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Resumo 

Os bisfosfonatos são medicamentos antirreabsortivos empregados para tratamento de 

doenças/lesões osteolíticas, cujo uso tem como efeito adverso a osteonecrose dos maxilares 

associada à terapia medicamentosa (ONM-M). O estabelecimento de terapias preventivas 

efetivas e seguras para a ONM-M é importante, pois seu tratamento pode ser pouco resolutivo. 

A própolis é um material resinoso produzido por abelhas que apresenta ações antimicrobiana, 

bioestimulatória, imunomodulatória, anti-inflamatória e antioxidante. Seu uso sob forma de 

nanoemulsão, com objetivo de melhora de solubilidade, absorção e efeitos, pode se constituir 

em uma promissora estratégia terapêutica preventiva para a ONM-M. O objetivo do presente 

estudo foi avaliar o efeito da administração local de nanoemulsão de própolis verde no sítio de 

extração dental de ratas com os principais fatores de risco da ONM-M. Sessenta ratas foram 

divididas em seis grupos experimentais: VEI, VEI-PRO1, VEI-PRO2, ZOL, ZOL-PRO1 e 

ZOL-PRO2. Grupos VEI foram tratados com veículo (solução de cloreto de sódio 0,9%) e 

grupos ZOL com zoledronato (100µg/kg) durante todo período experimental (7 semanas). Em 

todos os animais, o primeiro molar inferior esquerdo foi submetido à periodontite induzida por 

ligadura e extraído. Os grupos VEI e ZOL não receberam nenhum tratamento local após a 

exodontia. Nos grupos VEI-PRO1 e ZOL-PRO1 foi realizada administração local de 

nanoemulsão de própolis verde de baixa viscosidade e nos grupos VEI-PRO2 e ZOL-PRO2, 

nanoemulsão de própolis verde de alta viscosidade. Foram realizadas 10 sessões de tratamento 

local, começando imediatamente após a exodontia e a cada 48 horas. No 28° dia pós-operatório, 

as ratas foram submetidas à eutanásia. As hemimandíbulas esquerdas seguiram para as análises: 

clínica intra e extrabucal; histopatológica do sítio de extração dental e da mucosa sobrejacente; 

histométrica de porcentagem de tecido ósseo neoformado (PTONF) e de porcentagem de tecido 

ósseo não vital (PTONV) no sítio de extração dental e adjacências; e imunoistoquímica para 

TGF-β1, VEGF, BMP-2/4, OCN, TRAP e NF-κB. Os dados foram submetidos análise 

estatística com nível de significância de 5%. ZOL apresentou reparo severamente 

comprometido, reduzida PTONF e alta PTONV. VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2 apresentaram 

padrões de reparo, PTONF, PTONV e padrões de imunomarcação semelhantes. ZOL-PRO1 e 

ZOL-PRO2 tiveram reparo mais favorável, maior PTONF e menor PTONV comparados com 

ZOL. Os padrões de imunomarcação para ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 foram mais parecidos com 

VEI que com ZOL. Assim, a nanoemulsão de própolis verde foi capaz de melhorar o curso do 

reparo alveolar e prevenir o desenvolvimento de lesões osteonecróticas em ratas com os 

principais fatores de risco para a ONM-M. 
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Abstract 

Bisphosphonates are anti-resorptive drugs used to treat osteolytic diseases/lesions, 

whose use has the adverse effect of drug medication-associated osteonecrosis of the jaw 

(MRONJ). The establishment of effective and safe preventive therapies for MRONJ is 

important, as its treatment may not be effective. Propolis is a resinous material produced by 

bees that has antimicrobial, biostimulatory, immunomodulatory, anti-inflammatory and 

antioxidant actions. Its use in the form of a nanoemulsion, with the objective of improving 

solubility, absorption and effects, may constitute a promising preventive therapeutic strategy 

for MRONJ. The aim of the present study was to evaluate the effect of local administration of 

green propolis nanoemulsion at the dental extraction site of rats with the main risk factors for 

MRONJ. Sixty female rats were divided into six experimental groups: VEI, VEI-PRO1, VEI-

PRO2, ZOL, ZOL-PRO1 and ZOL-PRO2. VEI groups were treated with vehicle (0.9% sodium 

chloride solution) and ZOL groups with zoledronate (100µg/kg) throughout the experimental 

period (7 weeks). In all animals, the lower left first molar was subjected to ligature-induced 

periodontitis and extracted. The VEI and ZOL groups received no local treatment after tooth 

extraction. In the VEI-PRO1 and ZOL-PRO1 groups, local administration of low-viscosity 

green propolis nanoemulsion was performed and in the VEI-PRO2 and ZOL-PRO2 groups, 

high-viscosity green propolis nanoemulsion was administered. Ten local treatment sessions 

were performed, starting immediately after tooth extraction and every 48 hours. On the 28th 

postoperative day, the rats were euthanized. The left hemimandibles were processed to allow 

them to be performed: intra and extraoral clinical analysis; histopathological analysis of the 

tooth extraction site and overlying mucosa; histometric analysis of the percentage of newly 

formed bone tissue (PNFBT) and the percentage of non-vital bone tissue (PNVBT) in the tooth 

extraction site and surrounding areas; and immunohistochemistry for TGF-β1, VEGF, BMP-

2/4, OCN, TRAP e NF-κB. Data were submitted to statistical analysis with a significance level 

of 5%. ZOL showed severely compromised repair, reduced PNFBT and high PNVBT. VEI, 

VEI-PRO1 and VEI-PRO2 showed similar repair patterns, PNFBT, PNVBT and 

immunostaining patterns. ZOL-PRO1 and ZOL-PRO2 had more favorable repair, higher 

PNFBT and lower PNVBT compared to ZOL. The immunostaining patterns for ZOL-PRO1 

and ZOL-PRO2 were more similar to VEI than to ZOL. Thus, the green propolis nanoemulsion 

was able to improve the course of alveolar repair and prevent the development of osteonecrotic 

lesions in rats with the main risk factors for MRONJ. 
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1 Introdução 

Os bisfosfonatos (BFs) são uma classe de drogas efeito inibitório sobre a reabsorção 

óssea. A estrutura química dos BFs apresenta um esqueleto com um átomo central de carbono 

ligado a dois grupos fosfato, o qual, além da afinidade por cristais de hidroxiapatita, permite a 

ligação de dois outros grupos. Um desses grupos (R1) está relacionado com a afinidade pelos 

cristais de hidroxiapatita, colaborando na seletividade e captação da molécula pelo tecido ósseo, 

e o outro (R2) está relacionado com a potência antirreabsortiva (DRAKE et al., 2008; ROGERS 

et al., 2011; RUSSEL et al., 1999). A presença de nitrogênio no grupo R2 determina dois tipos 

de BFs: não-nitrogenados e nitrogenados (N-BFs). Essa sutil diferença estrutural é responsável 

por diferenças na potência e no mecanismo de ação (CHADHA et al., 2013; RUSSEL et al., 

1999). Durante o processo reabsortivo, os BFs ligados à matriz óssea são liberados na lacuna 

de Howship após a desmineralização e acabam sendo extensamente endocitados pelos 

osteoclastos. Após ganharem o ambiente intracelular, os BFs não-nitrogenados e os N-BFs 

inibem a atividade osteoclástica por diferentes mecanismos. Os BFs não-nitrogenados são 

enzimaticamente ligados a moléculas de adenosina trifosfato (ATP) recém-sintetizadas, 

formando análogos não hidrolisáveis de ATP. O acúmulo dessas moléculas não funcionais 

interfere no metabolismo energético e causa citotoxicidade, resultando em apoptose dos 

osteoclastos (EBETINO et al., 2011; ROGERS et al., 2011; RUSSEL et al., 1999; RUSSEL, 

2011).   

Os N-BFs, por sua vez, conseguem bloquear a enzima farnesil pirofosfato sintase 

(FPPS), integrante da via do mevalonato, responsável pela biossíntese de colesterol e lipídios 

isoprenóides, como o farnesil pirofosfato (FPP) e o geranilgeranil pirofosfato (GGPP). O FPP 

e o GGPP são importantes para a prenilação de algumas GTPases, como Ras, Rho, Rac e Rab, 

responsáveis pela regulação de diversos processos celulares, como arranjo do citoesqueleto e 

da morfologia celular, arranjo da membrana plasmática, tráfego vesicular e apoptose (DRAKE 

et al., 2008; DUNFORD et al., 2011; HALL, 1998; KAVANAGH et al., 2006; RUSSEL et al., 

1999; LUCKMAN et al., 1998). Os osteoclastos se tornam inativos e eventualmente entram em 

apoptose. Apesar dos osteoclastos maduros serem a principal célula afetada devido à 

proximidade a grandes concentrações de BFs liberados na reabsorção, essas drogas também 

exercem efeitos inibitórios sobre recrutamento e diferenciação de precursores de osteoclastos 

(RUSSEL et al., 1999).      

A possibilidade de variação nos grupos R1 e, principalmente, R2 permitiu a síntese de 

vários BFs, com diferentes potências antirreabsortivas. Os N-BFs, tipo mais empregado 
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atualmente, são notadamente mais potentes e, dentre eles, o zoledronato é o de maior potência, 

cerca de 10.000 vezes mais potente que o primeiro BF empregado clinicamente, o etidronato 

(RUSSEL et al., 1999). 

Por sua capacidade antirreabsortiva, são empregados clinicamente para tratamento de 

desordens metabólicas ósseas com aumentada reabsorção, como osteoporose, doença de Paget 

e osteogênese imperfeita, com finalidade de diminuir perda óssea e evitar complicações, e na 

terapia oncológica de mieloma múltiplo e de alguns tumores osteotrópicos, com finalidade de 

reduzir dor e destruição óssea e hipercalcemia e prevenir metástase óssea (DRAKE et al., 2008; 

MARX et al., 2005; RUSSEL, 2011). Os planos de tratamento com BFs (tipo de BF, dose, 

frequência e duração do tratamento) variam em função da patologia para a qual serão 

empregados. De maneira geral, diferenciam-se os pacientes que utilizam BF para controle de 

desordens que geram osteopenia e osteoporose, daqueles que o utilizam para complementação 

da terapia oncológica, em razão dessa última requerer doses mais altas e maior frequência de 

administração (ALLEN et al., 2009; GOMEZ FONT et al., 2008).   

Em 2003, um relato inédito trouxe à tona uma condição até então desconhecida cuja 

principal característica era a presença de necrose óssea nos maxilares (MARX, 2003). Todos 

os pacientes tinham em comum o tratamento com BFs. A partir de então, tal condição passou a 

ser cada vez mais relatada e chamada de osteonecrose dos maxilares (ONM), sendo considerada 

um importante efeito adverso dos BFs (FICARRA et al., 2005; HELLSTEIN, MAREK, 2005; 

MIGLIORATI, 2005; RUGGIERO et al., 2004; SANNA et al., 2005; VANNUCCHI et al., 

2005). A Associação Americana de Cirurgia Bucomaxilofacial a definiu como ‘‘presença de 

osso exposto em região maxilofacial por mais de 8 semanas em pacientes submetidos a 

tratamento prévio e/ou atual com droga antirreabsortiva e sem histórico de radioterapia de 

cabeça e pescoço’’ (RUGGIERO et al., 2022). A presença de necrose óssea pode estar 

acompanhada de dor, inchaço, mau cheiro, secreção purulenta, e fístula (RUGGIERO et al., 

2006; RUGGIERO, 2007). O diagnóstico é essencialmente clínico e exames imaginológicos 

podem auxiliar, embora os achados não sejam específicos. Em 2009, estágios de evolução da 

doença foram estabelecidos, a fim de auxiliar no diagnóstico e manejo. Dessa forma, foi 

estabelecido que no estágio I há osso necrótico exposto e ausência de dor ou sinais de infecção 

(assintomático); no estágio II há osso necrótico exposto acompanhado de dor e/ou sinais de 

infecção; no estágio III há osso necrótico exposto com dor e/ou sinais de infecção e algumas 

das seguintes complicações: fístula oro-cutânea, fratura patológica, envolvimento do seio 

maxilar ou acometimento da borda inferior ou ramo da mandíbula. Ainda, existe um estágio 0, 
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no qual não há achados clínicos, mas já existem alterações imaginológicas (RUGGIERO et al., 

2022). 

A ONM acomete mais mulheres com idade avançada e está mais associada com o uso 

de BFs potentes em altas doses administrados por via IV, como no caso daqueles que 

complementam a terapia oncológica (MARTINS et al., 2021; RUGGIERO et al., 2006). A 

incidência varia de 0,001 a 0,01% em pacientes recebendo dosagem para tratamento da 

osteoporose, porém atinge 1 a 15% dos pacientes recebendo dosagem para terapia oncológica 

(ALLEN, 2009; KHAN et al., 2015). Alguns fatores de risco têm sido apontados, como uso de 

corticosteróides ou quimioterápicos e presença de diabetes mellitus (KHAN et al., 2015; 

RUGGIERO et al., 2006).  

Existe forte associação entre o desenvolvimento de ONM e a realização de exodontia, 

sendo essa considerada um importante fator desencadeante da doença (FICARRA et al., 2005; 

KHAN et al., 2015; MARTINS et al., 2021; MARX et al., 2005; RUGGIERO et al., 2004; 

RUGGIERO et al., 2006). Outros fatores desencadeantes apontados são presença de doença 

dentária de origem infecciosa/inflamatória, como a periodontite, e trauma causado por próteses 

dentárias mal adaptadas (HELLSTEIN, MAREK, 2005; KHAN et al., 2015; MARX et al., 

2005; MIGLIORATI, BRENNAN, PETERSON, 2019; RUGGIERO, 2006). Ainda, a ONM 

pode ter desenvolvimento espontâneo, porém mais raramente (HELLSTEIN, MAREK, 2005). 

Desde os relatos iniciais, a necessidade de reparo ósseo, seja por presença de inflamação 

crônica, trauma ou realização de algum procedimento mais invasivo, somada à dificuldade do 

tecido ósseo em realizá-lo de forma adequada foram propostos como pontos-chave na 

patofisiologia da doença (AGHALOO, HAZBOUN, TETRADIS, 2015; ALLEN, BURR, 2009; 

CHANG, HAKAM, McCAULEY, 2018; HELLSTEIN, MAREK, 2005; MARX et al, 2005; 

RUGGIERO et al., 2004; RUGGIERO et al., 2006). A inibição da reabsorção pelos BFs reduz 

a taxa de remodelação óssea, composta por dois processos – reabsorção de áreas danificadas e 

neoformação óssea – interligados e dependentes entre si, comprometendo a renovação e reparo 

do tecido ósseo e resultando em acúmulo de áreas de tecido não vital.  

No entanto, a patofisiologia da ONM é bastante complexa e não pode ser completamente 

explicada por esse mecanismo. E, mesmo que ainda não seja totalmente compreendida, outros 

fatores etiopatogênicos foram propostos. Os BFs têm efeitos antiangiogênicos, causando 

redução na densidade de microvasos e na expressão de fator de crescimento endotelial vascular 

(vascular endothelial growth fator, VEGF), podendo interferir no reparo e defesa e causar 

necrose avascular; têm efeitos citotóxicos sobre células dos tecidos moles sobrejacente, 
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atrasando reparo e prolongando tempo de exposição óssea; e facilitam a adesão de 

microrganismos ao tecido ósseo exposto, embora ainda não se tenha clareza sobre a infecção 

ser um fator etiopatogênico ou um evento secundário à necrose. Ainda, os BFs desregulam a 

resposta imune local, prejudicando a defesa e o reparo tecidual (AGHALOO, HAZBOUN, 

TETRADIS, 2015; ALLEN, 2009; ALLEN, BURR, 2009; CHANG, HAKAM, McCAULEY, 

2018; HELLSTEIN, MAREK, 2005; MARX et al, 2005; RUGGIERO et al., 2004; 

RUGGIERO et al., 2006). 

Atualmente, não existem protocolos bem estabelecidos de tratamento da ONM. 

Antibioticoterapia, bochechos com clorexidina e debridamento cirúrgico minimamente 

invasivo de lesões refratárias são recomendados (KHAN et al., 2015; YAROM et al., 2019). As 

lesões, porém, são de difícil e lenta resolução, e muitas vezes sequer respondem ao tratamento 

(MIGLIORATI, 2005). O debridamento pode levar ao aumento das lesões em vez de sua 

resolução, e à necessidade de ressecções ósseas de áreas cada vez maiores (GOMEZ FONT et 

al., 2008). A prevenção é extensamente recomendada. Pacientes devem passar por tratamento 

odontológico prévio ao início do tratamento com BFs, para remoção de focos 

infecciosos/inflamatórios, e devem manter bons níveis de higiene bucal durante o tratamento 

com antirreabsortivos, evitando os fatores desencadeantes da doença (MARX et al., 2005; 

RUGGIERO et al., 2006; WOOLTORTON, 2005). Caso sejam necessárias intervenções mais 

invasivas durante o tratamento, é recomendada antibioticoterapia profilática (CABRAS et al., 

2021; RUGGIERO et al., 2006; YAROM et al., 2019). No entanto, o real papel da infecção no 

desenvolvimento da ONM ainda é incerto, o que torna a antibioticoterapia, seja profilática ou 

terapêutica, uma conduta empírica e, por vezes, falha (ALLEN, 2009; CABRAS et al., 2021; 

HOEFERT et al., 2011; LOPEZ-JORNET et al., 2011). Além disso, o uso indiscriminado de 

antibióticos deve ser desencorajado devido à resistência bacteriana. Nesse sentido, esforços têm 

sido feitos na busca por alternativas preventivas mais eficazes e com mínimo ou nenhum efeito 

adverso.   

A própolis é um composto natural produzido por abelhas a partir da coleta de resinas da 

flora local e usada para estruturar e proteger a colmeia de invasores e contaminação. Há muito 

é utilizada com fins terapêuticos, ainda que esse uso fosse baseado no empirismo 

(KUCHARZEWSKI et al., 2013; SFORCIN, 2016). O avanço da pesquisa, porém, já 

estabeleceu diversas de suas propriedades biológicas, como efeitos anti-inflamatório, 

antimicrobiano, antifúngico, antioxidante, imunomodulador e antitumor (MEIMANDI-PARIZI 

et al., 2018; MORAWIEC et al., 2015; SANTOS et al., 2008; SFORCIN, 2016). 
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A composição química da própolis é complexa, com mais de 300 compostos já 

identificados em diferentes amostras, e intimamente relacionada à sua origem botânica e, 

portanto, geográfica (DE MÉLO SILVA et al., 2020; SFORCIN, 2016). Além disso, pode sofrer 

variações sazonais devido às mudanças da flora frente às diferentes estações do ano. As 

propriedades biológicas da própolis estão relacionadas à sua composição química, logo 

amostras de própolis de diferentes localizações geográficas apresentam diferentes propriedades 

químicas e biológicas (SFORCIN, 2016). 

A própolis verde produzida em Botucatu-SP tem a Baccharis dracunculifolia D.C. como 

principal fonte vegetal, seguida do Eucalyptus citriodora Hook e Araucaria angustifolia (Bert.) 

O. Kuntze (BACHIEGA et al., 2012). A composição química dessa própolis foi analisada 

previamente e foram detectados alguns ácidos aromáticos (ácido hidroxicinâmico, ácido p-

cumárico, ácido cafeico, ácido ferúlico, ácido 3-prenil-p-cumárico e ácido 3,5-diprenil-p-

cumárico), flavonóides (kaempferol, 5,6,7-trihidroxi-3,4-dimetoxiflavona e aromadendrina-4'-

metil-éter), óleos essenciais e di e triterpenos (BANKOVA et al., 1998). A dose letal 50 da 

própolis é de 2 a 7,3 g/kg em camundongos (SFORCIN, 2007). A concentração segura para uso 

em humanos é 1,4mg/kg/dia e casos de alergia são raros (SFORCIN, 2007). 

Diversas aplicações terapêuticas da própolis têm sido propostas e estudadas, inclusive 

dentro da Odontologia, e os resultados são bastante promissores. Santos el al., (2008) 

observaram que a própolis foi eficiente no tratamento da estomatite protética associada à 

candidíase. Morawiec et al. (2015), avaliando a própolis na descontaminação oral pós-

operatória, reportaram que ela foi capaz de reduzir significantemente a quantidade de 

microrganismos e, além disso, reduzir a resposta inflamatória e acelerar a formação de tecido 

de granulação e epitelização das feridas cirúrgicas. A ação da própolis na doença periodontal 

também tem sido avaliada em vários estudos que mostraram efeitos positivos na redução da 

inflamação e na prevenção da perda óssea alveolar (ARAL et al., 2015; FREIRES et al., 2018; 

TOKER et al., 2008). 

A própolis apresenta baixa absorção e biodisponibilidade e pobre efluxo transcelular no 

intestino (EKEUKU, CHIN, 2021). Sua preparação em nanoemulsão visa contornar essas 

problemáticas e obter o máximo de benefícios do seu uso. A Nanotecnologia é uma expoente 

área interdisciplinar que estuda materiais em escala nanométrica e que vem ganhando espaço 

dentro da Farmacologia no desenvolvimento de carreamento de fármacos. A síntese de 

fármacos associados com nanocarreadores pode melhorar algumas de suas propriedades físico-

químicas, como absorção, estabilidade química e biodisponibilidade, e potencializar seus 
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efeitos biológicos (BOULAIZ et al., 2011; ZHANG et al., 2008). As nanoemulsões são um tipo 

de sistema de carreamento. São compostas de dois líquidos imiscíveis entre si, na qual, com 

auxílio de um surfactante (tensoativo), um deles está disperso no outro em formato de gotas 

(CHOI, McCLEMENTS, 2020; GARAVAND et al., 2021; PORTO, ALMEIDA, VICENTINI, 

2020). São produzidas a partir de alta agitação responsável pela dispersão de uma fase líquida 

aquosa a uma fase oleosa constituída por óleo essencial, com adição de um surfactante 

(PORTO, ALMEIDA, VICENTINI, 2020). As nanoemulsões podem melhorar a absorção, 

solubilidade e biodisponibilidade do fármaco; facilitar seu transporte pela membrana celular; 

aumentar a área de superfície, potencializando as interações do fármaco com membranas 

biológicas; proteger o fármaco dentro o organismo; controlar a liberação; e aumentar a 

capacidade de carregamento do fármaco (ABOALNAJA et al., 2016; GARAVAND et al., 

2021; MANZOOR et al., 2021).  

Dessa maneira, considerando que será cada vez mais comum a presença nos consultórios 

de pacientes sob tratamento com BFs e que necessitam de tratamento odontológico, 

principalmente devido ao envelhecimento da população e ao fato dos BFs serem uma das 

poucas opções de tratamento para diversas osteopatias, e que a ONM-M é uma condição de 

difícil tratamento e de considerável severidade, podendo reduzir em muito a qualidade de vida 

dos pacientes, é de grande importância a busca por terapias que sejam efetivas na prevenção do 

desenvolvimento da ONM-M. A própolis parece ser benéfica e ter capacidade de estimulação 

do reparo tecidual e modulação da inflamação, apresentando potencial para ser empregada 

como terapia preventiva da ONM-M. Visando a melhoria de suas características e até a 

potencialização de seus efeitos, será empregada sob forma de nanoestruturada.  
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2 Objetivo 

   O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do uso local da própolis verde 

nanoestruturada em duas viscosidades diferentes no reparo alveolar e na prevenção da ONM 

em ratas senescentes tratadas com alta dosagem de zoledronato.  
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3 Metodologia 

Foram empregadas 60 ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) obtidas do Biotério 

Central do Instituto de Biociências de Botucatu da Universidade Estadual Paulista ‘‘Júlio de 

Mesquita Filho’’ (IBB/Unesp) aos 12 meses de idade. Os animais foram transferidos e mantidos 

no Biotério de Experimentação do Departamento de Ciências Básicas da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba da Universidade Estadual Paulista ‘‘Júlio de Mesquita Filho’’ 

(FOA/Unesp) até a idade de 17 meses, quando o experimento teve início. Para o experimento, 

apenas ratas acíclicas foram empregadas. O acondicionamento dos animais durante o tempo de 

envelhecimento e de experimentação foi realizado em gaiolas plásticas (4 animais por caixa) 

com livre demanda de água e ração industrializada e sob condições ambientes de ciclo 

claro/escuro de 12/12 horas, temperatura ambiente média de 22°C ± 2°C, umidade relativa do 

ar em 55% ± 5% e sistema de exaustão com 20 trocas de ar por hora. Durante o tempo de 

envelhecimento, os animais foram manualmente manipulados por operadores durante alguns 

segundos por semana com o objetivo de habituação à manipulação e aos operadores e redução 

do estresse durante as etapas experimentais seguintes. Todo o experimento foi planejado e 

executado de acordo com o ‘‘Guide for the Care and Use of Laboratory Animals’’, elaborado 

pelo Comitê do Conselho Nacional de Pesquisa dos Estados Unidos da América (NATIONAL 

RESEARCH COUNCIL, 2011). O projeto foi apreciado e aprovado pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais da FOA/Unesp (Protocolo 2020-00399; Anexo 1). 

3.1 Delineamento experimental 

3.1.1 Grupos experimentais 

Os animais (n=60) foram aleatoriamente divididos em 6 grupos experimentais (10 

animais cada), divididos de acordo com o uso de veículo ou zoledronato, execução ou não de 

tratamento local e o tipo de tratamento local realizado após a exodontia. Sendo assim, foram 

formados os seguintes grupos: ZOL (zoledronato e nenhum tratamento local), ZOL-PRO1 

(zoledronato e tratamento local com nanoemulsão de própolis verde mais fluida), ZOL-PRO2 

(zoledronato e tratamento local com nanoemulsão de própolis mais viscosa), VEI (veículo e 

nenhum tratamento local), VEI-PRO1 (veículo e tratamento local com nanoemulsão de própolis 

verde mais fluida) e VEI-PRO2 (tratamento local com nanoemulsão de própolis mais viscosa). 

No dia anterior ao início do experimento, uma ligadura foi instalada no primeiro molar inferior 

esquerdo dos animais. Em seguida foi iniciado o tratamento com veículo ou zoledronato, o qual 

teve uma duração total de 7 semanas. No 21º dia de experimento, foi realizada a exodontia do 
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primeiro molar inferior esquerdo e tiveram início as sessões de tratamento local com própolis 

nos animais de grupos PRO. Ao final das 7 semanas, foi realizada a eutanásia dos animais 

(FIGURA 1).   

FIGURA 1: Esquema apresentando o delineamento experimental do estudo.  

 

 

3.1.2 Anestesia geral 

Para a instalação das ligaduras, exodontia, tratamentos locais pós-operatórios e 

eutanásia, os animais foram submetidos à anestesia geral com associação de cloridrato de 

cetamina (80 mg/kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg, 

Rompum®, Bayer, RS, Brasil), por via intramuscular.  

3.1.3 Periodontite experimental 

Para indução da periodontite experimental, foram instaladas ligaduras de fio de algodão 

(fio de algodão #24; Coats Corrente, SP, Brasil) ao redor do primeiro molar inferior dos 

animais, em posição ligeiramente intrassulcular, onde permaneceram até a exodontia (3 

semanas). A presença da ligadura acarreta o acúmulo de biofilme bacteriana na junção dento-

gengival, levando à instalação de processo inflamatório (FIGURA 2.A).  
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3.1.4 Protocolo medicamentoso com zoledronato 

A administração de zoledronato ou veículo foi realizada através de via intraperitoneal 

com injeções de 0,45 ml. Os animais de grupos VEI receberam 0,45 ml de solução de cloreto 

de sódio a 0,9%, e os animais de grupos ZOL receberam 0,45 ml de solução de cloreto de sódio 

a 0,9% acrescido de zoledronato (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) em concentração de 

100 µg/kg. O protocolo medicamentoso teve duração de 7 semanas e as injeções foram 

aplicadas a cada 3 dias, de modo que a dose semanal recebida pelo animal simula a dose 

empregada em humanos para terapia oncológica.  

3.1.5 Exodontia e tratamentos locais pós-operatórios 

Para a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo, os animais foram anestesiados e 

posicionados em mesa operatória adequada. Foram realizadas as etapas operatórias de 

antissepsia da região com gluconato de clorexidina a 0,12%, sindesmotomia, luxação, 

exodontia e inspeção e curetagem alveolar, com instrumentais odontológicos adaptados 

(FIGURA 2.B,C,D). Imediatamente após a exodontia foi realizada a primeira sessão de 

tratamento local com própolis. Para tanto, 300 µl de nanoemulsão de própolis verde foram 

depositados sobre o alvéolo dentário e adjacências com auxílio de uma micropipeta (FIGURA 

3). Aguardou-se 5 minutos e então o excesso localizado sobre mucosa foi delicadamente 

removido com auxílio de algodão estéril, tomando-se o cuidado de não remover a própolis do 

interior do alvéolo dentário. A região não foi enxaguada. Os tempos operatórios foram 

exatamente os mesmos para os grupos que receberam nanoemulsão mais fluida e nanoemulsão 

mais viscosa. Foram realizadas mais 9 sessões de tratamento local, a cada 2 dias (dia sim, dia 

não). Os animais que não receberam tratamento local com própolis foram igualmente 

anestesiados e posicionados em mesa operatória para fins de padronização. No entanto, nenhum 

tratamento local foi executado para que o coágulo sanguíneo se mantivesse intacto, permitindo 

que o reparo alveolar seguisse o curso natural. 

3.1.6 Nanoemulsão de própolis verde 

A própolis verde empregada no estudo foi produzida por abelhas Apis mellifera L. no 

apiário localizado na Fazenda Experimental Lageado da Faculdade de Ciências Agronômicas 

de Botucatu da Universidade Estadual Paulista ‘‘Júlio de Mesquita Filho’’ (FCA/Unesp). Telas 

propolisadoras foram utilizadas para obtenção das amostras, que posteriormente foram 

congeladas para facilitar a remoção da própolis. Para preparação do extrato, 30 g de própolis 

foram adicionadas a etanol 70%, completando o volume para 100 ml, ao abrigo de luz e sob 
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agitação moderada. Após uma semana, foi filtrado o extrato e a concentração final foi calculada 

após a obtenção do peso seco da solução (10 mg/ml). 

O extrato alcoólico de própolis verde foi encapsulado em nanoestruturas lipídicas. Para 

obter um alto teor de sólidos destes extratos, foram utilizadas nanoemulsões compostas por 

óleo, extrato de própolis (5-11% m/v) e tensoativos (10-20%) e fase aquosa. A fase aquosa, 

composta por água com ou sem tensoativo, foi vertida na fase oleosa contendo óleo e o extrato 

de própolis verde com ou sem tensoativo, sob agitação magnética. O sistema foi mantido sob 

agitação por 4-8h.  

FIGURA 2: Imagens dos tempos operatórios de ligadura e exodontia. A: ligadura instalada; B: manobra de 

luxação; C: exodontia; D: aspecto do alveólo imediatamente após a exodontia. 

 

FIGURA 3: Imagens dos tempos operatórios de aplicação da nanoemulsão de própolis verde de baixa 

voscosidade. A: aspecto do alveólo no 8º dia pós-operatório; B: aplicação da nanoemulsão de própolis verde de 

baixa viscosidade sobre o alveólo e adjacências; C: volume total de namoemulsão depositado. 
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 3.1.7 Eutanásia e obtenção das amostras 

Para eutanásia, os animais foram profundamente anestesiados e submetidos à perfusão 

transcardíaca com 100 ml de solução de cloreto de sódio a 0,9% e 100 µl de heparina, seguido 

de 500 ml de solução fixadora de formaldeído a 4% (Sigma, Saint Louis, MO, USA) em tampão 

fosfato salino (phosphate-buffered saline, PBS – Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA), 

0,1M, pH 7,4. As hemimandíbulas foram cuidadosamente dissecadas e pós-fixadas na mesma 

solução fixadora por 48 horas.  

3.1.8 Processamento histológico e microtomia das amostras 

Após a fixação, as amostras foram lavadas em água corrente por 24 horas e seguiram 

para a desmineralização em solução de 10% de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA - 

Sigma, Saint Louis, MO, USA) em PBS por 70 dias (trocas de solução a cada 10 dias). Após, 

foram submetidas ao processamento histológico convencional, seguindo as etapas: lavagem em 

água corrente por 24 horas, desidratação em série crescente de etanol (etanol 70° GL por 1 hora, 

etanol 80° GL por 30 minutos, etanol 90° GL por 30 minutos, etanol 95° GL por 1 hora, etanol 

100° GL I por 1 hora, etanol 100° GL II por 1 hora e etanol 100° GL III por 1 hora), diafanização 

em xilol (etanol 100° GL/xilol por 1 hora, xilol I por 40 minutos, xilol II por 40 minutos e xilol 

III por 40 minutos) e impregnação em parafina histológica em estufa a 56 °C ± 2 °C (parafina 

I por 1 hora, parafina II por 1 hora e parafina III por 1 hora). As peças foram incluídas em 

parafina de forma que a face medial da hemimandíbula ficasse paralela à superfície do bloco 

de parafina (posicionada para baixo no momento da inclusão). A microtomia foi realizada 

seguindo-se um plano de corte paralelo ao plano mésio-distal do espaço previamente ocupado 

pelo primeiro molar inferior e progredindo de lingual para vestibular, de modo que nos cortes 

histológicos fosse possível visualizar bem os espaços alveolares das raízes mesial e distal, a 

região de septo interradicular e as cristas ósseas alveolares mesial e distal. A porção mesial do 

segundo molar inferior foi tomada como referência. De cada animal foram obtidos um total de 

16 cortes histológicos seriados de 5 µm cada. Seguiu-se a padronização de: os 2 primeiros cortes 

foram separados para a coloração por Hematoxilina e Eosina (HE), os próximos 5 cortes foram 

separados para reação imunoistoquímica, os próximos 2 cortes, para HE, os próximos 5, para 

reação imunoistoquímica, e, por fim, os últimos 2 cortes foram separados para coloração por 

HE. Assim, foi possível obter cortes das porções mais lingual, média e vestibular da área de 

interesse para a coloração por HE, nas quais a arquitetura tecidual pode ser melhor visualizada, 

de modo que a totalidade do alvéolo e adjacências pôde ser analisada. Os cortes histológicos 
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foram colocados sobre lâminas de vidro silanizadas (Platinum Line® StarFrost, Mercedes 

Medical LLC., Sarasota/FL, EUA).  

3.1.9 Coloração  

Os cortes foram submetidos à coloração por HE. Os cortes foram submetidos à 

desparafinização inicial em estufa a 56 °C ± 2 °C durante 30 minutos. Após, passaram por 

desparafinização em xilol (xilol I por 5 minutos, xilol II por 5 minutos e xilol III por 10 

minutos), hidratação em série crescente de etanol (etanol 100° GL I por 2 minutos, etanol 100° 

GL II por 2 minutos, etanol 100° GL III por 2 minutos, etanol 95° GL por 2 minutos, etanol 90° 

GL por 2 minutos, etanol 70° GL por 2 minutos e água filtrada por 5 minutos), coloração pela 

Hematoxilina de Harris (1,5 minutos), lavagens em água filtrada, coloração pela Eosina com 

floxina (10 minutos), e lavagens em água filtrada, desidratação em série crescente de etanol 

(etanol 70° GL por 2 minutos, etanol 90° GL por 2 minutos, etanol 100° GL I por 2 minutos e 

etanol 100° GL II por 2 minutos) e diafanização em xilol (etanol 100° GL/xilol por 1 minuto, 

xilol I por 5 minutos, xilol II por 5 minutos e xilol III por 10 minutos). A seguir, foram 

protegidos com meio de montagem (Permount - Fisher Scientific, Hampton, Nova Hampshire, 

EUA) e lamínula de vidro (Olen - Kasvi, São José do Pinhais, PR, BRA).  

3.1.10 Reação imunoistoquímica (técnica da imunoperoxidase indireta) 

A reação imunoistoquímica para marcação das seguintes proteínas: fator de crescimento 

transformador β1 (transforming growth factor β1, TGF-β1), fator de crescimento endotelial 

vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF), proteína morfogenética óssea 2/4 (bone 

morphogenetic protein 2/4, BMP-2/4), osteocalcina (OCN), fator nuclear kappa B (nuclear 

factor kappa B, NFκB) e fosfatase ácida resistente ao tartarato (tartrate-resistant acid 

phosphatase, TRAP) foi realizada pela técnica da imunoperoxidase indireta. Para tal, os cortes 

foram submetidos à desparafinização inicial em estufa a 56 °C ± 2 °C durante 30 minutos, 

seguida pela desparafinização em sequência de xilol (xilol-I por 5 minutos, xilol-II por 5 

minutos e xilol-III por 10 minutos) e hidratação pelo etanol em série decrescente (100° GL I 

por 2 minutos, 100° GL II por 2 minutos, 100° GL III por 2 minutos, 95° GL por 2 minutos e 

70° GL por 2 minutos). Foram então lavados em PBS durante 5 minutos, PBS acrescido de 

0,05% de Triton® X-100 (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) durante 5 minutos, e em 

PBS, novamente, durante mais 5 minutos. A seguir foram para a etapa de recuperação 

antigênica, a qual foi realizada através da imersão das lâminas histológicas em tampão citrato 

10mM e pH 6,0 (Antigen Retrieval Buffer, Spring Bioscience Corporation, Pleasanton/CA, 
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EUA), colocadas em câmara pressurizada (Decloaking Chamber®, Biocare Medical LLC., 

Concord/CA, EUA), alcançando a temperatura máxima de 95°C durante 5 minutos, seguida 

pelo resfriamento gradual até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes foram 

imersos em solução de 3% de peróxido de hidrogênio em PBS durante 60 minutos, e em solução 

de 4% de leite em pó desnatado em PBS durante 60 minutos, para o bloqueio da peroxidase e 

da biotina endógenas, respectivamente. O bloqueio dos sítios inespecíficos foi realizado em 

solução de 1,5% de soro albumina bovino (bovine serum albumine, BSA) em PBS acrescido de 

0,05% de Triton® X-100 durante 12 horas. Entre cada uma das etapas, as lâminas foram lavadas 

em PBS, PBS com Triton® X-100 e PBS novamente (5 minutos cada). 

As lâminas foram divididas em seis lotes, sendo que cada lote foi incubado por 24 horas 

com um volume de 190 µl/lâmina dos seguintes anticorpos primários: anti-TGF-β1 (SC-146, 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA); anti-VEGF (SC-7269, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA); anti-BMP-2/4 (SC-137087, Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, EUA); anti-OCN (SC-18319, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

EUA); anti-NFκB (CÓDIGO); e anti-TRAP (SC-376875, Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, EUA). Todos os anticorpos primários acima listados foram preparados em diluente 

específico (S3022; Antibody Diluent with Background Reducing Components, Dako North 

America Inc., Carpinteria/CA, EUA), na concentração de 1:100 (TGF-β1, VEGF, BMP-2/4 e 

OCN) ou de 1:200 (TRAP e NFκB). As lâminas foram incubadas com anticorpo secundário 

biotinilado (190 µl/lâmina) por 90 minutos. A seguir, foram incubadas com 190 µl/lâmina de 

estreptavidina conjugada à peroxidase (K0675; Streptavidin-HRP, Dako North America Inc.) 

por 90 minutos. Todas as soluções contendo os anticorpos secundários biotinilados foram 

preparadas na concentração de 1:200, no mesmo diluente específico utilizado para a preparação 

dos anticorpos primários.  

A revelação foi realizada utilizando-se como cromógeno o composto 3,3’- 

diaminobenzidina (K3468; Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, Dako North America 

Inc.) durante 45 segundos (para TGF-β1), 40 segundos (para VEGF), 120 segundos (para BMP-

2/4) ou 120 segundos (para OCN), 60 segundos (para NFκB), e 40 segundos (para TRAP). Para 

a contracoloração, as lâminas foram lavadas em água, imersas em Hematoxilina de Harris por 

2 minutos, lavados em água para retirada do excesso de corante, desidratados pelo etanol em 

série crescente (70°GL po 2 minutos, 95°GL por 2 minutos, 100°GL I por 2 minutos, 100°GL 

II por 2 minutos, 100°GL III por 2 minutos), diafanizados em sequência de xilol (etanol 100° 

GL/xilol por 2 minutos,  xilol I por 5 minutos, xilol II por 5 minutos, xilol III por 10 minutos), 
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recobertos por meio de montagem (Permount - Fisher Scientific, Hampton, Nova Hampshire, 

EUA) e lamínula de vidro (Olen - Kasvi, São José do Pinhais, PR, BRA). Como controle 

negativo da reação, as lâminas foram submetidas às mesmas etapas descritas, suprimindo-se 

apenas a utilização dos anticorpos primários. Todas as etapas da reação imunoistoquímica 

basearam-se no protocolo descrito por Ervolino et al. (2019) e Garcia et al. (2014). 

3.2 Análise dos dados 

3.2.1 Análise da condição geral de saúde e exame clínico extra e intrabucal 

Durante todo o período experimental, a condição geral de saúde dos animais foi 

observada. Após a eutanásia, foi realizada inspeção visual da condição extra e intrabucal dos 

animais.  

3.2.2 Análises microscópicas 

As análises microscópicas foram realizadas com auxílio de microscópio óptico 

(Axiolab, Carl Zeiss) conectado a um microcomputador e acoplado a uma câmera digital (JVC 

TK-1270 Color Vídeo Câmera). A região analisada compreendeu o sítio de extração dental, ou 

seja, a área previamente ocupada pelo primeiro molar inferior e suas adjacências, incluindo o 

tecido mole sobrejacente. 

Para a análise histológica foi realizada uma descrição que levou em consideração os 

seguintes parâmetros: 1) intensidade da resposta inflamatória local; 2) extensão do processo 

inflamatório; 3) padrão de celularidade e de estruturação do tecido epitelial; 4) padrão de 

celularidade e de estruturação do tecido conjuntivo; 5) padrão de celularidade e de estruturação 

do tecido ósseo.  

Para a análise histométrica da porcentagem de tecido ósseo neoformado (PTONF) e da 

porcentagem de tecido ósseo não vital (PTONV), imagens foram capturadas (com um aumento 

de 200x) e a mensuração foi realizada com auxílio do programa de análise de imagens Image 

J. Para a análise da PTONF, as duas regiões de interesse foram os espaços previamente 

ocupados pelas raízes mesial e distal do primeiro molar inferior. Para facilitar e padronizar a 

captura das imagens, retângulos com dimensões de 710 µm x 530 µm delimitando as regiões 

de interesse foram traçados. Aqui, cada um dos dois retângulos teve como limite as paredes do 

alvéolo e o topo da crista óssea alveolar, de modo que a maior base do retângulo estava paralela 

ao longo eixo do alvéolo (FIGURA 4). A PTONF foi calculada considerando a área ocupada 

por tecido ósseo em relação a área total da imagem capturada (100%). 
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Para a análise histométrica da PTONV, as duas regiões de interesse compreenderam o 

septo interradicular e a porção óssea à mesial do primeiro molar inferior. Igualmente, os 

retângulos foram traçados, um tendo o septo interradicular no seu centro e sua base maior 

paralela ao alvéolo, e outro compreendendo a região óssea edêntula à mesial do alveólo, com 

sua base maior paralela à cortical óssea (FIGURA 4). A PTONV foi calculada considerando a 

área ocupada por tecido não vital, em relação a área total de tecido ósseo (100%), já descontadas 

as áreas de espaços medulares. Todas as mensurações foram expressas como média ± desvio-

padrão.  

Para análises imunoistoquímicas, um histologista cego aos tratamentos atribuiu um 

escore de 0 a 3 de acordo com a intensidade da marcação para cada um dos espécimes. Os 

valores foram expressos como mediana ± desvio interquartis.  

Para TGF-β1, VEGF, BMP-2/4, OCN, NFκB e TRAP foi analisada toda a área da 

mandíbula que continha o sítio de extração dental, compreendendo a mesma região que foi 

efetuada a análise histopatológica. Nesta região foi efetuada uma análise semi-quantitativa do 

padrão de imunomarcação para TGF-β1, VEGF, BMP-2/4, OCN e NFκB, onde: ESCORE 0, 

imunomarcação nula, ausência de células imunorreativas e ausência de imunomarcação na 

matriz extracelular; ESCORE 1, baixo padrão de imunomarcação, aproximadamente 20% das 

células imunorreativas e fraca marcação na matriz extracelular; ESCORE 2, moderado padrão 

de imunomarcação, aproximadamente 40% das células imunorreativas e fraca marcação na 

matriz extracelular, ESCORE 3, alto padrão de imunomarcação, aproximadamente 60% das 

células imunorreativas e moderada ou forte marcação na matriz extracelular. Para TRAP: 

ESCORE 0, imunomarcação nula, ausência de células TRAP-positivas; ESCORE 1, 1 - 7 

células TRAP-positivas por mm²; ESCORE 2, 8 - 14 células TRAP-positivas por mm², 

ESCORE 3, mais de 14 células TRAP-positivas por mm². 

FIGURA 4: Esquema representativo das regiões de interesse das análises histopatológica (a), histométrica da 

PTONF (b) e histométrica da PTONV (c). 
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3.2.3 Análise estatística 

A estatística foi realizada com auxílio do programa BioEstat 5.3 (Instituto Mamiruá, 

Manaus, AM, Brasil). Para a análise histométrica da PTONF e PTONV foram empregados os 

testes de Shapiro-Wilk, Análise de Variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey. Para as análises 

imunoistoquímicas foram empregados os testes de Análise de Variância de Kruskal-Wallis e 

pós-teste de Student-Newman-Keuls. Para todos os testes, o nível de significância adotado foi 

de 5% (p<0,05).
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4 Resultados 

4.1 Análise da condição geral de saúde dos animais e exame extra e intrabucal 

As condições gerais e o peso corporal dos animais dos grupos VEI, VEI-PRO1, VEI-

PRO2, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 se mantiveram dentro de um padrão de normalidade e 

constantes durante todo o período experimental. Os animais do grupo ZOL apresentaram uma 

leve diminuição no peso corporal, especialmente após a exodontia, a qual se manteve até o final 

do período experimental. 

Ao exame clínico intrabucal, em ZOL observou-se uma loja cirúrgica mais ampla que 

nos demais grupos experimentais, cuja mucosa sobrejacente não se reconstituiu. Em alguns 

espécimes destes grupos havia exposição óssea e ampliação ainda maior do sítio de extração. 

Nos grupos VEI, VEI-PRO1, VEI-PRO2, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 houve reparação completa, 

ou quase completa, do sítio de extração dental, com uma loja cirúrgica bem menor e recoberta 

total ou parcialmente por tecidos moles. 

4.2 Análise histopatológica 

As figuras 5 e 6 mostram o aspecto histológico do interior do sítio de extração dental e 

do tecido ósseo adjacente ao sítio de extração dental, respectivamente.  

No grupo ZOL foi observado uma ampla loja cirúrgica, com presença de nenhuma, ou 

pequena quantidade de tecido ósseo neoformado em alguns pontos. No tecido ósseo situado nas 

adjacências do alvéolo cental constatou-se a presença de grande quantidade de tecido ósseo não 

vital, caracterizado por apresentar grande quantidade de lacunas vazias ou contendo apenas 

remanescentes de osteócitos. Neste tecido, grande parte dos espaços medulares se mostrava 

ocupada por grande quantidade de células inflamatórias e restos celulares. Em sua superfície 

observou-se grande concentração de células inflamatórias e biofilme. A mucosa sobrejacente 

ao sítio de extração dental se mostrava composta por uma fina faixa de tecido epitelial restrita 

exclusivamente às margens da ferida cirúrgica e por um tecido conjuntivo exposto e com um 

abundante infiltrado inflamatório, predominantemente composto por células mononucleadas e 

alguns polimorfonucleares. 

Os grupos tratados com o veículo (VEI, VEI-PRO1, VEI-PRO2) apresentavam 

características histopatológicas muito similares entre si. A maior parte dos alvéolos dentais se 

mostrava ocupada por tecido ósseo neoformado, cuja quantidade foi similar entre tais grupos, 

no entanto, os grupos VEI-PRO1 e VEI-PRO2 apresentavam um tecido ósseo composto por 

trabéculas ósseas mais espessas, denotando um nível de maturação maior que no grupo VEI. O 
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tecido ósseo situado nas adjacências dos alvéolos dentais se mostrou com a integridade 

totalmente preservada. A mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental se mostrou composta 

por um epitélio de variada espessura que recobria toda, ou grande parte, da ferida cirúrgica. 

Esse tecido se apoiava em um tecido conjuntivo constituídos por grande quantidade de 

fibroblastos, uma quantidade de moderada a elevada de fibras colágenas e intensamente 

vascularizado. Raras foram as células inflamatórias observadas na lâmina própria desta mucosa. 

Nos grupos ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 as características histopatológicas se mostravam 

bastante semelhantes entre si. Na maioria dos espécimes, grande parte do sítio de extração 

dental se mostrava ocupada por tecido ósseo. Nestes dois grupos observou-se trabéculas ósseas 

extremamente delgadas e recobertas por osteoblastos em franca atividade. Quando tais grupos 

são comparados com os grupos tratados com o veículo, fica muito evidente que nível de 

maturação do tecido ósseo neoformado é muito menor em ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2, o que 

denota um atraso do processo de reparação tecidual. Nas adjacências do alvéolo dental se 

observava variada quantidade de tecido ósseo não vital, o qual qualitativamente se mostrava 

muito semelhante aquele observado no grupo ZOL, todavia quantitativamente em uma 

proporção muitas vezes menor que neste grupo. A mucosa sobrejacente ao sítio de extração 

dental se mostrava, na maioria dos espécimes, recoberta parcialmente por um delgado epitélio. 

Esse tecido se apoiava em uma lâmina própria contendo fibroblastos, fibras colágenas e 

algumas células inflamatórias e alguns vasos sanguíneos. 
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FIGURA 5: Aspecto histológico do interior do sítio de extração dental aos 28 dias pós-operatórios. (a – d) 

Fotomicrografias evidenciando o aspecto histológico do tecido ósseo neoformado no sítio de extração dental aos 

28 dias pós-operatórios em VEI (a), VEI-PRO1 (b), VEI-PRO2 (c), ZOL (d), ZOL-PRO1 (e) e ZOL-PRO2 (f).  

Abreviações e símbolos: ii, infiltrado inflamatório; tc, tecido conjuntivo, tonf, tecido ósseo neoformado. 

Coloração: HE. Aumento original: 200x. Barras de escala: 100 μm. 
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FIGURA 6: Aspecto histológico das adjacências do sítio de extração dental aos 28 dias pós-operatórios. (a – d) 

Fotomicrografias evidenciando o aspecto histológico do tecido ósseo situado nas adjacências do sítio de extração 

dental em VEI (a), VEI-PRO1 (b), VEI-PRO2 (c), ZOL (d), ZOL-PRO1 (e) e ZOL-PRO2 (f).  

Símbolos: setas vermelhas, osteócitos; setas pretas, lacunas vazias; setas azuis, lacunas com remanescentes 

celulares. Coloração: HE. Aumento original: 200x. Barras de escala: 100 μm. 
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4.3 Porcentagem de tecido ósseo neoformado no sítio de extração dental 

A PTONF em todos os grupos experimentais está apresentada no Gráfico 1. O grupo 

ZOL apresentou menor PTONF quando comparado com os demais grupos experimentais. Em 

ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2, a PTONF foi menor que em VEI-PRO2. Não houve diferença 

estatística na PTONF quando os grupos VEI, VEI-PRO1, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 são 

comparados entre si. 

GRÁFICO 1: Porcentagem de tecido ósseo neoformado (PTONF) no sítio de extração dental aos 28 dias pós 

exodontia.  

Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI; ‡, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo ZOL; ¶, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI-PRO1; 

§, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo ZOL-PRO1; |, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo VEI-PRO2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Resultados 

36 
 

4.4 Porcentagem de tecido ósseo não vital nas adjacências do sítio de extração dental 

A PTONV em todos os grupos experimentais está apresentada no Gráfico 2. Em ZOL, 

a PTONV foi maior que nos demais grupos experimentais. Quando os grupos VEI, VEI-PRO1, 

VEI-PRO2, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 são comparados entre si, não se constata diferenças 

estatisticamente significativas. 

GRÁFICO 2:  Porcentagem de tecido ósseo não vital (PTONV) nas adjacências do sítio de extração dental aos 

28 dias pós exodontia.  

Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI; ‡, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo ZOL; ¶, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI-PRO1; 

§, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo ZOL-PRO1; |, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo VEI-PRO2. 
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4.5 Análise imunoistoquímica 

4.5.1 TGF-β1 

O padrão de imunomarcação para TGF-β1 no sítio de extração dental nos diferentes 

grupos experimentais está apresentada no gráfico 3 e na figura 7. Nos grupos tratados com o 

veículo, VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2, a mediana e o desvio interquartis foi, respectivamente, 

de 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação), 2 (2 – 3; prevaleceu um moderado 

padrão de imunomarcação) e 2 (2 – 3; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação). 

Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2, a mediana e o desvio 

interquartis foi, respectivamente, de 1 (0 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação), 

2 (1 – 2; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação) e 3 (2 – 3; prevaleceu um alto 

padrão de imunomarcação). 

O grupo ZOL apresentou um padrão de imunomarcação para TGF-β1 menor que todos 

os demais grupos. Entre VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2, não houve diferença estatisticamente 

significativa. ZOL-PRO1 apresentou um padrão de imunomarcação menor que ZOL-PRO2. 

GRÁFICO 3: Padrão de imunomarcação para TGF-β1 no sítio de extração dental.  

 

Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI; ‡, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo ZOL; ¶, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI-PRO1; 

§, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo ZOL-PRO1; |, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo VEI-PRO2. 
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FIGURA 7: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para TGF-β1 na interface entre o tecido 

ósseo do alvéolo dental e o tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós 

exodontia nos grupos VEI (a), VEI-PRO1 (b), VEI-PRO2 (c), ZOL (d) ZOL-PRO1 (e) e ZOL-PRO2 (f).  

Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células TGF-β1-imunorrreativas. 

Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 
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4.5.2 VEGF 

O padrão de imunomarcação para VEGF no sítio de extração dental nos diferentes 

grupos experimentais está apresentada no gráfico 4 e na figura 8. Nos grupos tratados com o 

veículo, VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2, a mediana e o desvio interquartis foi, respectivamente, 

de 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação), 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão 

de imunomarcação) e 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação). Nos grupos 

tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2, a mediana e o desvio interquartis 

foi, respectivamente, de 1 (0 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação), 2 (2 – 2; 

prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação) e 2 (2 – 2; prevaleceu um moderado 

padrão de imunomarcação). 

O grupo ZOL apresentou um padrão de imunomarcação para VEGF menor que todos 

os demais grupos. O padrão de imunomarcação para VEGF em ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 foi 

menor que em VEI-PRO2.  

GRÁFICO 4: Padrão de imunomarcação para VEGF no sítio de extração dental. 

 

 

 

 

 

 

 

Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI; ‡, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo ZOL; ¶, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI-PRO1; 

§, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo ZOL-PRO1; |, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo VEI-PRO2. 
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FIGURA 8: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para VEGF na interface entre o tecido 

ósseo do alvéolo dental e o tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós 

exodontia nos grupos VEI (a), VEI-PRO1 (b), VEI-PRO2 (c), ZOL (d) ZOL-PRO1 (e) e ZOL-PRO2 (f).  

Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células VEGF-imunorrreativas. 

Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 
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4.5.3 OCN 

O padrão de imunomarcação para OCN no sítio de extração dental nos diferentes grupos 

experimentais está apresentada no gráfico 5 e na figura 9. Nos grupos tratados com o veículo, 

VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2, a mediana e o desvio interquartis foi, respectivamente, de 2 (2 

– 3; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação), 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão 

de imunomarcação) e 3 (3 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação). Nos grupos 

tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2, a mediana e o desvio interquartis 

foi, respectivamente, de 1 (0 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação), 2 (1 – 2; 

prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação) e 2 (2 – 2; prevaleceu um moderado 

padrão de imunomarcação). 

O grupo ZOL apresentou um padrão de imunomarcação para OCN menor que o 

apresentado pelos grupos VEI, VEI-PRO1, VEI-PRO2 e ZOL-PRO2. O padrão de 

imunomarcação para OCN em ZOL-PRO1 foi menor que em VEI-PRO1 e VEI-PRO2. O grupo 

ZOL-PRO2 apresentou um padrão de imunomarcação menor que o apresentado por VEI-PRO2.  

GRÁFICO 5: Padrão de imunomarcação para OCN no sítio de extração dental. 

 

 

 

 

 

 

 

Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI; ‡, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo ZOL; ¶, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI-PRO1; 

§, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo ZOL-PRO1; |, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo VEI-PRO2. 
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FIGURA 9: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para OCN na interface entre o tecido 

ósseo do alvéolo dental e o tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós 

exodontia nos grupos VEI (a), VEI-PRO1 (b), VEI-PRO2 (c), ZOL (d) ZOL-PRO1 (e) e ZOL-PRO2 (f).  

Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células OCN-imunorrreativas. 

Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 

 

  



 

Resultados 

43 
 

4.5.4 BMP-2/4 

O padrão de imunomarcação para BMP2/4 no sítio de extração dental nos diferentes 

grupos experimentais está apresentada no gráfico 6 e na figura 10. Nos grupos tratados com o 

veículo, VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2, a mediana e o desvio interquartis foi, respectivamente, 

de 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação), 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão 

de imunomarcação) e 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação). Nos grupos 

tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2, a mediana e o desvio interquartis 

foi, respectivamente, de 1 (0 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação), 2 (2 – 3; 

prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação) e 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de 

imunomarcação). 

O grupo ZOL apresentou um padrão de imunomarcação para BMP2/4 menor que todos 

os demais grupos. 

GRÁFICO 6: Padrão de imunomarcação para BMP-2/4 no sítio de extração dental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI; ‡, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo ZOL; ¶, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI-PRO1; 

§, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo ZOL-PRO1; |, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo VEI-PRO2. 
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FIGURA 10: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para BMP2/4 na interface entre o tecido 

ósseo do alvéolo dental e o tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós 

exodontia nos grupos VEI (a), VEI-PRO1 (b), VEI-PRO2 (c), ZOL (d) ZOL-PRO1 (e) e ZOL-PRO2 (f).  

Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células BMP-2/4-imunorrreativas. 

Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 
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4.5.5 NFκB 

O padrão de imunomarcação para NFκB no sítio de extração dental nos diferentes 

grupos experimentais está apresentada no gráfico 7 e na figura 11. Nos grupos tratados com o 

veículo, VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2, a mediana e o desvio interquartis foi, respectivamente, 

de 1 (1 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação), 1 (1 – 1; prevaleceu um baixo 

padrão de imunomarcação) e 1 (1 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação). Nos 

grupos tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2, a mediana e o desvio 

interquartis foi, respectivamente, de 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação), 2 

(1 – 2; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação) e 2 (1 – 2; prevaleceu um moderado 

padrão de imunomarcação). 

O grupo ZOL apresentou um padrão de imunomarcação para NFκB maior que todos os 

demais grupos. O padrão de imunomarcação para NFκB em ZOL-PRO1 foi maior que em VEI-

PRO1 e VEI-PRO2.  

GRÁFICO 7: Padrão de imunomarcação para NFκB no sítio de extração dental. 

 

 

 

 

 

 

 

Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI; ‡, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo ZOL; ¶, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI-PRO1; 

§, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo ZOL-PRO1; |, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo VEI-PRO2. 
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FIGURA 11: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para NFκB na interface entre o tecido 

ósseo do alvéolo dental e o tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós 

exodontia nos grupos VEI (a), VEI-PRO1 (b), VEI-PRO2 (c), ZOL (d) ZOL-PRO1 (e) e ZOL-PRO2 (f).  

Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células NFκB-imunorrreativas. 

Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 
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4.5.6 TRAP 

O padrão de imunomarcação para TRAP no sítio de extração dental nos diferentes grupos 

experimentais está apresentada no gráfico 8 e na figura 12. Nos grupos tratados com o veículo, 

VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2, a mediana e o desvio interquartis foi, respectivamente, de 2 (1 

– 2; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação), 2 (2 – 3; prevaleceu um moderado 

padrão de imunomarcação) e 2 (2 – 3; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação). 

Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2, a mediana e o desvio 

interquartis foi, respectivamente, de 1 (1 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação), 

1 (1 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação) e 1 (1 – 1; prevaleceu um baixo 

padrão de imunomarcação). 

Os grupos tratados com zoledronato (ZOL, ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2) apresentaram um 

menor padrão de imunomarcação para TRAP quando comparados com os grupos tratados com 

o veículo (VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2). 

GRÁFICO 8: Padrão de imunomarcação para TRAP no sítio de extração dental. 

Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI; ‡, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo ZOL; ¶, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo VEI-PRO1; 

§, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo ZOL-PRO1; |, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo VEI-PRO2. 
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FIGURA 12: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para TRAP na interface entre o tecido 

ósseo do alvéolo dental e o tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós 

exodontia nos grupos VEI (a), VEI-PRO1 (b), VEI-PRO2 (c), ZOL (d) ZOL-PRO1 (e) e ZOL-PRO2 (f).  

Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células TRAP-imunorrreativas. 

Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 
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5 Discussão 

Historicamente, os BFs têm sido empregados com grande êxito para o controle de 

destruição óssea nas mais variadas situações clínicas (RUSSEL, 2011). O uso de BFs cada vez 

mais potentes e em doses mais altas fez despontar um importante efeito adverso, com relevância 

sobretudo para a Odontologia: a ONM (DRAKE et al., 2008). Avanços no entendimento dos 

mecanismos de desenvolvimento da ONM têm sido realizados, mas a complexidade da doença 

ainda dificulta a definição da sua etiopatologia. Simultaneamente à busca pelo entendimento da 

patofisiologia, estudos buscando por protocolos terapêuticos e/ou preventivos mais efetivos que 

os atuais têm sido realizados.  

A prevenção da ONM é amplamente recomendada devido à dificuldade de resposta ao 

tratamento que lesões já estabelecidas apresentam (MARX et al., 2005). A recomendação atual 

é a realização de antibioticoterapia profilática nos casos em que pacientes fazendo uso de BFs 

necessitem de intervenções odontológicas mais invasivas, mas não é efetiva em todos os casos 

(CABRAS et al., 2021; HOEFERT et al., 2011). Terapias alternativas ou adjuvantes têm sido 

estudadas, principalmente aquelas que são capazes de simultaneamente promover a 

bioestimulação tecidual, modular a resposta inflamatória, e exercer ação antimicrobiana. As 

várias propriedades biológicas da própolis são reconhecidas e exploradas em diversas áreas, 

dentro e fora da Odontologia. Notadamente, suas ações anti-inflamatória, imunomodulador e 

bioestimuladora vêm a ser interessante para a prevenção da ONM. No presente estudo, optou-

se por empregar a própolis de forma tópica em formulação de nanoemulsão, cuja finalidade é 

melhorar sua absorção e potencializar seus efeitos.  

O emprego de modelos animais e modelos in vitro têm sido bastante explorados nas 

pesquisas sobre tratamento e prevenção da ONM. O presente modelo animal foi delineado pelo 

nosso grupo de pesquisa e tem sido empregado em diversos estudos. Ele busca simular o perfil 

de paciente de risco da ONM e, por isso, empregou animais fêmeas senescentes (17 meses). A 

escolha por ratas acíclicas teve a finalidade de mimetizar as condições hormonais das mulheres 

desse perfil de risco, as quais reconhecidamente têm importante influência sobre o metabolismo 

ósseo. A dose de BFs empregada simula a dose recebida por humanos no tratamento 

oncológico, a qual tem maior associação com a ocorrência de ONM, e, assim como a via 

administrativa, está bem documentada (ANESI et al., 2019; BI et al., 2010; ERVOLINO et al., 

2019; STATIKIEVIZ et al., 2018; TORO et al., 2019). O emprego de exodontia de dente com 

comprometimento periodontal simula uma situação clínica rotineira e bastante associada com 

o desenvolvimento de ONM (MARX et al., 2015). Tanto a presença de quadro 



 

Discussão 

50 
 

inflamatório/infeccioso decorrente da periodontite quanto a realização de exodontia exigem 

esforços do organismo para reparo e são fatores desencadeantes de ONM (RUGGIERO et al., 

2004; MARX et al., 2005 MIGLIORATI, BRENNAN, PETERSON, 2019). A ONM é uma 

condição documentada em humanos, e, sendo assim, optou-se por descrever sua ocorrência em 

ratos como lesões semelhantes à ONM. Foram consideradas lesões semelhantes à ONM em 

ratos: a presença de loja cirúrgica apresentando sinais clínicos e histológicos de grande 

comprometimento de reparação tecidual e presença de grande quantidade de tecido ósseo não 

vital nas adjacências do alvéolo dentário ao longo de 28 dias pós-operatórios, em ratos tratados 

com antirreabsortivo e que nunca foram expostos à radiação X.  

O grupo ZOL apresentou grande comprometimento do reparo tecidual, reduzida PTONF 

e tecido mole sobrejacente mal estruturado e com presença de extenso infiltrado inflamatório. 

Tais achados corroboram estudos anteriores que demonstram o efeito negativo dos BFs sobre 

osteoblastos e seus precursores, com redução da viabilidade celular e alteração da morfologia e 

atividade celular (BASSO et al., 2013). Estudos in vitro têm demonstrado menor expressão de 

Runx-2, importante para diferenciação de osteoblastos, e colágeno I, BMP 2 e 7, fosfatase 

alcalina (alkaline phosphatase, ALP) e OCN, importantes para síntese e mineralização da 

matriz óssea, em osteoblastos tratados com BFs, de modo dose-dependente (BASSO et al., 

2013; LÓPEZ, LESTON, JORNET, 2018; MANZANO-MORENO et al., 2018. 

PATNTIRAPONG et al., 2021). BFs também exercem efeito citotóxico sobre queratinócitos, 

fibroblastos e células endoteliais (AGHALOO et al., 2015; ALLEN, BURR, 2009; BASSO et 

al., 2016; PABST et al, 2012; WALTER et al., 2010), o que compromete sobremaneira o reparo 

da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental. De fato, o grupo ZOL apresentou ausência 

de epitélio sobre a ferida cirúrgica e tecido conjuntivo desestruturado. A presença de mucosa 

íntegra é uma das primeiras barreiras protetoras do sistema imune inato, de modo que a 

exposição prolongada do tecido ósseo facilita sua contaminação e dificulta seu reparo 

(WILLIAMS et al., 2014). Cabras et al. (2021) e Matsumoto et al. (2017) relataram redução da 

ocorrência de ONM quando houve aproximação das bordas cirúrgicas e bom fechamento da 

ferida após exodontia. 

O grupo ZOL apresentou PTONV muito maior que todos os demais grupos, e alguns 

espécimes apresentaram presença de lesões semelhantes à ONM ao exame clínico. A inibição 

da atividade clástica causada pelos BFs pode ser observada pela alteração da morfologia celular 

(células maiores e hipernucleadas, com ausência de borda corrugada e desacopladas da matriz 

óssea) (RUSSEL et al., 1999). A imunomarcação para TRAP nos três grupos tratados com 
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zoledronato não apresentou diferença estatisticamente significante quando tais grupos são 

comparados entre si. Tais grupos apresentaram menor imunomarcação para TRAP quando 

comparados com VEI, o que é reflexo da ação do zoledronato. Esses dados corroboram dados 

prévios do nosso grupo, que também demonstraram menor marcação de TRAP em grupos 

tratados com zoledronato em comparação com grupos controle (ERVOLINO et al., 2019; 

TORO et al., 2019). A menor atividade de osteoclastos prejudica a remoção de áreas 

danificadas, necessária para a posterior deposição de osso, de forma que o resultado final é o 

acúmulo de áreas não vitais e o comprometimento do reparo ósseo (ALLEN 2009, 

MIGLIORATI, BRENNAN, PETERSON, 2009). Ruggiero et al (2004), em um dos relatos 

mais iniciais sobre a ONM, já apontavam a redução do turnover ósseo como um importante 

mecanismo patogênico. A ação citotóxica direta aos osteócitos tem sido sugerida, porém ainda 

não foi comprovada (AGUIRRE, CASTILLO, KIMMEL, 2021).  

O infiltrado inflamatório no grupo ZOL apresentou-se intenso e se estendia por todo o 

tecido conjuntivo e tecido ósseo. Sabe-se que os BFs causam disfunção da resposta imune local, 

tendo efeito sobre células imunes e causando desequilíbrio entre as citocinas pró e anti-

inflamatórias. A expressão de várias citocinas, como IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α e IFN-

γ pode ser afetada (ZHANG et al., 2021). Os BFs também interferem na polarização de 

macrófagos inflamatórios, alterando a taxa de M1/M2 (WEHRHAN et al., 2017; ZHANG et 

al., 2021). Macrófagos M1 têm ação pró-inflamatória, com notada habilidade de destruição de 

patógenos e apresentação de antígenos. Expressam diversas citocinas pró-inflamatórias e 

algumas enzimas como ciclooxigenase-2 (COX-2) e óxido nítrico sintase induzível (inducible 

nitric oxide synthase, iNOS) (VIOLA et al., 2019). Macrófagos M2, por sua vez, têm ação anti-

inflamatória/resolutiva, estando relacionados com controle da inflamação, fagocitose de restos 

celulares apoptóticos e condução do reparo, por meio da expressão de citocinas anti-

inflamatórias e fatores de crescimento (VIOLA et al., 2019). BFs estimulam a polarização de 

M1 e inibem a de M2 por mais de um mecanismo e o bloqueio desses mecanismos se mostrou 

efetivo em reduzir a incidência de ONM (QU et al., 2020; WEHRHAN et al., 2017; ZHANG 

et al., 2013; ZHU et al., 2019). A influência dos BFs sobre outras células e mecanismos da 

resposta imune tem sido cada vez melhor compreendida e ainda há muito para ser explorado. 

O resultado da ação dos BFs é o prolongamento e exacerbação do estado pró-inflamatório, que 

causa danos teciduais e impede a fase resolutiva subsequente. Ademais, tal desregulação 

também é influenciada por infecções locais. Embora ainda não se tenha clareza sobre a infecção 

ser um fator etiopatogênico ou um evento secundário à necrose, sabe-se que a infecção de áreas 
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necróticas inevitavelmente ocorre, sendo a presença de bactérias em biópsias de ONM muito 

comum (MARX et al., 2015). A polarização de macrófagos M1 é estimulada pela presença de 

lipopolissacarídeo (LPS), de modo que, sendo evento primário ou não, a infecção estimula a 

persistência de quadro inflamatório e atrasa o reparo. Desse modo, a associação de inflamação 

exacerbada e prolongada, reparo prejudicado e susceptibilidade a infecção em um tecido 

debilitado pela diminuição de seu turnover e acúmulo de microfraturas, localizado em ambiente 

com rica microbiota, submetido a cargas mecânicas mastigatórias e recoberto apenas por 

mucosa pode culminar em desfechos trágicos como a ONM.  

O uso da própolis na prevenção da ONM tem o objetivo de usar de sua capacidade 

imunomoduladora, anti-inflamatória, antimicrobiana e antioxidante para auxiliar na melhora do 

reparo tecidual. No presente estudo, os grupos ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 apresentaram redução 

do infiltrado inflamatório, comparado com o grupo ZOL. Existe variabilidade nos resultados 

dos estudos sobre a ação da própolis na expressão de diversas citocinas pró e anti-inflamatórias, 

o que provavelmente se deve à variabilidade na composição da própolis de diferentes origens 

geográficas e também aos diferentes delineamentos experimentais. No entanto, apesar dessa 

variabilidade, a capacidade da própolis em reduzir expressão de IL-1β, IL-6 e IL-12 (citocinas 

pró-inflamatórias) e aumentar de IL-10, IL-4 e TGF-β (citocinas anti-inflamatórias) é 

amplamente relatada (ALANAZI et al., 2020; BUENO-SILVA et al., 2015; BUENO-SILVA 

et al., 2017; ELKHENANY, EL-BADRI, DHAR, 2019; SZLISZKA et al., 2013). A própolis 

também reduz a expressão de COX-2 e de lipoxigenase (LOX) (ALANAZI et al., 2020; 

ASGHARPOUR et al., 2019; EKEUKU, CHIN, 2021; PAHLAVANI et al., 2020) e a produção 

de prostaglandinas e leucotrienos (BANSKOTA, TEZUKA, KADOTA, 2001; EKEUKU, 

CHIN, 2021; SFORCIN, 2007; PAHLAVANI et al., 2020).  

Além da modulação de diversos mediadores inflamatórios, estudos mostram que a 

própolis também poderia reduzir a polarização e a atividade de macrófagos M1. A própolis 

reduz a expressão de fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (granulocyte-

macrophage colony-stimulating fator, GM-CSF), estimulador da polarização de M1(BUENO-

SILVA et al., 2015; BUENO-SILVA et al., 2017; ELKHENANY, EL-BADRI, DHAR, 2019; 

SZLISZKA et al.,2013). Além disso, a própolis reduz a produção de óxido nítrico (NO) e de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e a expressão de iNOS (ALANAZAI et al., 2020; 

ASGHARPOUR et al., 2019; BUENO-SILVA et al., 2015; BUENO-SILVA et al., 2017; 

BÚFALO et al., 2013; PASUPULETI et al., 2017; SZLISZKA et al., 2013). A produção de NO 

e de EROs faz parte dos mecanismos microbicidas dos fagócitos. O NO é produzido pela iNOS 
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no citosol e difundido para fora da célula, e tem efeito citotóxico sobre parasitas e células 

hospedeiras tumorais e normais. As EROs são produzidas a partir de O2 num processo chamado 

explosão respiratória e agem por dano oxidativo a estruturas celulares. Para evitar que as EROs 

causem dano à célula hospedeira, existem vários mecanismos antioxidantes agindo fora dos 

fagossomos. No entanto, em condições de resposta inflamatória exacerbada ou prolongada, a 

produção excessiva de EROs e NO podem causar lesão tecidual. Além de reduzir a produção 

de EROs, a própolis tem importante ação antioxidante, graças a presença de flavonoides, 

colaborando com a redução do estresse oxidativo que pode ser causado pela atividade dos 

macrófagos. Alanazi et al. (2020) e Pahlavani et al. (2020) relataram que a própolis aumentou 

os níveis de glutationa reduzida (GSH), marcando maior atividade da enzima antioxidante 

glutationa peroxidase.  

As EROs e o NO também agem como sinais inflamatórios, estimulando a expressão de 

molécula de adesão celular vascular-1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) e 

molécula de adesão intercelular-1 (intercelular adhesion molecule-1, ICAM-1), importantes 

para a diapedese, e a ativação de NFκB (ALANAZI et al., 2020; HUSSAIN et al., 2016, WEST 

et al., 2011), de modo que a inflamação é cada vez mais intensificada.  

O NFκB é o principal fator de transcrição de vários mediadores pró-inflamatórios. Sem 

estímulo, está presente no citoplasma ligado ao seu inibidor natural, o IκB. A ativação clássica 

do NFκB acontece mediante ativação de receptores do tipo toll (toll-like receptors, TLR), por 

ligação a padrões moleculares associados a danos (damage associated molecular pattern, 

DAMP) ou a patógenos (pathogen-associated molecular pattern, PAMP), ou de receptores de 

fatores de crescimento e de citocinas. A ativação desses receptores leva a fosforilação do IκB, 

que segue para degradação em proteassomos. O NFκB livre no citosol segue para o núcleo, 

onde se liga ao DNA, ativando a expressão de vários genes pró-inflamatórios (BÚFALO et al., 

2013, BRASILEIRO FILHO, 2019). No grupo ZOL, houve maior ativação de NFκB 

comparado com todos os demais grupos. No grupo ZOL-PRO1, a imunomarcação para NFκB 

foi menor que em ZOL e maior que em VEI, VEI-PRO1 e VEI-PRO2. ZOL-PRO2, VEI, VEI-

PRO1 e VEI-PRO2 não apresentaram diferença estatisticamente significante quando 

comparados entre si. Assim, podemos sugerir que a própolis não reduziu os níveis normais de 

ativação de NFκB, mas foi capaz de impedir a ativação exacerbada associada ao zoledronato.  

A capacidade da própolis de inibir a ativação de NFκB tem sido bastante relatada 

(ASGHARPOUR et al., 2019; BUENO-SILVA et al., 2015; BÚFALO et al.,2013; CONTE et 

al., 2021; CÔRREA et al., 2017; PAHLAVANI et al., 2020; XUAN et al., 2019), com destaque 
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para o éster fenetílico do ácido cafeico (caffeic acid phenethyl ester, CAPE) (ANG et al., 2009; 

PAHLAVANI et al., 2020; SFORCIN 2007), um composto encontrado em algumas própolis. 

A própolis parece atrasar a degradação do IκB, inibindo a translocação nuclear do NFκB (ANG 

et al., 2009; NIE et al., 2017; XUAN et al., 2019). Assim, a própolis colaboraria com o controle 

da fase pró-inflamatória exacerbada nos animais tratados com zoledronato, agindo em vários 

pontos desse processo, desde a inibição da expressão de mediadores inflamatórios até a 

migração e atividade de várias células inflamatórias. 

A imunomarcação de TGF-β1 em ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 foi maior que em ZOL. 

ZOL-PRO2 foi maior que ZOL-PRO1, com valores comparáveis aos de VEI. Quanto à 

imunomarcação de VEGF, os grupos ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 não diferiram entre si e se 

mostraram maiores que o grupo ZOL. O grupo VEI-PRO2 apresentou maior imunomarcação 

para VEGF que ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2. TGF-β1 é um importante fator de crescimento 

relacionado com a proliferação de fibroblastos, queratinócitos, tecido ósseo e, juntamente com 

o VEGF, vasos sanguíneos. BFs reduzem os níveis de TGF-β1 e VEGF, supostamente pela 

redução da polarização de macrófagos M2, uma vez que essas células são importantes fontes 

desses fatores de crescimento (WEHRHAN et al., 2017). Alanazi et al. (2020) relataram que a 

própolis teria a capacidade de estimular a polarização de macrófagos M2, o que poderia explicar 

os maiores valores de TGF-β1 e VEGF nos grupos ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2. Valores esses 

que estão de acordo com a literatura, que mostra que a própolis aumentou os níveis de TGF-β1 

(ANSORGE, REINHOLD, LENDECKEL, 2003; ELKHENANY, EL-BADRI, DHAR, 2019; 

RAHAYU et al., 2020; SFORCIN, 2007) e de VEGF (LIMA ET AL., 2014; KRESNOADI, 

LUNARDHI, AGUSTONO, 2020; KURAMOTO et al., 2019; RAHAYU 2020).  

A modulação da inflamação permite que o organismo avance para a fase de reparo, 

favorecendo o restabelecimento da mucosa e o reparo alveolar. Pasupuleti et al. (2017) 

relataram que a própolis aumenta a quantidade de colágeno tipo I durante cicatrização de feridas 

e modula a expressão de fibronectina, melhorando a migração de queratinócitos e favorecendo 

formação de tecido de granulação. No histopatológico, é possível observar que os grupos ZOL-

PRO1 e ZOL-PRO2 apresentaram maior recobrimento mucoso da ferida, com tecido conjuntivo 

mais celularizado e melhor estruturado e redução significativa do infiltrado inflamatório.  

Os grupos ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 apresentaram neoformação óssea no interior do 

alvéolo. As trabéculas ósseas eram mais delgadas que as dos três grupos VEI, no entanto o 

reparo foi muito melhor que o do grupo ZOL. A PTONF desses grupos foi maior que em ZOL 

e não diferiu de VEI. O grupo VEI-PRO2 apresentou PTONF maior que ZOL-PRO1 e ZOL-
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PRO2. Alguns estudos relataram maior formação de tecido ósseo e número de osteoblastos em 

animais tratados com própolis (KRESNOADI, LUNARDHI, AGUSTONO, 2020; 

KRESNOADI et al., 2020; MEIMANDI-PARIZI et al., 2018; SOMSANITH et al., 2018). No 

entanto, ainda não existem informações sólidas o suficiente para afirmarmos que a própolis tem 

ação estimuladora direta sobre diferenciação e atividade de osteoblastos e neoformação óssea. 

Sabe-se que o estresse oxidativo e a inflamação crônica com excessivos níveis de citocinas pró-

inflamatórias perturbam o equilíbrio da homeostase óssea (DAR et al., 2018; GRUBER, 2019, 

EKEUKU, CHIN, 2021; LIN et al., 2017). Dessa forma, poderia ser questionado se a ação da 

própolis seria indireta, permitindo que o organismo coordenasse o reparo ósseo ao modular a 

resposta inflamatória.  

De qualquer forma, a própolis colaborou com a neoformação óssea, como mostram os 

resultados do histopatológico e do histométrico e também as imunomarcações para BMP-2/4 e 

OCN. ZOL-PRO1 e ZOL-PRO2 apresentaram maior imunomarcação para BMP-2/4 que ZOL, 

com ZOL-PRO2 não diferindo de VEI. ZOL-PRO1 apresentou maior quantidade de OCN que 

ZOL, mas sem diferença estatística. ZOL-PRO2 apresentou maior imunomarcação para OCN 

comparado com ZOL. VEI-PRO2 apresentou maior imunomarcação para OCN que ZOL-PRO1 

e ZOL-PRO2. Esses dados corroboram os da literatura, que mostram maiores níveis de OCN, 

BMP-2 e BMP-7 em tratamentos com própolis (EKEUKU, CHIN, 2021; KRESNOADI, 

WIDJAJA, LAKSONO, 2021; KRESNOADI et al., 2020; SOMSANITH et al., 2018).  

Apesar dos achados sobre a ação da própolis sobre diferenciação e atividade 

osteoblástica ainda serem inconclusivos, sua ação sobre osteoclastos é melhor documentada. 

Ao inibir a ativação do NFκB, a própolis não apenas modula a resposta inflamatória, como 

também inibe a osteoclastogênese e ativação osteoclástica induzida pela inflamação (ANG et 

al., 2009; EKEUKU, CHIN, 2021). A ligação do receptor ativador de fator nuclear kappa B 

(receptor activator of nuclear factor kappa B, RANK) da membrana de precursores de 

osteoclastos com seu ligante (receptor activator of nuclear factor kappa B ligand, RANKL) 

ativa o NFκB, que regula alguns genes envolvidos na diferenciação, ativação e sobrevivência 

de osteoclastos (ABU-AMER, 2013). Essa propriedade da própolis não pôde ser avaliada no 

presente estudo, uma vez que nos grupos VEI-PRO1 e VEI-PRO2 não havia processo 

inflamatório exacerbado e sim uma ferida em processo de reparação tecidual.   

A própolis foi capaz de promover redução na imunomarcação de NFκB nos grupos 

tratados com zoledronato. Porém não foi possível observar o reflexo disso na imunomarcação 

de TRAP nos grupos tratados com zoledronato, uma vez que os valores de TRAP nesses grupos 
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são significantemente baixos em função da potente ação inibitória do zoledronato sobre os 

osteoclastos. Sendo assim, o padrão de imunomarcação de TRAP nos grupos ZOL-PRO1 e 

ZOL-PRO2 se devem à ação do zoledronato, de modo que qualquer efeito da própolis sobre 

esse parâmetro fica ofuscado. 

De modo geral, o grupo ZOL-PRO2 mostrou-se superior ao ZOL-PRO1 em alguns 

parâmetros avaliados. Acredita-se que a discreta diferença em alguns resultados se deve à 

diferença de viscosidade das duas nanoemulsões, de modo que a alta viscosidade permitiu que 

a nanoemulsão no grupo ZOL-PRO2 se mantivesse em posição por mais tempo, o que 

favoreceu a absorção dos compostos ativos. Assim, em se tratando do desenvolvimento de um 

medicamento, é importante considerar também algumas de suas propriedades físicas. Acredita-

se que a namoemulsão de baixa viscosidade seja mais indicada para situações nas quais se 

efetua a irrigação da área, o que não foi o caso do presente estudo, no qual ela foi apenas 

depositada sobre a ferida cirúrgica. Ou seja, no caso de reparo alveolar, a nanoemulsão de alta 

viscosidade parece performar melhor.  

A indicação de uso da própolis na medicina convencional ainda esbarra no grande 

problema da variabilidade de composição de própolis de diferentes origens geográficas. A 

padronização na composição é um pré-requisito básico para a incorporação de um medicamento 

na rotina clínica, de modo que se possa seguir protocolos testados e obter resultados previsíveis. 

Assim, baseando-se nos resultados do presente estudo, estudos clínicos empregando própolis 

na prevenção da ONM-M podem ser propostos, porém a ressalva quanto a essa questão deve 

sempre ser levada em consideração. O estudo da própolis na prevenção da ONM-M, somado 

aos crescentes estudos de Osteoimunologia, pode ter levantado questões muito interessantes 

acerca da patogenia da doença para as quais cabe maior investigação. O conhecimento da ação 

da própolis sobre vários mecanismos imunes e reparativos e o impacto disso na melhora do 

reparo em animais tratados com zoledronato pode ajudar a evidenciar alguns pontos que até 

então não tinham tanta atenção e que podem ser bastante relevantes para a compreensão dessa 

doença tão complexa. 
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6 Conclusão 

Dentro dos limites do presente estudo, é possível concluir que o uso local de 

nanoemulsão de própolis verde (tanto com baixa viscosidade quanto com alta viscosidade) no 

sítio de extração dental de ratas senescentes tratadas com altas doses de zoledronato favoreceu 

a reparação alveolar e evitou a ocorrência de lesões semelhantes à ONM. Ainda, o uso de 

nanoemulsão com alta viscosidade apresentou algumas vantagens em algumas das análises do 

presente estudo. 
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Anexo 1 

Protocolo de aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais 

 
 

 

 


