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Ferreira, LF. Plasma rico em plaquetas: uma terapia preventiva para a osteonecrose dos 

maxilares associada à terapia com bisfosfonatos. Trabalho de conclusão de curso – 

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

Araçatuba, 2018. 
Resumo 

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da aplicação local do plasma rico em 

plaquetas (PRP) autólogo no sítio de extração dental de ratas que apresentam os principais 

fatores de risco para a osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa 

(MRONJ). Durante sete semanas ratas senis foram submetidas a tratamento sistêmino com 

veículo (VEH e VEH-PRP) ou 100 μg/Kg de zoledronato (ZOL e ZOL-PRP) com um 

intervalo de dois dias entre as aplicações. Após três semanas coletou-se 1,5mL de sangue, via 

punção cardíaca, e realizou-se a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Em VEH-

PRP e ZOL-PRP o sangue foi destinado ao preparo do PRP, o qual foi aplicado no sítio de 

extração dental. A eutanásia foi realizada aos 28 dias pós-operatórios. Nas amostras do sítio 

de extração dental e adjacências foi efetuadas análise imunoistoquímica para detecção de fator 

de necrose tumoral alfa (TNFα), interleucina 1 beta (IL-1β), antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), proteína morfogenética 

óssea 2/4 (BMP-2/4), osteocalcina (OCN) e fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP). 

Em ZOL constatou-se menor imunomarcação para PCNA, VEGF, BMP2/4, OCN e TRAP. A 

imunomarcação para TNFα e IL-1β em ZOL foi maior que nos demais grupos. Em VEH e 

ZOL-PRP houve similaridade na marcação para VEGF, BMP2/4 e OCN. A aplicação local de 

PRP autólogo se mostrou uma terapia preventiva viável, segura e efetiva para restabelecer a 

capacidade das células envolvidas no processo de reparação tecidual do sítio de extração 

dental e evitar a MRONJ durante tratamento com dose oncológica de zoledronato. 

 

 

 

 

PALAVRAS CHAVES: Osteonecrose dos Maxilares Associada a Terapia Medicamentosa, 

plasma rico em plaquetas, prevenção, alvéolo dental, cicatrização da ferida. 



 

Ferreira, LF. Platet Rich Plasma: a preventive therapy to the medication-related 

osteonecrosis of the jaw. Trabalho de conclusão de curso – Faculdade de Odontologia, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Araçatuba, 2018. 

 

Abstract 

This study evaluated the effects of local application of autologous platelet-rich plasma (PRP) 

on the tooth extraction site of rats presenting the main risk factors for medication-related 

osteonecrosis of the jaw (MRONJ). For seven weeks, senile rats were submitted to systemic 

treatment with vehicle (VEH and VEH-PRP) or 100 μg/Kg of zoledronate (ZOL and ZOL-

PRP) every two days. After three weeks were collected 1,5 ml of blood via cardiac puncture, 

and the first lower left molar was extracted. The blood was used for the PRP preparation, and 

in the VEH-PRP and ZOL-PRP it was applied at the tooth extraction site and adjacencies. 

Euthanasia was performed at 28 days postoperative. Immunohistochemical analyses were 

carried out in histological sections from the tooth extraction site to indentify the 

immunolabeling pattern for tumor necrosis factor alpha (TNFα), interleukin 1 beta (IL-1β), 

proliferating cell nuclear antigen (PCNA), vascular endothelial growth factor (VEGF), bone 

morphogenetic protein 2/4 (BMP2/4), osteocalcin (OCN) and tartrate-resistant acid 

phosphatase (TRAP). ZOL showed a higher immunolabeling for TNFα and IL-1β. In 

addition, ZOL presented lower immunolabeling for PCNA, VEGF, BMP2/4, OCN and 

TRAP. VEH and ZOL-PRP showed similarities in the imunolabeling for VEGF, BMP2/4 and 

OCN. Local application of autologous PRP showed a viable preventive therapy, which is safe 

and effective to restore tissue repair capacity of the tooth extraction site and prevent MRONJ 

during treatment with zoledronate.  

 

 

 

 

KEYWORDS: Bisphosphonate-Associated Osteonecrosis of the Jaw, platelet rich plasma, 

prevention, tooth socket, wound healing. 
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Figura 2 - Padrão de imunomarcação para TNFα e IL-1β no alvéolo dental. 

A – B: Gráfico apresentando a imunomarcação para TNFα (A) e 

IL-1β (B) no tecido do alvéolo dental nos diferentes grupos 

experimentais 28 dias após extração dentária. C – J: 

Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para 

TNFα (C, E, G, I) e IL-1β (D, F, H, J) no grupo VEH (C, D), 

VEH-PRP (E, F), ZOL (G,H), e ZOL-PRP (I,J). Símbolos: †, 

diferença estatísticamente significativa em relação a VEH; ‡,  

diferença estatísticamente significativa em relação a VEH-PRP; 

¶, diferença estatísticamente significativa em relação a ZOL. 

Amplificação do original: 1000x. Barra de escala: 25 µm.  
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Figura 3 - Padrão de imunomarcação para PCNA e VEGF no alvéolo 

dental. A – B: Gráfico apresentando a imunomarcação para 

PCNA (A) e VEGF (B) no tecido do alvéolo dental nos 

diferentes grupos experimentais 28 dias após extração dentária. C 

– J: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação 

para PCNA (C, D, G, H) e VEGF (E, F, I, J) no grupo VEH (C, 

E), VEH-PRP (D, F), ZOL (G,I), e ZOL-PRP (H,J). Símbolos: 

setas pretas, células imunomarcadas; †, diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH; ‡,  diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH-PRP; ¶, 
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diferença estatísticamente significativa em relação a ZOL. 

Amplificação do original: 1000x. Barra de escala: 25 µm. 

 

Figura 4 - Padrão de imunomarcação para BMP2/4 e OCN no alvéolo 

dental. A – B: Gráfico apresentando a imunomarcação para 

BMP2/4 (A) e OCN (B) no tecido do alvéolo dental nos 

diferentes grupos experimentais 28 dias após extração dentária. C 

– J: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação 

para BMP2/4 (C, E, G, I) e OCN (D, F, H, J) no grupo VEH (C, 

D), VEH-PRP (E, F), ZOL (G,H), e ZOL-PRP (I,J). Símbolos: 

setas pretas, células imunomarcadas; †, diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH; ‡,  diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH-PRP; ¶, 

diferença estatísticamente significativa em relação a ZOL. 

Amplificação do original: 1000x. Barra de escala: 25 µm. 
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Figura 5 - Padrão de imunomarcação para TRAP no alvéolo dental. A – B: 

Gráfico apresentando a imunomarcação para células TRAP 

positivas (A) e células TRAP positivas acopladas a matriz óssea 

(B) no tecido do alvéolo dental nos diferentes grupos 

experimentais 28 dias após extração dentária. C – F: 

Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para 

TRAP no grupo VEH (C), VEH-PRP (D), ZOL (E), e ZOL-PRP 

(F). Símbolos: setas pretas, células imunomarcadas; †, diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH; ‡,  diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH-PRP; ¶, 

diferença estatísticamente significativa em relação a ZOL. 

Amplificação do original: 1000x. Barra de escala: 25 µm. 
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1. INTRODUÇÃO E OBJETIVO 
 

Os bisfosfonatos (BPs) são drogas antirreabsortivas (Rogers et al., 2011; Cremers & 

Papapoulos, 2011) muito efetivas no tratamento de doenças ósseas líticas tais como 

osteoporose, doença de Paget, osteogênese imperfeita, hiperparatireoidismo primário, 

mieloma múltiplo, assim como, no controle de dor óssea, modulação de hipercalcemia e 

contenção da progressão de metástase óssea em neoplasias malignas osteotrópicas (Macedo et 

al., 2017; Soares et al., 2016; Drake et al., 2008). A osteonecrose dos maxilares associada à 

terapia medicamentosa (MRONJ) é umas das reações adversas ocasionadas pelo uso dos BPs, 

a qual seu tratamento e prevenção constituem um grande desafio na área da odontologia. A 

American Association of Oral and Maxillofacial Surgery (AAOMS) define a MRONJ como 

presença de osso exposto na região maxilofacial, por um período maior que oito semanas, em 

pacientes submetidos à tratamento prévio ou atual com droga antireabsortiva e que não 

possuem história prévia de radioterapia nos maxilares (Ruggiero et al., 2014).  

A incidência da MRONJ é de 1:100.000 – 1:10.000 quando se faz uso oral de BPs em 

dose osteoporótica, todavia, quando se faz uso de BPs administrados por via intravenosa em 

dose oncológica essa incidência é de 1:100 – 1:10 (Khosla et al., 2007). Os BPs associados 

com a maioria dos casos de MRONJ são os nitrogenados administrados por via intravenosa, 

dentre os quais se destaca o mais potente desta classe, o zoledronato. Os pacientes mais 

acometidos por esta condição são do sexo feminino, com idade avançada e que são 

submetidos à terapia adjuvante com BPs para tratamento oncológico, predominantemente de 

mieloma múltiplo, câncer de mama e câncer de próstata. A mandíbula é o osso mais afetado e 

os dois principais fatores de risco locais são extração dentária e presença de doença 

periodontal (McGowan et al., 2017; Otto et al., 2012).   

Marx (2003) foi quem primeiramente descreveu a MRONJ. Atualmente, mesmo 

depois de anos de investigação, sua etiopatogenia ainda não foi totalmente elucidada. Dentre 

os supostos fatores etiopatogênicos destacam-se: a severa inibição da atividade osteoclástica, 

o que impossibilitaria a remodelação óssea, e resultaria no acúmulo de tecido ósseo não vital; 

a ação tóxica sobre as células da mucosa bucal, o que reduziria a capacidade de reparação dos 

tecidos moles, consequentemente ocasionaria o comprometimento do tecido ósseo subjacente; 
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o efeito antiangiogênico, que resultaria tanto na necrose avascular do tecido ósseo quanto no 

comprometimento da reparação tecidual; a maior susceptibilidade à infecção uma vez que 

ocorre aumento na adesão e colonização de bactérias ao tecido ósseo sob terapia com 

bisfosfonato quando o mesmo fica exposto na cavidade bucal (Aghaloo et al., 2015; Badel et 

al., 2013; Migliorati et al.,2011; Allen et al., 2009). 

A limitada compreensão da etiopatogenia restringe sobremaneira a prevenção e o 

tratamento da MRONJ, os quais não obedecem uma conduta padrão. Como prevenção tem 

sido predominantemente empregada a antibioticoterapia (Bermúdez-Bejarano et al., 2017), 

todavia, esta pode se mostrar falha (Ji et al.,2012). O tratamento tem sido efetuado por 

diferentes abordagens clínicas, as quais têm se baseado no estadiamento clínico da doença. A 

terapia tem sido medicamentosa e/ou cirúrgica (El-Rabbany et al., 2017; Hayashida et 

al.,2017; Rollason et al., 2016). A terapia medicamentosa consiste predominantemente no uso 

prolongado de agentes antimicrobianos. A terapia cirúrgica vai da conservadora à agressiva e 

consiste desde curetagem e/ou sequestrotomia até ressecção dos maxilares. O tratamento 

geralmente é longo, afeta a qualidade de vida dos pacientes, pode falhar ou resultar em 

sequelas (El-Rabbany et al., 2017; Hayashida et al.,2017; Rollason et al., 2016). 

As propriedades biológicas apresentadas pelo plasma rico em plaquetas (PRP) 

autólogo o colocam como uma potencial terapia preventiva para MRONJ. O PRP consiste em 

uma elevada concentração de plaquetas contida em um pequeno volume de plasma sanguíneo 

(Marx et al., 2004; Marx et al., 1998;). As plaquetas ativadas, retidas em uma matriz de 

fibrina, são uma fonte de moléculas bioativas capazes de promover ativação, proliferação e 

diferenciação de uma variedade de tipos celulares (Cohn et al., 2015). 

Estudos mostram que o PRP é capaz de acelerar o processo de reparação tanto de 

tecido ósseo (Albanese et al., 2013; Alsousou et al. 2013; Griffin et al., 2009; Plachokova et 

al., 2008), quanto de tecidos moles, como tecido epitelial e conjuntivo (Chicharro-Alcántara 

et al., 2018; Anitua et al., 2012; Nikolidakis & Jansen, 2008; Petrungaro, 2001). Além disso, 

tem sido reportado que a utilização de PRP tem ação anti-inflamatória (El-Sharkawy et al., 

2007) e efeito antimicrobiano (Fabbro et al., 2016). Embora o emprego do debridamento 

cirúrgico em associação com aplicação de PRP autólogo no tratamento de casos graves da 

MRONJ tenha sido bem sucedido (Del Fabbro et al., 2015), sua efetividade como terapia 

preventiva para esta condição ainda foi pouco explorada. Ervolino et al. (2018), em um estudo 

empregando avaliação clínica do sítio de extração dental, avaliação histológica do processo de 
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reparo alveolar e avaliação histométrica da quantidade de tecido ósseo vital e de tecido ósseo 

não vital no sítio cirúrgico, reportou que a aplicação de PRP autólogo no sítio de extração 

dental de ratas senis tratadas com zoledronato melhorou o processo de reparação tecidual e 

consequentemente evitou o desencadeamento da MRONJ. O objetivo do presente estudo foi 

avaliar os efeitos da aplicação local do plasma rico em plaquetas (PRP) autólogo no sítio de 

extração dental de ratas que apresentam os principais fatores de risco para a osteonecrose dos 

maxilares associada a terapia medicamentosa (MRONJ). Tal avaliação consistiu em analisar 

no sítio de extração dental a imunomarcação para o fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e 

interleucina 1 beta (IL-1β), as principais citocinas com atividade pró-inflamatória; antígeno 

nuclear de proliferação celular (PCNA), um marcador de proliferação celular; fator de 

crescimento do endotélio vascular (VEGF) e proteína morfogenética óssea 2/4 (BMP-2/4), os 

principais fatores de crescimento que regulam a angiogênese e a osteoblastogênese/atividade 

osteoblástica, respectivamente; osteocalcina (OCN), um biomarcador de osteoblastos e; 

fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP), um marcador de osteclastos.   
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

2.1.  Animais 
Foram utilizadas vinte e oito ratas fêmeas (Rattus novergicus – Wistar) senis (20 

meses) com peso corporal compreendido entre 350 – 450g. Os animais forão obtidos no 

Biotério Central de Criação da Faculdade de Odontologia de Araçatuba da Universidade 

Estadual Paulista (FOA - UNESP) e posteriomente serão mantidos no Biotério de 

Experimentação da Disciplina de Histologia e Embriologia da FOA-UNESP sob as seguintes 

condições: ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, temperatura ambiente de 22 ± 2 

ºC, sistema de ventilação/exaustão permitindo 20 trocas de ar por hora, umidade relativa do ar 

em torno de 55 ± 5%, acondicionamento em caixas plásticas, onde terão livre acesso ao 

alimento e à água. Serão tomadas todas as medidas cabíveis para se minimizar o número de 

animais utilizados, assim como evitar o seu sofrimento. O protocolo experimental seguiu as 

normas estabelecidas pelo “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” e foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da FOA – UNESP (00581-2013). 

2.2.  Delineamento experimental 

2.3.  Anestesia 
Os procedimentos cirúrgicos (instalação da ligadura, punção cardíaca, exodontia e 

eutanásia) foram executados sob anestesia com cloridrato de cetamina (80 mg/Kg, 

Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg, Rompum®, Bayer, RS, 

Brasil). 

 

2.4.  Grupos experimentais  
As ratas foram distribuídas aleatoriamente nos grupos: VEH, VEH-PRP, ZOL e ZOL-

PRP. Um dia antes do início do tratamento medicamentoso foi instalada um ligadura de 

algodão ao redor do primeiro molar inferior esquerdo. Iniciou-se um protocolo de tratamento 

medicamentoso com sete semanas de duração que consistitu na admistração intraperitoneal de 

veículo (VEH and VEH-PRP) ou zoledronato (ZOL and ZOL-PRP) a cada intervalo de dois 

dias. Após três semanas coletou-se 1,5mL de sangue, via punção cardíaca, e em seguida 

realizou-se a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. O sangue coletado dos grupos 
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VEH-PRP e ZOL-PRP foi destinado ao preparo do PRP. Em VEH e ZOL não foi efetuado 

nenhum tratamento local. Em VEH-PRP e ZOL-PRP foi aplicado PRP autólogo no sítio de 

extração dental. Decorridos 28 dias pós-operatórios foi efetuada a eutanásia (Fig. 1). 

 

2.5.  Periodontite experimental induzida por ligadura  
Foi instalada uma ligadura de algodão (fio de algodão #24; Coats Corrente, SP, Brasil) 

ao redor do primeiro molar inferior esquerdo. A ligadura foi mantida durante três semanas 

com o intuito de induzir periodontite experimental (PE) (Statkievicz et al. 2018), (Fig. 1, B-

C). 

  

2.6.  Plano de tratamento medicamentoso  
O plano de tratamento medicamentoso teve duração de 7 semanas. A administração de 

veículo ou zoledronato (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) ocorreu pela via 

intraperitoneal obedecendo um intervalo de dois dias entre as injeções. O veículo consistiu de 

0,45mL de solução de cloreto de sódio 0,9%. A dose de zoledronato foi de 100μg/Kg, a qual 

foi diluída em 0,45 ml do veículo. O plano de tratamento medicamentoso e a dose de 

zoledronato consistiram em uma adaptação para o rato do protocolo empregado para 

complementação de terapia oncológica de humanos (Statkievicz et al. 2018). 

 

2.7.  Protocolo de preparação PRP  
Foi coletado 1,5 ml de sangue, via punção cardíaca, em seringa contendo 0,15ml de 

citrato de sódio 3.2%. A preparação do PRP foi realizada através de uma adaptação do 

protocolo de Sonnleitner et al. (2000). As amostras foram centrifugadas a 160 G por 20 

minutos a 22ºC para a separação da parte do plasma sanguíneo que contêm as plaquetas. Esta 

foi removida e novamente centrifugada a 400 G por 15 minutos a 22 ºC. O plasma pobre em 

plaquetas foi descartado. Com auxilio de uma micropipeta foram coletados 100μl de PRP. A 

centrifugação foi realizada em centrífuga refrigerada (Hermle Centrífuga Z323K, Hermle 

Labortechnik GmbH, Alemanha) e a manipulação das amostras foi executada em capela de 

fluxo laminar (Cabina de Fluxo Laminar Vertical Veco®, Veco do Brasil Indústria e 

Comércio de Equipamentos Ltda., Brasil).  
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2.8.  Exodontia  
Após a remoção da ligadura, foi executada a anti-sepsia da cavidade bucal, 

sindesmotomia, luxação e extração do primeiro molar inferior esquerdo com a utilização de 

instrumentais odontológicos adaptados (Fig. 1, G). Imediatamente após a exodontia, as bordas 

das feridas cirúrgicas foram suturadas com fio de seda 4-0 (Johnson e Johnson) (esta manobra 

foi realizada para auxiliar o processo de reparo alveolar e para assegurar a contenção do gel 

de PRP ativado no interior do alvéolo).  

 

2.9.  Aplicação local do PRP  
O volume de PRP foi submetido à ativação com cloreto de cálcio a 10% (ScienceLab, 

TX, EUA) (Fig. 1, F) e com auxílio de uma micropipeta com ponteira adaptada foi depositado 

no centro do alvéolo dental, de modo que tanto a raiz mesial quanto a raiz distal do sítio de 

extração dental ficasse preenchida por quantidades equivalentes de PRP (Fig. 1, G). 

 

2.10.  Eutanásia e obtenção das amostras  
Após 28 dias da axodontia, os animais foram profundamente anestesiados e 

submetidos à perfusão transcardíaca com solução 0,9% de cloreto de sódio acrescida de 0,1% 

de heparina (100 ml), seguida de solução fixadora (800 ml) constituída de 4% de formaldeído 

(Sigma, Saint Louis, MO, USA) em tampão fosfato salino (PBS – Sigma, Saint Louis, MO, 

USA), 0,1M, 4oC, pH 7,4 (Fig. 12). As hemimandíbulas foram cuidadosamente dissecadas e 

submetidas à pós-fixação na mesma solução fixadora durante 72 horas. 

 

2.11.  Análise qualitativa e quantitativa das plaquetas  
Amostras contendo 25µl de sangue e 25µl de PRP de cada rata foram empregadas para 

a confecção de esfregaço citológico que foi corado com mistura do tipo Romanovsky 

(Panótico Rápido LB, LaborClin, Brasil). Tais amostras foram submetidas à análise 

quantitativa e qualitativa das plaquetas em microscopia óptica.  
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2.12.  Processamento histológico das amostras 
As amostras foram desmineralizadas em 10% de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 

(Sigma Chemical®) em PBS por 60 dias. Em seguida as amostras foram desidratadas em série 

crescente de etanol (70° - 80° - 90° - 95° - 100° - 100° - 100° GL), diafanizadas em xilol, 

impregnadas e incluídas em parafina e seccionadas em micrótomo com 4 μm de espessura. A 

microtomia foi executada seguindo o plano sagital e a confecção das secções histológicas 

progrediu da face vestibular para face lingual da hemimandíbula. Foram coletados os cortes 

seriados da porção do alvéolo dental anteriormente ocupada pelas raízes mesial e distal do 

primeiro molar inferior. As secções histológicas foram montadas em lâminas de vidro 

silanizadas.  

Para análise imunoistoquímica, as secções histológicas foram divididas em sete lotes e 

submetidas à técnica da imunoperoxidase indireta. Os cortes histológicos foram 

desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° - 

95° - 70° GL). A recuperação antigênica foi realizada através da imersão das lâminas 

histológicas em tampão citrato (Diva decloaker, Biocare Medical, Concord, CA, EUA), em 

câmara pressurizada (Decloaking chamber, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a 95°C, por 

20 minutos. No final de cada etapa da reação imunoistoquímica, as lâminas histológicas foram 

lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4. Posteriormente, as lâminas foram imersas em 3% de peróxido 

de hidrogênio por 1 hora e 1% de soro albumina bovino por 12 horas para bloqueio da 

peroxidase endógena e bloqueio dos sítios inespecíficos, respectivamente. As lâminas 

contendo amostras de cada grupo experimental foram divididas em sete lotes, e cada lote foi 

incubado com um dos seguintes anticorpos primários: anti-PCNA do rato gerado em 

camundongo (SC-7269, Santa Cruz Biotechnology), anti-VEGF do rato gerado em 

camundongo (SC-7269, Santa Cruz Biotechnology), anti-BMP2/4 do rato gerado em cabra 

(SC-15065, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-OCN do rato gerado em 

cabra (SC-18319, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), e anti-TRAP do rato 

gerado em cabra (SC-30833, Santa Cruz Biotechnology®). Os cortes foram incubados com 

anticorpo secundário biotinilado por 90 minutos e subsequentemente tratados com 

estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 90 minutos (Universal 

Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit, Dako Laboratories, CA, EUA). A revelação foi 

realizada utilizando como cromógeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB 

chromogen Kit, Dako Laboratories, CA, EUA). Foi realizada a contracoloração com 

Hematoxilina de Harris nas amostras imunomarcadas para TRAP. As amostras 
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imunomarcadas para TNFα e IL-1β não foram submetidas à contracoloração para que não 

houvesse interferência na análise de densidade óptica de imunomarcação. As amostras 

imunomarcadas para PCNA foram contracoradas com fast green e as imunomarcadas para 

VEGF, BMP2/4, OCN e TRAP foram contracoradas com Hematoxilina de Harris. Os cortes 

foram então desidratados em etanol, diafanizados em xilol e, recobertos com meio de 

montagem (Permount, Fisher Scientific, San Diego, CA, EUA) e lamínulas de vidro. Como 

controle negativo, os espécimes foram submetidos aos mesmos procedimentos, suprimindo-se 

a utilização do anticorpo primário. 

 

2.13.  Análise dos resultados 
As análises imunoistoquímicas foram efetuadas por um histologista certificado e blindado aos 

tratamentos. Para cada marcador foi utilizada uma secção histológica da porção central do 

alvéolo.  

 

2.14.  Região de interesse (ROI) 
No presente estudo foram consideradas ROI (I), ROI (II) e ROI (III) de acordo com a 

imunomarcação efetudas.  

A ROI (I) englobava uma visão panorâmica do sítio de extração dental e adjacências. 

Consistiu de uma área de 4mm x 4mm que englobava a porção do alvéolo anteriormente 

ocupado pela raiz mesial e pela raiz distal do primeiro molar inferior esquerdo e suas 

adjacências. O seu limite distal consistiu de uma linha situada paralelamente a superfície da 

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

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

ao limite amelo-cementário do segundo molar inferior esquerdo, a partir da qual se estendia 

para apical por 4mm (Statkievicz et al. 2018).  

A ROI (II) englobava amostras do tecido conjuntivo sobrejacente ao sítio de extração 

dental. Consistiu de duas áreas de 250 μm x 250 μm situadas no tecido conjuntivo 

sobrejacente ao sítio de extração dental. A situação de tais áreas seguiu uma linha localizada 

no centro do tecido conjuntivo, perpendicular ao longo eixo dos dentes e que dividia tal tecido 

em seu sentido corono-apical. Outras duas linhas foram empregadas, uma paralela ao centro 
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da porção do alvéolo anteriormente ocupada pela raiz mesial e outra paralela ao centro da 

porção do alvéolo anteriormente ocupado pela raiz distal do primeiro molar inferior. A 

intersecção de tais linhas determinava o centro das duas áreas analisadas (Statkievicz et al. 

2018). 

A ROI (III) englobava concomitantemente amostras do tecido ósseo pré-existente na 

parede alveolar e tecido ósseo neoformado no interior do alvéolo dental. Consistiu de um área 

de 250 μm x 250 μm situada na porção apical do alveólo dental. Tal área englobava parte do 

tecido ósseo pré-existente na parede alveolar e parte do tecido ósseo neoformado contido no 

interior da porção do alvéolo dental anteriormente ocupado pelas raizes mesial e distal. O 

centro desta área ficava posicionado no limite entre o  tecido ósseo pré-existente e tecido 

ósseo neoformado no interior do alvéolo dental.  

 

2.15.  Padrão de imunomarcação para TNFα, IL-1β, PCNA, VEGF, 

BMP2/4, OCN e TRAP 
A técnica imunoistoquímica empregada para a detecção de TNFα, IL-1β, PCNA, 

VEGF, BMP2/4, OCN e TRAP mostrou especificidade na detecção de tais proteínas, a qual 

foi comprovada pela ausência total de marcação no controle negativo da reação. As células 

imunorreativas apresentaram uma coloração marrom-escura confinada exclusivamente ao 

núcleo, no caso de PCNA (Fig. 3), confinada exclusivamente ao citoplasma, no caso de TRAP 

(Fig. 5), e confinada ao citoplasma e em menor escala à matriz extracelular, no caso de TNFα, 

IL-1β (Fig. 2), VEGF (Fig. 3), BMP2/4 e OCN (Fig. 4).  

 

2.16.  Análise imunoistoquímica de TNFα e IL-1β na mucosa 

sobrejacente ao sítio de extração dental  
Na ROI (II) foram adquiridas imagens das secções histológicas imunomarcadas com TNF-α e 

IL-1β, como descrito anteriormente. Com o auxílio do programa de análise de imagens 

(Axiovision 4.8.2®, Carl Zeiss) foi demarcada a área correspondente à imunomarcação por 

meio da ferramenta limiar de cor, o que possibilitou a obtenção da densidade óptica de 

imunomarcação (Statkievicz et al., 2018), expressa em porcentagem sob a forma de média ± 

desvio padrão. 
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2.17.  Análise imunoistoquímica de PCNA e VEGF na mucosa 

sobrejacente ao sítio de extração dental  
Na ROI (II) foram adquiridas imagens das secções histológicas imunomarcadas com PCNA e 

VEGF, como descrito anteriormente. Com o auxílio do programa de análise de imagens 

(Axiovision 4.8.2®, Carl Zeiss) foram quantificadas as células PCNA-positivas e as células 

VEGF-positivas. A quantidade de células imunomarcadas por mm² foi expressa sob a forma 

de média ± desvio padrão.  

 

2.18.  Análise imunoistoquímica de BMP2/4 e OCN no tecido ósseo do 

sítio de extração dental  
Na ROI (III) foram adquiridas imagens das secções histológicas imunomarcadas com 

BMP2/4 e OCN, como descrito anteriormente. Com o auxílio do programa de análise de 

imagens (Axiovision 4.8.2®, Carl Zeiss) foram quantificadas as células BMP2/4-positivas e 

as células OCN-positivas. A quantidade de células imunomarcadas por mm² foi expressa sob 

a forma de média ± desvio padrão.  

 

2.19.  Análise imunoistoquímica de TRAP no sítio de extração dental  
Na ROI (I) foram adquiridas imagens das secções histológicas imunomarcadas com 

TRAP, como descrito anteriormente. Com o auxílio do programa de análise de imagens 

(Axiovision 4.8.2®, Carl Zeiss) foram quantificadas as células TRAP-positivas e as células 

TRAP-positivas acopladas à matriz óssea. A quantidade de células TRAP-positivas por mm² 

de tecido ósseo foi expressa sob a forma de média ± desvio padrão. 

 

2.20.  Análise estatística 
Empregou-se o programa Bioestat 5.3 (Instituto Mamiruá, Manaus, AM, Brasil). O 

tamanho da amostra foi calculado para assegurar um poder do teste estatístico de 95% 

(p<0.05). Para a análise da distribuição dos dados foi empregado o testes de Shapiro-Wilk. 
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Em seguida empregou-se Análise de Variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey. O nível de 

significância adotado foi de 5% (p<0.05). 
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3. RESULTADOS  
 

3.1.  Aspectos qualitativos e quantitativos das amostras de PRP  
Nos esfregaços de amostras de PRP constatou-se a integridade estrutural das 

plaquetas. Estabeleceu-se uma comparação da quantidade de plaquetas por mm2 contidas nas 

amostras de sangue e nas amostras de PRP de cada animal. Foram empregadas neste estudo 

amostras de PRP com quantidade de plaquetas, no mínimo, 3.5 vezes superior aquela contida 

na amostra do sangue que o deu origem.  

 

3.2.  Imunomarcação para TNFα e IL-1β na mucosa sobrejacente ao 

sítio de extração dental 
No grupo ZOL a densidade óptica de imunomarcação para TNFα e IL-1β no tecido 

conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental se mostrou significativamente 

maior que nos demais grupos experimentais. Não houve diferença estatisticamente 

significante entre VEH e ZOL-PRP. Em VEH-PRP a imunomarcação para tais citocinas pró-

inflamatórias se apresentou significativamente menor que em ZOL-PRP e não diferiu 

estatisticamente de VEH (Fig. 2). 

 

3.3.  Imunomarcação para PCNA e VEGF na mucosa sobrejacente 

ao sítio de extração dental 
No grupo ZOL a quantidade de células PCNA-positivas e VEGF-positivas no tecido 

conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental se mostrou significativamente 

menor que em VEH, VEH-PRP e ZOL-PRP. Não houve diferença estatisticamente 

significante entre VEH e ZOL-PRP. Em VEH-PRP a imunomarcação para PCNA e VEGF se 

apresentou significativamente maior que em ZOL-PRP e não diferiu estatisticamente de VEH 

(Fig. 3). 

 

3.4.  Imunomarcação para BMP2/4 e OCN no sítio de extração 

dental 
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A quantidade de células BMP2/4-positivas e de células OCN-positivas em ZOL foi 

menor que em VEH, VEH-PRP e ZOL-PRP. Em ZOL-PRP a quantidade de células BMP2/4-

positivas e OCN-positivas foi menor que em VEH-PRP. Com relação à imunomarcação para 

OCN, esta foi maior em VEH-PRP e menor em ZOL-PRP quando comparado com VEH (Fig. 

4). 

 

3.5.  Imunomarcação para TRAP no sítio de extração dental 
A quantidade células TRAP-positivas e a quantidade de células TRAP-positivas 

acopladas à matriz óssea não diferiu nos grupos tratados com zoledronato, ZOL e ZOL-PPR, 

e se mostrou menor em relação aos grupos tratados com o veículo, VEH e VEH-PRP (Fig. 5). 
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4. DISCUSSÃO 
Os modelos experimentais tem contribuído para a proposição/avaliação de terapias 

preventivas e/ou curativas para a MRONJ, constituindo em importante fonte de 

direcionamento para as pesquisas clínicas. No presente estudo foi adotado um modelo 

experimental estabelecido por nosso grupo de pesquisa que foi delineado tendo como base 

estudos epidemiológicos (Mcgowan et al., 2017; Otto et al. 2012). O modelo experimental 

utilizado reuniu os principais fatores de risco para a MRONJ. Com relação ao fator de risco 

relacionado ao indivíduo: empregou-se ratas fêmeas senis (20 meses), tendo em vista que a 

doença acomete com maior frequência mulheres com idade avançada (Mcgowan et al., 2017; 

Otto et al. 2012). Com relação ao fator de risco relacionado à droga: empregou-se o 

zoledronato na dose oncológica, o BPs mais potente e relacionado com a maioria dos casos de 

MRONJ (Mcgowan et al., 2017; Otto et al. 2012). Com relação aos fatores de risco locais: 

induziu-se a periodontite experimental no primeiro molar inferior e posteriormente extraiu-se 

o dente, tendo em vista que a extração de dentes com comprometimento periodontal e/ou 

periapical é apontada como um importante fator precipitante (Otto et al., 2015; Thumbigere-

Math et al., 2014).  

Del Frabbro et al. (2017), em revisão sistemática e metanálise de estudos clínicos, 

reportaram que a aplicação de PRP autólogo no sítio de extração dental melhora a reparação 

tanto dos tecidos moles quanto dos tecidos duros, o que corrobora os achados do presente 

estudo. Os queratinócitos, fibroblastos e osteoblastos são as principais células que, de uma 

maneira orquestrada, participam do processo de reparo alveolar e estão dentre os principais 

alvos da ação bioestimulatória do PRP (Albanese et al., 2013; Alsousou et al. 2013; Griffin et 

al., 2009; Plachokova et al., 2008), quanto de tecidos moles, como tecido epitelial e 

conjuntivo (Chicharro-Alcántara et al., 2018; Anitua et al., 2012; Nikolidakis & Jansen, 2008; 

Petrungaro, 2001). Em contrapartida, estudos mostraram que o tratamento com zoledronato 

exerce efeitos negativos sobre queratinócitos (Pabst et al., 2012; Saracino et al., 2012), 

fibroblastos (Jung et al., 2018; Scheper et al., 2009) e osteoblastos (Huang et al., 2016; Basso 

et al., 2013). A ação do zoledronato sobre tais células exerce grande importância tanto no 

comprometimento da reparação tecidual do sítio de extração dental quanto no 

desencadeamento da MRONJ (Aghaloo et al., 2015; Badel et al., 2013; Migliorati et al.,2011; 

Allen et al., 2009), o que está de acordo com os resultados obtidos no presente estudo. Este 

estudo mostrou que no grupo ZOL-PRP a aplicação de PRP autólogo no sítio de extração 
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dental foi capaz de evitar a ocorrência de consequências negativas do zoledronato sobre tais 

células e tecidos.  

Outro ponto de grande importância durante terapia com zoledronato é sua ação sobre a 

vasculatura e os principais moduladores locais da angiogênese, o que pode comprometer tanto 

o processo de reparação dos tecidos moles e tecidos duros do sítio de extração, quanto pode 

desencadear necrose avascular do tecido ósseo alveolar. Estudos mostraram que o zoledronato 

afeta negativamente a viabilidade (Walter et al., 2011; Zafar et al., 2014), proliferação 

(Michailidou et al., 2010), migração (Walter et al., 2011; Michailidou et al., 2010), 

diferenciação (Ziebart et al., 2013) e formação de tubo (Michailidou et al., 2010) de células 

endoteliais, além disso, aumenta o índice de apoptose em tais células (Walter et al., 2011; 

Zafar et al., 2014). O zoledronato também reduz a capacidade de migração e de diferenciação 

de células progenitoras endoteliais (Walter et al., 2011; Ziebart et al., 2013). Santini et al. 

(2013) demonstraram redução na quantidade de precursores de células endoteliais e células 

endoteliais no sangue periférico de pacientes sob tratamento com dose oncológica de 

zoledronato. Outros estudos mostraram que em amostras da mucosa bucal de pacientes com 

MRONJ ocorreu severa diminuição na angiogênese (Wehrhan et al., 2011) e redução na 

expressão dos seus principais moduladores locais, dentre eles VEGF (Mozzati et al., 2012), 

em concordância com o que foi observado no presente estudo. No grupo ZOL-PRP um dos 

indícios de que a reparação tecidual também foi estimulada por uma atuação favorável do 

PRP sobre os elementos vasculares foi o aumento na imunomarcação de VEGF. 

Os BPs nitrogenados, como o zoledronato, tem como principal célula alvo de atuação, 

os osteoclastos (Rogers et al., 2011; Cremers & Papapoulos, 2011). Este medicamento atua 

bloqueando a ação da enzima farnesil difosfato sintase, que pertence a via do mevalonato 

(Rogers et al., 2011; Cremers & Papapoulos, 2011). O bloqueio desta via inibe a 

osteoclastogênese, impede a ativação de osteoclastos maduros e induz apoptose prematura em 

osteoclastos ativos (Rogers et al., 2011; Cremers & Papapoulos, 2011). Em ZOL e ZOL-PRP 

foi observada menor quantidade tanto de osteoclastos totais quanto de osteoclastos acoplados 

à matriz óssea no sítio de extração dental e adjacências, o que confirma a efetividade do 

tratamento com zoledronato. Embora alguns estudos in vitro demonstrem que o PRP promova 

a redução na osteoclastogênese (Cenni et al., 2010; Wang et al., 2018), no presente estudo, 

não se observou alteração na quantidade de osteoclastos ocasionada pelo uso do PRP, 

supostamente pela diferenças inerentes entre estudos in vitro e in vivo. 
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Uma outra ação do PRP que provavelmente contribuiu para os resultados observados 

no presente estudo foi sua ação anti-inflamatória (El-Sharkay et al., 2007) ZOL apresentou 

maior magnitude da resposta inflamatória local e níveis mais elevados das principais citocinas 

com atividade pró-inflamatória, TNFα e IL-1β, no sítio de extração dental. Tais dados estão 

de acordo Morita et al. (2017), que sugerem uma estreita relação entre os elevados níveis das 

citocinas pró-inflamatórias TNFα, IL-1 e IL-6 com a etiopatogenia da MRONJ uma vez que 

camundongos deficientes para tais citocinas foram resistente ao desenvolvimento de 

osteonecrose. Em contraposição, foi constatado em ZOL-PRP que a aplicação de PRP 

promoveu modulação da resposta inflamatória local. Tal ação supostamente tenha sido uma 

das responsáveis por favorecer o processo de reparação tecidual e evitar a ocorrência da 

MRONJ pós extração dental.  

Entretanto, Barba-Recreo et al. (2015) reportaram que ratos tratados com zoledronato 

e submetidos à exodontia não exibiram melhora no processo de reparo alveolar após aplicação 

local de PRP alógeno associado ao recobrimento do sítio de extração dental com retalho 

mucoperiosteal. O uso do PRP alógeno pode ter colaborado para que não se alcançasse os 

benefícios deste tipo de terapia. Tais dados e os achados do presente estudo destacam a 

importância relacionada com a origem do PRP. Além disso, as discrepâncias entre os achados 

científicos relacionados ao uso do PRP podem estar relacionadas aos diferentes os protocolos 

de preparação (Jovani-Sancho et al., 2015). 

O presente estudo avaliou a utilização local do PRP autólogo como uma terapia 

preventiva para a MRONJ e, como mencionado anteriormente, são escassos os estudos que 

tiveram essa finalidade. No entanto, a associação de debridamento cirúrgico da lesão e o uso 

do PRP autólogo como terapia curativa para a MRONJ foi avaliado em alguns estudos 

experimentais em animais e em estudos clínicos. Sarkarat et al. (2014), utilizando um modelo 

experimental em ratos, após exodontia e confirmação clínica do desencadeamento da 

MRONJ, realizaram a curetagem e o tratamento local com PRP autólogo. Nesse estudo os 

autores não constataram diferença em relação ao grupo controle no que se refere a 

regeneração epitelial, neoangiogênese e formação de sequestro ósseo, todavia, a quantidade 

de tecido ósseo vital no sítio cirúrgico se mostrou maior nos ratos tratados com PRP autólogo. 

Longo et al. (2014) e Coviello et al. (2012), em estudos clínicos, avaliaram comparativamente 

a eficácia da terapia cirúrgica isolada e da terapia cirúrgica associada ao uso local de PRP 

autólogo. Ambos estudos constataram que esta última modalidade terapêutica se mostrou bem 
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mais efetiva no tratamento da MRONJ, o que corrobora com nossos achados, e sugere que o 

uso local de PRP autólogo pode ser tanto uma opção terapêutica preventiva quanto curativa.  

A ocorrência da MRONJ compromete a qualidade de vida dos pacientes. O tratamento 

desta condição pode ser extenso, pouco efetivo, atrapalhar o tratamento da doença de base e 

resultar em graves sequelas (El-Rabbany et al., 2017; Hayashida et al.,2017; Rollason et al., 

2016). Por outro lado, o emprego de estratégias terapêuticas preventivas é o ideal em se 

tratando da MRONJ. Os achados do presente estudo podem se constituir em importante 

norteador para futuras pesquisas clínicas. Levando-se em consideração os efeitos 

biomodulatórios, ação antimicrobiana local e a ausência de efeito adverso o emprego local de 

PRP autólogo pode se constituir em uma terapia preventiva promissora para a MRONJ. Além 

disso, apesar de utilizar um modelo experimental em animais, os achados do presente estudo 

podem constituir-se em importante norteador para futuras pesquisas clínicas. Sendo assim, 

estudos clínicos em humanos visando o estabelecimento de protocolos preventivos, para ser 

empregado em pacientes que fazem uso de drogas com ação antirreabsortiva e que necessitam 

de intervenções odontológicas invasivas são necessários. 
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5. CONCLUSÃO 
Dentro dos limites do presente estudo, concluiu-se que a aplicação local de PRP autólogo 

demonstrou ser uma terapia preventiva efetiva para restabelecer a capacidade de reparação 

tecidual do sítio de extração dental, a qual foi severamente comprometida pelo tratamento 

com zoledronato.  
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Figura 1 - Design experimental. (A): Esquema ilustrando os procedimentos 

experimentais realizados durante o estudo. (B): Instalação da  

ligadura ao redor do primeiro molar inferior esquerdo para 

indução da periodontite experimental. (C): Periodontite 

experimental após três semanas da instalaçao da ligadura. (D): 

Procedimento cirúrgico da extração dentária. (E): Aspecto clínico 

do alvéolo dental  antes da aplicação do PRP. (F): Aspecto do 

PRP ativado.  (G): Aspecto clínico do alvéolo dental depois da 

aplicação do PRP. 

FIGURA 1 
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Figura 2 - Padrão de imunomarcação para TNFα e IL-1β no alvéolo dental. 

A – B: Gráfico apresentando a imunomarcação para TNFα (A) e 

IL-1β (B) no tecido do alvéolo dental nos diferentes grupos 

experimentais 28 dias após extração dentária. C – J: 

Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para 

TNFα (C, E, G, I) e IL-1β (D, F, H, J) no grupo VEH (C, D), 

VEH-PRP (E, F), ZOL (G,H), e ZOL-PRP (I,J). Símbolos: †, 

diferença estatísticamente significativa em relação a VEH; ‡,  

diferença estatísticamente significativa em relação a VEH-PRP; 

¶, diferença estatísticamente significativa em relação a ZOL. 

Amplificação do original: 1000x. Barra de escala: 25 µm.  

FIGURA 2 
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Figura 3 - Padrão de imunomarcação para PCNA e VEGF no alvéolo 

dental. A – B: Gráfico apresentando a imunomarcação para 

PCNA (A) e VEGF (B) no tecido do alvéolo dental nos 

diferentes grupos experimentais 28 dias após extração dentária. C 

– J: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação

para PCNA (C, D, G, H) e VEGF (E, F, I, J) no grupo VEH (C, 

E), VEH-PRP (D, F), ZOL (G,I), e ZOL-PRP (H,J). Símbolos: 

setas pretas, células imunomarcadas; †, diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH; ‡,  diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH-PRP; ¶, 

diferença estatísticamente significativa em relação a ZOL. 

Amplificação do original: 1000x. Barra de escala: 25 µm. 
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Figura 4 - Padrão de imunomarcação para BMP2/4 e OCN no alvéolo 

dental. A – B: Gráfico apresentando a imunomarcação para 

BMP2/4 (A) e OCN (B) no tecido do alvéolo dental nos 

diferentes grupos experimentais 28 dias após extração dentária. C 

– J: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação

para BMP2/4 (C, E, G, I) e OCN (D, F, H, J) no grupo VEH (C, 

D), VEH-PRP (E, F), ZOL (G,H), e ZOL-PRP (I,J). Símbolos: 

setas pretas, células imunomarcadas; †, diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH; ‡,  diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH-PRP; ¶, 

diferença estatísticamente significativa em relação a ZOL. 

Amplificação do original: 1000x. Barra de escala: 25 µm. 
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Figura 5 - Padrão de imunomarcação para TRAP no alvéolo dental. A – B: 

Gráfico apresentando a imunomarcação para células TRAP 

positivas (A) e células TRAP positivas acopladas a matriz óssea 

(B) no tecido do alvéolo dental nos diferentes grupos

experimentais 28 dias após extração dentária. C – F: 

Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para 

TRAP no grupo VEH (C), VEH-PRP (D), ZOL (E), e ZOL-PRP 

(F). Símbolos: setas pretas, células imunomarcadas; †, diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH; ‡,  diferença 

estatísticamente significativa em relação a VEH-PRP; ¶, 

diferença estatísticamente significativa em relação a ZOL. 

Amplificação do original: 1000x. Barra de escala: 25 µm. 
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ANEXOS 




