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Prado RF. Efeitos da osteopenia no reparo 6sseo alveolar de ratas [Tese].
Sao José dos Campos: Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista; 2008.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar os efeitos iniciais da deficiéncia
estrogénica associada ou n&o a dieta deficiente em calcio na reparacédo 6ssea
alveolar. Foram utilizadas 72 ratas, aos trés meses de idade, das quais 48 foram
ovariectomizadas e 24 falso-operadas (SHAM). Das 48 ratas ovariectomizadas,
24 receberam ragédo comercial padrao (OVZ) e 24 receberam racao especial com
baixo teor de calcio (ESP). Foi extraido o primeiro molar inferior, bilateralmente,
15 dias ap6s a ovariectomia e a cirurgia Sham. Os animais foram sacrificados
aos sete, 21 e 45 dias apds as exodontias. As mandibulas foram radiografadas e
processadas para andlise radiografica e microscopica. Como resultados apés a
comparacéao pelo teste ANOVA e de Tukey verificou-se que a densidade 6ptica,
0 volume trabecular e o numero de mastocitos foram crescentes
significativamente com o decorrer do tempo, enquanto a taxa de aposicdo
mineral éssea diaria e o volume ostebide foram decrescentes com o tempo. A
comparagéo entre os grupos SHAM e OVZ néo revelou diferengas estatisticas,
entretanto a comparacéo entre os grupos OVZ e ESP mostrou diferengas no
volume trabecular e numero de mastoécitos, sendo os demais paradmetros
semelhantes. Diante do exposto concluiu-se que a deficiéncia hormonal nao
retarda o reparo O0sseo alveolar de ratas ovariectomizadas e um possivel
mecanismo de reabsorgcido 0ssea é ativado diante da hipocalcemia e deficiéncia
estrogénica recrutando mastécitos. A taxa de aposicdo mineral diaria ndo é
influenciada pela deficiéncia hormonal, mas pareceu sofrer alguma influéncia
quando se associou a dieta pobre em calcio, mostrando uma tendéncia a

diminuigao.

PALAVRAS-CHAVE: osteopenia; osteoporose; reparo ésseo



1 INTRODUGCAO

A osteoporose pode ser definida como uma sindrome
caracterizada pela redugao, por unidade de volume, do osso normalmente
mineralizado e pela deterioragcdo da microarquitetura do tecido 0Osseo,
levando a fragilidade 6ssea e conseqiiente aumento do risco de fraturas®.
Apesar de poder ser secundaria a varias condicbes, as formas de
osteoporose mais comuns sao as que se desenvolvem no envelhecimento
e na pés-menopausa’.

A osteoporose pds-menopausa afeta 1,5 milhdes de
mulheres por ano, tornando tal doenca um grande problema de satde?’.
Segundo Kowalski et al.*®, 11% da renda mensal da familia é destinada
ao tratamento da mulher com osteoporose pdés-menopausa e no Sistema
Publico de Saude do estado de Sdo Paulo, o custo médio anual é de
R$908,18 por paciente com a doenca. A relevancia de estudos que
busquem novas perspectivas e conhecimentos sobre tal doenca é
indiscutivel.

A deficiéncia estrogénica decorrente da menopausa
representa o fator etioldgico mais importante no seu desenvolvimento®. A
perda 6ssea trabecular apds a menopausa ocorre predominantemente por
reducdo do numero de trabéculas, bem como pela diminuicdo de sua
espessura®.

Investigacbes pré-clinicas de novas estratégias para
melhorar o tratamento e o reparo na osteoporose como, por exemplo,
implantes com novos designs e o uso de fatores de crescimento requerem

um modelo animal efetivo®”. Este modelo deve ser comparavel a
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osteoporose humana com relagdo ao nivel de osteoporose, a deterioragao
Ossea, a redugdo da competéncia mecanica do osso, as alteragdes
histomorfométricas, o metabolismo &sseo, o padrdao hormonal e a
anatomia®’.

A ovariectomia em ratas tem sido utilizada com este
intuito, causando perda de massa Ossea decorrente da deficiéncia
hormonal®.

Segundo alguns autores®, os ossos maxilares de ratas
dificilmente sédo afetados pela deficiéncia hormonal decorrente da
ovariectomia, provavelmente em virtude de seus habitos mastigatorios.
Alternativamente, algumas estratégias poderiam ser adotadas na tentativa
de melhorar a eficacia dos estudos utilizando este modelo animal
associado, por exemplo, a diminuicdo da ingestao de calcio.

Investigadores do mundo inteiro realizam estudos a
respeito dos efeitos da deficiéncia hormonal sobre a remodelagcéo e
reparagcao Osseas. Estes achados poderéao gerar cuidados pré-operatérios
com administracdo de fatores geneticamente desenvolvidos,
alternativamente as terapias conhecidas até hoje, acelerando o reparo
normal e melhorando a reparagdo em casos de comprometimentos
sistémicos?.

Justifica-se assim, a continua busca de novos
conhecimentos sobre o papel da deficiéncia estrogénica no processo de
reparacdo 6ssea alveolar por diversas metodologias que possam auxiliar
a conduta do cirurgido-dentista nos procedimentos cirurgicos nestes

pacientes com osteoporose.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Deficiéncia estrogénica e a remodelacdo 6ssea

O tecido Osseo apresenta caracteristicas dinamicas,
encontrando-se em constante processo de remodelacdo. A remodelacéo
Ossea tem papel fundamental na homeostasia dos niveis plasmaticos de
calcio’®. Na osteoporose poés-menopausa, ocorre uma maior reabsorgao
em comparagdo a velocidade de aposigcao Ossea. Consequentemente
ocorre perda da massa 6ssea™.

Os mecanismos que relacionam o estrbgeno e a
regulacdo da remodelacdo 6ssea ainda ndo sdo compreendidos®,
entretanto, estudos em culturas de células sugerem que o horménio atua
na secrecdo e na atividade dos fatores que regulam os precursores
osteoblasticos e os osteoclasticos prevenindo a formacdo de
osteoclastos®®. Os receptores estrogénicos dos osteoblastos e
osteoclastos possuem fungbes regulatérias nestas células e
consequentemente na remodelagdo Ossea, entretanto tais fungbes nao
estdo bem esclarecidas®.

Os osteoblastos podem iniciar sua fungao fisiolégica de
sinalizacdo para a reabsorcdo mediando a atividade osteoclastica,
quando sua ativacdo ocorre por indutores como o horménio da
paratiredide (PTH), a interleucina 1 (IL1), o fator de necrose tumoral (TNF)
ou a prostaglandina (PGE-2), que estimulam os osteoblastos a secretar

fatores que induzem os osteoclastos a reabsorverem o0sso. A diminui¢cao
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do estrégeno aumenta a producéo destes e de outras citocinas envolvidas
na reabsorgao 6ssea?’.

Hughes et al.>® 1996, investigaram in vitro e in vivo a
funcdo estrogénica na regulacdo da apoptose de osteoclastos. Segundo
os autores, o0 estrbgeno aumenta a producdo de TGF-f pelos
osteoclastos. O anticorpo anti-TGF- diminui a apoptose dos osteoclastos.
Sendo assim, os estrogenos podem regular a fungéo reabsortiva limitando
a vida dos osteoclastos.

O estrogeno apresenta efeito apreciavel na expressao de
citocinas e fatores de crescimento por osteoblastos e osteoclastos,
desempenhando um importante papel na regulagdo desses e
consequentemente na acéo paracrina e autocrina dos mesmos. Dentre os
principais fatores de crescimento relacionados com o estrogeno estdo os
IGF-l e I, TGF-B e o PDGF®.

Alguns fatores de crescimento que podem atuar na
sinalizacao, proliferagdo, migracao e sintese de matriz pelos osteoblastos
sdo: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fatores de
crescimento insulinico (IGF) | e Il, fator de crescimento fibroblastico
(FGF), fator de crescimento transformante (TGF), especialmente TGF- e
proteinas morfogenéticas (BMPs)®’.

Os IGF | e Il podem estimular a mitogénese e a sintese de
colageno do osteoblasto, enquanto o TGF- exibe efeito duplo,
estimulando ou deprimindo a fungao osteogénica. Outros dois fatores de
crescimento, o FGF e o PDGF apresentam fungbes similares, porém
menos destacadas'’.

O IGF também promove sintese de matriz cartilaginosa.
Os condrocitos tanto o secretam quanto respondem ao IGF de modo
autocrino. Sua fungdo na remodelagdo e reparo Osseos nao esta
completamente esclarecida®®. Contudo, Okazaki et al.** 2003, acreditam
que os mediadores quimicos inflamatérios como prostaglandinas

secretadas logo apdés um trauma podem induzir a expressao de IGF-I.
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Nos periodos iniciais do reparo, o acido ribonucléico (RNA) mensageiro
do IGF-l foi expresso pelas células mesenquimais, por condrécitos
imaturos, pré-osteoblastos, osteoblastos e ostedcitos no calo ésseo. Apos
duas semanas de reparo, os osteoblastos continuavam a expressar IGF-I.
Tal fator parece estar envolvido na proliferacdo e diferenciacédo de
osteoblastos e condrocitos, atuando como um fator mitogénico autocrino e
paracrino durante o reparo 6sseo.

Apesar de ser encontrado em menores quantidades
quando comparado como IGF-Il, o IGF-l promove maior sintese de
colageno, sendo mais ativo sobre o tecido 6sseo®.

Com relacao as fungdes do TGF-R, segundo Finkelman et
al."* a deficiéncia neste fator nos ossos de ratas ovariectomizadas, sugere
sua importancia na manutencdo do volume 6sseo, uma vez que pode
induzir proliferacéo e diferenciacdo das células dsseas®?.

Outra via de atuacao dos estrégenos sobre o processo de
remodelacdo Ossea constitui a sinalizacdo osteoprotegerina (OPG), o
receptor ativador de NF-kB (RANK) e a citocina RANK ligante (RANKL),
identificados como os principais fatores envolvidos na osteoclastogénese.
O RANK localiza-se na superficie de osteoclastos maduros e de seus
precursores, enquanto a RANKL é uma proteina pertencente a familia do
fator de necrose tumoral (TNF). Seu principal papel € a inibicdo da
apoptose dos osteoclastos e a estimulagdo da diferenciacéo e ativagao
destas células. A OPG pode atuar inibindo RANKL por meio da ligagcéo
com RANK e também diretamente, por meio de outros receptores
presentes nos osteoclastos. Seus efeitos s&o antagdnicos aos efeitos da
RANKL. Diversas citocinas e compostos como os estrogenos, influenciam
a osteoclastogénese por meio da regulagédo da producdo de RANKL/OPG
pelas células estromais e pelos osteoblastos®'.

Steeve et al.®’ afirmaram que tanto os estrégenos quanto

o TGF-B aumentam a produgédo de OPG, diminuindo, conseqiientemente,
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a diferenciagdo e ativagdo dos osteoclastos, bem como induzindo a
apoptose destas células.

Um modelo experimental que simula a deficiéncia
estrogénica pds-menopausa em mulheres é a ovariectomia de ratas, a
qual resulta na diminuicdo dos niveis de estrogeno®. Como resultado, a
ovariectomia causa perda 6ssea em o0ssos como maxila®, mandibula®,
féemur®®, entre outros. Contudo, considerando-se que os sinais
apresentados pelas mulheres acometidas pela doenga nao séo idénticos
aos que ocorrem nas ratas neste modelo, considera-se apropriada, a
utilizagédo do termo osteopenia que reflete a diminuicdo da massa 6ssea
nestes animais em decorréncia da deficiéncia estrogénica®.

Encontram-se dificuldades na comparacédo de estudos
com este modelo animal no que tange 0 momento em que se realizou a
excisdo dos ovarios, sendo trés as principais idades para as ratas no
experimento: ratas jovens, maduras e idosas. Considera-se o modelo de
rata madura aquele com animais de trés meses de idade, sendo uma de
suas vantagens o menor custo do experimento quanto comparado aquele
de ratas idosas. As ratas de trés meses de idade tém maturidade
reprodutiva, respondem apropriadamente a deficiéncia hormonal em
conseqiiéncia da ovariectomia e ndo estdo em fase de crescimento
acelerado como as ratas jovens®. Ainda utiliza-se na literatura a exciso
dos testiculos de machos*’, contudo nao se priorizou este tipo de estudo.

Segundo Quinn*’ ndo ha uma relagdo simples entre a
idade humana e da rata. Na conversao da idade da rata para a humana
deve-se considerar o parametro a ser analisado. Por exemplo, o autor
explica que ao levar em consideracao a expectativa de vida das espécies,
um dia da rata corresponderia a 27 dias da mulher. Se for considerada a
maturidade sexual, um dia da rata corresponderia a 80 dias da mulher.
Mesmo assim, o modelo animal em ratos representa uma importante
ferramenta de estudo, permitindo compara¢des quando estes fatores sao

levados em consideracéo.
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1.4 avaliaram os efeitos da ovariectomia no

Ishihara et a
osso da maxila de ratas. A cirurgia de ovariectomia ocorreu quando as
ratas completaram trés meses. Decorridos cinco meses da ovariectomia,
as ratas foram sacrificadas e as maxilas processadas para analise em
microscopio de varredura de elétrons retroespalhados (BSE). N&o
encontraram diferengcas entre os aspectos das trabéculas ésseas dos
animais do grupo que sofreu a cirurgia-simulada (SHAM) quando
comparado ao grupo ovariectomizado (OVZ). Entretanto, encontraram
maior perda O0ssea ao avaliar o fémur dos animais OVZ. Os autores
consideraram que a perda de massa 0ssea ocorre predominantemente
em locais de ossificagdo endocondral (distal do fémur) em comparagao
aqueles de ossificagéo intramembranosa (maxila).

O tempo aguardado apds a ovariectomia até o sacrificio
dos animais constitui importante variante neste modelo experimental.

Wronski, et al.”®

, avaliaram o efeito do tempo de ovariectomia sobre os
parametros histomorfométricos 6sseos na face proximal de tibias de ratas.
Nos animais OVZ ocorre, apds 14 dias da cirurgia, uma fase de perda
Ossea inicial, que se torna gradualmente mais pronunciada e que coincide
com o0 aumento maximo da remodelacdo 6ssea. Esta fase se estabiliza
por volta dos 100 dias quando a reabsor¢cdo assume nivel semelhante ao
do grupo controle. Os dados de taxa de aposi¢cdo mineral (marcadores
fluorescentes) revelam também uma forte evidéncia de aceleragdo da
formagdo Ossea nas ratas ovariectomizadas. Infelizmente a taxa de
reabsor¢cdo nédo pode se medida diretamente por morfometria. Sendo
assim pode-se inferir que a perda de massa Ossea indica um grande
incremento na reabsorgédo éssea que excede o incremento ocorrido na
formacéo éssea.

Estudando diferentes tempos de ovariectomia e

orquiectomia (ratos machos), Most et al.*°

perceberam que em cultura de
células a deficiéncia estrogénica causa aumento transitorio na

osteoclastogénese. Sete dias ap6s a cirurgia, o potencial
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osteoclastogénico das células de medula hematopoiética foi acentuado e
se estabilizou ap6s 30 dias de deficiéncia hormonal. Seriam estas células,
as responsaveis por uma fase precoce de rapida perda Ossea. Lane et
al.>® perceberam o estabelecimento de perda da conectividade 6ssea nos
periodos iniciais pds-ovariectomia.

Estes autores™ utilizaram tomografia computadorizada e
histomorfometria para avaliar tibias de ratas ovariectomizadas.
Verificaram decréscimo de até 27% na conectividade éssea entre cinco e
oito dias apds a ovariectomia. Este fenbmeno parece estabilizar-se até 30
dias e novamente tem um pico no nivel de deterioragdo que se estende
até 50 dias apos a ovariectomia. Contudo, os niveis do marcador de
reabsorcao 6ssea (DPD — deoxipiridinolina) avaliado na urina dos animais
tiveram um acréscimo no décimo terceiro dia ap6s a ovariectomia, que foi
gradativamente maior até o ultimo periodo avaliado de 50 dias. Os
autores concluiram que apesar do nivel do DPD promover um eficaz
monitoramento da reabsor¢cdo 6ssea em ratos em longo prazo, seus
niveis de excrecao alteram-se lentamente, sendo menos precisos para
determinar alteragbes precoces envolvidas na deterioragcdo da estrutura
Ossea pos-ovariectomia.

Tanaka et al.?

em 2002, optaram por aguardar um
periodo mais longo apds ovariectomia. Os autores realizaram a cirurgia
em ratas de quatro meses de idade e aguardaram dois meses para o
sacrificio. Foi avaliada a regido do septo inter-radicular do primeiro molar
mandibular em microscopio confocal. Os parametros histomorfométricos
de formagédo e reabsorgdo 6sseas mostraram-se alterados nos animais
OVZ. Ja os parametros de conectividade foram semelhantes aos do grupo
SHAM, e os autores consideraram que talvez fosse necessario mais
tempo de deficiéncia estrogénica para sua alteragao na regido avaliada.
Posteriormente em 2003%, o periodo aguardado
estendeu-se por um ano. Os parametros de formacéo e reabsorgéo 6ssea

nao se apresentavam tao alterados e os autores perceberam que a perda



17

de massa Ossea deveu-se, principalmente, ao alto indice de reabsorgao
imediatamente ap6s a ovariectomia que declinou como o decorrer do
tempo®°.

Segundo Tedfilo et al.?®, a literatura é controversa quanto
a eficiéncia da ovariectomia em induzir perda 6ssea nos ossos maxilares,
sendo necessaria a administracdo de dieta deficiente em calcio®. Ou,
alternativamente, associar ao modelo experimental de ovariectomia a
reducdo do esforco mastigatério por meio, por exemplo, das extracbes
dos molares antagonistas, para se obter perda o6ssea significativa’ .
Kiliaridis et al.*' verificaram maior perda éssea mandibular em ratos em
crescimento mediante a administracdo de dieta triturada e umedecida
(dieta macia).

O mecanismo pelo qual o esforco mecanico afeta a
massa 0ssea nao esta completamente estabelecido. Uma teoria baseia-se
na presenca de receptores especiais nos ostedcitos distribuidos por todo
tecido 6sseo que sdo capazes de captar os estimulos mecanicos aos
quais o esqueleto esta submetido e constantemente sinalizam para as
células de revestimento da superficie 6ssea, mantendo-as em repouso ou
induzindo sua migracao para a reabsorcdo de determinada superficie por
osteoclastos®.

A consisténcia da alimentagdo foi alvo do estudo de
Yamamoto’ no qual foram determinados o posicionamento dentario e
parametros histomorfométricos em ratos em fase de crescimento, que
foram submetidos a dieta liquida em comparagéo ao grupo controle que
recebeu dieta soélida padrdao. O autor deu énfase no estudo do
crescimento maxilar, encontrando diferengas significativas nos niveis e
nos locais de aposi¢cao 6ssea conforme o tipo de dieta.

Kawamoto e Nagaoka®® perceberam que a deficiéncia
estrogénica acentuou os indices de reabsorgao 6ssea no alvéolo dental
de dente submetido a oclusédo traumatica. Entretanto, os parametros de

formacgédo 6ssea permaneceram semelhantes nos grupos SHAM e OVZ.
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Aguardaram sete dias ap6s a ovariectomia para a indugéo do trauma por
meio de colagem de estrutura de metal na face oclusal do primeiro molar
superior € os animais foram mortos um, trés, cinco, sete e dez dias apds
este procedimento. Segundo os autores, o recrutamento de osteoclastos
e precursores apresenta-se acentuado aos sete dias apds a ovariectomia,
como resultado, um grande numero de osteoclastos sao ativados em
resposta ao trauma no ligamento periodontal.

Moriya et al.*® realizaram um estudo para verificar a
relacéo entre osteoporose experimental e a perda 6ssea alveolar induzida
por meio da ovariectomia em ratas com dieta padréo ou pobre em calcio.
Na densidade mineral, tanto na maxila quanto na mandibula, foi
constatado que ndo houve uma diferenga significante entre os grupos
SHAM e OVZ que receberam dieta padrdo, mas os que receberam dieta
deficiente em calcio apresentavam menor massa oOssea. Assim,
concluiram que a ovariectomia isoladamente nao corresponde a um fator
de perda 0ssea nestes 0sso0s.

Hara et al.’® estudaram tibias, mandibulas e maxilas por
meio de analise histomorfométrica. A face proximal da tibia, o condilo
mandibular e o palato duro foram avaliados e os autores verificaram que
os efeitos da deficiéncia em calcio sdo mais acentuados quando
comparados com os da deficiéncia estrogénica. A dindmica Ossea foi
alterada por ambos na tibia e mandibula e somente pela deficiéncia em
calcio no palato.

Jiang et al.?°

averiguaram a relagao entre a osteoporose e
a perda o6ssea mandibular por meio de tomografia computadorizada
periférica quantitativa. As ratas receberam ragdo com teor de calcio
controlado, sendo o grupo controle alimentado com 1.0% de calcio e os
grupos SHAM e OVZ com 0.01% de calcio. Trés e seis meses apos a
ovariectomia realizaram-se os sacrificios. Os animais SHAM
demonstraram discreta diminuicdo da massa éssea quando comparados

com oS animais controle e os animais OVZ mostraram-se com menor
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densidade 6ssea que os SHAM. Tais alteragbes foram principalmente
notadas no periodo de trés meses apds a ovariectomia. Os valores foram
semelhantes no periodo de seis meses de deficiéncia estrogénica. A
acentuada diminuicdo da densidade mineral foi atribuida a inducdo da
reabsorgéo 6ssea pela deficiéncia do calcio. A idade dos animais pareceu
nao interferir na densidade 6éssea mandibular de ratas. Em geral, o osso
em atividade fisica possui alto indice de remodelacdo. O estresse
mecanico, assim como o exercicio fisico, promovem remodelagéo,
resultando em aumento da massa 6ssea. Neste estudo, a perda éssea foi
mais evidente na regiao do primeiro molar, local coincidente com area de
maior esforgo durante a mastigacéao.

Outra forma de estudar a importancia do calcio em ratas

ovariectomizadas foi utilizada por Shirai et al.*®

que avaliaram a
implicacdo da dieta rica em calcio na dinamica Ossea da maxila,
mandibula e tibia na osteoporose experimental. Os autores observaram
que o grupo de ratas ovariectomizadas que recebeu elevada quantidade
de calcio na dieta apresentou os parametros de formacéo Ossea e de
reabsorcao semelhantes aos do grupo das ratas SHAM, sendo que, o
calcio da dieta foi capaz de reverter os efeitos da deficiéncia estrogénica.

Zaffe et al.”

acreditam que para induzir a osteopenia oral
severa, €& necessario produzir uma notavel alteragdo no estresse
mecanico. Sendo assim, para acentuar a perda Ossea alveolar seria
necessario associar a remog¢ao dos ovarios a diminuicdo de carga
mecéanica, por exemplo, por meio de extragdes de molares.

Kawane et al.® realizaram estudo com metodologia
semelhante, extraindo todos os molares maxilares bilateralmente duas
semanas apo6s a cirurgia de ovariectomia. As extracbes alteraram a
densidade mineral 6ssea somente no grupo OVZ, sendo que nao ocorreu
diminuicdo da massa 6ssea mandibular nos animais do grupo SHAM. Os
autores administraram hormdnio da paratiredide (PTH) do tipo sintético ou

recombinante nos animais. Nao houve diferenca entre os dois tipos de
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medicamentos, sendo que ambos reverteram o quadro de perda dssea na
regiao de molares mandibulares. Esta atuacdo apresentou-se dose
dependente e menos potente no ramo da mandibula, predominantemente
composto por osso cortical, tipo ésseo menos afetado pelo PTH.

No trabalho de Ejiri et al.’, foi realizada a exodontia dos
molares inferiores, e ocorreu perda 6éssea maxilar. Os autores verificaram
a diminuicéo do volume ésseo tanto nos animais OVZ quanto nos animais
SHAM na maxila, quando foi realizada a exodontia dos molares inferiores
antagonistas. Inclusive, a perda foi maior nos animais OVZ quando

comparados aos SHAM.

2.2 Deficiéncia estrogénica e a reparacao 60ssea

Estudos realizados sobre as diferencas entre a reparagao
O0ssea em individuos normais e com osteoporose sugerem uma reducao
na capacidade de reparagao desse tecido'?"3*37425
O reparo 6sseo foi influenciado pela deficiéncia hormonal

1.3”. Os autores

em ovelhas ovariectomizadas no estudo de Lill et a
avaliaram a evolugao do reparo 6sseo de um defeito realizado na tibia
dos animais. As ovelhas foram ovariectomizadas, e receberam por sete
meses uma dieta deficiente em calcio e fésforo e doses diarias de
metilprednisona. Ap6s a confecg¢do do defeito, a avaliagdo da espessura
do calo 6sseo, com aparelho especial, foi semanal sem sacrificio dos
animais. Os animais foram mortos na primeira, quarta e oitava semana de
experimento e foram determinadas a densidade, area e aspectos de
torcdo da regido do calo. Os resultados destes testes mostraram que o
reparo do grupo ovariectomizado apresentou-se prejudicado com menor
quantidade Ossea e propriedades biomecanicas inferiores aquelas

encontradas nas ovelhas controle. Avaliaram também a densidade
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mineral do osso cortical e trabecular fora do reparo e os animais controle
apresentaram maior densidade mineral 6ssea quando comparada com a
do grupo ovariectomizado.

Junqueira et al.?” ao investigar o reparo ésseo utilizaram
varios grupos experimentais, alguns deles, como intuito de testar o efeito
da sinvastatina sistémica (medicamento utilizado no tratamento da
hipercolesterolemia) no reparo e nos niveis de colesterol em ratas. Apds a
ovariectomia, foram aguardados trés meses para a realizagdo de um
defeito bicortical no angulo da mandibula em todos os animais. A analise
histomorfométrica mostrou que as ratas OVZ possuiam menor volume
trabecular 6sseo, quando comparadas ao grupo controle, denotando a
influéncia da deficiéncia estrogénica no reparo 6sseo. A sinvastatina teve
efeito sobre o volume trabecular no reparo das ratas ovariectomizadas,
sem, contudo alterar as caracteristicas do grupo controle. Neste
experimento, o medicamento manteve os niveis de normalidade do
colesterol.

Kubo et al.®* propuseram-se a estudar a influéncia da
deficiéncia estrogénica no reparo 6sseo. Para tanto utilizaram ratas de 8
meses de idade que foram submetidas a cirurgia de ovariectomia e
alimentadas com dieta especial com 0,1% calcio. As ratas SHAM
receberam racdo comercial padrao. Trés meses apds, realizaram a fratura
em fémur. Um més e meio e trés meses apds a fratura, as ratas foram
mortas. Nos animais OVZ, a densidade mineral éssea na area da fratura
diferenciou-se dos animais SHAM no periodo de trés meses de reparo,
porém o0 mesmo n&o ocorreu no periodo mais precoce. A forga de torque
necessaria para fratura foi menor no grupo OVZ quando comparado como
grupo SHAM também no periodo de trés meses. Na analise microscédpica,
os espécimes OVZ deste periodo mostraram marcada presenca de
osteoclastos e lacunas de reabsorgado. Segundo os autores estes achados
sao clinicamente importantes quando do tratamento de fraturas de

mulheres com osteoporose pds-menopausa.
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Amadei', Namkung-Matthai et al.*, Silveira®, Walsh et
al.%®, entre outros autores também investigaram os efeitos da deficiéncia
estrogénica sobre o reparo 6sseo de defeitos e fraturas em tibia e fémur
de ratas ovariectomizadas encontrando um reparo deficiente nos animais

ovariectomizados.

2.3 Reparacgdo Ossea alveolar

Johansen? extrairam os primeiros molares inferiores de
ratos para o estudo do reparo 6sseo alveolar. O processo de reparo
alveolar foi minuciosamente descrito, dia apds dia até o décimo e no
periodo de 17 e 20 dias, sendo que os principais fenbmenos foram a
formagdo do coagulo ao primeiro dia e sua gradativa organizacéo e
substituicdo aos trés dias pelo tecido de granulagédo. Neste periodo ja se
observa reabsorcéo e neoformacgéo 6ssea na parede alveolar. O completo
preenchimento do alvéolo por osso neoformado foi visto ao sexto dia. A
queratinizagao praticamente normal do epitélio de recobrimento ocorreu
no décimo primeiro dia de reparo. Apds 20 dias da extragdo observava-se
discreta diminuicdo da espessura da mandibula quando comparada com
o lado controle.

Neste estudo®®, ocorreu a fratura de uma ou mais raizes,
mas nenhum procedimento foi realizado para remover os fragmentos
remanescentes para evitar maiores traumas cirurgicos que poderiam
alterar o reparo dos demais alvéolos. Alguns animais sofreram perda de
peso até cinco dias ap6s a cirurgia. Segundo o autor as fraturas de raizes
ou das tabuas Osseas obviamente interferiram no processo de reparo
alveolar, contudo, estas complicagbes forneceram informacdes
interessantes sobre as reacdes as raizes residuais e seu periodonto. A

presenca de raizes fraturadas atrasou o recobrimento epitelial do alvéolo.
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Por vezes o epitélio envolvia seqlestros 6sseos da crista alveolar. Aos
trés e seis dias de reparo havia pronunciada presenca de tecido
conjuntivo e células endoteliais. Havia marcada presenga de restos
epiteliais de Malassez, o que n&o ocorria no lado oposto (controle).
Segundo o autor, os periodos de observagdo foram curtos para
determinar o destino final destes restos radiculares?.

Em ratas normais, Devlin et al.® estudaram a formagao
Ossea trabecular durante a reparagdo 6ssea alveolar apds exodontia do
molar. Os autores verificaram que as fibras colagenas tipo Ill detectaveis
aos seis e sete dias de reparo, originadas da parede do alvéolo formam
um arcabougo, sobre o qual sdo depositadas as trabéculas &sseas
neoformadas.

O colageno tipo IV é associado com a matriz de células
endoteliais. Provavelmente, a ligacao seletiva do colageno IV com fatores
de diferenciagdo e crescimento celular exerca regulacdo nas células

mesenquimais, convertendo-as a osteoblastos.

2.4 Deficiéncia estrogénica e a reparacao 6ssea alveolar

Alguns autores propuseram-se a avaliar o reparo 6sseo
alveolar de ratas ovariectomizadas, comparando-o com animais SHAM-
operados. Em sua maioria, estes estudos preocuparam-se especialmente
com a formacgado e reabsor¢cdo Osseas ocorridas ao redor do alvéolo, e
poucos com a neoformacao Ossea no interior do

aIvéo|022,46,53,54,57,64,66,59,74.
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Silveira® realizou ovariectomia em ratas de trés meses de
idade, aguardou duas semanas e extraiu os primeiros molares
mandibulares bilateralmente. Avaliou os efeitos iniciais da deficiéncia
estrogénica, bem como da terapia de reposicdo hormonal e da terapia
alternativa com isoflavonas da soja. O autor realizou analise morfométrica
da taxa de aposicdo mineral e de densidade de volume, bem como
analise imunoistoquimica e microscopia por elétrons retroespalhados do
osso neoformado no interior do alvéolo. Os resultados mostraram que,
apesar da perda da conectividade observada nos espécimes OVZ e das
médias de densidade de volume terem sido menores, foram
estatisticamente semelhantes as do grupo SHAM. Os estrégenos e as
isoflavonas n&o alteraram estes parametros 6sseos. O grupo que recebeu
estrogenos apresentou maior volume de tecido ostedide e maior taxa de
aposicao mineral. Concluiu-se que o efeito inicial da ovariectomia n&o
provocou alteragdes evidentes na formacgao 6ssea no reparo alveolar.

Hsieh et al.?

utilizaram para seu experimento a seguinte
divisdo dos grupos: grupo | composto por seis ratas ovariectomizadas
com exodontia simultdnea; grupo Il composto por cinco ratas com
exodontia e cirurgia SHAM; grupo Il composto por cinco ratas SHAM sem
exodontia; todos sacrificados dez dias apdés a exodontia; e grupo IV
composto por oito ratas OVZ com exodontia (metade sacrificada cinco
dias e a outra metade 14 dias apds a extragao dentaria). Determinaram a
superficie de mineralizacdo e a taxa de aposi¢cdo mineral ao redor dos
alvéolos (fluorescéncia). A partir destes fatores calcularam a taxa de
formagao mineral, multiplicando-as. A média de largura do osso alveolar
também foi calculada. A superficie de mineralizagcéo do grupo Il foi maior
que as demais, sem diferencas entre o grupo | e Il. A largura do o0sso
alveolar foi maior no grupo ovariectomizado com exodontia quando
comparada com o SHAM sem exodontia. Os grupos SHAM e OVZ com

exodontia foram semelhantes.
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A superficie de mineralizagéo foi maior no periodo de 14
dias?®. Nos animais mortos aos cinco e dez dias, o periodo de injecdo da
tetraciclina coincidiu com a fase de atividade osteoclastica, resultando em
uma reduzida superficie de mineralizagdo. Os autores perceberam que a
taxa de aposicao mineral foi mais alta aos cinco dias ap6s ovariectomia
em relagdo a dez e catorze dias depois da ovariectomia. As ratas SHAM
com extracdo demonstraram aumento da remodelagdo por osteoclastos
com relagéo as ratas sem exodontia, contudo, a ovariectomia acentuou tal
evento, sendo que este fator sistémico foi capaz de afetar a remodelacéo
do osso alveolar. Por analogia, os autores consideram que a reabsorgao
da crista 6ssea residual pode ser maior em mulheres que sofrem extragéao
apos a menopausa®.

1.5 avaliaram a influéncia dos efeitos iniciais

Tanaka et a
da deficiéncia estrogénica em ratas ovariectomizadas sobre a reparagéo
O0ssea alveolar. Extrairam o primeiro molar maxilar sete dias ap6s a
ovariectomia e o sacrificio ocorreu sete, 30 e 60 dias apds as extracdes.
Por microscopia eletrbnica de varredura, os autores estudaram a
deposicéo 6ssea e as areas de reabsorcao ao redor do alvéolo. Aos sete
dias, os grupos SHAM e OVZ foram semelhantes, contudo, aos 30 e 60
dias, as areas reabsortivas tornaram-se mais pronunciadas nos animais
OVZ. Os indices de formacao 6ssea foram discretamente superiores nos
animais OVZ, contudo, os indices morfométricos de reabsor¢céo 6ssea
foram significantemente superiores neste grupo. Por microscopia de
elétrons retroespalhados, avaliaram o osso neoformado no interior do
alvéolo dentario. Na area total da raiz mesial avaliada, a formacéo de
tecido 6sseo néo foi diferente entre os animais SHAM e OVZ. A
composicdo mineral (% de calcio e fésforo) avaliada ndo revelou
diferencas entre os animais SHAM e OVZ. Sendo assim, os autores
acreditam que a estrutura 6ssea poOs-extracdo perde espessura e forga

mecénica, especialmente na regido palatina em virtude da intensa
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atividade reabsortiva induzida pela deficiéncia estrogénica, configurando-
a como um fator de risco a reparacéao alveolar prejudicada.

Shimizu et al.®®

estudaram o reparo 6sseo alveolar em
ratas ovariectomizadas. O modelo utilizado foi a cirurgia de excisao dos
ovarios em animais de seis meses de idade. Sessenta dias apds, o
primeiro molar maxilar foi extraido e o sacrificio ocorreu quatro, sete, 30 e
60 dias depois da extracdo. Segundo os autores, a metodologia
empregada (microscopia eletronica de varredura associada a microscopia
Optica) permite a identificacdo de éareas formativas e reabsortivas do
tecido 6sseo alveolar. A superficie 6ssea ao redor do alvéolo foi avaliada,
sendo que a neoformacgéo Ossea do interior do alvéolo nao foi estudada
neste experimento. Os resultados mostraram que os animais OVZ
produziram maior quantidade 6ssea que os do grupo SHAM, no periodo
inicial, que foi decrescendo com o tempo e a reabsor¢do Ossea foi
superestimulada, provavelmente pelos osteoblastos envolvidos na
neoformacédo 6ssea no local. Também observaram que a formagédo e
reabsorcao éOsseas ocorrem separadamente em locais especificos na
superficie O0ssea alveolar e no interior do alvéolo e estes processos
parecem coexistir simultaneamente em alguns locais desta superficie.

Por meio do mesmo modelo animal®

, este mesmo grupo
de autores avaliou o osso neoformado do interior do alvéolo e da
superficie vestibular do alvéolo. A morfometria realizada sobre a area de
tecido 6sseo neoformado na superficie ao redor do alvéolo demonstrou
que os animais SHAM apresentaram maior quantidade &ssea,
significantemente aos sete e 60 dias, e sem significancia estatistica aos
30 dias de reparo. No interior do alvéolo, aos sete dias OVZ e SHAM
apresentaram-se semelhantes, contudo, 30 e 60 dias ap6s a extragéo, o
alvéolo dos animais ovariectomizados apresentava menor quantidade
Ossea estatisticamente significativa. O reparo alveolar, mesmo apo6s 60
dias ndo se mostrava completo no grupo OVZ. Sendo assim a deficiéncia

estrogénica diminuiu a formac&o éssea prejudicando o reparo®.
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O reparo 6sseo alveolar foi alvo do estudo de Tedfilo et
al.%®, que se propuseram a avaliar ndo s6 os efeitos da deficiéncia
estrogénica em associagcdo a dieta deficiente em célcio, como também,
estudar a influéncia de um enxerto de vidro bioativo sobre a reparagao
alveolar. Para tanto foram extraidos incisivos de ratas ovariectomizadas
previamente (duas semanas antes) e os animais sacrificados uma, duas,
trés e nove semanas apOs as exodontias. A analise morfométrica de
densidade de volume ésseo revelou menor quantidade 6ssea nos animais
OVZ com maior porcentagem de tecido conjuntivo e de coagulo
remanescentes. Havia também grande quantidade de osteoclastos
profusamente distribuidos na superficie das trabéculas &sseas
neoformadas, sugerindo um aumento da atividade reabsortiva em
decorréncia das deficiéncias em calcio e estrogénica. O enxerto testado
promoveu melhora nas condigbes de reparo dos animais
ovariectomizados.

Zecchin et al.”*

, realizaram a extragcdo do primeiro e
segundo molares mandibulares bilateralmente decorridas trés semanas
da ovariectomia. Os animais foram sacrificados 3, 5 e 7 dias apds a
cirurgia. Este estudo objetivou avaliar os efeitos da auséncia de
estrédgenos sobre a expressao e a atividade dos colagenos tipo | e lll e
das metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9) no tecido de granulagéo
alveolar, por zimografia e reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RT-PCR). A atividade gelatinolitca das MMPs foi reduzida
significativamente nos animais OVZ quando comparados com os do grupo
SHAM. Houve reducdo dos niveis de RNA mensageiro de MMP-9,
colageno | e lll nos espécimes do grupo ovariectomizado. A expressao
dos colagenos | e lll parece estar associada ao estrogeno via receptor-3 e
as enzimas sao importantes para a digestdo da matriz provisoria do tecido
de granulacdo. Estes resultados indicam que a deficiéncia hormonal pode

prejudicar o reparo alveolar.
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1.8 realizaram a ovariectomia em ratas de um

Pereira et a
més de idade, aguardaram vinte e um dias e extrairam os molares
inferiores bilateralmente para avaliar a influéncia da ovariectomia no
reparo 6sseo alveolar. Segundo os resultados da densitometria 6ssea, os
alvéolos dos animais ovariectomizados possuiam menor densidade
Ossea. As analises microscopica e histométrica demonstraram que no
periodo inicial de reparo do grupo ovariectomizado havia maior
quantidade de fibroblastos e fibras colagenas e menor quantidade de
trabéculas 6sseas que no grupo controle. Nos periodos mais tardios, os
espagos medulares eram maiores e mais frequientes no grupo com
deficiéncia estrogénica. Sendo assim, os autores concluiram que a
auséncia de estrégeno diminuiu a neoformacgdo de osso e prejudicou o

reparo 6sseo alveolar.

2.4 Mastocitos

Os mastécitos derivam de células precursoras na medula
Ossea e sado encontrados em tecidos conjuntivos proximos dos vasos
sanguineos. Seus granulos contém mediadores inflamatorios como
histamina, heparina, fatores quimiotaticos de eosindfilos e neutréfilos e
certas proteases. Os disturbios proliferativos dos mastédcitos contemplam
um espectro de lesbes cujos sintomas relacionam-se a liberacdo de
mediadores inflamatérios e incluem rubor, prurido e urticaria. Dentre eles
pode-se citar a hiperplasia dos mastdcitos ou mastocitose reativa, que
pode ser observada na medula 6ssea de mulheres com osteoporose pés-
menopausica’’.

Os mastocitos parecem contribuir na reabsorcéo 6ssea'’.
Esta afirmacdo tem como fundamentagdo a observacdo de algumas

condigcbes patolégicas com elevado indice de reabsorcédo O&ssea
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associadas a um aumento no numero destas células na proximidade de
superficies 6sseas em reabsorgao.

Banovac et al.®> estudaram a reparacdo de fraturas em
fémures e observaram que os mastécitos e suas enzimas desempenham
papel na formacdo da matriz extracelular do calo ésseo. Segundo os
autores no periodo inicial do reparo, tais células podem estar envolvidas
na formacao do tecido conjuntivo frouxo, especialmente na angiogénese.
Nos estagios avancados, podem atuar, em conjunto com outras células,
na reabsor¢do do calo fibroso para deposicao 6ssea, e ainda ajudar na
reabsor¢ao 0ssea para remodelagéo do calo ésseo.

Os mastécitos foram alvos do estudo de Brumsen et al.”
que levantaram a hipdtese da participacao destas células na patogénese
da osteoporose idiopatica em homens. A presenga de mastoécitos foi
observada na medula 6ssea de pacientes com osteoporose e marcadores
urinarios comprovaram a alta atividade metabdlica destas células nestes
pacientes, sugerindo alguma relacdo entre os mastocitos e a baixa
densidade mineral 6ssea. Contudo, segundo os autores, mais estudos
sao necessarios para elucidar o papel dos mastécitos na perda 6ssea da

osteoporose idiopatica em homens.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi investigar, em ratas, os
efeitos iniciais da ovariectomia associada ou n&o a dieta pobre em calcio
no processo de reparagdo Ossea alveolar e na taxa de aposicdo mineral

no osso alveolar.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Neste trabalho foram utilizadas 72 ratas adultas (Rattus
norvegicus, variagédo albinus, Wistar) com 3 meses de idade, peso
aproximado de 300 g, mantidas em gaiolas em temperatura ambiente
fornecidas pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos - UNESP, e alimentadas com ragdo comercial padrao (Guabi
Nutrilabor®) com teor de calcio de até 1,2% e fésforo de no minimo 0,8%
ou com ragéo com baixo teor de calcio (0,1%) e fosforo (0,5%) e agua
destilada ad libitum. A quantidade de rag&o ingerida foi pré-determinada,
na quantidade de 20 g por dia para assegurar 0 mesmo volume de
alimento para todos os grupos. Este estudo foi realizado de acordo com
os principios éticos na experimentagdo animal (COBEA) e foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o
José dos Campos - UNESP, sob o protocolo 027/2005/PA-CEP (Anexo
A). Apoio: CNPq (processo 476143/2006-3)

4.2 Ovariectomia e falsa ovariectomia ou cirurgia SHAM

Os procedimentos cirurgicos foram realizados utilizando-
se instrumentais devidamente esterilizados e descartaveis.

Para anestesia geral foi utilizada solugdo de 14,2 mg/kg
de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Anasedan-

Bayer do Brasil®), substancia com propriedades sedativas e analgésicas,
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além de relaxante muscular, e 38,5 mg/kg de Ketamina base (Dopalen —
Agribands do Brasil Ltda.®), anestésico geral, via intramuscular.

Os animais foram aleatoriamente divididos em:

a) ovariectomizados - constituido por 48 animais, os quais

foram submetidos a ovariectomia;

b) SHAM - constituido por 24 animais, os quais foram

falsamente operados.

Ao iniciar o experimento todas as ratas foram pesadas. A
pesagem dos animais foi repetida no dia do sacrificio. Os animais do
grupo ovariectomizado foram anestesiados, fez-se a depilagéo da regiéo
lateral do corpo, ao nivel dos rins e abaixo da costela mais inferior e anti-
sepsia com alcool iodado. Realizou-se incisdo longitudinal, com extensao
de 1 cm em média, na pele, com Iamina de bisturi n°15. Em seguida, foi
feita a divulsdao do tecido subcutaneo e posterior incisdo da musculatura.
O ovario foi exposto e confeccionou-se uma ligadura logo abaixo do
mesmo para a contengdo da hemorragia e posterior remog¢ao deste,
juntamente com parte do utero e tecidos moles circundantes, sendo este
procedimento feito bilateralmente (Figura 1).

Nos animais do grupo controle, foi realizada a falsa
ovariectomia ou cirurgia sham, na qual foram feitos os mesmos
procedimentos, incluindo a exposicdo dos ovarios, com exce¢do da
ligadura e remog&o dos mesmos.

Ao fim dos procedimentos a camada muscular foi
suturada com fio reabsorvivel Categute n°4 (Cirumédica-Brasil), em
seguida, realizou-se a sutura da pele com fio de seda 4.0 (Ethicon-
Johnson & Johnson), e por fim nova anti-sepsia com alcool iodado na

regiao operada.
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4.3 Grupos experimentais

De acordo com o tratamento recebido os animais
ovariectomizados foram ainda subdivididos em grupos:

a) Grupo Racéao Especial (ESP) — constituido por 24 ratas,

as quais receberam ragao deficiente em calcio;

b) Grupo Ovariectomizado (OVZ) - constituido por 24

ratas, as quais receberam racado comercial padrao.

Os 24 animais do grupo SHAM também receberam racéo
comercial padrao.

A administragéo das racdes especificas para cada grupo
iniciou-se no dia da ovariectomia. Os animais do grupo racao especial
receberam a racdo denominada Dieta AIN-93M calcio (0,1%) e fosforo
(0,5%) fabricada por RHOSTER Industria e Comércio LTDA —Vargem
Grande Paulista —SP (Figura 2).






35

4.4 Exodontia

Em todos os animais foi realizada a exodontia dos
primeiros molares inferiores, bilateralmente, 15 dias apés a ovariectomia
ou cirurgia SHAM sob anestesia geral. Para tanto, fez-se a
sindesmotomia, luxacdo e o dente foi removido (Figura 3). Todos os
animais receberam 1 mg/kg de antiinflamatério (diclofenaco sédico 75 mg,
Voltaren injetavel- Geigy) e 0,1 ml da solugdo do antibidtico (Pentabibtico
— Fort Dodge Ltda.).

Administrou-se tetraciclina (Terramicina, Pfizer), na dose
de 20 mg/kg, intramuscular, 24 h apdés a exodontia. A tetraciclina foi
utilizada como marcador para analise histomorfométrica dinamica, com a
finalidade de se verificar a taxa de aposicdo mineral diaria®.

Os animais receberam duas opc¢des de ragcdo apds as
exodontias, em gréos (padrdo) ou moida, por dois dias, para minimizar o

desconforto pos-operatorio.

4.5 Sacrificio dos animais

Todos os animais foram anestesiados e pesados antes do
sacrificio. De cada grupo, oito ratas foram sacrificadas ap6s sete dias das
exodontias, oito sacrificadas ap6és 21 dias, enquanto as oito restantes
foram sacrificadas decorridos 45 dias apds as extragdes dentarias.
Avaliou-se a atrofia dos uteros nos animais ovariectomizados confirmando
0 sucesso da cirurgia (Figura 4).

Administrou-se tetraciclina (Terramicina, Pfizer), 48 h
antes do sacrificio, com seringas de insulina descartaveis. Assim, as
injecdes de tetraciclina formaram duas linhas fluorescentes cuja distancia
permitiu a analise da taxa de aposi¢ao mineral diaria.

Para o sacrificio, os animais foram anestesiados e
sacrificados na guilhotina. As mandibulas foram removidas, dissecadas e

fixadas em solugéo de formol a 10% durante o tempo minimo de 48 h.
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FIGURA 3 - Exodontia: Luxacdo do primeiro molar inferior direito para sua
posterior remocgao.

a B

FIGURA 4 - Comprovagdo do efeito da ovariectomia. a) aspecto
macroscopico do utero de uma rata do grupo SHAM; b)
aspecto macroscépico do Utero de uma rata do grupo OVZ.
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A distribuicdo dos grupos experimentais e os periodos

aguardados podem ser melhor visualizados no delineamento do estudo a

seqguir.
15° Dia 36° Dia
Exodontia Sacrificio
Grupos 21
| | P | 9 | ] |
| 1. .1 M | ol
1° Dia 22° Dia 60° Dia
72 ratas Sacrificio Sacrificio
Grupos 7 dias Grupos 45
24 SHAM

48 OVZ { 24 ragéo padréo

24 racao especial

s Tetraciclina
[ ]

FIGURA 5: Delineamento da pesquisa com a linha do tempo

4.6 Radiografias

As hemi-mandibulas esquerdas, apos a fixagdo, foram

utilizadas para a analise radiografica digital para verificagdo da densidade

optica (n=6). Cada hemi-mandibula foi posicionada sobre o sensor, com

face lingual voltada para o aparelho de RX. As radiografias foram feitas

com distancia foco-objeto de 40 cm e tempo de exposi¢éo de 0,02 s.
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4.6 Processamento tecidual

4.6.1 Processamento tecidual sem desmineralizagao - Inclusdo em Resina

As hemi-mandibulas esquerdas de cada periodo (n=7)
foram submetidas as seguintes etapas de processamento:

a) Imersdo em concentragbes crescentes de Etanol,

durante 1 h cada, até alcool absoluto;
b) Imersé&o em alcool absoluto por 4 dias;
c) Imersdo em Xilol por 3 dias;
d) Imersdao em Solugdo A (85% de metilmetacrilato e
15% de dibutilftalato) por 3 dias;

e) Imersdo em Solugdo 1, (85% de metilmetacrilato e
15% de dibutilftalato adicionada de 1 g de perdxido de
benzoila) por 4 dias, em geladeira.

A inclusao do fragmento foi realizada em uma pré-base,
composta por Solugdo A adicionada de 3 g de perdxido de benzoila, ja
polimerizada, em estufa & 37°C, contida em um frasco de vidro de 30 ml
com tampa. O espécime foi posicionado sobre a pré-base, seguido de
preenchimento do frasco com a Solugdo A adicionada de 3 g de peroxido
de benzoila, ficando, dessa maneira, o espécime suspenso do fundo do
frasco. O frasco foi levado & estufa & 37°C por 48 h para a polimerizag&o.

O frasco de vidro foi quebrado e o bloco encaminhado
para corte no longo eixo da mandibula, transversal as raizes (Figura 6),
com o aparelho de corte Labcut 1010 (Extec), utilizando-se disco
diamantado de 3 polegadas de diametro (Figura 7a). Em seguida, os
cortes da regiao apical do reparo foram colados em laminas de plaxiglass
incolor (Figura 7b) por meio de dispositivo de prensagem (Figura 7c).

Como referéncia, o nivel apical correspondeu aqueles cortes que ainda
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ndo apresentavam a definicdo das duas raizes menores médio-vestibular

e médio-lingual (Figura 6).

@)
0
N J H_/ —— INCISIVO (porg&o

Y apical radicular)
1° MOLAR 2° MOLAR 3° MOLAR

FIGURA 6: Esquema do sentido do corte perpendicular ao longo eixo das raizes,
correspondente a regido média radicular com a definicdo dos 4

alvéolos do primeiro molar inferior

Um dispositivo de apreenséao foi utilizado para o desgaste
das laminas, feito em lixadeira politriz Labpol 8-12 (Extec) (Figura 7d),
utilizando-se sequéncia crescente de lixas d‘agua (600 e 1200),
buscando-se a minima espessura com o maximo de detalhes (Figura 7e).

A escolha do tergo apical do alvéolo para
histomorfometria foi feita por se tratar de uma regido nao afetada por
possiveis fraturas ocorridas na tabua éssea do tergo cervical do alvéolo.

As laminas, ao fim do processamento foram submetidas a
analise histomorfométrica, da taxa de aposicdo mineral e do numero de

mastocitos.
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d [ ]
FIGURA 7 - Procedimentos laboratoriais: a) bloco posicionado para corte;
b) laminas de plaxiglass; c) dispositivo de prensagem; d)

dispositivo para desgaste; e) polimento final.
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4.6.2 Processamento tecidual com desmineralizagdo - Inclusédo em

Parafina

Apoés a fixacdo, as 8 hemi-mandibulas direitas de cada
subgrupo foram encaminhadas para desmineralizacédo em solug¢do de 100
g de etilenodinitrilotetracético (EDTA), 10 g de hidroxido de sodio P.A. e
agua destilada até completar 1000 ml.

Apdés desmineralizadas, as pecas foram lavadas
abundantemente em agua corrente removendo assim toda a solugéo
desmineralizadora. Em seguida, foram submetidas a técnica histologica
de rotina e incluidas em parafina. O corte foi feito no longo eixo da
mandibula, transversal as raizes (Figura 6) e as laminas coradas por
Hematoxilina e Eosina (HE).

Este processamento possibilitou a analise histoldgica

qualitativa.

4.7 Formas de anéalise

4.7.1 Analise do peso dos animais

Os valores do peso dos animais no inicio (PIl) e no fim do
experimento (PF) foram utilizados para a obtengdo da porcentagem do
ganho de peso (GP), pela seguinte calculo: GP= (PF-PI)/PI x 100. Em
seguida os valores de ganho de peso foram comparados com aplicagcéo

do teste de analise de variancia (ANOVA, 2 fatores).
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4.7.2 Analise radiografica da densidade 6ptica

As radiografias foram analisadas com utilizagdo do
programa computacional, desenvolvido pelo NIH (National Institutes of
Health), Image-J (versdo Windows - dominio publico), para medir a
densidade Optica em tons de cinza no alvéolo mesial do primeiro molar
inferior esquerdo. A escala em tons de cinza do programa Image J varia

de 0 (negro total) a 256 (branco total).

4.7.3 Analise da taxa de aposi¢cao mineral diaria

Nos cortes sem desmineralizagdo nao corados foi obtida a
distancia entre as duas marcacbes de tetraciclina na regido ao redor do
alvéolo do primeiro molar. Essa foi dividida pelo intervalo de tempo entre
os 2 periodos de administragdo do marcador 6sseo, para obtenc&do da
taxa de aposigdo mineral, expressa em micrometros por dia.

Foram selecionados 10 campos na regido apical proxima
aos alvéolos mesial ou distal de cada animal (n=7). As imagens de cada
campo foram selecionadas em microscopio de fluorescéncia Zeiss
Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkéchen, Alemanha), com ocular de 10X e
objetiva de 40X. Em seguida, as imagens foram obtidas por camera digital
Sony (modelo Cybershot), acoplada ao microscopio. As imagens digitais
foram submetidas a analise histomorfométrica, com utilizagdo do
programa computacional Image-J.

Foram realizadas 3 medidas lineares de cada campo e
uma média obtida. O valor da taxa de aposicdo mineral por rata

correspondeu a média dos valores obtidos nos 10 campos analisados.
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4.7.4 Analise histoldgica

Os cortes desmineralizados foram submetidos a analise
histologica em microscépio de luz para avaliagdo qualitativa do tecido

0sseo neoformado (n=8).

4.7.5 Analise histomorfométrica

Os cortes incluidos em resina foram corados com azul de
toluidina e posteriormente avaliados em microscépio de luz (n=7).
Foram fotografados 5 campos na regido apical do alvéolo
mesial ou distal de cada animal e a quantificacdo do volume trabecular e
do volume ostedide foi feita por meio de planimetria por contagem de
pontos. As imagens foram obtidas em microscépio de luz Zeiss Axiophot 2
(Carl Zeiss, Oberkdéchen, Alemanha), com ocular de 10x e objetiva de
20X, digitalizadas utilizando-se camera digital Sony (modelo Cybershot),
acoplada ao microscoépio. Para a analise histomorfométrica foi utilizado o
programa Image-J. Para tanto, utilizou-se um reticulo composto por 70
pontos resultantes das intersegdes entre linhas verticais (7) e horizontais
(10), posicionado sobre a imagem histolégica para a contagem. Tal
programa possibilitou a confecgéo do reticulo e seu posicionamento sobre
a imagem histolégica. Observaram-se os seguintes parametros®*.
a) volume trabecular: volume ocupado pelo osso
trabecular, mineralizado ou nao, expresso como
porcentagem do volume ocupado pela medula e
trabéculas 6sseas;
b) volume osteodide: volume ocupado pelo osso nao

mineralizado, expresso como porcentagem do volume
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ocupado pelo osso trabecular mineralizado e néo

mineralizado.

4.7.6 Numero de mastdcitos

Foi analisado ainda o numero de mastécitos encontrados
em cada campo descrito anteriormente para histomorfometria. O numero
de mastocitos por animal correspondeu a média dos valores obtidos nos 5

campos analisados.

4.8 Estatistica

A analise de variancia pelo teste ANOVA dois fatores,
bem como o teste de comparagcdo multipla de Tukey foram sempre
realizados em duas abordagens de comparacéo. A primeira teve como
variaveis o tempo de sacrificio (7, 21 e 45 dias) e o fator ovariectomia
(presenca ou auséncia de hormdnios ovarianos), comparando-se 0s
grupos SHAM com os grupos OVZ.

A segunda teve como variaveis o tempo de sacrificio (7,
21 e 45 dias) e o tipo de racdo administrada (padrao ou deficiente em
calcio) comparando-se os grupos OVZ com os grupos ESP.

Todos os dados da reparacao 6ssea foram tabulados e
submetidos a analise estatistica descritiva e inferencial segundo as duas
abordagens. Antes da analise, todas as imagens foram codificadas néo
permitindo a identificacdo do grupo experimental ao qual pertenciam,

possibilitando uma obtengao cega dos dados.



5 RESULTADOS

5.1 Peso dos animais

Os valores absolutos do ganho de peso estdo
apresentados no Apéndice A e os valores em porcentagem, referentes a

estatistica descritiva estdo apresentados na Tabela 1 mostrada a seguir.

Tabela 1 - Estatistica descritiva dos valores de ganho do peso em porcentagem

(Peso Final — Peso Inicial)/Peso Inicial x 100)

Tempo (dias)

7 21 45

Média 5,59 717 20,09

SHAM
DP 14,87 5,80 12,14
Média 14,26 16,56 25,58

ovz
DP 5,35 10,53 10,61
Média 11,56 23,38 38,61

ESP
DP 5,12 6,18 10,74

*DP = Desvio Padréo

Ao analisar a Tabela 1 e a Figura 8 verificou-se que as

meédias de ganho do peso aumentaram com o decorrer do tempo.

Comparando-se os dados dos grupos OVZ e SHAM por
meio da analise de variancia (ANOVA), observaram-se como efeitos

significantes a ovariectomia (p=0,013) e o tempo de sacrificio (p=0,002).
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FIGURA 8 — Grafico das médias de ganho do peso corporal dos grupos

experimentais, no tempo de sacrificio de sete, 21 e 45 dias.

A comparagdo multipla pelo teste de Tukey entre os
grupos SHAM e OVZ demonstrou a formagdo de dois grupos
homogéneos que foram estatisticamente diferentes, sendo o grupo OV/Z,
aquele com maior ganho de peso. A tabela 2 mostra que a média do
grupo SHAM45 foi a que mais se aproximou daquelas dos grupos OVZ.
Estes efeitos podem ser melhor compreendidos mediante o grafico das

médias mostrado anteriormente (Figura 8).
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Tabela 2 — Teste de Tukey para os dados referentes ao ganho de peso entre os
grupos SHAM e OVZ

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos*
SHAM 7 5,59 A
SHAM 21 717 A
SHAM 45 20,09 AB
ovz 7 14,26 AB
ovz 21 16,56 AB
ovz 45 25,58 B

*médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente

A comparacéo entre os grupos OVZ e ESP pelo teste
ANOVA revelou que as ratas que receberam dieta deficiente em calcio
apresentaram ganho de peso diferente das OVZ (p=0,025). Com relagéo
ao fator tempo de sacrificio, este também foi significativo (p=0,000) bem
como a interagao do tempo decorrido e da dieta administrada (p=0,040)

A comparagdo multipla pelo teste de Tukey entre os
grupos OVZ e ESP demonstrou a formacéo de trés grupos homogéneos
que foram estatisticamente diferentes, sendo o grupo ESP, aquele com
maior ganho de peso. A Tabela 3 mostra que apesar do ganho de peso
do grupo ESP7 ter sido o menor, nao diferiu dos OVZ7, OVZ21 e ESP21.

Pode-se também afirmar que o grupo ESP45 teve o maior ganho de peso.
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Tabela 3 — Teste de Tukey para os dados referentes ao ganho de peso entre os
grupos OVZ e ESP

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos*
ovz 7 14,26 AB
ovz 21 16,56 AB
ovz 45 25,58 B
ESP 7 11,56 A
ESP 21 23,38 AB
ESP 45 38,61 C

*médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente

5.2 Analise Radiografica

Os dados originais da densidade Optica, analisada em
radiografias da mandibula na regido do alvéolo mesial do primeiro molar
esquerdo, sdo apresentados no Apéndice B. A Tabela 4 abaixo, contendo
a estatistica descritiva destes dados, mostra que todos os grupos exibiram
meédias de densidade crescentes com o decorrer do tempo.

A andlise de variancia realizada entre os grupos OVZ e
SHAM demonstrou como efeito significativo o tempo de reparo (p=0,000).
O mesmo ocorreu na comparagdo dos grupos ovariectomizados

(p=0,000). A figura 9 ilustra este efeito.
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Tabela 4 - Estatistica descritiva dos valores de densidade 6ptica média em tons

de cinza da area analisada no alvéolo (escala Image J: 0-negro total;
256-branco total)

Tempo (dias)

7 21 45
Média 76,05 85,60 94,04
SHAM
DP 13,05 5,82 7,78
Média 72,65 88,93 95,45
ovz
DP 10,87 14,11 11,66
Média 71,99 80,03 94,65
ESP
DP 11,01 11,11 11,96
100
90 -
(]
o 80 A ./
a
O o == SHAM
% 70 4 ovz
2 —8—ESP
[72]
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40 T T
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FIGURA 9 — Grafico das médias de densidade 6ptica média em tons de cinza da

area analisada no alvéolo mesial dos grupos experimentais, no

tempo de sacrificio de sete, 21 e 45 dias.
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O teste de comparagdo multipla de Tukey aplicado nos
dados dos grupos SHAM e OVZ permitiu a afirmac&o de que aos 21 e 45
dias de reparo, independentemente do grupo experimental, a densidade
Optica € maior do que no periodo de sete dias (tabela 5). As radiografias
da Figura 10 ilustram o efeito do tempo decorrido da cirurgia de exodontia

sobre o reparo 6sseo alveolar.

Tabela 5 — Teste de Tukey para densidade optica nos trés periodos de

observacgao entre os grupos SHAM e OVZ

Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos
7 74,35 A
21 87,26 B
45 94,74 B

Quando o mesmo teste utilizou os dados dos grupos OVZ
e ESP, o mesmo resultado foi obtido, sendo as densidades radiograficas
semelhantes entre grupos que receberam racdes diferentes e com

aumento de densidade no decorrer do tempo (Tabela 6).

Tabela 6 — Teste de Tukey para densidade optica nos trés periodos de

observacao entre os grupos OVZ e ESP

Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos
7 72,32 A
21 84,47 B

45 95,05 B
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FIGURA 10 - Grupo SHAM: a) aspectos radiograficos do reparo apos 07
dias; b) aspectos radiograficos aos 21 dias de reparo; c)
aspectos radiograficos apos 45 dias da exodontia.

FIGURA 11 - Analise da taxa de aposi¢cdao mineral do grupo ESP: a) grupo
ESP aos 7 dias; b) grupo ESP aos 45 dias.
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5.3 Taxa de aposi¢édo mineral

Ao redor do alvéolo, observou-se a presenca de duas
linhas fluorescentes em algumas trabéculas. Mediu-se a distancia entre as
duas marcagdes de tetraciclina nos trés periodos de observacao (Figura
11). Os dados originais estdo apresentados no Apéndice C. A estatistica

descritiva desses dados encontra-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Estatistica descritiva referente a taxa de aposi¢do mineral diaria (em

um/dia) dos grupos experimentais

Tempo (dias)

7 21 45

Média 3,40 1,39 0,67

SHAM
DP 0,51 0,24 0,12
Media 3,38 1,14 0,58

ovz
DP 1,14 0,24 0,10
Média 3,16 0,72 0,55

ESP
DP 0,54 0,14 0,07

Observando os dados da Tabela 7 nota-se que os valores
de todos os grupos experimentais no periodo de sete dias foram
superiores aos demais periodos de observacgao.

Os dados dos grupos SHAM e OVZ, quando submetidos
ao teste ANOVA mostraram, como efeito significante, o tempo de
sacrificio (p=0,000).

Apds a comparagao dos grupos ovariectomizados, por
analise de variancia, obtiveram-se os seguintes valores de p para o efeito
tipo de racdo (p=0,065) e tempo de sacrificio (p=0,000). A Figura 12

ilustra tal efeito.
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FIGURA 12 — Grafico das médias da taxa de aposicdo mineral (um/dia) nos

tempos de sacrificio de sete, 21 e 45 dias.

Observou-se por meio da Figura 12 que as médias de
todos os grupos experimentais apresentaram comportamento semelhante
e decresceram com o decorrer do tempo

O teste de comparacao multipla de Tukey efetuado em
seguida indicou semelhanga entre os grupos SHAM e OVZ no mesmo

periodo de observacgéo (Tabela 8).
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Tabela 8 — Teste de Tukey para os dados referentes a taxa de aposi¢cdo mineral

diaria (um/dia) nas seis condi¢gdes experimentais

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos*
SHAM 7 3,40 A
SHAM 21 1,39 B
SHAM 45 0,67 B
ovz 7 3,38 A
ovz 21 1,41 B
ovz 45 0,57 B

*médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente

O teste de comparagdo multipla de Tukey, efetuado em
seguida para os grupos ovariectomizados, indicou que o grupo OVZ aos
07 dias apresentou maior taxa de aposicdo mineral diaria, contudo
semelhante ao ESP7. A menor taxa foi encontrada no grupo que recebeu
racao especial, 45 dias apds a extracao, entretanto esta diferenca nao foi
significativa na comparagédo deste mesmo periodo no grupo OVZ (Tabela
9).
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Tabela 9 — Teste de Tukey para os dados referentes a taxa de aposi¢cdo mineral

(um/dia) dos grupos ovariectomizados

Tratamento Tempo Média Grupos homogéneos
ovz 7 3,38 A
ovz 21 1,41 B
ovz 45 0,58 BC
ESP 7 3,15 A
ESPI 21 0,72 BC
ESP 45 0,55 C

*médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente

5.4 Andlise Histoldgica

O padrao histoldégico encontrado foi, de maneira geral,
semelhante nos grupos experimentais OVZ e SHAM, apresentando
diferencas marcantes quanto ao periodo de observacdo e algumas
diferencas no grupo ESP (Figura 13 e 14). As caracteristicas foram
descritas de acordo com os tempos de sete, 21 e 45 dias. As diferengas

observadas foram destacadas conforme o grupo.

5.4.1 Periodo de sete dias

Os alvéolos mesial e distal do primeiro molar foram
estudados por suas maiores dimensdes (Figura 13a). Ambos, na regido
apical, apresentaram-se com quantidade variada de osso neoformado
composto por trabéculas finas e delicadas que se irradiavam da parede
alveolar em diregcdo ao centro (Figura 13b). A regido central do alvéolo

usualmente exibia area de tecido de granulacdo, de maturagdo variada,
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sem tecido 6sseo (Figuras 13a-d). Muitas vezes observaram-se tecido
ostedide na superficie de delgadas traves oriundas do osso alveolar
(Figura 14a), e, por vezes, na superficie de trabéculas maduras
geralmente recoberto por osteoblastos colunares (Figuras 14b). Os
osteocitos apresentaram-se volumosos dentro de osteoplastos amplos e
irregulares.

O tecido de granulagdo possuia alto indice de
celularidade apresentando fibroblastos volumosos e poucas areas
hemorragicas. Focos de células inflamatérias cronicas foram vistos. A
maioria dos vasos sanguineos encontrava-se com congestéo.

Na porgdo média do alvéolo, muitas vezes o tecido 6ésseo
apresentava-se em maior quantidade, preenchendo a area central a qual
na porcao apical permanecia com tecido de granulagcéo. No terco médio,
notavam-se, além dos alvéolos mesial e distal ja bastante definidos e
facilmente distinguidos, os alvéolos correspondentes as raizes médio-
vestibular e médio-lingual do primeiro molar.

Percebiam-se areas de reabsor¢do caracterizadas por
linhas reversas basofilicas e trabéculas 6sseas apresentando superficies
irregulares, com lacunas contendo ou n&o células gigantes multinucleadas
sugestivas de osteoclastos.

No tergco cervical, evidenciava-se grande quantidade de
infiltrado inflamatério composto por células polimorfonucleares e
mononucleares. Também foi encontrada neoformacéo éssea periosteal na
superficie externa da cortical éssea lingual e vestibular.

Verificou-se, ainda, extensa reabsorgéo 6ssea ao redor do
alvéolo, predominando sobre a neoformacao éssea no interior do mesmo.
Muitas vezes ocorreu o recobrimento parcial do processo alveolar por
epitélio pavimentoso estratificado. Na regido, freqientemente observou-se
fratura da cortical 6ssea, seqiiela da exodontia. Como conseqiéncia,

nessas areas, notou-se atraso do processo de reparacgao.
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FIGURA 13 - a) vista panoramica da regido do primeiro molar inferior aos 7
dias, 25x; b) trabéculas 6sseas delicadas aos 7 dias, 100x; c)
reparo 0sseo aos 21 dias, 100x; d) reparo 6sseo aos 45 dias,
100x; e) espagos medulares preenchidos por medula
hematopoiética e tecido conjuntivo fibroso no reparo, 200x; f)
trabéculas 6sseas ora contornadas por osteoblastos colunares
(=»), ora por osteoclastos (p), 400x (a-d, grupo Sham; e-f,
grupo ESP. HE).
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O grupo SHAM apresentou as caracteristicas descritas
anteriormente, no entanto, mostrou cortical alveolar mais evidente,
compacta, delimitando o alvéolo mesial diferenciando-se dos grupos OVZ
e ESP.

5.4.2 Periodo de 21 dias

Neste periodo, na regido apical, as trabéculas ja eram
mais densas, delimitando pequenos espacgos preenchidos por tecido
ricamente vascularizado, os osteécitos menos volumosos e o0s
osteoclastos apareceram com maior freqiéncia no interior do alvéolo
(Figura 14c). Osteoblastos achatados ou colunares, arranjados em fileira
contornando trabéculas foram observados. Tecido ©Osseo néo
mineralizado, de aspecto ostedide, ao redor das trabéculas &sseas
neoformadas foi encontrado. Nos cortes corados por azul de toluidina,
evidenciou-se a presenca de mastécitos dispersos pelo tecido (Figura
14c).

A area central permaneceu preenchida por tecido
conjuntivo fibroso, porém em menor quantidade quando comparada ao
periodo anterior (Figura 13c).

O terco médio foi preenchido por tecido 6sseo com
diminutos espacos medulares e linhas reversas basofilicas. No tergo
cervical, nos casos sem fraturas de tabua Ossea, a reepitelizagédo estava
completa, com perda de altura da crista éssea.

O grupo ESP mostrou caracteristica distinta no terco
apical, com trabéculas delgadas, delimitando amplos espacos
preenchidos por medula hematopoiética, contendo muitos mastocitos,
células linféides e megacariocitos (Figura 14d).

A reabsorgdo Ossea foi evidenciada por lacunas com ou
sem osteoclastos e muitas linhas reversas basofilicas (Figura 14e). A

presenca de fraturas retardou o processo de reparo resultando na
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persisténcia de infiltrado inflamatério misto, bem como na contaminagao

por restos alimentares e por infec¢gdes microbianas.

5.4.3 Periodo de 45 dias

Nesse periodo, na regido apical, o0 osso apresentava-se
compacto (Figura 13d), com ostedcitos diminutos e superficie Ossea
recoberta por osteoblastos, normalmente achatados. A quantidade de
tecido ostedide decaiu consideravelmente em comparagao aos periodos
anteriores. Os alvéolos eram mal delimitados, pois a distingdo das
corticais alveolares tornou-se dificil devido a intensa remodelagéo ocorrida
no local em todos os grupos.

Nos grupos OVZ e SHAM foram vistos espacos
medulares preenchidos por medula hematopoiética. Contudo, apoés
comparacao com o grupo ESP, constatou-se diferenca marcante, sendo
que este ultimo apresentou maior quantidade e amplitude destes espacos
(Figura 13e).

Os grupos OVZ e ESP apresentaram menor largura da
mandibula na regido estudada, evidenciando maior reabsorgdo éssea no
local, além de espagos medulares maiores, alterando a microarquitetura
O0ssea quando comparados ao grupo SHAM. A remodelacao éssea foi
evidenciada pela presenga de osteoclastos em determinadas areas
enquanto em outras se observavam osteoblastos colunares (Figura 13f).

Os mastocitos estavam presentes em todos os grupos,

em especial, no grupo ESP.
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FIGURA 14 - a) tecido o6sseo em mineralizacdo, 630x; b) ostedide (*)
contornado por osteoblastos colunares (=) arranjados em
fileira, 630x; c) mastocitos em meio ao tecido conjuntivo
fibroso do reparo, 400x; d) espagos medulares contendo
medula hematopoiética e mastocitos, 200x; e) lacunas de
reabsor¢do por vezes contendo osteoclastos, 200x; (a-c,
grupo SHAM7; d, grupo ESP45; e, grupo ESP21.
Azul de Toluidina).
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5.5 Anélise histomorfométrica

5.5.1 Volume trabecular

Os dados originais estdo apresentados no Apéndice D. A

estatistica descritiva desses dados encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10 - Estatistica descritiva referente as médias e desvios padrbes obtidos

a partir dos dados do volume trabecular expressos em porcentagem

Tempo (dias)

7 21 45

Média 23,08 39,85 52,32

SHAM
DP 6,72 8,56 8,33
Média 28,98 41,44 51,55

ovz
DP 4,23 4,56 6,78
Média 14,41 38,01 36,92

ESP
DP 4,20 5,00 7,48

Observando os dados da Tabela 10, nota-se que o
volume trabecular aumentou com o decorrer do tempo.

Os dados dos grupos OVZ e SHAM, quando submetidos
ao teste ANOVA, mostraram como efeito significante, o tempo de
sacrificio (p=0,000).

Ao analisarem-se os dados dos grupos ovariectomizados,
o teste ANOVA revelou como efeitos significativos o tempo de sacrificio
(p=0,000), o tipo de ragao (p=0,000), bem como a interagéo entre ambos

(p=0,015). A Figura 15, a seguir, ilustra tais efeitos.
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FIGURA 15 - Grafico das médias de volume trabecular dos grupos experimentais

aos sete, 21 e 45 dias.

Pode-se observar o efeito do tempo sobre a porcentagem
do volume trabecular. A maioria dos grupos experimentais apresentou
comportamento semelhante com aumento de osso nos periodos mais
longos. Aplicando-se o teste de Tukey para as médias dos grupos OVZ e
SHAM, verificou-se, quanto ao efeito tempo de sacrificio, que com o seu

decorrer houve aumento do volume trabecular (Tabela 11 e Figura 15).

Tabela 11 — Teste de Tukey para volume trabecular nos trés periodos de

observagao entre os grupos SHAM e OVZ

Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos
7 26,029 A
21 40,646 B

45 51,934 C
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Quanto ao efeito da ovariectomia, ap6s o teste de
comparacao multipla de Tukey, pode-se afirmar que o grupo OVZ
apresentou volume trabecular semelhante ao grupo SHAM (Tabela 12),

independentemente periodo de observacéao (Tabela 13).

Tabela 12 - Formacdo de grupos de mesmo desempenho, apds o teste de

comparagao multipla de Tukey (5%) entre os grupos SHAM e OVZ

Grupos Média Grupos homogéneos
SHAM 38,417 A
ovz 40,656 A

Tabela 13 — Teste de Tukey para os dados referentes ao volume trabecular entre

os grupos SHAM e OVZ nos trés periodos de observacgio

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos*
SHAM 7 23,081 A
SHAM 21 39,851 B
SHAM 45 52,319 D
ovz 7 28,976 A
ovz 21 41,441 BC
ovz 45 51,550 CD

*médias seguidas de mesma letra n&o diferem estatisticamente

O teste de comparacao multipla de Tukey para os grupos
ovariectomizados mostrou que o grupo OVZ apresentou média superior
em relagdo a do grupo ESP, diferindo estatisticamente deste, exceto no
periodo de 21 dias pds-exodontia, quanto tiveram médias semelhantes
(Tabela 14).
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Tabela 14 — Teste de Tukey para os dados referentes ao volume trabecular para

0S grupos ovariectomizados e tratados

Grupo Tempo Média Grupos homogéneos*
ovz 7 28,976 B
ovz 21 41,441 C
ovz 45 51,550 D
ESP 7 14,411 A
ESP 21 38,014 C
ESP 45 36,919 BC

*médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente

5.5.2 Volume ostedide

Os dados de cada

animal

estdo apresentados no

Apéndice E. A estatistica descritiva desses dados encontra-se na tabela a

seguir (Tabela 15).

Tabela 15 - Estatistica descritiva referente ao volume ostedide expresso em

porcentagem
Tempo (dias)
7 21 45

Média 9,98 2,97 0,88

SHAM
DP 3,45 0,90 0,57
Média 8,70 3,55 2,04

ovz
DP 4,29 2,59 2,13
Média 8,86 2,74 1,47

ESP
DP 2,95 1,94 0,54
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Nota-se que o volume ostedide decai no decorrer do
tempo. Os dados dos grupos OVZ e SHAM, quando submetidos ao teste
ANOVA, mostraram como efeito significante, o tempo de sacrificio
(p=0,000).

@) teste ANOVA, comparando 0s grupos
ovariectomizados, também revelou como efeito significativo o tempo de

sacrificio (p=0,000). Tais efeitos estdo representados na Figura 16 a

seqguir.
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FIGURA 16 - Grafico das médias de volume ostedide dos grupos experimentais

nos periodos de observacao sete, 21 e 45 dias.

Observando a Figura 16 pode-se notar que 0s grupos
SHAM, OVZ e ESP apresentaram comportamento semelhante nos trés
periodos de observagdo. O teste de comparagdo multipla de Tukey
mostrou que os grupos SHAM e OVZ apresentaram diferenca significativa
considerando-se o fator tempo (p=0,000) sendo o periodo de sete dias,

aquele com maior volume ostedide para ambos os grupos (Tabela 16).
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Tabela 16 — Teste de Tukey para os dados referentes ao volume ostedide dos
grupos SHAM e OVZ

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos*
SHAM 7 9,97 A
SHAM 21 2,97 B
SHAM 45 0,88 B
ovz 7 8,69 A
ovz 21 3,55 B
ovz 45 2,04 B

*médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente

As médias de volume ostedide dos grupos
ovariectomizados ao serem submetidas ao teste de comparagao multipla
de Tukey indicaram a mesma diferengca entre os periodos de sete dias

quando comparados aos de 21 e 45 que foram semelhantes. (Tabela 17).

Tabela 17 — Teste de Tukey para os dados referentes ao volume ostedide para

0S grupos ovariectomizados

Grupo Tempo Média Grupos homogéneos*
ovz 7 8,69 A

ovz 21 3,55 B

ovz 45 2,04 B

ESP 7 8,86 A

ESP 21 2,74 B

ESP 45 1,47 B

*médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
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5.6 NiUmero de mastocitos

Os dados de cada animal estdo apresentados no
Apéndice F. A estatistica descritiva desses dados encontra-se na tabela a

seguir (Tabela 18).

Tabela 18 - Estatistica descritiva referente a média de mastocitos de cada grupo

experimental

Tempo (dias)

7 21 45

Média 0,09 3,43 2,12

SHAM
DP 0,12 3,34 2,32
Média 0,02 1,58 2,16

ovz
DP 0,06 1,82 0,90
Media 0,00 1,50 9,44

ESP
DP 0,00 0,88 8,40

Observando as médias dos grupos experimentais nota-se
que os grupos apresentaram aumento do numero de mastocitos com o
decorrer do tempo. Uma excecédo foi o grupo SHAM que ao 45 dias
diminuiu comparado ao periodo de 21 dias.

O teste ANOVA para os grupos OVZ e SHAM, revelou
somente o tempo de sacrificio como efeito significativo (p=0,003).

Comparando-se 0s grupos ovariectomizados entre si, o
teste ANOVA revelou como efeito significativo ndo s6 o tempo de
sacrificio (p=0,000), como também o tipo de racao (p=0,036), bem como a
interacéo entre eles (p=0,012). Os efeitos estdo representados na Figura

17 a segquir.
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FIGURA 17 - Grafico das médias do numero de mastocitos dos grupos

experimentais aos sete, 21 e aos 45 dias.

Observando a Figura 17 pode-se notar que aos 45 dias, o
grupo ESP apresentou comportamento diferente dos demais devido ao
aumento do numero de mastocitos, enquanto os demais tiveram as
médias bem menores.

O teste de comparacao multipla de Tukey entre os grupos
OVZ e SHAM, demonstrou que o numero de mastécitos nestes grupos no

periodo de sete dias foi menor que nos demais periodos (Tabela 19).
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Tabela 19 — Teste de Tukey para os dados referentes ao niUmero de mastocitos

para os grupos OVZ e SHAM

Tempo Média Grupos homogéneos*
7 0,05 A
21 2,50 B
45 2,14 B

*médias seguidas de mesma letra nio diferem estatisticamente

O teste de Tukey para comparagdo dos grupos OVZ e
ESP comprovou que, aos 45 dias pds-exodontia, o grupo ESP apresentou
média diferente estatisticamente na comparacdo com os demais (Tabela
20).

Tabela 20 — Teste de Tukey para os dados referentes ao numero de mastocitos
dos grupos ESP e OVZ

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos*
ovz 7 0,02 B
ovz 21 1,58 B
ovz 45 2,16 B
ESP 7 0,00 B
ESP 21 1,50 B
ESP 45 9,44 A

*médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente



6 DISCUSSAO

Novos conhecimentos que possam orientar as condutas
terapéuticas dos profissionais da saude para o atendimento de mulheres
com osteoporose pos-menopausica, podem contribuir na melhoria da
qualidade de vida destas pacientes. A partir deste raciocinio, tais
conhecimentos podem ser aplicados pelos cirurgides dentistas diante da
necessidade de extragdes dentarias, bem como outros procedimentos
cirurgicos em pessoas com tal doenca.

A metodologia utilizada para simular os efeitos da
osteoporose em mulheres na pds-menopausa, que corresponde a
indugdo experimental de osteopenia em ratas pelo procedimento de
ovariectomia, constitui técnica bem consolidada na universidade na qual
foi desenvolvida esta pesquisa. E considerada uma boa metodologia para

1,28,56,57,70

o estudo das alteragbes ostepénicas e dos possiveis

mecanismos de reparo 0sseo alterados diante delas, bem como dos
possiveis tratamentos para estas alteragdes’?" %%’

Com o objetivo do estudo do reparo 6sseo alveolar, a
extracdo de primeiros molares inferiores de ratos foi selecionada diante da

revisdo da literatura??46:53:54.57.64.74

na qual se notou que pesquisadores
preconizaram este dente. Tal escolha foi devida a caracteristicas
morfolégicas semelhantes aos molares humanos, mesmo diante das
dificuldades de acesso, fragilidade e tamanho do molar.

O tempo aguardado para realizacdo da cirurgia de
exodontia, depois do procedimento de ovariectomia foi determinado apés
revisdo de diversos estudos a respeito da remodelagdo Ossea,

determinando o menor periodo de deficiéncia estrogénica capaz de
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35,40,62,63,70

desencadear osteopenia Outros estudos a respeito de

reparacdo de 0ssos longos em animais osteopénicos'**%42% e do

reparo 6sseo alveolar em ratas ovariectomizadas?246:53°45764.66.74 ¢5am
considerados na determinacao deste prazo. Apds a avaliagcdo de todos
esses estudos, o periodo de quinze dias foi escolhido, considerando-se
que ja havia alteragao da remodelacao Ossea.

Os animais tiveram um periodo de recuperagao pos-
operatoria adequado, podendo evitar perdas indesejaveis de animais
durante a segunda anestesia e o tempo total de experimento n&o foi muito
longo ou oneroso, comparando-se com experimentos de até um ano de
duragao®.

A dificuldade de obtencéo de altera¢des osteopénicas nos
ossos gnaticos de roedores € muito discutida. Muitos estudos néao
encontraram diferengcas entre os ossos maxilares e mandibulares de
animais do grupo controle SHAM-operado e do grupo

395985 Provavelmente tal fato se deve aos habitos

ovariectomizado
mastigatorios peculiares desses roedores, sendo necessaria a associagao
com outra metodologia que cause osteopenia, como, por exemplo, a
administracdo de dieta deficiente em calcio'®?°*%%°  Alguns autores ja
preconizam esta associagao utilizando em seus trabalhos apenas o grupo
ovariectomizado alimentado com dieta deficiente em calcio para comparar
com o grupo controle®**’.

No presente estudo, os grupos experimentais delineados
foram grupo SHAM, com trés periodos de sacrificio, grupo
ovariectomizado também com trés periodos de sacrificio, ambos
alimentados com dieta comercial padrao e grupo ovariectomizado, que a
partir do dia da ovariectomia foi alimentado com rac&o deficiente em
céalcio. A quantidade de ragdo de todos os grupos foi controlada, para
evitar ganho de peso exagerado pelos animais ovariectomizados,

fendmeno relatado na literatura’".
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Tenta-se evitar o ganho de peso como seqiela da
ovariectomia nos animais porque este poderia ser um mecanismo de

197 que utilizaria o tecido adiposo como fonte de horménios

protecao
estrogénicos, podendo diminuir a perda 6ssea desejada no modelo de
estudo. Constatou-se que o osso, as glandulas mamarias, a placenta e o
tecido adiposo expressam a aromatase, enzima envolvida na sintese dos
estrogenos’.

Preconizou-se a pesagem dos animais no dia da
ovariectomia e no dia do sacrificio. Apds os calculos, o0 ganho de peso
dos grupos foi comparado.

Ao comparar o peso dos animais ovariectomizados com
os SHAM-operados, Pereira et al. perceberam que nos grupos com
deficiéncia hormonal o peso dos animais era maior que dos animais
controle. Este resultado também foi encontrado no presente experimento.
As ratas do grupo OVZ tiveram maiores médias de peso, ao final do
experimento em comparagdo com as do grupo SHAM. Entretanto, a
formacgdo de grupos homogéneos no teste Tukey mostrou que entre os
mesmos periodos de observacgdo, a deficiéncia hormonal ndo alterou o
ganho de peso entre os grupos SHAM e OVZ.

O controle da quantidade de ragdo administrada pode ser
observado em alguns trabalhos com, por exemplo, o pair feeding,
administrando-se na semana seguinte, a determinado grupo de animais, a
média consumida pelo grupo controle, na semana anterior®'®’". Qutra
maneira de controle foi encontrada no trabalho de Kawamoto e Nagaoka®®
e seguida no presente estudo, pesando-se a mesma dose diaria de
alimentacgao, para cada animal na quantidade de 20 gramas.

1.'® como induzida

A hiperfagia citada por Harrison et a
pela ovariectomia nao foi confirmada pelo trabalho de Omi e Ezawa*. A
quantidade de ragéo ingerida foi idéntica nas ratas SHAM e OVZ, mas o
ganho de peso, maior nas OVZ. Deve-se pesquisar de que maneira a

deficiéncia estrogénica aumenta o armazenamento dos nutrientes
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ingeridos, sem aumentar a quantidade de ingestdo. Segundo Deyhin et
al® o ganho de peso pode ser relacionado ao decréscimo do
metabolismo nos animais com deficiéncia hormonal.

A média de peso do grupo de ratos que receberam ragao
deficiente em calcio (0,03%) do estudo de Furuta et al."® foi menor que do
grupo com racédo padrédo. Este efeito foi explicado pelos autores
considerando-se o fato da hipocalcemia induzida, ter inibido o crescimento
destes animais. Ja os animais ovariectomizados do estudo de Kubo et
al.** que também receberam ragao deficiente em calcio tiveram médias de
peso corporal idénticas as ratas submetidas a cirurgia simulada (SHAM),
alimentadas com racao padrao. No presente estudo, o ganho de peso do
grupo ESP foi significativamente maior que do grupo OVZ. Comparando-
se tais resultados com os de Furuta et al."® as variagdes encontradas
podem ser devidas ao fator ovariectomia, que n&o foi realizada em seu
estudo.

O ganho de peso nas ratas ovariectomizadas que
receberam ragao especial, deste trabalho, foi bem maior que nas ratas
SHAM-operadas, comparando-se com os resultados do estudo de Kubo et
al.>*. Mas suas ratas ja podem ser consideradas maduras (oito meses de
idade), encontrando-se fora do periodo de crescimento. Este aspecto néo
foi observado no presente estudo, nem no estudo de Omi e Ezawa*.
Suas ratas de um més e meio de idade ovariectomizadas e alimentadas
com ragao deficiente em caélcio tiveram maior ganho de peso corporal que
aquelas SHAM-operadas, também alimentadas com ragcéo pobre em
calcio. Entretanto, o mecanismo de ganho de peso poés-ovariectomia
incrementado pela associagcdo com uma dieta pobre em calcio ainda néo
foi esclarecido.

A analise radiografica do presente estudo n&o foi sensivel
suficiente para detectar as diferencas entre os grupos SHAM, OVZ e ESP,
posteriormente percebidas na analise histomorfométrica. Sugere-se que a

andlise radiografica nao seja adequada para detectar pequenas
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alteragcbes na densidade do tecido 6sseo neoformado. Mas as grandes
modificagdes com relacdo ao aumento progressivo do tecido 6sseo com o
decorrer do tempo foram plenamente evidenciadas pelos resultados
estatisticos, percebendo-se o aumento da densidade Optica com o
decorrer do tempo de reparo. Em mulheres, no estudo de Konstantino et
al.*? as radiografias panoramicas utilizadas nas avaliagcdes odontologicas
mostraram perda 6ssea relacionada a deficiéncia hormonal e segundo os
autores, devem ser utilizadas como instrumento de diagndstico precoce
da osteoporose. As médias da densidade 6ptica do presente trabalho até
sugerem uma menor quantidade éssea no grupo ESP, na sequéncia
confirmada pela analise histomorfométrica.

O volume trabecular de osso neoformado no interior dos
alvéolos, segundo o presente estudo ndo foi afetado pela deficiéncia
hormonal estrogénica. A analise do volume trabecular foi realizada por
dois tipos de processamento do tecido Osseo: com e sem
desmineralizagao, incluindo-se os espécimes em parafina e em resina
respectivamente. Consequentemente, o numero de espécimes analisados
foi o dobro do descrito no capitulo de material e métodos. Como os
resultados foram idénticos optou-se por descrever somente aqueles
encontrados nos cortes desmineralizados, mas tal informagdo pode
fortalecer a credibilidade dos resultados.

O mesmo ocorreu na comparagao dos resultados quanto
a diminuicédo do volume trabecular no grupo ovariectomizado que recebeu
racdo deficiente em calcio. Ambas as metodologias aplicadas (inclusao
em resina e inclusdo em parafina) revelaram a formagdo de grupos
homogéneos idénticos com aplicagdo do Teste de Tukey. Verificou-se que
o volume trabecular dos grupos ESP foram significativamente menores
que dos OVZ, excetuando-se no periodo de 21 dias, sem significancia
estatistica.

Dos trabalhos encontrados na literatura relacionando a

deficiéncia hormonal e alteracdes no reparo 6sseo, Silveira®’, Shimizu et
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1.5 avaliaram o volume trabecular 6sseo

al.>, Pereira et al.*® e Tanaka et a
neoformado do interior do alvéolo. Os resultados encontrados por
Silveira®” foram os mesmos observados no presente estudo. O autor
percebeu que o volume trabecular no interior do alvéolo nao diferia nos
animais com deficiéncia hormonal quando comparado com o volume
trabecular dos animais controle, analisando a area apical do alvéolo. Sua
analise diferiu com relagdo a metodologia, quando avaliou
aproximadamente dez campos microscépicos fotografados em 400 X.
Lembrando que o presente trabalho analisou 5 campos fotografados em
200 X. Tanaka et al.** também nao encontraram diferencas entre o tecido
0sseo neoformado no interior do alvéolo comparando-se os grupos SHAM
e OVZ.

Shimizu et al.>* 1998 perceberam menor quantidade
O0ssea nos animais ovariectomizados nos periodos mais tardios de reparo
alveolar. A contradicdo percebida pode ser devida ao tempo aguardado
posteriormente a ovariectomia para realizagdo da exodontia. Shimizu et
al.>* aguardaram sessenta dias de deficiéncia hormonal para extrairem os

|-64

molares enquanto Silveira®” aguardou 15 dias e Tanaka et al.®* realizaram

exodontia decorridos apenas sete dias da ovariectomia. O estudo de

Pereira et al.*®

mostrou que, depois de aguardados 21 dias da cirurgia de
ovariectomia para a extragcdo dos molares mandibulares, no alvéolo dos
animais OVZ ocorre menor quantidade 6ssea que no dos animais do
grupo controle.

Contrariando os resultados do presente trabalho, Zecchin
et al.”® consideraram que a deficiéncia estrogénica poderia predispor a um
reparo prejudicado. Em seu estudo, as enzimas de digestdo da matriz
colagena do tecido de granulacao para deposi¢cdo da matriz 6ssea foram
apontadas como importantes na determinacdo da formacédo Ossea. A
deficiéncia hormonal nédo sé alterou a atividade enzimatica e expressao
das metaloproteinases 2 e 9, mas também diminuiu a formagao de

colageno | e lll.
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A comparagdo do volume trabecular dos grupos
ovariectomizados deste estudo revelou que a hipocalcemia decorrente da
ingestédo de dieta pobre em calcio diminuiu o volume de tecido 6sseo
neoformado na reparagdo o6ssea. Tal fato constitui uma importante
informagdo para as pesquisas futuras que visam estudar as possiveis
terapias para a busca do melhor reparo 6sseo em pacientes com
osteoporose. Acreditando-se que a osteoporose em humanos pode
prejudicar o reparo, uma metodologia ideal em estudos em animais, para
testes de medicamentos € a associacdo da dieta pobre em calcio a
ovariectomia. Teofilo et al.®® em 2003 j& preconizaram a associagéo desta
metodologia para o estudo da remodelagdo de ossos gnaticos. Em seu
estudo sobre reparacio 6ssea, Tedfilo et al.?® de 2004, ja utilizaram esta
associacdo e compararam ratas SHAM alimentadas com racédo padrao
com ratas ovariectomizadas recebendo racdo especial. Desta
comparacdo perceberam menor quantidade Ossea nos animais
ovariectomizados.

Com relagdo ao reparo 6sseo, principalmente ao osso

neoformado, o estudo de Kubo et al.®*

apresentou resultados ligeiramente
diferentes dos encontrados no presente estudo, uma vez que perceberam
que a deficiéncia estrogénica associada a baixa ingestao de calcio altera
as caracteristicas do reparo ésseo somente mais tardiamente, na fase de
remodelagdo 6ssea e n&o nos periodos iniciais como visto nas diferengas
dos grupos OVZ7 e ESP7. Contudo, ha que se considerar que neste
estudo foram analisadas mandibulas, enquanto que no de Kubo et al.®*
foram ossos longos de ratas.

O volume ostedide mensurado no presente trabalho néo
foi afetado nem pela deficiéncia estrogénica nem pela deficiéncia em

calcio. Hara et al.™®

avaliaram, entre outros parametros, a superficie
ostedide de ratas ovariectomizadas, comparadas com ratas OVZ
alimentadas com dieta deficiente em calcio, encontrando um aumento

nesta taxa. O mesmo ocorreu com os grupos SHAM, um com ragao
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padrdo e outro com dieta pobre em calcio. A dieta afetou a superficie
osteoide. Este resultado ndo foi discutido pelos autores, mas pode ser
devido ao fato de que quanto menor a quantidade de calcio menos matriz
€ mineralizada, causando um aumento da superficie osteoide.

Com relacdo a contagem dos mastocitos, a ovariectomia
nao alterou o numero de mastocitos dos grupos OVZ quando comparados
aos grupos SHAM. Entretanto, o fator tempo de sacrificio foi significativo,
visto que decorridos 45 dias da exodontia, os espécimes apresentam
maior presenga destas células. Embora ainda em estudo, a fungao dos
mastdcitos na reabsorgéo 6ssea vem sendo confirmada.

A administracdo de antagonistas dos receptores H1 e H2
da histamina para ratos submetidos a experimento de indugdo de
reabsorcao Ossea, temporal e localmente determinada, diminuiu os
parametros de superficie em reabsor¢do. Reduziu também o numero de
osteoclastos ativos e mastdcitos e provocou alteracdes vasculares'. Os
antagonistas utilizados no experimento, que foi feito em cultura de células
e in vivo, foram a mepiramina (H1) e a cimetidina (H2).

Os eventos acima, guardadas devidas proporgdes, foram
também observados no estudo sobre reparo 6sseo de Banovac et al.®. Os
mastocitos pareceram estar envolvidos na reabsorgdo do calo 6sseo nos
estagios mais avangados da reparacéo. Contudo, estes autores acreditam
que as préprias enzimas dos mastocitos podem ajudar na degradacao do
0SSO, como por exemplo, a enzima quimase que digeriu, quase por
completo, a matriz protéica ndo colagena extraida do osso dos animais.

Estas informagdes podem ser importantes para esclarecer
a funcéo dos mastdcitos observados, no presente trabalho em todos os
grupos, nos periodos de 21 e 45 dias. A histamina, mediador inflamatério
ativo nos fenbmenos vasculares e exsudativos da inflamacao, e outras
enzimas dos mastocitos, tém papel fundamental na reabsorgdo éssea,
embora o0s mecanismos ainda ndo tenham sido completamente

elucidados. Tanto é verdade, que o grupo que mais apresentou
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mastoécitos foi o que apresentou menor volume trabecular deste
experimento, o ESP 45, sendo de significancia estatistica sua diferenca
com o grupo OVZ45. A acdo dos mastocitos ndo parece se limitar a
ativacdo de osteoclastos diretamente, uma vez que n&o foram
evidenciados efeitos da histamina em osteoclastos em cultura de células
isoladas’’.

A presenca do estrégeno no grupo SHAM e sua auséncia
no grupo OVZ, portanto, ndo afetaram o numero de mastécitos, bem
como nao afetaram o volume trabecular. Ja o fator sistémico de
diminuicdo de calcio sérico decorrente da dieta deficiente deste mineral,
provavelmente favoreceu o recrutamento de muitos mastocitos. Estes,
liberando histamina, ajudaram na sinalizagdo para os osteoclastos,
aumentando a reabsorgéo Ossea e diminuindo o volume trabecular no
grupo ESP, na fase de remodelacao do reparo ésseo.

Diante de todos os fatos expostos, o reparo O6sseo
alveolar nas condi¢cbes experimentais nao foi influenciado pela deficiéncia
hormonal, mas pelo fator tempo de sacrificio, apresentando densidade
Optica, quantidade Ossea (volume trabecular) e niumero de mastoécitos
crescentes e volume ostedide decrescente com o decorrer do tempo.
Sendo assim, pode-se supor que o reparo 6sseo alveolar, diante das
condi¢gdes experimentais, ndo é prejudicado pela deficiéncia estrogénica.
Este resultado ndo foi encontrado por outros pesquisadores que
perceberam alteracbes no reparo 6sseo péds-exodontia de ratos com
deficiéncia estrogénica®®>+%47,

As diferengas encontradas na comparagcdo dos grupos
ovariectomizados com dietas diferentes permitem a afirmacédo de que o
reparo Osseo alveolar é alterado pela deficiéncia em calcio. Tal
informacédo, somada a outros relatos da literatura, pode ser promissora
para o delineamento de pesquisas futuras que busquem terapias que
possam ser aplicadas pelos cirurgides dentistas diante da necessidade de

extracdes dentarias em paciente com osteoporose.
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Na comparacédo dos dados de taxa de aposi¢do mineral
deste estudo, deve-se considerar que o osso avaliado foi aquele ao redor
do alvéolo, que se encontrava em intensa remodelacao 6ssea pds-trauma
cirargico exodéntico, e ndo o osso propriamente neoformado do interior
do alvéolo. Kawamoto e Nagaoka®® verificaram em seu estudo que o
estresse mecanico anormal na regido do osso alveolar causou maior
reabsor¢cao nos grupos com deficiéncia estrogénica, quando comparado
ao grupo controle. No presente estudo, os valores de aposi¢gao mineral
diaria foram semelhantes, tanto na comparag¢éao dos grupos SHAM e OVZ
quanto dos grupos OVZ e ESP. O fator tempo decorrido da exodontia foi
preponderante na diminuicdo de tal taxa. Contudo, observando-se o
grafico das médias dos grupos da racao especial, nota-se uma tendéncia
destas apresentarem-se menores que Os grupos ovariectomizados.
Inclusive, p foi igual a 0,065 para o fator dieta. Talvez com um aumento no
n do trabalho, tal diferenga pudesse ser significante estatisticamente.

Hsieh et al.??

mensuraram a taxa de aposicdo mineral ao redor dos
alvéolos de molares extraidos simultaneamente com a cirurgia de
ovariectomia e perceberam o mesmo resultado do presente trabalho, que
no periodo mais precoce, a taxa era maior.

Murray et al.*’

perceberam que as taxas de aposi¢céo
mineral em fémures de camundongos, estavam diminuidas em animais
que ingeriram dieta deficiente em calcio (0,02%) quando comparadas com
as dos que ingeriram dieta padrao. Eklou-Kalonji et al.’, que também
alimentaram os animais de seu estudo — porcos — com dieta deficiente em
calcio (0,38 ou 0,11%), ao avaliarem os padrbes Osseos observaram
indices de formacédo e mineralizagdo diminuidos, bem como fatores
sanguineos relacionados a atividade osteoclastica elevados, devido ao
hiperparatireoidismo, com producédo de PTH, seguido do aumento do
calcitriol. A atividade osteoblastica estava elevada, contudo a taxa de
aposicao mineral foi diminuida, permitindo o aumento da taxa de volume

ostedide, ou seja, a matriz ndo mineralizada, aguardando a deposicao de
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hidroxiapatita. Diante disso, a diminuicdo da formagao 6ssea ocorre pela
falta de mineralizagdo, sem, contudo, alterar a formagéo de matriz pelos
osteoblastos, uma vez que estdo sendo estimulados a produgédo de osso
pelo PTH e calcitriol'®. Tal efeito ndo foi encontrado nesta pesquisa, uma
vez que o volume ostedide nao foi diferente entre os animais com dieta
padrao e dieta deficiente em calcio.

Diante de todos estes dados, a metodologia para estudo
dos efeitos da osteoporose em o0ssos gnaticos deve utilizar a associagao
dos procedimentos cirurgicos de excisao bilateral dos ovarios e a
administragcdo de dieta pobre em calcio, com o objetivo de obter uma
condicdo de osteopenia similar a que ocorre em mulheres diante do

quadro sistémico de deficiéncia estrogénica, na menopausa.



7 CONCLUSOES

A analise dos resultados, sob as condi¢gdes experimentais

utilizadas, possibilitou concluir quanto a reparacao alveolar que:

a) a ovariectomia néo retardou o reparo 6sseo alveolar de
ratas ovariectomizadas;

b) a deficiéncia hormonal associada a dieta deficiente em
calcio resulta em um menor formagéo 6ssea no alvéolo
em processo de reparo 0Sseo;

c) um possivel mecanismo de reabsorcao 6ssea é ativado
diante da hipocalcemia e deficiéncia estrogénica
recrutando mastocitos;

d) os mastdcitos podem estar associados a reabsorgéo
ossea.

Concluiu-se ainda, que taxa de aposicao mineral diaria

nao é influenciada pela deficiéncia hormonal, mas pareceu sofrer alguma
influéncia quando se associou a dieta pobre em calcio, mostrando uma

tendéncia a diminuigao.
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APENDICE A — Dados originais de ganho de peso

Tabela 21 — Valores originais de ganho de peso, de cada rata, de cada grupo
experimental, em porcentagem obtida pela férmula (peso final-
peso inicial)/peso inicial X100

SHAM SHAM SHAM OVZ OVZ OVZ ESP ESP ESP

7 21 45 7 21 45 7 21 45

65 5 50 15 0 90 20 70 70

15 15 30 40 55 115 60 45 110

75 20 50 35 80 45 35 60 115

0 30 25 35 60 20 20 75 95

-25 0 25 50 50 60 25 30 75

5 45 100 30 15 75 30 55 45

-10 25 45 25 60 85 35 60 90

-15 10 85 60 25 95 30 80 75
SHAM — cirurgia simulada, OVZ - ovariectomizadas, ESP — racdo especial
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Tabela 22 — Valores originais da densidade éptica em tons de cinza (escala

Image J: 0-negro total; 256-branco total), de cada rata, de cada

grupo experimental, na regido do alvéolo mesial

SHAM

SHAM SHAM

21 45

ovz

ovz 0Ovz

21 45

ESP

ESP

21

ESP

45

63,95

66,05

71,16

78,72

76,41

100,01

83,32 87,23

90,97 94,65

84,02 82,56

94,41 103,50

81,49 98,66

79,39 97,63

79,14

79,03

51,74

72,79

72,18

81,04

80,06 114,81

93,26 80,20

71,53 92,97

112,52 91,52

83,81 101,51

92,39 91,67

89,74

68,76

77,26

73,82

63,94

58,42

99,96

83,69

79,31

69,38

76,93

70,90

114,44

101,94

81,30

88,59

87,22

94,42

SHAM — cirurgia simulada, OVZ — ovariectomizadas, ESP — racao especial
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APENDICE C — Dados originais da taxa de aposigéo mineral

Tabela 23 — Médias originais da taxa de aposi¢cdo mineral em um/dia no tecido
6sseo ao redor do alvéolo de cada rata, de cada grupo
experimental

SHAM SHAM SHAM 0OVZ OVZ OVZ ESP ESP ESP

7 21 45 7 21 45 7 21 45

3,54 1,23 053 519 1,61 066 400 076 043

2,44 1,26 066 2,39 1,10 047 369 056 0,52

3,26 1,06 0,83 4,12 1,59 0,49 2,48 0,99 0,60

4,16 1,76 0,60 2,34 1,16 0,71 2,72 0,77 0,65

3,42 1,38 0,68 4,02 1,25 0,47 3,03 0,73 0,58

3,36 164 085 3,51 1,75 0,61 3,31 0,65 0,52

3,61 1,43 0,59 2,11 1,43 0,64 2,88 0,63 0,54
SHAM - cirurgia simulada, OVZ — ovariectomizadas, ESP — racao especial
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APENDICE D — Dados originais do volume trabecular

Tabela 24 — Médias originais do volume trabecular, de cada rata, de cada grupo
experimental, expressas em porcentagem na reparagdo Ossea
alveolar

SHAM SHAM SHAM 0OVZ OVZ OVZ ESP ESP ESP

7 21 45 7 21 45 7 21 45

25,36 38,03 38,00 30,71 39,39 56,93 12,86 37,39 32,67

23,01 36,24 58,74 32,03 38,80 60,29 14,86 35,71 25,00

31,24 46,67 56,53 28,00 46,43 40,96 15,30 44,76 39,76

20,00 27,14 56,73 20,71 44,29 5214 21,43 41,43 45,00

26,96 52,14 44,81 28,57 4571 4429 14,76 28,81 41,19

10,00 33,74 60,89 28,77 4190 52,67 7,14 39,43 30,94

25,00 45,00 50,53 34,04 33,57 53,57 14,53 38,57 43,87
SHAM - cirurgia simulada, OVZ — ovariectomizadas, ESP — racao especial
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APENDICE E — Dados originais do volume ostetide

Tabela 25 — Médias originais de volume ostedide expresso em porcentagem, de
cada rata, de cada grupo experimental, na reparagdo éssea
alveolar

SHAM SHAM SHAM 0OVZ OVZ OVZ ESP ESP ESP

7 21 45 7 21 45 7 21 45

8,29 2,57 0,57 14,51 8,86 1,43 8,33 4,29 1,43

500 343 086 12,61 1,43 0,57 13,43 5,51 2,67

10,00 3,93 1,43 286 4,00 0,71 6,57 2,14 1,26

14,29 2,86 1,43 11,43 2,00 2,86 12,24 4,29 1,23

13,93 400 000 68 429 200 547 1,43 1,14

11,19 1,43 1,43 4,76 1,71 0,29 7,14 1,19 1,14

7,14 2,57 0,47 786 257 643 8,86 0,36 1,43

SHAM - cirurgia simulada, OVZ — ovariectomizadas, ESP — racao especial
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APENDICE F — Dados originais referentes ao nimero de mastécitos

Tabela 26 — Médias originais do niumero de mastécitos, de cada rata, de cada
grupo experimental

SHAM SHAM SHAM OvVZ OVZ OVZ ESP ESP ESP

7 21 45 7 21 45 7 21 45

0,33 4,00 6,00 0,16 0,66 3,00 0 0,00 2,86

0,00 9,50 1,40 0,00 1,40 1,80 0 1,86 10,62

0,00 6,00 4,80 0,00 4,80 2,50 0 1,50 9,88

0,16 1,33 0,00 0,00 0,20 3,20 0 2,00 10,71

0,00 1,20 1,00 0,00 0,00 2,60 0 1,60 26,40

0,16 0,00 0,33 0,00 0,60 0,83 0 0,80 2,00

0,00 2,00 1,33 0,00 3,40 1,20 0 2,75 3,60

SHAM - cirurgia simulada, OVZ — ovariectomizadas, ESP — racdo especial
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Prado, RF. Effects of osteopenia on alveolar bone repair of rats [doctorate
thesis]. S&do José dos Campos: School of Dentistry of Sdo José dos
Campos, UNESP — Sao Paulo State University; 2008.

ABSTRACT

This study had the objective of analyze the initials effects of estrogen deficiency
associated or not with a low calcium dietary in the alveolar bone repair. 72 rats at
three months were used; 48 ovariectomized and 24 Sham-operated (SHAM). The
ovariectomized rats were divided into 2 groups, 24 rats receiving common diet
(OVZ) and 24 receiving special diet (ESP). SHAM rats received common diet.
Treatment began on the ovariectomy day. The lower first molar was removed on
both sides 15 days after ovariectomy. The rats received the diets until sacrifice,
which occurred at seven, 21 and 45 days after dental extraction. The mandibles
were submitted to radiographic and microscopic analyses. As results, using
ANOVA and Tukey tests, optic density, trabecular volume and mast cell number
increased with time and osteoid volume and mineral apposition rate decrease
with time. Comparison between the OVZ and SHAM groups for each period
revealed no difference; however OVZ and ESP groups showed different
trabecular volume and mast cell number, being the other parameters, similar. In
conclusion, hormonal deficiency do not retards the alveolar bone repair in
ovariectomized rats and a possible mechanism of bone resorption is activated
instead of hypocalemia and estrogen deficiency recruiting mast cell. The mineral
apposition rate is not affect by ovariectomy but seems to present an influence by
its association with low calcium dietary shows a tendency to decrease.

KEYWORDS: osteopenia; osteoporosis; bone repair.
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