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RESUMO 

MEIRA, J. A. S. Análise do reparo alveolar em diferentes condições de 

estropausa induzida associada ao uso de montelucaste de sódio em 

camundongos C57BL/6: ênfase nas alterações morfológicas de osteoclastos nos 

diferentes modelos. 2026. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia, 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 2026. 

A deficiência estrogênica associada à menopausa interfere diretamente no 

metabolismo ósseo, comprometendo o equilíbrio entre formação e reabsorção óssea. 

Além dos mecanismos hormonais clássicos, mediadores inflamatórios e lipídicos, 

como os eicosanoides atuam sobre o metabolismo ósseo. Nesse contexto, a via dos 

leucotrienos destaca-se pelo seu caráter predominantemente catabólico sobre o 

tecido ósseo. Dessa forma, inibidores dos cisteinil-leucotrienos (cisLTs) como o 

Montelucaste de sódio (MTK) agem como alternativa farmacológica para modular 

essa via. Modelos animais de falência ovariana precoce (FOP), como a ovariectomia 

(OVX) e o uso do diepóxido 4-vinilciclohexeno (VCD), permitem a investigação dos 

mecanismos envolvidos nesse processo e podem repercutir em diferenças na 

construção trabecular, bem como na morfologia osteoclástica.  Assim, o presente 

estudo teve como objetivo comparar a interferência dos modelos de estropausa em 

camundongos por OVX e uso de VCD, tratados ou não com montelucaste de sódio no 

processo de reparo alveolar pós-exodontia, com especial ênfase na caracterização 

dos osteoclastos e do microambiente ósseo.  Para tanto, foram utilizados 30 

camundongos C57BL/6J fêmeas com idades de 4 e 6 meses, divididas em grupos de 

acordo com os tratamentos: Controle (sem tratamento), OVX- submetida à 

ovariectomia (OVX), VCD- tratadas com diepóxido 4-vinilciclohexeno (VCD) na dose 

de 160mg/kg via IP por 20 dias consecutivos, MTK- tratadas com MTK na dose de 

2mg/kg, OVX+MTK- submetidas à OVX e medicadas com MTK, VCD+MTK- tratadas 

com VCD e MTK. Após a confirmação do diestro permanente, realizou-se a exodontia 

do incisivo superior direito, com eutanásia aos 30 dias. As maxilas foram analisadas 

por microtomografia computadorizada, histologia em HE, imuno-histoquímica e 

coloração por Picrosirius Red. Os resultados obtidos foram submetidos aos testes 

estatísticos considerando-se nível de significância de 5%. De modo geral, todos os 

alvéolos foram preenchidos por tecido ósseo recém-formado, embora tenham 

apresentado diferenças na organização estrutural, maturação da matriz e 



 

comportamento osteoclástico. O modelo OVX promoveu maior comprometimento da 

microarquitetura óssea e alterações morfológicas mais evidentes nos osteoclastos, 

enquanto o modelo VCD apresentou padrão mais próximo ao controle. O tratamento 

com montelucaste de sódio não impactou de forma relevante a formação óssea, 

porém apresentou diferença na organização da matriz colagênica, resultando em osso 

quantitativamente semelhante ao controle, mas com menor grau de maturação 

estrutural no período avaliado. Conclui-se que os diferentes modelos de estropausa 

induzida interferem no reparo alveolar pós-exodontia de maneira distinta, sendo que 

o OVX compromete a organização trabecular, reduz o volume ósseo e altera a 

morfologia osteoclástica, enquanto o VCD apresenta menor impacto no reparo ósseo. 

O uso do MTK mostrou influência mais evidente sobre a organização tecidual e a 

matriz colagênica do que sobre parâmetros quantitativos da formação óssea. Além 

disso, os resultados sugerem que, na dose utilizada, o MTK modula preferencialmente 

a atividade osteoclástica do que à fusão celular. 

Palavras-chave: camundongos; insuficiência ovariana primária; leucotrienos; 

osteoclastos. 

 

  



 

ABSTRACT 

MEIRA, J.A.S. Analysis of alveolar repair in different conditions of induced 

stropause associated with the use of montelukast sodium in C57BL/6 mice: 

emphasis on morphological changes in osteoclasts in the different models. 2026. 

Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista 

(UNESP), Araçatuba, 2026. 

Estrogen deficiency associated with menopause directly interferes with bone 

metabolism, compromising the balance between bone formation and resorption. In 

addition to classical hormonal mechanisms, inflammatory and lipid mediators, such as 

eicosanoids, act on bone metabolism. In this context, the leukotriene pathway stands 

out due to its predominantly catabolic effect on bone tissue. Thus, cysteinyl-leukotriene 

(cisLT) inhibitors, such as montelukast sodium (MTK), act as a pharmacological 

alternative to modulate this pathway. Animal models of premature ovarian failure 

(POF), such as ovariectomy (OVX) and the use of 4-vinylcyclohexene diepoxide 

(VCD), allow investigation of the mechanisms involved in this process and may result 

in differences in trabecular architecture as well as osteoclastic morphology. Therefore, 

the present study aimed to compare the interference of estropause models in mice 

induced by OVX and VCD administration, treated or not with montelukast sodium, in 

the post-extraction alveolar repair process, with special emphasis on the 

characterization of osteoclasts and the bone microenvironment. For this purpose, 30 

female C57BL/6J mice aged 4 and 6 months were used and divided into groups 

according to treatment: Control (no treatment); OVX – subjected to ovariectomy (OVX); 

VCD – treated with 4-vinylcyclohexene diepoxide (VCD) at a dose of 160 mg/kg via 

intraperitoneal (IP) administration for 20 consecutive days; MTK – treated with MTK at 

a dose of 2 mg/kg; OVX+MTK – subjected to OVX and treated with MTK; VCD+MTK 

– treated with VCD and MTK. After confirmation of permanent diestrus, the right 

maxillary incisor was extracted, and euthanasia was performed at 30 days. The 

maxillae were analyzed by micro-computed tomography, hematoxylin and eosin (H&E) 

histology, immunohistochemistry, and Picrosirius Red staining. The results obtained 

were subjected to statistical tests considering a significance level of 5%. In general, all 

alveoli were filled with newly formed bone tissue, although differences were observed 

in structural organization, matrix maturation, and osteoclastic behavior. The OVX 

model promoted greater impairment of bone microarchitecture and more evident 



 

morphological alterations in osteoclasts, whereas the VCD model exhibited a pattern 

closer to the control group. Treatment with montelukast sodium did not significantly 

impact bone formation; however, differences were observed in collagen matrix 

organization, resulting in bone quantitatively similar to the control group but with a 

lower degree of structural maturation during the evaluated period. It can be concluded 

that the different models of induced estropause interfere distinctly with post-extraction 

alveolar repair, with OVX compromising trabecular organization, reducing bone 

volume, and altering osteoclastic morphology, while VCD presents a lesser impact on 

bone repair. The use of MTK showed a more evident influence on tissue organization 

and collagen matrix than on quantitative parameters of bone formation. Furthermore, 

the results suggest that, at the dose used, MTK preferentially modulates osteoclastic 

activity rather than cell fusion. 

Keywords: mice; primary ovarian insufficiency; leukotrienes; osteoclasts. 
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1 INTRODUÇÃO 

O processo de remodelação é o ponto chave da homeostase óssea, uma vez 

que a partir dele ocorre a formação de um novo tecido ósseo. Dessa forma, micro 

danos são constantemente reparados, além de haver adaptações à cargas 

mecânicas, bem como a disponibilização de reservas de íons como o cálcio para o 

organismo. Para que isso ocorra, os eventos de reabsorção e formação precisam 

estar coordenados (Omi; Mishina, 2022). Esse processo envolve a ação dos 

osteoclastos, que realizam o processo de reabsorção da matriz mineralizada, dos 

osteoblastos, responsáveis pela deposição da matriz orgânica óssea possibilitando 

sua mineralização, das células de revestimento ósseo e osteócitos que são cruciais 

para a manutenção do tecido, percepção de esforço e controle do processo de 

remodelação (Crockett et al. 2011; Schaffler et al., 2013; Wein, 2017). 

O equilíbrio entre a reabsorção e formação óssea se dá por fatores locais e 

sistêmicos (Siddiqui; Partridge, 2016), sendo o estrogênio um dos principais 

reguladores de ordem sistêmica, uma vez que esse hormônio tem efeito direto sobre 

as células ósseas, aumentando a diferenciação osteogênica das células tronco 

mesenquimais e a maturação dos osteoblastos, melhorando assim a formação óssea. 

Além disso, inibe a formação e induz a apoptose de osteoclastos, o que limita a 

reabsorção óssea (Börjesson et al., 2013). Sabe-se que o estrogênio também interage 

com várias células do sistema imunológico, levando a um fenótipo pró-inflamatório 

crônico de baixo grau sob deficiência de estrogênio. Pensando no ideal da 

osteoimunologia, é razoável supor que a perda óssea após a menopausa se deva em 

parte à interação entre as células imunológicas e o metabolismo ósseo (Fischer; 

Haffner-Luntzer, 2022). 

Em nível celular, vários mecanismos contribuem para a perda óssea 

relacionada à deficiência de estrogênio. De forma prática, a deficiência de estrogênio 

aumenta a reabsorção óssea que pode resultar em osteoporose, além de aumentar a 

secreção de IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF), destacando sua relação com 

a resposta imune. Apesar da sua deficiência, estar relacionada ao evento da pós-

menopausa por envelhecimento natural na mulher (Cheng; Chen; Chen, 2022), outras 

condições também podem levar à este quadro, como a necessidade de remoção 
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cirúrgica dos ovários pela presença doenças e tumores, bem como tratamentos 

adjuvantes como a radioterapia (Cox; Liu, 2014).  

O mecanismo pelo qual o estrogênio regula a atividade osteoclástica ainda não 

é totalmente elucidado, uma possibilidade é que direta ou indiretamente a deficiência 

de estrogênio aumente a produção de RANKL (promotor de diferenciação e ativação 

de osteoclastos), em diversas populações de células do microambiente ósseo, 

incluindo osteócitos e células da linhagem osteoblástica, além de diminuir a apoptose 

dos osteoclastos (Khosla; Monroe, 2017). Há também evidências consideráveis de 

estudos em humanos de que o estrogênio regula a produção do inibidor da sinalização 

Wnt, a esclerostina. A esclerostina modula não apenas a formação óssea, mas 

também a reabsorção óssea (Drake; Khosla, 2017; Tu et al., 2015). Essas evidências 

confirmam abordagens terapêuticas usadas no tratamento da osteoporose. De forma 

notória, o aumento da reabsorção óssea em mulheres na pós-menopausa pode agora 

ser totalmente revertido clinicamente pelo tratamento com Denosunab, um anticorpo 

monoclonal para RANKL (Cummings et al., 2009). De forma semelhante, a inibição da 

esclerostina pelo anticorpo monoclonal Romosozumab resulta em um aumento na 

formação óssea e redução na reabsorção óssea em mulheres pós-menopausa 

(Cosman et al., 2016). 

Além da melhora da densidade mineral óssea (DMO) durante a suplementação 

com estrogênio ser uma evidência positiva da relação do estrogênio com o 

metabolismo ósseo, estudos que retiram a variável idade também são fortes 

indicadores. Isso porque, de fato o envelhecimento aumenta a reabsorção e 

fragilidade óssea (Milovanovic et al., 2015). Contudo, estudos em pacientes com 

falência ovariana prematura (FOP) revelaram menor DMO e risco aumentado de 

fraturas em relação a mulheres que desenvolveram osteoporose por outras razões 

além da FOP (como hipotireoidismo, tratamento com esteróides, hiperparatireoidismo) 

(Jankowska, 2017). 

A atual preocupação se dá devido à crescente expectativa média de vida da 

população mundial nos últimos anos (Partridge; Deelen; Slagboom, 2018), 

observando-se um perfil de pacientes mais velhos em busca de procedimentos 

estéticos e funcionais, como a reabilitação bucal com implantes osseointegráveis.  

Estudos retrospectivos mostraram que, somente na última década 143.037 implantes 

dentários foram fornecidos pelo sistema público de saúde brasileiro (SUS) (Kinalski et 
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al., 2020). Considerando a população feminina, esses dados têm ainda mais impacto, 

visto que apresentam maior incidência de osteoporose quando comparado aos 

homens, resultado de eventos da peri e pós-menopausa em que se observa uma 

queda significativa do hormônio estrogênio pela falência natural dos ovários (Koebele; 

Bimonte-Nelson, 2016). Embora os homens também desenvolvam osteoporose com 

o envelhecimento, falta-lhes a cessação abrupta da função gonodal presente nas 

mulheres (Khosla; Monroe, 2017). Por tal relevância, muitos estudos se propuseram 

a entender se a osteoporose é um fator de risco para procedimentos odontológicos, 

principalmente considerando o impacto da osseointegração de implantes e reparo pós 

exodontia. Para isso, o estudo em murinos tem sido amplamente utilizado, onde 

destaca-se a ovariectomia (OVX) como modelo experimental mais utilizado de 

osteoporose pós-menopausa, sendo um método que consiste na remoção cirúrgica 

bilateral dos ovários dos animais (Sophocleous; Idris, 2019). Esse modelo apresenta 

uma diminuição dramática na massa óssea e na DMO, além de induzir a perda óssea 

alveolar (Liu et al., 2019). 

Contudo, diferente do que ocorre na OVX, a menopausa fisiológica humana 

não é um evento abrupto (Koebele; Bimonte-Nelson, 2016). Além disso, há a 

permanência dos órgãos reprodutores, de forma que os níveis séricos de testosterona 

e outros andrógenos não mudam significativamente na menopausa (Handelsman; 

Sikaris; Ly, 2015), o que não ocorre no modelo de OVX. O declínio dos níveis séricos 

de estradiol e o aumento concomitante nos níveis séricos do hormônio folículo 

estimulante [FSH] durante a menopausa estão intimamente relacionados a um 

aumento da atividade de reabsorção óssea (Sowers et al., 2013). Então, apesar da 

popularidade da OVX nos estudos, biologicamente esse modelo não seria o mais fiel 

ao da menopausa fisiológica, por apresentar perfil hormonal consideravelmente 

diferente; no entanto, apresenta muita similaridade à menopausa cirúrgica em 

mulheres (Koebele; Bimonte-Nelson, 2016). 

Sabe-se que os mamíferos nascem com uma fonte limitada de células 

germinativas e durante os ciclos reprodutivos ocorre o desenvolvimento folicular, 

partindo do estágio mais imaturo, denominado de primordial, e os folículos que não 

sofrem morte celular por atresia nessa fase, se desenvolvem em primário e seguem 

em desenvolvimento até a ovulação. A atresia folicular acontece constantemente no 

ovário desde o nascimento até que a reserva de folículo se esgote. Uma vez que o 
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ovário fica sem folículos primordiais ocorre a falência ovariana, denominada 

menopausa (Brooks; Pollow; Hoyer, 2016).  

Dessa forma, um modelo experimental que reproduzisse a transição 

progressiva para menopausa passou a ser investigado, com o uso produto químico 4-

vinilciclohexeno diepóxido (VCD). Sua ação permite mimetizar o período de 

menopausa humana natural, ocasionando ciclos irregulares com oscilação entre 

períodos de alto e de baixo estrogênio, além de uma queda contínua desse hormônio 

condizente ao período da menopausa (Brooks; Pollow; Hoyer, 2016; Kappeler; Hoyer, 

2012; Santoro et al., 1996).  Esta droga apresenta toxicidade específica para os 

folículos primordiais e primários, esgotando o ovário por meio de atresia acelerada. 

Os folículos secundários e antrais restantes são reduzidos em número durante os 

ciclos seguintes até que o ovário esteja esgotado. Além disso, o tecido ovariano 

restante continua produzir andrógenos, semelhante ao que ocorre na menopausa 

fisiológica (Brooks; Pollow; Hoyer, 2016). Para que se alcance estes resultados, o 

VCD precisa ser administrado diariamente por uma média de 20 dias consecutivos, 

onde vai agir inibindo diretamente a autofosforilação do receptor de sobrevivência c-

kit, localizado na membrana plasmática do oócito (Mark-Kappeler et al., 2011). Em um 

estudo prévio usando o VCD foi observado que a perda folicular ocorre de forma mais 

grave nos camundongos do que nos ratos (Liu et al., 2015). Além da maior 

sensibilidade pelo VCD, os camundongos apresentam outras vantagens no ramo da 

pesquisa, pois desenvolvem patologias com as mesmas susceptibilidades genéticas 

dos humanos (Timmermans; Van Montagu; Libert, 2017), somado ao fato de que o 

pequeno tamanho do animal facilita o uso de quantidades reduzidas de medicamentos 

e períodos experimentais (Vandamme, 2014). 

Apesar do uso do VCD já estar bem consolidado e apresentar-se seguro para 

uso em laboratório (Liu et al., 2015), ainda há uma escassez de estudos que avaliem 

o seu efeito no reparo ósseo alveolar. No entanto, é importante essa comparação 

entre ambos os modelos experimentais e seu impacto sobre o reparo alveolar, uma 

vez que, como observado, eles apresentam diferenças hormonais importantes que 

devem ser levadas em consideração na hora da escolha da metodologia do trabalho. 

Por sua vez, destaca-se no cenário do metabolismo ósseo o papel dos 

osteoclastos, que são células multinucleadas derivadas da linhagem hematopoiética 

e possuem a capacidade de reabsorver a matriz óssea. Os osteoclastos ativados 
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formam uma zona de selamento circundado pela borda pregueada, que define a área 

da superfície óssea a ser reabsorvida (Omi; Mishina, 2022; Rucci; Teti et al., 2016). 

Para sua organização e posterior ativação, é necessário que ocorra um processo de 

fusão. Várias proteínas, como o fator nuclear de células T-ativadas (NFATc1) e a 

proteína transmembrana específica de células dentríticas (DC-STAMP) estão 

envolvidas nessa etapa de fusão e maturação dos osteoclastos (Feng et al., 2009; 

Levaot et al., 2015; Omi; Mishina, 2022; Soe et al., 2019; Zhao et al., 2010).  

Notamos que esse processo pode repercutir de forma distinta nos diferentes 

modelos experimentais. Em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa (FAPESP 

#2022/04676-8) observamos que a FOP causada pelo VCD parece exercer efeito 

diferente sobre o tecido ósseo neoformado tanto na morfologia trabecular, quanto na 

morfologia dos osteoclastos. Enquanto os osteoclastos observados no grupo OVX 

eram volumosos; no grupo VCD, semelhante ao grupo controle, eram mais alongados 

e menores. A partir disso, fomos instigados a entender as características que levam a 

essa diferença na fusão e morfologia osteoclástica. 

Dessa forma, além dos fatores clássicos envolvidos na diferenciação e fusão 

osteoclástica, torna-se relevante considerar o papel de mediadores inflamatórios e 

lipídicos na regulação da morfologia e da atividade funcional dos osteoclastos. Nesse 

cenário os eicosanóides, derivados do ácido araquidônico (AA) pelas vias 

ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LO), conhecidos pelo seu papel na inflamação, 

apresentam um papel importante no metabolismo e reparo ósseo, mesmo que ainda 

pouco explorado (Bennett; Gilroy, 2016; Lisowska; Kosson; Domaracka, 2018). 

 Evidências reforçam que as COXs têm um papel anabólico sobre os 

osteoblastos, confirmando, portanto, seu papel positivo na neoformação óssea e 

adicionalmente sobre a angiogênese (Simon; O’Connor, 2007). Por outro lado, a 

enzima 5-LO, parece ter um papel mais decisivo sobre a osteoclastogênese, 

apresentando uma ação catabólica sobre o tecido ósseo (Manigrasso; O’Connor, 

2010). O AA é metabolizado pelo 5-LO através de sua interação com uma proteína de 

membrana nuclear chamada proteína ativadora de 5-Lipoxigenase (FLAP), que 

resulta na produção de dois grupos principais de leucotrienos, LTB4 e os cisteinil 

leucotrienos (CisLTs). Os CisLTs atuam através de dois receptores que são acoplados 

à proteína G, CisLTR1 e CisLTR2. Uma das funções do CisLTR1 é a indução do sinal 
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intracelular de cálcio, que também regula a ativação de osteoclastos (Lee et al., 2012; 

Peter-Golden; Henderson Júnior, 2007; Simon; O’Connor, 2007).  

Nesse contexto, alguns estudos foram feitos em modelos murinos com deleção 

genética para enzima 5LO, e em um deles observou que em camundongos 

senescentes nocauteados para essa enzima (5LOKO) houve um melhor reparo 

intramembranoso quando comparado ao grupo selvagem (WT) (Mahmoud et al., 

2021). Assim, entendemos que a modulação desta via pode favorecer o reparo ósseo. 

Para transpor esses mesmos efeitos em humanos, o uso de drogas antileucotrienos 

parece ser uma boa alternativa. O montelucaste de sódio (MTK) é um antagonista do 

CisLTR1 eficaz para o tratamento de doenças das vias aéreas superiores, 

especialmente asma brônquica (Bousquet; Demoly; Humbert, 2009). No entanto 

também age no metabolismo ósseo (Zheng; Shi, 2018). Um estudo prévio, realizado 

em modelo animal, mostrou que o MTK influenciou na morfologia dos osteoclastos, 

evidenciando as células TRAP+ arredondadas e menores, diferentes do grupo 

controle. Ainda nesse trabalho, os resultados mostraram que o MTK promoveu a 

formação óssea precoce após a extração dentária e aumentou a formação óssea final 

quando em maior dose (Ribeiro et al., 2023). 

Diante do exposto, nos propomos comparar o reparo alveolar pós-exodontia 

em diferentes modelos de falência ovariana precoce induzida em camundongos, por 

ovariectomia (OVX) e pelo uso de VCD, associados ou não ao tratamento com o 

montelucaste de sódio. Considerando o papel central dos osteoclastos na 

remodelação óssea e a influência de mediadores inflamatórios e lipídicos sobre sua 

ativação e morfologia. 
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6 CONCLUSÃO 

Conclui-se que os diferentes modelos de estropausa induzida interferem no 

reparo alveolar pós-exodontia de maneira distinta, sendo que o OVX compromete a 

organização trabecular, reduz o volume ósseo e altera a morfologia osteoclástica, 

enquanto o VCD apresenta menor impacto no reparo ósseo. 

 O uso do MTK mostrou influência mais evidente sobre a organização tecidual 

e a matriz colagênica do que sobre parâmetros quantitativos da formação óssea. Além 

disso, os resultados sugerem que, na dose utilizada, o MTK modula preferencialmente 

a atividade osteoclástica do que à fusão celular. 
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