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PITOL-PALIN, L. “Avaliação do processo de reparo alveolar em ratos portadores 
de diabetes tipo 2, induzido por dieta hiperlipídica e baixa dose de 
estreptozotocina. Análise morfométrica, imunoistoquímica e por microscopia de 
birrefringência” 2018. 83 p. Trabalho de Conclusão de Curso (Bacharelado) – 

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2018. 

RESUMO 

O diabetes tipo I interfere no metabolismo ósseo atrasando o reparo ósseo alveolar, 

porém pouco se sabe da influência do tipo II da doença no processo reparacional 

alveolar pós exodontia. Objetivo: Analisar a dinâmica do reparo ósseo alveolar em 

ratos diabéticos tipo II através das análises imunoistoquímica, por birrêfringência, de 

microtomografia computadorizada e por microscopia confocal. Foram utilizados 50 

ratos (n=25 por grupo), divididos em dois grupos: Controle (CO) e Diabéticos tipo II 

(DBT-2). Os animais do grupo DBT-2 tiveram o diabetes induzido por dieta 

hiperlipídica e aplicação única de Estreptozotocina (35mg/kg). Após a comprovação 

do diabetes tipo II, os animais foram submetidos à cirurgia de exodontia e 

eutanásiados aos 3, 7, 14 e 42 dias respectivamente. Para a análise 

imunoistoquímica, foram utilizados anticorpos contra TNFα, TGFβ, IL6 (resposta 

inflamatória aos 3 e 7 dias) TRAP, OC, WNT (reparo ósseo aos 14 e 42 dias). Para a 

análise de birrefringência, os cortes corados com Picrosirius-red, foram analisados 

para avaliar a organização e quantidade das fibras colágenas aos 14 e 42 dias após 

a exodontia. Para análise de Micro-CT (42 dias) os parâmetros avaliados foram 

BV/TV, Po.Tot, Tb.Th, Tb.N e Tb.Sp. Para a análise de microscopia confocal, os 

parâmetros utilizados foram de dinâmica do tecido ósseo e superfície de 

mineralização ativa. Os dados quantitativos foram submetidos a uma análise 

estatística e foi adotado nível de significância de 5%. Resultados: Na análise 

imunoistoquímica, aos 3 dias, o grupo CO apresentou uma marcação leve para IL-6, 

TNFα e TGFβ enquanto aos 7 dias, apresentou marcação leve para IL-6, e moderado 

para TNFα e TGFβ. No grupo DBT-2, aos 3 dias as marcações para IL-6, TNFα e 

TGFβ foram moderadas enquanto aos 7 dias, houve marcação intensa para IL-6 e 

TGFβ e moderada para TNFα. Aos 14 dias, o grupo CO apresentou marcação 

moderada para OC, Wnt e TRAP e, aos 42 dias, moderada para OC e Wnt e leve para 

TRAP. O grupo DBT-2, aos 14 dias, apresentou marcação moderada para OC, Wnt e 

TRAP e, aos 42 dias, marcação leve para OC e Wnt e moderada para TRAP. Na 



 
 

análise por birrefringência, menores valores numéricos foram observados no grupo 

DBT-2 aos 42 dias (p < 0,05). A análise de Micro-CT apresentou diferença 

estatisticamente significante para os parâmetros BV/TV, Po.Tot, Tb.Sp e Tb.Th, com 

p < 0,05. A dinâmica do tecido ósseo apresentou diferença estatisticamente 

significante entre: CO (calceína) X CO (alizarina), CO (calceína) X DBT-2 (calceína) e 

CO (alizarina) X DBT-2 (alizarina), com p < 0,05. Conclusão: As análises mostraram 

que os animais com diabetes tipo 2 tem um processo de reparo alveolar prejudicado, 

apresentando quantidade e qualidade óssea alveolar inferiores ao dos animais do 

grupo CO. 

Palavras Chave: Diabetes Mellitus; Dieta Hiperlipídica; Estreptozotocina; 

Alveolo Dental; Densidade Óssea; Ratos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



 
 

PITOL-PALIN, L.  "Alveolar repair process evaluation in rats with type 2 diabetes, 

induced by high-fat diet and low dose of Streptozotocin. Morphometric, 

Immunohistochemistry and birefringence microscopy analysis" 2018. 83 p. End 

of course paper (Bachelor degree) – Dental School, São Paulo State University, 

Araçatuba, 2018. 

ABSTRACT 

Type I diabetes interferes with bone metabolism, delaying alveolar bone repair, but 

little is known about the influence of type II disease in the alveolar repair process after 

the dental extraction. Objective: To analyze the dynamics of alveolar bone repair in 

type II diabetic rats by immunohistochemical, birefringence, microtomographic and 

confocal microscopy analysis. Fifty rats (n = 25 per group) were used, divided into two 

groups: Control (CO) and Diabetic type II (DBT-2). The animals in the DBT-2 group 

had diabetes induced by caffeteria diet and a single application of streptozotocin 

(35mg/kg). After the verification of type II diabetes, the animals were submitted the 

surgery of dental extraction and euthanasia after 3, 7, 14 and 42 days respectively. For 

the immunohistochemical analysis, antibodies against TNFα, TGFβ, IL6 (inflammatory 

response at 3 and 7 days) and TRAP, OC, WNT (bone repair at 14 and 42 days) were 

used. For the birefringence analysis, the sections stained with Picrosirius-red were 

analyzed to evaluate the organization and quantity of the collagen fibers at 14 and 42 

days after the dental extraction. For Micro-CT analysis (42 days) the parameters 

evaluated were BV/TV, Po.Tot, Tb.Th, Tb.N and Tb.Sp. For confocal microscopy 

analysis, the parameters used were bone tissue dynamics and active mineralization 

surface. The quantitative data were submitted to a statistical analysis and a 

significance level of 5% was adopted. Results: In the immunohistochemical analysis, 

at 3 days, the CO group presented a light staining for IL-6, TNFα and TGFβ while at 7 

days, presented light staining for IL-6, and moderate for TNFα and TGFβ. In the DBT-

2 group, at 3 days the markers for IL-6, TNFα and TGFβ were moderate whereas at 7 

days, there was intense staining for IL-6 and TGF and moderate for TNFα. At 14 days, 

the CO group presented moderate staining for OC, Wnt and TRAP and, at 42 days, 

moderate for OC and Wnt and light for TRAP. The DBT-2 group, at 14 days, presented 

moderate staining for OC, Wnt and TRAP and, at 42 days, light staining for OC and 

Wnt and moderate for TRAP. In the birefringence analysis, lower numerical values 

were observed in the DBT-2 group at 42 days (p <0.05). Micro-CT presented a 



 
 

statistically significant difference for the parameters BV/TV, Po.Tot, Tb.Sp and Tb.Th, 

with p <0.05. The dynamics of bone tissue presented a statistically significant 

difference between: CO (calcein) X CO (alizarin), CO (calcein) X DBT-2 (calcein) and 

CO (alizarin) X DBT-2 (alizarin), with p <0.05.  Conclusion: The analyzes showed that 

animals with type 2 diabetes have a poor alveolar repair process, presenting lower 

alveolar bone quantity and quality than the animals in the CO group. 

Keywords: Diabetes Mellitus; Diet, High-Fat; Streptozotocin; Tooth Socket; 

Bone Density; Rats 
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Figura 6- Imunomarcação da proteína IL-6 no tecido ósseo alveolar aos 3 

e 7 dias após a exodontia. 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína IL-6 para os 

grupos CO e DBT-2. Marcação leve aos 3 e 7 dias pós exodontia 

no grupo CO. Marcação moderada aos 3 dias e intensa aos 7 

dias após exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas 

vermelhas – células imunomarcadas. Contra-coloração: 

Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 

100 µm. 

54 

Figura 7- Imunomarcação da proteína TNFα no tecido ósseo alveolar aos 

3 e 7 dias após a exodontia. 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína TNFα para 

os grupos CO e DBT-2. Marcação leve aos 3 e 7 dias pós 

exodontia no grupo CO. Marcação moderada aos 3 dias e 7 dias 

pós exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas vermelhas – 
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Figura 8- Imunomarcação da proteína TGFβ no tecido ósseo alveolar aos 

3 e 7 dias após exodontia. 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína TGFβ para 

os grupos CO e DBT-2. Marcação leve aos 3 e moderada aos 7 

dias após exodontia no grupo CO. Marcação moderada aos 3 

dias e intensa aos 7 dias após a exodontia no grupo DBT-2. 

Símbolos: setas vermelhas – células imunomarcadas. Contra-

coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de 

escala de 100 µm. 
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Figura 9- Imunomarcação da proteína Wnt no tecido ósseo alveolar aos 

14 e 42 dias após exodontia.  

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína Wnt para os 

grupos CO e DBT-2 Marcação moderada aos 14 e 42 dias após 

exodontia no grupo CO. Marcação moderada aos 14 dias e leve 

aos 42 dias após a exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas 

vermelhas – células imunomarcadas. Contra-coloração: 

Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 

100 µm. 
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Figura 10- Imunomarcação da proteína OC no tecido ósseo alveolar aos 

14 e 42 dias após exodontia.  

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína Wnt para os 

grupos CO e DBT-2 Marcação moderada aos 14 e 42 dias após 

exodontia no grupo CO. Marcação moderada aos 14 dias e leve 

aos 42 dias após a exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas 

vermelhas – células imunomarcadas. Contra-coloração: 

Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 

100 µm. 
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Figura 11 - Imunomarcação da proteína TRAP no tecido ósseo alveolar aos 

14 e 42 dias após exodontia. 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína TRAP para 

os grupos CO e DBT-2. Marcação moderada aos 14 dias e leve 

aos 42 dias após exodontia no grupo CO. Marcação moderada 

aos 14 e 42 dias após a exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: 

setas vermelhas – células imunomarcadas. Contra-coloração: 

Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 

100 µm. 
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Espaçamento entre as trabéculas. Grupo CO (0,1288 mm) X 

Grupo DBT-2 (0,2484 mm), com diferença estatisticamente 

significante (*) entre os grupos (p < 0,05). 
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Gráfico 7- Parâmetro de Po.Tot obtido pela Micro-CT. 

Porosidade total. Grupo CO (32,75 mm²) X Grupo DBT-2 

(66,16 mm²), com diferença estatisticamente significante (*) 

entre os grupos (p < 0,05). 
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Gráfico 8- Microscopia confocal - Dinâmica do tecido ósseo. 

Dinâmica do tecido ósseo. Grupo CO (calceína) (15.069 µm²) 

X Grupo CO (alizarina) (27905 µm²), grupo CO (calceína) 

(15.069 µm²) X DBT-2 (calceína) (34916 µm²) e grupo CO 

(alizarina) (27.905 µm²) X DBT-2 (alizarina) (20.478 µm²)  com 

diferença estatisticamente significante (*) entre os grupos (p < 

0,05). 
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Gráfico 9- Microscopia confocal - Superfície de mineralização ativa (MS). 

Superfície de mineralização ativa. Grupo CO (371,4 µm/mm²) 

X Grupo DBT-2 (318,4 4 µm/mm²), sem diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p > 0,05). 
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1. INTRODUÇÃO 

O reparo alveolar representa um modelo para avaliação da dinâmica do tecido 

ósseo, no qual o organismo cria condições para produção de tecido ósseo com o 

objetivo de preenchimento do alvéolo previamente ocupado pelo dente e finalizado 

pela etapa de remodelação do tecido ósseo, onde observa-se o equilíbrio entre as 

atividades celulares responsáveis pelo processo de formação e reabsorção óssea 

[1,2].  

Diversos pesquisadores apontam fatores locais e sistêmicos que interferem 

nas respostas teciduais e na reparação alveolar, sendo o diabetes uma patologia 

significante para o processo [1]. A cavidade bucal sofre transtornos frente à 

enfermidade gerando sinais e sintomas que promoverão atraso na proliferação 

celular [3,4] e no metabolismo do colágeno [5,6].  

O Diabetes é uma doença crônica (classificada em Diabetes tipo I, Diabetes 

tipo II ou Diabetes Gestacional), que ocorre quando o pâncreas não é capaz de 

produzir insulina em quantidade suficiente, ou quando o corpo não pode usar a 

insulina que produz de forma eficaz. Isto leva a uma concentração aumentada de 

glicose no sangue (hiperglicemia). A “World Health Organization” publicou dados 

alarmantes sobre o número de diabéticos ao redor do mundo, onde o número de 

pessoas com a doença passou de 108 milhões em 1980 para 422 milhões em 2014 

e, em 2012, cerca de 1,5 milhão de mortes foram diretamente causadas por diabetes 

e outras 2,2 milhões de mortes foram atribuídas à alta glicemia [7].  

Em vista disso, o presente trabalho teve como alvo o estudo do Diabetes tipo 

II, síndrome de etiologia múltipla e que acomete a maior parte dos pacientes 

diabéticos (entre 90% e 95% dos pacientes), decorrente da falta de insulina e/ou da 

incapacidade da mesma de exercer adequadamente seus efeitos, resultando na 

resistência deste hormônio, seguida pela incapacidade das células β em compensar 

tal resistência (disfunção das células β pancreáticas). Esta síndrome caracteriza-se 

pela presença de hiperglicemia crônica, frequentemente, acompanhada de 

dislipidemia, hipertensão arterial e disfunção endotelial [8].  

Um dos principais fatores de risco para o diabetes é a obesidade e um estilo 

de vida pouco saudável (alimentos ricos em açúcar, gordura e sódio em combinação 

com a falta de atividade física). Além disso, a obesidade aumenta o risco de 



37 
 

desenvolver resistência à insulina pela desregulação da leptina e da adiponectina 

[9].  

A resistência à insulina induzida pela obesidade está geralmente ligada a 

outros distúrbios, como inflamações, esteatose hepática e estresse oxidativo [9]. 

Hábitos de vida sedentários da população, associado às condições de estresse 

exacerbado tornam essa condição muito frequente na população mundial, como 

mencionado anteriormente.  

Oates e colaboradores em 2013, afirmaram que o diabetes mellitus interfere 

no metabolismo ósseo influenciando na perda de dentes e que essas perdas 

dentárias poderiam influenciar diretamente no tipo de dieta e isso levar a uma 

deficiência nutricional que por sua vez atrasaria o reparo ósseo.  

Destacamos que muitos estudos avaliam o processo de reparo ósseo e 

modelos experimentais desenvolvidos para o diabetes tipo I, com a utilização de 

aloxana [11] ou estreptozotocina [12, 13]. A utilização de um modelo que mimetiza 

a condição de diabetes tipo II, em função da grande incidência desta condição 

sistêmica na população, foi o grande impulsionador para o desenvolvimento do 

presente projeto em nosso laboratório, que tem como foto principal caracterizar o 

processo de reparo do tecido ósseo comprometido sistemicamente.  

Vale destacar que com a popularização dos implantes dentários, o 

entendimento das características estruturais e a reversão das alterações 

patofisiológicas do osso, são de grande importância para se aumentar a 

previsibilidade de sucesso no tratamento reabilitador que acontecerá 

posteriormente à realização de exodontias. Neste sentido, questiona-se o quanto 

esta condição sistêmica interfere sobre o metabolismo ósseo.   
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2. OBJETIVO  

Analisar a dinâmica do reparo ósseo alveolar em ratos diabéticos tipo II 

através das análises imunoistoquímica, por birrêfringência, de microtomografia 

computadorizada e por microscopia confocal. 
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3. METODOLOGIA  

3.1. Animais  

Após a aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal o projeto 

teve início em seu desenvolvimento. Foram utilizados um total de 50 ratos (Rattus 

novergicus albinus, Wistar), provenientes do biotério central da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – UNESP, machos, adultos, com peso de 

aproximadamente 300 gramas.  

Estes animais foram divididos em dois grupos: Controle (CO), com 25 animais, 

onde os animais não eram diabéticos; e Diabéticos tipo II (DBT-2), com 25 animais, 

onde os animais foram induzidos à diabetes por uma dieta hiperlipídica associada a 

aplicação de estreptozotocina (STZ) pela veia peniana.  

Tabela 1: Grupos experimentais 

GRUPO CONTROLE (CO) GRUPO DIABÉTICO (DBT-2) 

25 animais 25 animais 

Dieta normal (NUVILAB, 1.4% Ca e 0.8% P e 
água ad libitum) 

Dieta hiperlipídica (cafeteria) + 
aplicação de Estreptozotocina 

(STZ) 

 

Grupo CO e DBT-2 com 25 animais em cada grupo. FONTE: elaborado pelo autor. 

3.2. INDUÇÃO DO DIABETES TIPO II  

Foi utilizado o modelo de estudo segundo Correia-Santos e colaboradores de 

2012, onde apesar da existência da predisposição genética, são citados outros 

fatores como o envelhecimento, a obesidade, a qualidade da dieta e o estilo de vida 

sedentário como os principais fatores de risco envolvidos no desenvolvimento deste 

tipo de diabetes.  

Para a indução do diabetes tipo II, primeiramente, foi realizada uma dieta de alta 

densidade energética (hiperlipídica) de cafeteria (Gomez-Smith, et al. 2016 e Carillon 

et al. 2013), pelo período inicial de três semanas, e após as três semanas da dieta, 
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os ratos receberam injeção pela veia peniana (i.v.) de STZ em baixa dosagem 

(35mg/kg) dissolvida em veículo (solução de citrato de sódio 0,01M, pH = 4,5), de 

acordo com Srinivasan et al em 2005. Os ratos que consumiram a dieta controle 

receberam somente o veículo pela veia peniana.  

Figura 1: aplicação da STZ. 

 

Aplicação de estreptozotocina via endovenosa (veia peniana). FONTE: elaborado pelo autor. 

O peso corporal e a glicose plasmática foram analisados antes da 

administração da dieta hiperlipídica, ao final das três semanas de administração da 

dieta (antes da injeção da STZ) e depois de 7 dias da injeção, isto é, com 4 semanas 

de administração da dieta nos ratos.  

A confirmação do diabetes foi feita seguindo os seguintes critérios: 

concentração de glicose plasmática máxima maior que 288mg/dL, ou concentração 

maior que 198mg/dL após 120 minutos de administração de solução oral de glicose 

(2g glicose/kg de massa corporal) [15].  

Este modelo de estudo mostra que a combinação de dieta hiperlipídica e baixa 

dose de STZ por via endovenosa (veia peniana) é eficaz em gerar um modelo animal 

que reproduz a história natural e as características metabólicas comuns da diabetes 

tipo 2 em humanos [8].  

3.3. CIRURGIA DE EXODONTIA  

Após a comprovação do diabetes tipo II, os animais foram anestesiados por 

infiltração intramuscular de Cloridrato de Xilazina e Cloridrato de Cetamina na 
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dosagem indicada pelo fabricante, será realizada a antissepsia do campo operatório 

com polivinilpirrolidona iodada (Riodeine Indústria Química e Farmacêutica Rio 

Química, São José do Rio Preto, São Paulo, Brasil) e em seguida, foi realizada a 

exodontia do incisivo central superior direito, utilizando instrumental especialmente 

adaptado para este fim (Okamoto; Russo, 1973). A mucosa gengival foi suturada 

com fio de poliglactina 910 (Vicryl 4.0 – Jhonson&Jhonson, New Brunswick, NJ, 

Estados Unidos). 

Figura 2: Cirurgia de exodontia do incisivo superior direito. 

 

Em A: incisivos superiores direito e esquerdo do rato; em B: antissepsia do campo operatório; em C: 

sindesmotomia e luxação do incisivo superior direito; em D: luxação com fórceps adaptado 

(Okamoto e Russo, 1973); em E: remoção do incisivo superior direito com forceps adaptado; em F: 

incisivo superior direito removido. FONTE: elaborado pelo autor.  

3.4. Injeção dos Fluorocromos (apenas para os animais 
eutanasiados aos 42 dias após a exodontia) 

 Passados 14 dias da cirurgia de exodontia do incisivo central, os animais 

receberam uma injeção intramuscular do fluorocromo calceína (20 mg/kg). Após 

mais 20 dias, os mesmos animais receberam uma injeção intramuscular do 

fluorocromo vermelho de alizarina (20 mg/kg). [16,17] 

 

3.5. Eutanásia  
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Foi realizada a eutanásia de todos os animais dos grupos experimentais 

através de sobredosagem anestésica de anestésico inalatório (Halotano, Tanohalo®, 

Cistália Produtos Químicos Farmacêuticos LTDA, Nova Itapira, Itapira, SP), sendo 

dez animais aos 3 dias (n=5 por grupo), dez animais aos 7 dias (n=5 por grupo), dez 

animais aos 14 dias (n=5 por grupo) e vinte animais aos 42 dias (n=10 por grupo) 

após a exodontia, foram retiradas as hemi-maxilas direitas para a realização das 

análises dos alvéolos. 

3.6. Processamentos Laboratoriais  

Análise dos tecidos desmineralizados (procedimentos histotécnicos)  

As peças foram fixadas em formol e sofreram descalcificação em EDTA (10%) 

e em seguida a desidratação utilizando uma sequência de álcoois. Após estas 

etapas, realizou-se a diafanização com xilol para posterior inclusão em parafina para 

obtenção de corte com 5 μm de espessura e montados em lâminas. As lâminas foram 

separadas para a coloração de picrosirius (picrosirius-red) e reações 

imunoistoquímicas. Previamente a realização das análises imunoistoquímicas, as 

amostras foram codificadas de maneira que somente o orientador conhecerá quais 

grupos pertencem. Um único examinador realizou as análises e o mesmo 

desconhecia o respectivo grupo da secção.  

3.6.1. Análise Imunoistoquímica  

O processamento imunoistoquímico foi realizado no Laboratório para o Estudo 

de Tecidos Mineralizados, do Departamento de Ciências Básicas, da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – UNESP (FAPESP, 2015/14688-0).  

A atividade da peroxidase endógena foi inibida com peróxido de hidrogênio. A 

seguir, as lâminas passaram pela etapa de recuperação antigênica com tampão 

fosfato citrato (ph 6.0). Os anticorpos primários utilizados foram contra TNFα, TGFβ 

e IL6 com objetivo de observar as respostas inflamatórias dos tecidos aos 3 e 7 dias; 

WNT para analisar o processo de formação óssea regulado pela via Wnt; TRAP com 

o objetivo de se analisar as respostas celulares quanto ao processo de reabsorção 

óssea; e OSTEOCALCINA (OC) (Santa Cruz Biotechnology), com o objetivo de se 

analisar a formação e mineralização óssea.  
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Foram realizados experimentos de imunoistoquímica utilizando como método 

dedetecção a imunoperoxidase. O anticorpo secundário utilizado foi o biotinilado 

anti-cabra produzido em coelho (Pierce Biotechnology), o amplificador a 

Streptavidina e Biotina (Dako) e a diaminobenzidina (Dako) como cromógeno. Ao 

término da reação imunoistoquímica, foi realizada a contra-coloração com 

hematoxilina de harris e a seguir foram montadas as lamínulas para a realização a 

análise no microscópio óptico. (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland). Para cada 

um dos anticorpos utilizados, foi realizada uma análise qualitativa ordinal, onde foram 

atribuídos escores que representam a extensão da área de imunomarcação positiva 

pela diaminobenzidina, observada no campo avaliado. (Pedrosa e cols., 2009; 

Manrique e cols., 2015).  

3.6.2. Análise por Birrefringência  

Os cortes corados com Picrosirius-red foram analisados em microscópio de 

luz polarizada a fim de se avaliar a organização e quantidade de feixes de fibras 

colágenas considerando-se a intensidade de birrefringência da matriz colagenosa. 

A quantificação da intensidade do brilho de birrefringência foi realizada utilizando-

se o software KS 300/400 com AxioVision versão 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). 

Inicialmente foram definidos os espectros de cor verde, amarela e vermelha (Figura 
3), seguindo valores de RGB (red, green, blue), os quais foram padronizados para 

todas as imagens. Para a quantificação, as imagens foram binarizadas para cada 

espectro de cor e a quantidade em pixels de cada cor correspondente a cada 

campo. Posteriormente, foram calculadas as médias dos valores em pixels e 

submetidas a análise estatística para cálculo das médias e desvios-padrão de cada 

grupo em cada período experimental.  
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Figura 3: Fibras colágenas dos grupos CO e DBT-2 aos 14 e 42 dias após 
exodontia, pela coloração de Picrosirius Red em microscópio de luz polarizada. 

 

Imagens representativas dos alvéolos dos grupos CO e DBT-2 aos 14 e 42 dias após exodontia. Em 

vermelho está corado colágeno maduro, enquanto em verde colágeno imaturo. Contra-coloração: 

Picrossirius red. Aumento original de 25x. FONTE: elaborado pelo autor. 

 

3.7. Análise dos Tecidos Mineralizados  

3.7.1. Análise Microtomográfica (Micro-Ct)  

Ao término da etapa de fixação, as maxilas foram lavadas por 48 horas em 

água corrente e armazenadas em álcool 70%, a fim de serem submetidas à análise 

por varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia digital 

computadorizada (FOA/UNESP). As peças foram escaneadas pelo microtomógrafo 

SkyScan (SkyScan 1176 BrukerMicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes 
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de 9 μm de espessura (50Kv e 500μ), com filtro de Cobre e Alumínio e passo de 

rotação de 0.3 mm. As imagens obtidas pela projeção dos raios-X nas amostras 

foram armazenadas e reconstituídas determinando a área de interesse pelo software 

NRecon (SkyScan, 2011; Versão 1.6.6.0). No software Data Viewer (SkyScan, 

Versão 1.4.4 64-bit) as imagens foram reconstruídas para adequação do 

posicionamento padrão para todas as amostras, podendo ser observada em três 

planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando o software 

CTAnalyser – CTAn (2003-11SkyScan, 2012 BrukerMicroCT Versão 1.12.4.0) foi 

definida a área de interesse para avaliação tridimensional. (ROI). O software CTAn 

a3nalisa e mede a imagem de acordo com a escalas de cinza (thershould). O 

threshold utilizado na análise será de 25-90 tons de cinza, que possibilita obter o 

volume de osso formado nos alvéolos em reparação. (Ramalho-Ferreira et al., 2015).  

Vale destacar que as imagens obtidas a partir da microtomografia 

computadorizada foram utilizadas para caracterizar a densidade óssea mineral em 

cada um dos grupos experimentais, espessura do trabeculado, bem como a 

distância entre as trabéculas e porosidade do osso, verificando assim o efeito do 

diabetes tipo II durante o processo de reparo alveolar [20].  
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Figura 4: Imagens representativas da microtomografia do grupo CO (A) e 
grupo DBT-2 (B). 

 

Em A: Imagem representativa do grupo CO obtidas pela reconstrução durante a microtomografia 

computadorizada; Em B: Imagem representativa do grupo DBT-2 obtidas pela reconstrução 

durante a microtomografia computadorizada. FONTE: elaborado pelo autor. 

3.7.2. Análise por Microscopia Confocal 

Após a microtomografia no alveolo dos animais as maxilas foram 

armazenadas em álcool 70. Os espécimes foram lavados em água corrente durante 

24 horas; desidratados em concentrações crescentes de álcoois; embebidos e 

infiltrados em uma solução de acetona e metacrilato de metilo lento (PMMAL) 

(Clássico, Artigos Odontológicos Clássico, São Paulo Paulo, SP, Brasil) em uma 

proporção de 1:1. Na sequência, receberam 3 banhos de PMMAL, sendo que no 

último banho foi acrescentado o catalisador peróxido de benzoíla a 1% (Riedel – De 

Haën AG, Seelze – Hannover, Germany). O último banho (PMMAL e catalisador) foi 

realizado com as peças colocadas em frascos de vidro com tampa as quais foram 

mantidas em uma temperatura de 37 ° C, durante 5 dias até a resina ser 

polimerizada. Após a polimerização os blocos contendo os espécimes foram 

inicialmente reduzidos com uma broca "Maxcut" montada em um motor de bancada 

Kota (Strong 210, São Paulo, SP, Brasil), paralelamente ao longo eixo da hemimaxila 

(plano sagital). Prosseguiu-se com o desgaste manual progressivo em politriz 

automática (ECOMET 250PRO/AUTOMET 250, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) com 

lixas de granulação 120, 300, 400, 600, 800 e 1200 (Carbimet 2, Buehler, Lake Bluff, 

IL, USA), ao abrigo da luz fluorescente, até a espessura de 80μm mensurada por 
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paquímetro digital (Mitutoyo, Pompeia, SP, Brasil). Os cortes obtidos foram 

montados em lâminas histológicas com óleo mineral (Petrolato líquido, Mantecor, 

Taquara, RJ, Brasil) e fixados com lamínulas e esmalte para evitar o esvaziamento 

do óleo, impedindo o ressecamento do corte. 

As secções longitudinais das hemimaxilas do osso alveolar adjacente ao terço 

apical do incisivo central superior foram obtidas pelo microscópio Leica CTR 4000 

CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha), utilizando objetiva de 10 X 

(aumento original 100). A área foi escolhida considerando como referência o tecido 

ósseo adjacente ao incisivo superior direito. Portanto, o dente foi tomado como 

referência, e então a área do tecido ósseo ao redor desse dente foi avaliada em cada 

amostra. Imagens de 1 mm em altura e largura foram obtidas correspondendo as 

dimensões em 512x512 pixels de secções ópticas. As imagens foram escaneadas 

com cortes de 2 µm de espessura durante o período de 2,5 minutos por corte. Sendo 

assim, para o escaneamento total de cada lâmina em 56 µm, foram obtidos 28 cortes. 

Os filtros de barreira utilizados serão BP 530/30 nm e LP 590 nm combinados com 

a ativação de DD 488/568 e para cada um dos fluorocromos, o fotomultiplicador foi 

em 534 para calceína e 357 para alizarina. As imagens começarão desde o início da 

fluorescência, representando assim, em nossa abordagem metodológica, o início da 

calcificação ou formação óssea (precipitação de cálcio na matriz orgânica do 

colágeno). As imagens obtidas pelo microscópio confocal (Figura 5) foram 

reconstruídas e assim o osso alveolar apresentou a sobreposição dos dois 

fluorocromos (calceína e alizarina). 

Estas imagens foram salvas no formato TIFF e transportadas para o software 

ImageJ (Software de Processamento e Análise de Imagens, Ontario, ON, Canadá) 

para a realização das mensurações dos resultados. Primeiramente, a cor verde foi 

evidenciada (calceína) e pela ferramenta “measure” o programa forneceu a área 

correspondente em µm2. O mesmo procedimento foi realizado para a cor vermelha 

(alizarina), obtendo os dados referentes à dinâmica do tecido ósseo alveolar. 

O turnover de osso, nesta abordagem metodológica, é representado pela 

diferença entre osso antigo (verde) e osso novo (vermelho). Os fluorocromos são 

compostos químicos que têm a propriedade de se ligarem ao cálcio no momento 

da precipitação na matriz óssea. Portanto, a extensão da marcação com 

fluorocromo representa a quantidade de precipitação de cálcio, permitindo assim a 
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mensuração do evento de formação óssea. Outro aspecto a ser considerado é o 

período em que os fluorocromos foram injetados; como o primeiro foi calceína 

(verde), o osso marcado (precipitação de cálcio) com o fluorocromo verde 

representa o osso antigo. O último fluorocromo injetado foi a alizarina; portanto, o 

osso marcado (precipitação de cálcio) com o fluorocromo vermelho representa o 

osso novo, ou seja, a superfície ativa de mineralização [21]. Considerando estes 

pontos, pode-se dizer que as cores diferentes representam os diferentes períodos 

da formação óssea (Figura 5). A dinâmica do tecido ósseo é representada pela 

remodelação óssea, observada através da precipitação de cálcio que ocorre na 

formação óssea representada pelo fluorocromo vermelho. Quanto maior a 

prevalência da fluorescência vermelha, maior a superfície ativa de mineralização, 

enquanto a fluorescência verde representa o osso anterior (antigo). 

Figura 5: Alvéolos grupos CO e DBT-2 obtidas pela microscopia confocal. 

 

Imagens representativas dos alvéolos dos grupos CO e DBT-2 aos 42 dias após exodontia. Em 

verde, a calceína precipitada na matriz óssea, enquanto em vermelho alizarina também precipitada. 

Contra-coloração: Calceína e Vermelho de Alizarina. Aumento original de 10x. FONTE: elaborado 

pelo autor. 

3.8. Análise Estatística  

Para a estatística dos dados da análise morfométrica, foi avaliada a área de 

tecido ósseo presente no terço médio do alvéolo assim como a avaliação da 

espessura do trabeculado ósseo (em micrômetros de espessura). Os dados obtidos 
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nas análises foram transformados em valores absolutos, de pixels, para valores 

porcentuais relativos, de modo que minimizou a interferência da diferença do 

tamanho do negativo. Para a comparação entre os valores obtidos nos diferentes 

grupos e períodos experimentais, foi realizado primeiramente o teste de 

normalidade e, de acordo com a distribuição dos resultados quantitativos na curva 

de normalidade, foi eleito um teste paramétrico ou não paramétrico, por meio do 

programa estatístico SigmaStat 3.1 (Systat Software, Inc). Foi adotado como nível 

de significância p < 0,05. 
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1. RESULTADOS 

1.1. Análise Imunoistoquímica 

1.1.1.  IL-6 

Aos 3 dias, grupo CO, observa-se o alvéolo em reparação com a presença de 

remanescentes do coágulo sanguíneo e um tecido de granulação incipiente, 

característico desta etapa. A marcação positiva para a IL-6 foi observada em células 

inflamatórias, mostrando-se leve, abrangendo pequena área do alvéolo em 

reparação. Já no grupo DBT-2, aos 3 dias, observa-se um tecido de granulação 

incipiente, preenchendo o alvéolo em reparação, no entanto, a marcação positiva 

para IL-6 mostra-se de forma moderada em todo o alvéolo em reparação. 

Aos 7 dias, grupo CO, observa-se o tecido conjuntivo se organizando, pouco 

remanescente de coágulo sanguíneo e é possível visualizar trabéculas ósseas em 

estágio inicial de formação. A marcação para a IL-6 mostra-se leve. Já no grupo 

DBT-2, observa-se um tecido com predomínio de células inflamatórias, com 

marcação caracterizada como intensa para esta citocina, no alvéolo em reparação. 

(Figura 6) 
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Figura 6: Imunomarcação da proteína IL-6 aos 3 e 7 dias após exodontia. 

 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína IL-6 para os grupos CO e DBT-2. Marcação leve 

aos 3 e 7 dias pós exodontia no grupo CO. Marcação moderada aos 3 dias e intensa aos 7 dias 

após exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas vermelhas – células imunomarcadas. Contra-

coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 100 µm. FONTE: 

elaborado pelo autor. 

4.1.2. TNFα 

Aos 3 dias, quanto a imunomarcação para o TNFα, foi observada marcação 

positiva leve das células inflamatórias no alvéolo em reparação para o grupo CO. 

No entanto, no grupo DBT-2, foi observada uma marcação moderada, estendendo-

se por todo o alvéolo. Aos 7 dias, observando-se a organização incipiente do 

trabeculado ósseo neoformado no grupo CO, foi possível observar marcação 

caracterizada como leve a moderada, nas células inflamatórias presentes em 

pequena quantidade. Já no grupo DBT-2, novamente chama a atenção o atraso 

nos eventos reparacionais em relação ao grupo CO, notando-se a presença de um 
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tecido de granulação com presença de infiltrado inflamatório, marcado de forma 

moderada para a TNFα. (Figura 7) 

Figura 7: Imunomarcação da proteína TNFα aos 3 e 7 dias após exodontia. 

 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína TNFα para os grupos CO e DBT-2. Marcação 

leve aos 3 e 7 dias pós exodontia no grupo CO.Marcação moderada aos 3 dias e 7 dias pós 

exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas vermelhas – células imunomarcadas. Contra-coloração: 

Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 100 µm. FONTE: elaborado pelo 

autor. 

4.1.3. TGFβ 

Aos 3 dias, foi observada marcação leve de TGFβ para as células inflamatórias 

no alvéolo do grupo CO. Neste mesmo período, no grupo DBT-2, foi observada 

presença de marcação moderada deste mesmo fator para as células inflamatórias 

do alvéolo em reparação. Aos 7 dias, ainda com relação ao TGFβ, foi observada 
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marcação moderada nas células inflamatórias no alvéolo do grupo CO e marcação 

intensa nas células inflamatórias no alvéolo do grupo DBT-2. (Figura 8) 

Figura 8: Imunomarcação da proteína TGFβ aos 3 e 7 dias após exodontia. 

 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína TGFβ para os grupos CO e DBT-2. Marcação 

leve aos 3 e moderada aos 7 dias após exodontia no grupo CO. Marcação moderada aos 3 dias e 

intensa aos 7 dias após a exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas vermelhas – células 

imunomarcadas. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 

100 µm. FONTE: elaborado pelo autor. 

4.1.4.  Wnt 

Aos 14 dias, a proteína Wnt no grupo CO mostrou-se marcada de forma 

moderada, principalmente nos osteoblastos junto ao tecido ósseo neoformado. 

Também mostrou-se moderada no grupo DBT-2, no entanto, vale destacar que neste 

grupo, observa-se uma importante marcação no tecido conjuntivo ao redor do 

trabeculado ósseo neoformado. Aos 42 dias, observa-se a presença da proteína Wnt 

junto aos osteoblastos presentes nos espaços medulares do trabeculado ósseo 
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neoformado, no grupo CO, caracterizando-se por uma marcação moderada. Já no 

grupo DBT-2, neste mesmo período, foi observada marcação leve em osteoblastos 

e matriz extracelular do tecido ósseo presentes no alvéolo em reparação. (Figura 9) 

Figura 9: Imunomarcação da proteína Wnt aos 14 e 42 dias após exodontia.  

 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína Wnt para os grupos CO e DBT-2 Marcação 

moderada aos 14 e 42 dias após exodontia no grupo CO. Marcação moderada aos 14 dias e leve 

aos 42 dias após a exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas vermelhas – células 

imunomarcadas. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 

100 µm. FONTE: elaborado pelo autor. 

4.1.5. OC 

Aos 14 dias, observa-se no grupo CO, o trabeculado ósseo organizado, com 

presença de osteoblastos em atividade de síntese de matriz orgânica junto ao 

tecido ósseo. Neste grupo, observa-se que a osteocalcina apresenta-se marcada 

de forma moderada tanto na forma de precipitado sobre o trabeculado ósseo 
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neoformado, como também junto aos osteoblastos em atividade de síntese da 

matriz orgânica. No grupo DBT-2, observa-se um padrão de formação de 

trabeculado ósseo incipiente, com trabéculas mais delgadas e com presença de 

grande quantidade de tecido conjuntivo, marcado de forma moderada para a 

osteocalcina. Osteoblastos também apresentam-se marcados positivamente para 

esta proteína. (Figura 10) 

Já aos 42 dias, grupo CO, observa-se o tecido ósseo preenchendo grande parte 

do alvéolo em reparação, com pequenos espaços medulares. A osteocalcina mostra-

se marcada de forma moderada, mostrando um tecido ósseo maduro. Aos 42 dias, 

para o grupo DBT-2, mostra um atraso nas respostas reparacionais, com uma 

marcação leve para osteocalcina especialmente no tecido conjuntivo que preenche 

importante porção do alvéolo em reparação. (Figura 10) 
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Figura 10: Imunomarcação da proteína OC aos 14 e 42 dias após exodontia. 

 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína Wnt para os grupos CO e DBT-2 Marcação 

moderada aos 14 e 42 dias após exodontia no grupo CO. Marcação moderada aos 14 dias e leve 

aos 42 dias após a exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas vermelhas – células 

imunomarcadas. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 

100 µm. FONTE: elaborado pelo autor. 

4.1.6.  Trap 

A proteína TRAP, caracterizando a atividade osteoclástica no alvéolo em 

reparação, mostrou-se marcada de forma moderada para o grupo CO e para o 

grupo DBT-2, aos 14 dias. Esta marcação mostra a atividade metabólica do alvéolo 

em reparação nessa etapa do processo de reparo alveolar, caracterizando ativação 

das unidades multicelulares básicas neste período. Já aos 42 dias, foi possível 

observar uma marcação leve para a TRAP no alvéolo em reparação do grupo CO 
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e uma marcação moderada para a mesma proteína no grupo DBT-2, o que mostra 

a atividade de reabsorção óssea mantida até a etapa final da reparação alveolar. 

(Figura 11) 

Figura 11: Imunomarcação da proteína TRAP aos 14 e 42 dias pós exodontia. 

 

Fotomicrografias das imunomarcações da proteína TRAP para os grupos CO e DBT-2 Marcação 

moderada aos 14 dias e leve aos 42 dias após exodontia no grupo CO. Marcação moderada aos 14 

e 42 dias após a exodontia no grupo DBT-2. Símbolos: setas vermelhas – células imunomarcadas. 

Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Aumento de 25 x e barra de escala de 100 µm. FONTE: 

elaborado pelo autor. 
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Tabela 2: Escores das imunomarcações para as proteínas IL-6, TNFα e TGFβ 
nos grupos experimentais CO e DBT-2. 

 

++: marcação leve; +++: marcação moderada; ++++: marcação intensa. Período de avaliação: 3 e 7 

dias após a exodontia do incisivo superior direito. FONTE: elaborado pelo autor. 

 

Tabela 4: Escores das imunomarcações para as proteínas Wnt, OC e TRAP nos 
grupos experimentais CO e DBT-2. 

 

++: marcação leve; +++: marcação moderada; ++++: marcação intensa. Período de avaliação: 14 e 

42 dias após a exodontia do incisivo superior direito. FONTE: elaborado pelo autor. 

 

4.2. Análise por Birrefringência 

A matriz colágena foi avaliada comparativamente entre os grupos CO e DBT-

2, aos 14 e 42 dias após a exodontia do incisivo superior de ratos aravés da 

birrefringência das fibras colágenas, coradas com Picrosirius Red e avaliadas sob 

luz polarizada. A análise das lâminas mostrou fibras colágenas birrefringentes nas 

tonalidades verde e vermelha, representando, respectivamente, uma matriz 
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colágena menos organizada, mais imatura e uma matriz colágena mais organizada 

e mais madura. 

Foi possível observar que tanto aos 14 como aos 42 dias, houve um aumento 

significativo na quantidade de fibras maduras preenchendo o alvéolo em reparação. 

No entanto, vale destacar que menores valores numéricos foram observados no 

grupo DBT-2 aos 42 dias quanto a presença da matriz colágena madura e mais 

organizada. (Figura 3) 

Um aspecto importante a ser destacado é a pequena quantidade de matriz 

imatura tanto no grupo CO como no grupo DBT-2, mostrando que nos períodos 

avaliados, considerados tardios quanto a cronologia do processo de reparo 

alveolar, a matriz colágena já se encontra em fase de organização e com maior 

grau de maturidade. (Figura 3) 

Os valores numéricos referentes a quantificação das fibras birrefringentes 

estão representados nos Graficos 1 e 2, mostrando a comparação entre grupos CO 

e DBT-2 aos 14 e aos 42 dias. 

Gráfico 1: Resultados obtidos na análise por birrefringência no período de 14 
dias após a exodontia. 

 
Área de colágeno imaturo (verde): CO (1.120 µm²) X DBT-2 (1.981 µm²); Área de colágeno maduro 

(vermelho): CO (25.625 µm²) X DBT-2 (29.228 µm²). Não houve diferença estatisticamente 

significante entre os grupos de estudo (p > 0,05). FONTE: elaborado pelo autor. 
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Gráfico 2: Resultados obtidos na análise por birrefringência no período de 42 
dias após a exodontia. 

 

Área de colágeno imaturo (verde): CO (2.771 µm²) X DBT-2 (1.795 µm²); Área de colágeno maduro 

(vermelho): CO (33.197 µm²) X DBT-2 (26.717 µm²). Não houve diferença estatisticamente 

significante entre os grupos de estudo (p > 0,05). FONTE: elaborado pelo autor. 

 

4.3. Análise Microtomográfica (Micro-Ct) 

4.3.1. Porcentagem de volume ósseo (BV/TV) 

Para o parâmetro de porcentagem de volume ósseo, houve diferença 

estatisticamente significante estre os grupos, onde p = 0,0001. O grupo CO obteve 

o maior valor numérico de porcentagem de volume ósseo (BV/TV = 67,25%) quando 

comparado ao grupo DBT-2 (BV/TV = 33,84%). (Gráfico 4) 
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Gráfico 3: Parâmetro de BV/TV obtido pela Micro-CT. 

 
Porcentagem de volume ósseo. Grupo CO (67,25%) X Grupo DBT-2 (33,84%), com diferença 

estatisticamente significante (*) entre os grupos (p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor. 

4.3.2. Espessura do trabeculado (Tb.Th) 

A espessura do trabeculado ósseo no alvéolo dos animais do grupo CO foi 

maior (Tb.Th = 0,1618 mm) quando comparado ao grupo DBT-2 (Tb.Th = 0,0909 

mm), apresentando diferença estatisticamente significante neste parâmetro, com p 

= 0,0002. (Gráfico 4) 
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Gráfico 4: Parâmetro de Tb.Th obtido pela Micro-CT. 

 
Espessura do trabeculado. Grupo CO (0,1618 mm) X Grupo DBT-2 (0,0909 mm), com diferença 

estatisticamente significante (*) entre os grupos (p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor. 

4.3.3. Número de Trabéculas (Tb.N) 

Não houve diferença estatisticamente significante para este parâmetro (p = 

0,1771). Os valores numéricos obtidos para os grupos foram semelhantes, contudo 

o grupo DBT-2 obteve um menor número de trabéculas quando comparado ao 

grupo CO. (Gráfico 5) 
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Gráfico 5: Parâmetro de Tb.N obtido pela Micro-CT. 

 
Número de trabéculas. Grupo CO (4,158/mm) X Grupo DBT-2 (3,728/mm), sem diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p > 0,05). FONTE: elaborado pelo autor. 

4.3.4. Espaçamento entre as trabéculas (Tb.Sp) 

Quanto ao espaço apresentado entre as trabéculas, o grupo DBT-2 

apresentou um valor maior (0,2485 mm) quando comparado ao grupo CO (0,1288 

mm), apresentando diferença estatisticamente significante entre os valores (p = 

0,045). (Gráfico 6) 
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Gráfico 6: Parâmetro de Tb.Sp obtido pela Micro-CT. 

 
Espaçamento entre as trabéculas. Grupo CO (0,1288 mm) X Grupo DBT-2 (0,2484 mm), com 

diferença estatisticamente significante (*) entre os grupos (p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor. 

4.3.5. Porosidade Total (Po.Tot) 

Para o parâmetro de porosidade total, o grupo DBT-2 apresentou um osso 

de maior porosidade (66,16%) quando comparado ao grupo CO (32,75%). Houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos, com p = 0,0001. (Gráfico 
7) 
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Gráfico 7: Parâmetro de Po.Tot obtido pela Micro-CT. 

 
Porosidade total. Grupo CO (32,75 mm²) X Grupo DBT-2 (66,16 mm²), com diferença 

estatisticamente significante (*) entre os grupos (p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor. 

4.4. Análise por Microscopia Confocal 

4.4.1. Dinâmica do tecido ósseo 

 Para a dinâmica do tecido ósseo, os resultados mostraram que houve 

diferença estatisticamente significante quando compara-se a precipitação de: CO 

(calceína) X CO (alizarina), CO (calceína) X DBT-2 (calceína) e CO (alizarina) X 

DBT-2 (alizarina).  p < 0,05. (Gráfico 8) 
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Gráfico 8: Microscopia confocal - Dinâmica do tecido ósseo. 

 

Dinâmica do tecido ósseo. Grupo CO (calceína) (15069 µm²) X Grupo CO (alizarina) (27905 µm²), 

grupo CO (calceína) (15069 µm²) X DBT-2 (calceína) (34916 µm²) e grupo CO (alizarina) (27905 

µm²) X DBT-2 (alizarina) (20478 µm²) com diferença estatisticamente significante (*) entre os grupos 

(p < 0,05). FONTE: elaborado pelo autor. 

4.4.2. Superfície de mineralização ativa (MS) 

 Não houve diferença estatisticamente significante para o parâmetro de 

superfície mineralizada, com p = 0,5839. 
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Gráfico 9: Microscopia confocal – Superfície de mineralização ativa (MS) 

 

Superfície de mineralização ativa. Grupo CO (371,4 µm/mm²) X Grupo DBT-2 (318,4 4 µm/mm²), 

sem diferença estatisticamente significante entre os grupos (p > 0,05). FONTE: elaborado pelo 

autor. 

4.5. Índice Glicêmico 

Ao decorrer da realização do trabalho, como dito, semanalmente a glicemia 

em jejum de todos os animais foi aferida e foi montada uma tabela com os valores 

obtidos no período inicial do estudo, ao final da dieta de cafeteria, após a aplicação 

da STZ, após a cirurgia de exodontia e no dia das respectivas eutanásias. 

Com estes valores é possível observar, que inicialmente todos os animais 

tinham uma média similar de índice glicêmico, contudo após as 3 semanas de 

alimentação de cafeteria para o grupo diabético, já é possível observar um visível 

aumento da glicemia em jejum deste grupo quando comparado ao grupo CO. 

(Tabela 5) 
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Com a aplicação de STZ nos animais DBT-2, este aumento do valor do índice 

glicêmico do grupo fica ainda mais evidente quando comparado ao grupo CO, 

mantendo-se elevado até o momento da eutanásia. (Tabela 4) 

Já o grupo CO mantém um padrão dos valores desde o período inicial até o 

momento da eutanásia. (Tabela 4) 

Tabela 4: Índice glicêmico dos animais dos grupos CO e DBT-2. 

 
Médias de valores de índice glicêmico obtidos nos grupos experimentais. Período de avaliação: 3, 

7, 14 e 42 dias após a exodontia do incisivo superior direito. FONTE: elaborado pelo autor. 
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5. DISCUSSÃO 

A cavidade bucal frente ao diabetes tipo II sofre transtornos como doença 

periodontal, perda óssea, perda de dentes, xerostomia e outros tipos de infecções 

diante da enfermidade, gerando sinais e sintomas que promoverão atraso na 

proliferação celular [3,4] e no metabolismo do colágeno [5,6]. 

Além disso, o diabetes tipo 2 provoca alterações no metabolismo ósseo que 

causam diminuição da qualidade óssea, aumento do risco de fratura e cura 

retardada das mesmas [22]. Os mecanismos celulares e moleculares subjacentes 

não são totalmente compreendidos e as terapias eficientes são limitadas [23]. 

O processo inflamatório é importante no período inicial do reparo alveolar, porém 

de forma leve e com tendência a diminuição de sua atividade com o passar dos 

dias, como em outros tipos de reparo no organismo [1,2]. As proteínas IL-6, TNFα 

e TGFβ tem um papel importante nesta fase inicial do processo de reparo ósseo 

alveolar, comandando as respostas inflamatórias do organismo [3,24]. 

A expressão das proteínas inflamatórias (IL-6, TNFα e TGFβ) se 

apresentaram de forma aumentada no grupo DBT-2 quando comparado ao grupo 

CO, mostrando uma tentativa do organismo em estimular uma resposta imune, a 

qual pode ser comprovada com o número maior de proteínas inflamatórias 

presentes no alvéolo dos animais diabéticos nos períodos de 3 e 7 dias pós 

exodontia. Além disso, há um aumento da proteína TGFβ nos ratos diabéticos, 

quando comparado aos ratos do grupo CO, mostrando maior inflamação presente 

durante o reparo alveolar quando há presença desta síndrome metabólica. 

Na fase mais tardia do processo de mineralização, onde já existe formação 

de tecido ósseo, as proteínas responsáveis por este evento devem se apresentar 

em equilíbrio, tanto no processo de formação quanto no processo de reabsorção 

óssea. As proteínas Wnt e OC são importantes na fase de mineralização óssea, 

sendo responsáveis respectivamente pelo início do processo de mineralização e 

pela sua fase mais tardia. Enquanto a imunomarcação da proteína TRAP mostra a 

resposta de reabsorção óssea exercida pelos osteoclastos presentes na matriz. 

No processo de mineralização (Wnt e OC) e reabsorção óssea (TRAP), o 

grupo CO manteve uma imunomarcação moderada nos períodos de 14 e 42 dias 
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para OC e Wnt e uma diminuição no processo de reabsorção óssea caracterizada 

pela imunomarcação da proteína TRAP. Em contrapartida, o grupo DBT-2 teve uma 

diminuição na expressão das proteínas responsáveis pelo processo de 

mineralização aos 42 dias e manteve o mesmo padrão para a imunomarcação de 

TRAP.  

Com isso, pode-se observar um atraso no processo de reparo alveolar no 

grupo DBT-2 quando comparado ao grupo CO, caracterizado pela diminuição da 

imunomarcação de OC e Wnt do primeiro grupo e também pela diminuição da 

reabsorção mostrada pela imunomarcação da proteína TRAP no grupo CO aos 42 

dias. 

No diabetes tipo 1, existem alterações importantes no metabolismo ósseo, 

desde diminuição de volume ósseo até ao aumento da atividade reabsortiva [25]. 

Ao observar os dados de porcentagem de volume ósseo (BV/TV) e porosidade total 

(Po.Tot) deste trabalho, é visível que os valores do grupo DBT-2 são muito 

inferiores, caracterizando um tecido ósseo de menor quantidade e qualidade 

quando comparado ao grupo CO. Além disso, os parâmetros de trabeculado ósseo 

mostraram que o espaçamento entre as trabéculas do grupo DBT-2 é maior, e que 

a espessura de suas trabéculas são menores que dos animais CO, mesmo com um 

número de trabéculas semelhantes entre os dois grupos. 

Em estudos mais antigos [26, 27], foi comprovada a importância das fibras 

colágenas no processo de reparo alveolar, principalmente as do tipo I e II. Além 

disso, as fibras colágenas têm grande importância em servirem de arcabouço para 

deposição de matriz mineral. 

Assim, na análise por birrefringência, foi possível observar que tanto aos 14 

como aos 42 dias, houve um aumento significativo na quantidade de fibras maduras 

preenchendo o alvéolo em reparação. No entanto, vale destacar que menores 

valores numéricos foram observados no grupo diabéticos aos 42 dias quanto a 

presença da matriz colágena madura e mais organizada. Este fato pode ser 

comprovado com os resultados encontrados na análise imunoistoquímica, onde o 

grupo DBT-2 apresentou um processo de reparo mais atrasado quando comparado 

ao grupo CO devido a expressão das proteínas responsáveis pelo processo de 

mineralização (Wnt e OC). 
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As características do processo de remodelação óssea são de extrema 

importância para que haja um osso de qualidade e quantidade satisfatórias. Com a 

análise de microscopia confocal, a caracterização do processo de dinâmica óssea 

mostrou que o grupo diabético apresentou uma maior quantidade de osso antigo 

devido à maior precipitação do fluorocromo calceína. Em contrapartida, o grupo CO, 

mostra um turnover ósseo adequado, com uma maior precipitação de alizarina.  

Assim, nota-se que o diabetes tipo 2 influencia negativamente na dinâmica 

óssea, com uma maior quantidade de tecido ósseo antigo. A imunomarcação das 

proteínas Wnt e OC em menor quantidade significam menor deposição de matriz 

mineral e, em conjunto com a atividade osteoclástica que se sobressai, caracterizam 

a menor quantidade de superfície óssea mineralizada mesmo sem diferença 

estatisticamente significante entre os grupos. 

Em conjunto, as análises imunoistoquímica, por birrefringência, de 

microtomografia computadorizada e por microscopia confocal mostram que há uma 

diferença evidente na qualidade e quantidade de tecido ósseo formado no alvéolo e 

também nos períodos de remodelação óssea e maturação das fibras colágenas entre 

os dois grupos. Além disso, é possível entender que o diabetes tipo 2, assim como 

o tipo 1 da doença, influencia negativamente nas características estruturais e 

celulares do tecido ósseo alveolar em reparo, e também no processo de maturação 

do colágeno e turnover ósseo quando comparado aos animais sem a doença 

metabólica 

Assim, as análises mostraram que os animais com diabetes tipo 2 tem um 

processo de reparo alveolar prejudicado, apresentando quantidade e qualidade 

óssea alveolar inferiores ao dos animais do grupo CO. 
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6. CONCLUSÃO 
Assim, pode-se concluir que o diabetes tipo 2 influencia negativamente nas 

características estruturais e celulares do tecido ósseo alveolar em reparo, e também 

no processo de maturação do colágeno quando comparado aos animais sem a 

doença metabólica. E, além disso, os animais com diabetes tipo 2 tem um processo 

de reparo alveolar prejudicado, apresentando quantidade e qualidade óssea alveolar 

inferiores ao dos animais do grupo CO. 
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ANEXOS 

ANEXO A – Certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

 


