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Santos IF. Utilização de bisfosfonato e pentoxifilina na modulação óssea na 
periodontite induzida. Estudo em ratos [dissertação de mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021. 
 

RESUMO 
Este projeto teve como objetivo avaliar o processo de reparo ósseo periodontal 
utilizando pentoxifilina (50 mg/kg/dia) na prevenção e/ou tratamento da doença 
periodontal induzida. Este projeto foi dividido em 2 estudos: Estudo 1: avaliar os 
efeitos da pentoxifilina na interferência da progressão da doença periodontal 
induzida. Os animais foram divididos: Grupo controle - soro (C), Grupo pentoxifilina 
(PTX) e Grupo bisfosfonato (BIS). Os animais receberam durante 60 dias um dos 
medicamentos; após este período foi induzida a doença periodontal utilizando 
ligaduras na região de segundo molar. Neste momento a administração dos 
medicamentos foi interrompida. Após 15 dias os animais foram eutanasiados. Os 
resultados demonstraram na análise microtomográfica um resultado semelhante 
entre pentoxifilina e controle, na análise histométrica uma menor perda óssea no 
grupo PTX na região interproximal e a análise estereométrica apontou um maior 
grau de inflamação no grupo que recebeu pentoxifilina. Como conclusão tem-se que 
a pentoxifilina não teve efeito na perda óssea.  Estudo 2: avaliar a pentoxifilina no 
tratamento da doença periodontal induzida. Os animais foram divididos em: Controle 
- soro (C); Grupo pentoxifilina (PTX); Grupo bisfosfonato (BIS). No momento de 
indução da doença periodontal com ligaduras os animais foram submetidos a 
administração de um dos medicamentos até o momento da eutanásia. Após 15 dias 
as ligaduras foram removidas. Neste momento, metade dos animais de cada grupo 
recebeu raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais (Controle - CR; 
Grupo pentoxifilina (PTX-R); Grupo bisfosfonato - BIS-R) e outra metade dos animais 
de cada grupo não recebeu nenhum tratamento (Controle - C; Grupo pentoxiflina 
(PTX); Grupo bisfosfonato - BIS).  Após os períodos de 7, 15 e 30 dias os animais 
foram eutanasiados. Os animais dos grupos que receberam pentoxifilina 
apresentaram maior porcentagem de vasos sanguíneos, menor de tecido conjuntivo 
na análise estereométrica, e maior grau de inflamação no grupo BISR. As análises 
histométrica e microtomográfica demonstraram um resultado menos satisfatório nos 
períodos iniciais nos grupos que receberam raspagem, que após a partir do período 
15 passaram a ter uma menor perda óssea. Foi possível concluir que os grupos PTX 
e PTXR apresentaram resultado positivo na formação óssea. 
 
 
 
Palavras – chave: Periodontite. Osteogênese. Reabsorção óssea.  
  



 

 
 

Santos IF. Use of bisphosphonates and pentoxifylline on induced periodontitis bone 
modulation. Study in rats. [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de 
Odontologia da UNESP; 2021. 
 
 
ABSTRACT 
The aim of this study was to evaluate the process of periodontal bone repair when 
using pentoxifylline (50 mg/kg/day) on the prevention and/or treatment of induced 
periodontal disease. This project was separated in 2 studies: Study 1: to evaluate if 
pentoxifylline interfere on the progression of induced periodontal disease. Animals 
were divided in: Control Group – saline (C); Pentoxifylline Group (PTX) and 
Bisphosphonate Group (BIS). The animals received the medicines for 60 days; then 
periodontal disease was induced by ligatures on the second molar. In the moment 
the medicines administration was interrupted. After 15 days the animals were 
euthanized. The results demonstrated in the microtomographic analysis a similar 
result between pentoxifylline and control, in the histometric analysis less bone loss in 
the PTX group in the interproximal region was found and stereometric analysis 
showed a greater degree of inflammation in the group that received pentoxifylline. it 
was concluded that pentoxifylline had no effect on bone loss. Study 2: to evaluate if 
pentoxifylline interfere on the treatment of induced periodontal disease. Animals were 
divided in: Control Group – saline (C); Pentoxifylline Group (PTX) and 
Bisphosphonate Group (BIS). By the time the ligatures were made the animals 
started receiving the medicines until the moment they were euthanized. After 15 days 
the ligatures were removed. At this moments half of the animals received scaling and 
root planning with hand instruments (Control – CR, Pentoxifylline Group- PTX-R, and 
Bisphosphonate Group - BIS-R) and the other half of each group didn’t receive any 
treatment (Control – CR, Pentoxifylline Group – PTX, and Bisphosphonate Group - 
BIS). After the periods 7, 15 and 30 days the animals were be euthanized. The 
animals in the groups that received pentoxifylline had a higher percentage of blood 
vessels, less of connective tissue in the stereometric analysis, and a higher degree of 
inflammation in the BISR group. Histometric and microtomographic analyzes showed 
a less satisfactory result in the initial periods in the groups that received scaling and 
root planning, which after the period of 15 days started to have less bone loss. It was 
possible to conclude that the PTX and PTXR groups had a positive result in bone 
formation. 
 
 
Keywords: Periodontitis. Osteogenesis. Bone resorption.  
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1 INTRODUÇÃO 
Bactérias patogênicas que compõem o biofilme subgengival se proliferam na 

superfície radicular liberando peptídeos e antígenos que são difundidos através do 

epitélio para o tecido conjuntivo, resultando em uma resposta inflamatória crônica do 

hospedeiro1,2. O desequilíbrio entre microbiota especifica presente na superfície 

dentária supra e subgengival e hospedeiro promove a instauração da periodontite: 

doença inflamatória que acomete os tecidos de sustentação dos dentes1–3.  

As bactérias patogênicas promovem o início da inflamação do tecido 

conjuntivo sobre o periodonto, porém a resposta do hospedeiro é igualmente 

importante na degradação do tecido conjuntivo. Grande parte da destruição tecidual 

é causada por enzimas derivadas do hospedeiro, como metaloproteinases da matriz 

(MMPs), citocinas e prostanóides4. Sendo assim o equilíbrio entre mediadores pró-

inflamatórios e anti-inflamatórios deve ser restaurado o mais rápido possível para 

que haja regressão da doença.  

O tratamento da periodontite busca promover a redução da carga microbiana, 

através do tratamento periodontal não cirúrgico, que consiste na raspagem e 

alisamento radicular, tendo, portanto, uma ação local. Buscando melhorar os 

resultados do tratamento convencional novas estratégias terapêuticas coadjuvantes 

podem ser buscadas, como o uso de agentes que alterem a resposta do hospedeiro. 

Com esse intuito, uma redução do processo inflamatório desencadeado pelos 

periodontopatógenos1,2 pode ser uma alternativa através da administração de 

substâncias ou medicamentos, sistêmica ou localmente. Tais procedimentos 

poderiam, além de reduzir a resposta, impedir o processo de reabsorção e favorecer 

a neoformação óssea5.Dessa forma poderíamos agir em ambos os lados envolvidos 

da doença: biofilme, através do tratamento periodontal convencional, e hospedeiro, 

regulando sua resposta inflamatória.  

Desta forma, tendo a doença periodontal um caráter multifatorial, sendo o 

desequilíbrio hospedeiro-microbiota fundamental para que haja doença, é oportuno 

avaliar se os medicamentos pentoxifilina e alendronato tem alguma influência na 

instalação e no tratamento da doença periodontal. 

A pentoxifilina (3,7-dimetil-1-(5-oxohexil)-xantina) é um derivado da 

metilxantina, sendo um inibidor não seletivo da fosfodiesterase, que atua 
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modificando a flexibilidade eritrocitária (característica que permite o transito de 

eritrócitos até capilares menores, atingindo assim todas as regiões), a adesão e a 

agregação das plaquetas6,7. Como resultado tem-se a redução da viscosidade 

sanguínea e dilatação dos vasos, diminuindo o fibrinogênio e deprimindo a função 

dos granulócitos. Além disso ela atua na inibição de leucócitos8, agindo na 

modulação da liberação de citocinas inflamatórias (IL-1, IL-6, IL-10 e IL-17)6,7,9–18. 

Esse medicamento tem sido amplamente utilizado como um agente para o 

tratamento de desordens vasculares cerebrais e de doenças arteriais oclusivas. 

Estudos mostraram que a pentoxifilina atua prevenindo ou atenuando a ação do 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α)19,20 possivelmente por meio da inibição da 

transcrição do RNA mensageiro do TNF-α21. 

Estudo de Horiuchi et al.11 onde ratos receberam injeção subcutânea de 

pentoxifilina previamente à instalação de uma esponja de colágeno contendo 

proteína morfogenética humana (BMP-2) apontou que a administração desse 

medicamento aumentou a neoformação óssea e a concentração de cálcio no tecido 

ósseo através da indução de BMP-2.  

Em 2002 Tsutsumimoto et al.22 demostraram por meio de cultura celular 

mesenquimal de ratos que a pentoxifilina aumenta o nível de BMP-4, por meio da via 

de sinalização do monofosfato cíclico de adenosina (cAMP), uma vez que a inibição 

da fosfodiesterase resulta no aumento do cMAP intracelular7, induzindo dessa forma 

a diferenciação de células osteoprogenitoras.  

No mesmo ano Kinoshita et al.23 demostraram em um estudo in vivo que 

injeções diárias de pentoxifilina estimularam a formação óssea e aumentaram a 

massa óssea em ratos. Além disso, associado ao efeito sobre o cMAP houve 

também o estimulo da produção de prostaglandinas não-inflamatórias das séries E e 

I (PGE2, PGI2) pelo endotélio vascular24–26. 

Em 2004 Lima et al.27 realizaram um estudo em que ratos foram divididos em 

grupos controle, pentoxifilina e talidomida. Foi realizada análise histológica baseada 

no influxo de células, integridade do cemento e quantidade de tecido ósseo. A 

pentoxifilina apresentou efeito protetivo na doença periodontal, com uma menor 

perda óssea alveolar diretamente proporcional ao aumento da dose do 

medicamento. Os autores sugerem que estes resultados podem ser devido a um 
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papel importante do TNF-α na patogênese da doença periodontal, uma vez que a 

pentoxifilina tem efeito sobre essa citocina e a mesma foi capaz de prevenir o 

infiltrado inflamatório e a perda óssea. 

Queiroz-Junior et al14., em 2013 realizam estudo com ratos machos que 

receberam indução de artrite reumatoide e foram tratados com injeções diárias de  

pentoxifilina (50 mg/kg) preventiva ou terapêutica. 14 dias após a indução da artrite 

os animais foram eutanasiados e foram realizadas análises microscópica e imuno-

histoquímica. Os resultados obtidos demonstraram que a pentoxifilina promoveu 

efeitos anti-inflamatórios e protetivos ao osso quando usada de forma terapêutica ou 

preventiva com redução de TNF-α nos tecidos maxilares. 

Em 2014 Labib, Farid28 avaliaram in vitro e in vivo (coelhos) o uso de gel 

contendo pentoxifilina (1% ou 3%) ao redor de implantes. Os resultados in vitro 

demostraram que, uma mistura de gel e pentoxifilina, apresentam liberação da droga 

durante 24hs, boa bioadesão e bom espalhamento. Na avaliação in vivo, foi 

observado uma diferença significativa na quantidade óssea quando foi usado o gel a 

3%, além de apresentar osso mais organizado quando comparado ao grupo 

controle. 

Atalay et al.29, em 2015 apontaram um efeito benéfico na cicatrização óssea 

após fratura femoral em ratos (p<0,05). Os animais foram divididos em grupos e 

eutanasiados nos períodos de 21 e 30 dias, para realização de análise 

histopatológica. Os resultados demonstraram aumento no volume ósseo e 

cartilaginoso no grupo que recebeu pentoxifilina (50 mg/kg/dia via injeção 

intraperitoneal) além de um maior nível de modulação óssea.  

 Revisão sistemática e meta-analise de Brie et al.30, de 2016 com 15 estudos 

clínicos randomizados, onde a pentoxifilina era administrada por via oral (variando 

de 400 a 600mg/dia) com o objetivo de avaliar o impacto da pentoxifilina na pressão 

sanguínea, concentração de TNF-α plasmático, proteína C-reativa e de IL-6, 

demonstrou uma significativa redução dos níveis plasmáticos de TNF-α e proteína 

C-reativa.  

Pal et al.31, em 2019 concluíram que a administração de pentoxifilina restaurou 

massa, força e propriedades minerais ósseas por meio de um mecanismo anabólico, 

sendo um medicamento com potencial osteogênico para tratamento da osteoporose. 
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No mesmo ano estudo de Farahani et al.32 concluiu que houve um efeito 

antirreabsortivo no grupo de animais que receberam pentoxifilina após fratura óssea. 

O mesmo grupo em outro trabalho33 em 2019 demonstrou reversão da 

osteopenia em ratas ovarectomizadas após a administração de pentoxifilina. Esse 

medicamento aumentou a expressão de fator de crescimento endotelial e seus 

receptores em ossos e osteoblastos e também do marcador de formação óssea 

PINP. 

Em 2020 Gorji et al.34 demostraram melhora da reparação óssea em 60 ratos 

que tiverem fratura mandibular e recebiam administração de pentoxifilina. Os 

animais foram divididos em grupos de acordo com o medicamento que seria 

administrado (sildenafil, pentoxifilina ou placebo) e com o período em que seriam 

sacrificados (1 semana ou 4 semanas). A taxa de reparo ósseo no grupo que 

recebeu sildenafil (p=0,001) e no que recebeu pentoxifilina (p=0,004) foi 

significativamente maior do que o grupo controle no período de 4 semanas. 

Os bisfosfonatos são uma classe de medicamentos moleculares semelhantes 

ao pirofosfato inorgânico, que tem sido utilizado em pacientes com osteoporose, por 

serem inibidores da mineralização óssea e por alterarem o metabolismo desse 

tecido35–38.  

A administração desses medicamentos pode ser por via oral ou endovenosa. 

Bisfosfonatos administrados por via endovenosa, tem efeito mais potente devido a 

sua alta disponibilidade no organismo. Já os administrados por via oral, apresentam-

se em baixa disponibilidade, devido a sua taxa de absorção e excreção e são 

usados no tratamento de pacientes com osteoporose39,40. São substâncias 

resistentes a degradação biológica, uma vez que não sofrem hidrolise; tal falto se 

deve a presença de uma ligação de fósforo-carbono-fósforo (P-C-P), o que os 

diferencia do pirofosfato41–43. O mecanismo de ação dos bisfosfonatos se da pela 

inibição da reabsorção óssea feita pelas células osteoclásticas, através de quatro 

mecanismos: indução de apoptose44,45, inibição do recrutamento para a superfície 

óssea46, da adesão dessas células47 e da atividade osteoclástica na superfície do 

osso48,49. A inibição da reabsorção resulta na estabilização da perda óssea 

ocasionada por doenças metabólicas e aumento da densidade mineral50. Devido a 

sua afinidade pelo cálcio (encontrado na hidroxiapatita) seu local de ação se dá na 

superfície óssea no processo de reabsorção51. 
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A ação sobre osteoclastos já é comprovada na literatura, porém vários 

estudos têm demonstrado a ação indireta dos bisfosfonatos em osteoblastos, 

impedindo o turnover ósseo ou neoformação óssea52,53.  Estudos demonstram outros 

efeitos dos bisfosfonatos, como: capacidade de alterar o mecanismo de 

anfigênese54,55 e diminuir os níveis de fator de crescimento endotelial (VEGF) 

quando usados de maneira crônica56,57. Portanto, a diminuição da quantidade de 

osteoclastos pelos bisfosfonatos, altera indiretamente a vascularização óssea58,59, 

de acordo com  Schoutens et al.60, o aumento da vascularização óssea é 

proporcional ao número de osteoclastos. Esses efeitos podem resultar em lesões 

ósseas necrosantes em pacientes que fazem uso destes medicamentos quando 

submetidos a alguns procedimentos odontológicos61–64.  

No ano de 1992 Brunsvold et al.65, realizaram estudo em 27 macacos que 

receberam alendronato (0,05mg/kg ou 0,25mg/kg) ou placebo (solução salina) por 

via endovenosa a cada 2 semanas durante 4 meses. Uma semana após a primeira 

administração do medicamento os molares e pré-molares mandibulares direitos 

receberam uma ligadura de algodão para indução da doença periodontal e 2 

semanas após todos os dentes com ligaduras receberam inoculação de 

Porphyromonas gingivalis. Esse processo foi repetido em 2 semanas. Medidas 

clínicas e radiográfica foram tomadas no início do experimento, 8 e 16 semanas do 

início do estudo. O alendronato na concentração de 0,05 mg/kg retardou a 

progressão da doença periodontal quando foram medidas mudanças na densidade 

óssea através de um programa de densitometria que usou radiografias periapicais. 

Esse medicamento em uma maior concentração não diferiu do grupo placebo.  

O mesmo grupo66 em 1994 avaliou o efeitos do alendronato na perda óssea 

causada pela doença periodontal também em macacos. Seguindo os mesmos 

materiais e métodos do estudo anterior realizaram análise histomorfométrica. Os 

resultados foram semelhantes ao estudo anterior: os animais que receberam 

alendronato com concentração de 0,05 mg/kg mostraram significante redução na 

perda óssea induzida pela doença periodontal. 

Em 1995 Reddy et al.67 realizaram estudo em cães que desenvolviam doença 

periodontal naturalmente, os quais foram divididos em dois grupos dependendo da 

severidade da doença periodontal inicial. Um grupo recebeu 3 mg/kg de alendronato 
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semanalmente por via oral e o outro placebo. A doença periodontal foi agravada pela 

instalação de ligaduras durante 3 meses. Dados clínicos como nível de inserção, 

índice gengival, de placa e mobilidade foram avaliados no baseline e em intervalos 

de 1 mês. Além disso houve a realização de radiografias no baseline, 3 e 6 meses, 

por meio das quais foi realizado um cálculo de miligramas de osso equivalente 

(massa óssea). Os resultados apresentaram uma diferença na quantidade óssea 

(p<0,001) entre os grupos, onde os animais que receberam alendronato 

apresentaram 14mg enquanto o grupo placebo -4mg. O uso de alendronato não 

trouxe diferença nos parâmetros de inflamação gengiva e de quantidade de placa 

bacteriana. Houve também uma tendência de menor perda de inserção e mobilidade 

no grupo teste. 

Estudo de Rocha et al.68 em 2004 avaliou o efeito de 6 meses de tratamento 

com alendronato (10 mg/dia) na doença periodontal em mulheres no período pós-

menopausa. Todos as voluntárias receberam tratamento periodontal convencional e 

antes e após essa intervenção foram realizadas algumas análises como: avaliação 

clínica, medição da distância entre crista óssea e junção cemento-esmalte e 

densidade mineral óssea. Os resultados mostraram uma maior melhora da 

profundidade de sondagem e sangramento a sondagem no grupo que usavam 

alendronato além de melhora dos marcadores sistêmicos. Chegou-se à conclusão 

de que o uso de alendronato trouxe melhoras na doença periodontal e no turnover 

ósseo. 

Em 2005 Lane et al.69, realizaram estudo clínico com 66 pacientes que 

receberam bisfosfonato por via oral durante 12 meses. Todos receberam tratamento 

periodontal não-cirúrgico e acompanhamento a cada 3 meses. Os participantes 

tiveram alguns parâmetros clínicos analisados no baseline, 6 meses e 12 meses. Os 

resultados demostraram melhora nos parâmetros periodontais analisados: nível de 

inserção clínica, profundidade de sondagem e sangramento a sondagem. 

Sharma, Pradeep70 em 2012 avaliaram a eficácia clínica de um gel de 

alendronato 1% como adjunto ao tratamento periodontal convencional. 17 pacientes 

com defeitos infra-ósseos receberam o gel ou placebo. Parâmetros clínicos foram 

avaliados no baseline, 2 meses e 6 meses além de radiografias realizadas nos 

primeiro e último tempos de acompanhamento. O ganho de inserção e a diminuição 
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da profundidade de sondagem foram maiores no grupo que recebeu o gel de 

alendronato, o que demonstrou que seu uso tópico estimulou uma melhora 

significativa do quadro de doença periodontal.  

Estudo de Tanna, Jeffcoat71 em 2013 foi realizado com 125 pacientes com 

periodontite de moderada a severa que receberam tratamento periodontal e após 3 

meses na manutenção foram divididos de forma aleatória em grupo teste 

(administração de risedronato) ou placebo. Após 9 meses do início do tratamento, 

foram realizadas avaliações clínicas finais. Os resultados demostraram resultado 

mais favorável em relação a altura óssea no grupo teste (p<0,04) e não foram 

encontrados efeitos adversos.  

No ano de 2016 Bhavsar et al.72, avaliaram o efeito de um bisfosfonato como 

adjunto no tratamento da doença periodontal crônica em mulheres pós-menopausa. 

Foram realizadas radiografias periapicais, avaliação de parâmetros clínicos e 

medição da densidade óssea por meio de tomografia computadorizada de feixe 

cônico. Os resultados demonstraram uma melhora na densidade óssea (118.56 ± 

3.251 HU), no ganho de inserção (3.57 ± 0.234 mm) e na diminuição da 

profundidade de sondagem (2.20 ± 0.229 mm). A melhora obtida nas pacientes 

desse estudo sugere que a terapia com bisfosfonato como adjunto ao tratamento 

periodontal básico pode trazer benefícios clínicos ao periodonto. 

Em 2017 Akram et al.73  realizaram uma revisão sistemática para avaliar a 

eficácia da terapia com bisfosfonato como adjuvante da raspagem e alisamento 

radicular (RAR) no tratamento da periodontite. Oito estudos clínicos foram incluídos 

na revisão, sete estudos utilizaram o alendronato como adjuvante da RAR. Destes, 

quatro estudos utilizaram aplicação tópica e três utilizaram alendronato oral. Os 

resultados da meta-análise demonstraram redução da doença periodontal 

estatisticamente significativa (p=0,002), ganho de nível clínico de inserção (p=0,008) 

e preenchimento do defeito ósseo (p<0,001) para o tratamento com raspagem + 

bisfosfonato em comparação somente a raspagem.  

Estudo de Messer et al.74 em 2018 avaliou em ratos se a dose e duração do 

tratamento com bisfosfonato induz lesões de osteonecrose em periodontite induzida 

através de impactação alimentar. Foi observada ocorrência de osteonecrose nos 



 
 

 
 

16 

animais que fizeram uso de maiores doses do medicamento e não observaram 

correlação com a duração do tratamento.  

Graziani et al.75, em 2019 realizaram estudo clínico randomizado com 66 

pacientes, os quais foram divididos em um grupo que recebeu raspagem e 

alisamento radicular + administração de bisfosfonato e outro que recebeu apenas o 

tratamento periodontal básico. Os pacientes passaram por exame periodontal no 

baseline, 3 meses e 6 meses após a primeira sessão de tratamento. Nos períodos 

analisados o uso de bisfosfonato não trouxe benefícios no reparo periodontal 

comparado a raspagem e alisamento radicular de forma isolada.  

Embora a literatura demonstre que a pentoxifilina apresente efeito na 

modulação dos processos inflamatórios e de formação óssea, não existem 

evidências na utilização destes medicamentos na doença periodontal. Já o efeito 

dos bisfosfonatos ainda não está totalmente esclarecido. Baseado nisto, esse 

projeto busca avaliar, em animais, o processo de reparo ósseo periodontal utilizando 

estes medicamentos na prevenção e/ou tratamento da doença periodontal induzida. 
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2 PROPOSIÇÃO 
 
2.1 Objetivo Geral 

Este projeto tem como objetivo avaliar o processo de reparo ósseo 

periodontal utilizando o medicamento pentoxifilina na doença periodontal induzida 

em comparação a utilização de bisfosfonato. 

 

2.2 Objetivos Específicos 
Estudo 1: avaliar a pentoxifilina na indução da doença periodontal induzida. 

Estudo 2: avaliar a pentoxifilina no tratamento da doença periodontal induzida. 
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3 PUBLICAÇÕES
3.1 Estudo 1* 

Efeito preventivo da pentoxifilina na doença periodontal induzida. 
INTRODUÇÃO 

A doença periodontal é uma doença inflamatória crônica caraterizada por 

infiltrado inflamatório, sangramento, reabsorção óssea e é uma das condições 

bucais mais prevalentes no mundo1, sendo um grande desafio para a odontologia.  

Grande parte da destruição periodontal é causada por enzimas derivadas do 

hospedeiro, como metaloproteinases da matriz (MMPs), citocinas e prostanóides2. 

Sendo assim o equilíbrio entre mediadores pró-inflamatórios e anti-inflamatórios 

deve ser restaurado para que haja regressão da doença. Buscando restaurar esse 

equilíbrio podemos lançar mão do tratamento periodontal básico, principal estratégia 

no controle da doença, e da modulação da resposta do hospedeiro conjuntamente 

ao tratamento local.  

O tratamento periodontal básico tem como objetivo a redução da carga 

microbiana por meio da remoção do biofilme dental.  Já a modulação da resposta do 

hospedeiro busca uma diminuição da reposta inflamatória, reduzindo a produção de 

fatores pró-inflamatórios, almejando o reestabelecimento do equilíbrio microbiota-

resposta do hospedeiro. Essa modulação pode ser alcançada pela administração de 

medicamentos de uso sistêmico3. 

 A pentoxifilina (3,7-dimetil-1-(5-oxohexil)-xantina) é um derivado da 

metilxantina, sendo um inibidor não seletivo da fosfodiesterase, enzima que realiza a 

hidrólise de cAMP em AMP. O aumento de cAMP intracelular pode levar a diversos 

processos dependendo do tipo celular, dentre eles um efeito osteogênico pode ser 

alcançado. Ela age na modulação da liberação de citocinas inflamatórias4–6, 

principalmente do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α)7,8, um dos principais 

mediadores químicos da doença periodontal, possivelmente por meio inibição da 

transcrição do RNA mensageiro do TNF-α9. Além disso apresenta uma ação também 

nas células e vasos sanguíneos3.  

O alendronato faz parte do grupo dos bisfosfonatos, que são medicamentos 

que tem sido utilizado em pacientes com osteoporose, uma vez que seu mecanismo 

 
* De acordo com o Guia de Trabalhos Acadêmicos da FOAr, adaptado das Normas Vancouver. 
Disponível no site da Biblioteca: http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/guia-de-normalizacao-
atualizado.pdf 
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de ação se da pela inibição da reabsorção óssea. Quatro mecanismos estão 

envolvidos nesse processo: indução de apoptose10,11, inibição do recrutamento para 

a superfície óssea12, da adesão dessas células13 e da atividade osteoclástica na 

superfície óssea 14,15. 

Baseado na carência de estudos pré-clínicos e clínicos da ação da 

pentoxifilina o objetivo deste estudo é avaliar o processo de reparo ósseo 

periodontal em ratos, utilizando o medicamento na doença periodontal induzida. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
Animais 

O protocolo experimental foi desenvolvido de acordo com os padrões éticos da 

Declaração de Helsinque e aprovado pelo Comitê de Ética no uso de animais (CEUA 

06/2017) (ANEXO A). 

Vinte e um ratos (n=21) (Rattus Norvegicus), variação albinus, Holtzman, 

adultos, machos, com peso variando entre 180-220 gramas foram usados nesse 

estudo. Os animais foram mantidos em caixas com acesso a comida e água ad 

libitum, em ambiente com luz e temperatura controladas. Eles foram divididos em 3 

grupos: controle (CT) (administração de soro fisiológico), pentoxifilina (PTX) e 

alendronato (BIS), com 7 animais/grupo. 

 

Tratamentos 
Os animais foram divididos randomicamente de acordo com o tratamento 

recebido. Todos os ratos receberam todos os medicamentos diariamente durante 60 

dias, sendo que foi iniciada a administração 45 dias prévios a colação de ligaduras 

nos segundos molares superiores e mantidas por mais 15 dias até a eutanásia dos 

animais.  

Os medicamentos foram administrados: No grupo PTX a pentoxifilina por 

gavagem (Medley Laboratório, São Paulo, SP, Brasil) na concentração de 50 

mg/kg16; no grupo BIS o alendronato por via subcutânea (ALCON Laboratório, São 

Paulo, SP, Brasil) na concentração de 1 mg/kg17 e no grupo CT o soro fisiológico por 

via subcutânea na concentração de 1mL/kg (APÊNDICE A). 

 

Indução da Doença Periodontal 
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Para indução da periodontite foram colocadas ligaduras ao redor dos 

segundos molares superiores (direito e esquerdo). Os animais foram anestesiados 

com Quetamina (80 mg/kg) e Xilazina (7 mg/kg) e as ligaduras (fio de algodão 

número 24) foram inseridas na região subgengival dos dentes.  Após 15 dias, os 

animais foram eutanasiados com uma sobre dose de anestésico. 
Após a eutanásia foram removidas as hemi-maxilas e fixadas em formol 

tamponado a 10% por 48 horas. Após esse período as peças foram lavadas em 

água corrente e acondicionadas em álcool 70%. 

 

Análise Microtomográfica (µCT) 
As amostras foram escaneadas pelo microtomógrafo SkyScan (SkyScan 1176 

Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), utilizando cortes de 18 µm (50Kv e 

500μ), filtro de Al 0.5mm; tamanho do voxel: 17,48µm; voltagem de 50KV e corrente 

elétrica de 500µA. Foi realizada a reconstrução das imagens obtidas do 

escaneamento através do software NRecon. Em seguida houve o posicionamento 

no plano axial com o uso do software DataViewer. Por fim no software CTAnalyser 

foram delimitadas duas regiões de interesse: uma maior que abrangeu o segundo 

molar até seus limites proximais com os dentes vizinhos (ROI 1) e uma delimitando 

as raízes (ROI 2) (limite apical de 1000 micrometros a partir do teto da furca). 

Obtidos os valores dos ROIs, foi feita a subtração ROI 1 – ROI 2 resultando no 

volume de tecido ósseo presente. 

 
Análises Histológica e Histométrica 

Após análise microtomográfica as peças foram lavadas em água corrente e foi 

iniciado o processo de descalcificação com EDTA 10% (ácido etilenodiamino tetra 

acético) durante 2 meses. Após está fase as peças foram processadas para inclusão 

em parafina. Os cortes histológicos foram feitos com 5 µm de espessura no sentido 

frontal na direção vestíbulo/palatina e colocados em lâminas para coloração pela 

técnica de hematoxilina-eosina. Foram obtidas fotomicrografias utilizando um 

microscópio óptico DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany) acoplado a 

uma câmera de vídeo DXC-1107A/107AP (Sony Eletronics Inc, Japão). 

 
Análise histológica  
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Um examinador cego para os grupos e treinado (FCG) avaliou as imagens 

obtidas, onde foram observadas: presença/ausência de reações inflamatórias do 

tecido conjuntivo, processos de reabsorção óssea e neoformação tecidual. 
Análises histométrica e estereométrica 

Para as análises histométrica e estereométrica um examinador cego para os grupos 

e calibrado (FCG) selecionou 3 lâminas de cada grupo (4, 8 e 12), equidistantes 45 

µm entre si. As mensurações foram feitas utilizando o software de imagens ImageJ - 

Launcher versão 1.48b (National Institutes of Health, USA). As análises foram 

realizadas nas as regiões de furca e proximais. 

Na região de furca após mensuração de 1000µm a partir do teto da furca foi 

delimitada uma área entre as raízes. Nesta região foi medida a área com osso 

presente18. Nas regiões proximal (mesial e distal) medidas lineares foram obtidas 

entre junção cemento-esmalte e crista óssea através de linhas horizontais traçadas 

na altura dessas estruturas.  

A análise estereométrica foi realizada utilizando uma grade apresentando 130 

pontos relativos à intersecção de retas horizontais e verticais. A grade foi colocada 

sobre as regiões interproximais e de furca e foi calculado o percentual de cada 

componente tecidual em relação ao número total de pontos. Os seguintes tipos 

teciduais e celulares foram analisados: tecido conjuntivo (T.c.), fibroblastos (Fb), 

tecido inflamatório (componentes celulares não identificáveis) (T.i.), células 

inflamatórias (macrófagos) (C.i.), vasos sanguíneos (Vs) e tecido ósseo (Os). 

 
Análise Estatística 

Os dados gerados foram submetidos ao teste de Normalidade de Shapiro-

Wilk para avaliar se os dados respeitaram a distribuição de acordo com o teorema 

da distribuição central. Os testes paramétricos de Anova complementado pelo teste 

de Tukey foi utilizado para a análise inferencial dos dados. A significância estatística 

será definida em p<0,05. 

 
RESULTADOS 

Todos os animais utilizados no presente estudo sobreviveram e receberam os 

cuidados necessários após o procedimento de colocação das ligaduras até o 

momento da eutanásia.  
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Análise Microtomográfica (μCT) 
O grupo BIS durante a indução da doença periodontal apresentou menor 

reabsorção óssea quando comparado com os grupos PTX e CT (Figura 1).  

 

Figura 1 – Imagens em 3D representativas das regiões de primeiro, segundo e 

terceiros molares superiores dos animais, geradas por microtomografia 

computadorizada. O gráfico demonstra a porcentagem de tecido ósseo na região ao 

redor do segundo molar superior. O símbolo * demonstra diferença do grupo BIS em 

relação aos grupos CT e PTX (p<0,05). 

 
                 
 

                        
Fonte: Elaboração própria.  
 
Análise Histológica 
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Figura 2 – Fotomicrografias das regiões de segundos molares superiores dos 

animais que foram submetidos a colocação de ligaduras. Nas imagens A, D e G 

pode-se observar a região de furca. As imagens B, E e H representam a mesma 

região com mais detalhes. Já as imagens C, F e I apresentam maior aumento e 

nota-se com maior clareza o tecido ósseo. HE, 10x, 20x e 40x. 

 

 
Fonte: Elaboração própria.  
 

Pode-se observar maior perda óssea no grupo CT. O grupo PTX apresenta 

processo inflamatório, diferentemente do grupo BIS, que apresenta menor perda 

óssea. No entanto no grupo BIS pode-se notar a presença de lacunas vazias onde 

haveria osteócitos, o que caracteriza a presença de osso não vital tanto na furca 

quanto nas proximais (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

24 

Figura 3 – Corte histológico mostrando lacunas com ausência de osteócitos na 

região de furca no grupo BIS (setas). HE, 20x. 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 
Análise Histométrica 

Na região interproximal o grupo CT apresentou maior perda óssea, seguido 

do grupo PTX e, por fim, com melhor resultado, o grupo BIS (p≤0.05). Na região de 

furca o grupo BIS apresentou menor perda óssea em relação aos grupos C e PTX, 

sem, contudo, demonstrar diferença estatística. 
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Figura 4 - Imagem A: gráfico demonstrando os resultados da distância entre junção 

cemento-esmalte e crista óssea na região interproximal. Houve diferença estatística 

entre os grupos, com maior perda óssea nos grupos controle e PTX (p<0,05).  

Imagem B: porcentagem de preenchimento ósseo na região de furca. O grupo BIS 

apresentou estatisticamente maior presença de tecido ósseo quando comparado 

com os grupos C e PTX (p<0,05). 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 
Análise Estereométrica 

Na região subepitelial, o tecido conjuntivo (T.c.) e tecido inflamatórios (T.i.) não 

apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos. Já quando foi avaliado 

fibroblastos (Fb), o grupo CT apresentou valores maiores, estatisticamente, com 

relação ao grupo PTX. Nas avaliações de células inflamatórias (C.i.) e vasos 

sanguíneos (Vs) o grupo PTX apresentou maiores porcentagens quando comparado 

aos demais grupos, com exceção para o grupo CT na avaliação de C.i.  

Na região supracristal, na avaliação de T.i. e C.i., o grupo BIS apresentou 

valores superiores aos demais grupos, CT e PTX. Diferentemente, na avaliação de 

Fb, o grupo BIS apresentou os menores valores. Na avaliação de T.c., o grupo 

controle apresentou se estatisticamente superior quando comparado ao grupo BIS. 

Na avaliação de Vs, não houve diferenças entre os grupos. 

Por fim, na região de furca, as avaliações de T.c. e Osso (Os) o grupo BIS 

apresentou valores menores e maiores, respectivamente, quando comparado aos 

grupos CT e PTX. Nas demais avaliações, T.i., Fb, C.i. e Vs não houve diferenças 

estáticas entre os grupos.  
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Tabela 1 – Porcentagem (%) de tecido conjuntivo (T.c.), tecido inflamatório (T.i.), 

fibroblastos (Fb), células inflamatórias (C.i.), vasos sanguíneos (Vs) e tecido ósseo 

(Os) nas regiões subepitelial, supracristal e de furca. Pode-se observar diferença 

estatística no grupo PTX quando avaliados vasos sanguíneos e células 

inflamatórias, no grupo CT quando avaliados fibroblastos e tecido conjuntivo e no 

grupo BIS quando analisados tecido inflamatório, células inflamatórias, tecido 

conjuntivo e tecido ósseo (p<0,05).  a Diferença com todos os grupos (p ≤ 0,05), b 

Diferença com o grupo BIS (p ≤ 0,05), c Diferença com o grupo PTX (p ≤ 0,05). 

 

  
Região subepitelial Região supracristal Região de furca 

CT BIS PTX CT BIS PTX CT BIS PTX 

T.c.  44,72 ± 10,00 44,62 ± 21,25 30,50 ± 13,35 64,65 ± 7,57b 44,62 ± 21,25 57,34 ± 4,18 30,56 ± 13,96 14,12 ± 7,15a 32,54 ± 19,62 

T.i. 16,87 ± 6,59 15,21 ± 10,88 15, 17 ± 5,38 0,00 ± 0,00 15,21 ± 10,88a 0,00 ± 0,00 2,47 ± 5,09 5,32 ± 7,05 3,24 ± 5,67 

Fb 25,26 ± 3,81c 2,36 ± 7,03 19,76 ± 5,11 33,67 ± 7,22 21, 36 ± 7,03 35,21 ± 7,06 31,11 ± 7,27 21,76 ± 19,53 26,59 ± 13,50 

C.i. 14,01 ± 8,44 12,49 ± 10,43 22,72 ± 8,45b 0,00 ± 0,00 12,49 ± 10,43a 0,00 ± 0,00 14,44 ± 17,16 5,79 ± 8,74 21,43 ± 20,01 

Vs 3,04 ± 4,30 1,63 ± 2,33 7,84 ± 3,81a 1,68 ± 1,56 1,63 ± 2,33 3,31 ± 3,25 1,19 ± 2,19 0,00 ± 0,00  3,17 ± 5,42 

Os - - - - - - 13,61 ± 17,64 51,85 ± 14,18a 3,70 ± 6,00 

Fonte: Elaboração própria. 

 
DISCUSSÃO 

Nesse estudo o efeito da pentoxifilina foi avaliado na indução de inflamação e 

perda óssea por meio de ligaduras em molares de ratos. Diante dos resultados 

apresentados estruturamos a discussão de acordo com análise e resultados 

expressivos em cada grupo.  

Na análise histométrica obteve-se menores perdas ósseas nas regiões 

interproximais no grupo BIS, seguido pelo grupo PTX, em relação aos animais que 

não receberam medicação. Os resultados estão de acordo com estudos prévios que 

mostraram o efeito benéfico da administração de bisfosfonatos na doença 

periodontal induzida em animais19–24 onde os autores sugerem que isso acontece 

devido a uma menor reabsorção de tecido ósseo, através da inibição da atividade de 

osteoclastos. Os resultados demonstram que a administração de alendronato de 

sódio reduziu a reabsorção óssea, no entanto apesar desse resultado satisfatório 

teve-se como achado histológico a presença de osso não vital nas regiões de furca e 

proximais, sugestivo de um início de processos de osteonecrose dos maxilares 

associada a bisfosfonatos (OMAB). Estudo anterior de Aghaloo et al.25 teve o 
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mesmo achado histológico acrescido da visualização de sequestro óssea em análise 

microtomográfica. No entanto neste estudo continuou-se a administração de 

bisfosfonato por 12 semanas após a colocação da ligadura, enquanto no presente 

estudo a administração foi mantida por apenas 2 semanas. 

O resultado positivo do grupo PTX está em concordância com estudos 

anteriores, que demonstraram efeito benéfico da pentoxifilina na formação 

óssea26,27. Esse medicamento age como inibidor de TNF-α7,8, citocina que tem um 

importante papel na destruição de tecidos de suporte na doença periodontal28–30. No 

entanto, um aumento da inflamação foi encontrado no grupo PTX, de acordo com a 

análise estereométrica. Tal fato pode ser explicado pela alteração promovida por 

esse medicamento na deformação de eritrócitos, viscosidade do plasma e 

reatividade plaquetária31, o que acarreta em maior facilidade de chegada de células 

do sistema imune até o sítio. Além disso foi demonstrada uma maior quantidade de 

vasos, podendo sugerir um efeito angiogênico. 

Na análise estereométrica teve-se a identificação de células e tecido 

inflamatório no grupo BIS na região supracristal enquanto nos outros grupos não 

houve. Isso se deve ao fato de nesse grupo devido a pouca ou nenhuma perda 

óssea a imagem feita para essa análise era a mesma correspondente tanto à região 

subepitelial quanto à supracristal. Sendo assim, o componente inflamatório 

provavelmente se dá pela região subepitelial. 

A análise microtomográfica demonstrou menor perda óssea no grupo BIS, o 

que concorda com os resultados histopatológicos. No entanto o grupo PTX 

apresentou um resultado estatisticamente igual ao grupo CT. Baseado nesses 

achados microtomográficos sugere-se que essa avaliação leva em consideração a 

presença de tecido ósseo determinado por intervalo de escala de cinza (threshold). 

Sendo assim, sabe-se que os medicamentos utilizados podem modificar a densidade 

do tecido ósseo25,32,33. Esta modificação ocorre devido a ação do alendronato sobre 

osteoclastos, diminuindo dessa maneira a reabsorção óssea, tendo como 

consequência portanto um aumento da densidade óssea. Já a pentoxifilina parece 

ter um efeito osteoanabólico, como demonstrado no estudo de Pal et al33., que traz 

como resultado uma melhora da massa e microarquitetura ósseas por meio de uma 

ação semelhante a do paratormônio (PTH). Diante disso, o uso de diferentes 

thresholds inviabilizaria a comparação entre grupos, e thresholds iguais podem 
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apresentar pequenas discrepâncias com a realidade. No entanto, o uso da 

microtomografia se mostra como um método amplamente utilizado e que pode 

complementar outras avaliações34,35. Por outro lado, este resultado de ausência de 

diferença entre os grupos PTX e CT pode mostrar pouca atividade de prevenção a 

perda óssea, como também mostrado no estudo de Dincel et al36. que demonstrou 

efeito positivo sobre fraturas ósseas em ratos através de análises radiográficas, 

biomecânicas e histológicas de outro inibidor de fosfodiesterase (sildenafil) porém 

não foi possível encontrar um efeito benéfico da pentoxifilina.  

 

CONCLUSÃO 
Baseado nos resultados a administração da pentoxifilina não influenciou de 

forma positiva a perda óssea na doença periodontal induzida. 
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3.2 ESTUDO 2* 
Utilização da pentoxifilina como adjuvante no tratamento da doença 

periodontal induzida em ratos. 
INTRODUÇÃO 

A doença periodontal é uma condição bucal muito prevalente principalmente 

em adultos e idosos. Essa condição é caracterizada por inflamação do tecido 

gengival, podendo chegar até a reabsorção óssea e tem como principal tratamento a 

raspagem e alisamento radicular1. Sua etiologia é multifatorial, estando relacionada 

a fatores locais (microbiota e biofilme) e sistêmicos (resposta do hospedeiro)2. 

As bactérias presentes no biofilme subgengival podem causar dano 

periodontal de forma direta e indireta3. Sendo a maneira indireta através da ativação 

da resposta imune do hospedeiro: quando se tem um acúmulo de biofilme na 

superfície dentária com microbiota específica para desencadear uma resposta uma 

reação inflamatória é iniciada no periodonto: células de defesa são recrutadas até o 

sítio e um processo de degradação de matriz é iniciado pelas metaloproteinases de 

matriz (MMP)4. Tendo em vista o processo da doença periodontal fica claro que a 

flora bacteriana é responsável pelo desencadeamento da doença, porém a 

severidade e instauração dependem da resposta imunológica do hospedeiro. Dessa 

maneira tem-se como tratamento adjuvante ao tratamento periodontal básico a 

administração de medicamentos sistêmicos para modulação imunológica. 

O alendronato é um medicamento pertencente à classe dos bisfosfonatos, 

tendo seu principal efeito na reabsorção óssea através da inibição direta de 

osteoclastos5,6 e ação indireta sobre osteoblastos7,8. Sua ação, portanto, promove 

aumento da taxa de aposição óssea e diminuição da reabsorção, melhorando assim 

a densidade mineral desse tecido. Graças ao seu efeito no metabolismo ósseo é 

uma substância muito estudada atualmente na odontologia e na medicina, sendo 

muito prescrita para tratamento de canceres ósseos e osteoporose9–11. 

A pentoxifilina é um inibidor não seletivo da fosfodiesterase que promove 

como efeito dessa inibição um aumento do cAMP intracelular. Esse aumento 

promove elevação da expressão dos fatores de transcrição Runx-2 e osterix, 

levando a um efeito osteogênico12. Esse medicamento tem uma ação de modulação 

 
* De acordo com o Guia de Trabalhos Acadêmicos da FOAr, adaptado das Normas Vancouver. 
Disponível no site da Biblioteca: http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/guia-de-normalizacao-
atualizado.pdf 
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da liberação de algumas citocinas, principalmente TNF-α, IL-1, IL-6, IL-10 e IL-1712–

15, diminuindo assim o processo inflamatório. A pentoxifilina tem sido muito utilizado 

como parte do protocolo de tratamento de pacientes com osteonecrose dos 

maxilares16 graças ao seu efeito angiogênico, que acarreta em aumento da 

vascularização, que é deficiente nesse tipo de condição.  

 O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da pentoxifilina e do alendronato 

no tratamento da doença periodontal induzida em ratos.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 
Esse estudo foi desenvolvido seguindo os padrões éticos da Declaração de 

Helsinque e aprovado pelo Comitê de Ética no uso de animais (CEUA 06/2017).  

 Foram utilizados ratos (Rattus Norvegicus), variação albinus, Holtzman, 

adultos, machos, com peso variando entre 180-220 gramas, os quais foram divididos 

em 06 grupos (n=7) aleatoriamente: controle (CT) (administração de soro fisiológico), 

controle raspagem (CTR) (administração de soro fisiológico e realização de 

raspagem dental), bisfosfonato (BIS) (administração de alendronato), bisfosfonato 

raspagem (BISR) (administração de alendronato e realização de raspagem dental), 

pentoxifilina (PTX) (administração de pentoxifilina) e pentoxifilina raspagem (PTXR) 

(administração de pentoxifilina e realização de raspagem dental). Cada grupo foi 

dividido em 3 períodos experimentais: 7, 15 e 30 dias. Os animais foram mantidos 

em ambientes luz e temperatura controladas e condicionados em caixas com acesso 

a água e comida ad libitum. 

 
Tratamentos 

Todos os animais iniciaram o tratamento de acordo com seu grupo no dia da 

instalação de ligaduras nos segundos molares superiores. Eles receberam a 

medicação até 7, 15 ou 30 dias após a remoção das ligaduras.  

Nos grupos PTX e PTXR a pentoxifilina foi administrada por gavagem (Medley 

Laboratório, São Paulo, SP, Brasil) (50 mg/kg)17, nos grupos BIS e BISR o 

alendronato por via subcutânea (ALCON Laboratório, São Paulo, SP, Brasil) (1 

mg/kg)18 e nos grupos CT e CTR o soro fisiológico por via subcutânea (1mL/kg) 

(APÊNDICE A).  
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Figura 1 – Fluxograma representando a administração dos medicamentos, que 

iniciou no momento da colocação da ligadura até a eutanásia dos animais. 

 
Fonte: Elaboração própria.  

 A raspagem foi realizada com uma cureta mini Gracey 5-6 (HuFriedy, USA) 

com movimentos no sentido ápico-coronal nas faces livres e proximais dos segundos 

molares superiores e durante esse procedimento ocorria a irrigação com soro 

fisiológico. 

 

Indução da Doença Periodontal  
A doença periodontal foi induzida nos segundos molares superiores por meio 

do uso de ligaduras de fio de algodão número 2419. Para tal procedimento os 

animais foram anestesiados com Quetamina (80 mg/kg) e Xilazina (7 mg/kg) e as 

ligaduras foram inseridas na região subgengival. Após cada período experimental os 

animais foram eutanasiados com sobredose anestésica e as hemi-maxilas foram 

fixadas em formol 10% e na sequência condicionadas em álcool 70%.  

 

Análise Microtomográfica (µCT) 
As hemi-maxilas passaram por escaneamento no microtomógrafo SkyScan 

(SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), utilizando cortes de 18 

µm (50Kv e 500μ), filtro de Al 0.5mm; tamanho do voxel: 17,48µm; voltagem de 

50KV e corrente elétrica de 500µA. Após esse processo foram realizados: 
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posicionamento no plano coronal através do software Dataviewer e delimitação das 

regiões de interesse (ROI) com o software CTAnalyser. Uma região maior foi 

delimitada englobando o segundo molar até proximais dos dentes vizinhos (ROI 1) 

outra e abrangendo apenas as raízes (ROI 2) com limite apical de 1000 micrometros 

a partir do teto da furca. Por meio da subtração ROI 1 – ROI2 foi obtido o valor de 

tecido ósseo presente. 

 

Análise Histomorfométrica 
Após obtenção das imagens no microtomógrafo, as peças seguiram para 

lavagem em água corrente e em seguido para o processo de descalcificação com 

EDTA (ácido etilenodiamino tetra acético). Em seguida as hemi-maxilas passaram 

por processamento histológico de rotina e foram incluídas em parafina. Cortes de 5 

µm de espessura no sentido frontal na direção vestíbulo/palatina foram obtidos com 

auxílio de um micrótomo. Após adesão e coloração das lâminas, fotomicrografias 

foram obtidas utilizando um microscópio óptico DIASTAR (Leica Reichert & Jung 

products, Germany) acoplado a uma câmera de vídeo DXC-1107A/107AP (Sony 

Eletronics Inc, Japão). 

Análise histométrica 

Um examinador cego e calibrado (FCG) realizou mensurações a partir de 3 

lâmina equidistantes 50 µm entre si de cada grupo experimental com o uso do 

software ImageJ - Launcher versão 1.48b (National Institutes of Health, USA). A 

análise foi feita na região de furca através da delimitação pelas raízes com uma 

distância de 1000µm a partir do teto da furca por meio de uma medida da área de 

osso apresentada em cada fotomicrografia20. Já nas regiões proximais uma medida 

linear foi feita da junção cemento-esmalte até a crista óssea, obtida pela distância 

entre duas linhas horizontais, cada uma traçada em uma dessas duas estruturas.  

Análise estereométrica 
Utilizando fotomicrografias com aumento de 40x e com o uso do software 

ImageJ - Launcher versão 1.48b (National Institutes of Health, USA) uma grade foi 

confeccionada com 130 pontos de intersecções e foi posicionado em cada imagem. 

Cada tipo celular ou tecidual encontrado nas interseções foi obtido e utilizada para 

cálculo percentual de cada um em relação ao número total de pontos nas regiões 
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subepitelial e de furca. Foram analisados os seguintes tipos celulares/teciduais: 

tecido conjuntivo (T.c.), tecido inflamatório (T.i.) e vasos sanguíneos (Vs). 

 
Análise Estatística 

Os dados numéricos obtidos a partir de cada análise foram submetidos ao 

teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Em sequencias os testes paramétricos de 

Anova complementado pelo teste de Tukey foram aplicados para a análise 

inferencial dos dados. A significância estatística foi definida em p<0,05. 

 

RESULTADOS 
Todos os animais utilizados no presente estudo sobreviveram e receberam os 

cuidados necessários após a o procedimento de colocação das ligaduras até o 

momento da eutanásia.  

 
Análise Microtomográfica (μCT) 
Gráfico 1 – Porcentagem (%) da relação volume ósseo/volume tecidual em cada 

período experimental (p<0,05). 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Na análise microtomográfica os resultados demonstram diferença estatística 

apenas no menor período experimental quando comparados os grupos CTR vs BIS 

e CTR vs BISR. Nos demais grupos e períodos analisados não foram observadas 

diferenças estatísticas.  

 

Análise Histomorfométrica 
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Gráfico 2 – Valores e desvio padrão dos valores obtidos na análise histométrica nas 

regiões interproximal (A – medida linear) e de furca (B – porcentagem óssea) para 

todos os grupos e períodos. * indica diferença entre os grupos (p<0,05).  

 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

A região proximal, no período experimental de 7 dias, o grupo PTXR 

apresentou a menor quantidade óssea na região proximal, enquanto o grupo PTX 

teve um resultado estatisticamente semelhante ao grupo BIS, o qual apresentou a 

menor perda óssea. Aos 15 dias, o grupo PTXR apresentou um resultado similar aos 

grupos controle. Ao final, no período 30 dias, no grupo PTXR o resultado foi 

semelhante aos grupos PTX, CT e CTR.  

 Na análise da região de furca no período 7 dias o grupo PTX apresentou a 

maior porcentagem óssea, resultado que permaneceu no período seguinte, porém 

com alterações nos resultados dos demais grupos. Por fim no período 30 dias todos 

os grupos se equipararam.  
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Figura 2 – Fotomicrografias representando os grupos BIS e BISR nos três períodos 

analisados. As imagens A, B, C, D, E e F representam a região interproximal. Já nas 

imagens G, H, I, J, K e L nota-se a região de furca e por fim nas imagens M, N, O, P, 

Q e R tem-se a mesma região em maior aumento. Esses cortes foram utilizados 

para a avaliação histomorfométrica. HE,10x,20x,40x. 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Figura 3 – Fotomicrografias representando os grupos CT e CTR nos três períodos 
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imagens G, H, I, J, K e L nota-se a região de furca e por fim nas imagens M, N, O, P, 
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Figura 4 – Fotomicrografias representando os grupos PTX e PTXR nos três períodos 

analisados. As imagens A, B, C, D, E e F representam a região interproximal. Já nas 

imagens G, H, I, J, K e L nota-se a região de furca e por fim nas imagens M, N, O, P, 

Q e R tem-se a mesma região em maior aumento. Esses cortes foram utilizados 

para a avaliação histomorfométrica. HE,10x,20x,40x.  

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Gráfico 3 – Valores e desvio padrão dos valores obtidos na análise de tecido 

conjuntivo nas regiões subepitelial (A) e de furca (B), para todos os grupos e 

períodos. * indica diferença estatística entre os grupos (p<0,05). 

       

       
Fonte: Elaboração própria. 

 

CT
CTR

BIS
BIS

R
PTX

PTXR
0

20

40

60

80

100

te
ci

do
 c

on
ju

nt
iv

o 
(%

)

7 dias

*
*

*

CT
CTR

BIS
BIS

R
PTX

PTXR
0

20

40

60

80

100

te
ci

do
 c

on
ju

nt
iv

o 
(%

)

15 dias

*

* * * *
** *

*

CT
CTR

BIS
BIS

R
PTX

PTXR
0

20

40

60

80

100

te
ci

do
 c

on
ju

nt
iv

o 
(%

)

30 dias

*
* *
*

CT
CTR

BIS
BIS

R
PTX

PTXR
0

20

40

60

80

100

te
ci

do
 c

on
ju

nt
iv

o 
(%

)

7 dias

**
* * *

CT
CTR

BIS
BIS

R
PTX

PTXR
0

20

40

60

80

100

te
ci

do
 c

on
ju

nt
iv

o 
(%

)

15 dias

* **
* *

CT
CTR

BIS
BIS

R
PTX

PTXR
0

20

40

60

80

100

te
ci

do
 c

on
ju

nt
iv

o 
(%

)

30 dias

A 

B 



 
 

 
 

40 

Na análise da região subepitelial uma porcentagem maior de tecido conjuntivo 

foi observada no grupo CTR no período inicial, sendo seu resultado equiparado com 

o do grupo BISR com um maior período experimental. Já na região de furca foi 

demonstrada maior porcentagem no grupo BISR no período 7 dias, porém com 30 

dias todos os grupos se equipararam. 

 

Gráfico 4 – Valores e desvio padrão dos valores obtidos na análise de tecido 

inflamatório nas regiões subepitelial (A) e de furca (B), para todos os grupos e 

períodos. * indica diferença estatística entre os grupos (p<0,05). 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 
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Gráfico 5 – Valores e desvio padrão dos valores obtidos na análise de vasos 

sanguíneos nas regiões subepitelial (A) e de furca (B), para todos os grupos e 

períodos. * indica diferença estatística entre os grupos (p<0,05). 

 

              
Fonte: Elaboração própria.  
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e BISR tem resultados expressivos devido a ação dos bisfosfonatos já elucidada7,8. 

Os grupos PTX e PTXR não apresentaram diferença estatística em relação ao 

controle, no entanto, os valores numéricos apontam para uma tendência de maior 

formação óssea. O efeito anti-inflamatório da pentoxifilina por meio da modulação de 

citocinas pode ter suprimido os mecanismos de defesa do organismo frente ao 

desafio microbiano/mecânico induzido pela ligadura e pela raspagem. Estudos 

anteriores que avaliaram o efeito de imunomoduladores demonstraram uma piora ou 

nenhum efeito sobre o reparo ósseo na doença periodontal21–23. 

 A histometria das regiões proximais demonstrou no período 7 dias um 

resultado superior do grupo PTX comparado ao PTXR. Tal achado pode estar 

relacionado ao trauma mecânico causado pela raspagem, que ainda reflete nesse 

período inicial. O grupo BIS se mostrou superior aos grupos PTX e CT, devido ao 

seu efeito antirreabsortivo, por meio da inibição da atividade osteoclástica, 

resultando em uma menor taxa de reabsorção óssea5,6. No período experimental de 

15 dias o resultado se manteve igual ao período anterior.  

Na região de furca no período 15 dias o grupo BIS, diferentemente do que foi 

observado na região interproximal, não apresentou um resultado benéfico no reparo 

ósseo. No entanto quando comparou-se CTR com BISR resultados semelhantes 

foram encontrados, apontando um efeito positivo da raspagem e estando de acordo 

com o estudo de Graziani et al.24, que traz como resultado uma não diferença na 

melhora da doença periodontal quando comparados pacientes que receberam 

apenas raspagem com pacientes que receberam raspagem de bisfosfonato.  

Com a análise estereométrica foi possível observar diversos achados, dos 

quais podem ser destacados: maior porcentagem tecido inflamatório no grupo BISR, 

de vasos sanguíneos nos grupos PTX e PTXR com resultado mais expressivo na 

região interproximal e de tecido conjuntivo nos grupos CTR e BISR. Já na região de 

furca apenas houve diferença estatística no período 15 dias, com melhor resultado 

do grupo PTX quando analisamos porcentagem de tecido ósseo.  

A maior resposta inflamatória no grupo BISR pode estar relacionada a uma 

maior aderência óssea bacteriana quando se tem a administração de 

bisfosfonatos25, levando consequentemente a uma maior resposta inflamatória local. 

Além disso o trauma local causado pela raspagem pode ter sido um fator agravante 
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dessa resposta. Já o resultado positivo em relação a porcentagem de vasos 

sanguíneos nos grupos PTX e PTXR se deve ao efeito angiogênico promovido pela 

pentoxifilina26. 

Quando analisada a porcentagem de tecido conjuntivo tem uma maior 

quantidade relativa desse tecido nos grupos BISR e CTR. Esse resultado pode estar 

associado ao efeito da pentoxifilina de inibir o fator de crescimento de tecido 

conjuntivo (CTGF)27, tendo, portanto, o grupo PTXR um resultado menor do que os 

outros grupos quando analisado esse tipo tecidual. Com o tratamento da doença 

periodontal busca-se a regeneração tecidual, no entanto na maioria das vezes o que 

se consegue é um reparo, ou seja, restituição dos tecidos com forma e arquitetura 

diferentes das originais. Pensando nisso o maior percentual nos grupos que foram 

submetidos à raspagem pode ser explicado por esse tipo de resposta. Além disso a 

pentoxifilina parece ter um efeito de redução da síntese de componentes da matriz 

extracelular (colágenos tipo I e III)28 e aumento da atividade de colagenase29. 

O resultado positivo obtido na região de furca pode estar relacionado a um 

efeito benéfico da pentoxifilina na formação óssea, assim como demonstrado em 

estudo de Lima et al.30, que relaciona o resultado ao papel fundamental de TNF-α na 

doença periodontal. Esse efeito parece ter influência da ação da pentoxifilina na 

modulação da liberação de citocinas, principalmente TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-831. 

 

CONCLUSÃO 
Baseado nos resultados obtidos através das análises microtomográfica e 

histomorfométrica pode-se concluir que a pentoxifilina revelou propensão a uma 

maior formação óssea quando utilizada no tratamento da doença periodontal 

induzida em ratos, enquanto o bisfosfonato favoreceu um maior grau de inflamação. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 Diante dos objetivos deste projeto de pesquisa que foi de avaliar a influência 

da pentoxifilina na doença periodontal induzidas em ratos. Os resultados se 

mostraram favoráveis no tratamento da doença periodontal e poucos efeitos 

benéficos na prevenção. 

 No estudo 1, a ligadura foi mantida até o momento da eutanásia, na avaliação 

histológica foi observado um infiltrado inflamatório maior no grupo PTX comparado 

ao grupo CT. Isso pode ser explicado pela maior alteração na flexibilidade de 

eritrócitos, diminuição da viscosidade do plasma e reatividade plaquetária76. A 

flexibilidade eritrocitária permite menor adesão e agregação plaquetária e maior 

trânsito de eritrócitos até capilares menores, atingindo assim todas as regiões6,7. 

 Nas análises histométrica e microtomográfica um resultado semelhante dos 

grupos PTX em relação ao grupo CT foi observado, exceto na região interproximal, 

onde o grupo PTX apresentou uma menor perda óssea. Esse resultado pode ser 

explicado pela menor atividade de citocinas inflamatórias. Apesar da pentoxifilina ter 

maior atividade de vascularização e permeabilidade45,46,76, sua atividade específica 

está diretamente ligada a menor liberação de citocinas dos leucócitos, 

principalmente IL-1, IL-6 e IL-176,9–18,20 e TNF-α21. Essa menor taxa de citocinas 

pode estar diretamente ligada a um menor recrutamento de células de defesa 

específica, como linfócitos, macrófagos e osteoclastos. Sendo assim, uma menor 

taxa de reabsorção óssea pode ser observada no grupo PTX quando comparado ao 

grupo CT. Este resultado está de acordo com Lima et al.77 que também avaliaram o 

efeito protetivo da pentoxifilina frente a doença periodontal. 

A menor perda óssea no grupo BIS em relação aos outros dois grupos (CT e 

PTX) confirma o potencial antirreabsortivo do medicamento. Similarmente ao estudo 

de Gomes et al.,78  o tecido ósseo foi avaliado após administração de alendronato, e 

diante das avaliações histométrica e microtomográfica os resultados foram 

semelhantes, com menores graus de perda óssea.   

Por fim com na análise estereométrica os resultados apontam um maior 

percentual de células inflamatórias do grupo PTX em relação ao grupo BIS (sem 

diferença em relação ao grupo CT) e maior porcentagem de vasos sanguíneos 

quando comparado aos dois grupos, BIS e CT. Esses dados podem sugerir uma 

maior vascularização, como efeito da administração de pentoxifilina33. Nas regiões 
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com maiores perdas ósseas como consequência foi obtida uma maior porcentagem 

de tecido conjuntivo, uma vez que esse tecido substitui o tecido ósseo.  

No estudo 2 as análises microtomográfica apresentaram maior perda óssea, 

este resultado pode ser devido ao efeito negativo da raspagem no período de 7 dias 

quando os animais não estavam sob o efeito de nenhum medicamento, estes 

resultados podem estar relacionados ao trauma mecânico causado por essa 

abordagem. Já na análise histométrica no período 7 dias o resultado foi superior do 

grupo PTX comparado ao PTXR. Tal achado pode estar relacionado ao trauma 

mecânico causado pela raspagem como também ocorreu na análise 

microtomográfica. O grupo BIS se mostrou superior aos grupos PTX e CT, devido ao 

seu efeito diretamente sobre osteoclastos, reduzindo a reabsorção óssea e 

indiretamente sobre osteoblastos, promovendo aposição óssea48,49, o que acaba 

acarretando em uma menor perda óssea frente a doença periodontal. 

 Na região de furca no período 15 dias o grupo BIS, diferentemente do que foi 

observado na região interproximal, não apresentou um resultado benéfico no reparo 

ósseo. No entanto quando comparou-se CTR com BISR os resultados foram 

semelhantes, apontando um efeito positivo da raspagem e estando de acordo com o 

estudo de Graziani et al.79. O efeito da remoção do biofilme no momento da 

raspagem pode ter promovido um ambiente mais propício para reparação dos 

tecidos, possibilitando a ação dos medicamentos. Os resultados são diferentes do 

período de 7 dias uma vez os tecidos ainda estão no processo inicial de cicatrização 

após a instrumentação. 

Na análise estereométrica houve maior formação óssea,  uma reafirmação do 

efeito angiogênico da pentoxifilina e um resultado positivo em relação a 

porcentagem óssea na furca, que pode estar relacionado a um efeito benéfico da 

pentoxifilina na formação óssea, assim como demonstrado em estudo de Lima et 

al.77. Esse efeito pode estar relacionado com a ação da pentoxifilina na modulação 

da liberação de citocinas, principalmente TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-880, levando a uma 

menor reabsorção devido a ação protetiva do medicamento. 

Por fim quando analisada a porcentagem de tecido conjuntivo uma maior 

quantidade relativa desse tecido nos grupos BISR e CTR foi observada. 

Diferentemente, o grupo PTXR apresentou menor quantidade de tecido conjuntivo, 
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este resultado pode estar associado ao efeito da pentoxifilina de inibir o fator de 

crescimento de tecido conjuntivo (CTGF)81. Com o tratamento da doença periodontal 

busca-se a regeneração tecidual, no entanto na maioria das vezes o que se 

consegue é um reparo, ou seja, restituição dos tecidos com forma e arquitetura 

diferentes das originais. Diante disso o maior percentual nos grupos que foram 

submetidos à raspagem pode ser explicado por esse tipo de resposta. Somado a 

isso a pentoxifilina parece ter um efeito de aumento da atividade de colagenase82 e 

diminuição da síntese de componentes da matriz extracelular (colágenos tipo I e 

III)83. 

O efeito angiogênico da pentoxifilina traz como consequência uma facilidade 

da chegada de células na região afetada (periodonto do segundo molar). Na 

metodologia do primeiro estudo a inflamação local foi favorecida por esse efeito, 

uma vez que a fluxo celular pode ser mais intenso devido a maior vascularização. Da 

mesma maneira o fluxo de células reparadoras também é favorecido quando se foi 

aplicada a metodologia do segundo estudo, o que explica o resultado favorável 

obtido quanto a formação óssea.  
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5 CONCLUSÃO  

Diante dos resultados obtidos no primeiro estudo foi possível observar um 

menor grau de perda óssea do grupo BIS e uma sutil ação do grupo PTX frente a 

indução de inflamação dos tecidos periodontais em ratos. Já no estudo 2 foi possível 

demonstrar uma tendência de efeito positivo da pentoxifilina no reparo periodontal 

após a remoção do fator local (ligadura). Novos estudos são necessários para 

observar a ação da pentoxifilina. 
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APÊNDICE A – MATERIAL E MÉTODOS 
 

Comitê de Ética  
O projeto foi aprovado no Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(processo n0 16/2018) (em anexo), dentro dos regulamentos exigidos pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA).  

 

Grupos Experimentais de Acordo com os Estudos 
ESTUDO 1 - Influência de alendronato e pentoxifilina na progressão da doença 
periodontal induzida (publicação 1) 

Os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos com 7 animais em 

cada grupo (n=14 ligaduras/grupo). Os grupos foram divididos em:  

Grupo controle (CT): Os animais foram submetidos a administração diária de 

soro fisiológico por injeção subcutânea durante 60 dias. Após 45 dias de início da 

administração do soro, foi induzida a doença periodontal com a inserção das 

ligaduras nos dois segundos molares superiores. Após 15 dias os animais foram 

eutanasiados. 

Grupo pentoxifilina (PTX): Os animais foram submetidos a administração 

diária de pentoxifilina (Medley Laboratório, São Paulo, SP, Brasil) aplicado 50 

mg/kg/dia84 por gavagem durante 60 dias. Após 45 dias de início da administração 

do medicamento, foi induzida a doença periodontal com a inserção das ligaduras 

nos dois segundos molares superiores. Após 15 dias os animais foram 

eutanasiados. 

Grupo bisfosfonato (BIS): Os animais foram submetidos a administração 

diária de bisfosfonato (ALCON Laboratório , São Paulo, SP, Brasil) aplicado por 

injeção subcutânea de 1 mg/kg/dia85 durante 60 dias. Após 45 dias de início da 

administração do medicamento, foi induzida a doença periodontal com a inserção 

das ligaduras nos dois segundos molares superiores. Após 15 dias os animais foram 

eutanasiados. 
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Figura A1 - Esquema de distribuição dos animais nos grupos e períodos. 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

ESTUDO 2 – Influência de alendronato e pentoxifilina no tratamento da doença 
periodontal induzida (publicação 2) 

Os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos com 2 sub-grupos 

cada (7 animais em cada sub-grupo/período; n=14 ligaduras/sub-grupo/período). Os 

grupos e sub-grupos foram divididos em:  

Controle (CT): No momento de indução da doença periodontal com ligaduras 

nos dois segundos molares superiores os animais foram submetidos a administração 

diária de soro fisiológico por injeção subcutânea até o momento da eutanásia. Após 

15 dias da indução da doença periodontal, as ligaduras foram removidas. Neste 

momento um grupo de animais recebeu raspagem e alisamento radicular com 

instrumentos manuais (mini Gracey 5-6, HuFriedy, USA) (grupo CTR) e outro grupo 

(grupo CT) não recebeu nenhum tratamento.  Após os períodos de 7, 15 e 30 dias 

os animais foram eutanasiados.  

Grupo pentoxifilina (PTX): No momento de indução da doença periodontal 

com ligaduras nos dois segundos molares superiores os animais foram submetidos a 

administração diária de pentoxifilina (Medley Laboratório, São Paulo, SP, Brasil) 

aplicado 50 mg/kg/dia84 por gavagem até o momento da eutanásia. Após 15 dias da 

indução da doença periodontal, as ligaduras foram removidas. Neste momento um 
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grupo de animais recebeu raspagem e alisamento radicular com instrumentos 

manuais (mini Gracey 5-6, HuFriedy, USA) (grupo PTXR) e outro grupo (grupo 
PTX) não recebeu nenhum tratamento.  Após os períodos de 7, 15 e 30 dias os 

animais foram eutanasiados.  

Grupo bisfosfonato (BIS): No momento de indução da doença periodontal 

com ligaduras nos dois segundos molares superiores os animais foram submetidos a 

administração diária de bisfosfonato (ALCON Laboratório , São Paulo, SP, Brasil) 

aplicado por injeção subcutânea de 1 mg/kg/dia85 até o momento da eutanásia. Após 

15 dias da indução da doença periodontal, as ligaduras foram removidas. Neste 

momento um grupo de animais recebeu raspagem e alisamento radicular com 

instrumentos manuais (mini Gracey 5-6, HuFriedy, USA) (grupo BISR) e outro grupo 

(grupo BIS) não recebeu nenhum tratamento.  Após os períodos de 7, 15 e 30 dias 

os animais foram eutanasiados.  

 

Figura A2 - Esquema de distribuição dos animais nos grupos e períodos. 

 
 

Fonte: Elaboração própria. 
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 Amostra 

 Neste estudo foram utilizados ratos (Rattus Norvegicus), variação albinus, 

Holtzman, adultos, com peso variando entre 180-220 gramas. Os animais foram 

mantidos em caixas com no máximo 5 animais/caixa, tratados com ração e água ad 

libitum antes e durante todo o período experimental, mantidos em ambiente com luz 

e temperatura controladas.  

 

Indução da Doença Periodontal  
Os animais foram anestesiados por uma combinação de Quetamina com 

Xilazina, na proporção de 80 mg/kg de massa corporal (Cloridrato de Quetamina - 

Francotar 3% – Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda.) e 7 mg/kg massa corporal 

(Cloridrato de Xilazina - Virbaxyl 2% - Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda). 

Posteriormente, os ratos foram colocados em posição supina na mesa operatória. 

Cada animal, para ganhar livre acesso aos dentes da região posterior da maxila, 

teve a boca retraída por um retrator para afastar queixo e língua, facilitando a 

abertura bucal. As ligaduras (fios de algodão, nº 24) foram inseridas através de 

sonda e pinça específicas na região subgengival em volta dos segundos molares 

superiores, para que fosse induzida a doença periodontal através do acúmulo de 

placa bacteriana. Após um período de 15 dias, as ligaduras foram removidas e os 

tratamentos aplicados em cada grupo.  

 

Obtenção das Peças Cirúrgicas  
Após os períodos correspondentes os animais foram eutanasiados com 

sobredose anestésica. As hemi-maxilas foram removidas e fixadas em formol 

tamponado a 10% por um período mínimo de 48 horas. Após este período as peças 

foram lavadas em água corrente e colocadas em álcool 70%. 

 

Microtomografia Computadorizada (μCT)  
Após o período de fixação em paraformaldeído, as hemi-maxilas foram 

armazenadas em álcool 70%, e submetidas à análise por varredura de feixe de 

raios-X em um sistema de microtomografia digital computadorizada, que avaliou a 

porcentagem de volume ósseo presente na região do segundo molar superior. As 

peças foram escaneadas pelo microtomógrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker 
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MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003), utilizando cortes de 18 µm (50Kv e 500μ), filtro 

de Al 0.5mm; tamanho do voxel: 17,48µm; voltagem de 50KV e corrente elétrica de 

500µA. As imagens obtidas pela projeção dos raios X nas amostras foram 

armazenadas e reconstituídas pelo software NRecon. Essas imagens foram 

rotacionadas e reposicionadas em uma orientação padrão, com o auxílio do software 

DataViewer e salvas no plano coronal. Em seguida, o software CTAnalyser – CTAn, 

foi utilizado para a delimitação área de interesse (ROI- Region Of Interest). Foram 

confeccionados dois ROIs para cada peça. O primeiro ROI foi localizado no segundo 

molar no sentido corono/apical da região do teto de furca até 1.000 micrometros no 

sentido apical até suas limitações proximais com os dentes vizinhos, do qual, foi 

extraído o valor de “tecido ósseo” dado pela leitura do segundo ROI, que possui a 

mesma delimitação anatômica, mas circundando apenas as raízes do segundo 

molar. 

 

Figura A3 - Ilustração da análise microtomográfica representando o segundo molar 

superior. Em A e B tem-se o ROI 2 (a região de raízes e final de teto da furca) e em 

C está representado o ROI 1.  

 

 

  

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Análises Histológica, Histométrica e Estereométrica 
 Após o período de fixação, as peças foram lavadas em água corrente por 24h 

e submersas em solução de EDTA (ácido etilenodiamino tetra acético) para 

descalcificação. Posteriormente, as peças foram lavadas e desidratadas em álcool, 

diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Foram realizados cortes seriados com 

A B C 
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5 µm de espessura, sendo alocados 3 cortes por lâmina e 12 lâminas foram obtidas 

por amostra.  

 

Análise histológica e histomérica 
 As lâminas para análise histológica foram coradas com Hematoxilina e eosina 

(HE). Para obtenção das imagens, elas foram posicionadas no microscópio óptico 

DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany) com objetiva para aumento de 

4.0/20 vezes, através do qual as imagens foram captadas e enviadas para um 

microcomputador, com o auxílio de uma câmera de vídeo DXC-1107A/107AP (Sony 

Eletronics Inc, Japão). Na análise histológica foram observadas as reações 

inflamatórias do tecido conjuntivo em cada grupo experimental, processos de 

reabsorção óssea e neoformação tecidual. As avaliações foram realizadas por um 

examinador treinado, calibrado e cego para os grupos experimentais (FCG). 

 Para realização da histometria, um examinador cego e calibrado (FCG) 

selecionou 3 lâminas de cada grupo, equidistantes 50 µm entre si.  As mensurações 

foram feitas utilizando o software de imagens ImageJ - Launcher versão 1.48b 

(National Institutes of Health, USA). Foi avaliada a quantidade de tecido ósseo na 

região de furca e proximais. 

Área de furca: Para a área da região de furca foi considerada a metodologia 

de acordo com da Silva et al.86 onde foi mensurado 1000µm a partir do teto da furca 

delimitado pelas raízes, e medido a área de furca e a de osso, obtendo assim, a 

quantidade de osso presente na região de furca de cada corte histológico. 
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Figura A4 - Imagem representativa da delimitação da área de furca para análise de 

porcentagem de perda óssea. Em 4A representada a delimitação da área de furca, 

1000µm abaixo do teto da furca, e em 4B, as delimitações de área total de furca 

(vermelho) e de osso presente (azul). 

 

 

                                
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

Área proximal: os valores da extensão da perda óssea para a área proximal 

foram obtidos nas imagens com aumento de 10 vezes. Foram traçadas linhas na 

altura da junção cemento-esmalte (X1 e X2), e na altura da crista óssea. Com a 

ajuda do software Image J a distância entre elas foi obtida, inicialmente em pixels e 

posteriormente transformados em milímetros. 
 
Figura A5 - Imagem representativa para as medidas de perda óssea interproximal 

mesial e distal. Duas linhas horizontais foram traçadas nas alturas da crista óssea e 

junção cemento-esmalte. Então a distância entre as linhas primeiro na mesial e 

depois na distal era obtida e uma média foi calculada.  

 

 

 
 
 
 
 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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Análise estereométrica 
Nas fotomicrotomograficas, uma grade foi confeccionada com 130 pontos 

coincidentes das intersecções das linhas horizontais e verticais e posicionada sobre 

a imagem, nas áreas: A- Regiões proximais mesial e distal do segundo molar 

(regiões subepitelial e supracristal) e sobre B- Furca (sendo que nessa teve uma 

área de 30.000 μm2). As células presentes sobre cada intersecção foram definidas. 

Em seguida, foi executada uma analise percentual de cada componente tecidual em 

relação ao número total de pontos contados, de acordo com Odze et al.87.  Dessa 

forma, foi determinada a densidade volumétrica relativa (ou proporção) dos 

seguintes componentes teciduais: tecido conjuntivo, osso, fibroblastos, tecido 

inflamatório (células não identificáveis), células inflamatórias e vasos sanguíneos. A 

análise foi realizada por um examinador cego e treinado (FCG) 
 

Análise Estatística 
Os dados gerados pelas análises histométricas, estereométrica, e 

microtomográficas foram numéricos. Dessa forma foram submetidos ao teste de 

Normalidade de Shapiro-Wilk para avaliar se os dados respeitaram a distribuição de 

acordo com o teorema da distribuição central. Como os dados foram normais, os 

testes paramétricos de Anova complementado pelo teste de Tukey foram utilizados 

para a análise inferencial dos dados. A significância estatística foi definida em 

p<0,05.  
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