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RESUMO 

 

O processo de senescência acarreta uma série de modificações fisiológicas com declínio das 

funções das atividades celulares e sistêmicas que se manifestam de maneira mais importante na 

população feminina pelo evento da menopausa, como a osteoporose. A fim de se minimizar tais 

efeitos, há a possibilidade de se utilizar medicamentos que diminuem o processo de 

remodelação óssea como os bifosfonatos nitrogenados (BF). Entretanto, o uso dessas drogas 

está intimamente relacionado ao desenvolvimento de osteonecrose dos maxilares (OM), 

principalmente quando associado a outros fatores de risco como as cirurgias bucais.  Sabe-se 

que fisiologicamente a dinâmica do tecido ósseo depende também de eicosanóides derivados 

do metabolismo do ácido araquidônico (AA), como as enzimas cicloxigenase (COX) e 5 

lipoxigenase (5LO). Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito BF ácido 

zoledrônico (ZL) e sua relação com o desenvolvimento da OM em camundongos fêmeas 

senescentes 129/Sv com e sem modificação genética para a enzima 5LO. Para tanto, foram 

utilizados 40 camundongos fêmeas senescentes 129/Sv, sendo 20 WT e 20 com alteração no 

gene 5LO (129 Alox5tm1Fun/J) (5LOKO), divididas em grupos: WT, tratadas com 0,01 ml de 

solução salina 0,9% estéril (SS) via intraperitoneal (IP) e ZL, tratadas com 250µg/Kg de ácido 

zoledrônico (ZL) IP diluído em solução salina estéril, ambas administradas 1 vez/semana por 7 

semanas. Os grupos foram compostos por 5 animais cada (WT Controle – 7 e 21dias, WT ZL 

– 7 e 21 dias, 5LOKO Controle – 7 e 21 dias, 5LOKO ZL – 7 e 21dias), sendo as maxilas 

coletadas para análises em microCT, histopatológica, birrefringência, técnica 

imunohistoquímica e histomorfométricas. De modo geral, a microCT revelou deficiência 

significativa na microarquitetura óssea nos animais WT ZL em comparação com os demais. Do 

mesmo modo, a partir da análise histopatológica e de birrefringência da matriz colagenosa, 

observou-se padrão compatível com o desenvolvimento de OM no grupo WT ZL, com presença 

de infiltrado inflamatório intenso, atraso na neoformação óssea, presença de fraturas 

patológicas, e deficiência da matriz colagenosa e de células Runx-2+, TRAP+ e F4/80+. Os 

animais 5LOKO ZL apresentaram alterações compatíveis com atraso no processo de reparo 

especialmente no período de 7 dias, com menor quantidade de células Runx-2+ em comparação 

com o grupo 5LOKO Controle e pela qualidade da matriz óssea colagenosa com menor 

quantidade de fibras do espectro vermelho neste período, se igualando, porém, aos 21 dias. 

Deste modo, concluiu-se que o processo de reparo em camundongos fêmeas senescentes da 

linhagem 129/Sv WT e 5LOKO associados ao uso do BF ZL ocorreu de modo distinto, levando 

a quadro de OM nos animais WT e atraso nos animais 5LOKO, sem sinais histopatológicos que 

caracterizassem a doença. Deste modo, a inibição da enzima 5LO parece influenciar de maneira 

positiva o processo de reparo ósseo intramembranoso alveolar, mesmo na presença de fenótipo 

esqueletal osteopetrótico, sugerindo outros fatores relacionados à droga que favoreçam o 

desenvolvimento da OM no presente modelo animal.  

 

 

Palavras-chave: Bifosfonatos. Camundongos. Modelo animal. Osteonecrose dos maxilares. 

Reparo alveolar. 
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ABSTRACT 

 

Senescence brings a number of physiological modifications with the decrease of cell and 

systemic activities and function that manifest in an important way in female population due to 

the event of menopause, as osteoporosis. In order to diminish these effects, there is the 

possibility of taking medication that decrease bone remodeling process, as the bisphosphonates 

containing nitrogen (BF). However, the use of these drugs is intimate related with the 

development of the osteonecrosis of the jaws (ON), especially when associated to other risk 

factors as oral surgery. It is known that physiologically, the dynamics of bone tissue also 

depends on the eicosanoids derivate from the arachidonic acid metabolism (AA), such as 

cyclooxygenase (COX) and 5 lipoxygenase (5LO) enzymes. In this way, the aim of the present 

study was to analyze the effects of the BF zoledrônico acid (ZL) and its relation with de 

development of ON in 129/SV old female mice with or without genetic modification for 5LO. 

Forty animals, 20 WT and 20 with 5LO gene alteration (129 Alox5tm1Fun/J) (5LOKO) were 

divided in groups: WT, treated with 0.01 ml of sterile 0.9% saline solution (SS) intraperitoneal 

(IP), and ZL, treated with 250µg/Kg of ZL IP diluted in SS, both administered once a week for 

7 weeks. Groups contained 5 animals each (WT Control – 7 and 21 days, WT ZL ,7 and 21 

days, 5LOKO Control, 7 and 21 days, and 5LOKO ZL, 7 and 21 days), and the maxillae 

removed for microCT, histopathology, birefringence, immunohistochemistry, and 

histomorphometric analysis.  In general, microCT revealed significant deficiency in bone 

microarchitecture in WT ZL group in comparison to the other groups. In the same way, 

histopathological and birefringence analysis revealed histological pattern compatible with ON 

development in WT ZL group, presenting intense inflammatory infiltrate, late new bone 

formation, presence of pathological fractures, and deficiency in collagenous matrix, and also in 

Runx-2+, TRAP+, and F4/80. 5LOKO ZL animals presented alterations compatible with a late 

bone repair, especially at day 7, with decreased number of Runx-2+ cells in comparison to 

5LOKO Control, and by the quality of collagenous bone matrix with decreased number of red 

spectra fibers in this period, however, being similar at day 21. From this, it could be concluded 

that alveolar bone repair of 129/SV WT and 5LOKO old female mice associated with the 

administration of ZL occurred in different ways, leading to a picture of ON in the WT animals, 

and late bone repair in the 5LOKO animals, without histopathological signs that could 

characterize the disease. In this way, inhibition of 5LO seems to influence intramembranous 

alveolar bone repair in a positive way, even in the presence of osteopetrotic skeletal phenotype, 

suggesting other factors related to the drug that favors the development of the ON in the present 

animal model. 

 

Keywords: Bisphosphonates. Mice. Animal model. Osteonecrosis of the Jaws. Alveolar repair. 
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1 INTRODUÇÃO 

A expectativa média de vida da população mundial vem crescendo nos últimos 200 anos 

devido à melhora nas condições de saneamento básico, imunização, medicamentos e 

atendimento médico, entre outros fatores que contribuem para a qualidade de vida 

(PARTRIDGE; DEELEN; SLAGBOOM, 2018). No entanto, o processo de envelhecimento 

acarreta uma série de alterações na homeostasia do organismo, decorrentes principalmente de 

modificações complexas que ocorrem no sistema endocrinológico que influenciam as funções 

reprodutivas, metabólicas, nutricionais, com efeitos diretos sobre o sistema 

musculoesquelético, imunológico e na sinalização insulínica. O envelhecimento do sistema 

endocrinológico afeta diretamente o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, sendo mais expressivo 

nas mulheres e resultando em drástica redução dos hormônios sexuais que ocorre 

predominantemente por volta da quinta década de vida, durante o evento da menopausa 

(CHAPURLAT et al., 2000).  

Assim, a menopausa marca um período de transição que se inicia com o fim do ciclo 

menstrual devido à ausência de ovulação (amenorreia) e que pode se estender por anos 

predispondo as mulheres a uma série de eventos psicogênicos/comportamentais, além de 

aumentar os riscos de doenças cardiovasculares, metabólicas, e de modo importante, alterações 

no sistema musculoesquelético, com atenção especial à osteoporose. Com o fim do ciclo 

reprodutivo, há uma redução de 90% do estrógeno circulante, levando à sua formação extra-

glandular predominantemente pelo tecido adiposo e pele, com uma pequena contribuição das 

adrenais (JONES; BOELAERT, 2015). Os hormônios estrogênicos são derivados dos 

metabólitos C19 do colesterol e abrange uma série de moléculas, sendo que o 17ß-estradiol (E2) 

produzido nos ovários é o mais abundante. Após a menopausa, a forma circulante que 

predomina do estrógeno é a estrona (E1), sintetizada em locais extra-ovarianos, incluindo o 

tecido ósseo (MANOLAGAS; ALMEIDA; JILK, 2009). A relação entre os hormônios sexuais 

e o tecido ósseo recai sobre os efeitos que os mesmos exercem sobre suas células, uma vez que 

osteoclastos e osteoblastos apresentam receptores de estrógeno de superfície e nuclear, RE e 

REß respectivamente. Cerca 50 a 60% de testosterona e de 20 a 40% do E2 total na circulação 

sanguínea em mulheres estão ligados fortemente ao ligante de hormônio sexual da globulina, 

sendo que, do total de E2, somente 2% é livre para entrar nas células e exercer seus efeitos 

biológicos (SIITERI et al., 1982). No período reprodutivo da mulher os estrogênios promovem 

o desenvolvimento dos osteoblastos em detrimento aos adipócitos, aumentam sua capacidade 

proliferativa e de produção de proteínas, como a osteoprotegerina (OPG). Nos osteoclastos 

induzem à apoptose e diminuem a produção do ligante do receptor do fator nuclear NF-KB 
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(RANKL). Deste modo, a drástica redução dos estrogênios que já se inicia nos anos que 

antecedem a menopausa, denominada perimenopausa, especialmente do E2, resulta em um 

prejuízo importante no tecido ósseo com redução de massa óssea e do conteúdo mineral, 

alterações na arquitetura óssea, aumento de medula gordurosa, e consequente aumento do risco 

de fraturas e capacidade de reparação (BOROS; FREEMONT, 2017), continuando no período 

da menopausa e após. A maior incidência de fraturas se concentra na primeira década após a 

menopausa, tendo como alvo principal a região de punho e tornozelo, seguida das vértebras 

após a segunda década.  

Além dos efeitos dos estrógenos no metabolismo ósseo, faz-se importante ressaltar que os 

mesmos exercem efeitos indiretos no esqueleto mediados via citocinas como IL-1ß, IL-6, IL-7, 

fator de necrose tumoral- (TNF-), RANKL, OPG, fator estimulador de colônia de 

macrófagos (M-CSF), prostaglandina, bem como sobre as células T e B, macrófagos e células 

dendríticas.  

A fim de se minimizar tais efeitos existem algumas possibilidades terapêuticas, como 

reposição de cálcio, reposição hormonal, administração de moduladores seletivos do receptor 

de estrógeno (SERMs) e o tratamento com o uso de bifosfonatos. Dentre estas alternativas, 

destacam-se os bifosfonatos nitrogenados (N-BFs), uma classe de medicamentos que atuam 

diretamente sobre osteoclastos exercendo um efeito inibitório da remodelação óssea, motivo 

pelo qual são utilizados como droga de primeira escolha para o tratamento de doenças 

caracterizadas por intensa reabsorção óssea por apresentarem efeitos benéficos importantes em 

sítios alvo do esqueleto (coluna vertebral e ossos longos), melhorando a densidade óssea e 

atuando na prevenção de fraturas e colapso vertebral (ERIKSEN; DÍEZ-PÉREZ; BOONEN, 

2014). Os BFs exercem uma função semelhante à dos pirofosfatos endógenos, possuindo 

importante afinidade com a hidroxiapatita nos ossos. Estas drogas atuam suprimindo o 

recrutamento e a atividade de osteoclastos e consequentemente a reabsorção óssea, cujos efeitos 

podem ser medidos considerando-se a farmacodinâmica e farmacocinética do BF a ser 

utilizado, bem como o tipo de apresentação e a via de administração, as quais interferem 

diretamente na sua biodisponibilidade (CREMERS; PILLAI; PAPAPOULOS, 2005). 

Entretanto, o uso dessas drogas antirreabsortivas tem sido também relacionado com o 

desenvolvimento de osteonecrose dos maxilares (OM), principalmente quando os seus usuários 

são submetidos a tratamentos odontológicos invasivos, como por exemplo procedimento 

exodôntico. Neste sentido, a instalação das OMs tem sido principalmente atribuída ao 

mecanismo de ação desta classe de medicamentos sobre as células do tecido ósseo, onde N-BPs 

atuam inibindo principalmente os osteoclastos (OC) e diminuindo o ritmo de remodelação óssea 
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(COXON et al., 2008; ROGERS et al., 2011). Especificamente em relação aos OCs, após ser 

internalizado por estas células, os N-BPs causam a desorganização do seu citoesqueleto, 

provocando a perda de sua borda corrugada e levando tais células à apoptose (GUTTA; LOUIS, 

2007). Já sobre osteócitos, os N-BPs agem bloqueando o processo de apoptose de células 

danificadas, levando-as à senescência, afetando sua função e capacidade de responder aos 

estímulos que causam danos a matriz óssea (ROELOFS et al, 2010). 

Diante de tais evidências acerca dos efeitos dos bifosfonatos sobre as células ósseas, a 

patogenia das OM tem sido atribuída à baixa capacidade de resposta do tecido ósseo na região 

craniomaxilofacial e ainda a uma baixa vascularização desses ossos, devido ao turnover 

reduzido nessa área (BONEWALD, 2011; LOISELLE; JIANG; DONAHUE, 2013). 

Entretanto, os mecanismos celulares e moleculares iniciais que deflagram esse processo inicial 

ainda estão pouco esclarecidos, bem como os fatores de risco associados, a exemplo da 

senescência do tecido ósseo. Apesar das claras evidências sobre a ação dos N-BPs sobre as 

células ósseas e da atribuição do desenvolvimento das OMs a estes efeitos, recentes 

investigações têm apontado para outras atuações deste grupo de drogas sobre o sistema 

imunológico. Somado a isso, sabe-se ainda que as condições microbiológicas do ambiente bucal 

frente a condições inflamatórias patológicas, como a doença periodontal, ou condições 

traumáticas, como as pós-cirúrgicas, podem também favorecer o desenvolvimento das OMs 

(MARX et al., 2005), reforçando as evidências que relacionam a etiologia das OMs com 

supressão da resposta imunológica causada pelos N-BPs.  

Tem sido demonstrado que os N-BPs possuem uma importante relação com as células do 

sistema mononuclear fagocitário, monócitos e macrófagos (HOEFERT et al., 2015 

WEHRHAN et al., 2017; ZHANG et al., 2012), cuja origem na medula óssea é a mesma dos 

osteoclastos, e que deste modo, compartilham uma série de moléculas reguladoras e 

sinalizadoras (NAKASHIMA; TAKAYANAGI, 2009). Assim como os osteoclastos, outros 

estudos têm revelado que os monócitos e macrófagos também são capazes de internalizar 

molécula de BPs (ROELOFS et al., 2010; ROGERS et al., 2011). Neste sentido, vale ressaltar 

que monócitos e macrófagos constituem uma importante classe de células do sistema imune 

inato, atuando tanto no estabelecimento inicial da resposta do hospedeiro frente a diferentes 

injúrias, quanto na regulação da resposta imune adaptativa. Estudos anteriores demonstram que 

estas células têm um papel importante na fisiologia e no processo de reparo ósseo, tanto 

macrófagos residentes (já presentes no tecido ósseo previamente à condição inflamatória), 

quanto os macrófagos recrutados em decorrência do processo inflamatório. Neste contexto, 

macrófagos recrutados para o processo de reparo ósseo pós exodontia podem desempenhar 
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tanto funções fagocitárias, contribuindo para remoção dos debris pós exodontia, quanto 

contribuindo para funções regulatórias, através da produção de citocinas e fatores de 

crescimento (BIGUETTI et al., 2018). 

Dentro do contexto imunológico e regulatório, sabe-se que os macrófagos recrutados para 

sítios de inflamação podem polarizar para diferentes subtipos, sendo eles M1 inflamatório e M2 

regenerativo. Sabe-se que o perfil M1, normalmente marcado pelo receptor de superfície CD80, 

está relacionado à produção de IL- 1, IL-12, IL-23, TNF-α e CXCL10, bem como de ROS e 

RNS, como o óxido nítrico (NO), e portanto desempenham uma importante atividade 

microbicida e pró-inflamatória no desenvolvimento da resposta imune. Por outro lado, 

macrófagos M2 estão relacionados à expressão de altos níveis de fatores de crescimento, tais 

como IGF-I (fator de crescimento semelhante à insulina), VEGFa, TFGbeta e IL10, 

participando da indução do reparo, resolução do processo inflamatório e estimulo da 

angiogênese. 

Além disso, os processos de reabsorção e deposição óssea são regulados através de liberação 

de mediadores inflamatórios, que são derivados do ácido araquidônico (AA) (LIN; 

O'CONNOR, 2014). Dentre as enzimas envolvidas no metabolismo do AA, tanto a 

ciclooxigenase-2 (COX-2), quanto a 5-Lipoxigenase (5-LO) são identificadas em sítios 

específicos durante o reparo ósseo (LIN; O'CONNOR, 2014) e são altamente expressas em 

células inflamatórias como macrófagos. Enquanto os produtos da COX- 2 (especificamente a 

PGE2) são principalmente atribuídos como importante fator para a reparação óssea, os produtos 

da 5LO, LTB4 e cistenil leucotrieno (CysLT), possuem um efeito oposto, com papel reabsortivo 

em virtude da indução à osteoclastogênese (BONEWALD et al., 1997; GARCIA et al., 1996). 

De fato, camundongos geneticamente deficientes para a enzima 5-LO apresentam um reparo 

acelerado de fratura em ossos endocondrais, demonstrando que tal enzima regula 

negativamente o reparo do tecido ósseo.  

 Quanto ao desenvolvimento das OMs, sabe-se que dentre os vários fatores de risco 

relacionados ao seu desenvolvimento encontram-se os procedimentos exodônticos, bem como 

o uso de bifosfonatos de alta potência, sendo o zoledronato ou ácido zoledrônico o de maior 

risco (RUGGIERO et al., 2014). Neste sentido, é importante considerar que a ação do 

zoledronato pode causar um distúrbio no metabolismo dos macrófagos e na resposta 

inflamatória, resultando em uma condição inflamatória exacerbada, bem como na inibição da 

angiogênese, redução da oxigenação tecidual, favorecendo a invasão de microrganismos e uma 

subsequente infecção secundária. Isso tem sido demonstrando em alguns modelos de OM, 

ocorrendo uma desregulação no balanço de macrófagos M1/M2 com predominância de 
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macrófagos M1 em sítios de OM (ZHANG et al., 2012). Sabe-se também que macrófagos são 

capazes de produzir IL-17, potencializando sua ação inflamatória associada ao uso de 

bifosfonatos, causando o desequilíbrio da proporção de macrófagos M1/M2 com a indução da 

IL-17 e redução de IL-4, como observado neste estudo anterior, em que sugeriu-se que a 

combinação da redução de células T-regulatórias e aumento de citocinas pró-inflamatórias 

como IL-17, bem como macrófagos M1, causam o prolongamento da resposta inflamatória em 

sítios de injúria óssea induzindo a osteonecrose dos maxilares. 

Diante das evidências aqui apontadas sobre o potencial envolvimento de N-BP com a 

desregulação da resposta imune/inflamatória em sítios de OM, torna-se oportuno o estudo sobre 

a influência da ação do ácido zoledrônico sobre o reparo ósseo após exodontia em camundongos 

fêmeas e senis, com fenótipo WT em comparação a um animal que apresenta fenótipo ósseo 

petrótico devido à deficiência da enzima 5LO, importante para a resposta inflamatória e 

osteoclastogênese (5LOKO). Neste sentido, a comparação do reparo ósseo pós exodontia em 

animais fêmeas e senis, em uma condição controle (WT) ou 5-LOKO, pode contribuir para 

elucidar e confirmar se a patogênese da OM está diretamente envolvida com a supressão de 

osteoclastos em indivíduos de idade avançada ou se outros fatores imunológicos são também 

afetados.  
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2 OBJETIVO 

      O presente estudo teve como objetivo avaliar o processo de reparo alveolar frente ao uso de 

bifosfonato de alta potência (ácido zoledrônico – ZL) em camundongos fêmeas senescentes das 

linhagens 129/SV WT e 5LOKO. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Quarenta camundongos fêmeas da linhagem 129 SvEv foram utilizados no presente estudo, 

com idade de 60 semanas, sendo vinte WT e vinte com alteração no gene 5LO (129 

Alox5tm1Fun/J, designado aqui como 5LOKO). Os animais WT e 5LOKO foram adquiridos do 

biotério central da Universidade de São Paulo de Ribeirão Preto, SP, Brasil e mantidos no 

biotério da UNISAGRADO, Bauru, SP, Brasil a partir da idade de 8 semanas até 68 semanas. 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética e Pesquisa no Uso de Animais 

desta instituição (CEUA nº 9589271017), sendo executados de acordo com o Guide for the 

Care and Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health (Institute of 

Laboratory Animal Resources (U.S.) e o guia de recomendações ARRIVE (KILKENNY et al., 

2010). 

 

3.2. Desenho experimental e administração do ácido zoledrônico 

O ciclo estral dos camundongos foi avaliado conforme já descrito na literatura. 

Resumidamente, a citologia vaginal foi coletada e o esfregaço corado com azul de toluidina. Os 

animais com 60 semanas apresentaram citologia com predominância de leucócitos e poucas 

células epiteliais por duas semanas consecutivas, indicando persistência da fase diestro. Todos 

os animais foram mantidos sob condições controladas de temperatura (22 ± 2ºC), ciclo de luz 

de 12 horas claro/escuro, recebendo água a vontade e ração sólida (Ração Ativada Produtor - 

Anderson & Clayton S.A.) sem restrição, com exceção dos três primeiros dias após exodontia, 

quando foi fornecida ração pastosa. Assim, camundongos fêmeas com 64 semanas foram 

divididos de acordo com o seguinte tratamento: Controle, tratados com 0,01 ml de solução 

salina 0,9% estéril (SS) via intraperitoneal (IP) e ZL, tratados com 250µg/Kg de ácido 

zoledrônico (Merck KGaA, SML0223, Darmstadt, Alemanha) IP diluído em SS estéril. Ambas 

soluções foram administradas uma vez por semana durante 4 semanas consecutivas antes das 

extrações dentárias e continuando até o período das eutanásias para a coleta dos espécimes. 

Após os períodos de 7 e 21 dias pós-exodontia, 5  animais de cada grupo foram submetidos à 

eutanásia a fim de se proceder a coleta dos espécimes e as análises dos alvéolos por meio de 

microtomografia computadorizada (microCT), análises histológicas com cortes corados em HE 

e Tricrômico de Goldner, análise da matriz colagenosa por birrefringência em cortes corados 

com Picrosirius-red, e técnica de imuno-histoquímica para análise de diferentes marcadores 

ósseos do reparo ósseo alveolar (Runx2, , TRAP) e inflamatórios F4/80 
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3.3 Procedimento cirúrgico  

Inicialmente os animais foram submetidos à sedação profunda administrada via 

intraperitoneal (IP), utilizando combinação do sedativo cloridrato de quetamina (75 mg/kg - 

Dopalen®, Agribrans do Brasil LTDA) com o relaxante muscular xilazina (10 mg/kg - 

Anasedan®, Agribrands do Brasil LTDA). Procedeu-se a antissepsia da cavidade bucal com 

polivinilpirrolidona 1% tópica (PVPI) (Dermoidine® - Gessy Lever Industrial Ltda.) e 

montagem dos campos cirúrgicos estéreis. Foi realizada uma incisão sulcular ao redor do dente 

incisivo superior (ICS) direito com lâmina de bisturi número 15c. Em ato contínuo, foi realizada 

divulsão da mucosa inserida com o auxílio de uma sonda exploradora adaptada, conforme 

previamente descrito na literatura, a mesma utilizada para luxação e extração propriamente dita 

(BIGUETTI et al., 2018). Todo o procedimento foi feito com auxílio de estereomicroscópio a 

fim de se possibilitar visualização satisfatória do sítio cirúrgico e evitar possíveis acidentes e 

traumas desnecessários. Imediatamente após o procedimento cirúrgico, todos os animais foram 

encaminhados e mantidos em ambiente apropriado até sua completa recuperação. Os animais 

foram divididos em quatro grupos distintos de acordo com o tipo de tratamento como mostra a 

Tabela 1.  

 

TABELA 1 - Apresentação dos grupos de acordo com o tratamento recebido 

Identificação do 

grupos 

n Tratamento 

Grupo WT-Controle 10 129/Sv-WT – 0,05 ml de soro fisiológico 0,9% IP 1x por semana 

Grupo WT-ZL 10 129/Sv-WT – 250µg/Kg de ácido zoledrônico IP 1x por semana*  

Grupo 5-LOKO-

Controle  

10 129/Sv 5-LOKO - 0,05 ml de soro fisiológico 0,9% IP 1x por semana 

Grupo 5-LOKO- ZL 10 129/Sv 5-LOKO – 250µg/Kg ácido zoledrônico IP 1x por semana*  

* Pozzi et al., 2009. 

Fonte: Autor 

 

3.4 Eutanásia dos animais e coleta dos espécimes  

 Os animais foram selecionados ao acaso em número de 5 por grupo nos períodos de 7 e 21 

dias após o procedimento cirúrgico, sendo eutanasiados por meio sobredosagem do anestésico 
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cloridrato de quetamina (250mg/Kg) via IP. Constatada a morte dos animais, as maxilas 

contendo os alvéolos extraídos foram imediatamente imersas em frascos individuais contendo 

formalina a 10% tamponada. 

 

3.5  Micro CT  

Decorridas 48 horas do processo de fixação, os espécimes foram lavados em água corrente 

por 24 horas e acondicionados em álcool 70° a fim de serem submetidos à escaneamento em 

μCT (SkyScan 1174v2, Bruker MicroCT, Kontich, Bélgica) para posteriores análises 

quantitativa e qualitativa do tecido ósseo neoformado. As imagens obtidas a partir do 

escaneamento, foram reconstruídas e analisadas por meio do software CTAnalyzer (SkyScan), 

para determinação do volume ósseo neoformado em relação a quantidade total de tecido 

(BV/TV, %), bem como para parâmetros morfológicos como número de trabéculas (Tb.N, mm), 

espessura (Tb.Th, mm) e separação de trabéculas (Tb.Sp, mm), conforme recomendado pela 

literatura. 

 

3.6 Preparação das amostras para procedimentos histotécnicos 

      Finalizadas as capturas de imagem e escaneamentos dos espécimes, os mesmos foram 

acondicionados em solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Merck, Darmstadt, 

Alemanha) a 10% tamponado com pH 7,0, com trocas realizadas duas vezes por semana por 10 

dias aproximadamente, até que não apresentassem resistência ao corte com navalha. As 

amostras foram novamente lavadas em água corrente, desidratadas em álcool, diafanizadas em 

xilol e incluídas em parafina (Histosec® Merck, Darmstadt, Alemanha). Os blocos de parafina 

foram submetidos a cortes histológicos semi-seriados no sentido coronal, utilizando-se 

micrótomo Leica RM. Foram obtidos cortes semi-seriados de 5 μm de espessura para coloração 

com Hematoxilina e Eosina (H&E), tricrômico de Goldner + Alcian blue (TG+Ab) e Picrosirius 

Red, e cortes de 3 μm de espessura para técnica imuno-histoquímica. 

 

3.7 Análises histopatológicas em H&E e TG+Ab 

A análise qualitativa descritiva dos defeitos foi feita em todos os cortes corados em HE 

e TG, considerando-se a presença de tecido de granulação, grau de maturação do tecido ósseo, 

presença ou ausência de sequestros ósseos, presença ou ausência de biofilme microbiano e 

padrão de resposta inflamatória, bem como as condições da mucosa bucal sobrejacente com 

relação às condições do epitélio de revestimento e lâmina própria das áreas correspondentes aos 

alvéolos.  
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3.8 Análise de 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 será 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, seguindo valores de RGB (red, green, blue), os quais foram padronizados 

para todas as imagens, conforme já padronizado previamente (VIVAN et al., 2016). Para a 

quantificação, as imagens foram binarizadas para cada espectro de cor e a quantidade em 

pixels2 de cada cor correspondente a cada campo. Posteriormente, calculadas as médias dos 

valores em pixels2 e submetidas a análise estatística para cálculo das médias e desvios-padrão 

de cada grupo em cada período experimental.  

 

 

3.9 Técnica imuno-histoquímica 

  Para a determinação dos padrões moleculares da região de reparo ósseo foram 

padronizados os anticorpos para a identificação de macrófagos por meio da proteína F4/80 (sc-

26643-R. Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA), bem como a qualidade do tecido ósseo 

por meio de marcação do fator de transcrição Runx-2 (sc-8566) para osteoblastos e TRAP (sc-

30832) para osteoclastos. Para tanto, cortes de 3mm foram tratados com proteinase K por 30 

minutos em temperatura ambiente. A peroxidase endógena será bloqueada com peróxido de 

hidrogênio a 2% por 10 minutos e lavados em PBS (Phosphate buffer solution). Após este 

período, foram utilizados os anticorpos primários policlonais indicados na Tabela 2, em 

ambiente refrigerado por 1 hora, e lavados com PBS por 30 minutos, por três vezes. Após isto, 

os cortes incubados com anticorpos primários anti-rabbit foram incubados com o polímero-

HRP (Easy Link One, EasyPath, Immunobioscience Corp., EUA) por 10 a 25 minutos, e em 

seguida, corados com o DAB (diaminobenzidina) (DAKO, Lab.) e contra-corados com 

Hematoxilina de Harris. Os cortes incubados com anticorpos primários anti-goat foram 

incubados com polímero Immpress/HRP (Vector Labs, Southfield, EUA). Para controle 

negativo foi omitido o anticorpo primário. Uma vez realizadas as marcações, as mesmas foram 

submetidas a análise quantitativa utilizando-se o software ImageJ.  
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3.10 Análises histomorfométricas 

       Foram capturados 10 campos em objetiva de 100x dos cortes coronais da região média dos 

alvéolos corados pela técnica de imuno-histoquímica a fim de se proceder a contagem das 

células imunomarcadas pelos anticorpos relacionados. Os cortes corados com Picrosirius-red 

foram capturados em microscópio de luz polarizada e as fibras colágenas quantificadas em 

programa Image ProPlus 5.0 (Nikon, Tóquio, Japão). Os resultados obtidos foram submetidos 

a testes estatísticos considerando-se nível de significância de 5%.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Análise Microtomográfica  

      Na análise quantitativa, todos os dados foram inicialmente analisados para quanto a sua 

distribuição da normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. A maioria dos grupos apresentou 

distribuição fora da normalidade, sendo escolhidos testes não paramétricos. Posteriormente, 

foram atribuídos os testes Kruskal Wallis seguido de Duns para análises entre mais de dois 

grupos e o Teste de Mann-Whitney para comparação entre dois grupos dentro de um mesmo 

período experimental. O nível de significância estabelecido foi de 5%. Os gráficos foram 

plotados no formato boxplot, apresentando valores de máximo e mínimo da distribuição, bem 

como a mediana. Tabelas adicionais mostram valores de média e desvio padrão. Diferenças 

estatísticas são apresentadas pelo símbolo *. 

       Em relação a proporção de osso neoformado (BV/TV, %), não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos aos 7 dias. Já no período de 21 dias pós exodontia, 

o grupo WT Controle apresentou 56,34±3,8% de osso neoformado, enquanto os animais WT 

tratados com ZL apresentaram 43,55±5,27%, sendo estatisticamente diferentes. Já os animais 

5LOKO não apresentaram diferenças entre si, considerando-se os controles (SF) e os tratados 

com ZL. De forma importante, o grupo WT ZL e o grupo 5LOKO ZL foram diferentes entre si 

aos 21 dias, de modo que os animais 5LOKO ZL apresentaram maior neoformação óssea 

(Figura 1A, Tabela 1).  

      Em relação aos parâmetros morfológicos (Tb.Sp, Tb. Th e Tb.N), os grupos também 

demonstraram diferenças estatisticamente significantes, de forma coerente com valores de 

BV/TV. A figura 1B mostra o espaçamento em mm (Tb.Sp) entre as trabéculas ósseas, que foi 

maior nos grupos WT-ZL comparado ao WT Controle e 5LOKO ZL comparado 5LOKO 

controle aos 7 dias. Já aos 21 dias, as diferenças significantes se mantiveram apenas entre WT 

Controle e WT ZL, sendo que o espaçamento entre trabéculas continuou aumentado em WT 

ZL (Figura 1B, Tabela 1). Inversamente proporcional, a espessura trabecular foi 

significantemente maior em geral nos grupos WT e 5LOKO controles comparados aos seus 

respectivos grupos ZL aos 7 dias. Já aos 21 dias, 5LOKO controle apresentou maior espessura 

trabecular comparado ao WT Controle, e 5LOKO ZL apresentou menor espessura comparado 

ao seu controle (Figura 1C, Tabela1).  Por fim, não houve diferença estatisticamente entre os 

grupos comparando-se o número de trabéculas (Tb.N). Apenas uma tendência em que 5LOKO 

ZL apresentou menor número de trabéculas ósseas comparado ao seu controle 5LOKO (Figura 

1D). 
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     Na análise qualitativa, observou-se maior hiper densidade nos alvéolos dos animais 5LOKO 

Controle e 5LOKO ZL em comparação aos WT Controle e WT ZL, conforme observa-se na 

Figura 2.  

FIGURA 1 - Análise microtomográfica dos alvéolos pós extração de camundongos fêmeas 

senescentes WT vs 5LOKO controles (SF 0,9%) e tratadas com ZL (250ug/Kg - IP 1x por 

semana). A- BV/TV % (proporção de osso por tecido total); B- Tb.Sp (separação ou 

espaçamento em mm entre as trabéculas ósseas neoformadas); C- Tb.Th (espessura em mm de 

trabéculas ósseas neoformadas; D- Tb.N (número de trabéculas ósseas neoformadas). Os 

gráficos foram plotados no formato boxplot, apresentando valores de máximo e mínimo da 

distribuição, bem como a mediana. Tabelas adicionais mostram valores de média e desvio 

padrão. Diferenças estatísticas são apresentadas pelo símbolo * contendo os valores de p ≤ 0.05.  

Grupos com tendência à diferença estatística apresentam apenas os valores de p 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5LOKO ZL apresentou menor número de trabéculas ósseas comparado ao seu 

controle 5LOKO (Figura 1D). Na análise qualitativa, observou-se maior 

hiperdensidade nos alvéolos dos animais 5LOKO Controles e 5LOKO 

ZL....descrever (Figura 2) 

 

 

Fonte: Autor 
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FIGURA 2 - Aspecto de hiperdensidade em imagem 2D (A) e 3D (B) dos alvéolos pós extração 

de camundongos fêmeas senescentes WT vs 5LOKO controles (SF 0,9%) e tratadas com ZL 

(250ug/Kg - IP 1x por semana) 

   

Fonte: Autor 

 

 

4.2 Análise Histopatológica em HE e TG 

      As amostras foram analisadas em corte transversal do centro do alvéolo e visualizadas nos 

aumentos de 10x e 40x. No grupo controle WT observou-se discreta atividade osteogênica aos 

7 dias, seguindo para a formação de trabéculas ósseas regulares e em remodelação aos 21 dias. 

No grupo 5 LOKO, no período de 7 dias, notou-se maior atividade osteogênica, com produção 

de matriz óssea. Aos 21 dias, as trabéculas mostram-se maduras e os espaços medulares 

estabelecidos, com eventuais focos de leucócitos mononucleares. O grupo WT ZL mostrou 

persistência de coágulo sanguíneo aos 7 dias, em meio ao tecido de granulação. Aos 21 dias 

observou-se trabéculas ósseas irregulares com numerosas lacunas com ausência de osteócitos, 

em meio a tecido de granulação infiltrado por leucócitos mononucleares, predominantemente. 
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Nota-se ainda, presença de osteoclastos grandes e arredondados, não aderidos à superfície 

óssea. Aos 7 dias, o grupo 5LOKO ZL apresentou eventuais focos de coágulo em meio ao tecido 

de granulação infiltrado por leucócitos mononucleares, predominantemente. Aos 21 dias, 

notou-se ora atividade osteogênica com neoformação óssea, ora presença de tecido ósseo não 

viável e sequestros. Os eventos histológicos estão representados na Figura 3 (HE e TG). 

 

4.3 Análise de Birrefringência 

       A partir da análise quantitativa das fibras colágenas totais observou-se um aumento 

significativo nos grupos WT Controle, 181054±79366, em comparação com WT ZL, 

47876±33104, bem como comparando-se o 5LOKO Controle, 179049±47895, e 5LOKO ZL, 

76483±13269, no período de 7 dias. No entanto, aos 21 dias, não foram detectadas diferenças 

entre os grupos. Com relação às fibras evidenciadas pelo espectro vermelho, aos 7 dias 

observou-se aumento significativo no grupo 5LOKO Controle, 105761±10369, em comparação 

com o 5LOKO ZL, 28161±17584. Já aos 21 dias, somente o grupo WT Controle apresentou 

um aumento maior no número de fibras, 89764±45234, em comparação com o WT ZL, 

26553±18534. Não foram detectadas diferenças significativas na análise das fibras 

evidenciadas pelos espectros amarelo e verde, conforme pode-se observar na Figura 4 (A e B) 

e Tabela 2.   
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FIGURA 3 - Imagens representativas do aspecto histopatológico dos grupos WT, WT-ZL, 

5LOKO e 5-LOKO-ZL aos 7 e 21 dias experimentais (HE e TG, aumentos 10x e 100x) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 
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FIGURA 4 - Análise de birrefringência dos alvéolos pós extração de camundongos fêmeas 

senescentes WT vs 5LOKO controles (SF 0,9%) e tratadas com ZL (250ug/Kg - IP 1x por 

semana). A- Imagens comparativas em campo claro e por luz polarizada (aumento 20x). B- Os 

gráficos demonstram os resultados da análise quantitativa de fibras colágenas totais, e nos 

espectros vermelho, amarelo e verde. Os gráficos foram plotados no formato boxplot, 

apresentando valores de máximo e mínimo da distribuição, bem como a mediana. Diferenças 

estatísticas são apresentadas pelo símbolo *  
 

 

Fonte: Autor 
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TABELA 2 -  Média e desvio padrão da análise quantitativa de birrefringência 

 
FIBRAS TOTAIS 

 WTc -7d WTzl – 
7d 

5LOKOc – 
7d 

5LOKOzl – 
7d 

WTc – 
21d 

WTzl – 
21d 

5LOKOc – 
21d 

5LOKOzl – 
21d 

MÉDIA 181054 47876 179049 76483 264199 152208 501401 479935 
DP 79366 33104 47895 13269 121341 61126 282425 89803 

FIBRAS VERDES 
 
 

MÉDIA 

WTc -7d WTzl – 
7d 

5LOKOc – 
7d 

5LOKOzl – 
7d 

WTc – 
21d 

WTzl – 
21d 

5LOKOc – 
21d 

5LOKOzl – 
21d 

57370 16263 22421 25787 101143 127590 94288 163102 
DP 24864 11098 8276 9440 42635 69704 81702 71654 

FIBRAS AMARELAS69704 
 

MÉDIA 
DP 

        
69991 16080 50868 22536 73292 29824 162802 118305 
57023 14210 49644 8662 60025 19084 203141 98311 

FIBRAS VERMELHAS 
 WTc -7d WTzl – 

7d 
5LOKOc – 

7d 
5LOKOzl – 

7d 
WTc – 

21d 
WTzl – 

21d 
5LOKOc – 

21d 
5LOKOzl – 

21d 
MÉDIA 53693 19532 105761 28161 89764 26553 146592 66094 

DP 21411 15962 10369 17584 45234 18534 100437 67930 

 

Fonte: Autor 

 

 

4.3 Análises Imuno-histoquímicas – Runx2, TRAP e F4/80 

      A partir da quantificação das células imunomarcadas, observou-se um número maior de 

células TRAP+ aos 21 dias no grupo WT Controle, 5,68±1,575, em comparação ao WT ZL, e 

5LOKO Controle. Com relação às células Runx-2+, detectou-se aumento significativo entre 

WT Controle e WT ZL, 2,9±1,371 e entre 5LOKO Controle, 1±0,7071, e 5LOKO ZL, 

2,167±1,472, aos 7 dias. Aos 21 dias, somente o WT Controle, 10,5±1,514, mostrou maior 

número de células Runx-2+ em comparação ao WT ZL, 2,75±1,369. Não foram identificadas 

diferenças entre os demais grupos. Já as células F4/80+ foram mais numerosas no grupo WT 

Controle aos 7 dias 6±3,162, em comparação ao WT ZL, 1,909±1,7, e 5LOKO Controle, 

0,7273±0,827. Aos 21 dias, não foram detectadas diferenças significativas entre os grupos, 

conforme observa-se na Figura 5 A-C e Tabela 3.  
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FIGURA 5. A) Imagens representativas das células marcadas positivamente para TRAP, 

Runx2 e F4/80 pela técnica imuno-histoquímica. B-D) Os gráficos demonstram os resultados 

da análise quantitativa de das células marcadas positivamente para cada anticorpo. Os gráficos 

foram plotados no formato boxplot, apresentando valores de máximo e mínimo da distribuição, 

bem como a mediana. Diferenças estatísticas são apresentadas pelo símbolo *  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 

TABELA 3 -  Média e desvio padrão da análise quantitativa das células positivamente 

marcadas pela técnica imuno-histoquímica para as proteínas TRAP, RUNX-2 e F4/80 
 

TOTAL DE OC TRAP+ 
 WTc 

7d 
WTzl 

7d 
5LOKOc 

7d 
5LOKOzl  

7d 
WTc 
21d 

WTzl 
21d 

5LOKOc  
21d 

5LOKOzl  
21d 

MÉDIA 08433 0,4958 0,2004 0,56 5,68 2,9 1 2,167 
DP 06813 0,4038 0,447 0,503 1,575 1,371 0,7071 1,472 

TOTAL DE CÉLULAS RUNX2+ 
 WTc 

7d 
WTzl 

7d 
5LOKOc 

7d 
5LOKOzl  

7d 
WTc 
21d 

WTzl 
21d 

5LOKOc  
21d 

5LOKOzl  
21d 

MÉDIA 9,963 1,325 12,68 3,4 10,5 2,75 9,938 5,563 
DP 1,08 1,417 1,36 0,7118 1,514 1,369 3,23 2,453 

TOTAL DE CÉLULAS F4/80+ 
 WTc 

7d 
WTzl 

7d 
5LOKOc 

7d 
5LOKOzl  

7d 
WTc 
21d 

WTzl 
21d 

5LOKOc  
21d 

5LOKOzl  
21d 

MÉDIA 6 1,909 0,7273 0,3529 1,625 3,429 0,75 0,1 
DP 3,162 1,7 0,827 0,6063 1,685 1,618 1,183 0,3162 

Fonte: Autor 
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5 DISCUSSÃO 

Os efeitos do ZL no processo de reparo de camundongos fêmeas senescentes já foram 

demonstrados detalhadamente em estudo anterior por este mesmo grupo de pesquisa 

(BIGUETTI et al., 2019) devido à ausência de investigações pré-clínicas que considerassem as 

variáveis gênero e idade conjuntamente, consistentes com as condições clinicas favoráveis ao 

desenvolvimento das OMs. No presente trabalho, comparamos o mesmo modelo experimental 

com sua variante geneticamente modificada para 5LO, a fim de se investigar os efeitos da 

inibição desta enzima ao longo do tempo, uma vez que a mesma encontra-se diretamente 

relacionada aos eventos de osteoclastogênese (BONEWALD et al., 1997).    

Considerando-se a saúde geral dos animais, a inibição da 5LO parece não ter interferido 

negativamente no processo de envelhecimento. Ao contrário, clinicamente os animais 

apresentaram fenótipo mais robusto em comparação aos WT (dados não apresentados), uma 

vez que esta inibição resulta em um animal com condições esqueletais semelhantes à 

osteopetrose, com menor número de osteoclastos e consequentemente, diminuição do turnover 

ósseo e possibilidade de manutenção de sua massa óssea ao longo do tempo (BONEWALD et 

al., 1997). Este foi o motivo pelo qual o presente modelo foi eleito para esta investigação. 

Considerando-se o mecanismo de ação dos BFs nitrogenados na homeostasia dos osteoclastos 

levando-os à incapacidade de exercer a atividade de reabsorção óssea, e assim, resultando em 

um tecido ósseo com menor capacidade reacional (ROGERS et al., 2011), a hipótese inicial foi 

a de que os animais 5LOKO também desenvolvessem a OM após uma injúria na cavidade bucal, 

uma vez que apresentam características semelhantes, porém, resultantes de diferentes 

mecanismos (KANG et al., 2015). No entanto, os resultados obtidos apontam para outros efeitos 

colaterais da droga envolvidos em sua etiopatogenia, sendo que as características do tecido 

ósseo representam apenas um dos fatores que levam a esta condição patológica, conforme já 

observado em estudos clínicos e estudos experimentais (KOERDT et al., 2014), por meio de 

diferentes abordagens.  

Durante o processo de reparo, comparando-se os animais WT e 5LOKO Controles pode-se 

confirmar a capacidade precoce de neoformação óssea também em reparo de osso 

intramembranoso, tanto pelos resultados da microarquitetura óssea (microCT) quanto pela 

análise histopatológica e imuno-histoquímica dos alvéolos em reparação. Apesar da não 

detecção de diferenças significativas no parâmetro BV/TV entre os grupos no período inicial 

de formação óssea (7 dias), observou-se padrões diferentes entre os grupos. Enquanto que nos 

animais WT a neoformação óssea se concentrava na periferia dos alvéolos, nos 5LOKO a 

mesma podia ser observada no interior dos alvéolos, coerentes com a marcação imuno-

histoquímica pela proteína Runx-2. Em ambos, a quantidade de fibras colágenas totais foram 

significativamente maiores que os grupos medicados com o ZL. Tais informações são inéditas, 

uma vez que a capacidade de reparação óssea acelerada em animais 5LOKO já havia sido 

identificada por Manigrasso e O’Connor (2010) em estudo sobre o assunto, porém, em modelo 

de fratura de ossos endocondrais (fêmur).  

Especificamente, quando da associação do ZL durante o processo de reparo alveolar, 

algumas alterações puderam ser observadas. A partir da análises realizadas, pode-se confirmar 
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quadro compatível com OM nos animais WT ZL respeitando-se as características específicas 

deste modelo animal, como as diferenças nos aspectos clínicos da mesma quando comparado 

com as dos humanos, bem como na severidade das lesões, conforme criteriosamente esclarecido 

em Biguetti et al. (2019).  

Assim, a partir das imagens obtidas pelo microCT, pode-se afirmar que o ZL influenciou a 

qualidade da microarquitetura óssea trabecular, durante o processo de reparo alveolar de forma 

significativa nos animais WT e 5LOKO, no entanto, de forma mais pronunciada nos WT 

observada pela deficiência micro arquitetural das trabéculas ósseas mineralizadas, somada à 

eventuais fraturas patológicas (Figura 2), confirmando uma certa resistência do animal com 

deficiência para a enzima 5LO aos efeitos da medicação devido, possivelmente, às 

características inerentes a estes animais conforme já descrito. Enquanto que o grupo WT ZL 

apresentava atraso evidente no reparo alveolar, associado a intenso infiltrado inflamatório, o 

5LOKO ZL exibia inflamação moderada, porém com trabéculas ósseas em fase de maturação 

no período de 21 dias. Ainda, com relação à qualidade da matriz colagenosa, o grupo 5LOKO 

e 5LOKO ZL não apresentaram diferenças significativas considerando as fibras de espectro 

vermelho relacionadas à melhor qualidade da matriz óssea mineralizada.  

Com relação às células marcadas positivamente para F4/80, só foram observadas diferenças 

significativas entre o WT Controle e os grupos WT ZL e 5LOKO Controle no período de 7 

dias, sendo maior no grupo WT Controle neste período inicial do reparo, não apresentando 

diferenças quando comparado com o 5LOKO ZL. Quando da análise das células TRAP 

positivas, este quadro se manteve, com um número significativamente maior no grupo WT 

Controle em comparação aos WT ZL e 5LOKO Controle. Tal condição pode encontrar relação 

a respeito da origem das células osteoclásticas e macrofágicas, refletindo nos períodos mais 

tardios da reparação óssea (VERMEER et al., 2013).  

Apesar destas diferenças, considerando-se os resultados das metodologias adotadas, o 

fenótipo esqueletal osteopetrótico dos animais 5LOKO não parece ser suficiente para o 

desenvolvimento das OMs relacionadas ao uso do BF ZL, abrindo novas possibilidades de 

estudo para outros fatores relacionados aos efeitos da droga em nível sistêmico no presente 

modelo animal.  
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6 CONCLUSÃO 

O processo de reparo em camundongos fêmeas senescentes da linhagem 129/Sv WT e 

5LOKO associados ao uso do BF ZL ocorreu de modo distinto, levando a quadro de OM nos 

animais WT e atraso nos animais 5LOKO, sem sinais histopatológicos que caracterizem a 

doença. Deste modo, a inibição da enzima 5LO parece influenciar de maneira positiva o 

processo de reparo ósseo intramembranoso alveolar, mesmo na presença de fenótipo esqueletal 

osteopetrótico, sugerindo outros fatores relacionados à droga que favoreçam o desenvolvimento 

da OM no presente modelo animal.   
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