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1 INTRODUCAO GERAL

A osteonecrose da mandibula relacionada a medicacao (“Medication-Related
Osteonecrosis of the Jaw” ou MRONJ) é estabelecida como uma condicao
potencialmente dolorosa e debilitante (RUGGIERO et al., 2014). De acordo com a
American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS), a MRONJ é
caracterizada como exposicdo Ossea nao cicatrizante na regido maxilofacial que
persiste por mais de oito semanas, em paciente sob tratamento atual ou anterior
com agentes antirreabsortivos ou antiangiogénicas e sem historico de radioterapia
ou doenca metastatica evidente na regido da cabeca e pescoco (VILELA-
CARVALHO et al., 2018, ALDHALAAN; BAQAIS; AL-OMAR, 2020).

Dentre estes agentes antirreabsortivos, o acido zolendrdnico, pertencente da
classe dos BFs, liga-se fortemente aos cristais de hidroxiapatita e se acumula de 1-
2% nos tecidos mineralizados. ApOs o terceiro ano de terapia, sua incidéncia pode
aumentar em até 21% (MARX, 2003; ALMEIDA et al., 2018; STRAMANDINOLI-
ZANICOTTI et al., 2018; RODRIGUEZ-SANCHEZ et al., 2020). S&o utilizados para o
tratamento da osteoporose e de metastases 0sseas, uma vez que atuam como
potentes inibidores da reabsorcdo 0ssea e da angiogénese capilar (ROELOFS et al.,
2006; GONCALVES, 2018).

O mecanismo pelo qual os BFs atuam comprometendo a morfologia e
atuacdo dos osteoclastos, bem como na inducdo de apoptose destas células, é
baseado na inibicdo da enzima farnesil difosfato sintetase (CHAVES et al., 2018;
HOLSTEIN, 2019). A atividade antiangiogénica exercida pelos BFs diminui o
suprimento vascular, possibilitando a ocorréncia de isquemia e, consequentemente,
de necrose tecidual (SANTOS et al., 2008; LI; WANG, 2020). Esses BFs sédo cada
vez mais prescritos, podendo chegar até 190 milhdes de prescricbes por ano em
todo mundo (RUGGIERO et al., 2014).

Em relacdo a prevaléncia de MRONJ, séo relatados 1 a 15% em pacientes
oncoldgicos recebendo bifosfonatos em altas doses e 0,001-0,01% em pacientes
com osteoporose tratados com BFs em baixas doses (KHAN et al., 2017; ADACHI et
al., 2020). Portanto, MRONJ vem sendo fortemente relacionada com uso deste

farmaco, sendo sua ocorréncia mais acentuada com a administracdo intravenosa
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(HOWIE et al., 2015). Neste contexto, o tratamento da MRONJ €& complexo e
nenhum protocolo de tratamento eficaz ainda foi estabelecido (ADACHI et al., 2020).

Com base em seus efeitos estimulatérios nos vasos sanguineos e no tecido
0sseo, o sildenafil se torna uma alternativa relevante para o tratamento da MRONJ.
E um medicamento considerado inibidor seletivo da fosfodiasterase-5 que atua
aumentando o GMPc intracelular (KARAKOYUN et al., 2011; DINCEL et al., 2018).
De fato, varios estudos demonstraram que o sildenafil apresenta efeitos
angiogénicos devido a regulacdo de diferentes fatores de crescimento pro-
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), e do
aumento da estimulacao da via do oxido nitrico (ON) que acarreta em uma melhora
na recuperacao tecidual apés uma patologia isquémica e aumento da formacéo de
tubo capilar (KONERU et al., 2008; VIDAVALUR et al., 2006; ORCHARD et al.,
2017; SONG et al., 2017; BEREKET et al., 2018).

Histing et al. em 2011, foi o primeiro a demonstrar que o tratamento com
sildenafil acelera o reparo de fraturas em decorréncia do aumento na deposicéo
Ossea. Este efeito no metabolismo 6sseo pode ser decorrente da expressédo de
fatores angiogénicos e osteogénicos, como o VEGF e cisteina rica-61 (CYR-61), e
também, da regulacdo da diferenciacdo dos osteoblastos (HART et al., 2006;
GHOFRANI; OSTERLOH; GRIMMINGER et. al., 2006; AFZAL; POLAK; BUTTERY,
2014). Outro efeito relacionado € a acao anti-inflamatéria relacionada a producéo de
citocinas e inibicdo do extresse oxidativo por meio de um mecanismo dependente do
ON, reduzindo a adeséo e infiltracdo leucocitaria (SANTOS et al, 2005; YILDIRIM et
al, 2010; KARAKOYUN et al, 2011; PIFARRE et al., 2011; GOKAKIN et al., 2013;
SOARES et al., 2018).

Assim, este farmaco se mostra eficaz no tratamento da disfungcéo erétil,
insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertensdo pulmonar, neuropatias, isquemia
cardiaca, diabetes, fraturas e defeitos 0sseos (SONG et al., 2017). Nestas doencas,
€ importante ressaltar a presenca do componente isquémico, indicando o potencial
terapéutico do sildenafil. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
profilatico da administracdo de sildenafil no desenvolvimento de osteonecrose de
mandibula pés-exodontia em ratos submetidos ao tratamento sistémico com

bifosfonatos.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos profildticos da administragdo de sildenafil no
desenvolvimento de osteonecrose de mandibula pés-exodontia em ratos submetidos

ao tratamento sistémico com bifosfonato.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o efeito do sildenafii sobre a incidéncia e severidade da
osteonecrose por meio de analise clinica, imaginoldgica e histolégica no reparo da
regido do alvéolo pés-exodontia em ratos submetidos ao tratamento sistémico com

acido zolendronico.

Avaliar o efeito do sildenafil sobre os niveis séricos de fosfatase alcalina em

ratos submetidos ao tratamento sistémico com acido zolendrénico.

Avaliar o efeito do sildenafil sobre o fluxo sanguineo no reparo da regido do
alvéolo pos-exodontia em ratos submetidos ao tratamento sistémico com acido

zolendroénico.
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RESUMO

Objetivos: Avaliar o efeito profilatico da administracdo de sildenafil no
desenvolvimento de osteonecrose de mandibula pds-exodontia em ratos submetidos
ao tratamento sistémico com acido zoledrdnico (AZ).

Metodologia: Trinta ratos machos Wistar foram divididos em trés grupos iguais: C
(solucéo salina, n=10), BF (AZ + solucédo salina, n=10) e SIL (AZ + SIL, n=10). O
experimento foi iniciado (dia 0) com a aplicacdo de AZ 0,1 mg/kg duas vezes por
semana durante 12 semanas. Na quinta semana, o grupo SIL iniciou a profilaxia com
10mg/kg/dia de sildenafil. Ap6s uma semana do inicio da profilaxia, todos os grupos
foram submetidos a exodontia. No fim da semana 12, foi realizada a eutanasia de
todos os animais e coleta das amostras. A presenca e severidade da osteonecrose
foram avaliadas pela andlise clinica, imaginolégica e histologica da hemimandibula.
Além disso, o fluxo sanguineo local e os niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea
também foram analisados.

Resultados: O tratamento profilatico com sildenafil diminuiu significativamente a
incidéncia de Ulceras, eritema, edema, area necrotica, numero de lacunas vazias e
aumentou o reparo gradual, nimero de ostedécitos e niveis séricos de fosfatase
alcalina quando comparado ao grupo BF (p<0,05).

Conclusbes: O sildenafil apresenta efeitos positivos na remodelacdo 6ssea, o qual
melhora a cicatrizagdo. Portanto, pode ser utilizado como adjuvante na prevencao
da MRONJ.

Palavras chave: Bifosfonatos, Cirurgia Bucal, Inibidores da Fosfodiesterase,
Osteonecrose, Reparo 6sseo alveolar.
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ABSTRACT

Objectives: Evaluate the prophylactic effect of the administration of sildenafil after
tooth extraction, in the terapy of medication-related jaw osteonecrosis (MRONJ) in
rats submitted to systemic treatment with zoledronic acid (AZ).

Methodology: Thirty male Wistar rats were divided into three equal groups: C (saline,
n=10), BF (AZ + saline, n=10) and SIL (AZ + SIL, n=10). The experiment was started
(day 0) with the application of AZ 0.1 mg/kg twice a week for 12 weeks. In the 5th
week, the SIL group started prophylaxis with 10mg/kg/day of sildenafil. One week
after starting prophylaxis, all groups underwent tooth extraction. At the end of week
12, all animals were euthanized and samples were collected. The presence and
severity of osteonecrosis were evaluated by clinical, imaging and histological
analysis of the jaw. In addition, was analyzed the local blood flow and serum bone
alkaline phosphatase levels.

Results: Prophylactic treatment with sildenafil significantly reduced the incidence of
ulcers, erythema, edema, necrotic area, number of empty gaps and increased the
gradual repair, number of osteocytes and serum alkaline phosphatase levels when
compared to the BF group (p<0, 05).

Conclusions: Sildenafil has positive effects on bone remodeling, which improves
healing. Therefore, it can be used as an adjuvant in the prevention of MRONJ.

Keywords: Bisphosphonates, Oral Surgery, Phosphodiesterase Inhibitors,
Osteonecrosis, Alveolar bone repair.
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3.1 INTRODUCAO

A osteonecrose da mandibula relacionada a medicacao (Medication-Related
Osteonecrosis of the Jaw ou MRONJ) € caracterizada pela American Association of
Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) como exposicdo Ossea ha regido
maxilofacial que persiste por mais de oito semanas, em paciente sob tratamento
atual ou anterior com agentes antirreabsortivos ou antiangiogénicas e sem histérico
de radioterapia ou doenca metastatica evidente na regido da cabeca e pescoco
(Vilela-carvalho et al., 2018, Aldhalaan; Bagais; Al-Omar, 2020).

Dentre estes agentes antirreabsortivos, o acido zolendrdnico, pertencente da
classe dos bifosfonatos (BFs), liga-se fortemente aos cristais de hidroxiapatita e se
acumula de 1-2% nos tecidos mineralizados. Apds o terceiro ano de terapia, sua
incidéncia pode aumentar em até 21% (Marx, 2003; Rodriguez-Sanchez et al.,
2020). Sao indicados para o tratamento de osteoporose, hipercalcemia, mieloma
multiplo e metdstases 6sseas (Aldhalaan, Baqais, & Al-Omar, 2020; Adachi et al.,
2020) atuando como potentes inibidores da reabsorcdo 6ssea e da angiogénese

capilar (Roelofs et al., 2006).

Os BFs inibem enzima farnesil difosfato sintetase que compromete a
morfologia e a atuacdo dos osteoclastos prejudicando a reabsorcdo 6ssea (Chaves
et al., 2018; Holstein, 2019). Ao mesmo tempo em que diminuem 0 suprimento
vascular, levando a isquemia e necrose tecidual (Santos et al., 2008; Li; Wang,
2020). Estes mecanismos associados a inflamagéo e infecgéo local (Howie et al.,
2015; Kang; Park; Kim, 2020), contribuem para a patogénese da MRONJ, a qual
permanece parcialmente elucidada. Assim, o tratamento da MRONJ é complexo e

nenhum protocolo efetivo de prevencéo foi estabelecido (Adachi et al., 2020).

Neste contexto, o sildenafil, inibidor seletivo da fosfodiasterase-5 utilizado
para disfuncdo erétil, pode ser uma alternativa no tratamento da MRONJ devido
seus efeitos angiogénicos, elevacdo da deposicdo Ossea e acdo anti-inflamatoria
(Karakoyun et al., 2011; Dincel et al., 2018). Varios estudos demonstram ag&o
angiogénica devido a regulacdo de fatores de crescimento pro-angiogénicos e
estimulacdo da via do 6xido nitrico (ON) (Koneru et al., 2008; Vidavalur et al., 2006;
Orchard et al., 2017; Song et al., 2017; Bereket et al.,, 2018). O efeito no
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metabolismo Osseo é decorrente da expressdo de fatores angiogénicos,
osteogénicos e da regulacdo dos osteoblastos (Hart et al., 2006; Ghofrani; Osterloh;
Grimminger et. al., 2006; Afzal, Polak; Buttery, 2014). E, por fim, a acdo anti-
inflamatoria relacionada & producdo de citocinas e inibicdo do extresse oxidativo,
reduzindo a adesdo e infiltragdo leucocitaria (Santos et al, 2005; Yildirim et al, 2010;
Karakoyun et al, 2011; Pifarre et al., 2011; Gokakin et al., 2013; Soares et al., 2018).
Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito profilatico da administracdo de
sildenafil no desenvolvimento de osteonecrose de mandibula pds-exodontia em

ratos submetidos ao tratamento sistémico com acido zolendrénico.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais e Consideragdes Eticas

Foram utilizados 30 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus) de 90 dias,
com peso entre 250 a 300g, provenientes do Nucleo Avancado de Estudos da Vida
(NAEVI, UEPG). Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (4 ou 5
animais cada) com regime 12/12h (claro e escuro), temperatura controlada (25°C),
dieta comercial normoprotéica (Nuvilab CR, Quimtia, Colombo, PR, Brasil) e 4gua
natural ad libitum. Todo o periodo de experimento seguiu as orientacdes 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). Além disso, o delineamento experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica de Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) (Ponta Grossa/Parana-Brasil) (protocolo 0045167-2019).

A partir do programa G*Power 3.1 (GPower, Universitdt Dusseldorf,
Dusseldorf, North Rhine-Westphalia, Germany) foi obtido o calculo do tamanho
amostral com base nos dados de Mecca et al. (2018), que em seu experimento
animal induziu MRONJ a partir de acido zoledrénico (AZ). Os célculos foram
realizados com base na média e desvio padréo, estabelecendo um poder do teste

em 85% e um tamanho de efeito (d de Cohen) de 0,5 (www.3Rs-Reduction.co.uk).

Assim, o tamanho amostral foi estabelecido com base na variavel MRONJ,

resultando no n=10. Considerando possiveis perdas e erros metodolégicos de 20-
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30%, considerou-se um “n” amostral de 14 animais por grupo. O nivel de
significancia adotado foi de p=0,05.

3.2.2 Desenho Experimental

Trinta ratos Wistar machos foram divididos em 3 grupos iguais (n=10). Nao
foram utilizados critérios de inclusdo ou exclusdo. O modelo de indu¢cdo de MRONJ
foi adaptado de Cordova et al. (2016), baseado na administracdo de acido
zoledronico (AZ) (Sigma-Aldrich, Charleston, WV, EUA) intraperitoneal (IP) na dose
de 0,1 mg/kg, duas vezes por semana durante 12 semanas, nos grupos BF
(bifosfonato) e SIL (bifosfonato+sildenafil) em um intervalo de tempo de 24 horas a
partir do dia 0. A dose total de AZ administrada foi equivalente a quatro semanas de
terapia para mieloma multiplo em um adulto de 70 kg (Pozzi et al., 2009). O grupo C
(controle) recebeu 1mL de NaCl 0,9% via gavagem.

A partir da quinta semana até o final do experimento, os grupos C e BF
recebeu 1mL de NaCl 0,9% via gavagem e o grupo SIL recebeu 10mg/kg/dia de
sildenafil (Valdequimica, Sdo Paulo, SP, Brasil) via gavagem (Reagan-shaw, Nihal e
Ahmad; 2007). Apds seis semanas do inicio do experimento, todos os grupos foram
submetidos ao procedimento de exodontia bilateral do primeiro molar inferior, sob
efeito de anestesia geral com 70 mg/kg de Quetamina (Cetamin®; Syntec, Santana
de Parnaiba, SP, Brasil) e 10 mg/kg de Xilazina (Xilasin®; Syntec, Santana de
Parnaiba, SP, Brasil). Esse procedimento foi realizado com uma sonda entre o
primeiro e segundo molar e realizado movimento para a luxacédo do dente. Depois foi
colocada entre as raizes realizando o movimento de alavanca para exteriorizacdo do
elemento dental. Ao término do procedimento, os animais foram mantidos aquecidos

e separados até o retorno da anestesia (Howie et al., 2015).

No periodo de 48 horas e de doze semanas pds-exodontia, o sitio cirdrgico
foi inspecionado para a confirmacdo do desenvolvimento de osteonecrose. Na
semana 12, a aplicacdo de AZ, NaCl 0,9% e sildenafil foi encerrada e todos os
animais foram eutanasiados com sobredose anestésica de quetamina (210 mg/kg
IP; Cetamin®; Syntec, Santana de Parnaiba, SP, Brasil) e xilazina (30 mg/kg IP;
Xilasin®; Syntec, Santana de Parnaiba, SP, Brasil) (Figura 1).
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Dia 0 Semana 5 Semana 6 Semana 12
| | | |
[ \ \ [
Prevencéo Procedimento Prevencéo Procedimento Andlises
experimental experimental
C (n=10) Salina Salina Salina - Clinica
- Fluxometria
sanguinea
30 - Fosfatase
ratos BF (n=10) AZ Exodontia AZ Eutanésia alcalina sérica
- Radiografica
AZ B
- Histolégica
- - Classificagédo da
SIL (n=10
(n=10) Sit Az +SIL severidade de ONM

Figura 1. Delineamento experimental. Fonte: a autora.

3.2.3 Anédlise Clinica

No dia da eutanasia, os animais foram posicionados em camas de
experimentacdo apropriadas sob efeito anestésico. As areas de extracdes dentarias

foram inspecionadas por um examinador cego, quanto a presenca/auséncia de

Ulcera, fistula, edema, eritema e exposi¢ao 0ssea.

3.2.4 Andlise do Fluxo Sanguineo

A mensuracao do fluxo sanguineo na regido do alvéolo foi realizada por
meio de um dispositivo laser Doppler Blood Flow Monitor (Moor Instruments Ltd,
Axminster, Reino Unido) de um equipamento laser de diodo de arseneto de gélio e
aluminio (BioWave LLLT Kondortec, Sdo Carlos, Brasil) emitindo a 660 nm
constantemente. A ponta da sonda foi colocada numa distancia vertical de 1mm com
posicionamento estavel. A banda Doppler do instrumento foi fixada a 15 kHz
segundo a metodologia proposta por Nufiez et. al. (2004) e foram realizadas trés
leituras distintas de 30 segundos em cada alvéolo com posterior média e analisados
por um examinador cego pelo software fornecido pelo fabricante, MoorSoft para
Windows / moorLDLS2 (Moor Instruments Ltd, Reino Unido).
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3.2.5 Anélise Sérica da Fosfatase Alcalina

Apoés a puncdo do sangue, os tubos sem anticoagulante com gel separador
foram utilizados e submetidos a centrifugacdo em 3000 rpm (rotagdes por minuto)
durante 10 minutos para separacao do soro. O soro foi coletado e armazenado em
tubos de eppendorfs, os quais permaneceram em temperatura de -80°C. A partir do
equipamento fotométrico (Beckman Coulter AU480), foi realizada a andlise da

fosfatase alcalina 6ssea (FAO) por um examinador cego.

3.2.6 Andlise Radiografica

As radiografias digitais das hemimandibulas esquerdas foram realizadas
apos fixacdo em solucdo de formalina tamponada a 10% por 24 horas e
desidratacdo em a&lcool absoluto. As hemimandibulas foram posicionadas
paralelamente a pelicula digital radiografica, com uma distancia de 10 cm e tempo
de exposicdo de 0,14 segundos utilizando o aparelho digital (Gnatus Produtos
Médicos e Odontolédgicos Ltda, Gnatus, Barretos, Sao Paulo, Brasil). Na avaliacdo
qualitativa, foram analisadas areas de sequestros 6sseos (SO), presenca/auséncia
de raiz residual (RR) e reparo gradual (RG) no alvéolo pds exodontia por um
examinador calibrado (Jabbour et al., 2014; Silva et al., 2015). Todas as analises

foram realizadas por um examinador cego.

3.2.7 Analise Histologica

Apos a andlise radiografica, as hemimandibulas esquerdas foram
descalcificadas em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 9% sob agitacdo
continua e troca da solucdo a cada 2 dias por aproximadamente 30 dias. Apés
desmineralizacdo, foram processadas em um sistema histotécnico semifechado
(Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL, EUA) (Howie et al., 2015). Em seguida,
foram realizados cortes em plano coronal com espessura de 5 pum no micr6tomo
(Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL, EUA) e coloragdo com hematoxilina e

eosina. A analise da area 6ssea ap0s a exodontia foi realizada por um microscoépio
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binocular (Olympus, Sao Paulo, SP, Brasil) a partir da raiz mesial do segundo molar
inferior, onde quatro campos no aumento de 400x foram fotografados (Figura 6A). ok

O software ImageJ® (National Institute of Mental Health-Bethesda,
Maryland, EUA) foi utilizado por um examinador calibrado para avaliacdo da
presenca de oito lacunas de ostedcitos vazias adjuntas caracterizando osteonecrose
(Pacheco et al. 2015), area de tecido 6sseo necrotico, nimero de vasos sanguineos
em tecido 0Osseo, numero de osteoclastos e ostedcitos. A concordancia
intraexaminador foi obtida repetindo 20% das medicdes, seguido de um teste t

pareado.
3.2.8 Classificacdo da Severidade da MRONJ

Apés confirmacdo da presenca da osteonecrose, foi realizada uma
classificacdo do grau de gravidade da ONM em subclinica e clinica, de acordo com

parametros histolégicos, imaginoldgicos e clinicos (Ruggiero et al., 2014) (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo da severidade da MRONJ.

CLASSIFICACAO DE SEVERIDADE DA MRONJ

OSSTEE)CI:\ISISEC'?E OSTEONECROSE CLINICA
CARACTERISTICAS
I Il 1] v Vv
Histoldgica Presenca de oito lacunas vazias adjuntas
Imaginolégica X Sequestros 6sseos

X X Ulcera e eritema
Clinica X X X Exposicdo 6ssea

X X X X Flstulf:l _

macroscopica

Fonte: a autora.

3.2.9 Anélise Estatistica

Os dados nominais dicotdmicos dos parametros clinicos macroscépicos e a

andlise radiografica qualitativa das hemimandibulas foram analisados usando o teste
exato de Fisher. As andlises paramétricas de média dos valores de cinza e da
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fosfatase alcalina dssea foram realizados por meio do one-way ANOVA, seguido
pelo pos-teste de Tukey. Para dados ndo paramétricos, como na fluxometria
sanguinea, utilizou o teste Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn’s. Todas os dados
foram expressos como meédia e desvio padrdo, utilizando o software Graph Pad
Prism 7 (University of California, San Diego, CA, EUA) com nivel de significancia de
5% (p <0,05).

3.3RESULTADOS

3.3.1 Analise Clinica

A avaliacao clinica das hemimandibulas do grupo C nédo apresentou nenhum
dos parametros clinicos analisados devido as areas corticais 6sseas intactas.
Enquanto, o grupo BF apresentou defeitos ésseos decorrentes do atraso no
processo de reparo 6sseo, sendo 90% de Ulcera intra-oral, 40% de sequestro 0sseo,
100% de eritema e 100% de edema. O grupo SIL apresentou reducédo significativa

nos parametros clinicos em relacao ao grupo BF (Tabela 2, Figura 2).

Tabela 2. Andlise clinica macroscopica das hemimandibulas.

PARA,M ETROS GRUPOS EXPERIMENTAIS
CLINICOS c BE SIL
Ulcera intra-oral 0%" (n=0) 90%° (n=9) 20%" (n=2)
Fistula extra-oral 0%" (n=0) 0% * (n=0) 0% * (n=0)
Exposicéo dssea 0% * (n=0) 40%" (n=4) 0%" (n=0)
Eritema 0%" (n=0) 100%°® (n=10) 20%" (n=2)
Edema 0%" (n=0) 100% ® (n=10) 0% * (n=0)

Observacdo macroscépica da frequéncia de Ulcera intra-oral, fistula extra-oral, sequestro ésseo,
edema e eritema nas areas das exodontias nos grupos C, BF e SIL. A # B indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (Teste exato de Fischer, p <0,05). Fonte: a autora.
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Figura 2. Avaliagdo clinica da hemimandibula esquerda dos grupos C, BF e SIL. No grupo BF e SIL, a
seta branca aponta area de exposicdo 6ssea, e a seta preta aponta area de edema e eritema. O
asterisco mostra area de auséncia de Ulcera, exposi¢do 6ssea nos grupos C e SIL. Fonte: a autora.

3.3.2 Andlise da Remodelacéo Ossea

A partir das analises radiogréficas, o sequestro dsseo foi observado em 80%
das amostras do grupo BP e 30% do grupo SIL. O processo de reparo 6sseo gradual
foi observado em todos os animais do grupo C e significativamente maior no grupo

SIL em relacdo ao grupo BF (Tabela 3, Figura 3).
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Tabela 3. Andlise radiografica das hemimandibulas. Fonte: a autora.

AVALIAQAO GRUPOS EXPERIMENTAIS
RADIOGRAFICA
C BF SIL
Raizes residuais 20%* (n=2) 20% " (n=2) 50% * (n=5)
Sequestro 6sseo 0% * (n=0) 80%° (n=8) 30% "B (n=3)
Reparo gradual 100% * (n=10) 10% ® (n=10) 70% " (n=7)

Observacédo radiografica qualitativa da frequéncia raizes residuais, sequestro dsseo e cicatrizacéo
gradual nas areas das exodontias nos grupos C, BF e SIL. A # B indicam diferencas estatisticas entre
0s grupos (Teste exato de Fischer, p <0,05). Fonte: a autora.

Figura 3. Avaliacdo radiografica das hemimandibulas dos grupos C, BF e SIL. O grupo BF e SIL
apresenta regides radiollcidas. A, B e C imagens aproximadas. Fonte: a autora.
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A andlise histoldgica revelou aumento na area de tecido 6sseo necrotico no
grupo BF (p<0.05) em relagédo aos grupos C e SIL, 0os quais ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p>0.05) (Figura 4.A). A area de necrose é6ssea €
caracterizada histologicamente pela presenca de lacunas vazias (sem ostedcitos), o
gue foi observado amplamente no grupo BF (Figura 4.B) em relagdo aos grupos C e
SIL, nos quais novamente ndo foram observadas diferencas estatisticas entre eles
(p>0.05) (Figura 5.B).

A presenca de ostedcitos no interior das lacunas 6sseas foi maior nos grupos
C e SIL, confirmando a vitalidade éssea anteriormente abordada pela mensuracao
das areas necroticas (Figura 4.C). Aléem disso, ndo foram observadas diferencas
significativas nas contagens de osteoclastos entre os grupos C, BP e SIL (p>0.05)
(Figura 4.D).
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Figura 4. Representacdo grafica da presenca de osteonecrose no grupo BF. A- Area necrética; B-
Numero de lacunas vazias; C- Numero de osteécitos e D- Niumero de osteoclastos. Os resultados
estdo expressos como média e DP (n=10). A # B indicam diferencas estatisticas entre os grupos
(Area necrética, niamero de lacunas vazias e nimero de ostedcitos: ANOVA, Tukey, p <0,05)
(Ndmero de osteoclastos: Kruskal-Wallis, Dunn’s, p <0,05). Fonte: a autora.
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Figura 5. Avaliagao histolégica da hemimandibula esquerda dos grupos C, BF e SIL. Em A, observar
a representacao esquematica da casualizagdo dos campos, marcados em preto. Nos grupos C e SIL,
observar a presenca de vasos sanguineos (asterisco) e de lacunas com ostedécitos (seta preta),
caracterizando o tecido 6ésseo com vitalidade. No grupo BF, observar a presenca de lacunas vazias
(seta branca), caracterizando a necrose 0ssea. Fonte: a autora.

A quantificacdo da fosfatase alcalina 0ssea, relacionada com a atividade
osteoblastica, revelou niveis mais elevados (p<0.05) no grupo C, seguido pelo grupo
SIL. Os niveis mais discretos de fosfatase alcalina 6ssea foram observados no grupo
BF (Figura 7).
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Figura 6. Quantificacdo da fosfatase alcalina 6ssea nos grupos C, BF e SIL. Os resultados estédo
expressos como média e DP dos valores da fosfatase alcalina 6ssea (n=10). A # B indicam
diferencas estatisticas entre os grupos (ANOVA, Tukey, p <0,05). Fonte: a autora.

3.3.3 Anélise da Vascularizacédo Ossea

O fluxo sanguineo na regido alveolar revelou indices significativamente
maiores no grupo C (p<0.05) em relagéo aos grupos BF e SIL. Contudo, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos BF e SIL (Figura 8).

O numero de vasos sanguineos foi obtido por meio da andlise histoldgica.
Assim como observado nos dados de fluxometria, o grupo C apresentou aumento
(p<0.05) em relacdo aos grupos BF e SIL. Estes grupos (BF e SIL) néo

apresentaram diferencas estatisticas entre si (p>0.05) (Figura 8).
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Figura 7. Representacdo gréafica vascularizacdo 6ssea. A- Média da fluxometria sanguinea (ua). B-
Numero de vasos sanguineos por umz2. Os resultados estéo expressos como média e DP (n=10). A #
B indicam diferencas estatisticas entre os grupos (A - Kruskal-Wallis, Dunn’s, p <0,05; B - ANOVA,
Tukey, p <0,05). Fonte: a autora.
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3.3.4 Severidade de Osteonecrose

Com base nos resultados obtidos, a incidéncia de MRONJ foi observada
histologicamente pela presenca de 8 lacunas vazias adjacentes, imaginologicamente
por sequestros 6sseos e clinicamente por Ulcera, eritema, exposicdo éssea e fistula.
O grupo C néo desenvolveu MRONJ. O grupo BF apresentou escores variando entre
Il e IV, com elevadas taxas de necrose. Ja o grupo SIL revelou uma tendéncia de
reducdo, apresentando escores entre Il e Ill. Nao foram observadas diferencas

significativas entre os grupos BF e SIL (Figura 9).
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Figura 8. Incidéncia de MRONJ. Os resultados estdo expressos como média e DP (n=10). A # B
indicam diferencas estatisticas entre os grupos (Kruskal-Wallis, Dunn’s, p <0,05). Fonte: a autora.

3.4 DISCUSSAO

A MRONJ é caracterizada por uma condi¢cdo dolorosa e debilitante que néo
possui protocolo efetivo de prevencao estabelecido (Adachi et al., 2020). Sua origem
€ multifatorial, relacionando com a inibicdo da remodelacdo 0ssea por disfuncao de
osteoclastos, processos inflamatérios desregulados associados com quadros
infecciosos, inibicdo do processo de angiogénese local e estresse oxidativo dos
tecidos moles, sendo que a combinagdo dos mecanismos pode interagir de forma
sinérgica, contribuindo para o aumento na severidade da doenca (Aghaloo;
Hazboun; Tetradis, 2015). Neste contexto, alternativas que promovam angiogénese

local e recuperacdo do fluxo sanguineo para evitar uma maior disfuncao tecidual sdo
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relevantes (Myers et al., 2012). Dentro deste perfil, o farmaco Sildenafil, inibidor
seletivo da fosfodiesterase-5 (PDE-5), demonstrou eficAcia em varias condi¢cdes
isquémicas associada ao fluxo sanguineo cutaneo diminuido e vascularizacao
insuficiente (Koneru et al., 2008; Vidavalur et al., 2006; Orchard et al., 2017; Song et
al., 2017; Bereket et al., 2018).

O uso de ratos como modelo experimental permitiu uma avaliacdo do tecido
0sseo e suas caracteristicas (Mosekilde, 1995), além de possibilitar a aplicacdo das
doses necessarias para inducdo da ONM em um menor tempo (Cérdova et al,
2016). Em relacdo ao sildenafil, seu metabolismo € semelhante em ratos e
humanos, apresentando uma biodisponibilidade e tempo de concentragdo maxima
equivalentes (Walker et al., 1999).

Embora a ocorréncia espontanea também seja descrita, as exodontias e a
instalagcdo de implantes dentarios s&do frequentemente citadas como fatores
predisponentes da MRONJ (Kun-Darboris et al.,, 2018; Lu et al., 2021). Assim, a
presenca de traumatismos e lesdes nos 0ss0s gnaticos, associado ao uso de
medicamentos antirreabsortivos ou antiangiogénicos como os bifosfonatos, podem
desencadear a necrose Ossea (Li & Wang, 2019; AlDhalaan, BaQais & Al-Omar,
2020). Baseado nestas condi¢des, o0 modelo de inducdo da osteonecrose escolhido
apresenta um protocolo terapéutico fundamentado na administracdo de acido
zolendrénico, pertencente a classe dos bifosfonatos (Cérdova et al., 2016).

Este modelo mostrou-se eficaz, no qual o grupo BF apresentou
histologicamente mais de 8 lacunas vazias e redugdo do numero de ostedcitos
caracterizando areas de tecido 0sseo necrético significativos. Além disso,
observaram-se 80 % de sequestro 6sseo na analise radiografica e, 90% de Ulceras e
40% de sequestro 6sseo nas andlises macroscopicas. Achados histoldgicos
semelhantes foram encontrados nos estudos de Howie et al. (2015) e Yanik et al.
(2016). Nao foi observado area de necrose no grupo SIL e C, sem diferenca
estatistica entre eles. A administracdo do sildenafil aumentou o numero de
ostedcitos no interior das lacunas 6sseas, confirmando a vitalidade Ossea. Este
tambem reduz os efeitos negativos do zoledronato na consolidacdo de fraturas por
meio do aumento na deposicdo 6ssea (Histing et al., 2011). Corroborando com estes
achados, nossos resultados revelaram aumento nos niveis séricos de fosfatase

alcalina 6ssea.
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De fato, a presenca de raizes residuais pode ser considerada uma limitagdo
do delineamento experimental (Bolette et al., 2019). Contudo, vale salientar que a
ocorréncia destas raizes no grupo controle e SIL parece néo ter exercido influéncia
relevante no processo de reparo alveolar pés-exodontia uma vez que houve baixa
incidéncia de Ulceras.

Os achados histologicos obtidos em nosso estudo ndo revelaram diferenga
estatistica significativa no niumero de osteoclastos entre os trés grupos. No grupo
BF, os resultados referem auséncia de diferenca na contagem destas células
(Cordova et al., 2016). Contudo, estas células apresentam modificacdo na sua
morfologia, podendo apresentar prejuizos na reabsorcdo 0ssea. Os dados obtidos
no grupo SIL que indicaram que os inibidores de PDE-5 n&o induzem a formacéo de
osteoclastos na calvaria (Takami et al., 2005; Mirhashemi et al., 2016). E ainda, o
sildenafil ndo afetou significativamente o equilibrio do eixo RANK/RANKL/OPG
(Histing et al., 2011).

A vascularizacdo 6ssea do grupo BF apresentou reducdo dos valores de
fluxometria sanguinea e no nimero de vasos sanguineos comparado ao grupo C.
De fato, os BFs diminuem a vascularizacdo, densidade dos microvasos, células
endoteliais circulantes e angiogénese, devido aos menores niveis de VEGF (Bereket
et al., 2018; Kun-Darboris et al., 2018). 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).

O sildenafil, um inibidor especifico da PDE-5, apresenta-se como um potente
estimulador da angiogénese (Dincel et al.,, 2018). Nos dados de fluxometria
sanguinea e 0 numero de vasos sanguineos, o grupo SIL ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparado ao grupo BF, porém ha uma tendéncia ao aumento
desses aspectos. Essa tendéncia se confirma ao associar a diminuicdo dos
parametros clinicos, radiograficos e da area do tecido 6sseo necrotico apresentado
pelo grupo SIL, sem diferenca estatistica significativa com o grupo C, revelando
reducdo na MRONJ. O sildenafil induz a expressédo de fatores pro-angiogénicos,
como o VEGF, e controle da concentracdo de GMPc (Pufe et al., 2002,
Athanasopoulos et al., 2007; Koneru et al., 2008; Dincel et al., 2018; Ala, Mohammad
Jafari, & Dehpour, 2020). De fato, este farmaco previne a degradacdo do Oxido

nitrico, resultando em vasodilatacdo e, consequentemente, em aumento do
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suprimento sanguineo tecidual (Diwan et al., 2000; Baldiket al., 2002; Derici et al.,
2010; MalekiGorji et al., 2020). Além disso, o tratamento com sildenafil pode tornar
os tecidos mais sensiveis aos estimulos angiogénicos ou arteriogénicos enddgenos
durante a isquemia (Pyriochou et al., 2007; Senthilkumar et al., 2007).

Apesar dos estudos mostrarem efeito positivo no angiogénese, Nnossos
resultados ndo foram suficiente para compensar a acdo potente do &cido
zolendrénico (Bereket et al., 2018). Estudos observaram acumulo desse
medicamento nos tecidos mineralizados o qual aumenta ao decorrer do tempo
(Marx, 2003; Almeida et al., 2018; Stramandinoli-Zanicotti et al., 2018; Rodriguez-
Sanchez et al., 2020). A partir dos resultados clinicos, radiogréficos e histolégicos, a
severidade de MRONJ foi abordada. O grupo SIL apresentou uma reducdo dos
escores, variando entre Il e Ill, enquanto o grupo BF apresentou escores entre Ill e
IV, com elevadas taxas de necrose.

Avaliando os dados de forma conjunta, o sildenafil apresentou efeitos
benéficos na patogénese da MRONJ, melhorando o reparo 6sseo, diminuindo o
tecido necrético, aumentando os osteocitos e fosfatase alcalina, colaborando na
reducdo dos efeitos negativos do acido zolendrbénico na consolidacdo 6ssea. Em
contrapartida, ndo observa efeito antibacteriano, sendo importante na conduta uma
possivel associacdo do sildenafil com antibidtico, porem mais estudos seriam

necessarios para confirmacéao.
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