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RIBEIRO, K. H. C. Efeito tempo-dose-resposta do montelucaste no processo de 

reparo alveolar em camundongos 129Sv/Ev. 2021. 73 f. Dissertação (Mestrado) – 

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2021.  

RESUMO 

Metabólitos do ácido araquidônico são conhecidos por exercerem importante papel 

nos processos inflamatórios e no metabolismo do tecido ósseo. No entanto, as ações 

pontuais, especialmente dos leucotrienos derivados da 5-lipoxigenase (5-LO) sobre o 

processo de reparo ósseo intramembranoso são pouco exploradas. O presente estudo 

tem como objetivo analisar os efeitos tempo-dose-resposta da droga montelucaste 

(MTK), potente antagonista dos receptores de cisteinil leucotrienos tipo 1 (CisLT1Rs), 

no curso do reparo alveolar pós-exodontia em camundongos 129Sv/Ev, bem como 

nos níveis plasmáticos de marcadores ósseos bioquímicos. Para tanto, foram 

utilizados 70 camundongos machos jovens divididos em quatro grupos, de acordo com 

o tratamento: C - Grupo Controle (não tratados); CV - Grupo Controle Veículo, 20 μL 

de solução fisiológica (SF) 0,9%; MTK2 –2 mg/kg de MTK e MTK4 – 4 mg/kg de MTK. 

Os animais dos grupos CV, MTK2 e MTK4 foram tratados diariamente por via oral, 

iniciando 24 horas antes do procedimento cirúrgico, continuando até o final dos 

períodos experimentais de 7, 14 e 21 dias pós-operatórios. Ao final dos períodos 

determinados, os animais foram submetidos à eutanásia para coleta de sangue para 

análise bioquímica dos níveis de cálcio, fosfato, fosfatase ácida resistente ao tartarato 

(TRAP) total e fosfatase alcalina (FAL), coleta da maxila direita contendo os alvéolos 

dentários para serem analisados por meio de microtomografia computadorizada 

(microCT), e análise histopatológica. Os resultados obtidos foram submetidos à testes 

estatísticos considerando-se nível de confiança de 5%. Observou-se aumento do 

BV/TV para os animais tratados com MTK em relação aos grupos C e CV, tanto aos 

14 dias quanto aos 21 dias, sendo maior no grupo MTK4 aos 14 dias em relação ao 

grupo MTK2. Do mesmo modo, os animais tratados com MTK em ambas doses 

apresentaram aumento significativo de Tb.Th em comparação aos grupos C e CV aos 

21 dias. Chamou a atenção valores de BV/TV e Tb.Th significativamente reduzidos no 

grupo CV em comparação ao C, indicando um efeito negativo da manipulação do 

animal. Na análise histopatológica observou-se reparo ósseo precoce nos animais 

MTK2 e MTK4 em todos os períodos avaliados, em comparação aos do grupo C, bem 



 

 

como atraso no processo de reparo no grupo CV aos 21 dias. Quanto aos marcadores 

plasmáticos, observou-se aumento do cálcio no grupo MTK4 em relação ao grupo C 

aos 7 dias, e aos 21 dias também em relação ao grupo MTK2. Já o fosfato mostrou-

se significantemente elevado nos períodos de 7 e 21 dias no grupo MTK2 em relação 

aos demais grupos. FAL e TRAP total não apresentaram níveis plasmáticos 

significativamente diferentes comparando-se os grupos e períodos. Considerando os 

resultados obtidos, concluiu-se que o MTK exerceu efeito tempo-dose-dependente, 

acelerando o processo de reparo ósseo intramembranoso alveolar e interferindo nos 

níveis plasmáticos de cálcio e fosfato no presente modelo animal.  

 

Palavras-chave: Camundongos. Leucotrienos. Inibidores de lipoxigenase. Cirurgia 
Bucal. Densidade óssea. Biomarcadores. 

  



 

 

RIBEIRO, K. H. C. Time-dose-response effect of Montelukast in the process of 

alveolar repair in 129Sv / Ev mice. 2020. 73 f. Master’s (Dissertation) – Dental 

School, São Paulo University, Araçatuba, 2021.  

ABSTRACT 

Arachidonic acid metabolites are known to play an important role in inflammatory 

processes and in bone metabolism. However, the role of these products on alveolar 

bone repair post tooth extraction remains to be explored, especially leukotrienes, 

derived from 5-lipoxygenase (5-LO). The present study aims to analyze the time-dose-

response effects of the drug montelukast (MTK), a potent type 1 leukotriene cystenyl 

antagonist (CisLT1Rs), in the alveolar repair process after extraction in male 129Sv/Ev 

mice. For this purpose, 70 young male mice were used, divided into four groups: C - 

Control Group (no treatment); VC - Vehicle Control Group, treated with 20 μL of 0.9% 

SF; MTK2 - treated with 2mg / Kg of MTK and MTK4 - treated with 4mg / Kg of MTK. 

The animals of the CV, MTK2 and MTK4 groups were treated daily orally (V.O.), 

starting 24 hours before the surgical procedure, continuing until the end of the 

experimental periods of 7, 14 and 21 days postoperatively. At the end of the 

experimental periods, the animals were euthanized for blood collection for serum 

markers as calcium, phosphate, tartrate-resistant acid phosphate (TRAP) and alkaline 

phosphatasis (FAL), and to removal of the right maxilla containing the dental socket to 

be analyzed under computed microtomography (microCT) and histopathology. The 

results obtained were subjected to statistical tests considering a confidence level of 

5%. Results revealed an increase in BV/TV for MTK vs. C and CV groups, in both 14 

and 21 days time points. Of note, this increase was higher in MTK4 than in the MTK2 

at 14 days. Considering Tb.Th, both MTK2 e MTK4 groups presented positive effects 

in the BV/TV and Tb.Th increase when compared to controls groups (C and CV) at 21 

days. A decrease in BV/TV and Tb.Th was observed in CV compared to C, as a 

negative effect of animal manipulation. As observed in H&E sections, both MTK2 and 

MTK4 experimental groups presented an early bone repair in comparison with C group 

from 7 to 21 days. CV group presented a slight delayed bone healing compared to C. 

Levels of calcium was increased in MTK4 in comparison to C and MTK2 at 7 and 21 

days. Phosphate was significantly elevated at 7 and 21 days in MTK2 in comparison 

to the other groups. Despite of beneficial effects on observed on morphological levels 

on sites of healing (microCT and HE), no significant changes were found for bone 



 

 

markers of remodeling in blood plasma (FAL and TRAP). Taken together, these results 

indicate that MTK induced early bone healing post tooth extraction in 129Sv/Ev mice. 

Thus, the inhibition of CysLT is suggested to exert a positive influence on 

intramembranous bone repair post tooth extraction.  

Keywords: Mice. Leukotrienes. Lipoxygenase inhibitors. Oral Surgery. Bone density. 

Biomarkers. 
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Fig. 2. Fluxo de trabalho executado para coleta do plasma. (A) 

Representação do tubo cônico heparinizado e após coleta 

de sangue (B) Centrífuga Hettich MIKOR 220/220R 

(exemplo ilustrativo do site da Hettichlab). (C) Ciclo de 

centrifugação (4000 rpm, 4°C, 10 minutos). (D). Separação 

do plasma após centrifugação, representação da separação 

dos componentes sanguíneos (plasma, glóbulos brancos, 

glóbulos vermelhos). (E) Coleta do plasma através de 

micropipeta. (F) Armazenamento em ultracongelador a -80 

°C. 
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Fig. 3. Fluxo de trabalho executado para escaneamento e análise 

dos alvéolos.      (A) Equipamento de microCT SkyScan 

1147v2 (exemplo ilustrativo do site da Bruker). (B)  Maxilas 

imediatamente após o escaneamento. (C) Maxilas durante 

a conversão em imagem microtomográfica pelo software 

NRecon (Bruker MicroCT, Kontich, Bélgica). (D) Exemplo de 

alimento das maxilas no software DataViwer (Bruker 

MicroCT, Kontich, Bélgica) após reconstrução dos alvéolos. 

(E) Exemplo de determinação do ROI no centro do alvéolo 

para obtenção de dados quantitativos por meio do software 

CTan. (F) Imagem tridimensional do alvéolo dental obtida 

por renderização de volume no software CTvox. 
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Fig. 4. Reconstrução axial dos alvéolos escaneados em MicroCT 

aos 7, 14 e 21 dias, dos grupos C, MTK2, MTK4 e CV. 
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Fig. 5.  Análise Microtomogáfica quantitativas.  Análises referentes 

aos parâmetros (A) BV/TV% (proporção de osso por tecido 

total), (B) Tb.Th (espessura em mm de trabáculas ósseas 

neoformadas) e (C) Tb.Sp (separação em mm entre as 

trabáculas ósseas neoformadas). (*) Diferenças estatísticas 

entre os grupos. Foi utilizado o teste de análise de variância 

(ANOVA) de uma via seguido pelo teste de comparações 

múltiplas de Tukey, sendo considerado nível de 

significância de 5% (p < 0,05). 
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Fig. 6.  Análise histológica do processo de reparo alveolar dos 

grupos C, MTK2, MTK4 e CV, nos períodos de 7, 14 e 21 

dias pós-exodontia. Fotomicrografias são representativas 

da região média do alvéolo dental, onde nota-se: 

preservação da cortical alveolar (setas pretas); presença 

de coágulo (Cg); evolução para tecido de granulação (TG) 

e início de neoformação óssea (seta branca) aos 7 dias; 

trabéculas ósseas neoformadas (*) aos 14 e 21 dias nos 

grupos C, MTK2 e MTK4. Atraso de neoformação óssea no 

grupo CV. Coloração HE; objetiva de 10x. 
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Fig. 7.  Imagens representativas do aspecto histopatológico dos  

grupos C, MTK2, MTK4 e CV aos 7, 14 e 21 dias 

experimentais (HE; aumento original 100x).  
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Fig. 8. Parâmetros bioquímicos plasmáticos do metabolismo 

ósseo entre os grupos C, MTK2 e MTK4. (A) Cálcio, (B) 

Fosfato, (C) Atividade da fosfatase alcalina total (FAL), e 

(D) atividade da fosfatase ácida resistente ao tartarato total 

(TRAP). (*) Diferenças estatísticas entre os grupos. Foi 

utilizado o teste de análise de variância (ANOVA) de uma 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

via seguido pelo teste de comparações múltiplas de Tukey, 

sendo considerado nível de significância de 5% (p < 0,05). 
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1 INTRODUÇÃO* 

A descoberta  dos metabólitos gerados a partir do ácido araquidônico (A.A.), 

tais como os leucotrienos (LTs), permitiu um melhor entendimento da atuação de suas 

enzimas com relação à resposta inflamatória [1]. A 5-lipoxigenase (5-LO), consiste em 

uma das principais enzimas da via lipoxigenase (LOX) e sua inibição ou bloqueio 

impedem a formação de todas as classes de LTs. A partir destas informações, foram 

realizados estudos utilizando camundongos geneticamente modificados (knockout) 

para 5-LO (5-LOKO) e utilizando drogas que inibem esta via, a fim de permitir um 

melhor entendimento sobre seu papel em diferentes doenças inflamatórias das vias 

aéreas superiores como a asma [2], bem como doenças de caráter osteolítico como a 

artrite reumatóide [3,4] e a periodontite [5]. No entanto, a relação entre estas enzimas 

e o processo de reparo ósseo ainda carece de esclarecimentos. 

O osso é um tecido dinâmico, cuja matriz mineralizada é mantida pela atividade 

coordenada de células ósseas especializadas tais como, osteoblastos, osteoclastos e 

osteócitos [6,7,8,9]. O osso alveolar, possui alta atividade de remodelação, em 

resposta às demandas do sistema estomatognático [10] e apesar de sua origem 

embriológica diferente, é biologicamente e estruturalmente comparável aos demais 

ossos do corpo. A remodelação óssea consiste em processo de equilíbrio entre  

reabsorção e a neoformação óssea, sem que haja alterações funcionais [6,11,12]. 

Sendo assim, a homeostasia e a capacidade de reparo do tecido ósseo dependem do 

balanço dinâmico entre estes dois eventos, assim como depende da ação de diversos 

fatores locais e sistêmicos, incluindo hormônios (como a vitamina D3, estrógeno e 

paratormônio), citocinas e fatores de crescimento [13,14]. Dessa forma, um 

desequilíbrio nesse processo pode resultar doenças ósseas, havendo assim perda ou 

ganho de massa óssea em níveis não fisiológicos [15,16,17]. 

Após a exodontia, o alvéolo dental é preenchido por coágulo sanguíneo, e 

ocorre então a migração de células de inflamação, especialmente leucócitos, 

desencadeando uma cascata de liberação de mediadores inflamatórios, dentre eles, 

metabólitos do A.A. Em seguida, ocorrem as fases proliferativa, de diferenciação e 

deposição de matriz óssea, e por fim, a fase de maturação óssea [18]. 

                                                 
* Formatado de acordo com as normas da revista Bone (https://www.journals.elsevier.com/bone) 

https://www.journals.elsevier.com/bone
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 Os ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs), do inglês Polyunsaturated Fatty 

Acids, representam tipos de lipídios esterificados nos fosfolipídios nas membranas 

celulares dentre os quais destaca-se o A.A., cujos metabólitos, denominados 

eicosanoides, atuam como potentes mediadores nos processos inflamatórios e na 

resposta imunológica [19]. A fim de gerar os eicosanoides, os A.A. precisam ser 

liberados das membranas pela ação da fosfolipase A2 citosólica (cPLA2), e 

posteriormente serem metabolizados por meio de rotas oxidativas enzimáticas via 

cicloxigenase (COX) e 5-LO gerando os chamados prostanóides e LTs, 

respectivamente [20]. No grupo dos prostanóides encontram-se as prostaglandinas 

(PGs), tromboxanos e prostaciclinas [21], responsáveis pelos efeitos de dor, febre, 

eventos vasculares e pela regulação da migração e ativação de células do sistema 

imunológico. Já os LTs controlam a permeabilidade vascular, a contração da 

musculatura lisa e a ativação das células do sistema imunológico [22]. No entanto, 

apesar dos tradicionais efeitos dos eicosanoides nas condições inflamatórias e 

imunológicas, os mesmos também exercem importante influência sobre o 

metabolismo do tecido ósseo dependendo da isoforma enzimática predominante [23].  

Vários estudos têm se concentrado nas enzimas envolvidas no metabolismo 

do A.A., seus metabólitos e nos receptores de seus metabólitos no processo de 

reabsorção óssea desencadeada pela inflamação. Denomina-se COX-1 a enzima 

constitutivamente presente nos tecidos, a partir da qual são gerados os prostanóides 

necessários para a hemostasia tecidual. No entanto, no ano de 1989, uma isoforma 

induzível de COX foi identificada [24] e denominada COX-2, a qual é ativada por 

diferentes estímulos, predominantemente inflamatórios, como lipopolissacarídeos 

(LPS), interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF), entre outros, e tem 

importante papel na osteoblastogênese e reparo ósseo [11,19, 25,26]. 

Evidências sobre os efeitos da COX-2  no tecido ósseo tomaram maior 

destaque quando do advento dos anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs) 

específicos para inibição da COX-2, os chamados coxibs, como por exemplo o 

celecoxibe, eterocoxibe, rofecoxibe. A partir de inúmeros trabalhos, constatou-se a 

relação da COX-2 e a sua importância para a osteoblastogênese e reparo ósseo, uma 

vez que a administração prolongada dos coxibs interferiam negativamente nos 

processos de reparação óssea [27,28].  
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De modo contrário, os metabólitos gerados a partir da 5-LO também exercem 

efeitos no processo de remodelação óssea, sendo responsáveis pela 

osteoclastogênese. O A.A. é metabolizado pela 5-LO a partir de sua interação com 

uma proteína de membrana nuclear, denominada Proteína Ativadora da 5-

Lipoxigenase (FLAP). Sendo assim, a 5-LO resulta na formação do leucotrieno A4 

(LTA4), sendo  convertido em LTB4 por uma reação enzimática mediada pela 

hidrolase LTA4. Quando conjugada com glutationa por LTC4, formam os cisteinil 

leucotrienos (CisLTs), LTC4, LTD4 e LTE4 respectivamente [26,29,30,31]. Estas 

alterações ocorrem, possivelmente, pela participação dos LTs nos vários estágios de 

formação, desenvolvimento e ativação destas células [22,24]. Além disso, uma das 

funções do receptor-1 de CisLT (CisLTR1) é a indução do sinal de Ca2+ intracelular 

[24]. No início da osteoclastogênese, o RANKL aumenta a concentração de Ca2+ no 

interior das células precursoras dos osteoclastos, ativando o fator nuclear de ativação 

das células T/C1 (NFATc1), principal fator de transcrição dos genes osteoclásticos, 

pela fosfatasecalcineurina e deste modo, regulando a formação dos osteoclastos via 

sinalização deste íon [32,33].  

Deste modo, a COX-2 e a 5-LO exercem efeitos opostos. Os mecanismos pelos 

quais os LTs atuam sobre a  remodelação óssea começaram a ser investigados por 

meio de estudos in vitro que demonstraram que os LTs estimulam osteoclastos e 

consequente reabsorção óssea [34]. Posteriormente, evidências apoiadas em estudos 

in vivo, revelam que a ausência de atividade da 5-LO pode causar alterações ósseas 

morfológicas importantes como aumento da espessura da porção cortical associada 

à diminuição no número e atividade das células osteoclásticas [19,26,27,29]. Quanto 

ao reparo ósseo, há evidências de que a ablação genética da 5-LO acelera 

significativamente a consolidação de fraturas de ossos longos em modelos animais 

[19,26,27,29], uma vez que a perda da atividade de 5-LO resulta em uma fase 

condróide mais pronunciada e uma transição mais rápida para a formação óssea em 

modelos de roedores [29,30]. De fato, em um estudo anterior do nosso grupo, foi 

demonstrado que camundongos 5-LOKO, apresentam capacidade de cura músculo-

esquelética melhorada durante o envelhecimento, quando comparadas aos selvagens 

ou WT (do inglês Wild Type) [35].  
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A partir destas informações, estudos a respeito da inibição da 5-LO tem sido 

desenvolvidos a fim de se investigar seu papel sobre a ação osteoclástica e 

consequentemente reabsortiva, em condições onde a formação óssea se faz 

necessária, como por exemplo, no reparo de fraturas ósseas, e pós-exodontia. No 

entanto, a condição KO ocorre desde o desenvolvimento do animal, e pode interagir 

com outras regiões do genoma que se relacionam com esta via em animais 5-LOKO, 

como a downregulação de metalotioneína tipo 2 (MT2) e fosfoproteína 1 secretada 

(SPP1), genes importantes para o metabolismo ósseo [36]. Sendo assim, este modelo 

animal é de grande valia para entender inicialmente o efeito do bloqueio do gene desta 

enzima, enquanto que, o uso de farmácos específicos para inibir a via 5-LO, como o 

Zileuton® [37,38], ou antagonistas dos receptores para CisLTs, como o Pranlucaste® 

[39] e Montelucaste®, em animais WT, podem ser uma estratégia efetiva no sentido 

de estudar seu papel pontual diante de uma condição [30]. O MTK, é um antagonista 

do CisLTR1 altamente seletivo e está no mercado para o tratamento de manutenção 

da asma, mediada por CisLTs, além de rinite alérgica e urticária de longa duração 

[40,41].  

Embora existam evidências do papel destes medicamentos na remodelação  

óssea [30], e do seu efeito positivo no reparo ósseo de ossos longos em roedores 

[30,32], o efeito destes fármacos comercialmente disponíveis não foi ainda testado em 

modelos de reparo de ossos intramembranosos. Sendo assim, uma vez que os CisLTs 

tem sido descritos como mediadores da osteoclastogênese, além do seu papel 

inflamatório [20,24], torna-se oportuna sua investigação sobre o reparo ósseo alveolar 

pós-exodontia, por tratar-se de condição de interesse para otimização dos 

procedimentos de reabilitação e restabelecimento das funções do sistema 

estomatognático. Deste modo, propõe-se com o presente estudo analisar o efeito 

tempo-dose-resposta do MTK durante o processo de reparo ósseo alveolar pós-

exodontia em camundongos 129Sv/Ev machos, além de analisar seu efeito nos níveis 

plasmáticos para os marcadores ósseos de cálcio, fosfato, TRAP total e FAL.  
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2  OBJETIVOS 

2.1 Objetivos Gerais 

 O presente estudo  tem por objetivo avaliar o papel do tempo-dose-resposta do 

MTK ao longo do processo de reparo alveolar pós-exodontia em camundongos 

129Sv/Ev machos jovens. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Analisar o efeito tempo-dose-resposta do MTK (2 mg/kg e 4 mg/kg) sobre o 

padrão morfológico e quantitativo de reparo alveolar de incisivos superiores recém-

extraídos, por meio de avaliação microtomográfica, histológica, bem como sobre os 

níveis plasmáticos de cálcio, fosfato, TRAP total e FAL.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais  

            Para este estudo, 70 camundongos jovens machos 129Sv/Ev foram obtidos 

do Biotério Central para Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo, Brasil (CCCE-FMRP-USP), e alojados 

no Biotério da Faculdade de Odontologia de Araçatuba (FOA /UNESP), sob aprovação 

da Comissão de Ética no Uso de Animais, protocolo no #00464-2019 (ANEXO). Os 

animais foram divididos em 4 grupos distintos e analisados em três períodos 

experimentais, conforme a Tabela 1. Os animais apresentavam idade média de 12 

semanas e peso médio de 28 gramas. Todos os animais foram mantidos sob 

condições controladas de temperatura (22 ± 2 °C), umidade relativa de 40-70% e ciclo 

claro escuro 12/12 horas. A dieta padrão (Ração Ativada Produtor - Anderson & 

Clayton S.A.®, São Paulo, Brasil) e água foram fornecidas ad libitum, com exceção 

das primeiras 24 horas pós-cirurgia em que a alimentação foi triturada. Todos os 

procedimentos seguiram as normativas do CONCEA (Conselho Nacional para o 

Controle da Experimentação Animal no Brasil), do Guia para o Cuidado e Uso de 

Animais de Laboratório do National Institutes of Health (Institute of Laboratory Animal 

Resources (EUA), bem como do Recomendações das diretrizes ARRIVE [42].   

 

 

 

Períodos 

 
Grupos 

 

C MTK2 MTKK4 CV 
n total do 
período 

7 dias 
7 7 7 0 21 

14 dias 
7 7 7 0 21 

21 dias 
7 7 7 7 29 

Total  
21 21 21 7 70 

 

Tabela 1. Contingente de animais utilizados organizados de acordo com os grupos e 

tempos experimentais.  
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3.2 Desenho Experimental  

Os animais foram distribuídos em quatro grupos distintos de acordo com o 

tratamento (Tabela 2): Controle (C): controle negativo, sem tratamento; (CV): controle 

veículo, soro fisiológico (SF) 0,9% estéril, MTK2: 2 mg/kg/dia de MTK (CAS no 

151767-02-1 Cayman Chemicals®, Michigan-EUA) e MTK4: 4mg/Kg/dia de MTK. O 

MTK foi diluído em SF 0,9% estéril e administrado por via oral (V.O.). Os 

camundongos do grupo MTK2  receberam um volume de 10 μL da solução e os do 

grupo CV e MTK4 receberam um volume de 20 uL da solução, a cada 24 horas, 

durante todos os períodos experimentais. Os grupos foram distribuídos e analisados 

em três períodos experimentais: 7, 14 e 21 dias após o procedimento de exodontia, 

com um total de sete animais por grupo/período, exceto para o grupo CV, que foi 

analisado apenas para  período de 21 dias, afim de se observar possíveis alterações 

devido à manipulação do animal. O tamanho da mostra a priori e o cálculo amostral 

foram determinados com a ferramenta on line 

(http://www.stat.uiowa.edu/~rlenth/Power), disponibilizada por Lenth 2009 [43]. Os 

parâmetros calculados para o tamanho da amostra incluíram o poder (1 - β) de 0,95 e 

erro-α de 0,05 em um modelo experimental de comparação de médias entre os 

grupos, com um número mínimo de 7 animais por grupo.  

De acordo com o cálculo de poder, a inclusão de sete animais por grupo / ponto no 

tempo foi determinada como suficiente para detectar uma diferença estatisticamente 

significativa de 15% do volume ósseo entre as amostras com um poder de 80% a um 

nível de significância de 5%. Esses números também foram determinados com base 

em estudos anteriores de nosso grupo [35]. 

Identificação do 
grupos 

n Tratamento 

C 21 Sem tratamento. 

MTK 2 21 2 mg/kg de MTK diluído em 10 μL de sf 0,9% V.O. a cada 
24 horas iniciando 24h antes do procedimento cirúrgico. 

MTK4 21 4 mg/kg de MTK diluído em 20 μL de sf 0,9% V.O. a 
cada 24 horas iniciando 24 h antes do procedimento 
cirúrgico. 

CV 7 20 μL de soro fisiológico 0,9% V.O. a cada 24 horas 
iniciando 24 h antes do procedimento cirúrgico. 

http://www.stat.uiowa.edu/~rlenth/Power
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Tabela 2. Apresentação dos grupos de acordo com o tratamento recebido.  

 

3.3 Cirurgia e Coleta dos Espécimes  

3.3.1 Procedimentos Cirúrgicos  

 Para a realização da exodontia do incisivo superior direito, 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.), montagem dos 

campos cirúrgicos estéreis e o incisivo extraído seguindo a técnica de exodontia em 

camundongos [44]. Foi realizada uma incisão sulcular ao redor do dente incisivo 

superior (ICS) direito com lâmina de bisturi para pequenos roedores. Em seguida 

realizada divulsão da mucosa inserida e luxação com auxílio de uma sonda 

exploradora n° 5 adaptada, e uma pinça para pequenos roedores para a apreensão e 

extração propriamente dita do dente. Após a exodontia, analisou-se o dente extraído 

para confirmação da presença da papila dentária (Fig. 1), por meio de microscópio 

estereoscópico (DF Vasconcelos) nos aumentos de 16x e 25x. 
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Figura 1. Procedimento de exodontia do ICS direito (A) Camundongo da linhagem 

129Sv/Ev. (B)  Aspecto clínico dos incisivos superiores. (C) Alvéolo pós-exodontia. (D) 

Dente extraído. (E) Presença da papila dentária no terço apical do dente (seta). 

 

3.3.2 Coleta dos Espécimes  

Sete animais por grupo foram selecionados aleatoriamente, após 7, 14 e 21 

dias das exodontias, e submetidos à sedação profunda administrada por via IP, 

utilizando uma combinação do sedativo cloridrato de quetamina (80 mg / kg - 

Dopalen®, Agribrans do Brasil LTDA) com o relaxante muscular xilazina (15 mg / kg - 

Anasedan®, Agribrands do Brasil LTDA), e sendo sacrificados por decaptação por 

meio de guilhotina para coleta de sangue em microtubos de centrifugação  de 2,0 mL 

para obtenção de plasma por centrifugação (4000 rpm , 4°C, 10 minutos) (Hettich® 

MIKRO 220/220R centrifuge, Tuttlingen, Germany). O plasma coletado foi 

armazenado a -80°C até o momento das análises bioquímicas (Fig.2). Posteriormente, 

as amostras de maxila contendo os alvéolos direitos foram coletadas com o emprego 

de uma lâmina n° 20 acoplada ao cabo de bisturi [45], e imediatamente imersas em 

formol tamponado a 10% e armazenadas em temperatura ambiente por 48 horas. 

Após esse período, foram lavadas em água corrente por 24 horas, acondicionadas em 

etanol hidratado 70° e encaminhadas para obtenção das imagens em MicroCT, antes 

de serem desmineralizadas e processadas para as análises histológicas. 
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Figura 2. Fluxo de trabalho executado para coleta do plasma. (A) Representação do 

tubo cônico heparinizado e após coleta de sangue (B) Centrífuga Hettich MIKOR 

220/220R (exemplo ilustrativo do site da Hettichlab). (C) Ciclo de centrifugação 

(4000rpm, 4°C, 10 minutos). (D). Separação do plasma após centrifugação, 

representação da separação dos componentes sanguíneos (plasma, glóbulos brancos, 

glóbulos vermelhos). (E) Coleta do plasma através de micropipeta. (F) Armazenamento 

em ultracongelador a -80 °C. 

 

3.4 Micro-CT  

As maxilas contendo os alvéolos direitos foram digitalizadas em microCT(μCT) 

da marca Skyscan, modelo 1174 System (Kontich, Bélgica), com um tempo de 

aquisição de 33minutos, a 50 kV, 800 μA, com filtro de alumínio de 0,5 mm, 180 graus 

de rotação e faixa de exposição de 1 grau, sendo as imagens capturadas com uma 

resolução de  resolução de 1304 x 1024 pixels, com um tamanho de voxel de 14μm. 

Posteriormente, as imagens obtidas foram reconstruídas no software Nrecon 

(Skyscan), realinhadas no software DataViewer no sentido axial, para posterior análise 

quantitativa e qualitativa do tecido ósseo neoformado, e analisadas no software 

CTAnalyzer (SkyScan), para a quantificação de diferentes parâmetros trabeculares 

(Fig. 3). Posteriormente, as imagens foram reconstruídas em 3D por meio do software 

CTvox. Os seguintes parâmetros foram analisados: fração de volume ósseo (BV / 

TV,%), espessura trabecular (Tb.Th, mm) e separação trabecular (Tb.Sp, mm). As 

regiões de interesse (ROIs) foram definidas com base na literatura, englobando os 

três terços dos alvéolos [46,47]. 
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Figura 3. Fluxo de trabalho executado para escaneamento e análise dos alvéolos.      

(A) Equipamento de microCT SkyScan 1147v2 (exemplo ilustrativo do site da Bruker). 

(B)  Maxilas imediatamente após o escaneamento. (C) Maxilas durante a conversão em 

imagem microtomográfica pelo software NRecon (Bruker MicroCT, Kontich, Bélgica). 

(D) Exemplo de alimento das maxilas no software DataViwer (Bruker MicroCT, Kontich, 

Bélgica) após reconstrução dos alvéolos. (E) Exemplo de determinação do ROI (círculo 

vermelho) no centro do alvéolo para obtenção de dados quantitativos por meio do 

software CTAn.Osso alveolar (seta azul), dente intacto, lado controle (seta amarela), 

alvéolo pós-extração (seta branca). (F) Imagem tridimensional do alvéolo dental obtida 

por renderização de volume no software CTvox. 

 

3.5 Análises Bioquímicas 

3.5.1 Concentração Plasmática do Cálcio e Fosfato  

A concentração de cálcio plasmática foi determinada pelo método Arsenazo III, 

enquanto o fosfato inorgânico plasmático foi analisado pelo método do molibdato de 

amônio, ambos utilizando um kit comercial adquirido na Bioclin® (Belo Horizonte, MG, 

Brasil) de acordo com métodos previamente descritos [48,49]. 

3.5.2 Atividade Total de TRAP e FAL  

A atividade TRAP foi medida por hidrólise de p-nitrofenilfosfato (p-NPP) a p-

nitrofenil (p-NP) em pH 5,8, na presença de tartarato de sódio e p-hidroximercúrio 

benzoato [50,51], este último atua inibindo as fosfatases ácidas de baixa massa 

molecular [52]. A atividade da FAL foi medida com base na capacidade dessa enzima 

em catalisar a hidrólise de p-NPP a p-NP em pH 9,4, na presença de cloreto de 

magnésio [53]. Em ambas as determinações, a formação de p-NP foi determinada 

espectrofotometricamente por meio da leitura da absorbância a 405 nm, usando um 

coeficiente de extinção molar de 18.000 M−1 cm−1. Controles sem enzima foram 

incluídos com cada ensaio para ajustar a hidrólise não enzimática de p-NPP. Uma 

unidade de atividade enzimática é definida como a quantidade de enzima necessária 

para hidrolisar 1 μmol de p-NPP por minuto a 37 °C. As atividades TRAP e FAL foram 

expressas em U/L.  
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3.6 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 20 dias aproximadamente, até não apresentarem 

resistência ao corte com navalha. Posteriormente, as amostras foram novamente 

lavadas em água corrente por 12 horas e submetidas à técnica de rotina para inclusão 

em parafina Histosec® (Darmstadt, Alemanha). Para a inclusão, procedeu-se a 

desidratação dos espécimes em banhos de solução de etanol. Em seguida, as 

amostras foram diafanizadas em xilol,  e por fim incluídas em parafina para confecção 

dos blocos. Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histológicos semi-

seriados no sentido transversal (perpendicular ao longo eixo do alvéolo dental), 

utilizando-se micrótomo Leica Jung RM 2045. Foram obtidos cortes semi-seriados de 

4 μm de espessura para coloração com Hematoxilina e Eosina (HE).  

 

3.7 Análise histopatológica em HE 

A análise histológica qualitativa foi realizada com emprego de um microscópio 

óptico binocular na região de terço médio do alvéolo dental, dos diferentes períodos 

experimentais (7, 14  21 dias) para todos os grupos (C, CV, MTK2 e MTK4), 

considerando-se os seguintes parâmetros:  presença de coágulo e tecido de 

granulação, padrão do infiltrado inflamatório, neoformação, maturação e remodelação 

do tecido ósseo neoformado.  

 

3.8 Métodos Estatísticos e Análise de poder  

Os dados quantitativos foram inicialmente analisados quanto a distribuição de 

normalidade por meio do teste Shapiro-Wilk. Os dados dentro da distribuição de 

normalidade foram posteriormente avaliados por meio do teste One Way ANOVA 
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seguido de Tukey. Dados fora da distribuição foram analisados pelo teste Kruskal 

Wallis seguido de Dunn. 

Todos os testes estatísticos serão avaliados a um nível de significância de 5% 

(p < 0,05) e serão aplicados por meio dos programas GraphPadInStat e Prism5 

(GraphPad, San Diego, CA).  
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4 RESULTADOS  

4.1 Análise microtomográfica  

A microCT permitiu uma análise descritiva (quantitativa) por meio de 

reconstrução tridimensional (3D) do reparo ósseo dos alvéolos direitos, durante os 

três períodos experimentais analisados (7, 14 e 21). As maxilas foram submetidas à 

escaneamento em microCT, reconstruídas (utilizando os softwares NRecon e 

DataViewer). Para melhor representar a evolução do reparo nas regiões mais centrais 

do alvéolo, utilizou-se o plano de secção transaxial, na altura do terço médio do 

alvéolo. Dentro de uma escala de densidade tomográfica, as estruturas hiperdensas 

representam o tecido ósseo maduro das estruturas ao redor do alvéolo, servindo como 

parâmetro de comparação com a densidade tomográfica observada na área do 

alvéolo dental ao longo dos diferentes períodos (Fig. 4). Em seguida 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 espessura (Tb.Th, mm) e separação de trabéculas 

(Tb.Sp, mm) (Fig.5).  

Os resultados microtomográficos qualitativos observados na Figura 4 

demonstram uma baixa hiperdensidade no interior dos alvéolos de todos os grupos, 

no período de 7 dias, uma vez que este corresponde ao início da mineralização da 

nova matriz óssea sendo depositada. Já nos períodos de 14 e 21 dias, áreas 

hiperdensas são visíveis em todos os grupos. No que diz respeito ao grupo C, a 

evolução do reparo ósseo encontra-se de acordo com o já observado em outros 

estudos utilizando reparo alveolar do incisivo superior direito em camundongos [28], 

sendo observada uma maior hiperdensidade do grupo C aos 21 dias em comparação 

com o grupo CV. Importante notar que os grupos MTK2 e MTK4 apresentaram maior 

hiperdensidade comparados aos grupos C e especialmente CV aos 21 dias. 
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Figura 4. Reconstrução axial dos alvéolos escaneados em MicroCT aos 7, 14 e 21 

dias, dos grupos C, MTK2, MTK4 e CV. 

 

Os resultados qualitativos foram coerentes com os resultados observados na 

análise quantitativa. Por meio da análise quantitativa, graficamente representada na 

Figura 5, observa-se que os grupos MTK2 e MTK4 revelaram maior BV/TV (%) aos 

14 (46,00±5,60 / 77,40±3,90) e 21 (86,15±2,24 / 80,46±4,77) dias comparados aos 

grupos C (33,50±5,50 / 54,83±4,02) e CV (42,6±5,27), sendo que o grupo MTK4 

(77,40±3,90) apresentou valores maiores em relação ao grupo MTK2 (46,00±5,60) 

para os 14 dias. Nota-se que aos 21 dias, o grupo CV (42,6±5,27) apresentou menor 

BV/TV em relação ao C (54,83±4,02), indicando um efeito negativo da manipulação 

do animal sobre o reparo (Fig. 5A). Em relação aos parâmetros morfológicos 

indicativos da qualidade trabecular, observa-se que ambos MTK2 (0,4±0,07) e MTK4 

(0,22±0,07) tiveram efeitos positivos em aumentar a espessura das trabéculas (Tb.Th) 

em comparação ao C (0,42±0,01) e CV (0,16±0,064) aos 21 dias (Fig. 5B).  Os 

resultados não revelaram diferença estatística da separação das trabéculas (Tb.Sp) 

(Fig. 5C) entre os grupos e períodos (p < 0,05).  
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Figura 5. Análise Microtomogáfica quantitativas.  Análises referentes aos parâmetros 

(A) BV/TV% (proporção de osso por tecido total), (B) Tb.Th (espessura em mm de 

trabáculas ósseas neoformadas) e (C) Tb.Sp (separação em mm entre as trabáculas 

ósseas neoformadas). Os gráficos apresentam valores da média e desvio padrão, e 

as diferenças estatísticas são apresentadas pelo símbolo *. Foi utilizado o teste de 

análise de variância (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de comparações 

múltiplas de Tukey, sendo considerado nível de significância de 5% (p < 0,05). 

 

4.2 Análise Histopatológica  

4.2.1 Análise Histológica Descritiva  

Realizou-se inicialmente a descrição histológica qualitativa do reparo ósseo 

alveolar em cortes histológicos do alvéolo dental dos camundongos do grupo C, sendo 

estes dados utilizados como um controle em comparação do reparo ósseo alveolar 

dos camundongos CV, MTK2 e MTK4. Primeiramente, as amostras foram 

representadas em uma visão panorâmica do terço médio do alvéolo dental (Fig.6) 

registradas em objetiva de 10x, mostrando assim a cinética do processo de reparo 

alveolar. Em seguida, as amostras foram analisadas em corte transversal do terço 

médio do alvéolo e visualizadas em objetiva de 100x (Fig. 7). 
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Aos 7 dias, os alvéolos do grupo C apresentaram predominância de tecido de 

granulação. Quanto aos grupos MTK2 e MTK4 apresentaram aspecto histopatológico 

bastante similares ao longo dos períodos analisados, sendo que aos 7 dias os alvéolos 

apresentavam-se preenchidos por tecido de granulação com numerosos vasos 

sanguíneos e moderado infiltrado inflamatório predominantemente mononuclear 

difuso. De permeio, observaram-se focos de coágulo sanguíneo, bem como atividade 

osteogênica com discreta deposição de matriz óssea.  

Aos 14 dias, os alvéolos do grupo C apresentaram predominância de tecido 

ósseo neoformado. Quanto aos grupos MTK2 e MTK4, as trabéculas ósseas 

neoformadas apresentavam-se espessas e em fase de maturação, além de ser 

possível observar uma discreta atividade osteoclástica. 

No período de 21 dias, os alvéolos do grupo C já se encontravam preenchidos 

por tecido ósseo em fase de maturação. Já os alvéolos dos grupos MTK2 e MTK4 

mostravam-se preenchidos por espessas trabéculas ósseas regulares em fase de 

maturação, ora revestidas por osteoblastos, ora por células de revestimento, 

apresentando discretas áreas com atividade osteoclástica. Neste mesmo período, 

chamou atenção o atraso no processo de reparo do grupo CV, os quais exibiam 

alvéolos preenchidos predominantemente por tecido conjuntivo frouxo ricamente 

vascularizado, com discreto infiltrado inflamatório mononuclear e eventuais 

polimorfonucleares neutrófilos. Na periferia dos alvéolos, bem como permeando o 

tecido conjuntivo, viam-se trabéculas ósseas neoformadas, ora em maturação, ora em 

remodelação. Também foram observados discretos focos de atividade osteogênica.  



43 

 

 

F
ig

u
ra

 6
. 
A

n
á

lis
e

 h
is

to
ló

g
ic

a
 d

o
 p

ro
c
e

s
s
o

 d
e

 r
e
p

a
ro

 a
lv

e
o

la
r 

d
o

s
 g

ru
p

o
s
 C

, 
M

T
K

2
, 
M

T
K

4
 e

 C
V

, 
n

o
s
 p

e
rí

o
d

o
s
 

d
e

 7
, 

1
4

 e
 2

1
 d

ia
s
 p

ó
s
-e

x
o

d
o

n
ti
a

. 
F

o
to

m
ic

ro
g
ra

fi
a
s
 s

ã
o

 r
e
p

re
s
e
n

ta
ti
v
a

s
 d

a
 r

e
g
iã

o
 m

é
d

ia
 d

o
 a

lv
é

o
lo

 d
e

n
ta

l,
 

o
n

d
e

 n
o
ta

-s
e

: 
p

re
s
e

rv
a

ç
ã

o
 d

a
 c

o
rt

ic
a

l 
a

lv
e

o
la

r 
(s

e
ta

s
 p

re
ta

s
);

 p
re

s
e

n
ç
a

 d
e

 c
o

á
g
u

lo
 (

C
g

);
 e

v
o

lu
ç
ã

o
 p

a
ra

 
te

c
id

o
 d

e
 g

ra
n

u
la

ç
ã

o
 (

T
G

) 
e

 i
n
íc

io
 d

e
 n

e
o
fo

rm
a

ç
ã

o
 ó

s
s
e

a
 (

s
e

ta
 b

ra
n

c
a

) 
a

o
s
 7

 d
ia

s
; 

tr
a

b
é

c
u

la
s
 ó

s
s
e
a
s
 

n
e

o
fo

rm
a

d
a

s
 (

*)
 a

o
s
 1

4
 e

 2
1

 d
ia

s
 n

o
s
 g

ru
p
o

s
 C

, 
M

T
K

2
 e

 M
T

K
4

. 
A

tr
a

s
o

 d
e
 n

e
o
fo

rm
a

ç
ã
o

 ó
s
s
e

a
 n

o
 g

ru
p

o
 C

V
. 

C
o
lo

ra
ç
ã

o
 H

E
; 

o
b

je
ti
v
a

 d
e

 1
0

x
. 

  



44 

 

 

F
ig

u
ra

 7
. 
Im

a
g
e

n
s
 r

e
p
re

s
e

n
ta

ti
v
a

s
 d

o
 a

s
p

e
c
to

 h
is

to
p

a
to

ló
g
ic

o
 d

o
s
 g

ru
p

o
s
 C

, 
M

T
K

2
, 

M
T

K
4

 e
 C

V
 a

o
s
 7

, 
1

4
 e

 2
1
 d

ia
s
 e

x
p

e
ri
m

e
n

ta
is

 (
H

E
; 
a

u
m

e
n
to

 o
ri
g
in

a
l 
1

0
0

x
).

  
   



45 

 

 

4.3 Resultados de marcadores plasmáticos 

Os níveis de cálcio (mg/dL) observados na figura 8A foram significativamente 

maiores no grupo MTK4 (10,36±0,40 e 11,07±0,51) comparado aos controle 

(7,80±0,71 e 8,19±1,34) aos 7 dias, enquanto que aos 21 dias, os valores de MTK4 

foram significativamente maiores que os do MTK2 (8,73±1,00 e 8,90±0,50) e controle. 

Os valores do fosfato (mg/dL) apontaram aumento significativo no grupo MTK2 

(2,26±0,54 e 2,00±0,44) em comparação ao MTK4 (1,74±0,50 e 1,73±0,08) e grupo C 

(1.66±0.30 e 1.28±0.14) aos 7 e 21 dias (Fig. 8B). No entanto, aos 14 dias, o grupo 

MTK4 mostrou aumento significativo com 2,12±0,11 comparado ao MTK2 com 

1,68±0,16 e C com 1,60±0,20 (Fig. 8B). Não foram detectadas diferenças significantes 

para FAL (Fig. 8C) e para a TRAP (Fig. 8D).  

 

 

Figura 8. Parâmetros bioquímicos plasmáticos do metabolismo ósseo entre os grupos 

C, MTK2 e MTK4. (A) Cálcio, (B) Fosfato, (C) Atividade da fosfatase alcalina total 

(FAL), e (D) atividade da fosfatase ácida resistente ao tartarato total (TRAP).(*) 

Diferenças estatísticas entre os grupos. Foi utilizado o teste de análise de variância 
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(ANOVA) de uma via seguido pelo teste de comparações múltiplas de Tukey, sendo 

considerado nível de significância de 5% (p < 0,05). 
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5 DISCUSSÃO 
 

A partir dos resultados obtidos pelo presente estudo foi possível confirmar o 

efeito tempo e dose-dependente da droga antagonista de CisLTs no curso do reparo 

ósseo intramembranoso de alvéolos dentários de camundongos, bem como nos níveis 

de cálcio e fosfato. 

Considerando-se a saúde geral dos animais, a inibição de CisLTs parece não 

ter interferido negativamente em seus processos fisiológicos. Clinicamente, os 

animais apresentaram fenótipo e peso similar em comparação aos Controles (dados 

não apresentados), diferentemente de animais 5-LOKO que possuem um fenótipo 

mais robusto, uma vez que esta inibição resulta em um animal que apresenta uma 

matriz óssea mais cortical e hiperdensa em comparação com animais WT – selvagens 

(do inglês, Wild Type) já observados em um estudo anterior do nosso grupo [35], além 

de apresentarem menor número de osteoclastos e consequentemente, diminuição do 

turnover ósseo e possibilidade de manutenção de sua massa óssea ao longo do 

tempo, observado em estudos preliminares usando outras linhagens [12]. 

Roedores são comumente usados em estudos de biologia óssea e para testar 

novas drogas. A escolha da linhagem utilizada baseou-se em estudos prévios de 

fenotipagem óssea, que mostraram que os camundongos 129Sv/Ev apresentam uma 

maior densidade óssea quando comparado a outras linhagens populares como os 

C57Bl/6 [54,55]. Estudos utilizando camundongos nocauteados para determinado 

gene são úteis para entender como sua deleção afeta determinado comportamento. 

No entanto, devido a algumas limitações como impossibilidade de replicação clínica, 

a utilização de animais selvagens é preferível pois permite a aplicação de outros 

mecanismos para fins semelhantes, como o uso de drogas bloqueadoras de produtos 

gerados por vias específicas.  

Sabe-se que as enzimas que metabolizam o A.A. interferem na homeostasia 

do tecido ósseo, bem como no processo de reparo deste tecido, sendo a COX-2 

responsável pela osteoblastogênese [20,21]  e os LTs derivados da 5-LO pela 

osteoclastogênese e reabsorção óssea [23]. Sendo assim, o emprego de drogas que 

apresentam um efeito inibidor específico para CisLTS, como o MTK, nos permite 

analisar seu efeito pontual diante de uma condição de injúria óssea [30,37,38,39].  
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Os resultados obtidos no presente estudo são bastante promissores, uma vez 

que a influência desta inibição em ossos intramembranosos é inédita. Estudos 

pioneiros a respeito da influência dos metabólitos da 5-LO no metabolismo ósseo se 

concentravam nas evidências demonstradas na porção cortical do tecido [11,23,29]. 

Do mesmo modo, estudo anterior utilizando animais geneticamente modificados para 

a enzima 5-LO já demonstrou a aceleração no processo de neoformação óssea pós-

injúria, porém, em modelo de fratura de osso endocondral [29,30,31]. No entanto, 

foram as evidências obtidas em investigação a respeito da fenotipagem esqueletal de 

camundongos 129Sv/Ev 5-LOKO que incentivaram o desenvolvimento do presente 

estudo, uma vez que foi demonstrada um resultado benéfico de tal deleção sobre a 

qualidade microarquitetural trabecular das regiões de metáfise distal do fêmur e 

vértebra L5 [32]. Considerando-se a qualidade e natureza do osso maxilar e da 

necessidade de se fornecer condições favoráveis para um processo de reparo do 

alvéolo dentário pós-extração a fim de permitir procedimentos reabilitadores mais 

promissores, desenvolveu-se o presente estudo. Assim, a compreensão dos efeitos 

da administração cumulativa de MTK no osso pode fornecer estratégias para melhorar 

e acelerar o reparo ósseo, comparando diferentes dosagens de drogas.  

No presente estudo, analisamos duas dosagens de MTK (2 mg/kg/dia e 4 

mg/kg/dia) ao longo de três períodos experimentais (7, 14 e 21 dias), a fim de se 

analisar o efeito tempo-dose-resposta do medicamento e possíveis resultados 

distintos. Na literatura não foram encontrados estudos prévios utilizando estas 

dosagens. No entanto, baseou-se em estudos que mostram a segurança no 

tratamento da asma em humanos adultos, utilizando 10 mg/dia [39] e estudos em 

modelos de roedores com foco na análise do processo de reparo ósseo de ossos 

longos, utilizando 1,5 mg/kg/dia por 7 e 21 dias [32] e 5 mg/kg/dia, por períodos mais 

longos de 12 semanas [30].  Em um estudo prévio de nosso grupo, avaliamos a 

influência do MTK nos fêmures e vértebras sobre os parâmetros microtomográficos 

utilizando as dosagens de 2 mg/kg/dia e 4 mg/kg/dia (artigo em processo de 

submissão). Quanto aos tempos experimentais, os mesmos foram definidos 

baseando-se em estudos prévios em camundongos C57BL/6-WT [44,55], onde o 

tempo de 21 dias é considerado o estágio de finalização do processo de reparo, devido 

a maior quantidade de osso observada (em relação a períodos mais prolongados) e 

presença de tecido ósseo lamelar permeado por medula.  
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Existem evidências do papel do MTK na remodelação óssea, já que os LTs são 

mediadores presentes no processo inflamatório. Estudos anteriores em roedores, 

mostram que o tratamento com o MTK suprime e regula a formação de osteoclastos 

[30,56,57], diminui a perda óssea em condições homeostáticas em camundongos 

machos em condições inflamatórias [30, 58], assim como resgata a perda óssea de 

fêmeas OVX [30,56] e acelera o reparo em fraturas de ossos longos [32,59]. Em um 

estudo prévio de nosso grupo, foi possível observar uma melhora da microarquitetura 

óssea, dos ossos endocondrais, embora nosso modelo animal não tenha sido 

submetido a nenhum procedimento cirúrgico ou intervenção sistêmica, apresentando 

portanto, menor predisposição à perda óssea. No entanto, essa condição fortaleceu o 

potencial terapêutico usado do MTK para o tratamento de doenças que envolvem 

destruição óssea, devido a sua capacidade para melhorar a massa óssea. 

Nas reconstruções obtidas por microCT, verificamos presença de espaço 

predominantemente hipodenso dos alvéolos dentais no período de 7 dias, 

correspondente ao espaço preenchido predominantemente por tecido de granulação 

nos cortes histológicos, em todos os grupos analisados. Aos 14 dias, todos os grupos 

apresentavam aumento de hiperdensidade preenchendo grande parte da extensão 

dos alvéolos dentários, especialmente para os grupos tratados com o MTK, onde a 

presença de trabéculas ósseas mineralizadas foi mais evidente e, confirmada pela 

análise histológica descritiva. O mesmo foi observado aos 21 dias, em que os grupos 

tratados apresentavam uma maior hiperdensidade em toda extensão do alvéolo, 

também sendo observado pela histologia. Já o grupo CV apresentava maior área 

hipodensa, mostrando um atraso do reparo ósseo em relação aos outros grupos, 

correspondendo a tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado nos cortes 

histológicos. As características microarquitetura da matriz óssea mineralizada no 

interior dos alvéolos dentários dos animais tratados com o MTK demonstrados pela 

análise do microCT, revelaram claro efeito tempo-dose dependente da droga na 

melhora dos parâmetros analisados. Considerando-se a fração de volume ósseo 

(BV/TV) e espessura das trabéculas ósseas (Tb.Th), observou-se que estes efeitos 

são mais significativos a partir do décimo quarto dia pós-operatório, continuando até 

o período final de análise (21 dias). As características da microarquitetura óssea 

reveladas pelos animais tratados com MTK podem ser devidas a uma maior 

disponibilidade de COX-2 quando os metabólitos 5-LO são bloqueados, produzindo 
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assim, níveis anormalmente altos de prostaglandinas, favorecendo a 

osteoblastogênese [27,27,34,35]. O aumento da densidade mineral óssea alveolar 

associado com maiores níveis de cálcio plasmático em relação ao grupo C, sugere 

que MTK4 exerce influência na homeostase do cálcio otimizando o metabolismo 

ósseo. De fato, a mineralização da matriz osteóide apresenta uma correlação positiva 

entre absorção intestinal de cálcio e os seus níveis plasmáticos [60,61]. Entretanto, o 

aumento do cálcio plasmático também pode ser relacionado com a redução da sua 

taxa de excreção renal e o aumento da sua liberação óssea por meio da atividade 

osteoclástica. Isto nos leva a sugerir que, apesar de bem caracterizado que o MTK 

atue como antagonista do CisLTR1, cuja transdução do sinal depende do aumento do 

Ca2+ intracelular [24], ainda é desconhecido em qual nível da regulação do Ca2+ o 

MTK pode modular a homeostase de cálcio. Por sua vez, os níveis plasmáticos de 

fosfato também foram maiores em ambos os grupos tratados com MTK em 

comparação ao grupo C. Todavia, não foi possível estabelecer correlação entre as 

variações plasmáticas de cálcio e fosfato no decorrer do período experimental, muito 

embora a homeostase de ambos estejam finamente interconectadas de tal forma que 

a proporção entre esses eletrólitos influencia na taxa de absorção intestinal e excreção 

renal de ambos [62]. Apesar disso, a maior densidade mineral óssea alveolar nos 

grupos tratados sugere que MTK também favoreceu a homeostase do fosfato, que 

exerce função crítica para a formação do fosfato de cálcio, essencial para a 

mineralização óssea [63].  

Os resultados microarquiteturais da matriz óssea mineralizada nos auxilia 

sobremaneira no entendimento da qualidade do tecido ósseo neoformado 

considerando a microarquitectura da matriz mineralizada; no entanto, a histopatologia 

nos revela aspectos importantes sobre a dinâmica da reparação óssea, especialmente 

nos seus períodos iniciais.  Apesar da ausência de diferenças entre os grupos aos 7 

dias apontadas pela microCT, a presença e distribuição da deposição inicial da matriz 

óssea ficou evidente nos cortes corados com HE. Enquanto o grupo C exibia uma 

formação óssea predominantemente a partir das paredes dos alvéolos, nos animais 

tratados com ambas as doses do MTK essa formação óssea ocorria em todo o alvéolo, 

levando a uma organização dos espaços medulares mais precoce. Cabe ressaltar a 

importância do grupo CV, que revelou resultados interessantes, comprovando a 

influência do estresse durante a manipulação diária do animal no processo de reparo 

alveolar. Em todos os parâmetros de análise este foi o grupo que apresentou 
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resultados significativamente inferiores em comparação com os grupos experimentais 

e, especialmente, com o grupo C. Cabe enfatizar que a opção em se analisar somente 

um período do reparo foi devido ao interesse em analisar o efeito do estresse pela 

manipulação do animal na reparação final do alvéolo (grupo CV), e não durante o 

curso do processo, uma vez que este já sinaliza seu efeito negativo.  

Estudos focados no modelo de camundongos fêmeas OVX sugerem que MTK 

atenua a perda de volume ósseo, bem como o número trabecular de fêmures e 

vértebras, observado por microCT [30,56]. Além disso quando este mesmo modelo é 

analisado histopatologicamente, é possível confirmar que o MTK melhora a perda 

óssea induzida pela OVX ao suprimir a atividade de osteoclastos [30,56]. Estudos 

focados em fraturas dos ossos longos, apontam que a fratura nos animais tratados 

com MTK exibem reparo aprimorado quando comparados aos controles [32,59], 

sendo também observado no presente estudo por meio de microCT dos alvéolos, 

especialmente para os 21 dias. Estes estudos prévios de fratura em fêmures, apontam 

que os grupos tratados exibem um aumento do tamanho da calosidade e formação 

óssea mais precoce quando comparados com os controles já no dia 7, sendo 

observado por meio de radiografias. O MTK tem como alvo direto o CisLTR1, levando 

ao aumento da proliferação de condrócitos em momentos iniciais [32]. Em nossos 

resultados, esta diferença por meio de exame de imagem não foi observada nos 

períodos de 7 dias, porém através da análise histológica descritiva, foi possível 

observar uma formação óssea mais acelerada nos grupos tratados com MTK.  

Os marcadores de remodelação óssea sistêmica foram usados para 

demonstrar possíveis correlações com os efeitos biológicos do MTK no osso alveolar 

após a exodontia.  Com relação aos níveis plasmáticas da FAL, um marcador de 

formação óssea sistêmica, não foram observadas diferenças significantes entre os 

grupos, embora o aumento do BV/TV foi nitidamente observado pelos resultados da 

microCT nos grupos MTK2 e MTK4. O estudo do efeito do exercício físico e do 

raloxifeno na microarquitetura óssea do colo do femur de ratas senis também não 

demonstrou correlação entre BV/TV e FAL plasmática [64], enquanto a 

imunomarcação com osteocalcina demonstrou ser coerente com os efeitos anabólicos 

de ambos os tratamentos. Isto sugere, que outras proteínas da matriz extracelular 

óssea podem estar envolvidas na regulação do processo de mineralização induzido 

pelo MTK, como a sialoproteína óssea, osteopontina e osteocalcina. Além disso, para 
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os níveis de TRAP, um marcador plasmático de reabsorção óssea, também não foram 

detectadas diferenças estatísticas entre os grupos e períodos. Após administração do 

MTK, esperava-se uma associação dos níveis plasmáticos de TRAP devido à redução 

de osteoclastogênese causada pelo mesmo. Nossa hipótese é que o efeito do MTK 

ocorreu apenas localmente no tecido ósseo. Sendo assim, a TRAP não seria 

adequado como biomarcador sistêmico de reabsorção óssea para o modelo em 

questão. De forma semelhante, a TRAP sistêmica não foi efetiva em representar o 

efeito do raloxifeno no femur de ratas OVX, enquanto a análise imunoistoquímica 

permitiu constatar a redução da imunomarcação da TRAP no colo do fêmur desses 

animais [65]. Frente a esta hipótese sugerimos mais estudos em associação a 

imunoistoquímica para confirmação da mesma. Embora os resultados obtidos pela 

microCT e histologia descritiva tenham sido benéficos, não observamos correlação 

com os biomarcadores de formação e remodelação óssea.  

Nossos resultados mostram que o uso do MTK promoveu neoformação óssea 

precoce e melhora na qualidade do tecido ósseo ao longo do processo de reparo na 

dose de 4mg, neste modelo experimental e destacando o papel do CisLTR1 como um 

regulador negativo sobre o reparo ósseo. No entanto, estudos adicionais são 

necessários a fim de se investigar os efeitos do MTK sobre as células ósseas em 

níveis moleculares, bem como o comportamento do tecido ósseo neoformado após a 

interrupção do tratamento.  
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6 CONCLUSÃO 

 Considerando os resultados obtidos, concluiu-se que o MTK exerceu efeito 

positivo tempo e dose dependente sobre o processo de reparo ósseo alveolar pós-

exodontia em camundongos 129Sv/Ev, acelerando a deposição de matriz óssea em 

comparação aos animais e interferindo nos níveis plasmáticos de cálcio e fosfato 

neste presente modelo animal.  
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APÊNDICE 

 

Média e desvio padrão da análise quantitativa de microCT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parâmetros 
Períodos/ 
Grupos C CV MTK2 MTK4 

BV/TV (%) 

7 dias 13,07±2,09  15,9±3,9 9,2±1,41 

14 dias 33,47±5,5  46,02±5,6 77,37±3,86 

21 dias, 54,83±4,01 42,6±5,27 86,13±2,23 80,01±4 

      

Tb.Th 

7 dias 0,12±0,22  0,13±0,04 0,12±0,029 

14 dias 0,16±0,059  0,21±0,025 0,28±0,047 

21 dias 0,42±0,015 0,16±0,064 0,04±0,070 0,21±0,076 

      

Tb.Sp 

7 dias 0,61±0,06  0,56±0,08 0,68±0,02 

14 dias 0,2±0,043  0,25±0,012 0,2±0,044 

21 dias 0,14±0,056 0,2±0,043 0,2±0,043 0,24±0,092 
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ANEXO A - CEUA 
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ANEXO B – NORMAS BONE 
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