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BONFIETTI,  LHFS.  “Terapia  Coadjuvante  com  Alendronato  de  Sódio  no 

Tratamento da Doença Periodontal Experimental em Ratos.” Projeto de Pesquisa. 

Trabalho de Conclusão de Curso – Araçatuba: UNESP – Univ. Estadual Paulista; 2013.

Resumo

Constitui  propósito  do  presente  estudo  avaliar  histomorfometricamente,  o  uso  do 

alendronato de sódio como terapia coadjuvante ao tratamento mecânico de Raspagem e 

Alisamento Radicular (RAR) da doença periodontal (DP) experimental em ratos. A DP 

foi  induzida  pela  adaptação  de  um fio  de  algodão  ao  redor  dos  primeiros  molares 

inferiores de 90 ratos machos. Decorridos 7 dias, a ligadura foi removida e os animais 

foram divididos em 3 grupos experimentais de 30 animais e submetidos aos seguintes 

procedimentos: Grupo ST – sem tratamento periodontal local; Grupo RAR – RAR  e 

irrigação com 1 ml de soro fisiológico; Grupo RAR + AS – RAR e irrigação com 1 ml 

de alendronato de sódio (10-5M). Dez animais de cada grupo foram eutanasiados aos 7, 

15  e  30  dias  após  remoção  da  ligadura.  As  hemimandíbulas  foram submetidas  ao 

processamento histológico para análise histológica e histométrica da porcentagem de 

osso  na  região  de  furca  (POF).  No  Grupo  ST  aos  7  dias,  um  intenso  infiltrado 

inflamatório  estava  presente  e  todos  os  espécimes  apresentavam  espículas  de  osso 

necrosado na região de furca com grande atividade osteoclástica. Aos 15 e 30 dias a 

inflamação ainda era intensa e o tecido ósseo interradicular ainda apresentava atividade 

osteoclástica  e  áreas  reabsortivas  no cemento.  No Grupo RAR aos 7 dias,  o  tecido 

conjuntivo apresentou menor infiltrado inflamatório comparado ao grupo ST. Aos 15 e 

30 dias houve uma redução progressiva do volume ocupado pelo infiltrado inflamatório. 

No grupo RAR + AS, aos 7 dias, o infiltrado inflamatório mostrou-se bastante discreto, 

o septo interradicular mostrou-se com um contorno regular e raros foram os osteoclastos 

observados. Aos 15 e 30 dias, o tecido conjuntivo mostrou-se isento de inflamação, com 

grande quantidade de fibras colágenas, incluindo aquelas que se inseriam no cemento e 

no osso alveolar. O septo interradicular apresentou-se bastante regular com osteócitos 

vitais e raros eram osteoclastos. Áreas de reabsorção cementária ativa foram observadas 

na maioria dos espécimes aos 7 dias pós-tratamento e aos 30 dias, áreas de reabsorção 

de  cemento  estavam inativas  e  sofrendo processo de reparação.  Os dados coletados 

foram avaliados  estatisticamente  com nível  de  significância  de  5%.  Os  animais  do 

Grupo ST aos  7 dias  (23,55% ± 8,38),  demonstraram menor  POF (p<0,05)  quando 

comparados com o período de 15 dias (38,04% ± 7,51). Nos animais do Grupo RAR + 
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AS observou-se uma maior POF no decorrer dos períodos com diferença significativa 

(p<0,05) quando comparou-se o período de 7 dias (62,94 ± 8,11) com o período de 30 

dias (71,75 ± 5,38). Os animais do Grupo RAR + AS apresentaram maior POF (p<0,05) 

aos 7, 15 e 30 dias, quando comparado com os animais do Grupo RAR nos respectivos 

períodos. Dentro dos limites do presente estudo, podemos concluir que o AS utilizado 

como  terapia  coadjuvante  ao  tratamento  mecânico  (RAR) da  DP promoveu  melhor 

reparo periodontal.

Palavras chaves: Doença periodontal. Terapia periodontal. Alendronato de sódio.
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BONFIETTI,  LHFS.  Adjuvant  Therapy with  Sodium Alendronate  for  Treatment  of 

Experimental Periodontal Disease in Rats. Projeto de Pesquisa. Trabalho de Conclusão 

de Curso – Araçatuba: UNESP – Univ. Estadual Paulista; (2013).

Abstract

The  aim  of  this  study  is  to  evaluate  histomorphometrically,  the  use  of  sodium 

alendronate (SA) as adjunctive therapy for the treatment of mechanical scaling and root 

planing  (SRP)  periodontal  disease  (PD)  in  rats.  The  DP was  induced  by placing  a 

ligature thread around the first molars of 90 male rats . After 7 days of placing the 

ligature, the animals were divided into 3 groups of 30 animals and following treatments: 

Group ST - Only the removal of the ligature; SRP Group - Removal of ligature followed 

by SRP and irrigation with 1 ml of saline solution; and Group SRP + SA - Removal of  

ligatur followed by SRP and irrigation with 1 mL of SA ( 10 - 5M ) . Ten animals from 

each group were euthanized  at  7,  15 and 30 days  after  removal  of the ligature.  To 

analyze the results obtained were semi -serial  sections with a thickness of 4 mµ for 

histomorphometric  analysis.  In  the  ST  group  at  7  days,  an  intense  inflammatory 

infiltrate  was  present  and  all  specimens  showed  spicules  of  necrotic  bone  in  the 

furcation  area  with  great  osteoclastic  activity.  At  15  and  30  days  was  still  intense 

inflammation and bone interradicular still had osteoclastic activity and resorptive areas 

in the cement. In SRP Group to 7 days, the tissue showed less inflammatory infiltrate 

compared to the ST Group . At 15 and 30 days there was a reduction in the volume 

occupied by the inflammatory infiltrate progressively. RAR + AS Group , at 7 days , the 

inflammatory infiltrate was fairly discreet, the septum interradicular showed up with a 

regular outline and rare osteoclasts were observed . At 15 and 30 days showed the tissue 

was free of inflammation with collagen, including those which fell within the cementum 

and  alveolar  bone.  The  septum  interradicular  presented  fairly  regular  with  vital 

osteocytes and osteoclasts were rare. Areas of active resorption were observed in most 

specimens at 7 days post- treatment and at 30 days, areas of cementum resorption were 

inactive and undergoing repair process. The data collected were evaluated statistically 

with a significance level of 5 %. The animals in Group ST at 7 days (23.55 ± 8.38 %) 

showed less POF (p <0.05) compared with the period of 15 days (38.04 ± 7.51 % ). In 
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SA + SRP Group observed an  increase  in  the  POF during  periods  with significant 

difference (p < 0.05) when compared to the period of 7 days (62.94 ± 8.11) with the 

period 30 days (71.75 ± 5.38). The animals in SA + SRP Group, POF had higher (p < 

0.05) after 7, 15 and 30 days compared with the SRP Group of animals in the respective 

periods. Within the limits of this study, we can conclude that SA used as adjunctive 

therapy to mechanical treatment (SRP) of PD promoted better periodontal healing.

Keywords: Periodontal disease.  Periodontal therapy. Alendronate sodium. 
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Resumo

Constitui  propósito  do  presente  estudo  avaliar  histomorfometricamente,  o  uso  do 

alendronato de sódio como terapia coadjuvante ao tratamento mecânico de Raspagem e 

Alisamento Radicular (RAR) da doença periodontal (DP) experimental em ratos. A DP 

foi  induzida  pela  adaptação  de  um fio  de  algodão  ao  redor  dos  primeiros  molares 

inferiores de 90 ratos machos. Decorridos 7 dias, a ligadura foi removida e os animais 

foram divididos em 3 grupos experimentais de 30 animais e submetidos aos seguintes 

procedimentos: Grupo ST – sem tratamento periodontal local; Grupo RAR – RAR  e 

irrigação com 1 ml de soro fisiológico; Grupo RAR + AS – RAR e irrigação com 1 ml 

de alendronato de sódio (10-5M). Dez animais de cada grupo foram eutanasiados aos 7, 

15  e  30  dias  após  remoção  da  ligadura.  As  hemimandíbulas  foram submetidas  ao 

processamento histológico para análise histológica e histométrica da porcentagem de 

osso  na  região  de  furca  (POF).  No  Grupo  ST  aos  7  dias,  um  intenso  infiltrado 

inflamatório  estava  presente  e  todos  os  espécimes  apresentavam  espículas  de  osso 

necrosado na região de furca com grande atividade osteoclástica. Aos 15 e 30 dias a 

inflamação ainda era intensa e o tecido ósseo interradicular ainda apresentava atividade 

osteoclástica  e  áreas  reabsortivas  no cemento.  No Grupo RAR aos 7 dias,  o  tecido 

conjuntivo apresentou menor infiltrado inflamatório comparado ao grupo ST. Aos 15 e 

30 dias houve uma redução progressiva do volume ocupado pelo infiltrado inflamatório. 

No grupo RAR + AS, aos 7 dias, o infiltrado inflamatório mostrou-se bastante discreto, 

o septo interradicular mostrou-se com um contorno regular e raros foram os osteoclastos 

observados. Aos 15 e 30 dias, o tecido conjuntivo mostrou-se isento de inflamação, com 

grande quantidade de fibras colágenas, incluindo aquelas que se inseriam no cemento e 

no osso alveolar. O septo interradicular apresentou-se bastante regular com osteócitos 

vitais e raros eram osteoclastos. Áreas de reabsorção cementária ativa foram observadas 

na maioria dos espécimes aos 7 dias pós-tratamento e aos 30 dias, áreas de reabsorção 

de  cemento  estavam inativas  e  sofrendo processo de reparação.  Os dados coletados 

foram avaliados  estatisticamente  com nível  de  significância  de  5%.  Os  animais  do 

Grupo ST aos  7 dias  (23,55% ± 8,38),  demonstraram menor  POF (p<0,05)  quando 

comparados com o período de 15 dias (38,04% ± 7,51). Nos animais do Grupo RAR + 

AS observou-se uma maior POF no decorrer dos períodos com diferença significativa 

(p<0,05) quando comparou-se o período de 7 dias (62,94 ± 8,11) com o período de 30 
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dias (71,75 ± 5,38). Os animais do Grupo RAR + AS apresentaram maior POF (p<0,05) 

aos 7, 15 e 30 dias, quando comparado com os animais do Grupo RAR nos respectivos 

períodos. Dentro dos limites do presente estudo, podemos concluir que o AS utilizado 

como  terapia  coadjuvante  ao  tratamento  mecânico  (RAR) da  DP promoveu  melhor 

reparo periodontal.

 

Palavras chaves: Doença periodontal. Terapia periodontal. Alendronato de sódio.
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1. Introdução

A doença periodontal (DP) é caracterizada pela destruição dos tecidos de suporte ao 

redor dos dentes. Está associada à liberação de substâncias por microorganismos que 

agridem diretamente os tecidos periodontais e induzem a destruição tecidual por meio 

da resposta inflamatória  e imunológica do próprio hospedeiro (Page et  al.,  1997).  É 

amplamente aceito que a iniciação e progressão da DP são causadas pela presença de 

microorganismos  patogênicos  que  invadem  o  hospedeiro.  Estes  microorganismos 

podem causar danos diretos ao periodonto e danos indiretos por ativar uma variedade de 

respostas imune-inflamatórias  no hospedeiro que resultam em destruição dos tecidos 

periodontais (Deas et al 2003). Além disso, fatores sistêmicos como o diabetes (Lalla, et 

al.,  1998, 2000) tabaco (McGuire, et al.  1989, Haffajje & Socransky,  2001) estresse 

(Breivik et al., 2006) e o álcool (Szabo, 1999; Kongstad et al, 2008; Tomofuji et al.,  

2008; Irie et al., 2008; Jansson et al., 2008; Souza et al 2009) podem influenciar no 

desenvolvimento e progressão da doença periodontal. 

A  DP  afeta  negativamente  a  qualidade  de  vida  do  indivíduo  (Aslund  et  al.,  2008; 

Shanbhag et al., 2012). Por outro lado, a terapia periodontal pode melhorar a qualidade 

de vida dos pacientes acometidos pela DP (Shanbhag et al., 2012). O tratamento da DP 

baseia-se na eliminação da microbiota  subgengival  patogênica pelo procedimento de 

raspagem e alisamento radicular (RAR) (Kaldahl et al., 1993; Listgarten et al., 1975). 

Resultados de pesquisas clássicas (Lövdal et al., 1961; Axelsson & Lindhe et al., 1978; 

Morrison et al., 1980; Axelsson & Lindhe et al., 1981; Badersten et al., 1984; Cobb, 

1996), demonstraram que a RAR subgengival cuidadosa é um meio eficaz para eliminar 

a gengivite e reduzir a profundidade das bolsas periodontais. Entretanto, a literatura tem 

demonstrado que fatores como o cigarro (Rivera-Hidalgo, 1986; Scabbia 2001; Javed et 

al.,  2012),  o diabetes  mellitus  (Caton et  al.,  2000; Almeida et  al.,  2008b; Lalla  and 

Papapanou,  2011),  e  imunossupressão  (Garcia  et  al.,  2010)  prejudicam  o  reparo 

periodontal  frente  à  RAR,  o  que  leva  a  necessidade  de  terapias  coadjuvantes  ao 

tratamento de RAR. A prevenção da perda óssea associada com a DP pela modulação 

da resposta do hospedeiro, pode ser um tratamento coadjuvante eficiente associado a 

RAR (Tani-Ishii et al., 2003). Assim, a utilização de drogas antirreabsortivas podem ser 
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uma  alternativa  eficaz  como  terapia  coadjuvante  para  o  tratamento  da  doença 

periodontal. 

Os bifosfonatos (BPs) são uma classe de fármacos análogos dos pirofosfatos com alta 

afinidade  a  hidroxiapatita  (Bradaschia-Correa  et  al.,  2007),  que  atuam  sobre  o 

metabolismo  ósseo  e  são  normalmente  utilizados  na  prevenção  e  tratamento  da 

osteopenia  e  condições  osteoporóticas  tais  como  a  osteoporose,  doença  de  Paget  e 

hipercalcemia relacionada a malignidade (Russell et al., 2007). O alendronato de sódio 

(AS), à semelhança de outros BPs nitrogenados, tais como,  pamidronato, neridronato, 

olpadronato, ibandronato, risedronato e zoledronato ligam-se  fortemente aos cristais de 

apatita, especialmente na superfície de remodelação (Russell et al., 2008).  Esses BPs 

alteram o metabolismo ósseo atuando pela inibição da via do mevalonato, através de sua 

interação e consequente inativação da enzima farnesil difosfato sintase (Dunford et al, 

2001).  A interrupção  desta  via  ao  nível  da  referida  enzima  impede  a  formação  de 

farnesil difosfato e geranilgeranil difosfato, os quais são essenciais para prenilação de 

proteínas, dentre as quais estão Ras, Rho e Rac (Luckman et al, 1998), que atualmente 

são tidas como os alvos do efeito dessa classe de BPs. Tais proteínas estão relacionadas 

com a inibição  da osteoclastogênese  (Abe et  al,  2012),  com a  indução de  apoptose 

prematura  em  osteoclastos  ativos  e  com  significativas  alterações  na  dinâmica  do 

citoesqueleto destas células, impossibilitando a interação da célula com a matriz óssea e 

a formação do microambiente propício para o início da atividade reabsortiva (Rogers et 

al, 2011;  Ebetino et al, 2011; Coxon et al, 2003; Ory et al, 2008).

O  AS  é  utilizado  como  droga  farmacológica  antirreabsortiva  que  tem  se  mostrado 

benéfica  em reduzir  a  reabsorção  óssea  em mulheres  osteopênicas,  no  aumento  da 

densidade óssea e na diminuição da incidência de fratura (Bone et al., 1997). Estudos 

têm demonstrado que o AS pode diminuir  significantemente a reabsorção óssea sem 

interferir com a mineralização e qualidade óssea (Yaffe et al., 1999, Tenenbaum et al., 

2002), além das suas propriedades antimicrobianas (Hsu et al., 1995; Montalvetti et al., 

2001; Menezes et al., 2005).

Na odontologia existem estudos relacionando o uso do AS com a redução da reabsorção 

óssea após extração dental (Graziani et al, 2008) ou cirurgia periodontal (Binderman ET 

AL,  2000).  Semelhante  aos  achados  de  Iizuka  et  al  (1992),  Kim  et  al  (2011) 

encontraram  projeções  ósseas  três  dias  após  extração  de  dentes  inferiores,  com  a 
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utilização  de  AS  sistêmico  (administração  subcutânea)  em  ratos.  Além  disso,  para 

abordagens cirúrgicas em odontologia onde materiais de enxerto ósseo e/ou implantes 

dentais são necessários, o uso dos BPs podem atingir uma nova dimensão para a terapia 

periodontal  (Veena  e  Prasad,  2012).  Segundo  Anuj  Sharma  e  Pradeep  (2012)  a 

aplicação tópica ou sistêmica foi altamente eficaz na redução da reabsorção do osso 

alveolar.  Porém,  houve  uma  relação  entre  o  uso  sistêmico  do  AS  e  ocorrência  de 

osteonecrose  dos  maxilares,  deixando  claro  que  existe  uma  limitação  em  sua 

administração sistêmica para o tratamento da doença periodontal. 

Estudos que avaliaram os efeitos  dos BPs na DP, administrados de forma sistêmica 

(Brunsvold et al., 1992; Cetinkaya et al, 2008; Wang et al., 2011; Bargman et a., 2012 

Weinreb et al., 1994; Menezes et al., 2005; Alencar et al., 2002; Tani-Ishii et al., 2003; 

Reddy et al., 1995; Lane et al., 2005; Rocha et al., 2001), demonstraram que os BPs são 

efetivos  na prevenção da perda óssea alveolar  na DP experimental.  Adicionalmente, 

outros estudos avaliaram o uso dos BPs administrado de forma tópica, com a finalidade 

de inibir a perda óssea alveolar tanto no tratamento da DP (Goya 2006; Rocha et al., 

2001; Lane et al., 2005; Veena & Prasad 2010 Sharma & Pradeep 2012a,b) como após 

elevação de retalhos (Yaffe et al 1995, e 1997, Binderman et al 2000; Kayanak et al.  

2000). Assim, estudos recentes (Shibata et al., 2004; Goya et al., 2006; Sharma et al.,  

2012 a,b; Pradeep et al.,  2012) relatam que a utilização local pode ter mais sucesso 

terapêutico,  controle  da concentração da droga,  regular  ou inibir  a  reabsorção óssea 

alveolar e evitar os efeitos indesejáveis do uso sistêmico dos BPs.

Além disso, a dose administrada tem sido frequentemente relatada como um fator muito 

importante e que afeta a eficácia dos BPs em relação a inibição da perda óssea alveolar 

(Cetinkaya et al 2008). Estudo experimental ao comparar diferentes concentrações de 

BPs na DP mostrou que uma baixa concentração de AS inibiu a perda óssea em DP 

induzida, o que não ocorreu quando comparado a uma alta concentração (Weinreb et 

al.1994). 

Diante do exposto e necessidade de estudos experimentais que afiram o uso tópico dos 

BPs no tratamento da DP, constitui propósito do presente estudo avaliar do ponto de 

vista histomorfométrico, o uso tópico do AS como terapia coadjuvante ao tratamento 

mecânico de raspagem e alisamento radicular da doença periodontal experimental em 

ratos.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Animais 

Foram  utilizados  no  presente  estudo  90  ratos  machos  (Rattus  norvegicus,  albinus, 

Wistar),  pesando aproximadamente  250 a  300g,  provenientes  do  biotério  central  da 

Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, 

UNESP – Araçatuba. Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas com ração e água 

ad libitum. Antes dos procedimentos cirúrgicos, todos os animais foram mantidos em 

ambiente com temperatura estável  (22 ± 2°C),  por um período de 5 dias.  Todos os 

protocolos  descritos  foram aprovados  pela  Comissão  de  Ética  no  Uso  de  Animais 

(CEUA) da FOA–UNESP, (protocolo no 01299/2012). A pesquisa foi realizada seguindo 

as normas do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e a legislação em vigor 

(Anexo B).

2.2 Sedação e Anestesia 

Inicialmente  os  animais  foram  pesados  para  proporcionar  corretamente  a  dose  do 

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

associação  de  70  mg/kg  de  Cloridrato  de  quetamina*  e  6  mg/kg  de  Cloridrato  de 

xilazina** (Anexo C), aplicados intramuscular no  bíceps femoris  da pata direita. Nos 

casos  em  que  não  se  obteve  o  necessário  efeito  do  anestésico,  a  anestesia  foi 

suplementada com a metade da dose inicial aplicada. 

* Vetaset – Fort Dodge Iowa – USA. 

** Coopazine – Coopers São Paulo – Brasil. 

*** Sigma, St. Louis, MO, USA. 

2.3 Indução da Doença Periodontal 

2.3.1 Indução da Periodontite Experimental 

Após  anestesia  geral,  todos  os  animais  foram  posicionados  em  mesa  operatória 

apropriada,  a  qual  permitiu  a  manutenção da abertura  bucal  dos ratos,  facilitando o 

22



acesso aos dentes da região posterior da mandíbula.  Com o auxílio de uma sonda e 

pinça modificada, foi adaptado um fio de algodão número 24****(Anexo D) ao redor 

dos  primeiros  molares  inferiores,  distribuído  randomicamente  entre  o  lado  direito  e 

esquerdo,  ao  nível  do  sulco  gengival,  e  mantidos  por  meio  de  nós  cirúrgicos.  Esta 

ligadura  atuou  como  irritante  gengival  favorecendo  o  acúmulo  de  placa  bacteriana 

(Johnnson, 1975). 

**** Corrente Algodão no 24; Coats Corrente, SP, Brasil. 

2.4 Grupos Experimentais 

Decorridos  7  dias  da  colocação  da  ligadura  esta  foi  removida  e  os  ratos  foram 

aleatoriamente distribuídos em 3 grupos experimentais: 

Grupo ST (n=30): Animais portadores de DP induzida e sem tratamento mecânico local.

Grupo RAR (n=30): Animais portadores de DP induzida e tratados com RAR, seguida 

pela irrigação com soro fisiológico. 

Grupo RAR + AS (n=30): Animais portadores de DP induzida e tratados com RAR, 

seguida pela irrigação com alendronato de sódio (10-5 Molar). 

2.5 Procedimento de Raspagem 

O tratamento local com RAR foi realizado com curetas manuais mini – five 1-2 (Hu-

Friedy Co. Inc., Chicago, IL, EUA), através de 10 movimentos de tração disto-mesial 

nas faces vestibular e lingual.  As áreas interproximais e de furca foram raspadas com as 

mesmas curetas através de movimentos de tração cérvico-oclusais  (de Almeida et al. 

2008) (Anexo D). Os procedimentos de RAR foram realizados por um mesmo operador 

experiente, treinado e cego aos grupos experimentais. Os animais do Grupo RAR, após 

a RAR, foram irrigados com 1ml de soro fisiológico e os animais do Grupo RAR + AS, 

após a mesma, foram irrigados com 1ml de alendronato de sódio na concentração de 10-

5 Molar. As soluções (Soro e Alendronato de Sódio) foram irrigadas no interior da bolsa 

periodontal,  de  forma  lenta,  utilizando  uma  seringa  de  insulina  e  agulha  sem bisel 

(Anexo D). 
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2.6 Períodos Experimentais 

Aos 7, 15 e 30 dias após o tratamento preconizado, 10 ratos de cada grupo experimental 

foram eutanasiados por meio de superdosagem anestésica (Thiopental 50mg/kg). Logo 

após a eutanásia, a mandíbula de cada animal foi removida, separada em duas partes, 

para fixação em formol tamponado a 10% por um período mínimo de 48 horas. 

2.7 Processamento Histológico

Após fixação das peças por um período mínimo de 48 horas, estas foram lavadas em 

água corrente por 12 horas e, colocadas para descalcificação em solução de 10% EDTA 

por um período de aproximadamente 8 semanas, com trocas semanais. Estando as peças 

suficientemente  descalcificadas,  estas  foram  reduzidas,  lavadas  e  desidratadas  em 

álcool, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina, com a face vestibular paralela ao 

plano de corte. Os cortes foram realizados no sentido mésio-distal, com o cuidado de 

sempre estarem no longo eixo do dente.  Os cortes seriados com 4 μm de espessura 

foram corados pela técnica da hematoxilina e eosina (H&E).

2.8 Calibração do Examinador

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

vezes a porcentagem de tecido ósseo na região de furca (POF). As medidas obtidas 

foram estatisticamente analisadas para verificar o grau de concordância com nível de 

significância  de  5%  e  adicionalmente  o  coeficiente  de  correlação  de  Pearson  foi 

calculado entre ambas as medidas.

2.9 Análise Histológica 

Os cortes corados pela técnica de H&E foram analisados para verificar as características 

histológicas do cemento, ligamento periodontal e osso alveolar dos primeiros molares 

inferiores.
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2.10 Análise Histométrica

Para a determinação da POF foi utilizado um sistema de análise de imagem (Axiovision 

4.8.2, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 07740 Jena, Germany). Foi mensurada a área 

total da furca (AF) e em seguida a área ocupada por tecido ósseo (AO), ambas em mm 2. 

Posteriomente foi calculada a POF. A AF foi demarcada apicalmente por uma linha reta 

traçada a partir do ápice da raiz mesial em direção ao ápice da raiz distal. A partir desta 

linha seguiu-se todo o contorno da superfície externa do cemento situado entre as raízes. 

A AO teve o mesmo limite apical da AF e partir deste seguiu-se todo o contorno da 

superfície externa do tecido ósseo entre as raízes. A POF foi calculada multiplicando-se 

AO por 100 e dividindo-se por AF (POF = (AO x 100) / AF) (Anexo E). A POF de cada 

espécime foi mensurada três vezes pelo mesmo examinador, em dias diferentes, com o 

propósito de reduzir a variação nos dados (Anexo E). 

2.11 Análise Estatística dos Resultados

A análise estatística dos dados coletados foram testados pelo programa BioEstat  5.0 

(Bioestat  5.0,  Sociedade  Civil  de  Mamirauá,  Belém,  PA,  Brasil).  A  análise  da 

normalidade dos dados foi realizada pelo teste de Shapiro Wilk (p<0,05). 

A hipótese de não haver diferença estatisticamente significante (p<0,05) na POF entre 

os diferentes grupos e períodos foi testada. A análise intragrupo e intergrupo para POF 

foi  realizada  pela  análise  de  variância  a  dois  critérios  ANOVA. Quando o  ANOVA 

detectou  diferença  estatística,  as  comparações  múltiplas  foram  realizadas  e 

complementadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3. Resultados

3.1. Análise Histológica

No  grupo  ST  aos  7  dias,  um  intenso  infiltrado  inflamatório  composto  por 

polimorfonucleares neutrófilos estava presente em todo o tecido conjuntivo da região de 

furca (Figura 1A, D). Todos os espécimes deste grupo apresentavam espículas de osso 

necrosado  envoltas  por  células  inflamatórias  nesta  região.  O  septo  interradicular 

mostrou-se  com  um  contorno  bastante  irregular  e  com  trabéculas  ósseas  bastante 

delgadas  (Figura  1G),  em  cuja  superfície  se  observava  grande  quantidade  de 

osteoclastos.  Aos  15  e  30  dias  a  inflamação  ainda  era  intensa,  no  entanto, 

comparativamente, houve uma redução no volume ocupado pelo infiltrado inflamatório 

composto  por  neutrófilos  e  linfócitos  (Figura  2A,  D).  O  tecido  conjuntivo  nas 

imediações do septo interradicular mostrou-se menos inflamado (Figura 2D). O septo 

interradicular  apresentou-se  com  trabéculas  ósseas  delgadas,  de  contorno  externo 

bastante  irregular  e  com  osteoclastos  ativos  (Figura  2G).  O  cemento  apresentou 

inúmeras áreas de reabsorção, especialmente aos 30 dias, as quais não mostraram sinais 

de reparação.

No  grupo  RAR,  aos  7  dias  pós-tratamento,  uma  grande  quantidade  de  células 

inflamatórias, especialmente neutrófilos, ocupava o tecido conjuntivo na região da furca 

(Figura 1B, E). Nas imediações do septo interradicular foi observada uma margem de 

tecido  conjuntivo  bem  menos  inflamado,  composto  por  uma  grande  quantidade  de 

fibroblastos e vasos sanguíneos, entremeados em uma delicada rede de fibras colágenas 

(Figura  1E).  O  tecido  ósseo  do  septo  interradicular  mostrava-se  constituído  por 

trabéculas  ósseas  de  contorno  externo  irregular,  em  função  da  presença  de  muitas 

lacunas  de  reabsorção  e  osteoclastos  ativos  (Figura  1H).  Poucos  espécimes 

apresentaram espículas de osso necrosado. Aos 15 dias pós-tratamento as características 

histopatológicas mantiveram-se similares às descritas anteriormente, no entanto, houve 

uma  redução  do  volume  ocupado  pelo  infiltrado  inflamatório.  Aos  30  dias  pós-

tratamento, o infiltrado inflamatório apresentou uma redução ainda maior no volume 

ocupado por células inflamatórias (Figura 2B, E) que neste período, além de neutrófilos, 

era composto por grande quantidade de linfócitos e macrófagos. Uma ampla faixa de 

tecido conjuntivo desprovido de células inflamatórias estava situado nas adjacências do 
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osso  do  septo  interradicular.  Este  tecido  exibia  uma  quantidade  moderada  de 

fibroblastos e fibras colágenas  (Figura 2E). O tecido ósseo mostrava-se composto por 

trabéculas ósseas mais espessas e com contorno superficial mais regular (Figura 2H). O 

cemento apresentou áreas de reabsorção cuja maioria mostrava-se ativa aos 7 dias pós-

tratamento e inativa aos 30 dias pós-tratamento, inclusive exibindo sinais de reparação 

neste período.

No grupo RAR + AS, aos 7 dias pós-tratamento, o infiltrado inflamatório na região de 

furca  mostrou-se  bastante  discreto  (Figura  1C,  F),  composto  por  poucos 

polimorfonucleares  neutrófilos,  que  estavam  sustentados  em  um  tecido  conjuntivo 

fibroso  bem  organizado  (Figura  1F).  Nenhum  espécime  deste  grupo  apresentou 

espículas de osso necrosado na região de furca. O septo interradicular mostrou-se com 

um contorno regular e raros foram os osteoclastos observados neste local  (Figura 1I). 

Aos 15 e 30 dias  pós-tratamento,  as características  histológicas  mostraram-se muito 

similares.  O  tecido  conjuntivo  mostrou-se  isento  de  inflamação  na  maioria  dos 

espécimes  (Figura  2C,  F),  com  um  reestabelecimento  completo  da  estrutura  do 

ligamento  periodontal,  com  riqueza  de  fibroblastos,  vasos  sanguíneos  e  fibras 

colágenas, incluindo aquelas que se inseriam no cemento e no osso alveolar (Figura 2F). 

Aqueles  em que  a  inflamação  persistia,  esta  se  mostrou  muito  discreta  e  restrita  a 

pequenos focos isolados de neutrófilos e linfócitos. O septo interradicular apresentou-se 

com  contorno  externo  bastante  regular  e  raros  eram  osteoclastos  observados.  Suas 

trabéculas ósseas se mostravam espessas, repletas de osteócitos vitais, e recobertas por 

osteoblastos  ou  células  de  revestimento  ósseo  (Figura  2I).  Áreas  de  reabsorção 

cementária ativa foram observadas na maioria dos espécimes aos 7 dias pós-tratamento. 

Aos 30 dias pós-tratamento a quase totalidade destas áreas de reabsorção de cemento 

estavam inativas e sofrendo processo de reparação.

3.2. Análise Histométrica

O poder do estudo foi calculado e demonstrou 80% de confiabilidade dos dados obtidos. 

Os  dados  histométricos  estão  demonstrados  na  Figura  3.  Na  análise  intergrupo  os 

animais do Grupo ST (23,55  + 8,38, aos 7 dias; 38,04  + 7,51, aos 15 dias; 36,73  + 

10,15,  aos  30  dias)  apresentaram  em  todos  os  períodos  experimentais  menor  POF 
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(p<0,05) quando comparado com os animais dos Grupos RAR (52,55 + 5,09, aos 7 dias; 

56,72 + 7,12, aos 15 dias; 53,35 + 1,05, aos 30 dias) e RAR + AS (62,94 + 8,11, aos 7 

dias; 67,94 + 4,82, aos 15 dias; 71,75 + 5,38, aos 30 dias). Os animais do Grupo RAR + 

AS apresentaram maior POF (p<0,05) aos 7, 15 e 30 dias quando comparado com os 

animais do Grupo RAR nos respectivos períodos. Na análise intragrupo os animais do 

Grupo ST aos 7 dias, demonstraram menor POF (p<0,05) quando comparados com o 

período de 15 dias. Nos animais do Grupo RAR + AS foi observado uma maior POF no 

decorrer  dos  períodos  com  diferença  significativa  (p<0,05)  quando  se  comparou  o 

período de 7 dias com o período de 30 dias. 
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4. Discussão 

A utilização de modelos animais em estudos na evolução, prevenção e tratamento da 

doença periodontal tem tido um aumento substancial nos últimos anos. O modelo de 

periodontite  experimental  em  ratos  utilizado  no  presente  estudo  tem  sido 

extensivamente utilizado, sendo um modelo de alta reprodutibilidade para avaliação da 

evolução e tratamento da doença periodontal (Bezerra et al., 2000, Almeida et al., 2007, 

2008, Dalcico et al., 2013; Garcia et al., 2013). Estudos em periodontite experimental 

têm demostrado aumento na de células inflamatórias (Almeida et al., 2007), dos níveis 

das  interleucinas  IL-1β/IL-1ra,  IL-6/IL-10  (Meulman  et  al.,  2011)  e  alterações  no 

sistema  RANK/RANKL/OPG  (Garcia  et  al.,  2011,  Garcia  et  al.,  2013)  quando 

comparado com áreas sem periodontite experimental.

No presente estudo foi observado que a ausência do tratamento mecânico (RAR) da PE 

promoveu intensa reabsorção do osso alveolar e inflamação periodontal na região de 

furca,  como  demonstrado  pela  análise  histomorfométrica  em  todos  os  períodos 

experimentais, em decorrência da manutenção dos agentes etiológicos primários da DP. 

A  doença  periodontal  é  caracterizada pela  migração  epitelial,  destruição  do  tecido 

conjuntivo e osso alveolar (Cochran 2008) e o seu tratamento é baseado na redução do 

número de bactérias presentes em áreas subgengivais, assim, a ausência do tratamento 

mecânico contribuiu com a progressão e evolução da PE no presente estudo.

Foi demonstrado que o uso da terapia mecânica resulta em maior POF (p<0,05) nos 

animais do grupo RAR como demonstrado pelos dados histométricos. Observou-se pela 

análise histológica neste grupo uma ampla faixa de tecido conjuntivo interposto entre o 

teto da furca e as adjacências do tecido ósseo, diminuição da inflamação periodontal no 

decorrer dos períodos com presença de neutrófilos, linfócitos e macrófagos na área. 

O uso de terapias coadjuvantes ao tratamento periodontal tem por objetivo reduzir ou 

eliminar os microorganismos que contribuem com a iniciação ou progressão da doença 

periodontal. Agentes farmacológicos de uso sistêmico (Loesche et al., 1992; Lopez et 

al., 2000), bem como de uso tópico (Jeffcoat et al., 1998; Fernandes et al., 2010) são 
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utilizados com esta finalidade. Estudos recentes (Han et al, 2007; Lekic et al, 1997) têm 

abordado  a  utilização  de  substâncias  que  interferem  na  atividade  dos  osteoclastos, 

devido estas  células  serem conhecidas  como as  causadoras  das  destruições  do  osso 

alveolar  durante  a  doença  periodontal  (Lekic  et  al.,  1997).  Neste  contexto,  os 

bifosfonatos  são drogas  que  inibem a  ação dos  osteoclastos,  sendo considerado um 

potente agente no controle da reabsorção óssea (Tanenbaum et a., 2002; Tani-Ishii et al., 

2003). Estas drogas são utilizadas no tratamento de doenças metabólicas caracterizadas 

pela perda de tecido mineral (Tanenbaum et al., 2002; Fleisch 1987; McClung 1996; 

Van Beek et al., 1997).

O objetivo deste estudo foi avaliar  o efeito local da irrigação com AS como terapia 

coadjuvante ao tratamento mecânico da PE. Os dados obtidos demonstraram que o uso 

do AS como terapia coadjuvante foram efetivos no tratamento da DP. 

Muitos  estudos  têm  sido  realizados  para  avaliar  o  efeito  do  uso  sistêmico  dos 

bifosfonatos no osso alveolar afetado pela doença periodontal (Weinreb et al.,  1994; 

Reddy et al.,  1995; Rocha et al.,  2001; Alencar et al.,  2002; Tani-Ishii  et al.,  2003; 

Menezes  et  al.,  2005;  Lane  et  al.,  2005;  Goes  et  al.,  2012).   Weinreb  et  al,  1994, 

avaliaram a eficácia da administração sistêmica do alendronato de sódio em reduzir a 

perda  óssea  alveolar  em  macacos  com  PE.  Foi  demonstrado  que  altas  doses  de 

alendronato não foram efetivas no controle da perda óssea alveolar.   Outros estudos 

(Tani-Ishii, et al., 2003; Menezes et al., 2005; Centinkaya et al., 2008; Goes et al., 2012) 

demonstraram que a aplicação subcutânea de AS em ratos portadores de PE foi efetiva 

na prevenção da resposta inflamatória e perda de osso alveolar.  Cetinkaya et al.,  2008 

demonstraram que a administração sistêmica de resindronato em ratos na concentração 

de 0.5 mg/Kg/semana por 3 semanas,  promoveu uma significante  inibição  da perda 

óssea alveolar enquanto altas doses 5 mg/Kg/semana por  8 semanas não foram efetivas.

Por  outro lado,  pouco são os  estudos (Mitsuta  et  al.,  2002;  Goya  et  al.,  2006)  que 

avaliam o efeito da administração local dos bifosfonatos na preservação da perda óssea. 

Goya et al., (2006) realizaram uma avaliação histomorfométrica da administração tópica 

de olpadronato (4 aplicações de 150mM) no tratamento da PE em ratos. Em contraste, 

ao presente estudo, os autores compararam o olpadronato tópico com o grupo controle 
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(NaCl 0,9%), mas em ambos os grupos não houve o tratamento mecânico (RAR) da PE. 

No presente estudo, as bolsas periodontais foram irrigadas com 1 ml de AS (10-5M) 

após  a  RAR.  Os  resultados  histomorfométricos  demonstram  uma  significativa 

preservação  e  ganho  de  tecido  ósseo  na  área  de  furca,  com  discreto  processo 

inflamatório aos 7 dias e ausência aos 15 e 30 dias após tratamentos  com áreas de 

cemento reabsorvidas sofrendo processo de reparo.  Quando comparados ao grupo RAR 

em todos os períodos, observou-se no grupo RAR + AS maior POF, menor inflamação e 

maior organização tecidual.

Os resultados  deste  estudo experimental  estão  de acordo com estudos  em humanos 

(Rocha  et  al.,  2001;  Lane  et  al.,  2005;  Veena  & Prasad  2010  Sharma  &  Pradeep 

2012a,b)  nos  quais  demonstram  que  a  aplicação  tópica  de  AS  combinada  com  o 

tratamento convencional da DP foi significativamente efetivo na prevenção da perda 

óssea alveolar e na melhora dos parâmetros clínicos e radiográficos, quando comparado 

com o grupo controle (Veena & Prasad 2010).

Estudos (Yaffe et al., 1997; Yaffe et al.; 2000; Binderman et al., 2000; Kaynak et al., 

2000)  com  diferentes  metodologias,  evidenciaram  que  a  aplicação  tópica  do  AS 

demonstrou redução na perda óssea após cirurgia com elevação de retalho de espessura 

total (mucoperiostal). Os resultados do presente estudo, são similares aos encontrados 

por  estes  estudos,  os  quais  demonstraram que os  tecidos  periodontais  apresentavam 

características de normalidade, e sem sinais de inflamação periodontal. 

O principal mecanismo de ação do AS é a inibição da função dos osteoclastos (Nakaya 

et al., 2000; Tenenbaum et al., 2002). Tem sido demonstrado também que o AS causa 

diminuição dos níveis de cálcio intracelular em células da linhagem clástica (Colucci et 

al.,  1998).  Estes  achados  são  de  grande  interesse  e  podem  sugerir  a  presença  de 

receptores  para  os  bifosfonatos  nos  osteoclastos  (Tenenbaum  et  al.,  2002).  Outra 

possível ação é que os bifosfonatos não nitrogenados causam apoptose dos osteoclastos 

via caspase (Benford et al., 2001).    

De acordo com a literatura, os resultados deste estudo também podem estar relacionados 

com a atividade antimicrobiana do AS (Hsu et al., 1995; Kruszewska et al., 2002), e 

propriedades antiinflamatórias (Matsuo et al., 2003; Monkkonen et al., 1998; Giuliani et 
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al.,  1998).  A  ausência  de  perda  óssea  neste  estudo  pode  ser  justificada  pela  alta 

afinidade do bifosfonato pelo tecido ósseo e inibição da reabsorção óssea promovida 

pelos osteoclastos (Nakaya et al., 2000; Tenenbaum et al., 2002). Eles também agem 

diretamente  sobre  as  enzimas  do  hospedeiro,  como  as  metaloproteinases  da  matriz, 

liberadas pelos osteoclastos e outras células no periodonto (Nakaya et al., 2000). Outra 

possível  explicação  de  nossos  resultados  pode  ser  pelo  recrutamento  de  células 

indiferenciadas do ligamento periodontal como os osteoblastos e cementoblastos (Lekic 

et al., 1997).

Desta forma, os resultados do presente estudo reforçam o interesse do uso clínico do AS 

como nova possibilidade de tratamento coadjuvante ao tratamento da DP. O interesse e 

a  necessidade  de  novas  possibilidades  de  terapias  coadjuvantes  são  importantes  em 

áreas de difícil acesso como áreas de furca, depressões, concavidades e reentrâncias que 

comprometem o sucesso da terapia periodontal, além de podermos adotar terapias que 

possam modular a resposta celular do hospedeiro e substâncias anti-reabsorbitivas.  

Por outro lado, o uso sistêmico de AS tem sido apresentado em muitos estudos (Bonnet 

et  al,  2013;  Khullar  et  al,  2012),  principalmente  sobre  os  efeitos  adversos,  como 

esofagites,  ulceras gástricas e osteonecrose dos maxilares.  Estes efeitos adversos são 

mais  comuns  em pacientes  que recebem altas  doses  por  longos períodos (Lo et  al., 

2010). No entanto, o uso de baixas doses não tem apresentado esta relação (Lo et al., 

2010), principalmente quando utilizado de forma tópica.

Em  muitos  estudos,  os  bifosfonatos  foram  avaliados  com  relação  aos  seus  efeitos 

inibitórios  na  reabsorção  óssea.  No  entanto,  as  suas  propriedades  nas  terapias 

regenerativas não foram avaliadas, sendo esta uma nova possibilidade de uso, visando 

formação de novo osso, ligamento periodontal e cemento. Desta forma, novas opções 

terapêuticas coadjuvantes podem ser consideradas para o tratamento da DP.  Assim, 

dentro dos limites do presente estudo, pode-se concluir que a aplicação tópica do AS 

otimizou os resultados  no tratamento da PE com formação de novo osso alveolar  e 

cemento. Entretanto, novos estudos devem ser conduzidos para elucidar não somente a 

ação  do  AS,  mas  também  de  diferentes  concentrações  da  aplicação  tópica  e 

especialmente sua interação com os tecidos periodontais em humanos.
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5. Conclusão 

Dentro  dos  limites  do presente  estudo,  podemos  concluir  que  o  AS utilizado  como 

terapia  coadjuvante ao tratamento  mecânico  (RAR) da DP promoveu melhor  reparo 

periodontal.
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Anexo A – Normas para Publicação segundo o Periódico – 
Journal of Periodontology. 
(http://www.joponline.org/userimages/ContentEditor/1124388816475/Instructions_to_Authors.pdf )
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Anexo B - Certificado da Comissão de Ética no Uso de 
Animais (CEUA)
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Anexo C - Figura representativa dos frascos de anestésicos 
utilizados na fase experimental da pesquisa.
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 Frascos de Xilazina (6mg/Kg) e Quetamina (70 mg/Kg).



Anexo D - Figura representativa da indução da PE, do 
procedimento de RAR e irrigação com AS.
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Fio mantido em posição sub-
gengival.

Procedimento de RAR com cureta 
manual “mini-five” 1-2.

Fio de algodão (n° 24).

Alendronato de Sódio na concentração 
de 10-5M. 

Irrigação do sulco gengival com AS 10-5 M.



Anexo E - Figura representativa da metodologia adotada 
para análise histométrica.
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