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‘A fé a e razdo caminham juntas,

mas a fé vai mais longe”

Santo Agostinho



RESUMO

MARCOLINO, A. C. Z. B. Influéncia dos leucotrienos no reparo e metabolismo
6sseo de camundongos de meia-idade com faléncia ovariana induzida. 2026.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aragatuba, 2026.

A menopausa € uma condigdo decorrente da faléncia ovariana e consequente
deplegao dos horménios ovarianos. No entanto, ha evidéncias de que um aumento
na inflamacéo sistémica associado a menopausa contribuam para ocorréncia da
deterioragéo do tecido ésseo. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi analisar
o reparo 0Osseo alveolar em camundongos fémeas 129SvEv WT sob terapia
medicamentosa com o Montelucaste (MTK) e geneticamente modificadas (knockout)
para 5-lipoxigenase (5LOKO) em fase de estropausa causada cirurgicamente
(ovariectomia). Para tanto, foram utilizados 84 camundongos fémeas com idades
entre 10 a 14 meses, sendo 56 WTs e 28 5LOKOs, divididos em grupos de
acordo com os tratamentos: WT- Controle (sem tratamento), WT-MTK - MTK na
dose de 4mg/kg, WT-OVX — submetidas a ovariectomia (OVX), WT-OVX-MTK —
submetidas a OVX e medicadas com MTK, 5LOKO - Controle (sem tratamento), e
5LOKO-0OVX — submetidas a OVX. Os animais dos grupos OVX foram submetidos a
OVX 14 dias antes da exodontia do incisivo superior direito (ISD). Os animais dos
grupos MTK receberam a primeira dose da medicagédo uma hora antes da exodontia,
continuando a cada 24 horas até os periodos de eutanasia, de 7 e 21 dias apos a
exodontia, quando foram coletadas as maxilas contendo os alvéolos. Estas foram
analisados por meio de microtomografia computadorizada e, posteriormente,
desmineralizados para analises das coloracbes HE, tricrdbmico de Goldner e
Picrosirius-red e pela técnica da imunoperoxidase para os anticorpos DC STAMP,
NFATc1, TRAP e OPG e imunofluorescéncia para co-localizagdo dos anticorpos
TRAP + DC STAMP e TRAP + NFATc1. Os dados quantitativos foram submetidos
a testes estatisticos considerando-se p<0,05. WT-MTK apresentou aumento nos
parametros BV/TV e Tb.Th, reparo alveolar acelerado e menor marcacao de células
osteoclasticas. WT-OVX-MTK apresentou melhor reparo, maior organizagdo das
fiboras colagénas, assim como reducdo de marcadores osteoclasticos em
comparagao a WT-OVX. 5LOKO apresentou maior espessura trabecular em

comparagao a 5LOKO-OVX e ambos reducédo de células osteoclastogénicas. A



auséncia da 5LO e, sobretudo, a administracdo do MTK exerceram efeitos benéficos
sobre o reparo 6sseo alveolar, promovendo melhora na qualidade do tecido ésseo e
acelerando o processo de reparo 6sseo. Ademais, atenuaram os efeitos deletérios
decorrentes da estropausa.

Palavras-chave: camundongos; leucotrienos; menopausa; osteoporose.



ABSTRACT

MARCOLINO, A. C. Z. B. Influence of leukotrienes on bone repair and
metabolism in middle-aged mice with induced ovarian failure. 2026. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Aracatuba, 2026.

Menopause is a condition resulting from ovarian failure and consequent depletion of
ovarian hormones. However, there is evidence that an increase in systemic
inflammation associated with menopause contributes to the occurrence of bone
tissue deterioration. Thus, the aim of the present study was to analyze alveolar bone
repair in female 129SvEv WT mice under drug therapy with Montelukast (MTK) and
genetically modified (knockout) for 5-lipoxygenase (5LOKO) in the surgically induced
estropause phase (ovariectomy). For this purpose, 84 female mice aged between 10
and 14 months were used, 56 WTs and 28 5LOKOs, divided into groups according to
the treatments: WT- Control (no treatment), WT-MTK - MTK at a dose of 4mg/Kg,
WT-OVX — subjected to ovariectomy (OVX), WT-OVX-MTK - subjected to OVX and
medicated with MTK, 5SLOKO — Control (no treatment), and 5LOKO-OVX — subjected
to OVX. The animals in the OVX groups underwent OVX 14 days before the
extraction of the right upper incisor (RUI). The animals in the MTK groups received
the first dose of medication one hour before tooth extraction, continuing every 24
hours until the euthanasia periods, 7 and 21 days after extraction, when the maxillae
containing the alveoli were collected. These samples were analyzed using micro-
computed tomography and subsequently demineralized for HE, Goldner trichrome,
and Picrosirius-red staining analyses, and by immunoperoxidase staining for DC
STAMP, NFATc1, TRAP, and OPG antibodies, and immunofluorescence for co-
localization of TRAP + DC STAMP and TRAP + NFATc1 antibodies. Quantitative
data were subjected to statistical tests considering p<0.05. WT-MTK showed an
increase in BV/TV and Tb.Th parameters, accelerated alveolar repair, and lower
osteoclastic cell marking. WT-OVX-MTK showed better repair, greater organization of
collagen fibers, as well as a reduction in osteoclastic markers compared to WT-OVX.
5LOKO showed greater trabecular thickness compared to 5LOKO-OVX, and both
showed a reduction in osteoclastogenic cells. The absence of 5LO and, above all, the
administration of MTK exerted beneficial effects on alveolar bone repair, promoting



improved bone tissue quality and accelerating the bone repair process. Furthermore,

they attenuated the deleterious effects resulting from estropause.

Keywords: mice; leukotrienes; menopause; osteoporosis.
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1 INTRODUGAO

Por volta da quarta e quinta décadas de vida, as mulheres entram no periodo de
perimenopausa, a qual inclui as fases iniciais e tardias da transicdo para a
menopausa, marcada pela interrupcdo do ciclo menstrual por 12 meses
consecutivos. Apds esse periodo, as mulheres entram na fase da pos-menopausa,
considerada inicial durante um ano apds o evento da menopausa, e tardia apés
este periodo’. As manifestagdes da perimenopausa decorrem do processo de
faléncia ovariana e, consequentemente, importante redugdo dos horménios
ovarianos, que pode perdurar por cerca de 4 a 6 anos, culminando na condicdo de
menopausa fisioldgica®?. Os periodos de perimenopausa, menopausa e pos-
menopausa estdo intimamente ligados a uma série de manifestagdes clinicas que
afetam diretamente a qualidade de vida das mulheres, especialmente a qualidade
do tecido 6sseo*°. Entretanto, a menopausa pode ocorrer precocemente devido a
presenca de tumores ovarianos, quimioterapia e/ou radioterapia, bem como pela
remogao cirurgica dos ovarios. Segundo um consenso realizado pela Fundagao
Europeia de Osteoporose e Doenca Ossea no ano de 19936, a osteoporose foi
considerada uma doenca esquelética sistémica caracterizada pela baixa
densidade mineral éssea (DMO) e deterioragdo da microarquitetura &ssea,
acometendo principalmente mulheres na fase pés-menopausa, aumentando o risco
de fraturas Osseas devido a fragilidade existente. Embora seja considerada um
problema de saude publica, o diagndstico da osteoporose muitas vezes ocorre
apos o primeiro episodio de fratura, uma vez que os pacientes ndo apresentam

sintomatologia’ e a prevencgdo ainda se mostra deficiente®.

A osteoporose experimental em murinos tem sido classicamente alcangada por
meio de procedimento cirurgico que envolve a remogao dos ovarios, denominada
ovariectomia (OVX), sendo considerado o modelo ideal para avaliar os efeitos
especificos da privagdo dos horménios gonadais?®. O procedimento padrdo é a
excisao bilateral dos ovarios (trompas de falépio) e pontas do corno uterino da
cavidade peritoneal’. Apesar dessas possibilidades, vale ressaltar que este
modelo nao reproduz de modo fidedigno a menopausa fisiolégica que ocorre na
maioria das mulheres. Durante a menopausa a atrofia dos ovarios ocorre
gradualmente, e assim continuam a liberar horménios andrégenos e baixos niveis

de esterdides?. No entanto, o prejuizo 6sseo provocado por este modelo permite
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analisar os efeitos de intervengdes terapéuticas e investigativas.

A dinamica de remodelacédo e reparagao 6ssea € influenciada por diferentes
mecanismos e vias, fatores sistémicos e locais que incluem a agado de hormdnios,
citocinas, quimiocinas, bem como estimulos biomecanicos'"’2. No entanto, ha
tempos o papel de diferentes fatores inflamatérios na regulacdo e regeneragao
o0ssea vem sendo estudados, com diferentes enfoques, em particular considerando
osefeitos de agentes farmacolégicos ja comercializaveis e empregados para alivio
da dor e edema em injurias 6sseas'®'415 Neste contexto, estudos sobre reparo de
fraturas de ossos longos tem demonstrado a expressdo das ciclooxigenases
(COX) e lipoxigenases (LO) em suas diferentes fases'®'”. Trabalhos de causa-e-
efeito utilizando camundongos geneticamente modificados para COX1 e COX2 tem
se mostrado elucidativos'®'7:'® demonstrando que camundongos COX1 knockout
(KO) ou camundongos WT tratados com antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs)
nao apresentam diferengcas na formacado de tecido 6sseo durante o reparo de
fraturas, enquanto que camundongos COX2-KO apresentam menores quantidades
de cartilagem, osso, bem como reduzidas propriedades biomecanicas das regides
em reparo em relacdo aos animais COX1-KO e WT'". Na mesma linha,
camundongos knockout para prostaglandina E1 (PGE1-KO), também apresentam
deficiéencia na neoformacgdo dssea pods-fratura comparados aos animais WT20,
Outras evidéncias reforcam que as COXs, por meio da producado de PGEs, tem um
papel anabdlico sobre os osteoblastos, confirmando portanto, seu papel positivo na
neoformacgéo dssea e adicionalmente sobre a angiogénese'®?!. De modo diferente,
a enzima 5-LO, parece ter um papel mais decisivo sobre a osteoclastogénese,
estimulando a mesma e, portanto, tendo um efeito catabdlico sobre o tecido
0sse0?2?3. A 5-LO catalisa a conversdo do acido araquidénico em dois grupos
principais de leucotrienos: Leucotrieno B4 (LTB4) e cisteinil leucotrieno (CisLT), os
quais atuam via dois receptores acoplados a proteina G. Uma das fungdes do
receptor-1 de CisLT (CisLTR1) é a indugdo do sinal de Ca?* intracelular. No inicio
da osteoclastogénese, o RANKL aumenta a concentragdo de Ca?* no interior das
células precursoras dos osteoclastos, ativando o fator nuclear de células T ativadas
citoplasmatico 1 (NFATc1), principal fator de transcricdo dos genes osteoclasticos,
pela fosfatase calcineurina e deste modo, regulando a formagao dos osteoclastos

via sinalizagdo deste ion?*. Considerando especialmente a enzima 5-LO sobre o
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reparo 0sseo, Bonewald et al. (1997)2® e Manigrasso e O’Connor (2010)%®
demonstraram por meio de estudos com camundongos 5LOKO, um fenétipo ésseo
com espessamento da cortical e processo de reparo mais acelerado de fratura de
fémur nestes animais comparados a camundongos WT. Estudo anterior realizado
pelo nosso grupo de pesquisa utilizando camundongos 129Sv 5-LOKO, também
demonstrou que esses animais apresentaram diferencas importantes na
fenotipagem &ssea, sugerindo que a auséncia desta enzima desempenha um papel
protetor nos ossos intramembranosos e endocondrais de camundongos fémeas
idosas, além de ser capaz de impactar significativamente a capacidade de cura
musculo-esquelética durante o envelhecimento, sugerindo a via de sinalizagcdo da
5LO como um alvo potencial para intervengdes contra a osteoporose?®. No entanto,
animais 5LOKO crescem e se desenvolvem sem a presenca desta enzima, o que
pode acionar vias de compensagao ainda nao identificadas. Assim, faz-se
interessante investigar a auséncia da agdo da 5LO ou de seus principais

metabdlitos de modo pontual, como por exemplo, por meio medicamentoso.

Na area da odontologia, a saude 6ssea mostra especial relevancia uma vez que
reabilitacdes orais implanto-suportadas dependem nao somente de uma quantidade
o0ssea adequada, mas principalmente, de sua qualidade?’?®, e estratégias que
possam contribuir com estas condi¢bes sao dignas de serem exploradas. Deste
modo, o Montelucaste® (MTK) mostra-se uma alternativa terapéutica interessante
por se tratar de uma droga que atua na inibicdo seletiva do receptor do CisLTR-
1293031 amplamente utilizado para o tratamento de doencas inflamatdrias
respiratérias cronicas mediadas por CisLTs, tais como a asma e a rinite alérgica®'.
No entanto, quando utilizado em modelo de reparo de fraturas de ossos
longos, revelou resultado positivos?*. Sugere-se que este medicamento seja
capaz de modular a formacdo de osteoclastos e, consequentemente, promover
efeito protetor sobre a perda dssea relacionada a osteoclastogénese excessiva3!32,
sendo de interesse para estudos relacionados a osteoporose. Além disso, estudo
utilizando camundongos fémeas idosas 5LOKO sugeriu que a inibigdo genética da
5L0O tem atuacgao direta sobre a modulagao e resolugcdo da inflamacgao durante o
envelhecimento, uma vez que os animais apresentaram diferencas importantes na

fenotipagem 6ssea?®.

O efeito dose-resposta do MTK em modelo de reparo intra-alveolar utilizando
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camundongos machos jovens ja foi desenvolvido pelo presente grupo de pesquisa,
investigando-se as doses de 2 e 4 mg/Kg nos periodos experimentais de 7, 14 e 21
dias poés-exodontia. Resultados interessantes foram obtidos, confirmando-se a
neoformacéo dssea precoce nos animais medicados com ambas as doses de MTK,
0 que resultou em melhora significativa da microarquitetura trabecular observada

pela microtomografia computadorizada aos 14 e 21 dias®3.

Considerando-se que os eventos inflamatérios repercutem de modos distintos
em individuos do sexo bioldgico feminino e masculino, bem como pelo processo de
envelhecimento3+353¢ propde-se o desenvolvimento do presente estudo, a fim de
se avaliar os efeitos da inibicdo genética da 5LO, bem como a inibicdo
medicamentosa do CisTLR1 em camundongos fémeas de meia-idade submetidas a
faléncia ovariana induzida. Este modelo se justifica pelas condi¢des fisiolégicas em
que estes animais se encontram neste periodo da vida, uma vez que ja exibem
alteragdes de senescéncia detectaveis em alguns biomarcadores do
envelhecimento®’, refletindo nas suas condigdes esqueletais e cujas respostas
ocorrerdao neste contexto. Ademais, considera-se que a maioria dos modelos de
OVX utilizam animais jovens33%49 os quais ainda nio sofreram os efeitos da
senescéncia*!, o que possivelmente possa interferir nas respostas aos desafios

biolégicos a serem investigados.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, concluimos que a deficiéncia dos
horménios gonadais induzida pela OVX em animais de meia-idade promoveu
efeitos deletérios sobre o reparo ésseo alveolar, evidenciando comprometimento da
qualidade tecidual e intensificacdo da atividade reabsortiva. Nesse cenario, a
auséncia da 5LO e, principalmente, o uso do MTK exerceram efeitos
moduladores benéficos sobre o processo de reparo 6sseo alveolar, promovendo
melhora na qualidade do tecido 6sseo e acelerando o processo de reparo 6sseo.
Assim, os achados deste estudo reforcam o papel da via dos leucotrienos na
regulacdo do microambiente osteoimune e indicam que o MTK desponta como
um potencial alvo para futuras estratégias terapéuticas voltadas a otimizagdo do

reparo e a manutencao da qualidade do tecido ésseo.
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