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RESUMO 

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

efeito adverso que pode ser ocasionado pelo uso de medicamentos com ação antirreabsortiva. 

Essa é uma condição patológica de difícil tratamento, em sendo assim, a prevenção seria a 

estratégia ideal. Estudos mostram que a curcumina (CUR) apresenta ação anti-inflamatória, 

efeito antimicrobiano e alta capacidade para estimular a reparação tecidual, além disso, pode 

ser usada como fotossensibilizador na terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT), o que a 

coloca como uma potencial estratégia terapêutica preventiva para a ONMM. O objetivo do 

presente estudo foi avaliar o efeito da aPDT, empregando CUR e diodo emissor de luz (LED) 

azul, no sítio de extração dental de ratas que apresentavam alto risco para a ONMM. Cinquenta 

e seis ratas senescentes foram distribuídas em oito grupos experimentais: VEI; VEI-LED; VEI-

CUR; VEI-aPDT; ZOL; ZOL-LED; ZOL-CUR; ZOL-aPDT. O plano de tratamento 

medicamentoso teve duração de 7 semanas. As ratas dos grupos VEI; VEI-LED; VEI-CUR; 

VEI-aPDT receberam 0,45 ml de veículo (cloreto de sódio 0,9%). As ratas dos grupos ZOL; 

ZOL-LED; ZOL-CUR; ZOL-aPDT receberam o veículo acrescido de 100 μg/Kg de 

zoledronato.  O veículo e o zoledronato foram administrados a cada 72 horas pela via 

intraperitoneal. Decorridas 3 semanas de tratamento todas as ratas foram submetidas à 

exodontia do primeiro molar inferior. Nos grupos VEI-LED e ZOL-LED foram efetuadas 4 

sessões de irradiação com LED. Nos grupos VEI-CUR e ZOL-CUR foram efetuadas 4 sessões 

de deposição de CUR. Nos grupos VEI-aPDT e ZOL-aPDT foram efetuadas 4 sessões de aPDT 

empregando a CUR e o LED. Os tratamentos locais foram efetuados aos 0, 2, 4 e 6 dias pós-

operatórios. Decorridos 28 dias pós-operatórios foi realizada a eutanásia. As hemimandíbulas 

foram devidamente processadas para que se pudesse ser efetuado no sítio de extração dental: 1) 

análise clínica; 2) análise histológica da reparação tecidual; 3) análise histométrica da 

porcentagem de Tecido Ósseo Neoformado (TONF) e Tecido Ósseo Não Vital (TONV) e; 4) 

análise imunoistoquímica para os marcadores VEGF, TGFβ1, BMP2/4 e OCN. Os grupos ZOL 

e ZOL-LED apresentaram severo comprometimento do processo de reparo alveolar, menor 

porcentagem de TONF, maior porcentagem de TONV e baixo padrão de imunomarcação para 

VEGF, TGFβ1, BMP2/4 e OCN. Quando comparados com esses grupos, os grupos ZOL-CUR 

e ZOL-aPDT apresentaram um curso do processo de reparação tecidual favorável, maior 

porcentagem de TONF, menor porcentagem de TONV e padrão de imunomarcação de 

moderado a alto para VEGF, TGFβ1, BMP2/4 e OCN. Os grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT 

mostraram muita similaridade com o grupo VEI na maioria dos parâmetros avaliados neste 
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estudo. Quando ZOL-CUR e ZOL-aPDT são comparados entre si, este último se mostrou 

superior em alguns dos parâmetros. Conclui-se que a curcumina exerce efeitos positivos sobre 

o processo de reparo alveolar em ratas senescentes tratadas com altas doses de zoledronato. Os 

efeitos benéficos sobre a reparação tecidual são potencializados quando a curcumina é 

associada à irradiação com LED azul, ou seja, na aPDT. O uso da curcumina, irradiada ou não 

com LED azul, evitou a ocorrência ONMM.  
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ABSTRACT 

Osteonecrosis of the jaws associated with drug therapy (ONMM) is a serious adverse 

effect that can be caused by the use of drugs with antiresorptive action. This is a pathological 

condition that is difficult to treat, so prevention would be the ideal strategy. Studies show that 

curcumin (CUR) has anti-inflammatory action, antimicrobial effect and high capacity to 

stimulate tissue repair, in addition, it can be used as a photosensitizer in antimicrobial 

photodynamic therapy (aPDT), which makes it a potential therapeutic strategy. preventive 

action for the ONMM. The aim of the present study was to evaluate the effect of aPDT, using 

CUR and blue light-emitting diode (LED), at the dental extraction site of rats at high risk for 

NMM. Fifty-six senescent rats were divided into eight experimental groups: VEI; VEI-LED; 

VEI-CUR; VEI-aPDT; ZOL; ZOL-LED; ZOL-CUR; ZOL-aPDT. The drug treatment plan 

lasted 7 weeks. The rats of the VEI groups; VEI-LED; VEI-CUR; VEI-aPDT received 0.45 ml 

of vehicle (0.9% sodium chloride). The rats of the ZOL groups; ZOL-LED; ZOL-CUR; ZOL-

aPDT received the vehicle plus 100 μg/Kg of zoledronate. The vehicle and zoledronate were 

administered intraperitoneally every 72 hours. After 3 weeks of treatment, all rats underwent 

extraction of the lower first molar. In the VEI-LED and ZOL-LED groups, 4 sessions of LED 

irradiation were performed. In the VEI-CUR and ZOL-CUR groups, 4 CUR deposition sessions 

were performed. In the VEI-aPDT and ZOL-aPDT groups, 4 aPDT sessions were performed 

using CUR and LED. Local treatments were performed at 0, 2, 4 and 6 postoperative days. 

After 28 postoperative days, euthanasia was performed. The hemimandibles were properly 

processed so that the following could be performed at the tooth extraction site: 1) clinical 

analysis; 2) histological analysis of tissue repair; 3) histometric analysis of the percentage of 

Neoformed Bone Tissue (TONF) and Non-Vital Bone Tissue (TONV) and; 4) 

immunohistochemical analysis for VEGF, TGFβ1, BMP2/4 and OCN markers. The ZOL and 

ZOL-LED groups showed severe impairment of the alveolar repair process, lower percentage 

of TONF, higher percentage of TONV and low immunostaining pattern for VEGF, TGFβ1, 

BMP2/4 and OCN. When compared with these groups, the ZOL-CUR and ZOL-aPDT groups 

showed a favorable course of tissue repair, higher percentage of TONF, lower percentage of 

TONV and moderate to high immunostaining pattern for VEGF, TGFβ1, BMP2/4 and OCN. 

The ZOL-CUR and ZOL-aPDT groups showed a lot of similarity with the VEI group in most 

of the parameters evaluated in this study. When ZOL-CUR and ZOL-aPDT are compared, the 

latter proved to be superior in some of the parameters. It is concluded that curcumin exerts 

positive effects on the alveolar repair process in senescent rats treated with high doses of 
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zoledronate. The beneficial effects on tissue repair are potentiated when curcumin is associated 

with blue LED irradiation, that is, in aPDT. The use of curcumin, whether or not irradiated with 

blue LED, prevented the occurrence of ONMM. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os bisfosfonatos 

Os bisfosfonatos (BPs) consistem atualmente em uma das linhas de fármacos utilizados 

para o tratamento de osteopatias como osteoporose, doença de Paget, osteogênese imperfeita, 

mieloma múltiplo ou para controle da progressão de metástase óssea, hipercalcemia e dor óssea 

em neoplasias malignas osteotrópicas, tais como tumores de mama, próstata, pulmão e rim 

(DRAKE et al., 2008; ZHANG et al., 2021).  

Os BPs administrados por via oral foram aprovados para o tratamento de osteoporose e 

osteopenia, assim como para condições menos recorrentes como doença de Paget e osteogênese 

imperfeita na infância. Sua eficácia clínica nesses casos é bem estabelecida e reflete o fato de 

190 milhões de BPs terem sido prescritos ao redor do mundo (RUGGIERO et al., 2009; 

RUGGIERO et al., 2014). 

Quando administrados por via intravenosa geralmente são utilizados no tratamento e 

gestão de condições relacionadas ao câncer, incluindo hipercalcemia maligna e metástases 

ósseas relacionadas a tumores de mama, próstata, pulmão, além das lesões líticas que 

configuram o mieloma múltiplo. Eles têm mostrado efeito positivo na qualidade de vida para 

pacientes com câncer avançado que envolve os ossos, e, em 2002, o ácido zoledrônico foi 

aprovado para essa indicação pela US Food and Drug Administration (RUGGIERO et al., 2009; 

RUGGIERO et al., 2014). 

Essa classe de fármacos é caracterizada por possuir uma estrutura química análoga ao 

pirosfosfato, representada por dois grupamentos fosfato ligados covalentemente a um carbono 

central (P-C-P). A este carbono central estão ligadas duas cadeias laterais, sendo R1 a 

mediadora pela afinidade aos cristais de hidroxiapatita e R2 a responsável pela potência e 

propriedades farmacológicas de cada BP (ROGERS et al., 2011). Pequenas alterações na 

estrutura da cadeia R2 podem mudar drasticamente o efeito e potência antirreabsortiva desses 

fármacos (DUNFORD et al., 2001).  

Os BPs podem ser divididos em duas classes, as quais se diferenciam pela presença ou 

não de nitrogênio em sua cadeia lateral R2 (ROGERS et al., 2011), essa presença ou ausência 

de nitrogênio tem como consequência alteração do mecanismo de ação dos fármacos 

(EBETINO et al., 2011). 

Os BPs não nitrogenados são endocitados pelos osteoclastos e convertem-se em uma 

molécula não funcional que compete com a adenosina trifosfato (ATP) no metabolismo 
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energético da célula. Essas substâncias têm ação citotóxica e o seu acúmulo no interior da célula 

resulta na apoptose dos osteoclastos (EBETINO et al., 2011; ROGERS et al., 2011). 

Os BPs nitrogenados são capazes de alterar o metabolismo ósseo pela inibição da via do 

mevalonato, através da inativação da enzima farnesil difosfato sintase (DUNFORD et al., 2001) 

(figura 1). A inativação dessa enzima inibe 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) (figura 1), que são tidas como os alvos do efeito dessa classe de 

BPs. Essas proteínas se relacionam com a indução de apoptose prematura de osteoclastos ativos, 

inibição da osteoclastogênese (ABE et al., 2012) e especialmente com significativas alterações 

na dinâmica do citoesqueleto destas células, impossibilitando a formação da zona clara e da 

zona pregueada nos osteoclastos, as quais são essenciais para a interação da célula com a matriz 

óssea e para a formação do microambiente propício para o início da atividade reabsortiva, 

respectivamente (COXON e ROGERS, 2003; ORY et al., 2008; EBETINO et al., 2011; 

ROGERS et al., 2011) (figura 1). 

 

Figura 1: Estrutura molecular dos bisfosfonatos nitrogenados e esquema representativo da via 

do mevalonato no osteoclasto, com destaque para o local de atuação destes fármacos. (Extraído 

de TORO, L. F. Avaliação do processo de reparo peri-implantar em ratas tratadas com 

dose oncológica ou dose osteoporótica de zoledronato. 2019. 75 f. Dissertação (Mestrado) - 

Instituto de Biociências, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2019). 
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A osteonecrose dos maxilares 

O uso dos BPs pode causar reações adversas, dentre as quais podemos destacar na área 

de atuação da odontologia, a osteonecrose dos maxilares associada à terapia medicamentosa 

(ONMM), que foi definida de acordo com a American Association of Oral and Maxillofacial 

Surgeons (AAOMS) em 2014, como: “(1) osso exposto na região maxilofacial que não cicatriza 

dentro de 8 semanas após identificação; (2) após exposição a um agente anti-reabsortivo; e (3) 

sem histórico de radioterapia na região craniofacial” . 

No entanto, com base nas recomendações mais recentes (2020) a ONMM é definida como 

uma “reação adversa ao medicamento, descrita como a progressiva destruição e morte do osso 

que acomete a mandíbula e maxila de pacientes expostos ao tratamento com medicamentos 

conhecidos por aumentar o risco da doença, na ausência de um tratamento de radiação anterior” 

(CAMPISI et al., 2020). 

Ruggiero et al (2014) preconizam os seguintes estadiamentos para a ONMM:  

Paciente de risco: Não há osso necrótico exposto. O paciente é assintomático, entretanto 

está sendo tratado com fármaco antirreabsortivo ou antiangiogênico, por via intravenosa ou 

oral. 

Estágio 0: Não há evidência clínica de osso necrótico exposto, mas estão presentes 

sintomas clínicos não específicos (odontalgia que não pode ser explicada por causa 

odontológica; dor na maxila ou na mandíbula que pode se irradiar para a articulação 

temporomandibular; dor sinusal; alteração de função neurossensorial), achados clínicos (perda 

dentária não causada por doença periodontal crônica; fístula periapical ou periodontal não 

associada com necrose pulpar, trauma ou restaurações), ou achados radiográficos (perda ou 

reabsorção óssea alveolar não relacionada a doença crônica periodontal; mudanças no padrão 

do trabeculado ósseo; regiões de esclerose óssea envolvendo o osso alveolar ou o osso ao seu 

redor; alterações do ligamento periodontal).  

Estágio I: Osso exposto/necrótico ou fístula que quando sondada chega até o osso em 

paciente assintomático e sem evidência de infecção. Esses pacientes podem apresentar os 

achados radiográficos descritos no estágio 0. 

Estágio II: Osso exposto/necrótico ou fístula que quando sondada chega até o osso com 

evidência de infecção. Esses pacientes são tipicamente sintomáticos. Também podem 

apresentar os achados radiográficos descritos no estágio 0. 
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Estágio III: Osso exposto/necrótico ou fístula que quando sondada chega até o osso com 

evidência de infecção e ao menos uma das características seguintes: Osso necrótico exposto se 

estendendo além da região do osso alveolar, fratura patológica, fístula extraoral, comunicação 

com seios ou com a cavidade nasal, osteólise se estendendo a borda inferior da mandíbula ou 

para o assoalho do seio.  

Em pacientes que fazem uso de BPs administrados por via oral a ONMM é uma condição 

de baixa ocorrência. Em um estudo com mais de 13.000 pacientes, foi verificado que a ONMM 

foi relatada em apenas 0,1% dos pacientes que receberam terapia oral de longo prazo com BPs 

(10 casos a cada 10.000), aumentando para 0,21% em pacientes com terapia decorrida por mais 

de quatro anos (21 casos a cada 10.000) (LO et al., 2010; RUGGIERO et al., 2014). 

Em pacientes que fizeram o uso intravenoso de BPs como terapia para a osteoporose, a 

ocorrência de ONMM também é de baixa frequência. Em um estudo que acompanhou pacientes 

expostos a terapia intravenosa com zoledronato para o tratamento de osteoporose durante três 

anos, evidenciou-se uma taxa de 0,017% de ONMM (1,7 casos a cada 10.000) (GRBIC et al., 

2010; RUGGIERO et al., 2014). Uma extensão desse estudo por seis anos, não verificou 

alterações nessa porcentagem (BLACK et al., 2012; RUGGIERO et al., 2014). 

Entretanto, no caso de pacientes que fazem uso dos BPs por via intravenosa, como o 

zoledronato, utilizado para complementação de terapia oncológica, a incidência da ONMM 

atinge de 0,7 a 6,7% dos pacientes (COLEMAN et al., 2011; RUGGIERO et al., 2014). 

A duração do tratamento com a medicação antirreabsortiva é um fator de risco para o 

desenvolvimento da ONMM, para pacientes tratados durante um ano com zoledronato, a 

incidência é de 0,6%, aumentando para 0,9% aos dois anos e 1,3% aos três anos (HENRY et 

al., 2011; ALJOHANI et al., 2017).  

Idade e sexo também são considerados fatores de risco para a ocorrência da ONMM. A 

maior prevalência em mulheres, reflete o fato de os bisfosfonatos serem mais prescritos a essa 

parte da população (osteoporose, câncer de mama) (RUGGIERO et al., 2014).  A ONMM 

acomete com maior frequência pacientes do sexo feminino (73%), com idade avançada (em 

média 66 anos e uma variação entre 42-90 anos de idade) (OTTO et al., 2011).   

Existem poucas informações acerca de riscos relacionados a anatomia na literatura 

(RUGGIERO et al., 2014), a maior ocorrência se dá na mandíbula (73%) em relação a maxila 

(22,5%), mas a ONMM também pode estar presente em ambas concomitantemente (4,5%) 

(SAAD et al., 2012; RUGGIERO et al., 2014).  
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Doenças dentais inflamatórias pré-existentes também são consideradas fatores de risco, 

como por exemplo doença periodontal ou periapical (RUGGIERO et al., 2014). Em pacientes 

em tratamento de câncer, os quais desenvolveram ONMM, condições inflamatórias dentais pré-

existentes estão presentes em 50% dos casos (SAAD et al., 2012; RUGGIERO et al., 2014).  

Cirurgias dentoalveolares são consideradas o maior fator de risco para o desenvolvimento 

das ONMMs, sendo a extração dentária um evento predisponente comum (52-61%).  Pacientes 

que utilizam BPs intravenosos e foram submetidos a cirurgias dentoalveolares são no mínimo 

sete vezes mais susceptíveis a desenvolver ONMM do que pacientes que não foram submetidos 

a cirurgias dessa natureza (RUGGIERO et al., 2009). 

Os corticosteróides estão associados a um aumento da ocorrência da ONMM (SAAD et 

al., 2012), assim como agentes antiangiogênicos, quando administrados concomitantemente 

com fármacos antirreabsortivos, são relacionados a um aumento da incidência de ONMM 

(RUGGIERO et al., 2014). 

A American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) recomenda que 

os pacientes que iniciarão o tratamento com BPs se submetam a avaliações dentárias e recebam 

o tratamento necessário antes de começarem a terapia com BPs, entretanto assume que 

intervenções dentais preventivas podem efetivamente reduzir, mas não eliminar, o risco de 

ONMM. Uma vez sendo necessário o tratamento dentário já tendo sido iniciada a terapia com 

BPs, o ideal seria a paralização do uso da medicação por três meses antes e três meses depois 

do procedimento, se as condições sistêmicas permitirem e, quando possível, procedimentos que 

envolvam injúria óssea direta devem ser evitados (RUGGIERO et al., 2009). Entretanto sabe-

se que em muitas situações não existe a possibilidade da interrupção do tratamento 

medicamentoso e não é possível que o procedimento odontológico seja postergado ou evitado.  

A etiopatogenia das ONMM ainda não está totalmente elucidada. Modelos experimentais 

em animais têm direcionado as pesquisas científicas, no entanto, em função de os modelos 

experimentais e os protocolos medicamentosos serem muito diversificados, os resultados se 

mostram escassos, incongruentes e muitas vezes contraditórios (SONIS et al., 2009; SENEL et 

al., 2010; MAAHS et al., 2011; MARINO et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2012; BARBA-

RECREO et al., 2013; CONTE NETO et al., 2013; TSURUSHIMA et al., 2013; ZHANG et al., 

2021). 

Dentre os fatores etiológicos envolvidos com a ocorrência da ONMM estão: a potente 

supressão da atividade reabsortiva dos osteoclastos, o que resulta no acúmulo de microfraturas 

no tecido ósseo e consequentemente áreas de tecido ósseo não vital, o que seria capaz de 
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favorecer o estabelecimento de necrose; o efeito citotóxico dos BPs sobre as células dos tecidos 

que compõem a mucosa bucal, o que resultaria na diminuição da capacidade de reparo dos 

tecidos moles; o potente efeito antiangiogênico dos BPs, o que resultaria em necrose avascular 

do tecido ósseo; o favorecimento à infecção induzida pelos BPs, os quais aumentam 

sobremaneira a capacidade de adesão e colonização de bactérias ao tecido ósseo exposto 

(ALLEN e BURR, 2009; SIDDIQI et al., 2009; MIGLIORATI et al., 2011; SHANNON et al., 

2011; BADEL et al., 2013; RUGGIERO et al., 2014; LEE et al., 2017). 

Após o estadiamento clínico da doença, os tratamentos podem ser direcionados, e 

atualmente estão caracterizados por diferentes abordagens clínicas que variam de acordo com 

o estágio da doença, compreendendo desde bochechos com gluconato de clorexidina 0,12%, 

antibioticoterapia, até debridamento cirúrgico da lesão, que em alguns casos pode consistir em 

mandibulectomia ou maxilectomia parcial (WEITZMAN et al., 2007; RUGGIERO et al., 2009; 

HANASONO et al., 2013; RUGGIERO et al., 2014). 

Com o intuito de prever quais pacientes são os mais susceptíveis ao desenvolvimento da 

ONMM, Marx et al (MARX et al., 2007) propuseram como exame complementar a dosagem 

sérica do telopeptídeo C terminal do colágeno tipo I (CTX). Um nível sérico de CTX acima de 

150 pg/ml representa o mínimo risco para o desenvolvimento da ONMM, baseado nisso, 

intervenções cirúrgicas odontológicas estariam indicadas em tais pacientes (MARX et al., 

2007). No entanto, em um estudo detalhado, Kim et al. (2013) avaliaram o nível sérico de 

diversos biomarcadores e sua correlação com o desenvolvimento de ONMM após intervenções 

cirúrgicas odontológicas. Tais autores investigaram os níveis séricos de osteocalcina, 

desoxipiridinolina, fosfatase alcalina específica do osso, hormônio paratireoideano, 

telopeptídeo N terminal do colágeno I (NTX) e CTX e concluíram que não há evidência 

suficiente para se correlacionar o nível sérico de qualquer um destes biomarcadores, incluindo 

o CTX, com o risco de desenvolver ONMM (KIM et al., 2013). Por mais que tais exames 

complementares pudessem nos dar alguma previsibilidade sobre o risco de desenvolvimento de 

ONMM, não configuram uma medida profilática. Além disso, por mais que uma intervenção 

cirúrgica odontológica possa ser contraindicada levando-se em consideração o nível sérico de 

um determinado biomarcador, em alguns casos ela não pode ser muito protelada, o que reforça 

a necessidade de protocolos terapêuticos preventivos para evitar a ONMM. 

Um protocolo preventivo ideal seria aquele que apresentasse grande eficácia e nenhum 

ou desprezíveis efeitos adversos. Atualmente tem sido sugerida a prescrição de 

antibioticoterapia profilática em pacientes que fazem uso crônico de BPs e necessitam de 
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intervenções odontológicas invasivas, especialmente exodontia (LITTLE et al., 2008; 

HOEFERT e EUFINGER, 2011; LOPEZ-JORNET et al., 2011; RUGGIERO et al., 2014). No 

entanto, alguns estudos em animais e em humanos demonstraram que a antibioticoprofilaxia 

pode falhar na prevenção da ocorrência de ONMM (HOEFERT e EUFINGER, 2011; LOPEZ-

JORNET et al., 2011; WILLIAMS et al., 2020).  

Isso ocorre justamente porque tal conduta está baseada no empirismo, pois não há 

comprovação científica de que a ONMM seja um evento desencadeado ou sustentado por um 

processo infeccioso, o que explicaria o insucesso da antibioticoterapia profilática em algumas 

situações. Soma-se a isso o fato de o uso inadequado de um antimicrobiano na 

antibioticoprofilaxia poder ser capaz de gerar cepas de bactérias antibiótico-resistentes, 

predispor ao desenvolvimento de superinfecções, ocasionar reações alérgicas e interagir com 

outras drogas, especialmente em pacientes oncológicos cujo tratamento envolve a utilização 

concomitante de diversos medicamentos para o tratamento da doença de base (KUNIN et al., 

1990; PAGE et al., 1993; LITTLE et al., 2008; RUGGIERO et al., 2014; WILLIAMS et al., 

2020). 

 

A aPDT como terapia para a osteonecrose dos maxilares 

Uma proposta de terapia preventiva para ONMM que merece ser avaliada é a terapia 

fotodinâmica antimicrobiana (aPDT). A aPDT consiste em uma reação fotoquímica oxigênio-

dependente, que ocorre sob ação da luz, na qual a ativação de um agente fotossensibilizador 

gera espécies de oxigênio altamente reativo e citotóxico, predominantemente o oxigênio 

singleto. Deste modo, tem-se uma cascata de eventos oxidativos que levam à morte bacteriana 

(ATHAR et al., 1988; GARCIA-DIAZ et al., 2016; MYLONA et al., 2020).  

Diante de sua capacidade antimicrobiana, do seu efeito bioestimulatório e da ausência de 

efeito adverso, a aPDT poderia se mostrar efetiva como proposta terapêutica preventiva para 

quem faz uso crônico de BPs e necessita de intervenções odontológicas invasivas.  

ERVOLINO et al. (2019) foi o primeiro estudo que empregou a aPDT como estratégia 

terapêutica preventiva para a ONMM. Tais autores empregaram ratas senescentes tratadas com 

dose oncológica de zoledronato, submetidas à exodontia do molar inferior e tratadas localmente 

com aPDT. Foi verificado que a aPDT melhorou o processo de reparo alveolar e evitou a 

ocorrência da ONMM. A aPDT foi capaz de promover a regeneração epitelial, modular a 

resposta inflamatória local, melhorar a reparação do tecido conjuntivo e estimular a 

neoformação óssea alveolar (ERVOLINO et al., 2019). 
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O azul de metileno e o azul de toluidina vêm sendo extensivamente utilizados como 

fotossensibilizadores na pesquisa odontológica, e têm mostrado eficácia quando utilizados nos 

protocolos de aPDT (STATKIEVICZ et al., 2018; ERVOLINO et al., 2019; SOUZA et al., 

2021b), todavia, o uso desses fotossensibilizadores, que são estimulados por luz vermelha, 

podendo ser esta emitida por LED ou laser (aproximadamente 660nm) (MAINWRIGHT et al., 

2017), implica necessariamente na aquisição de um aparelho específico. 

 

A Curcumina 

O uso de plantas medicinais está relacionado a medicina popular de diferentes partes do 

mundo. Produtos naturais provenientes de plantas, fungos, bactérias e outros organismos 

continuam a ser usados em preparações farmacêuticas até os dias atuais, quer como compostos 

puros ou extratos. Existe uma grande variedade de compostos que podem ser extraídos e 

caracterizados a partir das plantas, assim como a Curcuma longa L.(ARAÚJO e LEON, 2001).  

A utilização de produtos naturais e fitoterápicos tornou-se uma prática integrativa e 

complementar a saúde, a qual vem sendo amplamente conhecida e reconhecida pela prática do 

profissional cirurgião-dentista, desde 2008, com a introdução da Resolução nº. 082/2008, 

regulamentada pelo Conselho Federal de Odontologia (CFO) e inserida pela Política Nacional 

de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC), do Ministério da Saúde (MONTEIRO e 

FRAGA, 2015).  

Os produtos à base de plantas possuem atividade biológica complexa, associada a um 

bom perfil de segurança, biocompatibilidade, baixo impacto ao meio ambiente e custos mais 

baixos. Além disso, os compostos sintéticos tradicionais são mais associados a efeitos colaterais 

do que os compostos fitoterápicos (GÓSCINIAK et al., 2021). Muitos produtos fitoterápicos 

também se mostram extremamente interessantes, por possuírem métodos de utilização não 

invasivos, o que gera pouco ou nenhum efeito colateral. (SOUZA et al., 2021a) 

A Curcuma longa L. pertence a família Zingiberaceae, é uma erva perene distribuída ao 

longo das regiões tropicais e subtropicais do mundo, sendo extensamente cultivada nos países 

asiáticos, principalmente Índia e China. Como um pó, chamado açafrão, tem sido usada como 

aromatizante e tempero. A medicina tradicional indiana utiliza o açafrão contra desordens 

biliares, anorexia, coriza, tosse, feridas diabéticas, desordens hepáticas, reumatismos e sinusite 

(ARAÚJO e LEON, 2001). 

O princípio da coloração do açafrão foi isolado no século XIX e nomeado de Curcumina, 

possui cor amarelada (figura 3) e é o maior componente da Curcuma longa L., sendo 
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responsável pela sua atividade anti-inflamatória. Sua estrutura química (figura 2) foi 

determinada por Roughley e Whiting em 1973, possui seu ponto de fusão entre 176-177ºC e 

não é solúvel em água, podendo ser solubilizada em etanol, álcalis, acetona, ácido acético e 

clorofórmio. (ARAÚJO e LEON, 2001). Tem sido utilizada por séculos na gastronomia e como 

medicação com uma grande variedade de indicações, incluindo tratamento de lesões, doenças 

do fígado e controle microbiano (HAUKVIK et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Estrutura química da Curcumina (ARAÚJO e LEON, 2001) 

 

A curcumina não exibe efeitos tóxicos in vitro ou in vivo e se mostra segura mesmo 

quando utilizada em altas doses (ARAÚJO et al., 2014; MOGHADMTOUSI et al., 2014) 

possuindo pico de absorção amplo, contido entre 300-500nm (BRUZELL et al., 2005; 

ARAÚJO et al., 2014). Há estudos que sugerem que a curcumina possui efeitos anti-

inflamatórios, antimicrobianos, antifúngicos (MARTINS et al., 2009; AGGARAWAL et al., 

2015), anti-carcinogênicos (BRUZELL et al., 2005; JOSHI et al., 2021), antioxidantes 

(UNNIKRISHNAN e RAO, 1995),  anti-protozoários (RASMUSSEN et al., 2000) e antivirais 

(EIGNER e SCHOLZ, 1999). 

Também vem sendo reportado o seu potencial indutor de apoptose de várias linhagens 

celulares e sua habilidade de interagir com biomarcadores como citocinas e proteínas 

apoptóticas (NF-kB, COX-2, LOX, STAT3, Prostaglandina E2, etc) (JOSHI et al., 2021). 

Um dos seus efeitos mais explorados e estudados, é o anti-inflamatório, o qual vem sendo 

abordado em estudos experimentais e clínicos. Associado a isso, a curcumina vem 

demonstrando capacidade de inibir muitas moléculas mediadoras do processo inflamatório 

como a cicloxigenase-2 (Cox-2), leucotrienos, interleucinas, hialuronidase, óxido nítrico, 

lipoxigenase, fator de necrose tumoral alfa (TNFα), prostaglandinas e outros mediadores 

envolvidos na inflamação (CHAINANI-WU, 2003; JURENKA, 2009; ZHOU et al., 2013; 

FADUS et al., 2017; JOSHI et al., 2021).  
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Existe uma gama de artigos na literatura relatando a capacidade anti-inflamatória de 

componentes da curcumina (THEODORO et al., 2017; DAVE et al., 2018; MAULINA et al., 

2018; FOROUNZAFAR et al., 2020; ROCHA et al., 2020; SOUZA et al., 2021b; TERBY et 

al., 2021), tendo sido estudados dois tipos de situação: modelos de inflamação crônica, 

demonstrando a fase proliferativa da inflamação; e modelos de inflamação aguda, 

caracterizando a capacidade da curcumina de inibir o desenvolvimento do processo 

inflamatório (ARAÚJO e LEON, 2001). 

Tendo em vista que muitos procedimentos odontológicos estão intimamente relacionados 

a processos inflamatórios, e sendo a cavidade oral um ambiente rico em microrganismos, o uso 

da curcumina na odontologia visando suas propriedades anti-inflamatória e antimicrobiana vem 

sendo objeto de estudo de muitos pesquisadores (ZHOU et al., 2013; NEELAKANTAN et al., 

2015; DEVARAJ et al., 2016; THEODORO et al., 2017; MAULINA et al., 2018; 

FOROUNZAFAR et al., 2020; ROCHA et al., 2020; SHI et al., 2021; SOUZA et al., 2021a; 

SOUZA et al., 2021b; TERBY et al., 2021). 

A curcumina vem sendo utilizada em pesquisas odontológicas como irrigante subgengival 

associada a raspagem e alisamento radicular (SIDDHARTH et al., 2020; TERBY et al., 2021), 

na forma de enxaguante (ROCHA et al., 2020), pasta de dente (DAVE et al., 2018) ou carreada 

com membranas reabsorvíveis (ANITHA et al., 2015; TERBY et al., 2021).  

 

A aPTD empregando a curcumina como fotossensibilizador 

Existe a sugestão de que a interação com a luz possa potencializar os efeitos da curcumina 

(DOVIGO et al., 2011) e que a  mesma apresenta efeitos fototóxicos potentes ainda que em 

quantidades micromolares (ARAÚJO et al., 2014), o que sugere interação favorável entre a luz 

e a curcumina, a qual poderia ser utilizada como fotossenssibilizador.  

Devido a cor amarela/alaranjada da curcumina (figura 3), seu espectro de estímulo está 

por volta de 400-500 nm, o que corresponde a luz azul (SOUZA et al., 2021b). Esse fato é 

extremamente interessante para o cirurgião dentista, tendo em vista que o aparelho de LED azul 

é um equipamento presente no consultório odontológico para promover a polimerização de 

alguns materiais odontológicos rotineiramente utilizados na prática clínica, o que não implicaria 

na aquisição de um outro equipamento (ARAÚJO et al., 2014; SOUZA et al., 2021b) 

 Rocha et al., (2020) demonstraram que a associação entre um enxaguante bucal de 

curcumina associada a aPDT com luz de LED, foi efetiva na redução microbiana in vitro, com 

uma diminuição significativa na contagem de E. coli e C. albicans. (ROCHA et al., 2020). Além 
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da redução de microorganismos, foi comprovada a interação entre a curcumina e o aumento da 

diferenciação osteogênica em células provenientes do ligamento periodontal (SHI et al., 2021). 

A curcumina também foi utilizada como irrigante para descontaminação da câmara pulpar 

e canal radicular durante o tratamento endodôntico, demonstrando resultados promissores na 

desinfecção, provavelmente associados a capacidade de causar danos as membranas bacterianas 

(NEELAKANTAN et al., 2015; DEVARAJ et al., 2016). Quando o uso intracanal foi associado 

à luz de LED, os resultados são ainda mais promissores (DA FROTA et al., 2015). 

Foi verificado que aPDT utilizando curcumina como fotossensibilizador e o LED azul 

como fonte de luz se mostrou efetiva no tratamento de periodontite experimental em ratos, uma 

vez que houve redução da severidade do processo inflamatório e controle da perda óssea por 

diminuição do recrutamento e atividade dos osteoclastos (THEODORO et al., 2017) 

 Maulina et al., (2018) demonstraram que após a exodontia de terceiros molares 

impactados, os pacientes tratados com curcumina, apresentaram um bom controle do quadro 

doloroso e do processo inflamatório (MAULINA et al., 2018). 

As principais vantagens na utilização da curcumina consistem no fato que de que a mesma 

é economicamente vantajosa, de fácil obtenção, uso e aplicação, além de possuir alta eficiência 

(ARAÚJO et al., 2012).  

Alguns estudos avaliam o efeito da aPDT usando a curcumina como fotossensibilizador 

associada ao diodo emissor de luz azul (LED) como fonte de luz (DOVIGO et al., 2011; 

ARAÚJO et al., 2012; ARAÚJO et al., 2014; LEITE et al., 2014; DA FROTA et al., 2015; 

PASCOAL et al., 2015; SHEEDHAR et al., 2015; THEODORO et al., 2017; ROCHA et al., 

2020), nesses estudos, as propriedades da curcumina se mostraram bem estabelecidas e tem tido 

sucesso quando associadas ao LED. 

 Entretanto pouco se sabe sobre o efeito da aPDT com curcumina associada à luz de LED, 

sobre área de extração dental no processo de reparo alveolar em ratas com alto risco para a 

osteonecrose dos maxilares. Além das vantagens já atribuídas à curcumina, vale ressaltar que, 

em relação as fontes de luz, o LED se apresenta como ferramenta flexível, leve e está presente 

na rotina do consultório odontológico, podendo ser utilizado na aPDT sem requerer a aquisição 

de um novo equipamento (ARAÚJO et al., 2014). 
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Figura 3: Extração e coloração característica da curcumina. (GOEL et al., 2008) 
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OBJETIVO 

 

Avaliar o efeito da aPDT, empregando curcumina e LED azul, no sítio de extração dental de 

ratas senescentes que apresentam alto risco para a ONMM. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais 

Todos os experimentos propostos neste projeto utilizaram animais de experimentação 

tendo em vista a inexistência de método alternativo. Foram tomadas todas as medidas cabíveis 

para se minimizar o número de animais utilizados, assim como evitar o seu sofrimento. O 

protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade 

de Odontologia de Araçatuba (Protocolo FOA nº 00565-2018) (anexo 1). Os procedimentos de 

manipulação experimental foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo 

“Guide to the care and use of experimental animals” e “Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal” (COBEA). 

No presente estudo foram utilizadas 56 ratas senescentes (14 – 16 meses de idade) da 

linhagem Wistar (Rattus novergicus) com peso corporal compreendido entre 350 – 450g. Os 

animais foram obtidos no Biotério Central do Instituto de Biociências de Botucatu e foram 

mantidos no Biotério de Experimentação da Disciplina de Histologia e Embriologia da 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba (FOA-UNESP) sob as seguintes condições: ciclo de 

12 horas de claro e 12 horas de escuro, temperatura ambiente de 22 ± 2ºC, sistema de 

ventilação/exaustão permitindo 20 trocas de ar por hora, umidade relativa do ar em torno de 55 

± 5%, acondicionamento em gaiolas plásticas (33x40x17cm) (3 animais por gaiola), onde 

tiveram livre acesso ao alimento e à água.  

 

Delineamento experimental 

 

- Protocolo de habituação dos animais 

Ao serem trazidos do Biotério Central do Instituto de Biociências de Botucatu para o 

Biotério de Experimentação todos os animais passaram por um período de habituação. A 

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

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

compreendeu os 21 dias que antecederam o início do delineamento dos grupos, sendo que neste 

período, cada animal foi suavemente manuseado entre as mãos do operador durante um 

intervalo de 30s, no qual regularmente foram aplicadas manobras de restrição que simularam 

aquelas empregadas no protocolo medicamentoso e na coleta do lavado vaginal. 
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- Monitoramento do ciclo estral 

Os animais foram submetidos ao monitoramento do ciclo estral durante 15 dias. Para isso 

foi feita a coleta do lavado vaginal em lâmina de vidro e avaliação histológica. Para a coleta do 

lavado vaginal empregou-se uma pipeta confeccionada em tubo de látex acoplada em ponteira 

de polietileno com capacidade de cerca de 0,3 ml (VILELA et al., 2007). A amostra coletada 

foi depositada em lâmina de vidro e submetida à coloração com hematoxilina, eosina, e orange 

G. Tais amostras foram submetidas à avaliação histológica em microscópio óptico. 

Dentre os critérios de inclusão dos animais no estudo estavam, além da idade cronológica 

avançada, ter atingido a senescência reprodutiva. Em sendo assim foram empregadas apenas 

ratas acíclicas. 

 

- Anestesia 

Para a instalação da ligadura, execução da exodontia, tratamento com curcumina ou aPDT 

e eutanásia, os animais foram anestesiados via injeção intramuscular de cloridrato de cetamina 

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

Bayer, RS, Brasil). 

 

- Periodontite induzida por ligadura 

Um dia antes do início do plano de tratamento medicamentoso 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 (STATKIEVICZ et al., 2018; ERVOLINO et al., 2019; TORO et al., 2019) (figura 

4 -A e B). 

 

- Protocolo medicamentoso 

O plano de tratamento medicamentoso teve uma duração total de 7 semanas (figura 5). A 

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

via intraperitoneal a cada três dias. A dose de zoledronato foi de 100μg/Kg, o qual foi diluído 

em 0,45 ml de solução de cloreto de sódio 0,9%. A dose de zoledronato e o plano de tratamento 

medicamentoso consistiram em uma adaptação para o rato do protocolo empregado atualmente 

para terapia oncológica de humanos (STATKIEVICZ et al., 2018; ERVOLINO et al., 2019; 

TORO et al., 2019). 
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- Exodontia 

Os animais foram posicionados adequadamente em mesa cirúrgica, foi executada a anti-

sepsia da cavidade bucal, sindesmotomia, luxação e extração do primeiro molar inferior 

esquerdo com a utilização de instrumentais odontológicos adaptados (STATKIEVICZ et al., 

2018; ERVOLINO et al., 2019; TORO et al., 2019) (figura 4-C). 

 

- Preparação da curcumina  

A curcumina (Curcuma longa, 4-Hydroxy-3-methoxyphenyl 1,6-heptadiene-3,5dione, 

Diferuloylmethane, Diferulylmethane - C1386 - Sigma Aldrich) que foi empregada no presente 

estudo, seja a que foi aplicada topicamente de modo isolado no sítio de extração dental, ou a 

que foi utilizada na terapia fotodinâmica antimicrobiana, como um fotossensibilizador 

associado ao LED azul, foi solubilizada em 99,9% de etanol absoluto e 0,1% de dimetil 

sulfóxido (DMSO) com a finalidade de se obter uma solução contendo 100 mg/ml de 

curcumina. Em seguida, a partir de tal solução foi feita uma diluição em água destilada para a 

obtenção de uma solução para uso contendo 100 μg/l de curcumina (Anexo 2) (THEODORO 

et al., 2017; RICCI DONATO et al., 2017; IVANAGA et al., 2019).  

 

- Tratamento local com curcumina e/ou LED azul  

Nos grupos tratados com curcumina foi empregada em cada sessão 500 μl desta solução, 

a qual foi cuidadosamente depositada no sítio de extração dental e adjacências durante 60 

segundos (figura 4 - E e F). Nos grupos VEI-CUR e ZOL-CUR, após este intervalo de tempo, 

apenas o excesso de curcumina foi removido com auxílio de algodão. Nos grupos VEI-aPDT e 

ZOL-aPDT, após este intervalo de tempo, conhecido como tempo de pré-irradiação, foi 

realizada a irradiação (figura 4 - G e H). A luz que foi utilizada no presente estudo para a 

realização da aPDT foi o LED azul (Kon-lux Kondortech Dental Equipment Ltda, São Carlos, 

São Paulo, Brasil), com os seguintes parâmetros: comprimento de onda: 468-485 nm; potência: 

200 mW; modo de operação: luz contínua; área: 0,78 cm²; dose: 15 J/cm²; quantidade de pontos 

de aplicação: 1; tempo de exposição: 60 segundos (THEODORO et al., 2017; IVANAGA et 

al., 2019). O LED foi aplicado em um único ponto no centro do alvéolo com a ponteira 

posicionada paralelamente ao seu longo eixo e em contato com a área tratada. Nos grupos VEI-

LED e ZOL-LED a irradiação foi realizada como descrito acima, no entanto, não houve 

deposição local prévia da curcumina (THEODORO et al., 2017; IVANAGA et al., 2019). 
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Figura 4: Fotos dos procedimentos realizados ao longo do experimento. A e B, instalação da ligadura; 

C, sítio de exodontia; D, 0,5ml de curcumina a serem depositados na ferida cirúrgica; E e F, deposição 

da curcumina sobre a área de exodontia; G e H, aPDT utilizando a curcumina como fotossensibilizador 

e a luz de LED (Fonte: Autoria Própria) 
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- Eutanásia 

Os animais foram submetidos à perfusão transcardíaca inicialmente com solução salina 

fisiológica (30ml / minuto), seguida de solução fixadora de formaldeído a 4%, em tampão 

fosfato 0,1M pH 7,4, durante 30 minutos. 

 

Grupos experimentais 

Os animais foram divididos em 8 grupos, cada um composto de 7 animais: 

Grupo VEI: receberam uma injeção intraperitoneal de 0,45 ml de solução de cloreto de 

sódio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a terceira semana de 

tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo e decorridos 28 dias 

pós-operatórios foram submetidos à eutanásia. 

Grupo ZOL: receberam uma injeção intraperitoneal de 0,45 ml de zoledronato diluído em 

solução de cloreto de sódio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a 

terceira semana de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo e 

decorridos 28 dias pós-operatórios foram submetidos à eutanásia. 

Grupo VEI-CUR: receberam uma injeção intraperitoneal de 0,45 ml de solução de cloreto 

de sódio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a terceira semana de 

tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2, 

4 e 6 dias pós-operatórios foi realizada apenas a deposição da curcumina sobre o sítio de 

extração e mucosa sobrejacente por 60 segundos. A eutanásia foi realizada 28 dias após a 

exodontia. 

Grupo ZOL-CUR: receberam uma injeção intraperitoneal de 0,45 ml de zoledronato 

diluído em solução de cloreto de sódio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao 

completarem a terceira semana de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar 

inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2, 4 e 6 dias pós-operatórios foi realizada apenas a 

deposição da curcumina sobre o sítio de extração e mucosa sobrejacente por 60 segundos. A 

eutanásia foi realizada 28 dias após a exodontia. 

Grupo VEI-LED: receberam uma injeção intraperitoneal de 0,45 ml de solução de cloreto 

de sódio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a terceira semana de 

tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2, 

4 e 6 dias pós-operatórios foi realizada apenas a irradiação do sítio de extração e mucosa 

sobrejacente com LED azul por 60 segundos. A eutanásia foi realizada 28 dias após a exodontia. 
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Grupo ZOL-LED: receberam uma injeção intraperitoneal de 0,45 ml de zoledronato 

diluído em solução de cloreto de sódio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao 

completarem a terceira semana de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar 

inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2, 4 e 6 dias pós-operatórios foi realizada apenas a 

irradiação do sítio de extração e mucosa sobrejacente com LED azul por 60 segundos. A 

eutanásia foi realizada 28 dias após a exodontia. 

Grupo VEI-aPDT: receberam uma injeção intraperitoneal de 0,45 ml de solução de 

cloreto de sódio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao completarem a terceira semana 

de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Neste grupo aos 

0, 2, 4 e 6 dias pós-operatórios foi realizada terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) no 

sítio de extração e mucosa sobrejacente. A eutanásia foi realizada 28 dias após a exodontia. 

Grupo ZOL-aPDT: receberam uma injeção intraperitoneal de 0,45 ml de zoledronato 

diluído em solução de cloreto de sódio 0,9% a cada 72 horas, durante sete semanas. Ao 

completarem a terceira semana de tratamento foi realizada a exodontia do primeiro molar 

inferior esquerdo. Neste grupo aos 0, 2, 4 e 6 dias pós-operatórios foi realizada a terapia 

fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) no sítio de extração e mucosa sobrejacente. A eutanásia 

foi realizada 28 dias após a exodontia. 

 

 

Figura 5: Resumo do protocolo experimental ao qual foram submetidos os diferentes grupos. As representações de seringas ilustram 

os dias em que foram feitas as aplicações de zoledronato ou do veículo por via intraperitoneal, as representações de LED, demonstram 

os dias em que foram feitas as sessões de aPDT. Abreviações: aPDT, terapia fotodinâmica antimicrobiana; IP, injeção intraperitoneal; 

VEI, solução de cloreto de sódio 0,9%; ZOL, zoledronato (Fonte: Autoria Própria). 
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Processamento histológico das amostras 

 

- Preparado histológico com desmineralização  

Após a eutanásia, as hemi-mandíbulas foram cuidadosamente dissecadas e submetidas à 

pós-fixação em formaldeído durante 24 horas.  

As hemi-mandíbulas pós-fixadas foram submetidas à lavagem em água corrente por 12 

horas e imersas em solução desmineralizadora, constituída por 10% de ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA; Ethylenediaminetretraacetic acid, Sigma-Aldrich Co.) em PBS, durante 

70 dias. Após a desmineralização, as amostras foram novamente submetidas à lavagem em água 

corrente por 24 horas. 

 Na sequência foi realizado o processamento histológico convencional para microscopia 

de luz, através da desidratação em série crescente de etanol (70°GL, 60 minutos; 80°GL, 30 

minutos; 90°GL, 30 minutos; 95°GL, 60 minutos; 100°GL-I, 60 minutos; 100°GL-II, 60 

minutos; 100°GL-III, 60 minutos), diafanização em sequência de xilol (etanol / xilol, 60 

minutos; xilol-I, 40 minutos, xilol-II, 40 minutos; xilol-III, 40 minutos), impregnação pela 

parafina histológica em série (parafina-I, 60 minutos; parafina-II, 60 minutos; parafina-III, 60 

minutos) e, por fim, inclusão na parafina histológica. As amostras foram incluídas de modo que 

a face lingual do segundo molar inferior esquerdo ficasse paralela com a superfície do bloco de 

parafina (figura 6A – traço azul).  

A microtomia foi executada seguindo um plano de corte que progrediu de lingual para 

vestibular. Foram coletados 13 cortes seriados da porção do alvéolo dental anteriormente 

ocupada pela raiz mesial e pela raiz distal do primeiro molar inferior esquerdo, tendo como 

orientação as raízes do segundo molar (figura 6A – traçado vermelho). As secções histológicas 

correspondentes à porção central da loja cirúrgica foram devidamente coletadas em lâminas de 

vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais) impregnadas por polilisina, ou em lâminas de 

vidro silanizadas (Platinum Line® StarFrost, Mercedes Medical LLC., Sarasota/FL, EUA). 
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Figura 6: Resumo evidenciando a região de obtenção dos cortes histológicos (a) e a área de análise (b). Abreviações: AON, área de 

osso neoformado; D, face distal; L, face lingual; M, face mesial; SI, septo interradicular; TC, tecido conjuntivo; TE, tecido epitelial; 

V, face vestibular (Fonte: Autoria Própria). 

 

- Coloração pela hematoxilina-eosina (HE)  

Para a análise histopatológica, análise histométrica da porcentagem de tecido ósseo 

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

as secções histológicas foram submetidas à coloração pela HE. Para isso, as secções 

histológicas coletadas em lâminas de vidro convencionais para microscopia passaram pelo 

processo de desparafinização inicial em estufa com temperatura controlada (56°C a 58°C), 

durante 30 minutos, seguida pela desparafinização completa em sequência de xilol (xilol-I, 5 

minutos; xilol-II, 5 minutos; xilol-III, 10 minutos), hidratação em série decrescente de etanol 

(100°GL-I, 2 minutos; 100°GL-II, 2 minutos; 100°GL-III, 2 minutos; 95°GL, 2 minutos; 

70°GL, 2 minutos), lavagem em água, imersão em Hematoxilina por 45 segundos, lavagem em 

água, imersão em eosina acrescida de floxina por 3 minutos, lavagem em água, desidratação 

em série crescente de etanol (70°GL, 1 minuto; 90°GL, 1 minuto; 95°GL, 1 minuto; 100°GL-I, 

1 minuto; 100°GL-II, 1 minuto; 100°GL-III, 1 minuto), diafanização em sequência de xilol 

(etanol /xilol, 1 minuto; xilol-I, 5 minutos; xilol-II, 5 minutos; xilol-III, 5 minutos) e, por fim, 

recobrimento com meio de montagem (Permount®, Fisher Scientific Company LLC., San 

Diego/CA, EUA) e proteção com lamínulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais). 

 

 

 

 



34 
 

- Imunoistoquímica 

Para a análise imunoistoquímica, as secções histológicas coletadas em lâminas de vidro 

silanizadas para microscopia foram submetidas à reação imunoistoquímica pela técnica da 

imunoperoxidase indireta.  

Para isso, tais secções histológicas foram submetidas à desparafinização inicial em estufa 

com temperatura controlada (56°C a 58°C), durante aproximadamente 30 minutos, seguida pela 

desparafinização completa em sequência de xilol (xilol-I, 5 minutos; xilol-II, 5 minutos; xilol-

III, 10 minutos) e hidratação pelo etanol em série decrescente (100°GL-I, 2 minutos; 100°GL-

II, 2 minutos; 100°GL-III, 2 minutos; 95°GL, 2 minutos; 70°GL, 2 minutos). A partir desta e 

previamente às próximas etapas da reação imunoistoquímica, os cortes histológicos foram 

lavados em PBS durante 5 minutos, PBS acrescido de 0,05% de Triton® X-100 (Sigma-Aldrich 

Co.) durante 5 minutos, e em PBS, novamente, durante mais 5 minutos. 

A recuperação antigênica foi realizada através da imersão das lâminas histológicas em 

tampão citrato 10mM e pH 6,0 (Antigen Retreival Buffer 1, Spring Bioscience Corporation, 

Pleasanton/CA, EUA), colocadas em câmara pressurizada (Decloaking Chamber®, Biocare 

Medical LLC., Concord/CA, EUA), alcançando a temperatura máxima de 95°C durante 5 

minutos, seguida pelo resfriamento gradual até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente, 

as lâminas foram imersas em solução constituída de 3% de peróxido de hidrogênio em PBS 

durante 60 minutos, e em solução constituída de 4% de leite em pó desnatado em PBS durante 

60 minutos, para o bloqueio da peroxidase e da biotina endógenas, respectivamente.  

O bloqueio dos sítios inespecíficos foi realizado em solução constituída de 1,5% de soro 

albumina bovino (BSA, Bovine serum albumine) em PBS acrescido de 0,05% de Triton® X-

100 durante 12 horas. As lâminas contendo as amostras de cada grupo experimental foram 

divididas em lotes, sendo que cada lote foi incubado com um dos seguintes anticorpos 

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

Santa Cruz, CA, EUA), anti-TGFβ1 do rato gerado em coelho (SC-146, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-BMP 2/4 do rato gerado em coelho (SC-9003, 

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

18319, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). Os cortes foram incubados com 

anticorpo secundário biotinilado por 2 horas e subsequentemente tratados com estreptavidina 

conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP 

Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA).  
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A revelação foi realizada utilizando-se como cromógeno o composto 3,3’- 

diaminobenzidina (K3468; Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, Dako North America 

Inc.). Para a contracoloração, os espécimes foram então lavados em água, imersos em 

hematoxilina de Harris por 10 segundos, lavados em água para retirada do excesso de corante, 

desidratados pelo etanol em série crescente (70°GL, 2 minutos; 95°GL, 2 minutos; 100°GL-I, 

2 minutos; 100°GL-II, 2 minutos; 100°GL-III, 2 minutos), diafanizados em sequência de xilol 

(etanol 100°GL 50%/xilol 50%, 2 minutos; xilol-I, 5 minutos; xilol-II, 5 minutos; xilol-III, 10 

minutos), recobertos pelo meio de montagem (Permount®, Fisher Scientific Company LLC) e 

protegidos com lamínulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais). Como controle 

negativo da reação, as secções histológicas foram submetidas às mesmas etapas descritas, 

suprimindo-se apenas a utilização dos respectivos anticorpos primários. Todas as etapas da 

reação imunoistoquímica basearam-se no protocolo descrito por Ervolino et al. (2019) e Garcia 

et al. (2014). 

 

 

Análise das amostras 

Para análise histopatológica foi analisada toda a área da mandíbula que continha o sítio 

de extração dental. Esta área compreendia o sítio de extração dental anteriormente ocupado pela 

raiz mesial e pela raiz distal do primeiro molar inferior, o tecido ósseo imediatamente adjacente 

a tais regiões e os tecidos moles sobrejacentes ao sítio de extração dental (figura 7 - a) 

Nesta região foram avaliados os seguintes parâmetros: a) intensidade da resposta 

inflamatória local, categorizada em: (1) ausência de inflamação, (2) pequena quantidade de 

células inflamatórias, (3) moderada quantidade de células inflamatórias, (4) grande quantidade 

de células inflamatórias; b) extensão do processo inflamatório, categorizado em: (1) ausência 

de inflamação, (2) estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo, (3) estendendo-se por 

todo o tecido conjuntivo, sem atingir o tecido ósseo, (4) estendendo-se por todo o tecido 

conjuntivo e tecido ósseo; c) padrão de celularidade e de estruturação do tecido epitelial, 

categorizado em: (1) tecido epitelial de moderada espessura recobrindo completamente o sítio 

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

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

(4) ausência de tecido epitelial sobre a ferida cirúrgica aberta;  d) padrão de celularidade e de 

estruturação do tecido conjuntivo, categorizado em: (1) moderada quantidade de fibroblastos e 

grande quantidade de fibras colágenas, (2) moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto 
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de fibras colágenas, (3) pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colágenas, 

(4) desestruturação tecidual severa com áreas de necrose tecidual. 

Para as análises histométricas da porcentagem de TONF e TONV foram capturadas 

imagens de quatro regiões via utilização de uma câmera digital (JVC TK-1270 Color Vídeo 

Câmera) acoplada ao microscópico óptico (Axiolab, Carl Zeiss) e conectada a um 

microcomputador. As regiões de captura são: 1) sítio de extração anteriormente ocupado pela 

raiz mesial do primeiro molar inferior; 2) sítio de extração anteriormente ocupado pela raiz 

distal do primeiro molar inferior; 3) tecido ósseo situado no septo interradicular e; 4) tecido 

ósseo situado na área desdentada localizada imediatamente a frente do primeiro molar inferior.  

As regiões 1 e 2 foram empregadas para avaliação da porcentagem de TONF no interior 

dos alvéolos dentais (figura 7 - b). Para tal avaliação dois retângulos foram posicionados um no 

centro do sítio de extração da raiz mesial e outro no centro do sítio de extração da raiz distal do 

primeiro molar inferior. A base maior de tais retângulos acompanhava o longo eixo de tais 

raízes. Os retângulos tinham como limite apical a base dos alvéolos dentais.  

As regiões 3 e 4 foram empregadas para mensurar a porcentagem de TONV nas 

adjacências do sítio de extração dental (figura 7 - c). Para tal avaliação dois retângulos foram 

posicionados um no centro do septo interradicular, sendo que a base maior de tal retângulo 

acompanhava o longo eixo de tais raízes, e um outro no tecido ósseo situado na área desdentada 

imediatamente a frente do sítio de extração anteriormente ocupado pela raiz mesial do primeiro 

molar inferior, sendo que a base maior de tal retângulo acompanhava a crista óssea alveolar. 

Cada um destes retângulos apresentava 710μm de altura e 530μm de largura, perfazendo uma 

área de 0.38mm². Como o sítio de extração dental e adjacências foram avaliadas em quatro 

regiões, a área total avaliada no presente estudo foi de 1,52mm².  
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Figura 7: Regiões capturadas para análise. a - Análise histopatológica da reparação tecidual; b - Análise histométrica da porcentagem de TONF; 

c - Análise histométrica da porcentagem de TONV (Fonte: Autoria Própria).  

 

Com o auxílio do programa de análise de imagens ImageJ foi delimitada na região 1 e 2 

a área ocupada por TONF e na região 2 e 3 a área ocupada por TONV. A porcentagem de TONF 
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foi expressa como a porcentagem da área total ocupada por TONF. A porcentagem de TONV 

foi expressa como a porcentagem de tecido ósseo não vital em relação à porcentagem de tecido 

ósseo. Ambas as mensurações foram expressas como média ± desvio padrão. 

Para análise imunoistoquímca de VEGF, TGFβ1, BMP2/4 e OCN foi analisada toda a 

área da mandíbula que continha o sítio de extração dental, compreendendo a mesma região que 

foi efetuada a análise histopatológica (figura 7 - a). 

Nesta região foi efetuada uma análise semi-quantitativa do padrão de imunomarcação 

para VEGF, TGFβ1, BMP2/4 e OCN, onde: ESCORE 0, imunomarcação nula, ausência de 

células imunorreativas e ausência de imunomarcação na matriz extracelular; ESCORE 1, baixo 

padrão de imunomarcação, aproximadamente 20% das células imunorreativas e fraca marcação 

na matriz extracelular; ESCORE 2, aproximadamente 40% das células imunorreativas e fraca 

marcação na matriz extracelular, ESCORE 3, aproximadamente 60% das células 

imunorreativas e moderada ou forte marcação na matriz extracelular.  

Análise estatística dos dados 

Empregou-se o programa Bioestat 5.3 (Instituto Mamiruá, Manaus, AM, Brasil). Para a 

análise dos pesos dos animais foi empregado o teste de variância de Kruskal-Wallis e pós-teste 

de Dunn’s. Para a análise histopatológica e análise imunoistoquímica foram empregados os 

testes de Análise de Variância de Kruskal-Wallis e pós-teste de Student-Newman-Keuls.  Para 

a análise histométrica da porcentagem de TONF e TONV foram empregados os testes de 

Shapiro-Wilk, Análise de Variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey. O nível de significância 

adotado foi de 5% (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

 

 

 

 

Resultados 



40 
 

RESULTADOS 

 

Condições gerais de saúde e exame clínico intrabucal 

As condições gerais e o peso corporal dos animais dos grupos VEI, VEI-CUR, VEI-

LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT se mantiveram dentro de um padrão de normalidade 

e constantes durante todo o período experimental. Os animais do grupo ZOL e ZOL-LED 

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

manteve até o final do período experimental (Gráfico 1). 

Ao exame clínico intrabucal, em ZOL e ZOL-LED observou-se uma loja cirúrgica mais 

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

alguns espécimes destes grupos havia exposição óssea e ampliação ainda maior do sítio de 

extração. Nos grupos VEI, VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT houve 

reparação completa, ou quase completa, do sítio de extração dental, com uma loja cirúrgica bem 

menor e recoberta total ou parcialmente por tecidos moles.  

 

GRÁFICO 1 - PESO DOS ANIMAIS AO LONGO DO EXPERIMENTO 

 

 

Gráfico 1: Peso de todos os animais no dia da execução da ligadura (-1), exodontia (21) e eutanásia (49). Linha preta: Grupo VEI; Linha 
laranja: Grupo VEI-CUR; Linha azul: Grupo VEI-LED; Linha rosa: Grupo VEI-aPDT; Linha vermelha: Grupo ZOL; Linha amarela: Grupo 

ZOL-CUR; Linha verde: Grupo ZOL-LED; Linha roxa: Grupo ZOL-aPDT. 
 

Análise histopatológica: nível de inflamação tecidual 

Os parâmetros avaliados, os escores atribuídos e distribuição dos espécimes de acordo 

com a análise histopatológica do nível de inflamação dos tecidos aos 28 dias pós-operatórios 

nos diferentes grupos experimentais estão apresentados na Tabela 1. Nos grupos tratados com 
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o veículo, VEI, VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT, observou-se ausência de inflamação no sítio 

de extração dental e mucosa sobrejacente aos 28 dias pós-operatórios (MEDIANA 1). Nos 

grupos ZOL e ZOL-LED observou-se uma grande quantidade de células inflamatórias 

(MEDIANA 4), as quais se estendiam por todo o tecido conjuntivo e ósseo (MEDIANA 4) 

situados no sítio de extração dental. Nestes grupos constatou-se maior intensidade na resposta 

inflamatória local, assim como, maior extensão do infiltrado inflamatório quando comparado 

com os grupos tratados com o veículo. No grupo ZOL-CUR observou-se pequena quantidade 

de células inflamatórias (MEDIANA 2), as quais se estendiam apenas pelo tecido conjuntivo 

(MEDIANA 2) situado na mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental. Neste grupo a 

intensidade da resposta inflamatória local e a extensão do processo inflamatório foi maior que 

nos grupos tratados com o veículo. No grupo ZOL-aPDT a maior parte dos espécimes 

apresentou ausência de inflamação no sítio de extração dental (MEDIANA 1). Neste grupo a 

intensidade da resposta inflamatória local e a extensão do processo inflamatório foi menor que 

nos grupos ZOL e ZOL-LED, além disso, não houve diferença significante com o grupo ZOL-

CUR e com os grupos tratados com o veículo.  

  

 

Tabela 1: Parâmetros, escores e distribuição dos espécimes de acordo com a análise histológica do nível de inflamação dos tecidos aos 28 dias pós-operatórios 
nos diferentes grupos experimentais. As letras indicam diferença significativa em relação ao grupo: a, VEI; b, ZOL; c, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-

LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT. 

 

 

ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA: NÍVEL DE INFLAMAÇÃO TECIDUAL 

 

PARÂMETROS E RESPECTIVOS ESCORES 

NÚMERO DE ESPÉCIMES 

GRUPOS EXPERIMENTAIS 

V
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O

L
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INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATÓRIA LOCAL 

(1) ausência de inflamação 6  7  6  7 5 

(2) pequena quantidade de células inflamatórias 1   7 1   2 

(3) moderada quantidade de células inflamatórias  1    2   

(4) grande quantidade de células inflamatórias  6    5   

MEDIANA 1 4a 1b 2ac 1bd 4ace 1bdf 1bf 

 

EXTENSÃO DO PROCESSO INFLAMATÓRIO 

(1) ausência de inflamação 6  7  6  7 5 

(2) estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo 1   7 1   2 

(3) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo, sem atingir o tecido ósseo      1   

(4) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo e tecido ósseo  7    6   

MEDIANA 1 4a 1b 2ac 1bd 4ace 1bdf 1bf 
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Análise histopatológica: padrão de estruturação tecidual da mucosa sobrejacente ao sítio 

de extração dental 

Os parâmetros avaliados, os escores atribuídos e distribuição dos espécimes de acordo 

com a análise histopatológica do nível de inflamação dos tecidos aos 28 dias pós-operatórios 

nos diferentes grupos experimentais estão apresentados na Tabela 2. No grupo VEI e no grupo 

ZOL-CUR a maior parte dos espécimes apresentaram um tecido epitelial de delgada espessura 

recobrindo completamente o sítio de extração dental (MEDIANA 2) e uma moderada 

quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colágenas na lâmina própria (MEDIANA 2). 

 Nos grupos VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT observou-se um tecido epitelial de 

moderada espessura recobrindo completamente o sítio de extração dental (MEDIANA 1) e um 

tecido conjuntivo denso na lâmina própria (MEDIANA 1). Não houve diferença significativa 

no padrão de celularidade e de estruturação do tecido epitelial e do tecido conjuntivo da mucosa 

sobrejacente ao sítio de extração dental entre os grupos tratados com o veículo. Nos grupos 

ZOL e ZOL-LED, na maioria das amostras, observou-se ausência de tecido epitelial sobre a 

ferida cirúrgica (MEDIANA 4) e uma severa desestruturação do tecido conjuntivo (MEDIANA 

4). Não houve diferença significativa em tais parâmetros entre ZOL e ZOL-LED. Estes grupos 

apresentaram um maior comprometimento do tecido epitelial e do tecido conjuntivo da mucosa 

sobrejacente ao sítio de extração dental quando comparados com os demais grupos 

experimentais.  

No grupo ZOL-aPDT a maior parte dos espécimes apresentou um tecido epitelial de 

delgada espessura recobrindo completamente o sítio de extração dental (MEDIANA 2) e uma 

moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colágenas na lâmina própria 

(MEDIANA 2). Este grupo não apresentou diferença significante quando comparado com o 

grupo ZOL-CUR e com os grupos tratados com o veículo, exceto pelo fato de ter apresentado 

um pior padrão de celularidade e de estruturação do tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente 

ao sítio de extração dental quando comparado com o grupo VEI-aPDT. 
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Tabela 2: Parâmetros, escores e distribuição dos espécimes de acordo com a análise histológica do padrão de estruturação tecidual da mucosa 

sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós-operatórios nos diferentes grupos experimentais. As letras indicam diferença significativa em 
relação ao grupo: a, VEI; b, ZOL; c, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT. 

 

 

Porcentagem de TONF no sítio de extração dental 

A porcentagem de TONF em todos os grupos experimentais está apresentada no 

Gráfico 2. O grupo VEI-aPDT apresentou maior porcentagem de TONF quando comparado 

com os demais grupos experimentais. Não houve diferença estatística na porcentagem de TONF 

entre VEI, VEI-CUR e VEI-LED. Os grupos ZOL e ZOL-LED apresentaram menor 

porcentagem de TONF quando comparados com os demais grupos experimentais. Não houve 

diferença significativa na porcentagem de TONF entre ZOL e ZOL-LED. A porcentagem de 

TONF em ZOL-CUR foi menor que nos grupos tratados com o veículo. O grupo ZOL-aPDT 

apresentou maior porcentagem de TONF quando comparado com o ZOL-CUR. Neste grupo a 

porcentagem de TONF foi menor que no grupo VEI-CUR, no entanto, não houve diferença 

significativa quando comparado com VEI e VEI-LED (Figura 9).   

 

 

 

 

ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA: PADRÃO DE ESTRUTURAÇÃO TECIDUAL DA 

MUCOSA SOBREJACENTE AO SÍTIO DE EXTRAÇÃO DENTAL 

 

PARÂMETROS E RESPECTIVOS ESCORES 

NÚMERO DE ESPÉCIMES 

GRUPOS EXPERIMENTAIS 
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PADRÃO DE CELULARIDADE E DE ESTRUTURAÇÃO DO TECIDO EPITELIAL 

(1) tecido epitelial de moderada espessura recobrindo completamente o 

sítio de extração 

3  4  4  6 2 

(2) tecido epitelial de delgada espessura recobrindo completamente o 

sítio de extração 

4  3 7 3  1 5 

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

cirúrgica aberta 

 1    1   

(4) ausência de tecido epitelial sobre a ferida cirúrgica aberta   6    6   

MEDIANA 2 4a 1b 2b 1b 4acde 1bdf 2bf 

 

PADRÃO DE CELULARIDADE E DE ESTRUTURAÇÃO DO TECIDO CONJUNTIVO 

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

colágenas 

3  4  4  6  

(2) moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colágenas 4  3 6 3  1 6 

(3) pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colágenas  1  1  1  1 

(4) desestruturação tecidual severa com áreas de necrose tecidual  6    6   

MEDIANA 2 4a 1b 2b 1b 4acde 1bdf 2bfg 
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GRÁFICO 2 - PORCENTAGEM DE TECIDO ÓSSEO NEOFORMADO 

 

Gráfico 2: Porcentagem de tecido ósseo neoformado (TONF) no sítio de extração dental aos 28 dias pós exodontia nos diferentes grupos 

experimentais. As letras indicam diferença significativa em relação ao grupo: a, VEI; b, ZOL; c, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED; f, 
ZOL-LED; g, VEI-aPDT. 

 

 

Porcentagem de TONV nas adjacências do sítio de extração dental 

A porcentagem de TONV em todos os grupos experimentais está apresentada no 

Gráfico 3. Não houve diferença significativa na porcentagem de TONV entre os grupos tratados 

com o veículo. Os grupos ZOL e ZOL-LED apresentaram maior porcentagem de TONV quando 

comparados com os demais grupos experimentais. Não houve diferença significativa na 

porcentagem de TONV entre ZOL-CUR e ZOL-aPDT, no entanto, estes grupos apresentaram 

maior porcentagem de TONV quando comparados com os grupos tratados com o veículo 

(Figura 8).  

 

GRÁFICO 3 - PORCENTAGEM DE TECIDO ÓSSEO NÃO VITAL 

 

Gráfico 3: Porcentagem de tecido ósseo não vital (TONV) nas adjacências do sítio de extração dental aos 28 dias pós exodontia nos diferentes 

grupos experimentais. As letras indicam diferença significativa em relação ao grupo: a, VEI; b, ZOL; c, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-

LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT. 
 



45 
 

 

 

Figura 8: Fotomicrografias evidenciando o aspecto histológico do tecido ósseo adjacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós exodontia nos 

grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d), VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Observar a grande quantidade 

de tecido ósseo não vital presente nos grupos ZOL e ZOL-LED. Nestes grupos observa-se grande quantidade de lacunas vazias (setas pretas) ou ocupadas 

por remanescentes de osteócitos (setas azuis), o que também é evidenciado, no entanto, em proporções muito menores, nos grupos ZOL-CUR e ZOL-

aPDT. Abreviações e símbolos: setas pretas, lacunas vazias; setas azuis, lacunas contendo remanescente de osteócitos. Coloração: HE. Aumento 

original: 200x. Barras de escala: 100 μm. 
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FIGURA 9: Fotomicrografias evidenciando o aspecto histológico do tecido ósseo no interior do sítio de extração dental aos 28 dias pós exodontia nos 

grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d), VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Coloração: HE. Aumento 

original: 200x. Barras de escala: 100 μm. 
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VEGF no sítio de extração dental 

O padrão de imunomarcação para VEGF no sítio de extração dental nos diferentes grupos 

experimentais está apresentada no Gráfico 4. Nos grupos tratados com o veículo, VEI, VEI-

CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 3 (2 – 3; prevaleceu um 

alto padrão de imunomarcação), 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação), 3 (2 

– 3; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação) e 3 (3 – 3; prevaleceu um alto padrão 

de imunomarcação), respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-

CUR, ZOL-LED e ZOL-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 1 (0 – 1; prevaleceu um 

baixo padrão de imunomarcação), 2 (1 – 2; prevaleceu um moderado padrão de 

imunomarcação), 1 (0 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação) e 2 (2 – 2; 

prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação), respectivamente. Não houve diferença 

significante quando os grupos tratados com o veículo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT) 

foram comparados entre si. Não houve diferença significante entre ZOL e ZOL-LED. ZOL 

(ESCORE 1; baixo padrão de imunomarcação) e ZOL-LED (ESCORE 1; baixo padrão de 

imunomarcação) apresentaram um padrão de imunomarcação menor que o apresentado pelos 

grupos VEI, VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT e ZOL-aPDT). O grupo ZOL-CUR apresentou 

um menor padrão de imunomarcação quando comparado com os grupos tratados com o VEI, 

VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, o que não ocorreu quando tais grupos foram comparados 

com o grupo ZOL-aPDT (figura 10). 

 

GRÁFICO 4 – VEGF   

 

 
Gráfico 4: Padrão de imunomarcação para VEGF no sítio de extração dental. As letras indicam diferença significante em relação ao grupo: a, 
VEI; b, ZOL; c, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT. 
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FIGURA 10: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para VEGF na interface entre o tecido ósseo do alveólo dental e o tecido 

conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós exodontia nos grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d), 

VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células 

VEGF-imunorrreativas. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 
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TGF-β1 no sítio de extração dental 

O padrão de imunomarcação para TGFβ-1 no sítio de extração dental nos diferentes 

grupos experimentais está apresentado no Gráfico 5. Nos grupos tratados com o veículo, VEI, 

VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 3 (2 – 3; prevaleceu 

um alto padrão de imunomarcação), 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação), 3 

(2 – 3; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação) e 2 (2 – 3; prevaleceu um moderado 

padrão de imunomarcação), respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL, 

ZOL-CUR, ZOL-LED e ZOL-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 0 (0 – 1; 

prevaleceu padrão nulo de imunomarcação), 2 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de 

imunomarcação), 1 (0 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação) e 2 (2 – 3; 

prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação), respectivamente. Não houve diferença 

significativa quando os grupos tratados com o veículo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT) 

foram comparados entre si. Não houve diferença significativa quando os grupos tratados com 

zoledronato (ZOL, ZOL-CUR, ZOL-LED e ZOL-aPDT) foram comparados entre si. Não houve 

diferença significativa entre ZOL e ZOL-LED. ZOL (ESCORE 0; padrão nulo de 

imunomarcação) e ZOL-LED (ESCORE 1; baixo padrão de imunomarcação) apresentaram um 

padrão de imunomarcação menor que o apresentado pelos demais grupos experimentais (VEI, 

VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT). Os grupos ZOL-CUR e ZOL-

aPDT não apresentaram diferença significativa quando foram comparados entre si e quando 

foram comparados com os grupos tratados com o veículo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-

aPDT) (figura 11). 

GRÁFICO 5 – TGF-β1   

Gráfico 5: Padrão de imunomarcação para TGF-1β no sítio de extração dental. As letras indicam diferença significante em relação ao grupo: 

a, VEI; b, ZOL; c, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT. 
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FIGURA 11: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para TGF-β1 na interface entre o tecido ósseo do alveólo dental e o tecido 

conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós exodontia nos grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d), 

VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo; setas: células 

TGF-β1-imunorrreativas. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 
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BMP2/4 no sítio de extração dental 

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

grupos experimentais está apresentado no Gráfico 6. Nos grupos tratados com o veículo, VEI, 

VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 3 (2 – 3; prevaleceu 

um alto padrão de imunomarcação), 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação), 3 

(2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação) e 3 (3 – 3; prevaleceu um alto padrão de 

imunomarcação), respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL, ZOL-CUR, 

ZOL-LED e ZOL-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 1 (0 – 1; prevaleceu um baixo 

padrão de imunomarcação), 2 (2 – 3; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação), 1 

(0 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação) e 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão 

de imunomarcação), respectivamente. Não houve diferença significativa quando os grupos 

tratados com o veículo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT) foram comparados entre si. 

Não houve diferença significativa entre ZOL e ZOL-LED. ZOL (ESCORE 1; baixo padrão de 

imunomarcação) e ZOL-LED (ESCORE 1; baixo padrão de imunomarcação) apresentaram um 

padrão de imunomarcação menor que o apresentado pelos demais grupos experimentais (VEI, 

VEI-CUR, VEI-LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT). Os grupos ZOL-CUR e ZOL-

aPDT não apresentaram diferença significativa quando foram comparados entre si e quando 

foram comparados com os grupos tratados com o veículo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-

aPDT) (figura 12). 

 

GRÁFICO 6 – BMP2/4 

Gráfico 6: Padrão de imunomarcação para BMP 2/4 no sítio de extração dental. As letras indicam diferença significativa em relação ao grupo: 

a, VEI; b, ZOL; c, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT. 
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FIGURA 12: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para BMP2/4 na interface entre o tecido ósseo do alveólo dental e o tecido 

conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós exodontia nos grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d), 

VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo, setas: células 

BMP2/4-imunorreativas. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 
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OCN no sítio de extração dental 

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

experimentais está apresentada no Gráfico 7. Nos grupos tratados com o veículo, VEI, VEI-

CUR, VEI-LED e VEI-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 2 (2 – 3; prevaleceu um 

moderado padrão de imunomarcação), 3 (2 – 3; prevaleceu um alto padrão de imunomarcação), 

2 (2 – 3; prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação) e 3 (3 – 3; prevaleceu um alto 

padrão de imunomarcação), respectivamente. Nos grupos tratados com o zoledronato, ZOL, 

ZOL-CUR, ZOL-LED e ZOL-aPDT, a mediana e o desvio interquartis foi de 1 (0 – 1; 

prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação), 2 (2 – 2; prevaleceu um moderado padrão de 

imunomarcação), 1 (0 – 1; prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação) e 2 (2 – 2; 

prevaleceu um moderado padrão de imunomarcação), respectivamente. Não houve diferença 

significativa quando os grupos tratados com o veículo (VEI, VEI-CUR, VEI-LED e VEI-aPDT) 

foram comparados entre si, exceto na comparação entre VEI-LED e VEI-aPDT, onde este 

último apresentou um padrão de imunomarcação maior que o primeiro. Não houve diferença 

significativa entre ZOL e ZOL-LED. ZOL (ESCORE 1; baixo padrão de imunomarcação) e 

ZOL-LED (ESCORE 1; baixo padrão de imunomarcação) apresentaram um padrão de 

imunomarcação menor que o apresentado pelos demais grupos experimentais (VEI, VEI-CUR, 

VEI-LED, VEI-aPDT, ZOL-CUR e ZOL-aPDT). Os grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT não 

apresentaram diferença significativa quando foram comparados entre si e quando foram 

comparados com os grupos tratados com o VEI, VEI-CUR e VEI-LED. O grupo VEI-aPDT 

apresentou um padrão de imunomarcação maior que o grupo ZOL-aPDT (figura 13). 

 

GRÁFICO 7 – OCN  

Gráfico 7: Padrão de imunomarcação para OCN no sítio de extração dental. As letras indicam diferença significativa em relação ao grupo: a, 

VEI; b, ZOL; c, VEI-CUR; d, ZOL-CUR; e, VEI-LED; f, ZOL-LED; g, VEI-aPDT. 
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FIGURA 13: Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação para OCN na interface entre o tecido ósseo do alveólo dental e o tecido 

conjuntivo da mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental aos 28 dias pós exodontia nos grupos VEI (a), ZOL (b), VEI-CUR (c), ZOL-CUR (d), 

VEI-LED (e), ZOL-LED (d), VEI-aPDT (g) e ZOL-aPDT (h). Abreviações e símbolos: to: tecido ósseo alveolar; tc: tecido conjuntivo, setas: células 

OCN-imunorreativas. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 μm. 
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DISCUSSÃO 

O zoledronato é um medicamento com ação antirreabsortiva empregado no tratamento de 

osteopatias que desencadeiam osteopenia/osteoporose, no controle da dor óssea, na regulação 

da hipercalcemia e na inibição da progressão de metástase óssea em neoplasias malignas 

osteotrópicas (COXON e ROGERS, 2003; ORY et al., 2008; EBETINO et al., 2011; ROGERS 

et al., 2011; RUGGIERO et al., 2014). Por ser o bisfosfonato que apresenta a maior potência 

relativa, sua utilização tem sido associada com grande parte dos casos de ONMM (RUGGIERO 

et al., 2014). A etiopatogenia desta doença ainda não se mostra totalmente elucidada, o que 

dificulta sobremaneira a sua prevenção e o seu tratamento (ALLEN e BURR, 2009; SIDDIQI 

et al., 2009; MIGLIORATI et al., 2011; SHANNON et al., 2011; BADEL et al., 2013). 

Tendo em vista que o tratamento da ONMM pode ser extremamente longo, se mostrar 

falho ou resultar em sequelas graves, a melhor estratégia em se tratando desta condição é a 

prevenção. Embora a antibioticoterapia profilática prolongada tenha sido empregada como uma 

forma de evitar a ocorrência da ONMM (LITTLE et al., 2008; HOEFERT e EUFINGER, 2011; 

LOPEZ-JORNET et al., 2011; RUGGIERO et al., 2014; WILLIAMS et al., 2020), em muitos 

casos ela se mostra falha (HOEFERT e EUFINGER, 2011; LOPEZ-JORNET et al., 2011; 

WILLIAMS et al., 2020), tendo em vista que é capaz apenas de evitar a infecção, além disso, 

apresenta efeitos adversos. Uma terapia preventiva ideal para a ONMM seria aquela que 

apresentasse efetividade e, nenhum ou o mínimo, efeito adverso ao paciente. Dessa maneira, a 

busca por este tipo de terapia preventiva, efetiva e segura, tem se tornado uma grande 

necessidade. 

Os materiais vegetais são comumente e amplamente utilizados para tratar várias 

condições médicas. Os produtos à base de plantas e outros produtos naturais vem ganhando 

espaço cada vez maior dentro da odontologia. Tais produtos tem se tornado uma opção mais 

frequente em detrimento dos medicamentos convencionais em razão de sua ampla e complexa 

atividade biológica, perfil de segurança geralmente favorável, custos mais baixos, 

biocompatibilidade e baixo impacto no meio ambiente (GÓSCINIAK et al., 2021). 

 Em contraposição os medicamentos convencionais geralmente provocam mais efeitos 

colaterais, são menos tolerados pelo organismo e, o seu uso de modo indiscriminado e 

irresponsável, pode trazer consequências individuais e coletivas graves, um dos grandes 

exemplos é a antibioticoterapia executada de modo inadequado, a qual tem proporcionado a 

geração de cepas multirresistentes, que passam a ser uma ameaça global (GÓSCINIAK et al., 

2021). 
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Um destes produtos é a curcumina, a qual atualmente vem sendo extensivamente 

estudada. Suas múltiplas ações benéficas aos tecidos, tais como, efeito bioestimulatório sobre 

várias linhagens celulares, ação imunomodulatória e atividade antioxidante, estão aliadas a ação 

antimicrobiana (MARTINS et al., 2009; AGGARAWAL et al., 2015). Além disso, a curcumina 

pode ser empregada como um agente fotossensibilizador na aPDT em associação com o LED 

azul (DOVIGO et al., 2011; ARAÚJO et al., 2012; ARAÚJO et al., 2014; LEITE et al., 2014; 

DA FROTA et al., 2015; PASCOAL et al., 2015; SHEEDHAR et al., 2015; THEODORO et 

al., 2017; ROCHA et al., 2020), o que potencializa ainda mais o seu efeito antimicrobiano.  

Diante disso, o propósito do presente estudo foi avaliar o efeito do uso local da 

curcumina sobre o processo de reparo alveolar em ratas senescentes tratadas com altas doses de 

zoledronato. O estudo consistiu na aplicação exclusivamente de curcumina sobre a ferida 

cirúrgica ou na deposição da curcumina seguida da irradiação com LED azul.  

Tal avaliação consistiu em análise clínica do sítio de extração dental, análise 

histopatológica da reparação tecidual, análise da porcentagem de TONF, da porcentagem de 

TONV e análise imunoistoquímica direcionada para VEGF, TGFβ-1, BMP2/4 e OCN. O uso 

da curcumina melhorou significativamente o processo de reparação tecidual e evitou a 

ocorrência de ONMM em ratas senescentes tratadas com altas doses de zoledronato. Os seus 

efeitos positivos foram consideravelmente potencializados na aPDT, ou seja, quando a 

curcumina foi empregada como agente fotossensibilizador sob irradiação com o LED azul. 

Deve ser destacado que a curcumina é um produto de baixo custo. Além disso, o 

emprego da curcumina na aPDT implica na sua deposição sobre o sítio a ser tratado, seguida 

da irradiação com o LED azul, o qual pode consistir no mesmo aparelho encontrado na imensa 

maioria dos consultórios odontológicos para promover fotopolimerização de alguns materiais, 

ou seja, sem que haja necessidade de aquisição de um aparelho específico para promover seus 

efeitos fotodinâmicos, o que a torna uma alternativa popular e economicamente viável 

(ARAÚJO et al., 2014). 

Os modelos experimentais de ONMM têm contribuído substancialmente para a 

elucidação da etiopatogenia e para a proposição/avaliação de terapias preventivas e/ou 

curativas, e com isso têm direcionado pesquisas clínicas (SONIS et al., 2009; SENEL et al., 

2010; MAAHS et al., 2011; MARINO et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2012; BARBA-

RECREO et al., 2013; CONTE NETO et al., 2013; TSURUSHIMA et al., 2013). No presente 

estudo foi empregado um modelo experimental estabelecido e caracterizado por nosso grupo 

de pesquisa e que foi delineado tendo como base estudos epidemiológicos (OTTO et al., 2011; 



58 
 

KHAN et al., 2017; MCGOWAN et al., 2018). Tais estudos epidemiológicos mostraram que a 

ONMM é mais frequente em mulheres com idade avançada (OTTO et al., 2011; KHAN et al., 

2017; MCGOWAN et al., 2018), o que fez com que fossem empregadas ratas senescentes. O 

zoledronato é a droga antirreabsortiva relacionada com a maioria dos casos de ONMM (OTTO 

et al., 2011; KHAN et al., 2017; MCGOWAN et al., 2018), o que fez com que se optasse por 

seu uso, e na dose oncológica. A exodontia, especialmente de dentes inferiores posteriores e a 

presença de doença periodontal são o primeiro e o segundo fator de risco local, respectivamente 

(OTTO et al., 2011; KHAN et al., 2017; MCGOWAN et al., 2018). Desta maneira, foi induzida 

periodontite experimental no primeiro molar inferior e, posteriormente, este dente foi extraído, 

inclusive mimetizando uma condição clínica muito comum em pacientes nesta faixa etária, que 

é a exodontia motivada por comprometimento periodontal irreversível. 

Em estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa utilizou-se de um modelo experimental 

em ratas semelhante ao usado no presente estudo, no entanto, nesses estudos se empregaram 

ratas com 20 meses de idade (STATKIEVICZ et al., 2018; ERVOLINO et al., 2019; TORO et 

al., 2019). A utilização de ratas com idade muito avançada assegura a senescência reprodutiva, 

ou seja, a ausência de interferência dos hormônios ovarianos, no entanto, dificulta sobremaneira 

o delineamento experimental, tendo em vista que a ocorrência de tumores passa a ser muito 

frequente, inviabilizando a utilização dessas ratas no estudo, além disso, é a fase onde a morte 

natural passa a aumentar consideravelmente. 

Diante disso, com a convicção de que o emprego de ratas senescentes é o mais adequado 

em se tratando deste modelo experimental optamos por, no início do experimento, fazer uma 

seleção de ratas a partir dos 14 meses as quais já haviam atingido a senescência reprodutiva, o 

que foi assegurado através do monitoramento do ciclo estral. Com isso continuamos 

empregando ratas consideradas senescentes que permaneceram no estudo dos 14 aos 16 meses 

e com a senescência reprodutiva instalada, o que reduziu sobremaneira as perdas ao longo do 

período experimental. 

A ONMM é definida tradicionalmente como presença de osso exposto na região 

maxilofacial, por um período maior que oito semanas, em pacientes submetidos a tratamento 

prévio ou atual com droga antireabsortiva e que não possui história prévia de radioterapia nos 

maxilares (RUGGIERO et al., 2009). Atualmente tem sido proposta uma nova definição, em 

que a ONMM é definida como uma reação adversa à medicamento, caracterizada por destruição 

óssea progressiva que acomete a maxila e/ou mandíbula em pacientes expostos a tratamento 

com medicamentos conhecidos por aumentar o risco da doença, na ausência de radioterapia 
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nesta região (CAMPISI et al., 2020). Como pode ser observado, o crescente número de 

medicamentos potencialmente capazes de desencadear a ONMM têm estimulado uma 

caracterização mais abrangente desta condição. Além disso, também tem sido proposto que em 

uma grande quantidade de situações clínicas se consegue chegar ao diagnóstico definitivo mais 

precocemente, sem que haja a necessidade de respeitar o intervalo de oito semanas para esta 

finalidade. Diante disso, embora haja um conceito tradicional, até mesmo a definição desta 

condição está passando por aprimoramento e atualização. 

Com relação aos modelos experimentais animais de ONMM, embora existam vários 

descritos na literatura, não há uma definição exata do que seria a ONMM em animais. Sendo 

assim, baseando-se na caracterização da ONMM em humanos, e em suas modificações mais 

recentes, nosso estudo definiu as lesões semelhantes à ONMM em ratos como: presença de loja 

cirúrgica apresentando sinais clínicos e histológicos de grande comprometimento da reparação 

tecidual e presença de grande quantidade de tecido ósseo não vital (mais da metade da 

quantidade de tecido ósseo presente) nas adjacências do alveólo dentário ao longo de 28 dias 

pós-operatórios, em ratas tratadas com medicamento antirreabsortivo e que nunca foram 

expostas à radiação X. Neste estudo tais lesões semelhantes à ONMM em ratas serão intituladas 

simplesmente de ONMM.  

O grupo ZOL foi aquele que nos deu todos os subsídios para que pudéssemos adotar tal 

definição. Neste grupo houve um comprometimento severo da reparação tanto dos tecidos 

moles sobrejacentes ao sítio de extração dental quanto do tecido ósseo no interior e nas 

adjacências do alvéolo dental. O tratamento com zoledronato impediu a restituição do tecido 

epitelial e comprometeu o reparo do tecido conjuntivo, inclusive ocasionou persistência de 

inflamação na lâmina própria. Esses resultados estão de acordo com estudos prévios que 

demonstraram que os BPs exercem um efeito negativo sobre os queratinócitos, células que 

estruturam o tecido epitelial, e sobre os fibroblastos, células que produzem a matriz extracelular 

que promove a estruturação do tecido conjuntivo. Esses estudos mostraram que os BPs são 

capazes de diminuir a proliferação e aumentar a ocorrência de apoptose em queratinócitos 

(PABST et al., 2012; SARACINO et al., 2012; SCHEPER et al., 2009) e fibroblastos 

(WALTER et al., 2011; SCHEPER et al., 2009) da mucosa bucal. 

No presente estudo também se constatou que no grupo ZOL houve um severo 

comprometimento do processo de reparo ósseo alveolar, o que evidencia um efeito negativo 

dos BPs sobre as células formadoras de tecido ósseo. HUANG et al. (2016) reportaram que em 

altas concentrações o zoledronato exerce um potente efeito citotóxico sobre os osteoblastos, e 
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em baixas concentrações compromete o processo de diferenciação de seus precursores. Em tal 

estudo constatou-se que a expressão gênica de BMP2, o principal fator de crescimento com 

ação osteogênica, de colágeno tipo I, o principal elemento da matriz óssea orgânica, e de 

fosfatase alcalina e OCN, essenciais para o processo de biomineralização da matriz, sofrem 

redução, de modo dose depende, em osteoblastos tratados com zoledronato.  

Outros estudos também mostraram que o zoledronato é capaz de prejudicar a atividade 

osteoblástica (CORDOVA et al., 2016; BASSO et al., 2013; NAIDU et al., 2008). Esses dados 

estão de acordo com os achados do presente estudo onde a porcentagem de TONF variou de 

nula à extremamente baixa no grupo ZOL, o qual também apresentou um baixo padrão de 

imunomarcação para TGF-β1, BMP2/4 e OCN. 

A ação do zoledronato sobre a vasculatura e seus principais moduladores locais também 

é algo que poderia afetar substancialmente o processo de reparo tanto dos tecidos moles quanto 

dos tecidos duros no sítio de extração dental. No presente estudo constatamos que o padrão de 

imunomarcação para VEGF, um dos principais fatores relacionados com a neoangiogênese, foi 

menor nos grupos ZOL. De acordo com nossos achados, estudos demonstraram que o 

zoledronato afeta negativamente a viabilidade (WALTER et al., 2011; ZAFAR et al., 2014), 

proliferação (MICHAILIDOU et al., 2010), migração (MICHAILIDOU et al., 2010) e 

formação de tubo (MICHAILIDOU et al., 2010) de células endoteliais, além disso, aumenta o 

índice de apoptose dessas células (ZAFAR et al., 2014). Ziebart et al., reportaram que o 

zoledronato reduz a capacidade de migração e de diferenciação das células progenitoras 

endoteliais (ZIEBART et al., 2013).  

Corroborando os achados deste modelo experimental em animais, estudos clínicos em 

humanos têm mostrado resultados que convergem para um ponto comum. Santini et al. 

demonstraram que ocorre redução na quantidade de precursores de células endoteliais e células 

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

zoledronato (SANTINI et al., 2013). Wehrhan et al. observaram que em amostras da mucosa 

bucal de pacientes com OMNM ocorre uma drástica redução na angiogênese (WEHRHAN et 

al., 2011). Em outro estudo clínico, Mozzati et al. reportaram que em amostras da mucosa bucal 

de pacientes tratados com zoledronato e que desenvolveram ONMM, a expressão de VEGF, 

hidroximetilglutaril coenzima A redutase (um marcador de proliferação celular) e IL-6 foi 

menor do que em pacientes tratados com esta droga e que não desenvolveram a doença 

(MOZZATI et al., 2012). 
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Uma outra característica apresentada pelo grupo ZOL, que consistiu em um dos principais 

critérios levados em consideração no presente estudo para se definir a ONMM, foi a elevada 

porcentagem de TONV. O tecido ósseo situado nas adjacências do alvéolo era constituído por 

cerca de 90% de tecido ósseo não vital, o qual estava associado com tecidos moles necrosados, 

intenso infiltrado inflamatório e presença de biofilme. Aguirre et al. (2021) propuseram que o 

processo inflamatório e/ou infeccioso eleva os níveis locais de citocinas com atividade pró-

inflamatório, como TNFα e IL-1β, o que seria capaz de promover morte de osteócitos. Os tipos 

de morte celular desencadeados pelo processo inflamatório e/ou infeccioso são: morte celular 

acidental e morte celular regulada, incluindo a apoptose e necroptose, ambas capazes de 

desencadear e potencializar ainda mais a inflamação. Na presença dos medicamentos 

antirreabsortivos, os padrões moleculares associados ao dano (DAMPs), se acumulam no tecido 

ósseo necrótico e ativam por sua vez vários receptores de reconhecimento de padrões (PRR), 

os quais estão presentes em osteoclastos, células fagocitárias e células apresentadoras de 

antígeno, estes são capazes de amplificar a resposta inflamatória local, induzindo a ocorrência 

de mais morte de osteócitos (AGUIRRE et al., 2021).  

No presente estudo constatamos que o emprego do zoledronato potencializou a resposta 

inflamatória local, como pode ser observado na avaliação histopatológica, o que acreditamos 

que por si já tenha ocasionado morte de osteócitos. Os restos necroptóticos, e até mesmo os 

restos apoptóticos de tais células, presentes nas lacunas e no sistema de canalículos, não podem 

ser eliminados pelas células fagocitárias, uma vez que os agentes antirreabsotivos impedem o 

acesso destas células aos remanescentes celulares, os quais ativam vias de sinalização que 

exacerbam ainda mais o processo inflamatório, desencadeando mais morte celular de 

osteócitos, isso explicaria a grande porcentagem de TONV presente nos grupos onde não se 

proporcionou nenhum controle do processo inflamatório local, como ocorreu no grupo ZOL.   

O uso exclusivo da irradiação com LED azul no sítio de extração não exerceu efeitos 

sobre o processo de reparação tecidual, ou seja, a magnitude da resposta inflamatória local, o 

padrão de estruturação do tecido epitelial e tecido conjuntivo, a porcentagem de TONV e 

TONF, e o padrão de imunomarcação para VEGF, TGF-β1, BMP2/4 e OCN foram similares 

ao grupo ZOL, ou seja, condizentes com um quadro de ONMM. Nossos achados corroboram 

estudos anteriores em sítio com periodontite experimental tratado exclusivamente com o LED 

azul, onde não se constatou efeito positivo ao se empregar exclusivamente a irradiação com o 

LED azul (THEODORO et al., 2017; SHI et al., 2021). 
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No presente estudo os grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT, que foram submetidos ao 

tratamento com a curcumina isolada ou associada ao LED azul, respectivamente, exibiram um 

processo de reparo alveolar similar ao apresentado pelo grupo controle (VEI), além disso, em 

ambas as situações a ocorrência da ONMM foi evitada. Dentre os vários efeitos benéficos da 

curcumina está sua atividade anti-inflamatória (CHAINANI-WU, 2003; JURENKA, 2009; FADUS 

et al., 2017),  que seria capaz de modular a resposta inflamatória local. Estudos mostram que a 

curcumina é capaz inibir a ativação da via NF-κB e reduzir a expressão de citocinas com 

atividade pró-inflamatória, tais como TNFα, IL-1β e IL-6. Supostamente tal ação da curcumina 

tenha sido capaz de modular a resposta inflamatória, a qual é exacerbada pelo tratamento com 

o zoledronato, como observado na avaliação histopatológica nos grupos ZOL-CUR e ZOL-

aPDT. 

A partir do momento que a resposta inflamatória está sob controle, uma outra ação que 

provavelmente tenha sido desencadeada pela curcumina nos grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT 

foi a ação bioestimulatória. Estudos mostraram que a curcumina é capaz de promover maior re-

epitelização, estimular a migração de fibroblastos, aumentar a síntese de elementos da matriz 

extracelular e incrementar a neoangiogênese em feridas cutâneas de ratos diabéticos (KANT et 

al., 2015). Esses dados corroboram os achados do presente estudo, onde a curcumina foi capaz 

de estimular a reparação do tecido epitelial e do tecido conjuntivo da mucosa sobrejacente ao 

sítio de extração dental. A avaliação histopatológica e o alto padrão de imunomarcação para 

TGFβ1 e VEGF confirmam este efeito bioestimulatório, o qual é severamente comprometido 

ao longo de um tratamento com zoledronato. 

O VEGF promove angiogênese e a formação de tecido de granulação, estimulando as 

células endoteliais a se proliferar e formar novos vasos sanguíneos, e tem sido reportado que a 

curcumina é capaz de promover elevação nos níveis de VEGF em fibroblastos gengivais 

humanos em um modelo in vitro de reparação tecidual, o que reforça os nossos achados 

(RUJIRACHOTIWAT e SUTTAMANATWONG, 2021). Estudos anteriores já haviam 

demonstrado a capacidade da curcumina de induzir a angiogênese e, consequentemente, 

melhorar o processo cicatricial até mesmo em animais com deficiência nesse processo, como 

ratos diabéticos. Estudos demonstram que ela colabora no tratamento de feridas através da 

melhora da microcirculação, aumento da angiogênese, promoção da formação do tecido de 

granulação e aceleração da epitelização (RAMPRASAD, 1957; LONE et al., 2018).  

O TGFβ1 é um fator de crescimento que participa da iniciação da inflamação, formação 

de tecido de granulação e estimula a síntese de colágeno (RUJIRACHOTIWAT e 
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SUTTAMANATWONG, 2021). Em tecidos com dificuldade de cicatrização, a expressão de 

TGFβ1 é mais baixa do que em tecidos com processo de cicatrização normal (JUDE et al., 

2002). Estudos mostram que a curcumina é capaz de estimular a síntese de TGFβ1 (JOSHI et 

al., 2021), o que foi confirmado no presente estudo, especialmente nos grupos ZOL-CUR e 

ZOL-aPDT.  

O estímulo ao reparo dos tecidos moles sobrejacentes ao sítio de extração dental é de 

grande importância para proteger o tecido ósseo situado mais profundamente e propiciar um 

microambiente mais favorável para o processo de neoformação óssea. Além dessa ação 

protetiva indireta que a curcumina exerceu sobre o tecido ósseo estimulando a restituição da 

mucosa sobrejacente ao sítio de extração dental, provavelmente foi capaz de exercer efeitos 

diretos sobre a neoformação óssea, o que resultou em uma maior porcentagem de TONF e maior 

padrão de imunomarcação para BMP2/4 e OCN nos grupos ZOL-CUR e ZOL-aPDT quando 

comparado com os demais grupos que também receberam zoledronato. Estudos tem mostrado 

que a curcumina é capaz estimular a diferenciação osteogênica de diferentes linhagens de 

células tronco mesenquimais (TAN et al., 2021; SAMIEI et al., 2021; SON et al., 2018; GU et 

al., 2021), o que explicaria as porcentagens maiores de TONF nos grupos ZOL-CUR e ZOL-

aPDT. Além disso, LI et al. (2020) reportaram que a curcumina é capaz de exercer um papel 

protetivo sobre osteoblastos contra o estresse oxidativo, o qual alguns estudos mostram estar 

alterado na ONMM (BAGAN et al., 2014; YAZICI et al., 2018; TANIGUCHI et al., 2020). 

CHEN et al. (2021), reportaram que a curcumina provoca aumento discreto na 

diferenciação osteogênica de células tronco mesenquimais do osso, uma vez que é capaz de 

ativar diretamente essas células. Além disso, tais autores evidenciaram uma forma indireta de 

atuação da curcumina, a qual passa pela interação entre células tronco mesenquimais com 

macrófagos, via que promove significativo aumento na diferenciação osteogênica. Podemos 

depreender que esta via indireta de atuação da curcumina também tenha ocorrido no presente 

estudo, e explicaria o curso mais favorável da reparação tecidual, a maior porcentagem de 

TONF, os padrões de imunomarcação mais elevados de TFG-β1, BMP2/4 e OCN nos grupos 

ZOL-CUR e ZOL-aPDT. 

Tem sido mostrado que o tratamento com drogas antirreabsotivas, além de afetar a 

atividade dos osteoclastos, afeta também a atividade das outras células que, como ele, fazem 

parte do sistema mononuclear fagocitário, dentre elas os macrófagos. Estudos mostram que a 

polarização de macrófagos é alterada com o tratamento com drogas antirreabsotivas, sendo que 

este medicamento estimula a polarização dos macrófagos para o fenótipo pró-inflamatório, ou 
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seja, gerando um microambiente com uma inflamação exacerbada e prolongada (GKOUVERIS 

et al., 2022), como nosso estudo mostrou nos grupos ZOL e ZOL-LED. Além disso, tais 

medicamentos inibem a polarização dos macrófagos para o fenótipo anti-inflamatório, o que 

compromete grandemente o processo de reparação tecidual (GKOUVERIS et al., 2022). 

Todavia, CHEN et al. (2021), mostraram que a curcumina estimula a polarização de macrófagos 

para o fenótipo anti-inflamatório, sendo assim, acreditamos que os resultados positivos 

observados nos grupos ZOL-CUR e ZOL-LED, podem ser explicados, pelo menos em parte, 

por esta via de atuação.  

Um outro ponto de fundamental importância em se tratando da ONMM é o controle da 

necrose óssea. O presente trabalho mostra que as porcentagens de TONV, embora maiores que 

nos grupos tratados com veículo, é muito menor do que o que foi observado nos grupos ZOL e 

ZOL-LED e não configura um quadro de ONMM. Acreditamos que as porcentagens de TONV 

observadas em ZOL-CUR e ZOL-aPDT, embora maiores que os grupos que receberam o 

veículo, seja por uma ação específica da droga antirreabsortiva. Ao se comparar ZOL-CUR e 

ZOL-aPDT com ZOL e ZOL-LED a quantidade de TONV nestes últimos é muito maior e essa 

característica, aliada ao severo comprometimento da reparação da mucosa e da neoformação 

óssea, e a presença de bactérias fazem com que os dois últimos grupos possam ser incluídos em 

um quadro de ONMM e os dois primeiros não.  

A superioridade do tratamento com aPDT empregando a curcumina e o LED azul 

supostamente se deve aos efeitos citados anteriormente, associados a uma ação antimicrobiana 

potencializada por esta terapia. Na aPDT emprega-se um agente fotossensibilizador, no caso do 

presente estudo, a curcumina, a qual é depositada previamente sobre o sítio a ser tratado, no 

caso o alvéolo dental, para que a mesma seja pré-absorvida seletivamente pelas células 

microbianas. Após esse período de pré-irradiação, que no presente estudo consistiu em 60 

segundos, o sítio é irradiado com uma luz com um comprimento de onda ressonante à banda de 

absorção de um fotossensibilizador, no caso deste estudo, o LED azul. Sob essa irradiação 

apropriada, e na presença de oxigênio, o fotossensibilizador sofre alteração, ou seja, passa de 

um estado de baixa energia (estado singleto fundamental) para um estado singleto de excitação 

com tempo de vida curta, o qual pode ser convertido em um estado tripleto de excitação com 

tempo vida longa. Este último, na presença de oxigênio, é capaz de gerar altos níveis de espécies 

reativas de oxigênio via dois mecanismos: através da transferência de elétrons para formar 

predominantemente radicais superóxido, radicais hidroxila e peróxido de hidrogênio 

(mecanismo tipo I) ou através da transferência de energia para produzir oxigênio singleto 
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altamente reativo (mecanismo tipo II). Os altos níveis de espécies reativas de oxigênio gerados 

exercem efeito citotóxico sobre as células microbianas que absorveram o agente 

fotossensibilizador, ou seja, ocorre um efeito antimicrobiano por ação fototóxica. 

(WAINWRIGHT, 2021; MAHMOUDI, H. et al., 2018; CIEPLIK, F. et al., 2018; HAMBLIN, 

2016; WAINWRIGHT, 1998). Todavia, deve ser levado em consideração que a curcumina, 

mesmo sem ser irradiada, já apresenta um efeito antimicrobiano (MARTINS et al., 2009; 

AGGARAWAL et al., 2015), ou seja, esta ação é altamente potencializada com sua associação 

com o LED azul. 

ERVOLINO et al. (2019) foi o primeiro estudo que empregou a aPDT como estratégia 

terapêutica preventiva para a ONMM. Tais autores empregaram ratas senescentes tratadas com 

dose oncológica de zoledronato, submetidas à exodontia do molar inferior e tratadas localmente 

com aPDT. Neste estudo empregou-se como fotossensibilizador o azul de metileno (100 µg/ml) 

com tempo de pré-irradiação de 60 segundos, seguido da irradiação com laser de baixa potência 

(660 nm, 35 mW, 74,2 J/cm2) aplicado por 60 segundo no centro da ferida cirúrgica com uma 

ponteira de 0,0283 cm² aos 0, 2 e 4 dias pós exodontia. Foi verificado que a aPDT melhorou o 

processo de reparo alveolar e evitou a ocorrência da ONMM. O presente estudo foi o primeiro 

a utilizar a aPDT empregando curcumina associada ao LED azul como estratégia para prevenir 

a ocorrência da ONMM. De modo semelhante ao observado por ERVOLINO et al. (2019), o 

presente trabalho mostrou benefícios desta modalidade de aPDT no processo de reparo alveolar 

e na prevenção da ONMM. 

STATKIEVICZ et al. (2018) empregaram exatamente o mesmo modelo experimental e 

o protocolo de irradiação com laser de baixa potência utilizado por ERVOLINO et al. (2019), 

ou seja, empregaram apenas a terapia de fotobiomodulação, sem se utilizar da ação 

fotodinâmica do agente fotossensibilizador. Os resultados apresentados por esse estudo foram 

positivos, o que indica que a fotobiomodulação apresentou efetividade, no entanto, os 

resultados apresentados ao se empregar a aPDT foram superiores (ERVOLINO et al. 2019). No 

presente estudo ocorreu algo diferente com o emprego do LED azul isolado, que não mostrou 

nenhuma efetividade, mas ocorreu algo semelhante com o uso exclusivo de curcumina, a qual 

exerceu efeitos positivos sobre o processo de reparo alveolar, no entanto, ao se empregar a 

aPDT com a curcumina e o LED azul os resultados foram superiores. Diante disso pode-se 

constatar que um controle bastante efetivo da infecção, via aPDT, associado a um efeito 

biomodulatório durante o processo de reparação tecidual é fundamental para se que se obtenha 

um maior êxito na prevenção da ocorrência da ONMM. 
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Em outras condições patológicas de caráter infeccioso/inflamatório que envolvem o 

processo de reparo concomitante de tecidos moles e tecido ósseo alveolar, a aPDT empregando 

curcumina associada LED azul também mostrou-se bastante satisfatória. Em estudos em 

animais foi evidenciado que a aPDT empregando curcumina associada ao LED azul apresentou 

efetividade no tratamento da periodontite experimental em ratos (THEODORO et al., 2017). 

Da mesma forma, estudo clínico em humanos evidenciou que a aPDT empregando curcumina 

associada ao LED azul se mostrou efetiva no tratamento da periodontite crônica quando 

utilizada como adjuvante à raspagem e alisamento radicular (SHEEDHAR et al., 2015). Além 

disso, os efeitos positivos desta modalidade de aPDT no processo de reparo periodontal são 

reportados inclusive em situações onde a resposta do hospedeiro apresenta algum tipo de 

comprometimento, como é o caso de portadores de diabetes tipo II (IVANAGA et al., 2019). 

Outros estudos, com diferentes enfoques, e que avaliaram o efeito da aPDT utilizando 

curcumina como fotossensibilizador associada ao LED azul também reportaram efeitos 

positivos desse tratamento (DOVIGO et al., 2011; ARAÚJO et al., 2012; ARAÚJO et al., 2014; 

LEITE et al., 2014; DA FROTA et al., 2015; PASCOAL et al., 2015; SHEEDHAR et al., 2015; 

THEODORO et al., 2017; ROCHA et al., 2020).  

A ONMM e seu tratamento afetam significativamente a qualidade de vida dos pacientes. 

Em vista disso, o emprego de estratégias terapêuticas preventivas seria o ideal em se tratando 

desta condição. Os achados do presente estudo podem ser importantes para direcionar futuras 

pesquisas clínicas. Estudos clínicos visando o estabelecimento de protocolos preventivos para 

serem empregados em pacientes que fazem uso de drogas antirreabsortivas e que necessitam de 

intervenções odontológicas invasivas são necessários. Levando-se em consideração a ação 

antimicrobiana, o efeito bioestimulatório, a ausência de efeitos adversos, a não promoção de 

resistência bacteriana, o baixo custo e fácil execução, o uso da curcumina irradiada ou não com 

LED azul pode se constituir em uma terapia preventiva promissora para evitar a ocorrência de 

ONMM. 
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CONCLUSÃO 

Dentro dos limites do presente estudo, conclui-se que a aplicação de curcumina no sítio 

de extração dental exerce efeito positivo sobre o processo de reparo alveolar em ratas 

senescentes tratadas com altas doses de zoledronato. Os efeitos benéficos sobre a reparação 

tecidual são potencializados quando a curcumina é associada à irradiação com LED azul, ou 

seja, na aPDT. O uso da curcumina, irradiada ou não com LED azul, evitou a ocorrência da 

ONMM pós exodontia em ratas senescentes tratadas com altas doses de zoledronato, o que a 

coloca como uma potencial estratégia terapêutica preventiva.  
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ANEXO 2 

 

DILUIÇÃO DA CURCUMINA - LABORATÓRIO DE MANIPULAÇÃO APOTHICÁRIO 

 

- Foi feita uma solução de DMSO 0,1% mais ÁLCOOL ABSOLUTO 99,99% 

  

- Uma diluição na concentração de 100ml/ml. 

  

- Para solução de 50ml foram usadas 5g do ativo. 

 

- A curcumina foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), com as 

especificações: 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


