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RESUMO 

 

 
As drogas antirreabsortivas são drogas utilizadas no mundo todo para tratar patologias 
ósseas como a osteoporose e outras doenças ósseas sistêmicas. No presente estudo 
examinamos os efeitos Ácido Zoledrônico (ZOL) no desenvolvimento de Lesão 
Periapical (PL) em camundongos. Os objetivos desse estudo foram: 1 Analisar o efeito 
do uso do Ácido Zoledrônico sobre a formação da lesão periapical. 2. Analisar o efeito 
da exposição pulpar sobre as citocinas nos tecidos perirradiculares de camundongos 
tratados com Ácido Zoledrônico. 3. Comparar as citocinas nos tecidos perirradiculares 
de camundongos tratados com Ácido Zoledrônico com camundongos não tratados. 4. 
Analisar e comparar por meio do exame de MicroCT a reação dos tecidos 
perirradiculares de camundongos tratados com Ácido Zoledrônico com camundongos 
não tratados. Para as análises experimentais foram utilizados 16 camundongos 
fêmeas Balb/C (6 semanas) divididos em dois grupos experimentais Grupo Controle 
(animais que receberam aplicação de soro) e Grupo Ácido (animais que receberam 
aplicação de Ácido Zoledrônico) sendo cada grupo composto por 8 animais. Cada 
grupo foi dividido em dois subgrupos, Grupo A sacrificados com 7 dias após a 
realização do experimento e Grupo B sacrificados com 21 dias após a realização do 
experimento, cada subgrupo foi composto por 4 animais. Após a divisão dos grupos, 
foi realizada a indução da medicação uma vez por semana durante 4 semanas por via 
intraperitoneal. O Grupo Controle recebeu aplicação de Solução de Salina de NaCl a 
0,9%. Já o Grupo Ácido recebeu aplicação de 125 μg/kg de Ácido Zoledrônico solução 
injetável 4 mg/5mL diluído em solução estéril a 0,9%. Após a indução da droga foi 
realizado a exposição pulpar do primeiro molar superior esquerdo e direto. As câmaras 
pulpares foram abertas até que as entradas dos canais.  Os animais foram sacrificados 
após 7 e 21 dias da exposição pulpar. Os tecidos periapicais que circundam os ápices 
radiculares foram removidos assepticamente e os molares do lado esquerdo para 
posterior realização da análise em MicroCT e lado direito para a realização do PCR. 
As amostras foram submetidas aos testes estatísticos. Em ambos os períodos de 7 e 
21 dias o Grupo Controle apresentou maior área e volume de lesões periapicais em 
comparação com os outros Grupo Ácido. O tamanho da lesão periapical aumentou 
em todos os grupos experimentais ao comparar 7 com os 21 dias. A expressão da 
citocina TNF-α foi significativamente maior no Grupo Controle nos períodos de 7 e de 
21 dias quando comparamos com o Grupo Ácido. Foi observado uma maior expressão 
das citocinas IL-6 no período de 7 dias pelo Grupo Controle. A IL-1β teve um aumento 
de sua expressão no período de 21 dias no Grupo Controle. Conclui-se o Grupo Ácido 
apresentou uma menor indução das lesões periapicais. Além disso, os resultados 
encontrados sugerem que o uso do Ácido Zoledrônico parece de alguma forma inibir 
a reabsorção óssea induzida por IL-1β. 
 
 
Palavras-chave: Ácido Zoledrônico; Camundongos; Endodontia; Doenças da 

Polpa Dentária. 

 

 

 



ABSTRACT 

 
 

Analysis of the periapical immunological response pattern related to the  
use of bisphosphonates in mice induced endodontic infection 

 
Antiresorptive drugs are drugs used worldwide to treat bone pathologies such as 
osteoporosis and other systemic bone diseases. In the present study we 
examined the effects of Zoledronic Acid (ZOL) on the development of Periapical 
Lesion (PL) in mice. The objectives of this study were: 1 To analyze the effect of 
using Zoledronic Acid on periapical lesion formation. 2. To analyze the effect of 
pulp exposure on cytokines in the periradicular tissues of mice treated with 
Zoledronic Acid. 3. To compare cytokines in the periradicular tissues of mice 
treated with Zoledronic Acid with untreated mice. 4. Analyze and compare the 
reaction of periradicular tissues of mice treated with Zoledronic Acid with 
untreated mice by means of MicroCT examination. For the experimental analysis, 
16 female Balb/C mice (6 weeks) were divided into two experimental groups: 
Control Group (animals that received serum application) and Acid Group (animals 
that received Zoledronic acid application), each group consisting of 8 animals . 
Each group was divided into two subgroups, Group A sacrificed 7 days after the 
experiment and Group B sacrificed 21 days after the experiment, each subgroup 
was composed of 4 animals. After dividing the groups, medication induction was 
performed once a week for 4 weeks intraperitoneally. The Control Group received 
application of 0.9% NaCl Saline Solution. The Acid Group received application of 
125 μg/kg of Zoledronic Acid injectable solution 4 mg/5mL diluted in a sterile 
solution at 0.9%. After drug induction, pulp exposure of the maxillary left and right 
first molars was performed. The pulp chambers were opened until the canal 
entrances. The animals were sacrificed after 7 and 21 days of pulp exposure. The 
periapical tissues that surround the root apices were removed aseptically and the 
molars on the left side for further analysis in MicroCT and the right side for PCR. 
The samples were submitted to statistical tests. In both periods of 7 and 21 days, 
the Control Group had a greater area and volume of periapical lesions compared 
to the other Acid Groups. Periapical lesion size increased in all experimental 
groups when comparing 7 to 21 days. The TNF-α cytokine expression was 
significantly higher in the Control Group at 7 and 21 days when compared to the 
Acid Group. A greater expression of IL-6 cytokines was observed in the period of 
7 days by the Control Group. IL-1β had an increase in its expression in the period 
of 21 days in the Control Group. In conclusion, the Acid Group presented a lower 
induction of periapical lesions. Furthermore, the results found suggest that the 
use of Zoledronic acid seems to somehow inhibit IL-1β-induced bone resorption. 
 
 
Keywords: Periapical Lesion; Zoledronic Acid; Endodontic; Mouse Model. 
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1 CONSIDERAÇÕES INCIAIS  

 

Os bisfosfonatos (BP's) são análogos químicos da substância endógena 

denominada ácido pirofosfórico, que no organismo se encontra como pirofosfato, um 

inibidor natural da reabsorção óssea. (FERNANDES et al., 2005). Essa classe de 

medicamentos é utilizada para tratamentos de diversas patologias ósseas como 

mieloma múltiplo, doença de Paget, hipercalcemia, metástases ósseas de neoplasias 

malignas, osteogênese imperfeita, displasia fibrosa e osteoporoses/osteopenia 

(COLEMAN, 2004; HOKUGO et al., 2010; ROSEN, 2004;). 

As vias de administração dos BFs podem ser via intravenosa (VI) e via oral 

(VO), sendo que para o tratamento de hipercalcemia e lesões osteolíticas metastáticas 

associadas à malignidade, como vem sendo recomendado pela American Society of 

Clinical Oncology (ASCO) a VI é o mais indicado, enquanto para o tratamento da 

osteoporose a VO é o mais recomendado (RUGGIERO et al., 2006). 

 Os BFs são drogas se ligam fortemente aos cristais de hidroxiapatita. Uma vez 

ligados ao osso, eles inibem a reabsorção óssea e permanecem não metabolizados 

por longos períodos. Durante a remodelação óssea, eles são fagocitados pelos 

osteoclastos, induzindo alterações na morfologia celular e em alguns casos leva a 

apoptose de osteoclastos (FRANCA et al., 2017). 

Como um exemplo de drogas antirreabsortivas muito utilizada podemos citar o 

Ácido Zoledrônico. Como mecanismo de ação, o mesmo se liga  ao tecido ósseo e 

tem alta afinidade com a hidroxiapatita . Quando isolado de uma superfície óssea por 

reabsorção óssea osteoclástica, a captação de Ácido Zoledrônico pelos osteoclastos 

mostrou levar à inibição do metabolismo do mevalonato e iniciar o declínio funcional. 

(COXON. et al., 2000; IKEDA et al., 2022; NANCOLLAS et al., 2006; RUGGIERO et 

al., 2006; M.J. ROGERS et al., 2011;). 

A American Dental Association (ADA), relata um aumento mundial no uso dos 

BFs nos últimos anos, com número de prescrições superior a 190 milhões. Como 

consequência do aumento da utilização destes medicamentos, surgiram relatos sobre 

seus efeitos adversos. Marx (2003) relatou um efeito adverso nunca descrito na 

literatura: Osteonecrose dos Maxilares Associada ao uso dos Bisfosfonatos (OMAB) 

(MARX, 2003). No ano de 2007, por um consenso da American Association of Oral 

and Maxillofacial Surgeries (AAOMS) ficou definido que OMAB é uma exposição 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bone-tissue
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hydroxylapatite
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metabolic-inhibition
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mevalonic-acid
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óssea que persiste por mais de 8 semanas na cavidade oral, em pacientes que não 

foram submetidos a radioterapia (RT) de cabeça e pescoço. 

Em 2014, AAOMS sugeriu a mudança da nomenclatura de OMAB para 

Osteonecrose dos Maxilares Relacionada ao uso de Medicamentos (OMRM) para 

acomodar o crescente número de casos de osteonecrose envolvendo a maxila e a 

mandíbula associados a outros antirreabsortivos, Denosumab e terapias 

antiangiogênicas (ROSELLA et. al,. 2016). 

A prevenção é o principal objetivo quando se trata de saúde bucal em pacientes 

usuários dessas drogas. É de responsabilidade do cirurgião-dentista avaliar com 

precisão os fatores de risco que levam ao desenvolvimento de OMRM e sugerir 

estratégias para remover e tratar esses fatores. Ademais, deve ser enfatizado ao 

paciente a importância de manter uma higiene oral e a realização de exames 

regulares. Ambos são necessários para manter a saúde bucal, reduzir ou detectar 

possíveis sinais e sintomas desta doença (HEWITI, FARAT,2007). 

Um dos fatores de risco para o desenvolvimento de OMRM são as alterações 

pulpares e perirradiculares que normalmente são resultados do envolvimento direto 

ou indireto dos microrganismos presentes na cavidade oral, que podem ser essenciais 

para à progressão e perpetuação das diferentes formas de alterações periapicais 

(FABRICIUS et al., 1982; KAKEHASHI et al., 1965; MOLLER et al., 1981; 

SUNDQVIST, 1976). 

A habilidade dos microrganismos em se implantar ou não em certos sítios 

dependerá, além de outros fatores, de seu número, virulência e da resistência do 

hospedeiro. Uma vez instalados nos Sistema de Canais radiculares (SCR), esses 

microrganismos induzirão uma resposta de defesa nos arredores do ápice radicular 

(STASHENKO, 1990). A resposta inflamatória, que aí se processa, recrutará células 

imunocompetentes para conter e impedir a disseminação dessa infecção para outros 

sítios, culminando com a formação de uma lesão crônica e concomitante reabsorção 

dos tecidos de suporte periodontal (BAMBIRRA et al., 2015; BRITO et al., 2012; 

GARLET, 2010; HENRIQUES et al., 2011; MAIA et al., 2020; RITTLING et al., 2009). 

A inflamação que ocorre nos tecidos perirradiculares é uma continuidade da 

inflamação pulpar que muitas vezes se desenvolve antes mesmo da necrose total da 

polpa. Uma resposta imune inata se inicia tão logo a invasão microbiana atinge os 

tecidos, levando a um aumento da permeabilidade vascular e, por conseguinte, um 

grande influxo de células de defesa nos tecidos circunvizinhos. Dentre estas, 
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encontram-se os linfócitos TCD4+ e TCD8+, macrófagos, células plasmáticas, 

mastócitos, eosinófilos que a partir da interação com os microrganismos presentes 

nos SCR, procuram conter e impedir a disseminação da infecção para outros sítios. 

Tal resposta imuno-inflamatória levará ao desencadeamento de alterações nos 

tecidos perirradiculares (BRITO et al., 2015; MÁRTON et al., 2014; STASHENKO, 

1990; VIRTEJ et al., 2013). 

A resposta imune uma vez instalada, além do recrutamento de células 

inflamatórias, leva à liberação de citocinas e quimosinas pró-inflamatórias e 

imunorregulatórias (COLIĆ et al., 2009) Os linfócitos TCD4+ têm um papel importante 

neste processo (STASHENKO, 1990).  Sabe-se hoje que os Linfócitos T helper (Th) 

quando ativados se subdividem em subgrupos Th1, Th2, Th17 e Treg que se 

caracterizam principalmente pelo perfil de citocinas produzidas e seus efeitos sobre o 

organismo (MCGEACHY & CUA, 2008).  A resposta imune do tipo 1 (Th1) caracteriza-

se principalmente pela produção de TNF-α, IFN-γ e interleucinas (IL)-1 que induzirão 

a diferenciação e ativação dos pré-osteoclastos, por meio do ligante do receptor 

ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL), levando, pois, à reabsorção óssea 

periapical (, BRAGA DINIZ et al., 2019; FUKADA et al., 2009; MAIA et al., 2020).  

A resposta celular do tipo 2 (Th2) produz as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-

13 que estão relacionadas aos processos de cura e reparo da área afetada 

(TEIXEIRA-SALUM et al., 2010).  

Células Th17 são caracterizadas por expressarem IL-17 e IL-22 e estão 

relacionadas à exacerbação de processos inflamatórios em lesões perirradiculares, 

através da indução de secreção de mediadores pró-inflamatórios como a IL-8, TNF-α, 

IL-1, e IL-6 que promovem rapidamente o recrutamento de neutrófilos para o local da 

infecção, sendo consideradas pontes entre a resposta adaptativa e a inata (YU & 

GAFFEN, 2008). Ademais, estas células estimulam a produção de outras citocinas 

pró-inflamatórias que atuam na progressão de lesões periapicais (BRITO et al., 2012; 

COLIC et al., 2009; MAIA et al., 2020). 

Lesões cariosas, traumas, restaurações mal adaptadas, trincas e outros 

defeitos estruturais, são possíveis vias para o surgimento das patologias pulpares, 

que ocorrem a partir do momento em que os microrganismos têm acesso à estrutura 

dental (RITTLING et al., 2009). A infecção dos sistemas de canais radiculares (SCR), 

culminará no desenvolvimento de inflamação nos tecidos perirradiculares (GRAVES 

et al., 2011). 
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Durante o processo inflamatório, as células inflamatórias ativas secretam 

diversas proteínas degradantes (por exemplo, colagenase ou proteinases) e citocinas 

que podem interferir na cicatrização do periodonto. Além disso, as endotoxinas 

bacterianas ativam um processo que provocam ativação de osteoclastos (RICUCCI et 

al.,2014).  

O objetivo do tratamento endodôntico é eliminar o agente agressor, permitindo 

que o reparo tecidual ocorra. Como o alvo dos BFs é a reabsorção óssea causada 

pelos osteoclastos, esse processo pode interferir na cicatrização de lesões 

periapicais, após o tratamento endodôntico (HSIAO, GLICKMAN, HE, 2009; 

STASHENKO et al., 1998). Porém pouco se sabe sobre a interferência sobre o uso 

dos BFs sobre progressão das lesões periapicais.  

Em 2009 foi realizado um estudo que comparou a cicatrização de lesões 

perirradiculares após o tratamento endodôntico com pacientes que fazem uso de BFs 

por VO com pacientes que não usuários de BFs. Não houve diferença estatística 

encontrada nos resultados. A principal limitação deste estudo foi o pequeno tamanho 

da amostra, o que diminui a qualidade da evidência desse estudo (HSIAO, 

GLICKMAN, HE, 2009). 

Em casos de dentes acometidos por lesões periapicais foi relatado que o 

tratamento endodôntico é menos traumático que a exodontia para os tecidos da 

cavidade oral, além de ser associado à OMRM em apenas 0,8% de todos os casos 

(MARX et al., 2005). Porém um estudo em animais mostrou que as lesões periapicais 

podem ser consideradas fatores predisponentes para a OMRM após a exodontia. 

(SONG et al., 2016). Desta forma, as lesões periapicais devem ser controladas antes 

da exodontia para evitar a ocorrência de OMRM (SONG et al., 2016). 

Kang e colaboradores relataram o desenvolvimento da OMRM em um modelo 

animal em casos de altas doses de BFs e indução prévia de lesão periapical.  Neste 

estudo, os animais apresentaram características clínicas, radiográficas e histológicas 

de OMAB. Houve ainda o desenvolvimento da OMRM clínica mesmo na ausência de 

extração dentária quando havia presença da lesão periapical (KANG et al., 2014). 

Outro estudo realizado em 2017 concluiu que apenas lesão periapical não é um fator 

de risco para o desenvolvimento de OMRM (FRANÇA et. al., 2017). 

França et al., (2017), demonstrou que  o desenvolvimento da lesão periapical 

em animais tratados com Ácido Zoledrônico foi significativamente menor do que do 

grupo tratado soro (FRANÇA et al., 2017). Ikeda et al., (2022) também analisou o 
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desenvolvimento das lesões periapicais em camundongos tratados com Ácido 

Zoledrônico. Os resultados desse estudo sugeriram que o uso dessa medicação pode 

prevenir o desenvolvimento das lesões periapicais (IKEDA et al., 2022). Este resultado 

pode ser explicado pela inibição da atividade osteoclástica, o que leva à diminuição 

do tamanho das lesões periapicais (GAO et al., 2012; WANG et al., 1997).  

 Nos estudos realizados por Kang e colaboradores (2014), foi observado que o 

tamanho das lesões periapicais nos ápices das raízes de molares foi 

significativamente menor para os animais tratados com BFs, conforme avaliado por 

imagem de MicroCT (Microtomografia computadorizada) (KANG et al., 2014). 

Os estudos sobre os efeitos das drogas antirreabsortivas como, por exemplo, 

o Ácido Zoledrônico sobre a lesões periapicais ainda não está completamente 

elucidado. A remodelação óssea é um componente integral do processo de 

desenvolvimento, progressão e cicatrização de uma lesão perirradicular. Se esse 

processo de remodelação óssea pode ser potencialmente afetado pelo uso dos BFs 

ainda não se sabe.  Portanto, ainda são necessários mais estudos para compreender 

melhor a resposta dos tecidos periapicais frente ao uso dos BFs.  Sendo assim, os 

objetivos do presente estudos será compreender melhor a relação do uso do Ácido 

Zoledrônico e a formação da lesão periapical.  
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2 OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivos gerais 
 

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a influência do uso do Ácido 

Zoledrônico no desenvolvimento da lesão periapical induzida em camundongos por 

meio da expressão gênica de citocinas nos tecidos perirradiculares e análise por 

MicroCT. 

 
2.2 Objetivos específicos  

  
a) Analisar o efeito da exposição pulpar sobre as citocinas nos tecidos 

perirradiculares de camundongos tratados com Ácido Zoledrônico. 

b) Comparar as citocinas nos tecidos perirradiculares de camundongos 

tratados com Ácido Zoledrônico com camundongos não tratados.  

c) Quantificar por Real Time PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) a 

expressão das citocinas nos tecidos perirradiculares desses animais, nos 7º e 21º dias 

após a infecção experimental, em camundongos tratados e não tratados com Ácido 

Zoledrônico. 

d) Analisar e comparar por meio do exame de MicroCT a reação dos 

tecidos perirradiculares de camundongos tratados com Ácido Zoledrônico com 

camundongos não tratados. 
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3 METODOLOGIA  

 

3.1 Animais  
 

        Foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas 

Gerais (CEBIO, Belo Horizonte, MG, Brasil), 16 camundongos fêmeas da linhagem 

isogênico BALB/c, com 6 semanas de vida e peso de aproximadamente 20g. Os 

camundongos foram mantidos no biotério (ICB – Universidade Federal de Minas 

Gerais) em gaiolas convencionais com ciclo de luz controlado e alimentação com dieta 

comercial ad líbitum e água. Sendo alojado um grupo de 5 animais por gaiola, onde 

foi realizada limpeza e manutenção a cada dois dias. O protocolo experimental foi 

submetido ao Comitê de Ética no Uso de Animal (CEUA – UFMG) protocolo de 

aprovação #217/202. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais 

definidos como Grupo Controle (animais que receberam aplicação de soro) e Grupo 

Ácido (animais que receberam aplicação de Ácido Zoledrônico) sendo cada grupo 

composto por 8 animais. Cada grupo foi dividido em dois subgrupos, Grupo A 

sacrificados com 7 dias após a realização do experimento e Grupo B sacrificados com 

21 dias após a realização do experimento, cada subgrupo foi composto por 4 animais.   

 
3.2 Administração da medicação 
 

A indução da medicação foi realizada conforme descrito  de acordo com 

estudos anteriores (BIGUETTI et al., 2019; WILLIAMS et al., 2014). Após a divisão 

dos grupos, foi realizada a indução da medicação uma vez por semana durante 4 

semanas por via intraperitoneal (IP). O Grupo Controle recebeu aplicação de Solução 

de Salina de cloreto de sódio a 0,9%. Já o Grupo Ácido recebeu aplicação de 125 

μg/kg de Ácido Zoledrônico (Accord Farmacêutica Ltda®) solução injetável 4 mg/5mL 

diluído em solução estéril a 0,9%.  

 
3.3 Etapas clínicas  

3.3.1 Anestesia 
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Os camundongos foram anestesiados com Ketamina (Dopalen®) e Xilazina 

(Anasedan®) misturados na proporção de 0,14 mL de Ketamina para 0,6 mL de 

Xilazina. A droga foi administrada por via IP. Aguardou-se 5 minutos para que a droga 

fizesse efeito, antes de realizar qualquer procedimento. 

 3.3.2 Exposição pulpar  

 
Após a anestesia foi realizado a exposição pulpar do primeiro molar superior 

esquerdo e direto sob aumento de 40× de um microscópio operatório. Foi utilizada 

uma Broca LN CA (Maillefer - Dentsply Sirona®), em baixa rotação com controle de 

rotação (Driller, São Paulo, Brasil). As câmaras pulpares foram abertas até que as 

entradas dos canais fossem visualizadas e sondadas com uma lima K endodôntica nº 

8 (Maillefer - Dentsply Sirona®). Os dentes expostos foram deixados abertos ao meio 

bucal sem qualquer cobertura. Após o procedimento os animais passaram a receber 

alimentação pastosa por 24h. 

 

Figura 1- Procedimento de acesso coronário realizado no primeiro molar superior.  

 
Legenda: (A) primeiro molar superior; (B) Broca CA (Maillefer -Dentsply Sirona®) 
posicionada para a realização do acesso coronário; (C) Após o acesso coronário foi 
realizada uma sondagem com uma lima K endodôntica nº 8 (Maillefer - Dentsply 
Sirona®); (D) Sangramento confirmando a exposição pulpar.  
Fonte: Própria autoria.  
 

 3.3.3 Analgesia 
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Após a realização do procedimento foi realizada aplicação de Dipirona sódica 

(150mg/Kg) nos animais, via intramuscular, para analgesia.   

 

3.4 Análise imunológica 

3.4.1 Extração e preparo das amostras 

 
Para eutanásia dos animais foi utilizado uma sobredose de anestésico e em 

seguida foi realizado o deslocamento cervical. Os camundongos foram sacrificados 

após 7 e 21 dias da exposição pulpar.  

Após o sacrifício dos animais,  os molares direito e esquerdo juntamente com 

os tecidos periapicais que circundam os ápices radiculares foram removidos 

assepticamente. O molar do lado esquerdo foi armazenado em Solução de formol 10% 

tamponada, para posterior realização da análise em MicroCT e análise histológica. Já 

o molar do lado direito foi congelado e armazenados a -70 ° C para a realização do 

PCR-RT. 

 3.4.2 Extração do RNA 

 
Para se proceder à extração do ácido ribonucleico (RNA) do tecido periapical, 

foi utilizado o protocolo do fabricante NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up. Para a 

realização da homogeneização as amostras foram trituradas no Homogeneizador de 

Tecido OmniTH (OMNI International, Kennesaw GA, Estados Unidos). Em seguida foi 

adicionado 350 µL de tampão de RA1 e 3,5 µL de β-mercaptoetanol (β-ME) ao tecido 

triturado. Foi utilizado um filtro NucleoSpin® e um tubo de coleta (2 mL) para a limpeza 

do líquido e redução da viscosidade do lisado. O material foi colocado em uma 

centrifuga Z 327K (HERMLE Labortechnik GmbH Siemensstr, Wehingen, Alemanha) 

por 1 min a 11.000 x g para a completa homogeneização do tecido. O filtro então foi 

descartado e adicionado 350 µL de etanol (70%) ao lisado homogeneizado. 

Utilizando-se um novo filtro NucleoSpin® e um novo tubo de coleta (2 mL), foi 

adicionado o líquido pipetando o lisado para cima e para baixo de 2 a 3 vezes; em 

seguida o material foi centrifugado por 30 segundos a 11.000 x g e colocado em um 

novo tubo de coleta de 2 mL. 

Foi adicionado 350 µL de tampão de dessalinização de membrana e novamente 

centrifugado a 11.000 x g por 1 minuto para secagem da membrana. Com a mistura 

de reação de DNase em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL estéril, foi adicionado 
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10 µL de rDNase reconstruída a 95 µL de tampão de reação para rDNase. Em seguida 

o tubo foi levado na centrifuga para uma nova homogeneização da mistura.  

Para lavagem e secagem da membrana de sílica foi adicionado 200µL de 

tampão de RAW2 à coluna de RNA NucleoSpin® e centrifugado por 30 segundos a 

11.000 x g e novamente colocado em um novo tudo de coleta de 2 mL. Em seguida 

foi adicionado 600 µL de RNA NucleoSpin® e centrifugado por 30 segundos a 11.000 

x g. O fluxo foi descartado e o lisado colocado em um novo tubo de coleta. Adicionou-

se mais 250 µL de tampão de RA3 à coluna de RNA NucleoSpin®, seguido de uma 

nova centrifugação de 2 minutos por 11.000 x g para secagem completa da 

membrana. O RNA foi eluido em 60 µL de H2O livre de RNase e novamente 

centrifugado a 11.000 x g por 1 minuto.  

3.4.3 Quantificação do mRNA 

  
O mRNA foi diluído em água destilada nas proporções de 1:100 e 1:500, para 

que as amostras fossem lidas em espectrofotômetro (Nano Drop® ND-1000, EUA), 

utilizando-se cubetas de quartzo, com comprimento de onda de 260/280 OD. A 

quantificação foi obtida utilizando-se a fórmula: [mRNA- mg/ml] =OD 260 x diluição x 

40.  

3.4.4 Preparo de cDNA (DNA complementar) por Transcrição Reversa 

 
Para síntese do cDNA, utilizou-se o kit SuperScript® III Reverse Transcriptase 

(Life Technologies®, EUA) seguindo as instruções do fabricante. Foram utilizados 

2000 ng de RNA para a síntese de cDNA. 

 

Para uma reação de 20ul:  

 - 5x iScript Reaction Mix................................................................................4 μl. 

 - iScript Reverse Transcriptase .....................................................................1 μl. 

 - RNA.....................................................................................................Variável.  

 - Água nuclease-free .............................................................................Variável. 

  
O cálculo de quanto μl foi utilizado de RNA foi realizado a partir da concentração 

(Obtida no NanoDrop). A reação foi submetida a 25° C por 5 minutos, 46° C por 90 

minutos e 70° C por 15 minutos. O cDNA produzido foi diluído 1:10 e armazenado a -

20° C. 
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3.4.5 PCR quantitativo (qPCR) 

3.4.5.1 Controle endógeno  

  
Para a validação dos resultados de PCR em tempo real, fez-se necessário a 

determinação de um controle endógeno, que serviu como padrão normalizador para 

a análise das variações de expressão dos genes testados. Dentre os genes, o 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi o normalizador escolhido. 

3.4.5.2 Determinação da expressão gênica  

 
Foi realizada a quantificação das citocinas IL-1β, IL-10, IL-6 e TNF-α por PCR 

em tempo real. O nível de expressão desses genes foi determinado utilizando-se 5 µL 

de SYBR® Green qPCR SuperMix (InvitrogenTM, EUA), 5 µM de cada iniciador e 2 

µL de cDNA diluído 1:10 em um volume final de 10 µL.  

 
Para uma reação de 10ul:  

 
- SYBR............................................................................................................. 5µL 

- Primer Forward (diluído 1:20) ........................................................................1µL 

- Primer Reverse (diluído 1:20)........................................................................1 µL 

- Água nuclease-free ......................................................................................2 µL 

 
Foi realizado um MIX e distribuído em 9 µL em cada tudo. Foi acrescentado 1 

µL de cDNA (diluído em 1:10) no tubo. Em seguida foi realizada a diluição do primer 

100 µL para 5uM (1:20). 

O protocolo foi realizado no termociclador (Rotor-Gene 5 plex HRM Platform) 

de amplificação. Constituiu-se de desnaturação inicial a 95° C por 10 minutos, seguido 

de 40 ciclos de desnaturação a 95° C por 15 segundos e anelamento/extensão a 60°C 

por 1 minuto. Em todas as reações realizadas havia um controle negativo, constituído 

por 5 µL de SYBR Green SuperMix e 5 uM de cada iniciador. 

Os primers utilizado para identificação de cada gene segue descrito na tabela 

abaixo:  

 
Tabela 2 – Sequência de iniciadores de citocinas.  

Gene  Sense and antisense (5’-3’) Length (BP*) 

IL-1β 5’ – CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG – 3’ 

5’ – GATCCACACTCCCAGCTGCA - 3’ 

152 
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IL-10 5’ - CAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA – 5’ 

5’ -TGGCTCTGCAGGATTTTCATG – 3’ 

91 

IL-6 5’ - TTCCATCCAAGTTGCCTTCTTG - 3‘ 

5‘ -  TTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA - 3’ 

102 

TNF-α 5’ – ATCTTCTCAAAATTCGAGTGACCA – 3’ 

5’- TGGAGTAGACAAGGTACAACCC – 3’ 

173 

GAPDH   5’‐GCA CCA CCA ACT GCT TAG CA‐3’  

 5’‐TGG CAG TGA TGG CAT GGA GGA‐3’ 

96 

* BP (Pares de Base). Fonte: Banco de PrimerBank.  

 
A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados para cada grupo de 

iniciadores foi determinada baseado no valor de Ct (threshold cycle) e na eficiência de 

amplificação. Os Cts obtidos para os genes foram normalizados subtraindo-se o valor 

do Ct obtido para o gene de referência (GAPDH) para cada amostra. Com esse valor, 

agora chamado de ΔCt, calculou-se o ΔΔCt, que corresponde ao ΔCt amostra – ΔCt 

do calibrador. Os resultados foram obtidos no Bio-Rad SFX Manager Software e 

analisados no Prism 5.0. Todas as amplificações foram seguidas de uma curva de 

dissociação, chamada “curva de melting”, na qual foi avaliado se não houve formação 

de produtos inespecíficos, comprovando a especificidade da reação. 

 

3.5 Análise em MicroCT  
 

Análise em MicroCT foi realizada como descrita anteriormente (BALTO et al., 

2000). As maxilas do lado esquerdo foram removidas de cada camundongo com uma 

tesoura cirúrgica esterilizada, então foram fixados com Solução de Formol à 10%, 

tamponada com pH neutro. O tamanho da lesão periradicular foi medido a partir de 

imagens de Microtomografia computadorizada, onde foram calculados a área e o 

volume da lesão (BALTO et al., 2000). 

 3.5.1 Parâmetros para aquisição das Microtomografias  

 
As hemimandíbulas dos camundongos foram fixadas e escaneadas no 

aparelho de MicroCT SkyScan 1173 (Bruker, Kontich, Bélgica). Os parâmetros para 

aquisição das imagens foram os seguintes: matriz 1120x1120, 50Kv e 150 mA, sem 

filtro, com tempo de exposição de 320 milissegundos, passo de rotação de 0.3º e 360º 

em torno do eixo vertical. A resolução isotrópica foi de 14 µm. As imagens foram 

reconstruídas através do programa NRecon (v1.6.1.0; Bruker) com os seguintes 
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parâmetros: 4 de correção do artefato de anel, correção de endurecimento do feixe de 

40% e suavização de 2 para todas as imagens.  

3.5.2 Parâmetros para análise 

 
O processamento e a análise de imagens em plano axial e coronal foram 

realizados através do programa CTan (v1.6.6.0, Bruker), em um processo de 

segmentação da imagem a fim de permitir a visualização e diferenciação da lesão 

perirradicular, do canal radicular e da dentina. A região de interesse (ROI – Region of 

Interest) determinada incluiu a área da lesão perirradicular e do ligamento periodontal 

em torno de todas as raízes do 1º molar, não incluindo o espaço referente aos canais 

radiculares e ligamento periodontal dos dentes adjacentes. A seleção do ROI foi feita 

de forma manual (ROI personalizado) em todos os conjuntos de imagens desde a 

primeira imagem em que todas as raízes aparecem circundadas pela crista óssea até 

o desaparecimento da lesão. A análise foi realizada por um avaliador calibrado, cego 

aos grupos experimentais. Através de análises bi e tridimensionais foram obtidas a 

área de superfície e volume da lesão perirradicular. 

  
3.6 Análise dos dados 

 
Os dados obtidos pelas análise de PCR e MicroCT foram submetidos ao teste 

de normalidade utilizando o programa SigmaPlot® 14.5 (Systat Software Inc, For 

Windows, version 14.5), quando confirmado a normalidade foi realizado o teste-T, e 

para os dados que não apresentaram normalidade foram utilizados os testes Mann-

Whitney. Para todos os teste foi considerado p<0,05.  
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4 ARTIGO  

O artigo será submetido ao periódico internacional “Journal of Endodontics” (Qualis A1, Fator 

de  impacto = 2,886).  

Título: Ácido Zoledrônico interfere na formação da lesão periapical 

 

Resumo: Introdução: As drogas antirreabsortivas são drogas utilizadas no mundo todo para 

tratar patologias ósseas como a osteoporose e outras doenças ósseas sistêmicas. No presente 

estudo examinamos os efeitos Ácido Zoledrônico (ZOL) no desenvolvimento de Lesão 

Periapical (LP) em camundongos. Métodos: O ZOL foi injetado por via intraperitoneal (IP) 

uma vez por semana durante quatro semanas. Após a indução da medicação a câmara pulpar 

dos primeiros molares superiores direito e esquerdos dos camundongos foram expostas e 

deixadas abertas para o meio bucal para induzir a periodontite apical. A eutanásia dos animais 

foi realizada no 7° e 21° dias após a indução da LP e em seguida, foram realizadas as imagens 

de microtomografia computadorizada (MicroCT) e análises de Reação de cadeia de polimerase 

(PCR). Resultados: Na análise de MicroCT, foi demonstrado que o uso do ZOL pode levar à 

menor indução da lesão periapical. Já nas análises de PCR foi observado diferença estatística 

significativa no Grupo Controle  dos marcadores inflamatórios, TNF-α nos períodos de 7 e 21 

dias, IL-6 no período de 7 dias e IL-1β no período de 21 dias. Conclusão: Esses resultados 

sugerem que o uso de drogas antirreabsortivas como o ZOL administrado sistemicamente é 

distribuído para áreas de inflamação local na maxila pode levar a uma menor indução do 

desenvolvimento de LP em camundongos, além disso os resultados encontrados sugerem que 

o uso do Ácido Zoledrônico parece de alguma forma inibir a reabsorção óssea induzida por IL-

1β. 
 

Palavras-chaves: Periapical Lesion, Zoledronic Acid, Mouse Model. 

 

Introdução  

 

A inflamação que ocorre nos tecidos perirradiculares é uma continuidade da inflamação 

pulpar. A infecção bacteriana presente no  sistema de canais radiculares (SCR), vai   induzir 

uma resposta imuno-inflamatória  do tecido que circunda o ápice radicular a partir do forame 

apical. Células inflamatórias como macrófagos, são ativados e produzem citocinas 

inflamatórias para eliminar fatores patogênicos, resultando em aumento de osteoclastos, 

causando reabsorção óssea periapical e o desenvolvimento da LP  (1–4). 

Os bisfosfonatos (BFs) são drogas antirreabsortivas contendo nitrogênio, que 

apresentam efeitos para diminuição da reabsorção óssea osteoclástica (5,6). Estes 

medicamentos são usados em todo o mundo para tratar doenças ósseas como osteoporose, 

metástases ósseas, câncer, mieloma múltiplo e doença de Paget (7). 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/apical-foramen
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/apical-foramen
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inflammatory-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteoclast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteoclast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteolysis
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Como exemplo de drogas antirreabsortivas podemos citar o ZOL que tem como seu 

mecanismo de ação uma molécula que se liga ao tecido ósseo e tem alta afinidade com 

a hidroxiapatita . Quando isolado de uma superfície óssea por reabsorção óssea osteoclástica, a 

captação de ZOL pelos osteoclastos mostrou levar à inibição do metabolismo do mevalonato 

(síntese do colesterol)  e iniciar o declínio funcional (8–11).  

A relação entre o uso do ZOL e a formação da lesão periapical ainda é pouco estudada.  

Um estudo clínico realizado em 2021, relatou que o usou de BFs diminuiu a prevalência de 

lesão periapical em pacientes com osteoporoses (12).  Outro estudo realizado em animais que 

avaliaram a formação da LP, concluíram que as drogas antirreabsortivas podem prevenir o 

desenvolvimento da lesão periapical (13). Nos estudos realizados por Kang e colaboradores foi 

observado que o tamanho das lesões periapicais nos ápices das raízes de molares foi 

significativamente menor para os animais tratados com BF, conforme avaliado por imagem de 

MicroCT (14).  

Alguns autores procuraram relacionar a Osteonecrose dos Maxilares Relacionada ao 

uso de Medicamentos (OMRM) com a formação da LP. A OMRM pode ser causada pela 

progressão da LP em pacientes que receberam os antirreabsortivos em altas doses (13–15). O 

efeito do ZOL sobre a formação da lesão periapical ainda é pouco estudado. Portanto o objetivo 

do presente estudo é avaliar a ação do ZOL na progressão e nos marcadores inflamatórios da 

LP induzidas em camundongos.   

 

Materiais e Métodos 

 

Modelo Animal e Lesão Periapical 

 

O protocolo experimental foi submetido ao Comitê de Ética no Uso de Animal (CEUA – 

UFMG) protocolo de aprovação #217/2022. Os animais foram divididos em dois grupos 

experimentais definidos como Grupo Controle (animais que receberam infusão de soro) e 

Grupo ZOL (animais que receberam aplicação de Ácido Zoledrônico) sendo cada grupo 

composto por 8 animais. Cada grupo foi dividido em dois subgrupos, Grupo. Foram utilizados 

16 camundongos fêmeas da linhagem isogênico BALB/c, com 6 semanas (CEBIO, Belo 

Horizonte, MG, Brasil).  

Administração das drogas 

 

A indução da medicação foi realizada conforme descrito anteriormente (17,18). Após a 

divisão dos grupos, foi realizada a indução da medicação uma vez por semana durante 4 

semanas por via intraperitoneal (IP). O Grupo Controle recebeu aplicação de Solução de Salina 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bone-tissue
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hydroxylapatite
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metabolic-inhibition
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mevalonic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mevalonic-acid
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de NaCl a 0,9%. Já o Grupo ZOL recebeu aplicação de 125 μg/kg de Ácido Zoledrônico (ZOL) 

(Accord Farmacêutica Ltda ®) solução injetável 4 mg/5mL diluído em solução estéril a 0,9%. 

 

Exposição pulpar 

Após a indução da droga por 4 semanas foi realizada a exposição pulpar. Após a 

anestesia foi realizado a exposição pulpar do primeiro molar superior esquerdo e direto como 

descrito anteriormente (14,16) sob aumento de 40× de um microscópio endodôntico, utilizando 

uma Broca LN CA (Maillefer -Dentsply Sirona®), em baixa rotação com controle de rotação 

(Driller, São Paulo, Brasil). As câmaras pulpares foram abertas até que as entradas dos canais 

até que fossem visualizadas e sondadas com uma lima K endodôntica nº 8 (Maillefer - Dentsply 

Sirona®). Os dentes expostos foram deixados abertos ao meio bucal sem qualquer cobertura. 

A sacrificados com 7 dias após a realização do experimento e Grupo B sacrificados com 21 dias 

após a realização do experimento, cada subgrupo foi composto por 4 animais.   

 

Análise MicroCT 

 

As maxilas dos lados esquerdos foram removidas de cada camundongo com uma tesoura 

cirúrgica esterilizada e então foram fixados em Solução de formol 10% , tamponada com pH 

neutro. As hemimaxilas dos camundongos foram fixadas e escaneadas no aparelho de MicroCT 

SkyScan 1173 (Bruker, Kontich, Bélgica). O processamento e a análise de imagens em plano 

axial foram realizados através do programa CTan (v1.6.6.0, Bruker), em um processo de 

segmentação da imagem a fim de permitir a visualização e diferenciação da lesão perirradicular, 

do canal radicular e da dentina. A região de interesse (ROI – Region of Interest) determinada 

incluiu a área da lesão perirradicular e do ligamento periodontal em torno de todas as raízes do 

1º molar, não incluindo o espaço referente aos canais radiculares e ligamento periodontal dos 

dentes adjacentes. A seleção do ROI foi feita de forma manual (ROI personalizado) em todos 

os conjuntos de imagens desde a primeira imagem em que todas as raízes aparecem circundadas 

pela crista óssea até o desaparecimento da lesão. A análise foi realizada por um avaliador 

calibrado, cego aos grupos experimentais. Através de análises bi e tridimensionais foram 

obtidas a área de superfície e volume da lesão perirradicular (19). 

 

Reação de cadeia de polimerase em Tempo Real – PCR-RT  

 

Amostras dos molares do lado direto foram trituradas no homogeneizador de tecido 

OmniTH (OMNI International, Kennesaw GA, Estados Unidos), incluindo a lesão periapical, 
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osso alveolar circundante e raízes. O RNA foi extraído utilizado o protocolo do fabricante 

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up. E para síntese do cDNA, utilizou-se o kit SuperScript® 

III Reverse Transcriptase (Life Technologies®, EUA) seguindo as instruções do fabricante.  Foi 

realizada a quantificação das citocinas IL-1β, IL-10, IL-6 e TNF-α por PCR em tempo real. O 

nível de expressão desses genes foi determinado utilizando-se 5 µL de SYBR® Green qPCR 

SuperMix (InvitrogenTM, EUA), 5 µM de cada iniciador e 2 µL de cDNA diluído 1:10 em um 

volume final de 10 µL. Foi realizado um MIX e distribuído em 9 ul em cada tudo. Foi 

acrescentado 1ul de cDNA (diluído em 1:10) no tubo. Em seguida foi realizada a diluição do 

primer 100 ul para 5uM (1:20). 

O protocolo foi realizado no termociclador (Rotor-Gene 5 plex HRM Platform) de 

amplificação constituiu-se de desnaturação inicial a 95° C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos 

de desnaturação a 95o C por 15 segundos e anelamento / extenção a 60° C por 1 minuto. Em 

todas as reações realizadas havia um controle negativo, constituído por 5 µL de SYBR Green 

SuperMix e 5 uM de cada iniciador. A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados para 

cada grupo de iniciadores foi determinada baseado no valor de Ct (threshold cycle) e na 

eficiência de amplificação. Os Cts obtidos para os genes foram normalizados subtraindo-se o 

valor do Ct obtido para o gene de referência (GAPDH) para cada amostra. Os resultados foram 

obtidos no Bio-Rad SFX Manager Software e analisados no Prism 5.0. Todas as amplificações 

foram seguidas de uma curva de dissociação, chamada “curva de melting”, na qual foi avaliado 

se não houve formação de produtos inespecíficos, comprovando a especificidade da reação. 

 

Tabela 1. Primers usados para realização da análise de PCR-RT. IL-1β interleucina 1β; 

Interleucina 10 IL-10; Interleucina 6 IL-6; TNF-α Fator de Necrose Tumoral α; GAPDH 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. 

 

Gene Sense and antisense 

IL-1β FW:  CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG 

RV:  GATCCACACTCCCAGCTGCA 

IL-10 FW: CAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 

RV: TGGCTCTGCAGGATTTTCATG 

IL-6 FW:  TTCCATCCAAGTTGCCTTCTTG 

RV:  TTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA 

TNF-α FW: ATCTTCTCAAAATTCGAGTGACCA 

RV: TGGAGTAGACAAGGTACAACCC 
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GAPDH FW: 5’‐GCA CCA CCA ACT GCT TAG CA‐3’ 

RV 5’‐TGG CAG TGA TGG CAT GGA GGA‐3’ 

 

Análise dos dados  

 

      Os dados obtidos pelas análise de PCR e MicroCT foram submetidos ao teste de 

normalidade utilizando o programa SigmaPlot® 14.5 (Systat Software Inc, For Windows, 

version 14.5), quando confirmado a normalidade foi realizado o teste-T, e para os dados que 

não apresentaram normalidade foram utilizados os testes Mann-Whitney. Para todos os teste 

foi considerado p<0,05.  

  

Resultados 

 

Análise MicroCT  

 Os cortes de MicroCT foram realizados através da área apical dos molares superior 

esquerdo nos cortes Axial e Coronal (Figura 2 e Figura 3). Em ambos os momentos, o Grupo 

Controle  teve maiores tamanhos de lesões periapicais em comparação com os outros Grupo 

ZOL(Figura 1). O tamanho da LP aumentou dentro do Grupo Controle ao comparar os   

subgrupos 7 dias com os 21 dias (Figura 2 A e B). Também foi observado um aumento da lesão 

em área e volume no Grupo ZOL, comparando-se 7 e 21 dias. O volume da lesão  

também foi maior quando comparamos o Grupo Controle com o Grupo Ácido.  

 

 

 

Área Volume Área Volume

7 dias 21 dias

Ácido 13,485 0,5075 15,5375 0,7725

Soro 14,56 0,68 23,6025 1,1
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Figura 1. Área e Volume da LP nos períodos de 7 e 21 dias nos Grupos Soro e Ácido. Achados 

de microtomografia computadorizada da região periapical da maxila esquerda após 

administração de ZOL por 4 semanas.  

 

 

Figura 2. O uso ZOL promove menor aumento de volume e área da LP induzidas em 

camundongos. Imagens de MicroCT no corte Axial. (A) 7 dias após a indução da LP no Grupo 

Controle; (B) 21 dias após a indução da LP no Grupo Controle; (C) 7 dias após a indução da 

LP no Grupo Ácido; (D) 21 dias após a indução da LP no Grupo Ácido.  
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Figura 3. O uso ZOL promove menor aumento de volume e área da LP induzidas em 

camundongos. Imagens de MicroCT no corte Coronal. (A) 7 dias após a indução da LP no 

Grupo Controle; (B) 21 dias após a indução da LP no Grupo Controle; (C) 7 dias após a indução 

da LP no Grupo Ácido; (D) 21 dias após a indução da LP no Grupo Ácido. 

 

 

Análise PCR-RT  

 

A expressão da citocina TNF-α foi significativamente maior no Grupo Controle nos 

períodos de 7 e de 21 dias quando comparado com o Grupo Ácido. A expressão da citocina IL-

6 foi maior no período de 7 dias pelo Grupo Controle. Já a IL-1β foi mais expressa no período 

de 21 dias pelo Grupo Controle (Figura 4). Não houve diferença estatística encontrada em Il-

10.  

 

 

 
 

Figura 4. Citocinas inflamatórias da LP nos períodos de 7 e 21 dias nos Grupos Soro e Ácido. 

Marcadores inflamatórios da região periapical maxila esquerda após administração de ZOL por 

4 semanas. *Diferença estatística significativa no Grupo Controle dos marcadores 

inflamatórios, TNF-α nos períodos de 7 e 21 dias, IL-6 no período de 7 dias e IL-1β no período 

de 21 dias. 

 

 

Discussão  

 

O presente estudo avaliou a formação da LP em camundongos que receberam doses IP 

de ZOL e comparou com um Grupo que recebeu Soro.  Os resultados demonstraram em análise 

de MicroCT que o uso do ZOL pode levar à menor indução da lesão periapical em um modelo 

de experimento animal. Foi observado um menor aumento do volume da lesão do Grupo ZOL 
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de 21 dias quando comparado com o Grupo Controle. Já nas análises de PCR foi observado 

diferença estatística significativa no Grupo Controle dos marcadores inflamatórios, TNF-α nos 

períodos de 7 e 21 dias, IL-6 no período de 7 dias e IL-1β no período de 21 dias.  

Interessantemente, no período de 7 dias, houve maior expressão dos genes de IL-1β no 

grupo que recebeu o ZOL. Entretanto, observamos menor indução de lesão periapical nestes 

animais com MicroCT. Desta forma, podemos inferir que nos animais em uso de ZOL houve 

inibição dos síntese da IL-1β ou dos seus receptores nos osteoclastos. Destarte, temos uma 

inibição da cascata da reabsorção mediada por IL-1β. 

O ZOL é administrado por via intravenosa em humanos, porém no presente estudo foi 

administrado por via IP, semelhante aos procedimentos utilizados em outros trabalhos 

publicados (14,17,18). Mesmo sabendo que a administração IP resulta em menor concentração 

plasmática do fármaco, optou-se por essa via por ser mais segura e mais fácil de usar em 

pequenos animais. As doses utilizadas em estudos experimentais variam muito, porém o 

modelo utilizado para indução das drogas foi o mesmo descrito em estudos anteriores e   mesmo 

sendo considerada uma dose alta, seu uso foi demonstrado seguro e eficaz (17,18).     

Foi possível observar nos resultados obtidos pela análise de MicroCT que o Grupo 

Controle apresentou uma maior perda óssea nas LP em 21 dias. Resultado que também foi 

observado em um estudo que o ZOL foi aplicado em ratas com ovariectomia, onde o grupo no 

qual foi aplicado soro os animais também apresentaram uma maior perda óssea periapical(20). 

Assim como o trabalho citado anteriormente (20), no presente estudo foi observado uma menor 

indução da LP nos grupos em que foi aplicado o ZOL, o que está de acordo com outros estudos 

publicados(15,21,22).  

A diminuição da reabsorção óssea, no Grupo ZOLpode ser explicada pela incorporação 

da droga ao tecido ósseo mineralizado, que tende a permanecer disponível por muito tempo. A 

droga permanece atuando especificamente sobre os osteoclastos inibindo o processo de 

reabsorção óssea, podendo assim interferir na formação das lesões periapicais. Este fenômeno 

também foi observado em estudos anteriores (23,24). 

 A inibição da atividade dos osteoclastos pode levar a menor indução de 

desenvolvimento da LP (14,22,25). Com isso podemos sugerir que mesmo na presença de 

infecção, os pacientes com uso de ZOL terão menor padrão de progressão de lesão. Tal fato faz 

com que o clínico necessite ter maior cuidado durante os exames de diagnóstico, pois casos 

infectados serão mais dificilmente reconhecidos pelo exame radiográfico de rotina.   

A LP tem sua origem da resposta imune contra a infecção bacteriana presente no sistema 

de canais radiculares o que resulta em um processo inflamatório que é caracterizado por células 
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imunocompetentes que produzem uma grande variedade de mediadores inflamatórios, como 

TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 (26). Neste estudo, ao comparar a expressão do TNF-α, IL-1β, IL-

6 e IL-10   por meio da análise de PCR-RT, entre os Grupo Controle e o Ácido, observou-se 

aumento significativo da expressão de TNF-α e IL-6 na fase inicial (7 dias) e de TNF-α e IL-

1β na fase tardia (21 dias) no Grupo Controle. O que sugere um aumento da reabsorção nesse 

grupo, uma vez essas citocinas pró-inflamatórias são promotoras da formação e função dos 

osteoclastos que são responsáveis pela reabsorção óssea (27).  

A infusão crônica do ZOL aumenta significativamente o número de células 

inflamatórias e os níveis de TNF-α e IL-1β no periodonto (28,29, 30).  Uma das limitações do 

presente estudo é o tempo de aplicação do ZOL, o que pode influenciar na resposta dos 

marcadores inflamatórios. Além disso, não há outros estudos investigando o efeito do ZOL 

sobre essas citocinas inflamatórias na formação da LP, o que impossibilita a comparação dos 

resultados atuais com outros trabalhos. 

O desenvolvimento da OMRM está diretamente associado a marcadores pró-

inflamatórios como TNF-α, IL-1β, IL-17 (31). Por outro lado, uma dose alta e a administração 

a longo prazo de drogas antirreabsortivas levaram ao aparecimento de OMRM induzida por LP 

em modelos animais(14,15,32). No presente estudo, com aplicação de altas doses de ZOL, não 

foi observado nenhum indício ou sinal clínico de OMRM. No entanto, não foi realizada a 

extração do dente em nenhum dos camundongos. Sendo assim, não se pode concluir se o trauma 

pode causar OMRM. Ademais, os períodos mais longos de tratamento com ZOL devem ser 

estudados para avaliar os efeitos possíveis dessas terapias de longo prazo nas LP. 

É de extrema importância ressaltar que este é um estudo in vivo e seus resultados não 

podem ser aplicados diretamente em humanos, pois seus resultados apresentam 

limitações. Novos estudos devem ser realizados para confirmar esses achados e aprimorar o 

modelo experimental. 

De acordo com os resultados do presente estudo, as lesões periapicais foram 

significativamente menores nos animais tratados com ZOL. O uso do ZOL parece de alguma 

forma inibir a reabsorção óssea induzida por IL-1β.   O desenvolvimento induzido da LP em 

camundongos aparentemente não representou um fator de risco significativo para o 

desenvolvimento de OMRM. Apesar disso, mais evidências científicas são necessárias para 

fornecer protocolos seguros para o tratamento endodôntico de pacientes que fazem uso de 

drogas antirreabsortivas. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O presente estudo avaliou a formação da lesão periapical em camundongos 

que receberam doses IP de Ácido Zoledrônico e comparou com um grupo que recebeu 

Soro. Os resultados demonstraram em análise de MicroCT que o uso do Ácido 

Zoledrônico pode levar a menor indução da lesão periapical em um modelo de 

experimento animal. Além disso, nas análises de PCR foi observado diferença 

estatística significativa no Grupo Controle dos marcadores inflamatórios, TNF-α nos 

períodos de 7 e 21 dias, IL-6 no período de 7 dias e IL-1β no período de 21 dias.  

De acordo com os resultados encontrado o uso do Ácido Zoledrônico parece 

de alguma forma inibir a reabsorção óssea induzida por IL-1β e levar a uma menor 

indução da lesão. No entanto é de extrema importância ressaltar que este é um 

estudo em modelo animal e seus resultados não podem ser aplicados diretamente em 

humanos, pois seus resultados apresentam limitações. Novos estudos devem ser 

realizados para confirmar esses achados e aprimorar o modelo experimental. 

Além disso, o desenvolvimento da lesão periapical em animais usuários de 

Ácido Zoledrônico aparentemente não representaram um fator de risco significativo 

para o desenvolvimento de OMRM. Apesar disso, mais evidências científicas são 

necessárias para fornecer protocolos seguros para o tratamento endodôntico de 

pacientes que fazem uso de drogas antirreabsortivas. 
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ANEXO A – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais 
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