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RESUMO 

Os antineoplásicos têm sido estudados como medicamentos que podem influenciar a 
progressão da periodontite. Dentre eles, a Cisplatina (CIS), um composto com ampla 
atividade antineoplásica, sendo utilizada no tratamento de vários tipos de cânceres 
como, por exemplo, o câncer de cabeça e pescoço. Durante o tratamento com os 
quimioterápicos, é visto a associação com o bisfosfonato, ácido zolendrônico (ZOL)  por 
representar uma opção terapêutica para complicações esqueléticas, alívio de dor e 
prevenção de metástases ósseas em neoplasias malignas osteotrópicas. Dentre as 
complicações ocasionadas pelo uso dos bifosfonatos (BPs) destaca-se na cavidade 
bucal a osteonecrose dos maxilares (ONM-m), principalmente oriunda de 
procedimentos cirúrgicos bucais, como extrações de dentes com comprometimento 
periodontal e/ou periapical. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar 
os efeitos da quimioterapia com cisplatina (CIS) combinada com uso de zoledronato 
(ZOL) na progressão da periodontite experimental (PE) em ratos. Oitenta ratos foram 
divididos em 4 grupos experimentais: Grupo SS/SS (n=20): duas injeções de 0,5 ml de 
solução salina a 0.9%;Grupo CIS/SS (n=20):uma injeção de Cisplatina (5mg/kg) e outra 
injeção de 0,5 ml de solução salina a 0.9%;Grupo SS/ZOL (n=20): uma injeção 0,5 ml 
de solução salina a 0.9% e uma injeção de 100 μg/kg de zoledronato diluído 0,45 ml em 
solução de cloreto de sódio 0,9%;Grupo CIS/ZOL (n=20): uma injeção de Cisplatina 
(5mg/kg) e uma injeção de 100 μg/Kg de zoledronato diluído 0,45 ml em solução de 
cloreto de sódio 0,9%. Todas as aplicações foram via intraperitoneal e realizadas no 
intervalo de três dias, por oito semanas. Decorridas quatro semanas de tratamento 
medicamentoso, a indução da periodontite experimental (PE) foi realizada em todos os 
animais, através da instalação de fio de algodão n° 24 ao redor dos primeiros molares 
inferiores. Após 14 e 28 dias da PE, os animais foram submetidos à eutanásia e as 
mandíbulas foram processadas para análise histológica na região de furca, análise 
histométrica de porcentagem de osso na furca (POF) e porcentagem de osso necrosado 
(PON).Os dados obtidos foram submetidos à análise estatística (p<0,05).Os Grupos 
CIS/SS, SS/ZOL e CIS/ZOL apresentaram severa desestruturação dos tecidos 
conjuntivo e ósseo na região de furca, além de apresentarem uma maior extensão do 
processo inflamatório quando comparados com PE-SS/SS, que se estendia por todo o 
tecido conjuntivo e tecido ósseo da região de furca aos 14 e 28 dias.  Maior POF e PON 
foram observadas nos grupos SS/ZOL e CIS/ZOL comparado a SS/SS e CIS/SS aos 14 
e 28 dias. Dentro das limitações do presente estudo, pode-se concluir que os efeitos do 
uso combinado de CIS e ZOL potencializam a progressão da periodontite, além de 
ocasionarem a ocorrência de eventos osteonecróticos, aumentado o risco de ONM-m.  

Palavras-chave: Periodontite Experimental; Zoledronato; Cisplatina; Quimioterapia. 
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ABSTRACT 
  

Antineoplastic agents have been studied as potential drugs influencing the progression 
of periodontitis. Among them, Cisplatin (CIS), a drug with great antineoplastic activity, is 
used for the treatment of multiple types of cancer, such as head and neck. During the 
antineoplastic regimen, combination therapy with the bisphosphonate zoledronic acid 
(ZOL) is applied due to the therapeutic efficacy in reducing skeletal complications, pain 
relief, and prevention of bone metastasis in osteotropic malignancies. Among the oral 
complications caused by BPs, we can highlight the occurrence of medication-related 
osteonecrosis of the jaws (MRONJ), mainly following surgical procedures in teeth 
periodontally and endodontically compromised. Hence, the present study aimed to 
evaluate the effects of a chemotherapeutic regimen combining CIS and ZOL on the 
progression of experimental periodontitis (EP) in rats. Eighty rats were divided into 4 
experimental groups: Group SS/SS(n=20): two injections of 0.5 ml of 0.9% saline 
solution (SS); group CIS/SS(n=20): one injection of CIS (5 mg/kg) and another of 0.5 ml 
of SS; group SS/ZOL(n=20): one injection of 0.5 ml of SS and another of 100 μg/kg of 
ZOL dissolved in 0.45 mL of SS; group CIS/ZOL(n=20): one injection of CIS (5 mg/kg) 
and another of 100 μg/kg of ZOL dissolved in 0.45 mL of SS. All injections were 
administered via intraperitoneal within a 3-day interval, for 8 weeks. Following four 
weeks from the beginning of the drug regimen, EP was induced in all animals by means 
of a cotton thread (#24) placed around the mandibular first molars. After 14 and 28 days 
of induction, animals were euthanized and the mandibles collected and prepared for 
histologic analysis of the furcation, histometric analysis of the percentage of bone in the 
furcation (PBF), and percentage of necrotic bone (PNB). Data were statistically analyzed 
(p≤0,05). Groups CIS/SS, SS/ZOL, and CIS/ZOL presented with a severe breakdown of 
the connective tissue proper and bone tissue of the furcation, and greater extension of 
the inflammatory process (extending through the whole connective and bone tissue in 
the furcation), as compared with SS/SS at 14 and 28 days. Higher PBF and PNB were 
observed in SS/ZOL and CIS/ZOL compared with SS/SS and CIS/SS at 14 and 28 days. 
Within the limitations of the present study, it can be concluded that combination therapy 
with CIS and ZOL aggravates the progression of EP and leads to osteonecrotic events in 
the furcation, increasing the risk of developing MRONJ. 

Key-words: Experimental Periodontitis; Zoledronate; Cisplatin; Chemotherapy. 
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1. Introdução 
 Os tecidos periodontais saudáveis estão susceptíveis aos efeitos de uma grande 

variedade de drogas, sobretudo, aquelas que agem sobre o sistema imune e a 

resposta inflamatória. Esses efeitos são ainda mais pronunciados no cenário das 

doenças periodontais (DPs), como gengivites e periodontites (Alani & Saymour, 2014). 

A bibliografia mostra que medicamentos como antidepressivos, benzodiazepínicos, 

imunossupressores, anticonvulsivantes, contraceptivos orais e anti-hipertensivos 

podem causar modificações sistêmicas capazes de influenciar e modificar a 

progressão da DP (Aguiar et al., 2013; Araújo et al., 2013; Gomes et al., 2013; Kim 

et al., 2013; Nakib & Ashrafi, 2011; Nassar et al., 2009; Preshaw, 2013; Seymour, 

2006; Spolidorio et al., 2007). Além do mais, os agentes antineoplásicos apresentam 

impacto significativo no sistema imune e frequentemente são apontados na literatura 

como medicamentos que podem influenciar a progressão da DP (Garcia et al., 2015; 

Gusman, 2017; Theodoro et al., 2016). 

Os quimioterápicos produzem efeitos tóxicos na cavidade bucal devido à 

característica de rápida divisão celular dessa região. As drogas usadas apresentam 

limitada especificidade sobre as células cancerosas, tornando-se lesivas a todas as 

células por não diferenciar células normais com alto índice mitótico de células 

neoplásicas (Arias, 2008; Guchelaar et al., 1998; Guggenheimer et al., 1977; 

McGuire, 2002). 

A grande maioria dos tratamentos quimioterápicos de neoplasias baseia-se na 

administração de uma dose máxima tolerável pelo paciente, para possibilitar a 

eliminação ou impedir e dificultar o crescimento das células cancerígenas. 

Entretanto, a metodologia quimioterápica convencional apresenta uma grande 
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quantidade de efeitos colaterais, oriundos da toxicidade aguda acumulada nos 

tecidos não cancerosos, incluindo as células do sistema imunológico, causando um 

quadro severo de imunossupressão (Half & Arber, 2009; Saltz & Kemeny, 1996). 

A Cisplatina (CIS) tem se apresentado como um dos principais compostos 

quimioterápicos de escolha dentre os diversos fármacos antineoplásicos (Lorch et 

al., 2011; Surendiran et al., 2010; Taylor et al., 1994; Vermorken et al., 2014). É 

amplamente utilizada no tratamento de vários tipos de cânceres, como: os de 

cabeça e pescoço, testículo, pulmão, mama, urotelial, ovário, glândula adrenal, 

carcinoma de bexiga e melanoma avançado, cujas incidências aumentam com o 

passar dos anos, de acordo com o Instituto Nacional de Câncer (Choi et al., 2015; 

Linardou et al., 2015; Mihai, 2015; Pang et al., 2007; 25 Wang & Lippard, 2005; 

Zhang et al., 2009). 

Em relação a ação dos quimioterápicos nos tecidos periodontais, é possível 

encontrar estudos, como os de Garcia et al. (2015) e Theodoro et al. (2016), que 

elucidam um agravamento da periodontite experimental (PE) induzida em ratos em 

períodos longos de 14, 22 e 37 dias após indução. Além disso, a aplicação dos 

quimioterápicos exacerbou a resposta inflamatória nos tecidos periodontais de ratos 

sem indução da PE, e nas cobaias em que a PE foi induzida, observou-se rápida e 

intensa destruição óssea nos períodos iniciais de 3, 5 e 7 dias após a indução 

(Gusman, 2017).  

Durante o tratamento com os quimioterápicos, é visto na literatura, a associação 

com o bisfosfonato (BP) ácido zoledrônico (ZOL), pois este medicamento emergiu 

como uma opção terapêutica para complicações esqueléticas, alívio de dor e 

prevenção de metástases ósseas em neoplasias malignas osteotrópicas (mama, 
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rim, pulmão e próstata) (Coleman, 2005; Hortobagyi, 2005; Drake et al., 2008; Zhao 

et al., 2011; Winter et al., 2013). Ele também é usado para osteopatias como 

osteoporose, doença de Paget, osteogênese imperfeita, mieloma múltiplo, 

hipercalcemia (Drake et al., 2008). 

Dentre as reações adversas ocasionadas pelo uso dos BPs, destaca-se na área da 

odontologia, a osteonecrose dos maxilares relacionada com medicamento (ONM-m) 

(Russell, 2011). A ONM-m é definida como presença de osso exposto na região 

maxilofacial por um período maior que oito semanas, em pacientes submetidos à 

tratamento prévio ou atual com droga anti-reabsortiva ou anti-angiogênica, e que 

não possui história prévia de radioterapia nos maxilares (Ruggiero et al., 2014). A 

ONM-m (BPs) é uma doença multifatorial e os principais fatores desencadeadores 

atualmente são: a potente supressão da atividade reabsortiva dos osteoclastos, o 

que resulta no acúmulo de microfraturas no tecido ósseo e consequentemente áreas 

de tecido ósseo não vital, o que seria capaz de favorecer o estabelecimento de 

necrose; o potente efeito anti-angiogênico dos BPs, o que resultaria em necrose 

avascular do tecido ósseo; o favorecimento à infecção induzido pelos BPs, os quais 

aumentam sobremaneira a capacidade de adesão e colonização de bactérias ao 

tecido ósseo exposto; e o efeito citotóxico dos BPs sobre as células dos tecidos que 

compõem a mucosa bucal, o que resulta na diminuição da capacidade de reparo 

dos tecidos moles (Allen & Burr, 2009; Ruggiero et al., 2014). 

Aguirre et al. (2012) realizaram um estudo onde avaliaram a progressão da 

periodontite experimental durante tratamento crônico com dose oncológica de 

zoledronato. Todavia tais autores utilizaram de uma linhagem bastante susceptível 

de ratos e o modelo de indução da doença foi baseado em uma dieta específica, ou 

seja, deixando de mimetizar a condição que ocorre em humanos. Aghaloo et al. 
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(2013) e Li et al. (2014) empregaram o modelo de periodontite induzida por ligadura 

em ratos tratados com zoledronato, no entanto, tais autores restringiram 

significativamente a duração do protocolo medicamentoso, condição esta que não 

ocorre no tratamento em humanos. Em todos os trabalhos citados verificou-se que a 

terapia com zoledronato exacerba a resposta inflamatória e o dano tecidual em 

alguns casos induziu o desencadeamento da osteonecrose.  

Embora consideremos que algumas condições relacionadas com o modelo 

experimental, ou com o tratamento medicamentoso possam ser ainda mais 

adequadas para mimetizar com maior precisão o que ocorre em humanos, são 

fortes os indícios de uma correlação entre DP e ONM-m durante tratamento com 

zoledronato. Desta forma, existe grande preocupação em se conhecer 

detalhadamente os efeitos nos tecidos periodontais que podem ser induzidos pela 

associação de CIS e ZOL, levando em consideração o efeito deletério causados nas 

células dessa região, visando melhor conhecimento de suas ações sobre a evolução 

da periodontite experimental em ratos. Frente ao exposto, o objetivo do presente 

estudo foi avaliar os efeitos da quimioterapia com CIS combinada ao uso de ZOL 

sobre os tecidos periodontais na progressão da periodontite experimental induzida 

em ratos. 
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2. Materiais e métodos 

2.1 Animais  

No presente estudo foram utilizados 80 ratos (Rattusnovergicusalbinus, Wistar) 

machos, pesando aproximadamente 260g, provenientes do Biotério Central da 

Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho”, UNESP – Araçatuba e posteriormente mantidos no Biotério de 

Experimentação do Departamento de Cirurgia e Clínica Integrada da FOA/UNESP, 

sob as condições: ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, temperatura 

ambiente de 22± 2˚C, sistema de ventilação/exaustão permitindo 20 trocas de ar por 

hora, umidade relativa do ar em torno de 55±5%, acondicionamento em gaiolas 

plásticas (5 animais por gaiola), onde tiveram ração (RaçãoGuabiNutrilabor –

Mogiana Alimentos S.A) e água ad libitum. Foram tomadas todas as medidas 

cabíveis para se minimizar o número de animais utilizados, e evitar o seu 

sofrimento. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 

as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e segundo o guia The ARRIVE Guidelines: Animal Research: Reporting 

In Vivo Experiments (NC3Rs ReportingGuidelinesWorkingGroup, 2010.) após 

aprovação pela Comissão de Ética em Uso de Animais (CEUA) da FOA/UNESP, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”. 

 

2.2  Cálculo amostral e grupos experimentais 

Para determinação do tamanho amostral, dois pontos foram considerados: 1 – 

Estudos prévios com metodologia semelhante (de Almeida et al., 2007; de Almeida 



17 
 

et al., 2008a,b; Fernandes et al.,2009) Foi realizado um estudo piloto e determinada 

a diferença mínima entre as médias obtidas de cada tratamento. Determinado o 

poder do teste de 80% com valor de α de 5%. Estes dados foram submetidos ao 

BioEstat 5.0 (BioEstat 5.0, Sociedade Civil de Mamirauá, Belém, PA, Brasil), que 

determinou um número mínimo de 8 repetições por tratamento em cada período. 

Considerando a possibilidade de perdas em animais modificados sistemicamente, o 

número de animais em cada período experimental foi estabelecido em 10 animais. 

Desta forma, foram utilizados 80 ratos distribuídos seguindo uma tabela gerada por 

um programa computacional (Minitab® 17 - Minitab Inc. StateCollege, PA, USA), 

com periodontite experimental (PE) induzida que receberam os seguintes 

tratamentos sistêmicos: 

  

Grupo PE-SS/SS (n=20): Com periodontite experimental induzida. Os animais 

pertencentes a este grupo receberam duas injeções de 0,5 ml de solução salina a 

0.9% a cada intervalo de três dias, durante oito semanas. 

 

Grupo PE-CIS/SS (n=20): Com periodontite experimental induzida. Os animais 

pertencentes a este grupo receberam uma injeção de Cisplatina (5mg/kg) e outra 

injeção 0,5 ml de solução salina a 0.9% a cada intervalo de três dias, durante oito 

semanas. 

 

Grupo PE-SS/ZOL (n=20): Com periodontite experimental induzida. Os animais 

pertencentes a este grupo receberam uma injeção 0,5 ml de solução salina a 0.9% e 
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uma injeção de 100 μg/kg de zoledronato diluído 0,45 ml em solução de cloreto de 

sódio 0,9%a cada intervalo de três dias, durante oito semanas. 

 

Grupo PE-CIS/ZOL (n=20): Com periodontite experimental induzida. Os animais 

pertencentes a este grupo receberão uma injeção de Cisplatina (5mg/kg) e uma 

injeção de 100 μg/kg de zoledronato diluído 0,45 ml em solução de cloreto de sódio 

0,9%a cada intervalo de três dias, durante oito semanas. 

 

2.3 Sedação e Anestesia 

Inicialmente os animais foram pesados para proporcionar corretamente a dose do 

anestésico a ser administrado. Os animais receberam anestesia geral, obtida pela 

associação de 70 mg/Kg de Cloridrato de quetamina (Vetaset – Fort Dodge Iowa – 

USA.) e 6 mg/kg de xilazina (Coopazine – Coopers São Paulo – Brasil), aplicados 

intramuscular no bíceps femoris da pata direita. Nos casos em que não se obteve o 

necessário efeito do anestésico, a anestesia foi suplementada com a metade da 

dose inicial aplicada (Fernandes et al., 2009). 

 

2.4  Método de Indução da Periodontite Experimental 

Após anestesia geral, os animais foram posicionados em mesa operatória 

apropriada a qual permitiu a manutenção da abertura bucal facilitando o acesso aos 

dentes da região posterior da mandíbula. Com o auxílio de uma pinça modificada foi 

adaptado um fio de algodão número 24 (Corrente Algodão nº 24; Coats Corrente, 

SP, Brasil.) ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdos, ao nível do sulco 
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gengival e mantido por meio de nós cirúrgicos. Esta ligadura atuou como irritante 

gengival favorecendo o acúmulo de biofilme bacteriano (Johnson, 1975). 

 

2.5 Protocolo medicamentoso 

A administração de Solução Salina a 0,9% (Equiplex Indústria Farmacêutica, 

Aparecida de Goiânia, GO, Brasil), Cisplatina (Fauldcispla, 10 mg/10 ml, Libbs 

Farmacêutica, São Paulo, SP, Brasil) ou zoledronato (Sigma Chemical, St Louis, 

MO, EUA) ocorreu pela via intraperitoneal. Para a Cisplatina a dose foi de 5 mg/kg 

(Havelka et al., 2007). A dose de zoledronato foi de 100μg/Kg, a qual foi diluída em 

0,45 ml de solução de cloreto de sódio 0,9%. A dose de cisplatina, zoledronato e o 

plano de tratamento medicamentoso consistiram em uma adaptação para o rato do 

protocolo empregado atualmente para terapia oncológica de humanos (Du Bois & 

Du Bois, 1989; Zhao et al., 2011; Nakasato et al., 2012; Winter et al., 2013; 

FoodandDrugAdministration, 2016). 
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2.6  Delineamento da Pesquisa 

  

Figura 1: Esquema mostrando os procedimentos experimentais em seus 

respectivos intervalos de tempo nos grupos tratados com SS, CIS, ZOL e suas 

associações.  

 

 

2.7 Períodos de Análise 

Dez animais de cada grupo experimental foram submetidos à eutanásia aos 14 e 28 

dias após indução da PE. O procedimento de eutanásia foi realizado por meio de 

dose letal de anestésico (Thiopental 150 mg/kg - Thiopentax; Cristalia, São Paulo, 

Brazil). Logo após a morte, a mandíbula de cada animal foi removida, separada em 

duas partes, e acondicionadas em frascos contendo solução de formaldeído a 4% 

por um período mínimo de 48 horas. 

 

2.8– Análises Propostas 
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2.8.1 - Análise Clínica 

Nos períodos da eutanásia os animais foram colocados em mesa operatória 

apropriada para facilitar a abertura bucal com um mini afastador Farabeuf para lábio 

inferior esquerdo (D70 – Nikon Corporation, Japão). Com uma máquina fotográfica 

digital foram capturadas fotos padronizadas para análises clínicas das áreas 

vestibulares, linguais, mesiais e distais verificando-se a presença ou ausência de 

osso necrótico exposto com ou sem sinais de infecção, fraturas dentais ou ósseas 

patológicas, fístula oro-cutânea e/ou extensão da necrose para a borda inferior do 

ramo da mandíbula. 

 

2.8.2 Processamento para Análise Histológica 

Após fixação em paraformaldeído 4% por um período mínimo de 48 horas das 

peças, estas foram lavadas em água corrente por 12 horas e, colocadas para 

descalcificação em solução de EDTA à 10% por um período médio de 8 semanas, 

com trocas semanais. Estando as peças suficientemente descalcificadas, foram 

aparadas, lavadas e desidratadas em álcool, diafanizadas em xilol e incluídas em 

parafina. Durante a inclusão, as peças foram posicionadas com a face vestibular 

paralela ao plano de corte. Os cortes foram realizados no sentido mésio-distal, com 

o cuidado de sempre estarem no longo eixo do dente envolvendo as raízes mesial e 

distal. Os cortes seriados com 4 μm de espessura foram corados pela técnica da 

hematoxilina/eosina (H&E). Após exclusão do primeiro e último corte onde a área de 

furca estava evidente, as lâminas foram selecionadas para a descrição histológica 

(de Almeida et al., 2008b). 

2.8.3 Análise Histopatológica 
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A análise histopatológica foi efetuada por um histologista certificado, cego ao 

experimento o qual avaliou os seguintes parâmetros: grau de inflamação, presença 

e extensão de necrose tecidual, presença e extensão de sequestro ósseo, estado 

da vasculatura, padrão de celularidade e de estruturação da matriz extracelular dos 

tecidos conjuntivo, ósseo e hematopoiético em toda a região de furca dos primeiros 

molares inferiores. Para cada parâmetro foi atribuído escore de 0 a 3. 

 

2.8.4 Análise Histométrica 

Os cortes corados pela técnica de H&E foram capturados com aumento de 4x 

utilizando um sistema de captura de imagem acoplado no microscópio óptico de luz. 

Para a determinação da Porcentagem de Tecido Ósseo na Região de Furca (POF) 

dos primeiros molares inferiores esquerdos foi utilizando um sistema de análise de 

imagem (Axiovision 4.8.2, Carl ZeissMicroImagingGmbH, 07740 Jena, Germany). 

Foi mensurada a Área Total da Furca (AF) e em seguida a Área Ocupada por 

Tecido Ósseo (AO), ambas em mm2. Posteriormente foi calculado a POF. A AF foi 

demarcada apicalmente por uma linha reta traçada a partir do ápice da raiz mesial 

em direção ao ápice da raiz distal. A partir desta linha seguiu-se todo o contorno da 

superfície externa do cemento situado entre as raízes. A AO teve o mesmo limite 

apical da AF e a partir deste seguiu-se todo o contorno da superfície externa do 

tecido ósseo entre as raízes. A POF foi calculada multiplicando-se AO por 100 e 

dividindo-se por AF (POF = (AO x 100) / AF. A POF de cada espécime foi 

mensurada três vezes pelo mesmo examinador, calibrado e cego aos grupos 

experimentais em dias diferentes, com o propósito de reduzir a variação nos dados 

(Garcia et al., 2014).  
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Para a determinação da Porcentagem de Tecido Ósseo Necrosado na Região de 

Furca (PON) dos primeiros molares foi utilizado o sistema de análise descrito acima. 

Na AF contornou-se a(s) área(s) constituída por tecido ósseo necrosado (ON). PON 

foi calculada multiplicando-se ON por 100 e dividindo-se por AF (PON = (ON x 100) / 

AF. A POF e a PON foram expressas em mm² e como média + desvio padrão em 

cada grupo experimental. 

 

2.9  Calibração do Examinador 

Antes da análise histométrica ser iniciada, o examinador foi treinado medindo duas 

vezes a perda óssea ao redor do primeiro molar inferior direito, POF e a PON.  

 

2.10  Análise Estatística dos Resultados 

A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram testadas e os mesmos 

submetidos ao teste paramétrico ou não paramétrico mais adequado. Para todos os 

testes, o nível de 5% de significância será adotado. 
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3 Resultados  

 O poder do estudo foi calculado com os 80 animais e demonstrou-se com 95% de 

confiabilidade e KAPPA. 

3.1  Análise clínica 

Na análise clínica não foi observado presença de osso necrótico exposto com ou 

sem sinais de infecção, fraturas dentais ou ósseas patológicas, fístula oro - cutânea 

e/ou extensão da necrose para a borda inferior do ramo da mandíbula. Foi 

observado somente grande quantidade de placa bacteriana aos 28 dias após a 

indução da PE nos grupos PE-SS/ZOL e PE-CIS/ZOL comparado aos demais 

grupos (Fig. 2 - A, B, C, D). 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2: Análise clínica no momento da eutanásia aos 14 dias após indução de PE. 

Nota-se acúmulo de placa bacteriana nos grupos PE-SS/SS (A) e PE-CIS/SS (B). 

Nota-se acúmulo de placa bacteriana pela indução da PE sem nenhuma 

característica da ONM nos grupos PE-SS/ZOL (C) e PE-CIS/ZOL (D). 
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Fig. 3: Análise clínica no momento da eutanásia aos 28 dias após indução da PE. 

Nota-se acúmulo de placa bacteriana nos grupos PE-SS/SS (A) e PE-CIS/SS (B). 

Nota-se grande quantidade de placa bacteriana pela indução da PE sem nenhuma 

característica da ONM nos grupos PE-SS/ZOL (C) e PE-CIS/ZOL (D). 

 

3.2  Análise histológica  

O grupo PE-SS/SS (Tabela 1) apresentou inflamação intensa (mais de 2/3 das 

células são inflamatórias) aos 14 dias e inflamação moderada (de 1/3 até 2/3 das 

células são inflamatórias) aos 28 dias (Figura 3 - A, E, I e M). PE-SS/ZOL, PE-

CIS/SS e PE-CIS/ZOL apresentaram maior intensidade da resposta inflamatória 

local quando comparados com PE-SS/SS (p≤0,05), apresentando inflamação 

intensa (mais de 2/3 das células são inflamatórias) aos 28 dias (Figura 3 - A-P).  

Com relação à extensão do processo inflamatório, PE-SS/SS apresentou um 

processo inflamatório que se estendia por todo o tecido conjuntivo da região de 

furca aos 14 e 28 dias (Figura 4 - A, E, I e M). PE-SS/ZOL, PE-CIS/SS e PE-

CIS/ZOL apresentaram maior extensão do processo inflamatório quando 

comparados com PE-SS/SS (p≤0,05), que se estendia por todo o tecido conjuntivo e 

tecido ósseo da região de furca aos 14 e 28 dias (Figura 4 - A-P).  

Com relação ao padrão de estruturação do tecido conjuntivo e ósseo da região de 

furca, PE-SS/SS apresentou pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de 
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fibras colágenas, com trabéculas ósseas de contorno irregular repletas de 

osteoclastos ativos aos 14 e 28 dias (Figura 3 - A, E, I e M). PE-SS/ZOL, PE-CIS/SS 

e PE-CIS/ZOL apresentaram maior desestruturação do tecido conjuntivo e ósseo da 

região de furca quando comparados com PE-SS/SS (p≤0,05), prevalecendo 

desestruturação tecidual severa com áreas de necrose no tecido conjuntivo e áreas 

de osso necrótico e trabéculas ósseas de contorno irregular repletas de osteoclastos 

ativos e/ou inativos (Figura 3 - A-P). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 
 

Tabela 1: Parâmetros, escores e distribuição dos espécimes de acordo com a 

análise histopatológica da região de furca do primeiro molar inferior esquerdo em 

ratos com periodontite experimental induzida nos diferentes grupos e períodos 

experimentais. 

Análise inter-grupo: *Diferença estatisticamente significante com PE-SS/SS aos 28 dias. 

ϮDiferença estatisticamente significante com PE-SS/SS aos 14 e 28 dias. Kruskal Wallis, 

seguido de Dunn (p ≤ 0,05) em todos os testes. 
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Figura 4: Fotomicrografias evidenciando as características histopatológicas da 

região de furca do primeiro molar inferior esquerdo de ratos com periodontite 

experimental nos períodos de 14 e 28 dias (A-P). Pequena perda óssea em PE-

SS/ZOL e PE-CIS/ZOL (B, F, J, N, D, H, L e P). PE-SS/SS < PE-CIS/SS < PE-

SS/ZOL < PE-CIS/ZOL em relação à quantidade de PON (osteócitos). Abreviações: 

CIS: Cisplatina; D: dias; μm: micrometros; SPE: sem periodontite experimental; SS: 

solução salina; ZOL: zoledronato. Coloração: hematoxilina e eosina (H.E). Barras de 

escala: 500 μm. 
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3.3  Análise histométrica de POF e PON 

O teste Kappa indicou 94% de concordância nas medidas de POF e de PON 

intraexaminador.  

Os resultados de POF estão representados na tabela 2 e Figura 4 (A-D e I-L) (PE). Foi 

observado que PE-SS/ZOL e PE-CIS/ZOL apresentaram maior POF quando comparados 

com PE-SS/SS e PE-CIS/SS aos 14 e 28 dias (p≤0,05). PECIS/SS apresentou menor POF 

quando comparado a PE-SS/SS aos 28 dias (p≤0,05). 

Os resultados de PON estão representados na tabela 3, Figura 4 (E-H e M-P). Nos 

animais com PE, PE-SS/ZOL, PE-CIS/SS e PE-CIS/ZOL apresentaram maior PON 

quando comparados a PE-SS/SS aos 14 e 28 dias (p≤0,05). PE-SS/ZOL e PE-

CIS/ZOL apresentaram maior PON quando comparado com PE-CIS/SS aos 14 e 28 

dias (p≤0,05). Além disso, PE-CIS/ZOL apresentou maior PON comparado com PE-

SS/ZOL aos 14 e 28 dias (p≤0,05). 
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Tabela 2: Médias e desvio padrões (M±DP) da porcentagem de osso na furca 

(POF) na região de furca do primeiro molar inferior esquerdo de acordo com cada 

grupo e período. 

 

Comparação inter-grupo: * Diferença estatisticamente significante com PE-SS/SS e PE-

CIS/SS no mesmo período. ANOVA, seguido de Tukey (p ≤ 0,05). † Diferença 

estatisticamente significante com PE-SS/SS no mesmo período. ANOVA, seguido de Tukey 

(p ≤ 0,05). 
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Tabela 3: Médias e desvio padrões (M ± DP) da porcentagem de osso necrosado 

(PON) na região de furca do primeiro molar inferior esquerdo de acordo com cada 

grupo e período. 

 

 * Diferença estatisticamente significante com PE-SS/SS no mesmo período. ANOVA, 

seguido de Tukey (p ≤ 0,05). † Diferença estatisticamente significante com PE-CIS/SS no 

mesmo período. ANOVA, seguido de Tukey (p ≤ 0,05). ‡ Diferença estatisticamente 

significante com PE-SS/ZOL no mesmo período. ANOVA, seguido de Tukey (p ≤ 0,05). 

  

  

 

 

 

 

  



32 
 

4 Discussão 
O delineamento de pesquisas laboratoriais que tenham um resultado clínico 

significativo dentro da odontologia é, hoje em dia, um desafio, pois interações 

celulares complexas são tipicamente ignoradas, o que leva a comparação destes 

com estudos em humanos em que mecanismos são difíceis de serem provados. 

Entretanto, na periodontia, a utilização de modelos experimentais animais bem 

padronizados e capazes de mimetizar com certa precisão o cenário clínico, tem 

contribuído significativamente não somente para o esclarecimento de formas de 

prevenção, compreensão da patogênese e proposição de tratamentos da PE 

(Almeida et al., 2007; Almeida et al., 2008a, 2008b; Bezerra et al., 2002; Graves, 

2008; Graves & Cochran, 2003; Kesavalu et al., 2007; Molon, Avila & Cirelli, 2013; 

Molon et al., 2014; Polak et al., 2009), mas também para a elucidação da influência 

de modificações sistêmicas em tecidos periodontais saudáveis, não acometidos pela 

PE (Gusman et al., 2019; Nieh et al., 1996). O uso de modelos animais é o primeiro 

passo para a validação da pesquisa in vitro, um modelo confiável é essencial para 

correlacionar a causa ao efeito. Conhecendo suas limitações, em ratos o padrão de 

perda óssea parece mimetizar o padrão humano uma característica importante que 

nos permite uma investigação mais aprofundada de medicamentos que possuem 

ação sobre esses tecidos (Hollinger et al., 1990). Este estudo foi conduzido em 

sobre os princípios da “reduction”, “refinement” e “replacement” para o uso dos 

animais em laboratório.   

Estudos que trabalharam isoladamente os efeitos da CIS ou do ZOL no periodonto 

evidenciaram ações deletérias de tais medicamentos sobre estes tecidos (Araujo, 

2017; Gusman et al., 2019). Já, na perspectiva clínica, existem estudos como o de 

Okamoto et al. e o Winter et al., ambos de 2013, que relatam o uso da combinação 
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de CIS e ZOL para tratamento de neoplasias osteotrópicas, entretanto sem 

evidenciar o impacto desse tratamento sobre tecidos periodontais saudáveis ou 

acometidos pelas DPs. Neste cenário, nota-se que apesar do alto sucesso da 

associação destes medicamentos no tratamento de câncer relatado na literatura, 

cuidados paliativos com objetivo de reduzir estresse adicional ao paciente tornam-se 

necessários, principalmente quando pensamos na ONM-M, o efeito colateral de 

maior relevância dos BPs para o cirurgião dentista, tendo clara a ideia de que estes 

fármacos podem permanecer incorporados no tecido ósseo por até 10 anos (Di 

Fede et al. 2018). Logo, conhecer os efeitos da combinação de CIS e ZOL é a uma 

ferramenta para minimizar a ocorrência de reações adversas e assegurar o bem-

estar para os pacientes, independentemente dos resultados do tratamento do 

câncer.  

Os grupos PE-SS/ZOL, PE-CIS/SS e PE-CIS/ZOL apresentaram significativo 

aumento na intensidade da resposta inflamatória quando comparados com PE-

SS/SS aos 28 dias. Ainda é possível observar que PE-SS/SS e PE-CIS/SS 

apresentaram maior desestruturação do tecido conjuntivo da região de furca, 

quando comparados aos grupos que receberam o zoledronato aos 14 e 28 dias. A 

presença do aumento de inflamação nestes grupos pode ser explicada pela própria 

agressão proveniente da infecção experimental causada para induzir a periodontite, 

somada aos danos provenientes da ação do agente quimioterápico no grupo PE-

CIS/SS. A literatura mostra que a depuração bacteriana é reduzida quando o fluxo 

salivar diminui, resultando no acúmulo de biofilme contendo patógenos periodontais 

(Ciancio, 2005; Mizutani et al., 2015). Portanto, é plausível inferir que esses 

mecanismos comprovam os achados deste trabalho, uma vez que a presença da 

periodontite induz a inflamação, como observado nos animais do grupo SS/SS. 
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A exacerbação do processo inflamatório mediante a influência dos quimioterápicos 

durante a progressão da PE em animais está em evidência na literatura (Garcia et 

al., 2014, 2015; Gusman et al., 2019). Estes estudos relatam o aumento da 

intensidade e extensão do processo inflamatório e maior desestruturação dos 

tecidos conjuntivo e ósseo na região de furca em ratos que receberam a 

administração de quimioterápicos. Além disso, os mesmos achados consolidam, em 

parte, com os estudos clínicos de Mazzeo et al. (2009), os quais observaram 

aumento do sangramento a sondagem durante a terapia com um quimioterápico 5- 

fluorouracil (5-FU), que foi revertido no final do tratamento. Diante do exposto, 

Gusman et al. (2019) relataram que a perda óssea nestes animais progride de 

maneira mais rápida, o que corrobora com os resultados deste estudo, uma vez que 

PE-CIS/SS apresentou menor POF quando comparado a PE-SS/SS aos 28 dias, 

explicado pela citotoxicidade da droga e um ambiente complexo com 

microorganismos e inflamação que podem provocar maior atividade osteoclástica. 

Os mecanismos de ação exatos da CIS ainda não estão totalmente elucidados na 

literatura. A CIS aparenta inibir os processos celulares fundamentais levando a 

danos no DNA (Dasari & Tchounwou, 2014; Longley, Harkin, & Johnston, 2003). 

Além das células neoplásicas serem alvo, outros tecidos caracterizados pelo alto 

índice mitótico, como medula óssea, tecidos periodontais e mucosa gastrointestinal 

são afetadas significativamente. Outro tecido que tem uma alta taxa de divisão 

celular é o epitélio juncional, o qual tem papel central na defesa dos tecidos 

periodontais contra a virulência microbiana, sendo que a integridade desse epitélio é 

essencial para a homeostase periodontal (Groeger & Meyle, 2015; Schroeder & 

Listgarten, 1997; Groeger & Meyle, 2015; Tsukamoto et al., 2012). Desta forma, os 

agentes antineoplásicos afetam a divisão celular em sua camada basal, resultando 



35 
 

em um epitélio mais fino, mais susceptível a ulcerações. Sobre este tema, Gusman 

et al. (2019) observaram que a utilização de alguns quimioterápicos provocam uma 

destruição no epitélio juncional em ratos sem periodontites. 

Em relação aos grupos que receberam o zoledronato, houve uma singela 

diminuição do espaço do ligamento periodontal observada pela POF aos 28 dias, 

devido ao ZOL potencializar discretamente a atividade dos osteoblastos (Carbonare 

et al., 2017) e possuir um efeito inibitório da diferenciação dos osteócitos e da 

atividade dos osteoclastos (Haung et al., 2019). Também foi observada 

exacerbação do processo inflamatório quando comparados a PE-SS/SS aos 28 

dias. Contudo, apesar da intensa inflamação local, ambos os grupos que receberam 

ZOL apresentaram perda óssea mínima, inconsistente com os danos causados pela 

PE. 

Embora seja descrito na literatura que o ZOL possui a capacidade de aumentar a 

densidade óssea, alterações significativas no volume ósseo não são presentes na 

maioria dos estudos, como mostra Chavassieux et al., em 1997, ao realizar 

medições em biópsias ósseas transilíacas. O aumento da densidade ocorre devido 

à mineralização adicional da matriz óssea, à medida que mais moléculas de água 

são substituídas por minerais (Boivin et al., 2000). Ao contrário dos osteoclastos, os 

osteoblastos não são diretamente inibidos pelo ZOL. Sendo assim, durante os 

primeiros 3 a 6 meses, o osso continua a preencher as cavidades de reabsorção 

que estavam presentes quando a administração do medicamento foi iniciada, 

aumentando modestamente o volume ósseo (Chavassieux et al., 1997), o que foi 

constatado neste estudo pelo aumento da POF em PE-SS/ZOL e PE-CIS/ZOL. 

Estes achados apontam para uma diminuição na diferenciação osteoclástica quando 

o ZOL é administrado isoladamente, como prevista na literatura (Huang et al., 2019), 
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porém, na presença somente da droga CIS, essa diferenciação é estimulada pelo 

processo inflamatório. Nesse contexto, pode ser inferido que em PE-CIS/ZOL a 

atividade reabsortiva é reduzida em decorrência do mecanismo de ação do ZOL. 

Com relação à porcentagem de osso necrótico, o presente estudo identificou áreas 

de osso não-vital com a seguinte ordem de diferença dos valores de PON: PE-

SS/SS < PE-CIS/SS < PE-SS/ZOL < PE-CIS/ZOL (p<0,05). Nos animais que 

receberam CIS esse aumento de tecido ósseo não vital pode ser explicado pela 

citotoxicidade da droga exacerbado por um microambiente inflamado na presença 

de bactérias e seus produtos enzimáticos. Já, nos animais que receberam ZOL, a 

maior quantidade de tecido ósseo não vital, quando comparado com os demais 

grupos, é explicada pelo efeito da droga sobre a remodelação óssea. A atividade 

osteoclástica afeta negativamente o processo de remodelação, assim impede que 

ocorra a eliminação do tecido ósseo inviável e das microfraturas ósseas, comuns no 

tecido ósseo alveolar, afetando a homeostase dessa região, a qual apresenta uma 

alta taxa de renovação especialmente em função da atividade mastigatória, frente 

às dinâmicas de oclusão do sistema estomatognático, que necessita de uma 

resposta adaptativa constante do osso alveolar para promover a dissipação das 

forças (Araujo, 2017). Por isso, nos animais que receberam ambas as drogas os 

dois mecanismos podem ter sido combinados, potencializando seus efeitos 

prejudiciais e tornado possível observar maior PON, quando comparado com os 

demais grupos, aumentando o risco para desenvolvimento da ONM-m. 

Observando clinicamente, fortes evidências indicam que a necessidade de 

exodontia de dentes com comprometimento periodontal e/ou periapical decorrente 

de distintas causas como cárie, progressão da periodontite, fraturas, dentre outros, 

combinado ao trauma e/ou inflamação/infecção são fatores predisponentes para o 
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desenvolvimento da ONM-m (Song, 2019). Na presença de drogas que exacerbam 

o processo inflamatório, como a CIS e drogas que estimulam a formação de tecido 

ósseo necrótico, como o ZOL, esses fatores são potencializados, conforme 

evidenciado pelo presente estudo. 

A interpretação dos dados apresentados explica os mecanismos pelos quais a 

associação de CIS e ZOL amplificam os danos causados pelas medicações sobre 

os tecidos periodontais acometidos pela PE, quando comparados a sua utilização 

isolada no grupo placebo. Sabendo-se que a ONM-m, mesmo que de baixa 

incidência é potencialmente intratável (Song, 2019), os resultados deste estudo 

laboratorial inferem que em pacientes sob uso combinado de CIS e ZOL, 

principalmente quando acometidos pela periodontite, existe a necessidade de 

prevenção e manutenção de uma possível instalação da ONM-m. 
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5 Conclusão 
Diante o exposto e dentro das limitações do presente estudo, pode-se concluir que 

os efeitos do uso combinado de CIS e ZOL potencializam a progressão da 

periodontite experimental, além de ocasionarem a ocorrência de eventos 

osteonecróticos, aumentado o risco de ONM-m. 
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Anexo A – Figura representativa da metodologia adotada para análise 
histométrica POF. 
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Anexo B – Figura representativa da metodologia adotada para análise 
histométrica PON 
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Anexo C – Certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

 


