberam o protocolo PENTO, tanto na prevencdo quanto no
tratamento, demonstraram um menor escore de severidade da doenca em
comparacdo aos grupos BF. Porém, apenas no grupo que utilizou PENTO como
tratamento essa reducéao foi estatisticamente significativa (p<0,05). A diminuicdo da

severidade da MRONJ é um achado importante, pois a taxa de regresséo da doenca
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€ maior nos estagios iniciais. O estudo de Watanabe et al. (2021) avaliou o tratamento
cirdrgico associado a terapia com oxigénio hiperbarico em pacientes com MRONJ
estagio 2 e 3. Foi observado que a taxa de cura foi maior nos pacientes em estagio 2
do que em estéagio 3.

Uma diferenca importante encontrada entre as duas formas de aplicacdo do
protocolo PENTO foram os resultados relacionados a vascularizagdo oOssea. A
formacéao de vasos sanguineos € um processo essencial para a osteogénese e reparo
de fraturas (Cakmak et al., 2015). Apds o tratamento com AZ, é relatada a diminuicao
nos niveis séricos do fator de crescimento endovascular (VEGF) (He et al., 2020).
Essa atividade antiangiogénica exercida pelos BFs diminui o suprimento vascular,
possibilitando a ocorréncia de isquemia e, consequentemente, de necrose tecidual. O
relato de casos de MRONJ relacionados a outros medicamentos antiangiogénicos,
como o bevacizumab, um inibidor do VEGF, suporta a teoria de que a diminuicdo de
vasos sanguineos esta envolvida na patogénese da doenca (Li & Wang, 2019; Eguia,
Bagan & Cardona, 2020).

Efeitos angiogénicos da PTX foram relacionados ao aumento de VEGF e
CD31 (Cakmak et al., 2015) e h& evidéncias de que o TO também possui esse
mecanismo. Wu et al. (2018) observaram um aumento da transcricdo do receptor do
fator de crescimento endotelial vascular-2 (VEGRF-2) em ratos que receberam
vitamina E sob estresse oxidativo. Curiosamente, apenas 0 grupo que recebeu
PENTO como forma de tratamento demonstrou aumento de vasos sanguineos e fluxo
sanguineo na area de exodontia. Sendo que o grupo que recebeu profilaxia com
PENTO nado teve aumento desses mesmos parametros. No delineamento de
tratamento, PENTO foram administrados sem a presenca de AZ. J4 no delineamento
de prevencao, a administracdo de PENTO foi concomitante a administracdo de AZ.
Esse resultado sugere que o efeito antiangiogénico do AZ suprimiu a formacéo de
Novos vasos sanguineos no grupo PENTO prevencdo. Mas na auséncia de AZ, o
mecanismo angiogénico de PENTO foi ativado, culminando em melhores resultados
nesse grupo.

Além disso, a diferenca entre o delineamento experimental dos grupos de
prevencdo e tratamento pode ter refletido também no potencial osteogénico do
protocolo PENTO. H& evidéncias de que a PTX age na formacao e reparo 6sseo em
ratos (Yalcin-Ulker, 2017; Farahani et al., 2019). A vitamina E também mostrou estar

relacionada a formacao 6ssea em coelhos (Akcay et al., 2019). Entretanto, apenas o
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grupo que recebeu PENTO como tratamento demonstrou reparo 6sseo na area de
exodontia e manutencdo do numero de ostedcitos viaveis.

O estudo de Yalcin-Ulker et al. (2017) obteve resultados diferentes. Na
referida pesquisa, ratos submetidos a um modelo de MRONJ pela aplicacéo de AZ
receberam PTX uma semana antes e trés semanas depois da exodontia. Os animais
gue receberam a terapia profilatica tiveram um aumento na vascularizacao e reparo
das lesdes necrdticas em comparagcdo ao grupo que so recebeu AZ. No protocolo
utilizado, ap6s a exodontia, o tratamento com AZ foi encerrado e nas trés semanas
seguintes, os animais receberam apenas a aplicacdo de PTX. Analisando esses
resultados em conjunto, sugere-se que a administracdo concomitante de AZ, na
presente pesquisa, interferiu no mecanismo de acéo do protocolo PENTO na profilaxia
da MRONJ.

E discutido na literatura a possibilidade da interrupg&o do tratamento com BFs
antes de cirurgias orais a fim de diminuir o risco de MRONJ. Entretanto, as evidéncias
sao limitadas (Kang, Park & Kim, 2020; Ottesen, Schiodt & Gotfredsen, 2020). Além
dos BFs possuirem meia-vida prolongada, com possibilidade de acimulo no osso em
ligacdo aos cristais de hidroxiapatita por varios anos (Cattalini et al., 2012), existe a
possibilidade de aumentar o risco de fraturas no periodo de suspensao dos
medicamentos (Bindon et al., 2018). Porém, no presente estudo foi observado que a
presenca de AZ interferiu na terapia medicamentosa com PENTO, portanto, existe a
necessidade de avaliar o risco e o beneficio da interrup¢ao do tratamento com BFs.

Esse estudo possui algumas limitages: (1) Na pratica clinica, pacientes com
risco de desenvolver MRONJ recebem antibioticoterapia antes e depois de
procedimentos cirargicos. No presente estudo, nao foi utilizado nenhuma forma de
prevencgao de infecgbes bacterianas. (2) O medicamento escolhido para o modelo de
MRONJ foi o &cido zoledrénico, porém, a utilizacdo do protocolo PENTO deve ser
investigada também em modelos de osteonecrose de mandibula induzida por outras
classes de medicamentos. A presenca de raizes remanescentes do procedimento de
exodontia foi considerada uma limitacéo da técnica, entretanto, pareceu nao interferir
no experimento. Pois apesar da presenca de raizes residuais nos grupos controle, foi
observado reparo 6sseo alveolar em 90% e 100% dos animais do grupo controle
prevencéao e tratamento, respectivamente. Bolette et al. (2019) relataram resultados
semelhantes, com a presenca de remanescentes radiculares em 94% dos sitios de

extracao.
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Diante disso, a aplicagcdo concomitante de AZ e PENTO em ratos submetidos
a exodontia ndo foi relacionada a prevencdo da MRONJ. Contudo, os farmacos
pentoxifilina e tocoferol demonstraram propriedades benéficas no tratamento da
doenca, reduzindo a incidéncia histolégica de osteonecrose em 50%, aumentando a
vascularizacdo, numero de ostedcitos e reparo 6sseo alveolar, e reduzindo a
severidade da doenca em ratos submetidos a aplicacdo prévia de AZ. Portanto, o
aumento da vascularizacdo e a osteogénese parecem ser fatores importantes no
tratamento da MRONJ. Porém, outros estudos sdo necessérios para otimizacdo dos
niveis de evidéncia, especiamente no que se refere ao tempo ideal de tratamento.
Assim sendo, ensaios clinicos prospectivos, com maiores numeros amostrais seriam
de extrema relevancia para avaliacdo do possivel efeito benéfico da pentoxifilina e do

a-tocoferol no tratamento da MRONJ.
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