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Oliva AH. Processo de reparo alveolar frente à administração de bifosfonato 

nitrogenado: avaliação comparativa em camundongos 129/Sv-WT e  129/Sv 5-LOKO 

[tese]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2022. 

RESUMO 

A instalação das osteonecroses dos maxilares(OM) tem sido relacionada ao uso 

crônico de medicamentos antirreabsortivos indicados para doenças e distúrbios do 

metabolismo ósseo, como os bifosfonatos nitrogenados (nBF), especialmente 

quando associados a intervenções cirúrgicas-odontológicas. Deste modo, especula-

se que a instalação desta doença não ocorre somente devido à condição do tecido 

ósseo e sua capacidade reacional, mas principalmente pela sua condição de defesa 

imunológica. O presente estudo tem como objetivo analisar o padrão de reparo 

ósseo de alvéolos dentários de incisivos superiores recém-extraídos de 

camundongos 129/Sv geneticamente modificados (knockouts – KO) para a enzima 

5-lipoxigenase (5-LO), os quais apresentam fenótipo esqueletal osteopetrótico, 

comparando-os com tipo selvagem (Wild Type – WT), com e sem administração de 

nBF. Para tanto foram utilizados 80 camundongos machos com idades variando 

entre 8 e 10 semanas, sendo 46 animais 129/Sv WT e 46 animais 129/Sv 5-LOKO, 

os quais foram submetidos à exodontia do dente incisivo superior direito e divididos 

em quatro grupos de acordo com o tratamento: Grupo WT – 0,1 ml de soro 

fisiológico 0,9%, Grupo WT-ZL – 0,5 mg/Kg de ácido zoledrônico (ZL), Grupo 5-

LOKO -  0,1 ml de soro fisiológico 0,9%, Grupo 5-LOKO-ZL – 0,5 mg/Kg de ZL, 

sendo ambas soluções administradas intraperitonealmente (IP) 1x por semana até o 

final do experimento. Após os períodos de 7, 14 e 30 dias, cinco animais de cada 

grupo foram submetidos à eutanásia para remoção das maxilas direitas contendo os 

alvéolos para as análises histopatológica, histomorfométrica e imuno-histoquímica 

para COX-2, OPG, RANKL e TRAP. Os resultados não mostraram diferença 

significativa para a quantidade de matriz óssea entre os grupos WT, KO e WT-ZL. 

Contudo, foi observado que o grupo KO-ZL apresentou significativamente menos 

matriz óssea em todos os períodos quando comparado com WT-ZL, além de maior 

quantidade de células inflamatórias no 14 e 30 dias. Observou-se aumento 

significativo de células COX-2+ no grupo WT aos 14 dias em comparação com os 

demais. Detectou-se aumento de OPG ao final do reparo em todos os grupos. 

Aumento significativo de RANKL foi observado no grupo KO aos 7 dias, em 



 

 

comparação com 5-LOKO, sendo que ao final do reparo WT-ZL mostrou células 

RANKL+ significativamente elevadas em comparação com WT e KO-ZL. No entanto, 

somente aos 14 dias observou-se aumento significativo de células TRAP+ nos 

grupos WT e WT-ZL em comparação com KO e KO-ZL. A partir destes resultados, 

pode-se concluir que os animais 5-LOKO apresentaram formação óssea precoce em 

alvéolos dentários pós-exodontia comparados com os animais WT. No entanto, os 

efeitos do ZL foram mais deletérios nos camundongos 5-LOKO, possivelmente pela 

influência da droga e efeitos da inibição desta enzima nos eventos inflamatórios no 

curso do reparo.   

 

Palavras-chave: Bisfosfonatos.Camundongos. 5-Lipoxigenase. Regeneração óssea.  

  



 

 

Oliva AH. Alveolar bone repair of mice under administration of bisphosphonate 

containing nitrogen: comparative investigation between 129/Sv-WT and 129/Sv 5-

LOKO [tese]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 

2022. 

ABSTRACT 

Osteonecrosis of the jaws has been related to the chronic use of antiresorptive drugs 

indicated for diseases and disorders of bone metabolism, such as nitrogenous 

bisphosphonates (nBP), especially when associated with surgical-dental 

interventions. Thus, it is speculated that the onset of this disease does not occur only 

due to the condition of the bone tissue and its reactive capacity, but mainly due to its 

immunological defense condition. The present study aimed to analyze the bone 

repair pattern of dental alveoli of maxillary incisors recently extracted from 129/Sv 5-

LOKO mice, which had an osteopetrotic skeletal phenotype, comparing them with 

wild type, 129/Sv WT, with and without administration of nBP. For that, 80 male mice 

were used with ages varying between 8 and 10 weeks, being 46 animals 129/Sv WT 

and 40 animals 129/Sv 5-LOKO, which were submitted to the extraction of the upper 

right incisor tooth and divided into four groups of according to treatment: WT Group - 

0.1 ml of 0.9% saline solution, WT-ZL Group - 0.5 mg/Kg of zoledronic acid, Group 5-

LOko - 0.1 ml of 0.9 saline solution %, Group 5-LOko-ZL – 0.5 mg/Kg of zoledronic 

acid, both solutions being administered intraperitoneally (IP) 1x a week until the end 

of the experiment. After periods of 7, 14 and 30 days, five animals from each group 

were euthanized to remove the right jaws containing the alveoli. They were 

immediately fixed in order to be prepared for the following methodological 

procedures: histotechnical processing for making histological slides stained with 

hematoxylin and eosin and immunohistochemical No significant difference was found 

for the amount of bone matrix between the WT, KO and WT-ZL groups. However, it 

was observed that the KO-ZL group presented significantly less bone matrix in all 

periods when compared to WT-ZL, in addition to a greater amount of inflammatory 

cells at 14 and 30 days. There was a significant increase in COX-2+ cells in the WT 

group at 14 days compared to the others. An increase in OPG was detected at the 

end of the repair in all groups. Significant increase in RANKL was observed in the KO 

group at 7 days, compared to 5-LOKO, and at the end of repair WT-ZL showed 

significantly elevated RANKL+ cells compared to WT and KO-ZL. However, only at 



 

 

14 days there was a significant increase in TRAP+ cells in the WT and WT-ZL groups 

compared to KO and KO-ZL. From these results, it can be concluded that 5-LOKO 

animals showed early bone formation in post-extraction tooth sockets compared to 

WT animals. However, the effects of ZL were more deleterious in 5-LOKO mice, 

possibly due to the influence of the drug and the effects of inhibition of this enzyme 

on inflammatory events in the course of repair. 

Keywords: Mice. Bone regeneration. Bisphosphonates. 
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1 INTRODUÇÃO 

Atualmente não há dúvidas sobre a relação entre o uso crônico de bifosfonato 

nitrogenados (nBFs) e a instalação das osteonecrose dos maxilares (OM), 

especialmente no que diz respeito ao mecanismo de ação desta classe de 

medicamentos sobre as células do tecido ósseo, resultando em diminuição no ritmo 

de remodelação do mesmo. Sabe-se que os osteoclastos (OCs) são as principais 

células-alvo da ação dos nBFs, os quais atuam interferindo na organização do seu 

citoesqueleto e impedem a formação da borda corrugada pela via mevalonato [1]. 

Deste modo, não há a formação do compartimento de reabsorção celular, o que leva 

as células à apotose [2]. No entanto, evidências têm revelado que efeito contrário, 

anti-apoptótico, é exercido pelos nBFs sobre os osteócitos [3, 4]. Como 

consequência, os osteócitos perecem por senescência e por acúmulo de danos, não 

sendo repostos pelo déficit na remodelação óssea instalada [5]. 

Apesar das claras evidências sobre a ação dos nBFs sobre as células ósseas, 

recentes investigações tem apontado para outras atuações deste grupo de drogas 

levando-se em conta a heterogeneidade existente entre as células OCs localizadas 

em diferentes ossos do esqueleto (ossos de origem endocondral e 

intramembranosa), bem como a influência dos nBFs nas células do sistema 

imunológico [6, 7], especialmente com as células do sistema mononuclear 

fagocitário, monócitos e macrófagos, os quais se encontram suprimidos em locais de 

OM induzida por uso de bifosfonatos [8]. De fato, sabe-se que o sistema imune 

exerce um papel importante sobre a homeostasia do tecido ósseo, atuando na 

regulação das células ósseas por meio da produção de citocinas pró e 

antiinflamatórias por macrófagos e linfócitos.  

Há tempos sabe-se que os produtos gerados durante o processo inflamatório 

têm uma influência no reparo de feridas ósseas, especialmente no que se refere à 

ação das prostaglandinas (PGE2) sobre os osteoblastos, as quais são produtos das 

enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2) na metabolização do ácido araquidônico [9, 10]. 

Adicionalmente, a enzima 5-lipoxigenase (5-LO) também atua na metabolização do 

ácido araquidônico, catalisando a conversão desse substrato em dois grupos 

principais de leucotrienos: LTB4 e cistenil leucotrieno (CysLT), os quais atuam via 

dois receptores acoplados à proteína G. Uma das funções do receptor-1 de CysLT 



16 

 

(LTR1) é a indução do sinal de Ca2+ intracelular. No início da osteoclastogênese, o 

RANKL aumenta a concentração de Ca2+ no interior das células precursoras dos 

OCs, ativando o fator nuclear de células T ativadas c1 (NFATc1), principal fator de 

transcrição dos genes osteoclásticos, pela fosfatase calcineurina e deste modo, 

regulando a formação dos OCs via sinalização deste íon [11]. Sugere-se ainda que a 

inibição medicamentosa da via COX desviaria a metabolização do ácido 

araquidônico para a via 5-LO, produzindo altos níveis de leucotrienos [12]. Apesar 

da falta de informações sobre a influência da 5-LO no metabolismo ósseo em 

condições fisiológicas, evidências sugerem que os leucotrienos gerados a partir 

desta enzima estimulem a atividade dos OCs [13]. De modo interessante, a COX-2 e 

a 5-LO exercem efeitos opostos, considerando-se a COX-2 essencial para a 

reparação óssea e a 5-LO deletéria para este processo. 

Tais informações a respeito da 5-LO sobre o reparo ósseo confirmam os 

achados de Bonewald et al. [14] e Manigrasso e O’Connor [15] em estudos 

realizados com camundongos knockout para 5-LO (5-LOKO), os quais revelaram o 

fenótipo ósseo destes animais com importante espessamento da cortical e processo 

de reparo mais acelerado de fratura de fêmur, respectivamente. 

A supressão osteoclástica exercida pelos bifosfonatos é apontada como 

principal fator, dentre sua etiologia multifatorial, para a instalação de OM. Porém, a 

condição de déficit da atividade ou gênese de osteoclastos, não é exclusiva da ação 

dos bifosfonatos. Algumas condições sistêmicas de causa genética, como a 

osteopetrose congênita, reproduzem o déficit de osteoclastos, bem como a redução 

da capacidade do turnover ósseo, sem, contudo, apresentar OM como risco iminente 

[16].  

O perfil osteopetrótico dos camundongos knockout para enzima 5-LO ocorre, 

pois, esta enzima é responsável pela via que, a partir de seus subprodutos, resulta 

na osteoclastogênese, como descrito anteriormente [11]. Desta forma, a deleção 

genética desta enzima prejudica a formação de osteoclastos, podendo, 

supostamente, reproduzir um dos fatores causais da OM e sua influência no reparo 

ósseo.  Este modelo animal, portanto, permite a análise da resposta de ossos de 

fenótipo osteopetrótico frente a uma injúria dento-alveolar, podendo submete-los à 

terapia antirreabsortiva a fim de se observar o padrão de resposta inflamatória local, 
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susceptibilidade ao desenvolvimento de OMs e influência no curso do processo de 

reparo.  

O presente estudo teve como objetivo analisar o padrão de reparo ósseo de 

alvéolos dentários de incisivos superiores recém-extraídos de camundongos com 

fenótipo normal (129/Sv-WT) e osteopetrótico (129/Sv 5-LOKO), com e sem 

administração de nBF. 
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2 MATERIAL E MÉTODO 

2.1 Validação do modelo animal 

Previamente foi realizado um estudo piloto para confirmação do 

desenvolvimento do perfil ósseo osteopetrótico esperado para os animais 129/Sv 5-

LOKO. A partir da análise de MicroCT, como visto na Figura 1, foi possível observar 

o aumento de massa óssea, tanto da espessura trabecular quanto cortical, 

confirmando osteopetrose nesses animais e validando o modelo animal para a 

premissa do estudo.  

 

Figura 1 - Reconstrução de MicroCT de fêmures de camundongos 

 

A reconstrução microtomográfica compara a massa óssea cortical e trabecular entre fêmures de 
animais da linhagem 129 Sv/WT (selvagem) e 129/Sv 5-LOKO. 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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2.2 Modelo experimental 

Para a presente pesquisa, serão utilizados um total de 60 camundongos (30 

da linhagem 129/Sv 5-LOKO e 30 da linhagem 129/Sv-WT) machos com idade entre 

8 e 10 semanas, peso médio de 28 gramas, a serem divididos em 4 grupos distintos 

e analisados em quatro períodos experimentais (n=5 por grupo para os períodos de 

7, 14 e 30 dias), de acordo coma Tabela 1. 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. O ácido zoledrônico foi aplicado via 

intraperitoneal na dose de 0,5mg/Kg (500 µg/Kg), uma vez por semana, iniciando-se 

4 semanas antes da exodontia do incisivo superior direito e persistindo até a 

eutanásia. 

 

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

Identificação do 

grupos 

n Tratamento 

Grupo WT 20 129/Sv-WT – 0,05 ml de soro fisiológico 0,9% IP 1x por semana 

Grupo WT-ZL 20 129/Sv-WT – 0,5 mg/Kg  IP de ácido zoledrônico 1x por semana  

Grupo KO 20 129/Sv 5-LOKO - 0,05 ml de soro fisiológico 0,9% IP 1x por semana 

Grupo KO-ZL 20 129/Sv 5-LOKO – 0,5 mg/Kg-1 ácido zoledrônico IP 1x por semana  

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

2.3 Procedimento cirúrgico 

Inicialmente os animais foram submetidos à sedação profunda administrada 

via intraperitoneal (IP), utilizando combinação do sedativo cloridrato de quetamina 

(80‐100 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) 
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(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 realizado divulsão da 

mucosa inserida com Hollembeck número 3s. Com pinça adaptada para este modelo 

animal, o dente foi luxado e extraído. Posteriormente, o alvéolo foi irrigado com soro 

fisiológico 0,9% estéril (Figura 1). 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 onde receberão fosfato de 

codeína (Codein®, Cristália, SP, Brasil) na dose de 50mg/Kg a cada 4 horas por três 

dias, por via subcutânea. Os animais foram divididos em quatro grupos distintos de 

acordo com o tipo de tratamento como mostra a Tabela 1. 

 

Figura 2 - Farmacoterapia e exodontia 

 

Em A. Administração semanal de ZL via IP; B. Luxação com sonda exploradora adaptada para 
realizar exodontia do incisivo superior direito com pinça clínica. 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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2.4 Eutanásia 

Os animais foram selecionados ao acaso em número de 5 por grupo nos 

períodos de 7 e 14 e 30 dias após o procedimento cirúrgico, sendo eutanasiados por 

meio sobredosagem do anestésico cloridrato de quetamina (250mg/Kg) via IP. 

Constatada a morte dos animais, as maxilas contendo os alvéolos extraídos foram 

mediatamente imersas em frascos individuais contendo formalina a 10% tamponada. 

 

2.5 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 

apresentem 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 sagital, utilizando-se 

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

para coloração com Hematoxilina e Eosina (HE) e cortes de 3 μm de espessura para 

técnica imuno-histoquímica.  

 

2.6 Análise histopatológica 

A análise qualitativa dos alvéolos dentários foi feita em todos os cortes 

corados em HE, 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.  

 

2.7 Técnica imunohistoquímica  

Para a determinação dos padrões moleculares da região de reparo ósseo 

foram padronizados os anticorpos para a caracterização da capacidade osteogênica 
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e osteoclastogênica, bem como a qualidade do tecido ósseo por meio de marcação 

imunohistoquímica do fator de transcrição TRAP e o balanço da remodelação óssea 

pela marcação de RANKL e OPG, além da marcação da enzima COX-2 mostrando 

atividade celular de potencial inflamatório. Para tanto, cortes de 3 µm foram tratados 

com proteinase K por 30 minutos em temperatura ambiente. A peroxidase endógena 

foi 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 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, estas foram 

submetidas a análise semi-quantitativa. Foram realizadas fotomicrografias de cerca 

de 8 campos de cada alvéolo em objetiva de 40, a partir das quais foram realizadas 

análises semi-quantitativas, considerando-se os seguintes escores: 0 = ausência de 

células imunomarcadas; 1 até 25% do campo contendo células imunomarcadas; 2 = 

entre 25% e 50% do campo contendo células imunomarcadas; 3 = mais de 75%  do 

campo contendo células imunomarcadas, e 4 = 100% do campo com células 

imunomarcadas [17].  

 

2.8 Análise histomorfométrica 

A análise quantitativa dos alvéolos dentários foi feita em todos os cortes 

corados em H.E., sendo capturados 8 campos em objetiva de 100x de cada alvéolo. 

Para se realizar a histomorfometria foi determinado um retículo no software ImageJ 

contendo 120 pontos, a fim de se quantificar: fibras colágenas, fibroblastos, vasos 

sanguíneos, matriz óssea, osteócitos e lacunas, osteoclastos, osteoblastos e 

leucócitos. 
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2.9 Análise estatística 

Os testes estatísticos da análise qualitativa histométrica e da análise semi-

quantitativa imunohistoquímica foram realizados no software GraphPad Prism® 7.04 

(La Jolla, CA, USA). Para distinção dos dados paramétricos e não paramétricos, 

foram aplicados os testes de normalidade e homoscedasticidade (Shapiro-Wilk). 

Posteriormente, os dados foram submetidos ao teste One-Way ANOVA, seguidos do 

pós-teste de Tukey, com nível de significância de p<0,05. 
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3 RESULTADOS  

3.1 Análise microscópica histológica 

3.1.1 Descrição morfológica qualitativa  

O reparo ósseo do grupo WT foi observado a partir do primeiro período (7 

dias), onde notou-se formação óssea e osteóide nas paredes do alvéolo e o centro 

do defeito com predominância de tecido de granulação e osteoblastos associados à 

matriz mineralizada irregular, demonstrando atividade osteogênica. No período de 

14 dias houve formação de trabéculas ósseas primárias, ricas em osteócitos e 

osteoblastos em atividade na superfície óssea. Avançando para o último período (30 

dias), observou-se trabéculas ósseas maduras com células de revestimento ósseo 

bem definidas em seu entorno e espaços medulares delineados. A associação com 

bifosfonatos (grupo WT-ZL), aos 7 dias, evidenciou regiões com matriz óssea 

definida e preenchida com lacunas de osteócitos coexistindo com áreas de matriz 

óssea irregular e osteoblastos circunjacentes cuja morfologia poderia se apresentar 

colunar ou irregular. Aos 14 dias do grupo WT-ZL, as trabéculas apresentavam-se 

delineadas, porém com lacunas acelulares. Os osteoclastos presentes 

demonstravam aspecto arredondado, desacoplados da superfície óssea, irregulares 

e sem formação da borda corrugada. Um moderado infiltrado inflamatório 

predominantemente mononuclear (MN) foi observado. No período de 30 dias as 

trabéculas ósseas eram mais evidentes, porém marcadas por regiões centrais com 

lacunas osteocíticas não delineadas e vazias, cujo tamanho variava, bem como 

linhas de reversão irregulares. O infiltrado inflamatório persistiu neste período, 

porém com polimorfonucleares (PMN) neutrófilos. 

Aos 7 dias o grupo KO apresentou trabéculas mais definidas quando 

comparado com o grupo WT, apesar de delgadas e entremeadas por células 

osteoblásticas em meio ao tecido conjuntivo frouxo. Eventualmente, a matriz óssea 

mostrava-se nitidamente desorganizada.  Aos 14 dias, as trabéculas ósseas 

mostravam-se regulares, tornando-se maduras aos 30 dias. Por toda a extensão do 

alvéolo foi possível notar infiltrado inflamatório MN e PMN difuso, persistente aos 30 

dias. Aos 7 dias, o grupo KO-ZL apresentava atividade osteogênica com deposição 

de matriz irregular em meio a focos de coágulo. De permeio notou-se infiltrado 

inflamatório difuso MN e PMN. No período de 14 dias já se observam trabéculas 
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regulares localizadas nas paredes dos alvéolos, ora com osteócitos evidentes, ora 

com lacunas pequenas e vazias, em meio a tecido de granulação com focos de 

infiltrado predominantemente MN. A matriz apresenta numerosas linhas de reversão 

irregulares, bem como discretas áreas semelhantes à “algodão”. Aos 30 dias, 

observou-se trabéculas ósseas em sua maioria ainda primárias e irregulares, ricas 

em osteócitos aprisionados em grandes lacunas. Observam-se osteoclastos ora 

aderidos à superfície óssea, ora arredondados e não aderidos à matriz. Focos de 

leucócitos MN e eventuais PMNs também estavam presentes. Detalhes da análise 

histopatológica podem ser observadas na Figura 3. 
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Figura 3 – Imagens representativas histológicas 

 

Aos 7 dias observa-se atividade osteogênica (*) nos grupos WT, WT-ZL e KO-ZL. Já no KO, as 
trabéculas mostram-se regulares (Tb). Aos 14 dias tem-se trabéculas regulares (Tb) nos grupos WT, 
WT-ZL e KO, enquanto que o grupo KO-ZL ainda se apresenta em atividade osteogênica. Aos 30 
dias, os grupos WT, WT-ZL e KO apresentavam um osso trabeculado maduro (Tm), porém, no grupo 
KO-ZL estava presente trabéculas ainda primárias (Tp). Além disso, para o grupo WT-ZL chama-se 
atenção para as lacunas vazias (Lz). Coloração das lâminas por hematoxilina e eosina. 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

3.1.2 Descrição morfológica quantitativa  

Para os animais do grupo WT, ao avaliar a quantidade de fibroblastos no 

período de 7 dias, foi notado que o grupo KO apresentou um aumento 

estatisticamente significante da quantidade dessas células no mesmo período. Além 

disso, houve diferença estatisticamente significante entre WT e WT-ZL no período 

de 30 dias com relação ao nível elevado de osteoclastos aderidos nos animais WT-
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ZL e também se observou diferença estatisticamente significante com relação aos 

níveis de células inflamatórias entre WT e WT-ZL no período de 14 dias, com 

maiores níveis no grupo WT, e entre os animais WT 30 dias e KO 30 dias, com 

níveis elevados para o grupo KO. Por fim, foram conservados os níveis de vasos 

sanguíneos, fibras, matriz óssea, osteócitos, lacunas vazias, osteoblastos, 

osteoclastos não aderidos, coágulo e outros do grupo WT. 

O grupo de animais WT-ZL foi o que apresentou maiores diferenças 

estatisticamente significantes, podendo ser citado um baixo nível de fibroblastos 

quando comparado WT-ZL 7 dias e KO-ZL 7 dias (Figura 5); níveis elevados de 

matriz óssea quando comparado todos os períodos do WT-ZL e KO-ZL; alto nível de 

osteoblasto quando confrontado o grupo WT-ZL e KO-ZL aos 7 dias; níveis 

aumentados de osteoclastos aderidos aos 30 dias na comparação entre WT-ZL e 

WT; níveis baixos de células inflamatórias na comparação de WT-ZL e WT; e WT-ZL 

vs KO-ZL, ambos aos 14 dias e por último, baixos níveis da categoria ‘’outros’’ 

quando na comparação entre WT-ZL vs KO-ZL em ambos os períodos de 14 e 30 

dias. Nas demais categorias (vaso sanguíneos, fibras, osteócitos, lacunas vazias, 

osteoclasto desaderido e coágulo) os níveis foram conservados quando 

confrontados com os outros grupos de animais. 

Os resultados apresentados pelo grupo KO revelam que houve diferença 

estatisticamente significante com baixos níveis de fibroblastos quando comparados 

aos animais KO-ZL no período de 7 dias; níveis elevados de fibras quando 

confrontados com KO-ZL no período de 7 dias; elevada porcentagem de matriz 

óssea a partir da comparação com o grupo KO-ZL aos 14 dias; e elevados níveis de 

células inflamatórias na comparação com o grupo WT no período de 30 dias. Para 

os outros parâmetros, foram conservados os níveis durante os três períodos. 

Por fim, temos que os resultados do grupo KO-ZL revelaram diferenças 

estatisticamente significantes com elevados níveis de fibroblastos aos 7 dias quando 

comparado aos grupos KO e WT-ZL; baixa quantidade de fibras aos 7 dias e maior 

número de fibras aos 30 dias quando confrontado com o grupo KO;  baixos níveis de 

matriz óssea aos 7, 14 e 30 dias na comparação com os grupos WT-ZL, KO e WT-

ZL, respectivamente e altos níveis aos 14 dias comparado ao grupo WT-ZL; baixos 

níveis de osteoblastos aos 7 dias quando comparado ao outro grupo de animais 

medicados (WT-ZL); altos níveis de células inflamatórias aos 14 e 30 dias na 
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comparação com os mesmos períodos do grupo WT-ZL. Os demais parâmetros não 

citados com diferença estatisticamente significante, mantiveram os níveis entre os 

outros grupos. Os gráficos representativos dos resultados estatísticos referentes aos 

parâmetros analisados podem ser observados nas Figuras de 4 a 15.   

 

Figura 4 – Mensuração área de vasos sanguíneos  

 

Porcentagem da densidade de área de vasos entre os grupos e seus períodos. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022 

 

Figura 5 – Mensuração da área de fibroblastos 

 

Porcentagem da densidade de fibroblastos entre os grupos e seus períodos. O (*) revela as 
diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022 
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Figura 6 – Mensuração da área de fibras colágenas 

 

Porcentagem da densidade de área de fibras entre os grupos e seus períodos. O (*) revela as 
diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022 

 

 

 

Figura 7 – Mensuração da área da matriz óssea 

 

Porcentagem da densidade de área de matriz óssea entre os grupos e seus períodos. O (*) revela as 
diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022 
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Figura 8 – Mensuração da área de osteócitos 

 

Porcentagem da densidade de área de osteócitos entre os grupos e seus períodos. O (*) revela as 
diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022 

 

 

 

Figura 9 – Mensuração da área de lacunas vazias 

 

Porcentagem de densidade de área de lacunas vazias entre os grupos e seus períodos. O (*) revela 
as diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022 
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Figura 10 – Mensuração da área de osteoblastos 

 

Porcentagem de densidade de área de osteoblastos entre os grupos e seus períodos. O (*) revela as 
diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022 

 

 

Figura 11 – Mensuração da área de osteoclastos aderidos 

 

Porcentagem de densidade de área de osteoclastos entre os grupos e seus períodos. O (*) revela as 
diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04, 2022 
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Figura 12 – Mensuração da área de osteoclastos desaderidos 

 

Porcentagem de densidade de área de osteoclastos desaderidos entre os grupos e seus períodos. O 
(*) revela as diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022). 

 

 

Figura 13 – Mensuração da área de células inflamatórias 

 

Porcentagem de densidade de área de células inflamatórias entre os grupos e seus períodos. O (*) 
revela as diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022). 
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Figura 14 – Mensuração da área de coágulo sanguíneo 

 

Porcentagem de densidade de área de coágulo sanguíneo entre os grupos e seus períodos. O (*) 
revela as diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022). 

 

 

 

Figura 15 – Mensuração da área de outros elementos 

 

Porcentagem de densidade de área de outros elementos entre os grupos e seus períodos. O (*) 
revela as diferenças estatisticamente significantes. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022). 
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3.2 Imuno-histoquímica 

3.2.1 Análise semiquantitativa 

Após a imunomarcação, identificação e análise semiquantitativa das proteínas 

COX-2, OPG, RANK-L e TRAP, os escores obtidos foram submetidos ao teste de 

Kruskall Wallis seguido do pós-teste de Dunn considerando o nível de significância 

de 5%. Um gráfico representativo obtido das médias dos scores foi produzido para 

ilustrar as diferenças significativas dos scores.  

COX-2 - Observou-se marcação positiva para a enzima COX-2 nas células do tecido 

ósseo, como osteócitos e osteoblastos, bem como nas células inflamatórias. O 

grupo WT apresentou aumento significativo das células imunomarcadas para COX-2 

no período de 14 dias quando comparado com todos os outros grupos e períodos. 

Na comparação entre os demais períodos e grupos, não se detectou diferença 

estatisticamente significante (Figuras 16 e 17). 
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Figura 16 - Imagens imuno-histoquímicas representativas para COX-2 

Osteócitos e osteoblastos marcados positivamente para COX-2, bem como nos leucócitos (aumento 

original 100x) 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Figura 17- Média dos scores para COX-2

 

Letras individuais diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) na comparação de grupos ou 

períodos. Associação de letras indica semelhança estatística caso coincida a totalidade das letras de, 

pelo menos, uma das partes comparadas. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022). 

 

OPG – Imunomarcação OPG+ foi constatada em todos os períodos de todos os 

grupos e identificada em osteoblastos, células do tecido conjuntivo e osteócitos, 

como pode ser observado no esquema representativo da Figura 18.As 

imunomarcações de OPG no período de 7 dias não apresentaram  diferença 

estatística entre os grupos WT, WT-ZL e KO-ZL, apresentando apenas diferença 

estatística significante para o grupo KO. No período de 14 dias, o grupo KO 

apresentou diferença estatística quando comparado aos grupos WT e KO-ZL, não 

apresentando diferença estatística com WT-ZL. No tempo de 30 dias, houve 

diferença estatística apenas entre os grupos KO e KO-ZL (figura 18). Na 

comparação intragrupo, é possível observar uma diferença estatística entre períodos 

de um mesmo grupo, sendo que todos os grupos apresentaram diferença 

significativa (p<0,05) na marcação de OPG quando comparado o período de 7 dias 

com o de 30 dias (Figuras 18 e 19). 

 

 

 

 



37 

 

 

 

Figura 18 - Imagens imuno-histoquímicas representativas para OPG 

 

Osteócitos, osteoblastos e células do tecido conjuntivo apresentaram marcação positiva para a 
proteína OPG (aumento original 100x). 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

 

 



38 

 

Figura 19- Média dos scores para OPG 

 

Letras individuais diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) na comparação de grupos ou 

períodos. Associação de letras indica semelhança estatística caso coincida a totalidade das letras de, 

pelo menos, uma das partes comparadas. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022). 

RANKL - Células RANKL+ também foram identificadas em todos os períodos dos 

quatro grupos. A imunomarcação positiva no período de 7 dias se deu 

principalmente em tecido conjuntivo e osteoblastos próximos ao osteóide, não 

obstante, nos períodos de 14 e 30 dias, a imunomarcação predominava em 

osteoblastos próximos à superfície óssea e osteócitos. A marcação de RANKL dos 

grupos KO e KO-ZL se manteve sem variação significativa em todos os períodos de 

eutanásia, tanto na comparação intergrupo quanto intragrupo. Aos 7 dias houve 

diferença estatística apenas entre o grupo WT e KO-ZL. No período de 14 dias 

somente WT-ZL e KO-ZL apresentaram diferença estatística significante. Os grupos 

WT, KO e KO-ZL, quando comparados, não apresentaram diferença estatística nos 

períodos de 14 e 30 dias. Aos 30 dias, WT-ZL apresentou-se com marcação 

significativamente maior quando comparado com WT e KO-ZL (p<0,05) (Figuras 20 

e 21).  
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Figura 20 - Imagens imuno-histoquímicas representativas para RANKL 

 

A marcação de RANKL de todos os grupos se manteve entre fraca e moderada, evidenciando 
principalmente osteoblastos e osteócitos (aumento original 100x) 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Figura 21- Média dos scores para RANKL 

 

Letras individuais diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) na comparação de grupos ou 
períodos. Associação de letras indica semelhança estatística caso coincida a totalidade das letras de, 
pelo menos, uma das partes comparadas. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022). 

 

TRAP – Não detectou-se imunomarção TRAP+ no período de 7 dias, nos grupos 

WT-ZL e KO-ZL. Consequentemente, quando comparados aos respectivos grupos 

controle (WT e KO) apresentaram diferença estatística, apesar da fraca marcação 

para TRAP neste período. Aos 14 e 30 dias não houve diferença estatística 

intragrupos, porém, no período de 14 dias, WT e WT-ZL apresentaram score 

semelhante e diferença estatística (p>0,05) quando comparados com KO e KO-ZL 

(Figuras 22 e 23). 
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Figura 22 - Imagens imuno-histoquímicas representativas para TRAP 

 

A marcação de TRAP de todos os grupos se manteve principalmente fraca em 7 dias, com 
significativo aumento de sua expressão em 14 dias (aumento original 100x). 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Figura 23 - Média dos scores para TRAP 

 

 
Letras individuais diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) na comparação de grupos ou 
períodos. Associação de letras indica semelhança estatística caso coincida a totalidade das letras de, 
pelo menos, uma das partes comparadas. 

Fonte: GraphPad Prism® 7.04 (2022). 

 

4 DISCUSSÃO 

Sabe-se que a terapêutica com nBF é comumente realizada  por  pacientes 

portadores de doenças de caráter osteolítico a fim de se minimizar a reabsorção do 

tecido ósseo [18] de modo que a inibição das funções osteoclásticas pelos nBF 

consiste em alterações morfológicas que envolvem tanto mudanças no citoesqueleto 

quanto na borda pregueada, membrana típica de osteoclastos em atividade [19], 

tornando-o, assim, inativo para reabsorção óssea.   

No presente estudo, foram utilizados camundongos da linhagem 129Sv como 

modelos experimentais visto sua proximidade fisiológica com o organismo humano 

[20], para facilitar e trazer para mais próximo os eventos gerais, sendo, como 

enfoque do trabalho, o metabolismo ósseo. Apesar disso. a maioria dos trabalhos 

que investiga o papel da 5-LO no reparo ósseo utiliza osso endocondral como 

modelo [15] diferindo do modelo utilizado neste trabalho, que analisa a reparação de 

osso intramembranoso. 

A dose de 500 µg/Kg parece ter sido insuficiente para alterar de maneira 

importante o processo de reparo alveolar, não tendo sido detectadas diferenças 

significativas nos parâmetros: vasos sanguíneos, lacunas vazias, osteócitos, 
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osteoclastos não aderidos e coágulos, o que nos faz questionar a instalação da OM 

neste modelo.   

 Apesar disso, parâmetros importantes como o infiltrado inflamatório e matriz 

óssea neoformada, revelaram que os animais com inibição da enzima 5-LO (KO) 

sofreram uma influência mais significativa do nBF, refletindo um atraso no reparo 

ósseo na comparação dos três períodos. Se somente os valores numéricos fossem 

considerados, poderíamos concluir que não houve instalação da OM. No entanto, o 

aspecto histopatológico revelou morfologias importantes que devem ser 

consideradas.  

Na análise do grupo WT, notou-se claramente que o curso biológico do reparo 

ocorreu dentro dos padrões de normalidade [24]. Na presença de nBF (WT-ZL), 

apesar de a matriz óssea já ser visualizada aos 7 dias, a mesma se encontrava 

irregular com contornos difusos, com infiltrado inflamatório evidente, o qual persistiu 

até os 30 dias.  

O grupo KO, mostrou reparo alveolar acelerado no primeiro período, 

confirmando informações já descritas previamente [14]. Quando da associação com 

nBF (KO-ZL), ficou evidente um atraso no processo de reparo alveolar, com 

atividade osteogênica perdurando até os 14 dias. Assim sendo, o grupo que 

aparentemente foi mais afetado pela dose do medicamento, especialmente quando 

comparado com o WT-ZL, foi o KO-ZL. Chamou a atenção neste grupo (KO-ZL) 

suas características histopatológicas. No período de 14 dias, as trabéculas ósseas 

primárias exibiam osteócitos com núcleos ora grandes e evidentes, ora picnóticos 

em grandes lacunas. Eventualmente, a matriz óssea mostrava-se irregular, 

semelhante a ‘’algodão’’, até o período de 30 dias.  

O infiltrado inflamatório foi contabilizado considerando leucócitos PMNs e 

MNs, sem distinção. No entanto, ficou evidente a predominância de MNs, 

especialmente no grupo com nBF. Sabe-se que os PMNs neutrófilos exercem papel 

relevante na imunidade inata, especialmente na cavidade bucal, pela sua 

capacidade de reconhecimento, alto poder de fagocitose e morte de uma série de 

microorganismos, especialmente bactérias [21]. Deste modo, a influência dos nBFs 

sobre a função destes leucócitos também é alvo de investigação. Favot et al. [22], 

demonstraram por meio de estudo clínico de pacientes portadores de BRONJ, os 
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efeitos inibitórios prolongados destes medicamentos na população neutrofílica, em 

indivíduos que já haviam interrompido o tratamento com vBFs tanto administrados 

por via oral ou endovenosa, por cerca de 1,5 anos. Somado a isto, constatou-se que 

a inibição da 5-LO também leva a uma inibição da ativação de neutrófilos, porém, 

em contexto de doença inflamatória aguda como a pancreatite [23]. Deste modo, 

pode-se sugerir que os efeitos do ZL nos animais 5-LOKO podem potencializar a 

instalação da OM interferindo na primeira linha de defesa do organismo.    

A imunomarcação da enzima COX-2, não mostrou diferença estatisticamente 

significante entre os grupos e períodos, com exceção do grupo WT na comparação 

entre o período de 14 e 30 dias, com diminuição de COX-2 aos 30 dias. 

Considerando-se o papel da COX-2 na osteoblastogênese, tais resultados mostram-

se coerentes. No entanto, poderia se esperar que a ausência da 5-LO resultasse em 

um aumento na expressão de COX-2, o que não foi possível observar neste estudo.  

O peptídeo sinalizador RANKL é responsável pela diferenciação e maturação 

osteoclásticas e possui a proteína OPG como competidora antagonista para regular 

negativamente este estímulo produtivo [24]. Quando é comparada a quantificação de 

área de osteoclastos aderidos com a imunomarcação de RANKL, é observado que 

os grupos e períodos de maior expressão de RANKL, apresentam também maior 

número de osteoclastos, seguindo a mesma tendência numérica em todos os 

grupos, com diferença estatística entre os grupos WT e WT-ZL aos 30 dias, 

evidenciando maior densidade de área de osteoclastos aderidos para o grupo WT-

ZL neste período. A expressão de RANKL em pacientes em uso crônico de nBF 

parece ser suprimida em alguns estudos [25, 26], porém também já foi demonstrado 

em humanos que tanto a expressão de RANKL/OPG quanto a expressão de 

indicadores pró-inflamatórios, como IL-1β, podem não apresentar diferença 

significante entre pacientes que fazem ou não o uso crônico de bifosfonatos [27, 28].   

Apesar das diferenças, as médias dos grupos apresentaram uma tendência 

horizontal, porém numericamente decrescente, para a expressão de RANKL  na 

comparação intragrupo e crescente para OPG. Esta tendência é esperada quando 

se observa o papel da expressão dessas proteínas nas fases do reparo alveolar 

ósseo, de forma que o reparo se inicia com um processo inflamatório que passa pela 

reabsorção do coágulo presente, proliferação celular com deposição de fibras 

colágenas, maturação do tecido conjuntivo e síntese, maturação e mineralização de 
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osteóide [29].  A expressão de OPG foi maior aos 30 dias em todos os grupos, o que 

demonstra proximidade com o reparo alveolar ósseo fisiológico, de forma que o 

aumento de expressão de OPG acompanha o aumento da área de matriz óssea. A 

expressão de RANKL, por outro lado, apresenta uma expressão menor que OPG, 

pois gradativamente a sua ação é inibida por ela, diminuindo a reabsorção óssea e 

permitindo um débito positivo de formação óssea [30]. 

A TRAP é uma enzima presente na borda corrugada dos osteoclastos que, 

por tanto, está associada à atividade osteoclástica [27]. Foi observado expressão de 

TRAP significante aos 7 dias quando comparou-se os grupos WT com WT-ZL e KO 

com KO-ZL, evidenciando que os grupos com tratamento por bifosfonato 

apresentaram menor expressão de TRAP, como também pode ser encontrado na 

literatura [28]. Contudo, no modelo do presente trabalho, não refletiu com diferença 

estatística na densidade de área de osteoclastos aderidos na avaliação histológica, 

o que reforça a importância de diferentes métodos de análise para entender o papel 

dessas proteínas em um modelo animal com poucos estudos acerca da dinâmica 

dos ossos endocondrais.  Ao avaliar individualmente os períodos de cada grupo, a 

expressão de TRAP aumentou significativamente (p<0,05) em quase todos os 

grupos quando comparados os períodos de 7 e 14 dias, com exceção do grupo KO, 

que se manteve no mesmo nível.  Todos os grupos apresentaram um pico de valor 

numérico de expressão de TRAP aos 14 dias, o que corresponde com achados 

anteriores que apontam esse período com alta taxa de remodelação óssea e 

expressão desta proteína [31]. 

Os resultados demonstram que a OM (clínica e subclínica), não se 

desenvolve facilmente neste modelo animal, mesmo apresentando fenótipo 

osteopetrótico, apesar de o nBF ter prejudicado significativamente seu reparo.  

A dose aplicada de ZL (500 µg/Kg) não exerceu influência no reparo do grupo 

WT-ZL quando comparado com o grupo WT. Visto a vasta literatura a respeito da 

influência nociva dos nBF para o reparo ósseo, pode ser inferido que consistiu em 

uma dosagem baixa para este modelo animal.   grupo KO se mostrou mais sensível 

aos efeitos deletérios do ZL ao reparo ósseo. A ausência da enzima 5-LO deste 

modelo animal associada à farmacoterapia com ZL resultou em um atraso 

significante no reparo ósseo quando comparado WT-ZL em todos os períodos, 

sendo que além de menor produção de matriz óssea pelo grupo KO-ZL, foi 
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observado maior número de células inflamatórias, principalmente nos períodos de 14 

e 30 dias.  

Estudos adicionais sobre o papel da 5-LO associada ao nBF de alta potência 

na instalação das OMs devem ser incentivados, a fim de se contribuir para o 

entendimento dos eicosanóides em sua etiopatogenia.  
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5 CONCLUSÃO  

 Os animais 5-LOKO apresentaram quantidade semelhante de formação de 

matriz óssea em alvéolos dentários pós-exodontia comparados com os animais WT. 

No entanto, a ausência da enzima 5-lipoxigenase, nos camundongos 5-LOKO, 

mostrou papel decisivo para o atraso no reparo ósseo alveolar causado pelo 

tratamento com ZL neste modelo animal.   
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ANEXOS 

ANEXO A - Comitê de Ética 

 

 


