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FRANCISCON, J. P. S. Efetividade do gel liberador de oxigênio ativo associado 

à terapia fotodinâmica antimicrobiana como tratamento preventivo para a 

osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos. 2023. 64 f. Dissertação 

(Mestrado) – Faculdade de Odontologia de Araçatuba, Universidade Estadual Paulista 

(Unesp), Araçatuba, 2023. 

RESUMO 

A osteonecrose dos maxilares associada à terapia medicamentosa (ONMM) é uma 

condição patológica de difícil tratamento. Sendo assim, a conduta ideal é o 

estabelecimento de estratégias que visem prevenir sua ocorrência. A terapia tópica 

com gel liberador de oxigênio ativo (TTGLOA) e a terapia fotodinâmica antimicrobiana 

(aPDT) apresentam concomitantemente atividade antimicrobiana e ação 

biomodulatória, o que as colocam como potenciais estratégias preventivas para a 

ONMM. O objetivo do presente estudo foi avaliar a efetividade do TTGLOA em 

associação com aPDT no processo de reparo alveolar em ratas senescentes tratadas 

com dose oncológica de zoledronato, e analisar o seu potencial na prevenção da 

ocorrência da ONMM. Vinte e oito ratas senescentes foram divididas em quatro grupos 

experimentais: NTL, TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT. No dia 0 foi realizada a 

instalação de uma ligadura ao redor do primeiro molar inferior do lado esquerdo para 

indução da periodontite experimental. Do dia 1 ao dia 50 as ratas receberam, a cada 

3 dias, 0,45 ml de zoledronato (100 µg/Kg), pela via intraperitoneal. Após 3 semanas 

de tratamento com zoledronato foi efetuada a extração do primeiro molar inferior do 

lado esquerdo. No grupo NTL (n=7) não foi efetuado nenhum tratamento local. No 

grupo TTGLOA (n= 7) e no grupo aPDT (n=7), os alvéolos foram submetidos a três 

sessões de TTGLOA e aPDT, respectivamente.  No grupo TTGLOA+aPDT (n=7) os 

alvéolos foram submetidos a três sessões de TTGLOA seguida de aPDT. Os 

tratamentos locais foram efetuados aos 0, 2 e 4 após exodontia. As eutanásias foram 

realizadas aos 28 dias pós exodontia. As hemimandíbulas foram devidamente 

processadas para permitir: análise histológica, análise histométrica da porcentagem 

de tecido ósseo neoformado (TONF) e de tecido ósseo não vital (TONV) e análise 

imunoistoquímica (BMP2/4, proteína morfogenética óssea 2/4 e; OCN, osteocalcina). 

O grupo NTL apresentou grande comprometimento do processo de reparação 

tecidual. Os grupos TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT apresentaram um processo de 

reparação tecidual favorável do sítio de extração dental. No grupo NTL a porcentagem 



 

 

 

de TONF foi menor, enquanto que, a porcentagem de TONV foi maior, que nos demais 

grupos. O grupo TTGLOA apresentou menor porcentagem de TONF e maior 

porcentagem de TONV quando comparado com os grupos aPDT e TTGLOA+aPDT. 

No grupo TTGLOA+aPDT a porcentagem de TONF foi maior que no grupo aPDT. O 

grupo TTGLOA+aPDT apresentou o maior padrão de imunomarcação para BMP2/4 e 

para OCN. A TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT foram capazes de evitar a ocorrência 

da ONMM pós exodontia com diferentes níveis de efetividade. Como monoterapia, a 

aPDT foi superior a TTGLOA, todavia, a maior efetividade foi obtida com o emprego 

da TTGLOA+aPDT. 

Palavras-chave: Osteonecrose. Espécies Reativas de Oxigênio. Fotoquimioterapia. 

Ácido Zoledrônico.  

  



 

 

 

FRANCISCON, J. P. S. Effectiveness of active oxygen-releasing gel associated 

with antimicrobial photodynamic therapy as adjuvant therapy for medication-

related osteonecrosis of the jaws. 2023. 64 f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade 

de Odontologia de Araçatuba, Universidade Estadual Paulista (Unesp), Araçatuba, 

2023. 

ABSTRACT 

The medication-related osteonecrosis of the jaws (MRONJ) is a pathological condition 

that is difficult to treat. Therefore, the ideal conduct is establishment of strategies aimed 

at preventing its ocurrence. Topical therapy with active oxygen-releasing gel 

(TTAORG) and the antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) have antimicrobial 

activity and biomodulation action, which makes them potencial preventive strategies to 

MRONJ. The aim of this study was to evaluate the effectiveness of TTAORG in 

association with aPDT in the alveolar repair in senescent female rats treated with 

oncological dose of zoledronate and to analyze its potention in preventing the 

occurence of MRONJ. Twenty-eight senescent female rats were divided in four 

experimental groups: NLT, TTAORG, aPDT, TTAORG+aPDT. On 0 day a ligature was 

installed around the mandibular first molar on the left side to induce experimental 

periodontitis. From day 1 to 50, the rats received, every three days, 0.45 ml of 

zoledronate (100 μg/Kg), intraperitoneally. After three weeks of treatment with 

zoledronate, the mandibular first molar on the left side was extracted. In the NLT group 

(n=7) no local treatment was performed. In the TTAORG group (n=7) and in the aPDT 

group (n=7) the socket was submitted to three sessions of TTAORG and aPDT, 

respectively. In the TTAORG+aPDT group (n=7) the socket was submitted to three 

sessions of TTAORG followed by aPDT. Local treatments were performed at 0, 2 and 

4 days after dental extraction. Euthanasia was performed 28 days after dental 

extraction. The hemimandibles were processed to allow: histological analysis, 

histometrical analysis of the percentage of newly formed bone tissue (NFBT) and non-

vital bone tissue (NVBT) and immunohistochemical analysis (BMP2/4, morfogenetic 

bone protein 2/4 and; OCN, osteocalcin). The NLT group showed a great impairment 

of tissue repair process. The TTAORG, aPDT and TTAORG+aPDT groups showed a 

favorable tissue repair at the dental extraction site. In the NLT group, the percentage 

of NFBT was lower, while the percentage of NVBT was higher than the other groups. 

The TTAORG group showed lower percentage of NFBT and a higher percentage of 



 

 

 

NVBT when compared with the aPDT and TTAORG+aPDT groups. In the 

TTAORG+aPDT group the percentage of NFBT was higher than aPDT group. The 

TTAORG+aPDT group showed the highest pattern of immunolabeling for BMP2/4 and 

OCN. TTAORG, aPDT and TTAORG+aPDT were able to avoid the occurence of 

MRONJ after dental extraction with differents levels of effectiveness. As a 

monotherapy, aPDT was better than TTAORG, but, the greatest effectiveness was 

obtained with the use of TTAORG+aPDT. 

Keywords: Osteonecrosis. Reactive Oxygen Species. Photochemotherapy. 

Zoledronic Acid.   
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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade da terapia tópica com gel liberador de oxigênio 

ativo (TTGLOA) em associação com a terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) no 

processo de reparo alveolar de ratas senescentes tratadas com dose oncológica de 

zoledronato, e analisar o seu potencial na prevenção da ocorrência da osteonecrose dos 

maxilares associada à terapia medicamentosa (ONMM). Vinte e oito ratas senescentes foram 

divididas em quatro grupos experimentais: NTL, TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT. No dia 0 

foi realizada a instalação de uma ligadura ao redor do primeiro molar inferior do lado esquerdo 

para indução da periodontite experimental. Do dia 1 ao dia 50 as ratas receberam, a cada 3 

dias, 0,45 ml de zoledronato (100 µg/Kg), pela via intraperitoneal. Após 3 semanas de 

tratamento com zoledronato foi efetuada a extração do primeiro molar inferior do lado 

esquerdo. No grupo NTL (n=7) não foi efetuado nenhum tratamento local. No grupo TTGLOA 

(n= 7) e no grupo aPDT (n=7), os alvéolos foram submetidos a três sessões de TTGLOA e 

aPDT, respectivamente.  No grupo TTGLOA+aPDT (n=7) os alvéolos foram submetidos a três 

sessões de TTGLOA seguida de aPDT. Os tratamentos locais foram efetuados aos 0, 2 e 4 

após exodontia. As eutanásias foram realizadas aos 28 dias pós exodontia. As 

hemimandíbulas foram devidamente processadas para permitir: análise histológica, análise 

histométrica da porcentagem de tecido ósseo neoformado (TONF) e de tecido ósseo não vital 

(TONV) e análise imunoistoquímica (BMP2/4, proteína morfogenética óssea 2/4 e; OCN, 

osteocalcina). O grupo NTL apresentou grande comprometimento do processo de reparação 

tecidual. Os grupos TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT apresentaram um processo de 

reparação tecidual favorável do sítio de extração dental. No grupo NTL a porcentagem de 

TONF foi menor, enquanto que, a porcentagem de TONV foi maior, que nos demais grupos. 

O grupo TTGLOA apresentou menor porcentagem de TONF e maior porcentagem de TONV 

quando comparado com os grupos aPDT e TTGLOA+aPDT. No grupo TTGLOA+aPDT a 

porcentagem de TONF foi maior que no grupo aPDT. O grupo TTGLOA+aPDT apresentou o 

maior padrão de imunomarcação para BMP2/4 e para OCN. A TTGLOA, aPDT e 

TTGLOA+aPDT foram capazes de evitar a ocorrência da ONMM pós exodontia com diferentes 

níveis de efetividade. Como monoterapia, a aPDT foi superior a TTGLOA, todavia, a maior 

efetividade foi obtida com o emprego da TTGLOA+aPDT. 

 

Palavras-chave: Osteonecrose. Espécies Reativas de Oxigênio. Fotoquimioterapia. Ácido 

Zoledrônico.  
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1 INTRODUÇÃO 

A osteonecrose dos maxilares associada à terapia medicamentosa 

(ONMM) é uma reação adversas ocasionada por medicamentos com ação 

antirreabsortiva e/ou antiangiogênica. Esta condição patológica é definida por 

Ruggiero et al. (2022) como presença de osso exposto, ou osso que pode ser sondado 

através de fístula intra ou extra bucal, na região maxilofacial, que persiste sem 

reparação por um período maior do que oito semanas, em pacientes com tratamento 

prévio ou atual com drogas antirreabsortivas e/ou antiangiogênicas e sem histórico de 

radioterapia ou doença metastática nos maxilares. Por sua vez, Campisi et al. (2020) 

definem tal condição como uma reação adversa à medicamento, caracterizada por 

progressiva destruição e morte do osso que acomete a mandíbula e maxila de 

pacientes expostos ao tratamento com medicamentos conhecidos por aumentar o 

risco da doença, na ausência de um tratamento de radiação anterior, que deve ser 

diagnosticada e estadiada baseando-se em análise clínica e/ou radiográfica, 

independentemente da presença de osso necrótico exposto ou sondagem óssea 

através de tratos sinusais/fístulas por mais de oito semanas (CAMPISI et al., 2020). 

A incidência da ONMM é baixa em pacientes que usam a dosagem 

osteoporótica de drogas antirreabsortivas (< que 0,05%), todavia, tais medicamentos 

são utilizados por uma grande parcela da população para tal finalidade (RUGGIERO 

et al., 2022). Em contrapartida, em pacientes que fazem uso da dosagem oncológica, 

ou seja, para complementação da terapia oncológica, a fim de evitar eventos 

relacionados ao esqueleto, a incidência da ONMM é mais elevada (< que 5%), e em 

tais pacientes este é um fator complicador, tendo em vista que pode atrapalhar 

sobremaneira o tratamento da doença de base (RUGGIERO et al., 2022). A 

etiopatogenia da ONMM ainda não está totalmente elucidada. São apontados como 

fatores etiopatogênicos: a inibição da atividade reabsortiva dos osteoclastos, a qual 

provavelmente exerce um papel central; potente efeito antiangiogênico; ação 

citotóxica sobre os tecidos moles e; disfunção da resposta imunológica inata e 

adquirida (HE et al., 2020; KUROSHIMA; SASAKI; SAWASE, 2019; AGHALOO; 

HAZBOUN; TETRADIS, 2015; BADEL et al., 2013;). 

A limitada compreensão da etiopatogenia, dificulta o tratamento, o qual 
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pode ser extremamente longo, se mostrar falho e deixar graves sequelas. A conduta 

clínica adotada para o tratamento tem se baseado no estadiamento da ONMM. Não 

há um protocolo padrão universalmente aceito, mas na maioria dos casos a terapia 

pode ser medicamentosa e/ou cirúrgica. A terapia medicamentosa consiste 

predominantemente no uso prolongado de agentes antimicrobianos. A terapia 

cirúrgica vai da conservadora à agressiva e consiste desde curetagem e/ou 

sequestrotomia até ressecção parcial dos maxilares (RUGGIERO et al., 2022; 

MADEIRA et al., 2020; KHAN et al., 2016, 2017). Diante disso, a prevenção é a 

estratégia ideal em se tratando da ONMM. Atualmente, a conduta preventiva sugerida 

é a antibioticoterapia prolongada (KHAN et al., 2016, 2017; MADEIRA et al., 2020; 

RUGGIERO et al., 2022), no entanto, ela pode ser falha. 

Estratégias mais efetivas para evitar a ocorrência da ONMM precisam ser 

exploradas com a finalidade de melhorar a qualidade de vida dos pacientes. A terapia 

fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) apresenta potente efeito antimicrobiano, elevada 

atividade biomodulatória e ausência de efeito adverso, o que a coloca como uma 

potencial forma de prevenir a ONMM. Na aPDT ocorre a interação entre luz, agente 

fotoantimicrobiano (FA) e oxigênio. O FA deve primeiramente interagir com células 

dos microrganismos, em seguida, sua irradiação por uma luz com um comprimento de 

onda ressonante a sua banda de absorção e, na presença do oxigênio, é capaz de 

promover a geração de elevados níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs). O 

FA, sob irradiação apropriada, muda de um nível de baixa energia (estado singleto 

fundamental, 1FA) para um estado singleto de excitação com tempo de vida curta 

(1FA*), que pode ser convertido em um estado tripleto de excitação com tempo vida 

longa (3FA*). Na presença de oxigênio o ³FA* é capaz de gerar EROs por dois 

mecanismos: via transferência de elétrons para formar predominantemente radicais 

superóxido, radicais hidroxila e peróxido de hidrogênio (mecanismo tipo I) ou via 

transferência de energia para produzir oxigênio singleto altamente reativo (1O2) 

(mecanismo tipo II). Estes elevados níveis de EROs promovem a morte dos 

microrganismos via dano oxidativo (CARRERA et al., 2016; CIEPLIK et al., 2018; 

HAMBLIN, 2016; MAHMOUDI et al., 2018; WAINWRIGHT, 1998, 2019). Além da ação 

antimicrobiana, estudos mostram que a aPDT, quando emprega como fonte de luz o 

laser de baixa potência (LBP), também promove localmente efeitos 
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fotobiomodulatórios, tais como, modulação da resposta inflamatória, da angiogênese, 

da proliferação, da migração, da diferenciação e da atividade celular (DOMPE et al., 

2020), eventos essenciais para promoção da reparação tecidual. Nosso grupo e 

outros grupos de pesquisa tem demonstrado que a aPDT tem sido uma estratégia 

bem sucedida para prevenção da ONMM pós exodontia em ratos, uma vez que evita 

infecção, modula a inflamação local, estimula a reparação dos tecidos moles e duros 

e evita a necrose óssea (ERVOLINO et al., 2019, ERVOLINO et al., 2022; SILVA et 

al., 2022). 

Uma outra estratégia que tem começado a ser explorada em outras áreas, 

em função de sua atividade antimicrobiana e cicatrizante, e que também poderia se 

constituir em uma outra alternativa para se evitar a ocorrência da ONMM é a terapia 

tópica com gel liberador de oxigênio ativo (TTGLOA), o blue®m. O gel liberador de 

oxigênio ativo é composto por perborato de sódio, peróxido de hidrogênio, glicose 

oxidase derivada do mel, xilitol e lactoferrina (DELIBERADOR et al., 2020; MATTEI et 

al., 2021). Quando tais componentes entram em contato com os fluidos teciduais, são 

convertidos lentamente em água oxigenada (0,003 a 0,15%), que por sua vez é 

degradada e convertida em água e oxigênio (GROOTVELD et al., 2020). Tendo em 

vista que a suplementação de oxigênio é capaz de estimular da angiogênese, 

aumentar a proliferação celular, acelerar da formação de elementos da matriz 

extracelular e promover a morte de determinados tipos de bactérias (NGEOW et al., 

2022), o gel liberador de oxigênio ativo, que é um dos produtos comerciais capazes 

liberar a maior e mais prolongada quantidade de oxigênio, tem como principais ações 

a cicatrizante e a bactericida. Estudos in vitro e ensaios clínicos em humanos 

mostraram a TTGLOA tem sido capaz de promover a redução de bactérias e melhorar 

a reparação tecidual bucais (DELIBERADOR et al., 2020; JULIANA; TAREK, 2022; 

MATTEI et al., 2021; NGEOW et al., 2022; SHIBLI et al., 2021). 

Até o presente momento não há estudos pré-clínicos que avaliaram o 

emprego da TTGLOA na ONMM. A hipótese do presente estudo é a TTGLOA 

empregada isoladamente, ou em associação com a aPDT seja capaz de melhorar o 

processo de reparação tecidual e evitar a ONMM pós exodontia em ratos. A 

justificativa principal para se associar a TTGLOA e a aPDT é avaliar se existe um 
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efeito sinérgico entre ambas, uma vez que além do oxigênio participar de inúmeros 

eventos que estimulam a reparação tecidual, a existência de um aporte maior de 

oxigênio durante a execução da aPDT poderia ser capaz de aumentar os efeitos 

fotodinâmicos. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi analisar a efetividade 

da TTGLOA em associação com a aPDT no processo de reparo alveolar em ratas 

senescentes tratadas com dose oncológica de zoledronato, e consequentemente, 

avaliar seu potencial na prevenção da ocorrência da ONMM.   
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

No presente estudo foram utilizadas 28 ratas senescentes da linhagem 

Wistar (Rattus novergicus) com peso corporal médio de 350 g no início do período 

experimental. As ratas foram obtidas no Biotério Central da Faculdade de Odontologia 

de Araçatuba da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (FOA – 

UNESP) e posteriormente mantidas no Biotério de Experimentação da Disciplina de 

Histologia e Embriologia da FOA – UNESP sob as seguintes 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 (máximo de 4 animais por 

gaiola), onde tiveram livre acesso ao alimento e à água. Foram tomadas todas as 

medidas cabíveis para minimizar o número de animais utilizados, assim como evitar 

seu sofrimento. Os procedimentos de manipulação experimental foram realizados de 

acordo com as normas estabelecidas pelo “Guide to the care and use of experimental 

animals” (EMEST et al., 1993) e o protocolo experimental foi aprovado pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais da FOA – UNESP (Processo FOA nº 00196/2019). 

 

2.1 Delineamento experimental 

2.1.1 Protocolo de habituação dos animais 

Todos os animais passaram por um período de habituação. A principal 

finalidade foi promover a sua familiarização com o ambiente e com o operador e 

minimizar o estresse provocado por algumas manobras pré-operatórias. Tal protocolo 

compreendeu os 14 dias que antecederam o início do delineamento dos grupos, sendo 

que neste período, a cada três dias, cada animal foi suavemente manuseado entre as 

mãos do operador durante um intervalo de 30 segundos, no qual regularmente foram 

aplicadas as manobras de restrição que simularam aquelas empregadas no protocolo 

medicamentoso. 

 

2.1.2 Anestesia 
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Em todos os procedimentos experimentais com envolvimento de dor ou 

desconforto (instalação da ligadura, exodontia, aPDT, TTGLOA e eutanásia), os 

animais foram anestesiados, pela via injeção intramuscular, com uma associação de 

cloridrato de cetamina (80 mg/Kg, Francotar, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina 

(10 mg/Kg, Rompum, Bayer, RS, Brasil). 

 

2.1.3 Instalação da ligadura 

Um dia antes do início do protocolo medicamentoso foi instalada uma 

ligadura de algodão (fio de algodão #24, Coats Corrente®, SP, Brasil), ao redor dos 

primeiros molares inferiores esquerdos de cada animal, com o intuito de promover o 

acúmulo de biofilme e, consequentemente, induzir a periodontite experimental (PE) 

(ERVOLINO et al., 2022; ERVOLINO et al., 2019; STATIKIEVICZ et al., 2018; TORO 

et al., 2019) (FIGURA 1a, 1b).  

 

2.1.4 Protocolo medicamentoso com zoledronato 

O plano de tratamento medicamentoso teve duração total de sete semanas 

(FIGURA 1a). A administração de zoledronato (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) 

ocorreu pela via intraperitoneal a cada três dias. A dose de zoledronato foi de 100 

µg/Kg, a qual foi diluída em 0,45 ml de solução de cloreto de sódio 0,9% (ERVOLINO 

et al., 2019, 2022; STATKIEVICZ et al., 2018; TORO et al., 2019). 

 

2.1.5 Grupos experimentais 

Após a exodontia os animais foram aleatoriamente distribuídos em quatro 

grupos experimentais: NTL, TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT. No grupo NTL (n=7) 

não foi efetuado nenhum tratamento local. No grupo TTGLOA (n= 7) os alvéolos foram 

tratados com três sessões de TTGLOA, blue®m (JM Holding Zwolle B.V, Overijssel, 

Holanda). No grupo aPDT (n=7), os alvéolos foram tratados com três sessões de 

aPDT. No grupo TTGLOA+aPDT (n=7), os alvéolos foram tratados com três sessões 
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de TTGLOA seguido de aPDT (FIGURA 1a). 

 

2.1.6 Exodontia dos primeiros molares inferiores  

Decorridas três semanas do protocolo medicamentoso, os animais foram 

posicionados em uma mesa de operação adaptada e as ligaduras de algodão foram 

removidas. Foi feita a antissepsia da cavidade oral com iodopovidona 10%, 

sindesmotomia (secção circunferencial das fibras gengivais supra-crestais), luxação e 

exodontia dos primeiros molares inferiores esquerdo de cada animal com a utilização 

de instrumentos odontológicos adaptados (ERVOLINO et al., 2019, 2022; 

STATKIEVICZ et al., 2018; TORO et al., 2019). (FIGURA 1a,1c, 1d). 

 

2.1.7 Terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT)  

A aPDT foi realizada aos 0, 2 e 4 dias pós exodontia, totalizando 3 sessões. 

Foi efetuada a deposição de 0,1 ml do agente fotoantimicrobiano azul de metileno 

(Farmácia Apothicário, Araçatuba, SP, Brazil) na concentração de 100 μg/ml foi 

depositado no interior dos alvéolos dos primeiros molares inferiores, o qual 

permaneceu por sessenta segundos. Em seguida foi realizada a irradiação com laser 

de InGaAlP (600 ± 10nm, THERA LASE®, D.M.C. Equipamentos Ltda®, São Carlos, 

SP, Brasil) nos seguintes parâmetros: potência - 35 mW; modo de operação - laser 

contínuo; diâmetro do spot - 0,0283 cm2; modo de aplicação – contato pontual; energia 

- 2,1 J/ponto; quantidade de pontos de aplicação - 1; tempo de exposição - 60s; 

densidade energética por ponto - 74,2 J/cm²; irradiância - 1,23 W/cm². O laser foi 

aplicado no centro dos alvéolos, em contato com os mesmos e posicionado 

paralelamente ao seu longo eixo (ERVOLINO et al., 2019) (FIGURA 1a, 1f, 1g).  

 

2.1.8 Tratamento com TTGLOA (blue®m) 

A TTGLOA consistiu na deposição de 0,3mL do gel no interior dos alvéolos 

dentais nos dias 0, 2 e 4 após a exodontia, totalizando 3 sessões. Essa quantidade 
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do gel permaneceu em contato com os tecidos em um período de três minutos, logo 

após, apenas o seu excesso foi removido. No grupo TTGLOA+aPDT a aplicação foi 

efetuada da mesma maneira do grupo TTGLOA e, uma vez concluída, foi realizada a 

aPDT, como descrito acima (FIGURA 1a, 1e). 

 

2.1.9 Eutanásia e obtenção das amostras 

Concluído o protocolo experimental, os animais foram profundamente 

anestesiados e submetidos à perfusão transcardíaca com solução 0,9% de cloreto de 

sódio acrescida de 0,1% de heparina (100 ml), seguida de solução fixadora (800 ml), 

constituída de 4% de formaldeído (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) em tampão 

fosfato salino (PBS - Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA), 0,1 M, 4°C, pH 7,4. As 

hemi-mandíbulas foram cuidadosamente dissecadas e submetidas à pós-fixação na 

mesma solução fixadora durante 72 horas para os devidos processamentos 

laboratoriais subsequentes (ERVOLINO et al., 2019, 2022; STATKIEVICZ et al., 2018; 

TORO et al., 2019). 

 

2.1.10 Processamento histológico das amostras 

As hemi-madíbulas foram submetidas à lavagem em água corrente por um 

período de 24 horas e a seguir imersas em solução desmineralizadora (constituída de 

PBS acrescida de 10% de ácido etileno diamino tetra-acético – EDTA, durante 60 

dias). Após a desmineralização, essas peças foram lavadas em água corrente, 

desidratadas, diafanizadas, impregnadas, incluídas em parafina e seccionadas em 

micrótomo com 4 µm de espessura. A microtomia foi executada seguindo um plano 

de corte sagital, da face vestibular para lingual. As secções histológicas contendo as 

lojas anteriormente ocupadas pelas raízes mesial e distal do primeiro molar inferior 

esquerdo foram coletadas em lâmina histológica. 

Para a análise histopatológica da reparação tecidual e análise histométrica 

da porcentagem de tecido ósseo neoformado (TONF) e porcentagem de tecido ósseo 

não vital (TONV), as secções histológicas foram submetidas à coloração pela 
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hematoxilina-eosina (HE). 

 

2.1.11 Processamento imunoistoquímico das amostras 

Para as análises imunoistoquímicas, os cortes histológicos foram 

desparafinizados pelo xilol e hidratados em série decrescente de etanol. A 

recuperação antigênica foi realizada através da imersão das lâminas histológicas em 

tampão citrato 10 mM e pH 6,0 (Spring Bioscience), em câmara pressurizada 

(Decloaking Chamber®, Biocare Medical) a 95°C. No final de cada etapa da reação 

imunoistoquímica, as lâminas histológicas foram lavadas em PBS 0,1 M e pH 7,4. 

Posteriormente, as lâminas foram imersas em solução constituída de 3% de peróxido 

de hidrogênio em PBS, por 1 hora, e em solução constituída de 4% de leite em pó 

desnatado em PBS, também por 1 hora, para o bloqueio da peroxidase e da biotina 

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

solução constituída de 1,5% de soro albumina bovino em PBS acrescido de 0,05% de 

Triton® X-100 (Sigma-Aldrich), durante 12 horas. As lâminas contendo as amostras 

de cada grupo experimental foram divididas em 2 lotes, e cada lote foi incubado, por 

24 horas, com um dos seguintes anticorpos primários: anti-proteína morfogenética 

óssea 2/4 (BMP2/4) (Santa Cruz Laboratories) e anti-osteocalcina (OCN) (Santa Cruz 

Laboratories). Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpo secundário 

biotinilado (Vector Laboratories), por 2 horas e, subsequentemente, tratados com  

estreptavidina conjugada à peroxidase da raiz forte (Vector Laboratories), por 2 horas. 

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

diaminobenzidina (Vector Laboratories). Os espécimes foram submetidos à 

contracoloração com Hematoxilina de Harris, em seguida, foram desidratados em 

etanol, diafanizados em xilol e recobertos com meio de montagem e lamínulas de 

vidro. 

Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos mesmos 

procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se apenas a utilização do 

anticorpo primário. Todas as etapas da reação imunoistoquímica foram baseadas no 

protocolo descrito por Ervolino et al. (2019). 
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2.2 Análise dos dados 

2.2.1 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 (ERVOLINO et al., 2019, 2022; STATKIEVICZ et al., 

2018; TORO et al., 2019). 

 

2.2.2 Análises microscópicas 

Para as análises histopatológica, histométrica e imunoistoquímica foram 

utilizadas três secções histológicas situadas na porção vestibular, média e lingual do 

alvéolo dental do lado esquerdo. A região de interesse consistiu-se de uma área de 4 

mm x 4 mm que englobava a porção do alvéolo anteriormente ocupado pela raiz 

mesial e pela raiz distal do primeiro molar inferior esquerdo e suas adjacências. O seu 

limite distal consistiu de uma linha situada paralelamente a superfície da dentina 

coronária e radicular do segundo molar inferior esquerdo, a partir da qual se estendia 

para a mesial por 4 mm. O seu limite coronário consistiu de uma linha situada 

paralelamente ao limite amelo-cementário do segundo molar inferior esquerdo, a partir 

da qual se estendia para apical por 4 mm (ERVOLINO et al., 2019, 2022; 

STATKIEVICZ et al., 2018; TORO et al., 2019). 

As análises microscópicas foram efetuadas por um histologista certificado, 

previamente calibrado e cego aos tratamentos. 

 

2.2.3 Análise histológica do sítio de extração dental e adjacências  

Os parâmetros avaliados, através de microscopia óptica, na região de 

interesse, foram os seguintes: 1) intensidade da resposta inflamatória local; 2) 
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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 (ERVOLINO et al., 2019, 

2022; STATKIEVICZ et al., 2018; TORO et al., 2019). 

 

2.2.4 Análise histométrica da TONF e da TONV 

Na região de interesse foram capturadas as imagens utilizando-se câmera 

digital (AxioCam®, Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplada ao microscópio óptico 

(AxioLab®) e conectada a um microcomputador. Com o auxílio do programa de 

análise de imagens (Axiovision 4.8.2®, Carl Zeiss), foi mensurada a quantidade total 

de tecido ósseo, e, em seguida, foi calculada a porcentagem de TONF e a 

porcentagem de TONV (ERVOLINO et al., 2019, 2022; STATKIEVICZ et al., 2018; 

TORO et al., 2019). O TONV consistiu das regiões onde mais de dez lacunas 

adjacentes se apresentavam vazias ou contendo restos necróticos de osteócitos. 

 

2.2.5 Análise imunoistoquímica de BMP2/4 e OCN 

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 

BMP2/4 e OCN 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 BMP2/4 e OCN, 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.  
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2.2.5 Análise estatística 

Empregou-se o programa Bioestat 5.3 (Instituto Mamiruá, Manaus, AM, 

Brasil). Para a análise histopatológica e para as análises imunoistoquímicas foram 

empregados os testes de Análise de Variância de Kruskal-Wallis e pós-teste de 

Student-Newman-Keuls.  Para a análise histométrica da porcentagem de TONF e 

TONV foram empregados os testes de Shapiro-Wilk, Análise de Variância (ANOVA) e 

pós-teste de Tukey. Foi adotado um nível de significância de 5% (p<0,05). 
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3 RESULTADOS 

3.1 Análise da condição geral de saúde e exame clínico do alvéolo 

As condições gerais e o peso corporal dos animais dos grupos TTGLOA, 

aPDT e aPDT+TTGLOA se mantiveram dentro de um padrão de normalidade e 

constantes durante todo o período experimental. Os animais do grupo NTL 

apresentaram uma leve diminuição no peso corporal, especialmente após a exodontia 

do primeiro molar inferior esquerdo, a qual se manteve até o final do período 

experimental. 

Ao exame clínico intrabucal, NTL apresentou uma loja cirúrgica mais ampla 

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

Em alguns espécimes deste grupo havia exposição óssea e ampliação ainda maior do 

sítio de extração. Nos grupos TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT 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.  

 

3.2 Análise histopatológica do sítio de extração dental 

O grupo NTL apresentou um grande comprometimento do processo de 

reparação tecidual, apresentando caracteristicas histológicas condizentes com um 

quadro de ONMM. Os grupos aPDT e aPDT+TTGLOA apresentaram um processo de 

reparação tecidual mais favorável do sítio de extração dental e mucosa sobrejacente. 

O grupo TTGLOA não se mostrou similar ao grupo NTL, ou seja, o quadro não se 

mostrou condizente com ONMM, no entanto, a reparação tecidual ficou aquém do 

nível  observado nos grupos aPDT e aPDT+TTGLOA. Os parâmetros, escores e 

distribuição dos espécimes de acordo com a análise histopatológica do nível de 

inflamação dos tecidos e do padrão de estruturação dos tecidos epitelial, conjuntivo e 

ósseo estão apresentados na TABELA 1 e na TABELA 2, respectivamente. O 

aspecto histológico do sítio de extração dental e de suas adjacências em NTL, 

TTGLOA, aPDT e aPDT+TTGLOA aos 28 dias pós-operatórios, estão evidenciados 

nas FIGURA 2 e FIGURA 3. 
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3.3 Porcentagem de TONF e de TONV 

No grupo NTL a porcentagem de TONF foi menor que nos demais grupos 

experimentais. O grupo TTGLOA apresentou menor porcentagem de TONF quando 

comparado com os grupos aPDT e TTGLOA+aPDT. No grupo TTGLOA+aPDT a 

porcentagem de TONF foi maior que no grupo aPDT (FIGURA 2 e FIGURA 4). 

No grupo NTL a porcentagem de TONV foi maior que nos demais grupos 

experimentais. O grupo TTGLOA apresentou maior porcentagem de TONV quando 

comparado com os grupos aPDT e TTGLOA+aPDT. Não houve diferença 

estatisticamente significativa na porcentagem de TONV entre os grupos aPDT e 

TTGLOA+aPDT (FIGURA 3 e FIGURA 4). 

 

3.4 Padrão de imunomarcação para BMP2/4 e OCN 

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

diferentes grupos experimentais está apresentada na FIGURA 5. A mediana e o 

desvio interquartis foi:  1 (0 – 1), prevalecendo um baixo padrão de imunomarcação, 

no grupo NTL; 2 (2 – 2), prevalecendo um moderado padrão de imunomarcação, no 

grupo TTGLOA; 3 (2 – 3), prevalecendo um alto padrão de imunomarcação, no grupo 

aPDT; 3 (2 – 3), prevalecendo um alto padrão de imunomarcação, no grupo 

TTGLOA+aPDT. 

O grupo NTL apresentou um padrão de imunomarcação para BMP2/4 

menor que os demais grupos experimentais. Não houve diferença estatisticamente 

significante no padrão de imunomarcação para BMP2/4 entre os grupos TTGLOA, 

aPDT e TTGLOA+aPDT.  

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

diferentes grupos experimentais está apresentada na FIGURA 6. A mediana e o 

desvio interquartis foi:  1 (0 – 1), prevalecendo um baixo padrão de imunomarcação, 

no grupo NTL; 2 (1 – 2), prevalecendo um moderado padrão de imunomarcação, no 

grupo TTGLOA; 3 (2 – 3), prevalecendo um alto padrão de imunomarcação, no grupo 

aPDT; 3 (2 – 3), prevalecendo um alto padrão de imunomarcação, no grupo 

TTGLOA+aPDT. 

O grupo NTL apresentou um padrão de imunomarcação para OCN menor 



29 
 

 

 

que o apresentado pelos grupos aPDT e TTGLOA+aPDT. O grupo TTGLOA+aPDT 

apresentou um padrão de imumarcação para OCN maior que o grupo TTGLOA. 

Quando os grupos NTL e TTGLOA são comparados entre si não se constatou 

diferença estatisticamente significante na imunomarcação para OCN. Também não 

houve diferença estatisticamente significante no padrão de imunomarcação para OCN 

entre os grupos aPDT e TTGLOA+aPDT.  
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4 DISCUSSÃO 

Com a elevação na expectativa de vida da população mundial, o uso dos 

medicamentos antirreabsortivos tem aumentado expressivamente, uma vez que são 

empregados para tratamento de doenças mais comuns na terceira idade (DRAKE, 

2008; MACEDO et al., 2017; SOARES et al., 2016). Devido a este fato, os cirurgiões-

dentistas tendem a atender com cada vez mais frequência esta população, a qual está 

sujeita a um efeito adverso ocasionado por tais medicamentos que é a ONMM 

(RUGGIERO et al., 2022). O presente estudo teve como objetivo analisar a efetividade 

da TTGLOA em associação com a aPDT no processo de reparo alveolar em ratas 

senescentes tratadas com dose oncológica de zoledronato, e consequentemente, 

avaliar seu potencial na prevenção da ocorrência da ONMM. O emprego da A 

TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT foram capazes de evitar a ocorrência da ONMM 

pós exodontia com diferentes níveis de efetividade.  

Os modelos experimentais em animais ajudam a compreender a 

etiopatogenia da ONMM e, além disso, permitem que propostas de tratamento que 

visam a sua prevenção ou sua resolução (AGUIRRE; CASTILLO; KIMMEL, 2021), 

possam ser devidamente avaliadas concomitantemente ao nível celular, tecidual e 

clínico. No presente estudo optamos pela utilização de um modelo experimental 

caracterizado por nosso grupo de pesquisa (ERVOLINO et al., 2019, 2022; 

STATKIEVICZ et al., 2018; TORO et al., 2019), o qual se baseou nos fatores de risco 

da ONMM (HALLMER et al., 2018; KUROSHIMA; MCGOWAN; MCGOWAN; 

IVANOVSKI, 2018; OTTO et al., 2012; SASAKI; SAWASE, 2019). No que se refere à 

droga, constata-se que quanto mais potente a ação antirreabsortiva, quanto maior da 

dosagem e duração do tratamento, maior é o risco de ocorrência da ONMM 

(HALLMER et al., 2018; (HALLMER et al., 2018; KUROSHIMA; MCGOWAN; 

MCGOWAN; IVANOVSKI, 2018; OTTO et al., 2012; SASAKI; SAWASE, 2019), em 

sendo assim, optamos pelo uso do zoledronato, o mais potente dos bisfosfonatos, na 

dosagem oncológica, e por um período relativamente longo, em se tratando do rato. 

Entre os fatores relacionados ao paciente, a idade avançada e o sexo feminino estão 

entre os principais fatores de riscos, diante disso, optamos por utilizar ratas 

senescentes (HALLMER et al., 2018; KUROSHIMA; MCGOWAN; MCGOWAN; 
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IVANOVSKI, 2018; OTTO et al., 2012; SASAKI; SAWASE, 2019). Com relação aos 

fatores locais, as cirurgias dento-alveolares estão entre os principais fatores 

predisponentes (62% – 82% dos casos ONMM), especialmente quando há 

comprometimento de natureza inflamatório-infecciosa associado ao dente (HALLMER 

et al., 2018; KUROSHIMA; MCGOWAN; MCGOWAN; IVANOVSKI, 2018; OTTO et al., 

2012; SASAKI; SAWASE, 2019), em função disso, optamos pela instalação da 

ligadura no primeiro molar inferior do lado esquerdo, para que o acúmulo de placa 

induzisse uma periodontite experimental e, na sequência, este dente foi extraído. Com 

o emprego deste modelo experimental o grupo NTL desenvolveu um quadro 

semelhante a ONMM aos 28 dias pós extração dental. 

No presente estudo foi constatado que o emprego exclusivamente da aPDT 

e o TTGLOA associado com a aPDT se mostraram as terapias preventivas mais 

efetivas para estimular o processo de reparação alveolar e evitar a ocorrência de 

ONMM pós-exodontia. Ambos tratamentos preventivos foram capazes de modular a 

resposta inflamatória local, promover a regeneração epitelial, melhorar a reparação do 

tecido conjuntivo, estimular a neoformação óssea alveolar e evitar a infecção local. 

Além disso, as duas propostas preventivas foram capazes de manter baixas 

porcentagens de TONV no sítio de extração dental e em suas adjacências, uma 

característica histológica indesejada, e muito comum, constatada no tecido ósseo sob 

influência do tratamento com medicamentos com potente ação antirreabsortiva. No 

grupo que recebeu exclusivamente a TTGLOA foi constatado que, embora o quadro 

inflamatório e o padrão de celularidade dos tecidos moles tenham se mostrado 

melhores que os apresentados pelo grupo NTL, tais resultados não diferiram 

estatisticamente, no entanto, o significado biológico desta melhora se traduziu em 

maior porcentagem de TONF, maior imunomarcação para BMP2/4 e menor 

porcentagem de TONV, o que consideramos de extrema importância em se tratando 

de ONMM. Isso nos faz acreditar que o uso da TTGLOA foi capaz de exercer efeitos 

locais muito positivos, todavia, com efetividade menor que as outras duas opções de 

prevenção avaliadas neste estudo.  

Os achados do presente estudo no que se refere aos resultados obtidos 

nos grupos aPDT e TTGLOA+aPDT corroboram estudos prévios utilizando as 
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condições e modelo experimentais similares, nos quais os mesmos parâmetros de 

irradiação foram empregados, no entanto, utilizando-se de diferentes agentes FA na 

aPDT, o azul de metileno (ERVOLINO et al., 2019) e o butil azul de toluidina 

(ERVOLINO et al., 2022). Os achados do presente estudo e de outros estudos pré-

clínicos apenas reforçam o quão a utilização da aPDT é capaz de assegurar a 

reparação alveolar e prevenir a ONMM. Além disso, um parâmetro de grande 

importância avaliado no presente estudo, a porcentagem de TONF, foi maior no grupo 

TTGLOA+aPDT que no grupo aPDT, o que demonstra que o efeito positivo da aPDT 

foi melhorado com sua associação com a TTGLOA, ou seja, houve um efeito sinérgico 

das duas terapias neste parâmetro. Nos últimos anos o emprego da aPDT tem a se 

tornar uma realidade na clínica odontológica para prevenir a ONMM. Nosso grupo 

(ERVOLINO et al., 2021) e outros grupos de pesquisa (POLI et al., 2018, 2019; 

TARTAROTI et al., 2020) obtiveram resultados positivos com o uso da aPDT como 

terapia preventiva para evitar a ocorrência de ONMM em pacientes com risco para a 

doença. 

Como mencionado anteriormente, um dos parâmetros avaliados no 

presente estudo, a porcentagem de TONV, é de fundamental importância por 

caracterizar as lesões semelhantes a ONMM em ratos. Ao se observar os resultados 

da análise histopatológica e relacioná-los com a análise histométrica da porcentagem 

de TONV, chegamos à conclusão de que quanto maior a magnitude da resposta 

inflamatória local, mais elevados são os níveis de TONV nas adjacências do sítio de 

extração dental. Além disso, acreditamos que a lesão semelhante a ONMM em ratos 

se manifeste clinicamente, ou seja, com osso exposto, dependendo da porcentagem 

de TONV presente, tendo em vista que os ratos que apresentaram a manifestação 

clínica da ONMM, ou seja, exibiram osso exposto, foram aqueles apresentavam a 

maiores porcentagem de TONV. Nos grupos aPDT e TTGLOA+aPDT constatou-se 

um controle da inflamação, consequentemente, foram observados menores 

porcentagens de TONV. Em TTGLOA ocorreu uma redução da inflamação, a qual, 

embora não tenha se mostrado estatisticamente menor que a apresentada pelo grupo 

NTL, do ponto de vista biológico, é incontestável que estava menos exacerbada, ou 

seja, mais controlada que neste grupo, e o reflexo disso foi a redução na porcentagem 

de TONV. Nosso achados mostram que ocorreu um controle da inflamação com as 



33 
 

 

 

terapias empregadas, cuja magnitude foi muito maior nos grupos aPDT e 

TTGLOA+aPDT. 

Nossos achados no que se refere a inflamação, estão de acordo com 

estudos que mostraram níveis elevados de citocinas com ação pró-inflamatórias 

parecem estar fortemente associados com a ocorrência de ONMM em modelos 

experimentais (ERVOLINO et al., 2019; FUNAYAMA et al., 2019; MORITA et al., 2017; 

SILVA et al., 2015; SOMA et al., 2021). Morita et al. (2017) demonstraram que 

camundongos nocaute para as principais citocinas com atividade pró-inflamatório 

(TNFα, IL1β e IL-6) são resistentes ao surgimento de lesões semelhantes à ONMM, 

mesmo com a administração de alta dosagem de bisfosfonatos. Tal estudo destaca 

que os elevados níveis de inflamação local e sistêmica, associados com a inibição da 

atividade dos osteoclastos, induzida pelo zoledronato, estimula a conversão de células 

precursoras de osteoclastos em macrófagos, os quais secretam nívle ainda maiores 

de citocinas com ação inflamatórias (MORITA et al., 2017; SOMA et al., 2021). Tem 

sido mostrado que o zoledronato interfere com a polarização de macrófagos (ZHU et 

al., 2019), ou seja, este medicamento aumenta a polarização para macrófagos M1, os 

quais apresentam ação pró-inflamatórios, e reduz a polarização para macrófagos M2, 

os quais apresentam com ação anti-inflamatórios (ZHANG et al., 2021). 

Um outro ponto importante que relaciona a inflamação local exacerbada 

exercendo efeitos negativos sobre o tecido ósseo adjacente está relacionada com a 

ativação da necroptose em osteócitos, um tipo de morte celular programada, 

desencadeada por padrões celulares ligados a antígenos (PAMPs), 

lipopolissacarídeos (LPS), DNAs danificado, entre outras moléculas. Neste tipo de 

morte celular ocorre o rompimento da membrana celular e o extravasamento de 

padrões moleculares associados a danos (DAMPS) na matriz extracelular. Os DAMPS 

desencadeiam eventos inflamatórios secundários, gerando um mecanismo de 

retroalimentação que exacerba ainda mais o quadro inflamatório, uma vez que, essas 

células estão aprisionadas de forma isolada na matriz óssea, impossibilitando a ação 

imediata das células clásticas (AGUIRRE; CASTILLO; KIMMEL, 2021). Esse estudo 

reforça ainda mais o que foi mencionamos anteriormente, a modulação da inflamação, 

observado principalmente nos grupos aPDT e TTGLOA+aPDT, reduz grandemente a 
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porcentagem de TONV, ou seja, evita a ocorrência da ONMM. 

Um aspecto que também deve ser considerado no presente estudo são os 

efeitos do zoledronato e das terapias avaliadas sobre os osteoblastos. Huang et al. 

(2015) demonstraram que o zoledronato inibe, de modo dose-dependente, a 

expressão de colágeno tipo I, fosfatase alcalina e OCN em osteoblastos. Além disso, 

esse estudo também mostrou que o zoledronato diminui a diferenciação de células 

precursoras em osteoblastos por reduzir a expressão de proteína óssea 

morfogenética 2 (BMP-2). Da mesma forma, outros estudos mostram que o uso do 

zoledronato exerce efeitos negativos sobre a proliferação, a maturação e expressão 

de proteínas em células da linhagem osteoblástica (BASSO et al., 2014; FROMIGUÉ; 

BODY, 2002). Tais efeitos sobre os negativos sobre os osteoblastos explicaria os 

nossos achados no grupo NTL. Além disso, constatamos que as terapias empregadas 

foram capazes de minimizar a ação negativa do zoledronato sobre os osteoblastos, 

uma vez que, a análise histopatológica do padrão de celularidade do tecido ósseo, a 

análise histométrica da porcentagem de TONF e o padrão de imunomarcação para 

BMP2/4 foram maiores em TTGLOA, que por sua vez foram maiores em aPDT e que, 

por fim, foram ainda maiores em TTGLOA+aPDT, sendo que estes últimos grupos 

também se observou uma maior imunomarcação para OCN. 

O uso exclusivamente de TTGLOA não se mostrou com a mesma 

efetividade que a aPDT ou TTGLOA+aPDT, no entanto, a sua associação com esta 

terapia foi capaz de melhorar a formação de tecido ósseo no sítio de extração dental. 

Diante disso, acreditamos que o aporte adicional de oxigênio gerado pela terapia 

tenha exercido efeito positivo sobre os osteoblastos. No grupo aPDT, tendo em vista 

que a luz utilizada foi o laser de baixa potência, com parâmetros que estimulam a 

reparação tecidual, acreditamos que o efeito fotoestimulatório sobre os osteoblastos 

(DOMPE et al., 2020) tenha sido o responsável pelos efeitos observados. Por fim, no 

grupo TTGLOA+aPDT, onde o aporte de oxigênio foi maior, em função da TTGLOA, 

e o efeito fotoestimulatório do laser empregado na aPDT sobre os osteoblastos, em 

uma situação de melhor oxigenação tecidual, resultou no maior nível de TONF, de 

BMP2/4 e OCN no sítio de extração dental.  

No presente estudo não foi efetuada uma acurada análise microbiológica, 
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todavia, este é um ponto que não pode ser desconsiderado. O uso do zoledronato, 

além de provocar alterações na microbiota bucal (PUSHALKAR et al., 2014), também 

torna o ambiente mais susceptível a infecção (AGHALOO; BADEL et al., 2013; 

HAZBOUN; HE et al., 2020; KUROSHIMA; SASAKI; SAWASE, 2019; TETRADIS, 

2015). A presença da infecção compromete a reparação tecidual, o que se constatou 

no grupo NTL, onde colônias de bactérias forma observadas sobre o tecido ósseo não 

vital presente em grande quantidade neste grupo experimental. Diante disso, deve ser 

considerado que todas as terapias, com diferentes níveis de efetividade, forma 

capazes de evitar a infecção local, inclusive a TTGLOA, o que corrobora com estudo 

anterior em outra situação de caráter inflamatório/infeccioso (SHIBLI et al., 2021). O 

efeito antimicrobiano da aPDT é extremamente potente (CARRERA et al., 2016; 

CIEPLIK et al., 2018; HAMBLIN, 2016; MAHMOUDI et al., 2018; WAINWRIGHT, 1998, 

2019), sendo assim, ao impedir que ocorra a infecção e ainda exercendo efeito 

estimulatório sobre o tecido explicaria os melhores resultados no que se refere a 

reparação tecidual observados nos grupos aPDT e TTGLOA+aPDT. No entanto, 

estudos microbiológicos mais aprofundados são necessários para alicerçar nossas 

especulações. 

O resultado do tratamento da ONMM não é apenas imprevisível, mas 

também, frequentemente, é problemático. A prevenção é o ideal quando se refere a 

esta condição. Os achados deste estudo, levando-se em consideração as limitações 

de um estudo em animais, indicam que a aPDT se mostra uma estratégia efetiva de 

prevenção da ONMM, inclusive constatou-se que sua associação com a TTGLOA 

houve uma potencialização de seus efeitos positivos. Sendo assim, o presente estudo 

se constitui em um norteador para futuros estudos clínicos controlados e 

randomizados envolvendo a prevenção da ONMM via emprego da aPDT e TTGLOA. 

Estudos clínicos que visam estabelecer protocolos preventivos efetivos para pacientes 

que fizeram ou fazem uso de drogas com ação antirreabsortiva e que necessitam de 

intervenções odontológicas invasivas são necessários.  
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5 CONCLUSÃO 

Dentro dos limites do presente estudo, foi possível concluir que TTGLOA, 

aPDT e TTGLOA+aPDT foram capazes de evitar a ocorrência da ONMM pós 

exodontia com diferentes níveis de efetividade. Como monoterapia, a aPDT foi 

superior a TTGLOA, todavia, a maior efetividade foi obtida com o emprego da 

TTGLOA+aPDT. 
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FIGURAS 
 

Figura 1 - Delineamento experimental e principais procedimentos operatórios 
 

 
Legenda: (a) Linha do tempo mostrando os diferentes procedimentos experimentais executados em 
seus respectivos momento nos grupos NTL, aPDT, TTGLOA e TTGLOA+aPDT. (b) Aspecto clínico do 
primeiro molar inferior três semanas após a manutenção da ligadura. (c) Aspecto clínico do primeiro 
molar inferior após a remoção da ligadura. (d) Aspecto clínico do sítio de extração dental imediatamento 
após a exodontia. (e) O gel liberador de oxigênio ativo (blue®m) sendo depositado no sítio de extração 
dental. (f) Deposição do fotoantimicrobiano, azul de metileno, no sítio de extração dental. (g) Execução 
da aPDT no sítio de extração dental com sua a irradiação com laser de baixa potência após a tempo 
de pré-irradiação do fotoantimicrobiano sobre a área. Abreviações: aPDT, terapia fotodinâmica 
antimicrobiana; IP, via de administração intraperitoneal; TTGLOA, terapia tópica com gel liberador de 
oxigênio ativo. 

Fonte: Autor, 2023. 
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Figura 2 - Aspecto histológico do interior do sítio de extração dental aos 28 dias pós-

operatório 

 

Legenda: (a - d) Fotomicrografias evidenciando o aspecto histológico de tecido ósseo neoformado 
(TONF) no sítio de extração dental aos 28 dias pós operatório em NTL (a), TTGLOA (b), aPDT (c), 
TTGLOA+aPDT (d). Abreviações e símbolos: tc, tecido conjuntivo; tonf, tecido ósseo neoformado. 
Coloração: HE. Aumento original: 200x. Barras de escala: 100μm 

Fonte: Autor, 2023. 



44 
 

 

 

Figura 3 - Aspecto histológico do tecido ósseo adjacente ao sítio de extração dental 

aos 28 dias pós-operatório 

 

Legenda: (a - d) Fotomicrografias evidenciando o aspecto histológico de tecido ósseo em NTL (a), 
TTGLOA (b), aPDT (c), TTGLOA+aPDT (d). Abreviações e símbolos: setas pretas, lacunas contendo 
osteócitos; setas vermelhas, lacunas vazias de osteócitos ou remanescentes de osteócitos. Coloração: 
HE. Aumento original: 100x. Barras de escala: 50μm. 

Fonte: Autor, 2023.  
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Figura 4 - TONF e TONV 
 

 

Legenda: (a – b) Gráfico mostrando a porcentagem de tecido ósseo neoformado (TONF) (a) e a 
porcentagem de tecido ósseo não vital (TONV) (b) no sítio de extração dental e adjacências nos 
diferentes grupos experimentais. Teste estatístico de Shapiro-Wilk, Analise de Variância (ANOVA) e 
pós-teste de Tukey. Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo NTL; ‡, 
diferença estatisticamente significante em relação ao grupo TTGLOA; § diferença estatisticamente 
significante com grupo aPDT. 

Fonte: Autor, 2023. 
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Figura 5 – Padrão de imunomarcação para BMP2/4 no sítio de extração dental aos 28 

dias pós-operatório 

 

Legenda: (a) Gráfico mostrando a mediana e o desvio interquartis dos escores atribuídos a 
imunomarcação para BMP2/4. Teste estatístico: Análise de Variância de Kruskal-Wallis e pós-teste de 
Student-Newman-Keuls. Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo NTL. 
(b - e) Fotomicrografias evidenciando o aspecto histológico da imunomarcação para BMP2/4 no sítio 
de extração dental em NTL (b), TTGLOA (c), aPDT (d), TTGLOA+aPDT (e). Contra-coloração: 
Hematoxilina de Harris. Aumento original: 400x. Barras de escala: 50μm. 

Fonte: Autor, 2023. 
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Figura 6 – Padrão de imunomarcação para OCN no sítio de extração dental aos 28 dias 

pós-operatório 

 

Legenda: (a) Gráfico mostrando a mediana e o desvio interquartis dos escores atribuídos a 
imunomarcação para OCN. Teste estatístico: Análise de Variância de Kruskal-Wallis e pós-teste de 
Student-Newman-Keuls. Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo NTL; 
‡, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo TTGLOA. (b - e) Fotomicrografias 
evidenciando o aspecto histológico da imunomarcação para OCN no sítio de extração dental em NTL 
(b), TTGLOA (c), aPDT (d), TTGLOA+aPDT (e). Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento 
original: 400x. Barras de escala: 50μm. 

Fonte: Autor, 2023. 
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TABELAS 
 
Tabela 1 - Parâmetros, escores e distribuição dos espécimes de acordo com a análise 
histopatológica do nível de inflamação dos tecidos durante o processo de reparação 
pós-extração dental em NTL, TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT aos 28 dias pós-
operatórios 

ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA: NÍVEL DE INFLAMAÇÃO 

 
PARÂMETROS E RESPECTIVOS ESCORES 

PORCENTAGEM DE ESPÉCIMES 

GRUPOS EXPERIMENTAIS 

NTL TTGLOA aPDT TTGLOA
+aPDT 

 

INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATÓRIA LOCAL 

(1) ausência de inflamação - - 71,4 85,7 
(2) pequena quantidade de células inflamatórias 
(menos de 1/3 das células presentes são células 
inflamatórias) 

- 71,4 28,6 14,3 

(3) moderada quantidade de células inflamatórias 
(entre 1/3 e 2/3 das células presentes são células 
inflamatórias) 

28,6 28,6 - - 

(4) grande quantidade de células inflamatórias (mais 
de 2/3 das células presentes são células 
inflamatórias) 

71,4 - - - 

MEDIANA 4 2 1†‡ 1†‡ 

     

EXTENSÃO DO PROCESSO INFLAMATÓRIO 

(1) ausência de inflamação - - 71,4 85,7 
(2) estendendo-se apenas em parte do tecido 
conjuntivo 

- 71,4 28,6 14,3 

(3) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo, sem 
atingir o tecido ósseo 

14,3 28,6 - - 

(4) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo e 
tecido ósseo 

85,7 - - - 

MEDIANA 4 2 1† 1†‡ 

     

Legenda: Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo NTL; ‡, diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo TTGLOA. 

Fonte: Autor, 2023. 
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Tabela 2 - Parâmetros, escores e distribuição dos espécimes de acordo com a análise 
histopatológica do padrão de estruturação tecidual durante o processo de reparação 
pós-extração dental em NTL, TTGLOA, aPDT e TTGLOA+aPDT aos 28 dias pós-
operatórios 

ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA:  PADRÃO DE ESTRUTURAÇÃO TECIDUAL 

 
PARÂMETROS E RESPECTIVOS ESCORES 

PORCENTAGEM DE ESPÉCIMES 

GRUPOS EXPERIMENTAIS 

NTL TTGLOA aPDT TTGLOA
+aPDT 

 

PADRÃO DE CELULARIDADE E DE ESTRUTURAÇÃO DO TECIDO EPITELIAL 

(1) tecido epitelial de moderada espessura 
recobrindo completamente o sítio de extração 

- - 57,1 85,6 

(2) tecido epitelial de delgada espessura recobrindo 
completamente o sítio de extração 

- 57,1 42,9 14,3 

(3) delgada camada de tecido epitelial apenas nas 
margens da ferida cirúrgica aberta 

14,3 42,9 - - 

(4) ausência de tecido epitelial sobre a ferida 
cirúrgica aberta  

85,6 - - - 

MEDIANA 4 2 1† 1†‡ 

     

PADRÃO DE CELULARIDADE E DE ESTRUTURAÇÃO DO TECIDO CONJUNTIVO 

(1) moderada quantidade de fibroblastos e grande 
quantidade de fibras colágenas 

- - 28,6 57,1 

(2) moderada quantidade tanto de fibroblastos 
quanto de fibras colágenas 

- 57,1 71,4 42,9 

(3) pequena quantidade tanto de fibroblastos 
quanto de fibras colágenas 

28,6 42,9 - - 

(4) desestruturação tecidual severa com áreas de 
necrose tecidual 

71,4 - - - 

MEDIANA 4 2 2† 1†‡ 

     

PADRÃO DE CELULARIDADE E DE ESTRUTURAÇÃO DO TECIDO ÓSSEO 

(1) ausência de osso não vital nas adjacências do 
alvéolo e trabéculas ósseas preenchendo mais da 
metade do alvéolo dental 

- - - - 

(2) ausência ou presença de poucas áreas de osso 
de osso não vital nas adjacências do alvéolo e 
trabéculas ósseas preenchendo mais da metade do 
alvéolo dental 

- 28,6 100 100 

(3) presença de poucas áreas de osso não vital nas 
adjacências do alvéolo e trabéculas ósseas 
preenchendo menos de um terço do alvéolo dental 

- 71,4 - - 

(4) presença de muitas áreas de osso não vital nas 
adjacências do alvéolo com ausência de 
neoformação óssea ou trabéculas ósseas 
preenchendo menos de um terço do alvéolo dental 

100 - - - 

MEDIANA 4 3† 2†‡ 2†‡ 

     

Símbolos: †, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo NTL; ‡, diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo TTGLOA. 

Fonte: Autor, 2023. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A – Certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA – FOA/UNESP) 
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ANEXO B – Normas para publicação no periódico Photodiagnosis and Photodynamic 

Therapy 
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