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Oliveira MEFS. Efeito de diferentes terapias locais na prevenção da osteonecrose dos 

maxilares em ratas ovariectomizadas: estudo in vivo [dissertação]. Araçatuba: Universidade 

Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2024. 

RESUMO 

O objetivo deste projeto foi avaliar o efeito do óleo ozonizado, do β-TCP, da doxiciclina e da 

aPDT como prevenção da OMIM após exodontia do primeiro molar inferior direito de ratas 

ovariectomizadas tratadas com ácido zolendrônico. Foram utilizadas 56 ratas Wistar adultas 

ovariectomizadas, as quais foram tratadas com 36 aplicações de 0,066 mg/kg de ácido 

zoledrônico (ZOL) por via intraperitoneal durante 12 semanas, seguido da exodontia de seus 

molares inferiores direitos. Imediatamente após a exodontia, os animais receberam terapias 

locais no alvéolo dentário. Os animais foram divididos em sete grupos (n=8) de acordo com 

as terapias estabelecidas: Sal (não foi aplicado ZOL) e não recebeu terapia; OVX-S (Soro 

Fisiológico – não foi aplicado ZOL) e não recebeu terapia; OVX-Z (Ácido Zoledrônico – foi 

aplicado ZOL) e não recebeu terapia; GO (Óleo Ozonizado), os animais receberam uma 

aplicação local de óleo ozonizado; GB (β-Tricálcio Fosfato) os animais foram tratados com o 

preenchimento do alvéolo pelo biomaterial em pasta; GP (aPDT) os animais foram tratados 

com terapia fotodinâmica antimicrobiana; GD (Doxiciclina) os animais foram tratados com o 

preenchimento do alvéolo por gel de doxiciclina a 10%. Aos 28 dias após a exodontia os 

animais foram eutanasiados para a avaliação através: 1) análise clínica, 2) análise 

microtomográfica e 3) análise histológica. Os dados obtidos foram submetidos a análise 

estatística com p< 0,05. A avaliação clínica demonstrou cicatrização normal dos tecidos 

moles nos animais do Grupo Doxiciclina e Grupo Ozônio. Houve ainda, presença de osso 

exposto/necrótico principalmente no grupo OVX-Z. A análise microtomográfica mostrou 

diferenças estatísticas ente os grupos nos parâmetros de BV (p<0,001), Tb.N (p<0,001) e 

Tb.Sp (p=0,004). Enquanto que nos parâmetros de BV/TV (p=0,207), Tb.Th (p=0,091) e 

Po.tot (p=0,091) não foram observadas diferenças estatísticas. Dentro dos limites deste 

estudo, pode-se concluir que o ácido zoledrônico induziu a OMIM, prejudicando o processo 

de reparo alveolar após a exodontia. As terapias locais foram capazes de estimular o processo 

de reparo alveolar, principalmente quando aplicado os tratamentos com gel de doxiciclina 

10% e óleo ozonizado, minimizando as consequências do acido zoledrônico. 

Palavra-chave: Osteoporose. Osteonecrose. Ovariectomia. Bifosfonatos. Alvéolo Dental. 



 

Oliveira MEFS. Effect of different local therapies on the prevention of osteonecrosis of the 

jaw in ovariectomized rats: in vivo study [dissertação]. Araçatuba: Universidade Estadual 

Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2024. 

ABSTRACT 

The objective of this project was to evaluate the effect of ozonized oil, β-TCP, doxycycline 

and aPDT as prevention of OMIM after extraction of the right lower first molar in 

ovariectomized rats treated with zolendronic acid. Fifty-six ovariectomized adult Wistar rats 

were used, which were treated with 36 applications of 0.066 mg/kg of zoledronic acid (ZOL) 

intraperitoneally for 12 weeks, followed by extraction of their lower right molars. 

Immediately after extraction, the animals received local therapies in the tooth socket. The 

animals were divided into seven groups (n=8) according to the established therapies: Salt 

(ZOL was not applied) and did not receive therapy; OVX-S (Saline – no ZOL was applied) 

and did not receive therapy; OVX-Z (Zoledronic Acid – ZOL was applied) and did not receive 

therapy; GO (Ozonized Oil), the animals received a local application of ozonized oil; GB (β-

Tricalcium Phosphate) the animals were treated by filling the socket with paste biomaterial; 

GP (aPDT) animals were treated with antimicrobial photodynamic therapy; GD 

(Doxycycline) animals were treated by filling the socket with 10% doxycycline gel. At 28 

days after extraction, the animals were euthanized for evaluation through: 1) clinical analysis, 

2) microtomographic analysis and 3) histological analysis. The data obtained were subjected 

to statistical analysis with p< 0.05. Clinical evaluation demonstrated normal healing of soft 

tissues in animals in the Doxycycline Group and Ozone Group. There was also the presence 

of exposed/necrotic bone mainly in the OVX-Z group. The microtomographic analysis 

showed statistical differences between the groups in the parameters of BV (p<0.001), Tb.N 

(p<0.001) and Tb.Sp (p=0.004). While in the parameters of BV/TV (p=0.207), Tb.Th 

(p=0.091) and Po.tot (p=0.091) no statistical differences were observed. Within the limits of 

this study, it can be concluded that zoledronic acid induced OMIM, impairing the alveolar 

repair process after tooth extraction. Local therapies were able to stimulate the alveolar repair 

process, especially when treatments with 10% doxycycline gel and ozonated oil were applied, 

minimizing the consequences of zoledronic acid. 

Keywords: Osteoporosis. Osteonecrosis. Ovariectomy. Bisphosphonates. Dental Alveolus. 
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1 INTRODUÇÃO 

A osteoporose é uma doença esquelética sistêmica e multifatorial, caracterizada pela 

alteração da macrogeometria, deterioração da microarquitetura óssea redução da massa óssea, 

aumento da fragilidade e, se mantém silenciosa e assintomática até ocorrer fratura.1 Para tratar 

a osteoporose, vários agentes terapêuticos vem sendo utilizados, incluindo a terapia de 

reposição de estrógeno, calcitonina e os bisfosfonatos.2 

Os bifosfonatos (BFs) constituem uma classe de medicamentos, conhecida pelo seu 

efeito antirreabsortivo, e frequentemente utilizada no controle e prevenção de doenças 

osteopênicas, metástases ósseas, mielomas múltiplos, prevenindo assim eventos esqueléticos 

relacionados (novos danos ou fraturas).3 

Na atualidade, estes medicamentos têm sido associados à ocorrência de necrose óssea, 

com exposição tecidual, principalmente em cavidade bucal. 3 A ocorrência desta exposição 

óssea por 8 semanas em paciente que tenha ingerido previamente anti-reabsortivos ou 

antiangiogênicos e que não foram submetidos a radioterapia é denominada a osteonecrose dos 

maxilares induza por medicamentos (OMIM).3,4 

Os mecanismos fisiopatológicos da indução da OMIM ainda não estão claramente 

elucidados, contudo acredita-se que os efeitos indutores de apoptose de osteoclastos e 

inibidores de angiogênese promovidos pelos BFs favorecem necrose óssea dos maxilares.3 A 

associação de outros fatores traumáticos, como a exodontia podem contribuir para o 

desenvolvimento dessa patologia.5-7 

Desse modo, os tratamentos são propostos de acordo com o estágio de progressão da 

doença, variando entre tratamentos conservadores, cirúrgicos e em alguns casos a associação 

deles.8,9 Alguns autores propõem terapias locais com laserterapia,10 antibioticoterapia,11 

biomateriais12 e ozonioterapia13 

O β-TCP é considerado um material osteocondutor que permite a preservação das 

dimensões do alvéolo e pode ser reabsorvido e substituído por osso novo.14 Estudos prévios 

demostram que o β- TCP é capaz de neutralizar a progressão da OMIM, orientando a 

cicatrização óssea alveolar.14 Além disso, o uso do β-TCP no alvéolo após extração dentária 

pode prevenir e tratar sintomas de OMIM, como apontou resultados encontrados em 

pesquisas prévias publicadas, empregando modelo animal.12,14,15  

A ação antimicrobiana nas terapias trata-se de outro fator importante, visto o potencial 
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de infecção que estas lesões podem apresentar.9 A doxiciclina (DOX), do grupo das 

tetraciclinas, é um fármaco com habilidade de interferir na remodelação óssea.16 De acordo 

com estudos, foi verificado que a DOX pode inibir a osteoclastogênese, influenciando na 

sobrevivência dos osteoclastos e suprimindo a reabsorção óssea.17,18 

Destaca-se ainda, o uso da terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) como 

potencial terapêutico para OMIM.5,9 A aPDT exerce efeitos positivos a nível celular e 

tecidual, que resultam em ação antimicrobiana e efeitos fotobiomoduladores, melhorando a 

angiogênese, proliferação, migração, diferenciação e atividade celular, que são eventos 

essenciais para o processo de reparo tecidual.5,10,19 

Por fim, apresentamos o uso da ozonioterapia para cicatrização de feridas de forma 

tópica.13,20 De acordo com a literatura, a aplicação de ozônio na forma de óleo ozonizado 

apresentou sucesso no tratamento de algumas lesões na cavidade oral, entre elas a OMIM.13 

Acredita-se que o óleo ozonizado promova a aceleração da cicatrização de feridas, uma vez 

que a molécula de ozônio aumenta a oxigenação dos tecidos, apresenta propriedades anti-

inflamatórios, antibacterianos e antitumorais e consequentemente, melhor sua função 

celular.21,22 

O uso de ratas ovariectomizadas como modelos animais para estudo da menopausa e 

osteopenia, seguido pelo uso de medicações antirreabsortivas e desenvolvimento da OMIM 

apresentam-se bem descrita na literatura.23-26 Novas pesquisas estão surgindo com o objetivo 

de avaliar métodos de prevenção da OMIM em pacientes osteoporóticas que fazem uso de 

BFs. Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito do óleo ozonizado, do β-TCP, 

da doxiciclina e da aPDT como prevenção da OMIM após exodontia do primeiro molar 

inferior direito de ratas ovariectomizadas tratados com ácido zolêdronico. 
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2 OBJETIVO 

Avaliar o efeito do óleo ozonizado, do β-TCP, da doxiciclina e da aPDT como 

prevenção da OMIM após exodontia do primeiro molar inferior direito de ratas 

ovariectomizadas tratados com ácido zolêdronico. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

O presente trabalho teve início após aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais 

– CEUA, da Faculdade de Odontologia de Araçatuba - Universidade Estadual Paulista “Júlio 

de Mesquita Filho”. (ANEXO A) 

 

3.1 Animais 

Foram utilizadas 56 ratas Albinus wistar fêmeas ovariectomizadas com 3 meses de 

idade e peso aproximado de 250-350g. Os animais foram mantidos em biotério próprio 

da UNESP com controle da temperatura e luz do ambiente. Os animais foram alimentados 

com ração e água ad libitum. Para determinação do poder da amostra foi considerado um 

nível de significância de 5% (com desvio padrão de 2%), e com um poder de teste de 80%, 

sendo definido alpha como 0,05, e oito ratos por grupos (n=8) foram necessários com 

finalidade de comparar os diferentes grupos. 

 

 

3.2 Ciclo estral 

Para assegurar que as ratas utilizadas no experimento estevam em seu ciclo regular, 

as mesmas foram submetidas diariamente a análise do ciclo estral, de forma que fossem 

selecionadas apenas as ratas que estivessem com ciclo estral regular (2 a 3 ciclos) para 

constituírem os grupos experimentais. Com esse intuito, foi introduzido no interior da vagina 

da rata 1-2 gotas de soro fisiológico que em seguida foi aspirado e colocado em lâmina de 

histologia para leitura microscópica imediata (Long & Evans, 1922) para reconhecimento das 
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fases do ciclo estral. As quatro fases do ciclo estral podem ser diferenciadas pelas suas 

características celulares, sendo o diestro caracterizado pela presença de células epiteliais, 

leucócios e muco, o proestro apresenta apenas células epiteliais, o estro possui somente 

células queratinizadas e o metaestro revela células epiteliais, queratinizadas e leucócitos.26,27 

 

Figura 1 - Modelo das fases do ciclo estral. A) Proestro - células epiteliais; B) Estro - células 

queratinizadas; C) Metaestro - revela células epiteliais, queratinizadas e leucócitos; D) Diestro - 

células epiteliais, leucócios e muco; E) Few – poucas células epiteliais, leucócios e muco 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

3.3 Ovariectomia 

Para induzir osteopenia nos animais, após 8 horas de jejum, as 56 ratas foram 

submetidas ao procedimento cirúrgico de ovariectomia (Figura 1). A cirurgia foi realizada 

através de sedação com injeção intraperitoneal (IP) de 90mg/kg de Cloridrato de Ketamina 

(Vetaset – Fort Dodge Saúde Animal Ltda, São Paulo, Brasil), e 10mg/kg de Cloridrato de 

Xilazina (Dopaser – Laboratório Calier do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil). Em seguida, foi 

realizada a tricotomia e assepsia da região ventral do abdômen, prontamente, os ovários foram 

expostos através de uma incisura vertical na parede abdominal. Uma vez que os ovários foram 

reconhecidos, realizou-se a remoção dos mesmos. Na camada muscular, assim como na 

camada epitelial, foi realizada a sutura com fio absorvível de Poliglactina 910 espessura 4.0 

(Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., São José dos Campos, Brasil). Os animais do grupo Sal 

(GS) foram submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico, com exceção da remoção dos 

ovários. As ratas foram selecionadas para o experimento após confirmação de seu ciclo estral 

regular.28 
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Figura 2 - Modelo Cirúrgico – Imagem ilustrativa e representativa do procedimento cirúrgico para 

ovariectomia das ratas. A) Corte da epiderme; B) Corte da camada muscular; C) Localização do 

ovário; D) Remoção total do ovário direito; E) Remoção total do ovário esquerdo; F) Sutura da 

epiderme 

 
Fonte: Autoria própria, 2023 

 

3.4 Aplicação do ácido zolêdronico 

A aplicação do ácido zolêdronico se iniciou após o fim do período de indução de 

osteopenia. Todos os animais foram tratados com o uso do ácido zolêdronico (Zometa®, 

Novartis Biociências SA, São Paulo, Brasil), exceto os animais do grupo GS e grupo OVX-S. 

Seguindo o modelo experimental de Li et al.29, foi administrado 36 aplicações de 0,066 mg/kg 

de ácido zolêdronico (ZOL) dissolvido em 0,1ml de veículo (NaCl 0,9%), por animal, através 

de injeção intraperitoneal, no decorrer de 12 semanas (Figura 3). Uma semana após a última 

aplicação, os animais tiveram seus molares inferiores direitos removidos. 
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Figura 3 - Imagem ilustrativa e representativa da aplicação de ácido zolêdronico por via 

intraperitoneal, exceto nos grupos Sal e OVX-S (tratados com soro fisiológico) 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

3.5 Extração dentária 

Todos os animais tiveram seus primeiros molares inferiores direitos extraídos na 13ª 

semana após o início do protocolo de indução de OMIM (Figura 4). O procedimento cirúrgico 

foi realizado através de sedação com injeção intraperitoneal (IP) de 90mg/kg de Cloridrato de 

ketamina (Vetaset – Fort Dodge Saúde Animal Ltda, São Paulo, Brasil), e 10mg/kg de 

Cloridrato de Xilazina (Dopaser – Laboratório Calier do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil). Após 

sedação realizou-se a anti-sepssia com PVPI degermante e tópico (PVPI 10%, Riodeine, 

Rioquímica, São José do Rio Preto, Brasil), seguido da aposição de campos estéreis. Como 

complementação anestésica os animais receberam infiltração local de cloridrato de 

mepivacaína 0.3 ml/Kg (Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, França). Os 

animais foram posicionados em decúbito dorsal em mesa de operação personalizada. A 

sindesmotomia da inserção gengival foi realizada cuidadosamente por meio de um descolador 

delicado (Descolador de Molt9, Quinelato, São Paulo, Brasil) seguido da luxação e exodontia 

do dente. Após a exodontia, aplicou-se no alvéolo dentário as terapias propostas neste 

projeto de acordo com cada grupo, com exceção dos grupos sal, ovariectomia e soro, 

ovariectomia e zoledronato, os quais realizou-se apenas um descolamento dos tecidos moles 

da região, com intuito de auxiliar na manutenção do coágulo e fechamento primário do 
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alvéolo por tecido mole. Imediatamente, foi realizada a sutura com fio nylon de espessura 4.0 

(Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., São José dos Campos, Brasil). No pós-operatório os 

animais receberam administração via intramuscular 15 mg/kg de cefalotina (Keflin® Neutro, 

Antibióticos do Brasil Ltda, Sumaré, Brasil) a cada 12h por 48 horas. 

 

Figura 4 - Modelo Cirúrgico, A) Imagem ilustrativa e representativa do procedimento cirúrgico para 

extração do primeiro molar inferior direito com uso de sindesmótomo adaptado (Hollenback 3ss); B) 

Primeiro molar inferior direito extraído 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

3.6 Grupos experimentais 

Após aplicação do protocolo de ácido zolêdronico (Zometa®, Novartis Biociências 

SA, São Paulo, Brasil) os animais foram divididos aleatoriamente em 7 grupos, de acordo 

com o tratamento que os alvéolos iriam receber (Figura 3): 

Grupo Sal (GS): Os animais submetidos a simulação ovariectomia, tiveram 

seu primeiro molar inferior direito extraído após protocolo de tratamento com soro 

fisiológico (NaCl 0,9%). O alvéolo dental foi preenchido por coágulo sanguíneo. 

Grupo Ovariectomia e Soro (OVX-S): Os animais submetidos a 

ovariectomia, tiveramo seu primeiro molar inferior direito extraído após protocolo de 

tratamento com soro fisiológico (NaCl 0,9%). O alvéolo dental foi preenchido por 

coágulo sanguíneo. 

Grupo Ovariectomia e Zoledronato (OVX-Z): Os animais submetidos a 

ovariectomia, tiveram seu primeiro molar inferior direito extraído após protocolo de 
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tratamento com ácido zolêdronico (Zometa®, Novartis Biociências SA, São Paulo, 

Brasil). O alvéolo dental foi preenchido por coágulo sanguíneo. 

Grupo Óleo Ozonizado (GO): Os animais submetidos a ovariectomia, 

tiveram seu primeiro molar inferior direito extraído após protocolo de tratamento 

com ácido zolêdronico (Zometa®, Novartis Biociências SA, São Paulo, Brasil). Os 

animais receberam uma aplicação local de 0,1 ml de óleo ozonizado em temperatura 

ambiente – aproximadamente 600mmol-eq/kg de peróxidos (Ozone & Life, São Jose 

dos Campos, São Paulo, Brasil). 

Grupo Doxiciclina (GD): Os animais submetidos a ovariectomia, tiveram 

seu primeiro molar inferior direito extraído após protocolo de tratamento com ácido 

zolêdronico (Zometa®, Novartis Biociências SA, São Paulo, Brasil). Os animais 

foram tratados com o preenchimento do alvéolo por 0,1 ml de gel de doxiciclina a 

10%. 

Grupo Biomaterial (Gβ): Os animais submetidos a ovariectomia, tiveram 

seu primeiro molar inferior direito extraído após protocolo de tratamento com ácido 

zolêdronico (Zometa®, Novartis Biociências SA, São Paulo, Brasil) e os animais 

foram tratados com o preenchimento do alvéolo por β-tricálcio fosfato em pasta 

(Graftys HBS, Latin American Solutions - LAS Brazil). 

Grupo aPDT (GP): Os animais submetidos a ovariectomia, tiveram seu 

primeiro molar inferior direito extraído após protocolo de tratamento com ácido 

zolêdronico (Zometa®, Novartis Biociências SA, São Paulo, Brasil) e os animais 

foram tratados com PDT. O protocolo empregado foi descrito por Ervolino et al.10 
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Figura 5 - Aplicação dos tratamentos nos alvéolos dos animais recém extraídos. A) Coágulo 

sanguíneo; B) Preenchimento do alvéolo por gel de doxiciclina a 10%; C) Preenchimento do alvéolo 

por óleo ozonizado; D) Preenchimento do alvéolo com azul de Metileno e aplicação do laser aPDT; 

E) Preenchimento do alvéolo por biomaterial; F) Alvéolo suturado 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

3.7 Eutanásia 

Passados 28 dias das exodontias e tratamentos propostos, todos os animais foram 

eutanasiados com dose excessiva de anestésico, tiopental sódico (150mg/kg) e lidocaína 2% 

(10mg/kg). Em seguida, foram realizadas as secções das hemi-mandíbulas do lado direito para 

posteriores análise clínica e microtomográfica. 
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Figura 6 - Fluxograma do tempo de trabalho. O dia 0 representa o início do ciclo estral, dia 12 

representa o procedimento cirúrgico de ovariectomia em todos os grupos; O dia 72 representa o início 

do tratamento com ácido zolêdronico, exceto nos grupos Sal e OVX-S (tratados com soro 

fisiológico). O dia 191 representa o tempo de eutanásia, 28 dias após o procedimento cirúrgico 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

3.8 Análise Clínica 

Após as secções, as hemi-mandibulas foram acomodas em uma estativa e fotografadas 

(Canon io5 com lente EF 100mm f/2.8 macro e flash MR-14EX II Macro ring light). 

Posteriormente, as amostras foram classificadas de acordo com trabalhos previamente 

publicados,30 avaliando as características do fechamento da ferida (normal / incompleto / 

atrasado), exposição óssea, alterações necróticas, presença de supuração e fistulas, sendo 

classificado como: 

Grau 0 – Mucosa integra e sem a presença de osso necrótico no local da exodontia; 

Grau 1 – Sem a presença de osso necrótico no local da exodontia, mas não 

especificas no local de extração; 

Grau 2 – Osso exposto/necrótico sem sinais de infecção no local da exodontia;  

Grau 3 – Osso exposto/necrótico com sinais de infecção no local da exodontia; 

Grau 4 – Osso exposto/necrótico com infecção que se estende além do local da 

exodontia. 

 

3.9 Análise Microtomográfica (Micro-Ct) 

Após a eutanásia de todos animais, as hemi-mandíbulas direitas foram fixadas em 

solução de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analíticos, Dinâmica Odonto-Hospitalar 

Ltda, Catanduva, São Paulo, Brasil) durante 24 horas, seguidas de banho em água corrente 

por 24 horas. Após a fixação, as peças foram armazenadas em álcool 70%, para a realização 
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da análise microtomográfica, de acordo com estudo prévio publicado (Bouxsein et al. 2010).31 

Por meio do microtomógrafo Skyscan (SkyScan 1272 BrukerMicroCT, Aatselaar, 

Bélgica, 2003) as peças foram escaneadas, utilizando cortes de 6µm de espessura (90Kv e 

111μA) com filtro de Al. 0,5mm + Cu 0,038 e passo de rotação de 0.5mm, tamanho do pixel 

de 2016x1344μm e com tempo de aquisição de 45 minutos. As imagens obtidas 

reconstituídas, determinando a área de interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011; 

Versão 1.6.6.0), com smoothing de 1, correção dos anéis de artefato de 7, correção de Beam 

Hardening de 24% e a faixa de conversão de imagem variou de 0,0 – 0,14. No software Data 

Viewer (SkyScan, Versão 1.4.4 64-bit), as imagens foram reconstruídas e observadas em três 

planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, através do software CT Analyser – 

CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker Micro-CT Versão 1.12.4.0) foi avaliado e mensurado o 

volume ósseo (BV), porcentagem do volume ósseo (BV/TV), espessura do trabeculado ósseo 

(Tb.Th), separação de trabéculas (Tb.Sp) e número de trabéculas (Tb.N).31 E posterior 

reconstrução em 3D pelo software CTvox (SkyScan,Versão 2.7). 

 

3.10 Análise Histológica Qualitativa 

Os fêmures direitos serão removidas e reduzidas para realização da análise histológica 

dos cortes em parafina. As amostras serão fixadas em formalina tamponada a 10% (Reagentes 

Analíticos, Dinâmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP – Brasil) por 24 horas e na 

sequência será iniciado o processo de descalcificação em solução de ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA) e hidróxido de sódio a 20%.  

Posteriormente serão desidratadas em uma sequência crescente de álcoois (70, 90, 95 e 

100), seguida da diafanizados em Xylol e embebidas com parafina no sentido cervical 

(póstero-anterior) para obtenção de cortes sagitais de 5 µm espessura por meio de micrótomo 

(RM2235, Leica Biosystems Nussloch GmbH 2017) para posterior coloração com 

hematoxilina e eosina (HE, Merck &amp; Co., Inc., Kenilworth, NJ, USA). As imagens de 

lâminas coradas com HE serão obtidas através do microscópio óptico (Leica DM4000 B LED, 

Heerbruggm Switzerland) com o auxílio de lentes objetivas Carls Zeiss (2.5X0.07, 5X0.12, 

10X e 40X0.65) acoplado s uma câmera de captação de imagem e conectado ao computador 

(Configuração: Intel Core i5® com sistema peracional Windows 7® e Software) para 

processamento e análise de imagens (AxioVision 4.9.1®0, Carl Zeiss by Imaging Associates 

ltd, Jena, Deutschland). 
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3.11 Análise Estatística 

Os valores obtidos nas análises clínica e microtomográfica foram tabulados e 

submetidos a análise estatística no Programa SigmaPlot 12.0 (Exakt Graph and Data 

Analysis). O teste one-way ANOVA foi realizado para verificar os parâmetros de volume 

ósseo (BV/TV) e número de trabéculas (Tb.N), e para os parâmetros de volume ósseo (BV), 

espessura do trabeculado ósseo (Tb.Th), separação de trabéculas (Tb.Sp) e porcentagem de 

porosidade total (Po.tot). Posteriormentee, foi realizado o teste de homogeneidade (Shapiro-

Wilk) para verificação da distribuição dos dados nos parâmetros BV/TV, Tb.Th e Po.tot, 

seguido de um teste Tukey’s post hoc para múltiplas comparações em BV e o teste Dunn’s 

para Tb.N. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Análise Clínica 

Análise quantitativa dos alvéolos: 

As amostras avaliadas e classificadas de acordo com trabalhos previamente 

publicados,9,30 avaliando as características do fechamento da ferida, exposição óssea, 

alterações necróticas, presença de supuração e fistulas, sendo classificado como: 

 

Figura 7 - Avaliação macroscópica do sítio cirúrgico - Demonstrando cicatrização normal dos tecidos 

moles em todos os animais do Grupo Doxiciclina e Grupo Ozônio. Presença de osso 

exposto/necrótico sem ou com sinais de infecção no local da exodontia em todos os grupos, com 

exceção do de GD e GO 

 

 
Fonte: Autoria própria, 2023 

 

Análise qualitativa dos alvéolos: 

A análise clínica nos revela uma mucosa integra e sem a presença de osso necrótico 

no local da exodontia nos grupos GD e GO, seguido pelo grupo SAL, que apresentou 

resultado similar na maioria dos animais. 

Quanto aos demais grupos observaram a presença de osso exposto/necrótico com e 
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sem sinais de infecção no local da exodontia e se estendendo além do alvéolo. Os grupos 

OVX-Z e OVX-S apresentam o maior grau de necrose, sendo a predominância do grau 4 

pertencente ao grupo OVX-Z. 

Além disso, os grupos GB e GP apresentaram resultados clínicas variados, sem a 

presença de osso necrótico no local da exodontia, mas área não especifica no local de 

extração. Entretanto, o grupo aPDT apresentou maior grau de osso exposto/necrótico sem 

sinais de infecção no local da exodontia, quanto comparado aos demais tratamentos locais. 

 

Figura 8 - Imagens clínicas macrocópicas. A) Grupo Sal; B) Grupo OVX-S; C) Grupo OVX-Z; D) 

Grupo Doxiciclina; E) Grupo Óleo Ozonizado; F) Grupo aPDT; G) Grupo Biomaterial  

 

Fonte: Autoria própria, 2023 
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4.2 Análise Microtomográfica (Micro-Ct) 

Análise quantitativa dos alvéolos: 

A análise microtomográfica mostrou diferenças estatísticas ente os grupos nos 

parâmetros de BV (p<0,001), Tb.N (p<0,001) e Tb.Sp (p=0,004). Enquanto que nos 

parâmetros de BV/TV (p=0,207), Tb.Th (p=0,091) e Po.tot (p=0,091) não foram observadas 

diferenças estatísticas. 

 

Volume ósseo (BV): 

Neste parâmetro foi encontrada diferença estatística entre o grupo OVX-S com todos 

os demais grupos (p<0,001). (Figura 9) 

 

Figura 9 - Gráfico demonstrando as médias do volume, obtidos através da análise de microtomografia 

computadorizada. Em * desmostra os grupos que apresentaram diferença estatística quando 

comparada a OVX-S. (p < 0,001) 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

Porcentagem de volume ósseo (BV/TV): 

A média de porcentagem de volume ósseo foi maior no grupo Sal (66,55±5,12), 

seguido dos grupos de tratamento OVX-Z (62,58±11,11); GD (60,14±13,15); GP 

(59,59±10,75) e GO (58,27±1,75), entretanto não foi encontrado diferença estatística (P = 
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0,207) entre os grupos estudados. (Figura 10) 

Figura 10 - Gráfico demonstrando as médias de porcentagem do volume ósseo em todos os 

grupos, obtidos através da análise de microtomografia computadorizada. (p = 0,207) 

 
Fonte: Autoria própria, 2023 

 

Espessura trabecular (Tb.Th): 

Quanto a este parâmetro não foi observado diferença estatisticamente significativa 

(p=0,091). No grupo OVX-Z apresentou uma maior média de espessura trababecular 

(0,120±0,118), seguido de GO (0,115±0,104). (Figura 11) 

 

Figura 11 - Gráfico demonstrando as médias da espessura das trabéculas ósseas (em mm) de todos os 

grupos, obtidos através da análise de microtomografia computadorizada. (p = 0,054) 

 
Fonte: Autoria própria, 2023 

Separação trabecular (Tb.Sp): 
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Neste parâmetro de espaçamento trabecular apenas o grupo SAL apresentou diferença 

estatisticamente significante quando comparado ao GD. Os grupos de tratamento 

apresentaram uma média menor quando comparado ao grupo SAL (0,174±0,129), sendo GD 

(0,072±0,066); GO (0,121±0,095); GB (0,085±0,065) e GP (0,111±0,088). (Figura 12)  

 

Figura 12 - Gráfico demonstrando as separações das trabéculas / mm em todos os grupos, obtidos 

através da análise de microtomografia computadorizada. Em * demostra os grupos que apresentaram 

diferença estatística quando comparada a OVX-S e DOX (p < 0,05) 

 

 
Fonte: Autoria própria, 2023 

 

Número de trabéculas (Tb.N): 

Quanto a este parâmetro o grupo OVX-S apresentou uma maior média 6,900±0,151, 

quando comparados aos demais grupos, apresentando diferença estatística (P<0,001) entre os 

grupos estudados. (Figura 13). 
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Figura 13 - Gráfico demonstrando as médias do número de trabéculas dos grupos, obtidos através da 

análise de microtomografia computadorizada (p > 0,05) 

 
Fonte: Autoria própria, 2023 

 

Porcentagem de porosidade total (Po.tot): 

Quanto a este parâmetro o grupo Sal (GS) apresentou uma menor média 33,43±5,12, 

quando comparados aos demais grupos OVX-S (54,88±9,11); OVX-Z (37,40±11,11); GD 

(36,56±13,96); GO (41,71±1,75); GB (43,82±2,18) e GP (35,72±6,51), entretanto não foi 

encontrada diferença estatística (P = 0,091) entre os grupos estudados. (Figura 14). 

 

Figura 14 - Gráfico demonstrando as médias da porcentagem de porosidade total, obtidos através da 

análise de microtomografia computadorizada (p > 0,05) 

 
Fonte: Autoria própria, 2023 
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Análise qualitativa dos alvéolos: 

Os resultados obtidos através da análise microtomográfica possibilitaram observar que 

no grupo Sal (GS) ocorreu um bom processo de reparo alveolar em uma visão parassagital. 

(Figura 11). 

 

Figura 15 - Imagens microtomográficas dos cortes parassagitais. A) Grupo Sal; B) Grupo OVX-S; 

C) Grupo OVX-Z; D) Grupo Doxiciclina; E) Grupo Óleo Ozonizado; F) Grupo aPDT; G) Grupo 

Biomaterial 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

4.3 Análise Histológica  

Os resultados obtidos através da comparação entre grupos estudados pela análise 

qualitativa da coloração de hematoxilina e eosina (Figura 16, 17 e 18) mostraram que nos 

fémures das ratas osteopenicas não tratadas com ácido zoledrônico houve reabsorção óssea 

(Figura 17). Os fémures do grupo Sal mostraram estrutura aparentemente normal do tecido 

ósseo (Figura 16), enquanto nos fêmures das ratas osteopenicas tratadas com ácido 

zoledrônico (Figura 18) foi possível observar maoir densidade ósssea. 
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Figura 16 - Imagens obtidas atavés da coloração com hematoxilina e eosina - Grupo Sal. Aumento de 

2.5x e 10x.

 

Fonte: Autoria própria, 2023 
 

 

Figura 17 - Imagens obtidas atavés da coloração com hematoxilina e eosina - Grupo OVX-S. 

Aumento de 2.5x e 10x. 

 
Fonte: Autoria própria, 2023 
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Figura 18 - Imagens obtidas atavés da coloração com hematoxilina e eosina - Grupo OVX-Z. 

Aumento de 2.5x e 10x.

 

Fonte: Autoria própria, 2023 
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5 DISCUSSÃO 

Na literatura, ainda não existe um consenso e protocolos científicos, baseados em 

evidência quanto ao tratamento da osteonecrose.9 Neste estudo, foi levantada a hipótese que 

as terapias locais seriam capazes de prevenir a OMIM em ratas ovariectomizadas tratadas com 

ácido zoledrônico, promovendo um tecido saudável e reparado após a extração dentária. 

Com base nos resultados apresentados pela análise clínica, os autores podem inferir 

que os grupos que receberam terapias locais no alvéolo dentário apresentaram melhor 

reparação tecidual, tendo em vista o baixo índice de osso exposto/necrótico, principalmente 

quando comparados ao grupo OVX-Z. O ZOL pode inibir a reabsorção óssea e promover a 

apoptose dos osteoclastos alterando a homeostasia do tecido ósseo, prejudicando a dinâmica 

reabsorção/neoformação ósseas,  levando a presença de um osso cortical mais denso, em vez 

de um tecido vascularizado, aumentando assim a probabilidade de sequestro ósseo associado à 

inflamação e, consequentemente, à infecção local, conforme demonstrado no grupo OVX-

Z.32,33 

Quando avaliado o reparo alveolar, tanto em tecido ósseo como em mucosa oral, os 

grupos GD e GO apresentaram uma mucosa integra e saudável, sem presença de necrose  e 

exposição ósseas. Trabalho prévio publicado descreveu que o uso de doxiciclina, reduziu a 

gravidade da perda óssea alveolar local e normalizou a atividade de colagenase 

patologicamente excessiva na gengiva.11 Além disso, o uso da Doxiciclina auxiliou na 

prevenção da reabsorção óssea alveolar (em nível macroscópico e microscópico), destacando 

assim a importância da ação antimicrobiana na prevenção destas lesões.16 A terapia com 

ozônio, especialmente via tópica, vem sendo utilizada clinicamente no processo de 

cicatrização de feridas, como agente terapêutico, antibacteriana e antioxidante.34,35 

Resultados preliminares de um estudo, demostraram a eficácia de óleos ozonizados na 

cicatrização e reepitelização de região afetada (necrose), enfatizando seu efeito promissor e 

seguro.35 Além disso, altos níveis de colágeno no tecido lesionado podem ser observados após 

o tratamento com o óleo ozonizado, indicando um processo de reparo de qualidade.34 

Quanto a terapia fotodinâmica aplicada em GP, neste trabalho foi obtido resultados 

menos satisfatórios quando comparados aos grupos GD, GO e GB. Acredita-se que a 

realização de uma única aplicação não seja suficiente para controlar a exposição óssea no 

modelo utilizado. Entretanto, estudos prévios publicados mostraram que a aplicação dessa 

terapia em pacientes submetidos ao uso de bisfosfonatos, após extração dentária, promoveram 
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uma área reparada, sem nenhum sinal de necrose óssea ou de infecção, promovendo 

estagnação da lesão de OMIM, diante de um protocolo pré-estabelecido.19,36,37 Estudos 

realizados em camundongos, demostraram que o uso local do β-TCP nos alvéolos pós-

exodônticos auxiliou significativamente o crescimento ósseo e reduziu as áreas necróticas nos 

alvéolos, melhorando a qualidade óssea em modelos de prevenção e tratamento da OMIM.12,14 

Entretanto, neste estudo observou-se atraso ou o não fechamento completo da ferida (alvéolo) 

e exposição óssea na análise clínica de GB, sugerindo que neste modelo animal o biomaterial 

não foi capaz prevenir eficazmente a OMIM. 

Quando analisado os resultados apresentados pela análise microtomográfica 

(MicroCT), observou-se a caracterização do modelo animal osteopênico. Quando avaliado os 

parâmetros de BV todos os grupos apresentaram diferença estatística com o grupo OVX-S, 

corroborando com a literatura que demostra que além da perda de densidade mineral óssea e, 

consequente, aumento da fragilidade óssea, a osteopenia também interfere de maneira 

significativa no remodelamento ósseo, levando a possíveis atrasos durante o reparo o 

tecidual.12,29,38 

O parâmetro BV/TV não demostrou dados estatisticamente significativos entre os 

grupos. Entretanto, foi possível observar que o grupo SAL e os grupos que possuem 

tratamento com ZOL apresentaram a porcentagem de volume ósseo maior quando comparada 

ao grupo OVX-S. Vale salientar que os altos valores dos parâmetros ósseos encontrados nas 

microtomografias do grupo ZOL, não devem ser lidos como altos valores de osso saudável, 

ou tampouco, osso vital, uma vez que apresentam indícios de necrose óssea que será ratificada 

pela análise histológica qualitativa.39,40 

Quando avaliado o número de trabéculas, observou-se diferença estatística entre todos 

os grupos quando comparado com OVX-S, assim como, uma maior média de maior 

porosidade neste grupo, sugerindo mais uma vez a caracterização deste modelo osteopênico 

em ratas ovariectomizadas.24,41 Pode-se observar ainda que os valores obtidos no parâmetro 

de porcentagem da porosidade total apresentaram dados inversamente proporcionais ao 

volume ósseo, sendo GD a maior média de volume ósseo, demostrando a efetividade da 

doxiciclina no reparo alveolar e consequentemente, prevenção da OMIM.18,42 

Quanto ao parâmetro Tb.Th, o grupo OVX-Z apresentou uma maior média de 

espessura trababecular. Este resultado pode ser justificado devido ao efeito antirreabsortivo 

dos bifosfonatos, uma que vez o medicamento atuará diminuindo a remodelação óssea e 



43 

 

consequentemente aumentando a densidade mineral óssea, formando um osso cortical mais 

denso.32,33 Outro parâmetro avaliado foi Tb.Sp, onde observou-se diferença estatística entre o 

OVX-S e GD, sendo a média de separação de trabéculas maior em OVX-S, uma vez que este 

tecido se apresenta mais poroso como demonstrado pelo parâmetro Po.tot, enquanto GD 

recebeu aplicação de ZOL e a ação antimicrobiana da doxiciclina.18,42 

Além disso, vale ressaltar que durante a menopausa nas mulheres ocorre a deficiência 

de estrógeno, com consequente desenvolvimento da osteoporose pós-menopausa.1,2 Isto 

ocorre devido as baixas concentrações de estrógeno, modulando negativamente o 

remodelamento ósseo, causando um aumento na reabsorção óssea osteoclástica. A rata 

ovariectomizada (OVX) representa um excelente modelo animal pré-clínico que simula 

adequadamente as importantes características clínicas do esqueleto humano com depleção de 

estrogênio e a resposta a agentes terapêuticos. Este modelo já está consolidado na literatura, 

como um indutor osteopênico por meio da deficiência de estrógeno que se estabelece após a 

remoção dos ovários 48   

Em síntese a ovariectomia causa uma deficiência de estrogênio nas ratas, levando a um 

aumento nas taxas de reabsorção óssea e formação óssea, com a reabsorção excedendo a 

formação. A coloração com hematoxilina e eosina (H&E) demonstrou que OVX bilateral 

resultou na perda de massa óssea dos fémures, trabéculas notavelmente aumentadas com uma 

estrutura pouco organizada, além de acentuada reabsorção óssea representada pela presença 

de numerosos osteoclastos na superfície das trabéculas. 
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6 CONCLUSÃO 

Conclui-se que o ácido zoledrônico induziu a OMIM, prejudicando o processo de 

reparo alveolar após a exodontia, porém promoveu a modulação  da reabsorção óssea nos 

fêmures das ratas ovariectomizadas. Além disso, as terapias locais foram capazes de estimular 

o processo de reparo alveolar, principalmente quando aplicado os tratamentos com gel de 

doxiciclina 10% e óleo ozonizado, minimizando as consequências do acido zoledrônico. 
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ANEXOS 

ANEXO A – Comite de Ética 

 


