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RESUMO

A osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos (OMB) ¢ uma condi¢do dolorosa, debilitante,
resultando em ulceragdo da mucosa e necrose 0ssea, € que ainda ndo apresenta um tratamento estabelecido.
Esse trabalho avaliou o efeito da associac@o dos farmacos pentoxifilina e tocoferol na OMB na mandibula de
ratos. Para isso, 35 ratos Wistar (180-200g) foram divididos em 5 grupos no protocolo experimental 1: Controle
(C), Acido Zoledréonico + Exodontia (AZ+EX), Acido Zoledrénico + Exodontia + Pentoxifilina (AZ+EX+P),
Acido Zoledrénico + Exodontia + Tocoferol (AZ+EX+T) e Acido Zoledronico + Exodontia + Pentoxifilina +
Tocoferol (AZ+EX+PT), onde os animais com OMB foram pré-tratados com pentoxifilina (15 mg/kg/dia; i.p)
ou tocoferol (5,5 mg/kg/dia, i.p) ou associacao das duas drogas (15 mg/kg/dia de Pentoxifilina + 5,5 mg/kg/dia
de Tocoferol, i.p) até 2 h antes da exodontia do primeiro molar inferior esquerdo (1MIE). No segundo
protocolo experimental, 28 animais foram divididos em 4 grupos: C, AZ+EX, AZ+EX+PT Profilatico (pre-
tratamento com PT) e AZ+EX+PT Terapéutico (pos-tratamento com PT). A OMB foi induzida através da
administracdo de AZ (0,2 mg/kg, e.v) nos dias 0, 7, 14 ¢ 49. No 42° dia, foi realizada exodontia do 1IMIE. O
grupo pos-tratado recebeu diariamente PT a partir do dia 43 até o final do periodo experimental. Os animais
foram eutanasiados no dia 70. Foram realizadas analises histopatologicas das mandibulas, figado e rim. Foram
também realizadas dosagem sérica de calcio, fosforo, fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e analise do estresse oxidativo dos farmacos nos tecidos hepatico e renal. Na
analise histopatologica, os animais pré-tratados com PT apresentaram significativa melhora na condi¢ao ossea
no sitio de exodontia quando comparado ao grupo com OMB (p<0.05), entretanto na comparagao da associacao
dos farmacos no pré e no pos-tratamento, o grupo de animais que recebeu PT apoés exodontia do 1MIE
apresentou significativo aumento do niimero de ostedcitos viaveis e redugcdo do nimero de lacunas vazias
(»<0.05). No pré-tratamento, o grupo de animais que recebeu somente tocoferol apresentou maiores niveis de
fosfatase alcalina e os grupos que receberam pentoxifilina apresentaram maiores niveis de fosforo sérico
quando comparados ao grupo ndo tratado (p<0.05). Os grupos pré-tratados apresentaram reducdo de ALT
sanguineo quando comparados ao grupo nao tratado (p<0.05). A associacdo da PT em animais com OMB
apresentou significativa reducdo das enzimas hepaticas ALT quando comparados ao grupo AZ+EX (p< 0.05),
enquanto os niveis de AST foram significativamente diferentes somente no grupo terapéutico (AZ+EX+PT
Terapéutico). A administragcdo de PT, tanto no pré quanto no pos-tratamento, reduziu significativamente os
niveis de malondialdeido hepatico quando comparado ao grupo com OMB (p<0.05). Nossos resultados
sugerem que a associagdo dos farmacos pentoxifilina e tocoferol melhora a condi¢ao 6ssea no local do sitio da

exodontia e ndo apresenta toxicidade sistémica em ratos com OMB.

Palavras-chave: Osteonecrose; Osteoquimionecrose, Bifosfonatos, Acido Zoledronico, Pentoxifilina e

Tocoferol.



ABSTRACT

Bisphosphonate-induced osteonecrosis of the jaws (ONJ) is a painful and debilitating condition, resulting in
mucosal ulceration and bone necrosis, which has not yet been established. In this work was evaluated the effect
of the association of the drugs pentoxifylline and tocopherol on ONJ in the mandible of rats. For this, 35 Wistar
rats (180-200g) were divided into 5 groups in experimental protocol 1: Control (C), Zoledronic acid +
Extraction (AZ + EX), Zoledronic acid + Extraction + Pentoxifylline (AZ + EX + P), Zoledronic acid +
Exodontia + Tocopherol (AZ + EX + T) and Zoledronic acid + Exodontia + Pentoxifylline + Tocopherol (AZ
+ EX + PT), animals with ONJ were pre-treated with pentoxifylline (15 mg / kg / day; ip ) or tocopherol (5.5
mg / kg / day, ip) or with two drug combination (15 mg / kg / day of Pentoxifylline + 5.5 mg / kg / day of
Tocopherol, ip) 2h before extraction of the first molar bottom left (1MIE). In the second experimental protocol,
28 animals were divided into 4 groups: C, AZ + EX, AZ + EX + Prophylactic PT (pre-treatment with PT) and
AZ + EX + PT Therapeutic (post-treatment with PT). ONJ was induced through the administration of AZ (0.2
mg / kg, e.v) on days 0, 7, 14 and 49. On the 42nd day, 1MIE extraction was performed. The post-treated group
received PT daily from day 43 until the end of the experimental period. The animals were euthanized on day
70. Histopathological analyzes of the mandibles, liver and kidney were performed. Serum calcium (Ca),
phosphorus (P), alkaline phosphatase (FAO), AST, ALT and analysis of the oxidative stress of drugs in the
hepatic and renal tissues were also performed. In the histopathological analysis, animals pretreated with PT
showed a significant improvement in bone condition at the tooth extraction site when compared to the group
with ONJ (p <0.05), however when comparing the association of drugs in the pre and post-treatment, the group
of animals that received PT after IMIE extraction showed a significant increase in the number of viable
osteocytes and a reduction in the number of empty gaps (p <0.05). In the pre-treatment, the group of animals
that received only tocopherol had higher levels of FAO and the groups that received pentoxifylline had higher
levels of serum P when compared to the group with ONJ (p <0.05). The pretreated groups showed a reduction
in blood ALT when compared to the group with ONJ (p <0.05). The association of PT in animals with ONJ
showed a significant reduction in liver enzymes ALT when compared to the AZ + EX group (p <0.05), while
the AST levels were significantly different only in the therapeutic group (AZ + EX + Therapeutic PT). The
administration of PT, both before and after treatment, significantly reduced the levels of hepatic
malondialdehyde when compared to the group with ONJ (p <0.05). Our results suggest that the association of
the drugs pentoxifylline and tocopherol improves bone condition at the site of the tooth extraction site and

does not present systemic toxicity in rats with ONJ.

Keywords: Osteonecrosis; Osteoquimionecrosis, Bisphosphonates, Zoledronic Acid, Pentoxifylline,

Tocopherol.
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1 INTRODUCAO

A osteonecrose dos maxilares relacionada com medicamentos (OMRM) ¢ definida pela
exposicao do 0sso necroético, fato este dependente ao uso prévio de medicagdes que apresentam
acdes antirreabsortivas ou antiangiogénicas (RUGGIERO et al., 2014).

A possibilidade de osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos (OMB) em
pacientes expostos a bifosfonatos (BPs) nitrogenados foi descrita pela primeira vez em 2003
(MARX, 2003). Os BPs sdo uma classe de medicamentos que impedem a perda de massa dssea
através da inibicdo da diferenciagdo e ativagdo, bem como pela indugdo da apoptose dos
osteoclastos. A terapia com BPs tem sido frequentemente utilizada no tratamento de doencas
Osseas metabolicas, no tratamento de hipercalcemia relacionada com mieloma multiplo, cancer
de prostata e cancer de mama, bem como no controle de metéstases 6sseas, reduzindo a dor € o
risco de fraturas patologicas em pacientes oncologicos (KUHNT et al., 2016).

Embora o mecanismo de agdo dos BPs ainda seja insuficientemente compreendido, ha
relatos sobre seu efeito antiangiogénico (KUMAR et al., 2014). A angiogénese constitui
resposta ao aumento da massa tecidual, ou a alteracdes na tensdo de oxigénio, ou ambas, sendo
que o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) aumenta com a hipéxia. A reducdo da
proliferacdo e aumento da apoptose de células endoteliais foram observados em ratos sob agdo
dos BPs, o que sugere que estes inibam a angiogénese (FLIEFEL et al., 2015).

Os recentes avangos na compreensao da patogénese da OMB resultaram na adogao de
novas estratégias terapéuticas para melhorar a cicatrizagdo de tecido como oxigenoterapia
hiperbarica, antibioticoterapia, laser de baixa poténcia, ozonioterapia, debridamento dsseo e
cirurgia, e mais recentemente, estd sendo usado clinicamente a administracdo de pentoxifilina
e tocoferol (BATINJAN et al., 2014; FAN et al., 2014; RIBEIRO et al., 2018).

A incidéncia de OMB ¢ de 4,3%, e o risco ¢ significativamente maior em pacientes que
recebem BPs intravenosos, em comparagdo aos pacientes que os recebem por via oral (VAN
POZNAK et al, 2020). Pacientes com cancer recebendo BPs intravenosos apresentaram de 2,7
a 4,2 vezes mais chances de desenvolver OMB quando comparados a pacientes com cancer que
ndo recebiam BPs (RUGGIERO et al., 2009). Pacientes oncologicos tratados com BPs
submetidos a procedimentos cirirgicos dentoalveolares t€ém de 5 a 21 vezes mais chance de
desenvolver OMB que pacientes que ndo sofrem intervengdo cirurgica dentoalveolar

(OWOSHO et al., 2016).
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As lesdes presentes na OMB sdo caracterizadas pela exposi¢do dssea, com presenca de
0ss0 necrotico, dor e secre¢ao purulenta, e um dos seguintes parametros: fratura patoldgica e/ou
fistula extraoral (LOPES et al., 2015). O maior acometimento da osteonecrose ¢ na regido de
mandibula devido a alta densidade 6ssea e menor vascularizacao desse osso (ROTHWELL et
al., 1987). H4 uma maior prevaléncia da OMB na mandibula (68,1%) quando comparado a
maxila (27,7%). Quanto a regido de acometimento, 65,5% dos casos ocorrem na regiao
posterior de mandibula e 22,7% na regido posterior de maxila (ALTAY et al., 2018; MARX et
al., 2005).

Em estudo com 119 pacientes, 25,2% dos casos a OMB apareceu espontaneamente,
contudo, em 37,8% dos casos o fator desencadeante foi procedimento de exodontia de uma ou
mais unidades dentérias, em 28,6% foi relacionado com periodontite, em 11,2% associado a
cirurgia periodontal e em 3,4% a colocag@o de implantes dentarios e cirurgias de canal radicular
0,8% (MARX et al., 2005).

O tratamento da OMB ¢ um desafio para os profissionais de satde. A eficiéncia do
tratamento médico, cirurgico, ou a combina¢do destes com tratamentos de suporte, ndo foram
claramente demonstrados na literatura tornando seu tratamento ainda mais controverso
(RIBEIRO et al., 2018). Nenhum padrao definitivo de cuidado foi ainda estabelecido para OMB
e o manejo dos pacientes nessa condi¢ao objetiva a melhora da qualidade de vida, o controle da
dor e infeccdo, a prevencdo do desenvolvimento de novas lesdes, controle da progressdo da
doenca e promocao de uma completa cicatrizagdo (RIBEIRO et al., 2018).

A pentoxifilina ¢ um derivado da metilxantina tri-substituida que age sobre a
viscosidade sanguinea. Este tipo de firmaco possui um fator antitumoral que aumenta a
flexibilidade dos eritrocitos, causa vasodilatacao periférica, inibe a proliferacdo de fibroblastos
da derme humana e reagdes inflamatdrias, e aumenta a atividade da colagenase, causando uma
melhora no fluxo sanguineo e diminuicao da sua viscosidade, consequentemente, aumentando
o fluxo e a oxigenagdo na microcirculagio (BRENNAN et al., 2017). Além disso, a
pentoxifilina tem efeito anti-fator de necrose tumoral alfa (anti-TNF-a), inibindo fibroblastos
dérmicos, e uma redu¢do na duracdo de necrose dos tecidos moles foi relatada quando
associadas a lesdes por osteoradionecrose (MCGURK et al., 2017).

O tocoferol, por sua vez, ¢ um composto quimico organico que consiste em varios fenois
metilados. Esses farmacos sdo antioxidantes soliiveis em gordura que agem limpando as

espécies reativas de oxigénio geradas durante o estresse oxidativo produzidos pelas enzimas
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endogenas, protegendo as membranas celulares contra a peroxidagdo lipidica promovendo a
cicatrizagao normal de tecido endotelial lesado (WILLIAMS et al., 2015; CURI et al., 2016).

Os mecanismos de a¢ao do tocoferol sdo responsaveis pela diminui¢do da inflamacao e
fibrose tecidual, além de estimular a cicatrizacdo e ser um potente captador de radicais livres,
podendo assim, reduzir os seus danos na necrose dos tecidos. Desse modo, estudos clinicos vém
sendo relatado que o tocoferol melhora também a funcdo endotelial em pacientes com
hipercolesterolemia ou arteroesclerose avancada (HAYASHI et al, 2015).

Pantel e colaboradores (2016) utilizando a pentoxifilina e tocoferol em sessenta e quatro
pacientes com OMB, observaram uma diminuicdo na 4area da exposi¢do Ossea, sendo
acompanhados por cerca de 08 meses. Os autores demostraram que a terapia com essas drogas
pode representar uma alternativa terapéutica para controle da OMB.

Rivero e colaboradores (2017) observaram que a combinagdo pentoxifilina-tocoferol
diminui a fibrose superficial induzida pela osteoradionecrose. A segurancga e a eficacia do
tratamento foram avaliadas através de exame clinico intraoral, e avaliagdo de alimentagdo, peso
e consumo de analgésicos. O protocolo alcancou regressao clinica e radiologica das lesdes com
reducdo das indicacdes para cirurgia de grande porte.

Magremanne e Reychler (2014) apresentaram um caso de desenvolvimento
osteonecrose apos trés infusdes de acido zoledronico anual para tratamento de osteoporose
induzida por corticosteroides. A situagdo foi controlada com sucesso através do tratamento
conservador a base de pentoxifilina e tocoferol de uso oral.

Desse modo, estudos clinicos vém demonstrando resultados promissores com o uso
combinado dessas duas drogas, entretanto ainda ndo ha relatos na literatura sobre acdo dessas
drogas nas alteracdes morfologicas do tecido dsseo, nem sobre a toxicidade sist€émica resultante

da administragdo combinada das mesmas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito preventivo e terapéutico da associacdo de dois farmacos,
pentoxifilina e tocoferol, no estabelecimento da quimionecrose do osso mandibular

induzida por 4cido zoledronico em mandibula de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar analise do metabolismo 0sseo através:

* Da presenca de infiltrado inflamatorio; presenga de tecido ostedide e de
osteoclastos apoptéticos; contagem de lacunas vazias, ostedcitos viaveis, em
ratos submetidos a OMB tratados com pentoxifilina e/ou tocoferol.

e Andlise funcional do tecido 6sseo através das dosagens séricas de Fosfatase Alcalina
Ossea (FAO), Calcio (Ca) e Fosforo (P).

e Analise histopatologica do tecido hepatico e renal.

e Andlise da toxicidade hepatica através das dosagens enzimaticas de Aspartato
aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT) em ratos submetidos a
osteoquimionecrose tratados com pentoxifilina e/ou tocoferol.

e Avaliar os efeitos de estresse oxidativo dos farmacos: pentoxifilina e tocoferol, através
da Glutationa Reduzida (GSH) e Malondialdeido (MDA), nos 6rgaos (rim e figado), em

ratos submetidos a osteoquimionecrose tratados.
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3 DESENVOLVIMENTO

Por se tratar de pesquisa envolvendo animais, o projeto de pesquisa referente a esta
dissertagio foi submetido & apreciagdo da Comissio de Etica no Uso de Animal (CEUA)
da Universidade Federal do Cear4, tendo sido aprovado sob nimero de protocolo 47/17

(Anexo A).

Esta dissertacdo de Mestrado baseia-se no Artigo 37° do Regimento Interno do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Morfofuncionais da Universidade Federal do
Ceard, que regulamenta o formato alternativo para dissertacdes de Mestrado e teses de
Doutorado. Este capitulo consta de uma copia do artigo cientifico de autoria do candidato,
redigido de acordo com as normas da revista cientifica escolhida para publica¢do no

International Journal of Oral Science, Fator de Impacto: 3.049 (Anexo B).
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4 CONCLUSOES GERAIS

A associac¢do da pentoxifilina e tocoferol no modelo experimental de OMB induzida
pela administragdo cronica de acido zoledronico atua melhorando a condig@o dssea no sitio da
exodontia, mantendos os niveis séricos de fosfatase alcalina, fosforo e calcio; reduzindo MDA
hepatico e mantendo os niveis de GSH hepatico e renal. Além de ndo promover a toxicidade

hepética e renal.
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Anexo A: Certificado de aprovagio na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Ceard (UFC)
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