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Forte LFBP. Influéncia da ovariectomia associada a dieta deficiente em
célcio na periodontite experimental [tese]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

A deficiéncia de estrégeno e de calcio na dieta sdo condicdes que
potencialmente causam altera¢c6es no 0sso alveolar e como consequéncia
podem agravar a doenca periodontal. O objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia da deficiéncia estrogénica, associada ou ndo a dieta deficiente
em calcio, sobre a perda Ossea, a atividade de osteoclastos e os
marcadores teciduais de remodelacdo Ossea, na doenca periodontal
induzida em ratas. Foram utilizadas 96 ratas, aos 90 dias de idade, das
guais 64 foram submetidas a ovariectomia e 32 a falsa-ovariectomia
(Sham). Das 64 ratas ovariectomizadas, 32 receberam dieta comercial
padrdo (OVZ) e as outras receberam dieta deficiente em célcio (OVZ').
Em todas as ratas, 60 dias apoOs a cirurgia, foi induzida doenca
periodontal por meio da colocacéo de ligadura ao redor do primeiro molar
inferior esquerdo. Com 3, 7, 14 e 30 dias ap6s a insercédo das ligaduras,
efetuou-se a eutandsia. As hemi-mandibulas esquerdas foram
desmineralizadas e processadas para a obtencdo de cortes
microscopicos. Os cortes corados por H.E. foram analisados
gualitativamente e quantitativamente por histomorfometria, utilizando-se
planimetria por contagem de pontos, com o auxilio do programa Image J.
Foi realizada reacdo enzimoistoquimica para marcacao da fosfatase acida
tartarato resistente (TRAP) e reacdo imunoistoquimica para marcac¢ao do
receptor ativador de NF-kappa B (RANK), de seu ligante (RANKL) e de
osteoprotegerina (OPG). Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente por meio do teste de Mann-Whitney. Os resultados
mostraram que o grupo Sham apresentou maior quantidade de matriz
O0ssea e menor quantidade de marcacdo de células TRAP+ comparado
com o grupo OVZ. Entretanto, o grupo OVZ apresentou menor quantidade
de matriz 6ssea e marcagcao similar de células TRAP+ comparado ao
grupo OVZ'. Em relacdo aos marcadores de remodelacdo 6ssea, 0 grupo
Sham apresentou maior indice de marcacdo para OPG e RANKL, porém,
para RANK mostrou quantidade equivalente ao grupo OVZ. Enquanto



isso, o grupo OVZ' apresentou os maiores indices de marcacdo para
RANK e niveis equivalentes para OPG e RANKL do que o grupo OVZ.
Concluiu-se que na doenca periodontal induzida por ligadura em ratas
uma consequéncia da deficiéncia estrogénica foi a maior perda 0ssea, a
qgual néo foi acentuada pela ingestao de dieta deficiente em calcio. O pico
de perda Ossea ocorreu aos 14 dias, independente da presenca ou
auséncia de deficiéncia estrogénica e ocorreu maior reabsorcdo 0ssea,
decorrente da atividade de osteoclastos positivos para fosfatase acida
tartarato-resistente, na auséncia de hormonios ovarianos. Ocorreu
aumento de OPG e diminuicdo de RANKL na fase inicial da doenga
periodontal, nas ratas com deficiéncia hormonal. O consumo de dieta
deficiente em calcio resultou em expressdo variada de OPG e néo
interferiu na expresséo de RANKL. A expressdo de RANK ocorreu apenas
em alguns periodos, na presenca ou auséncia de hormonios ovarianos e
com o consumo de dieta deficiente em calcio sua marcagédo diminuiu ao
longo do tempo.

Palavras-chave: Osteoporose. Ovariectomia. Doencas periodontais.
Imunoistoquimica.



Forte LFBP. Influence of ovariectomy associated to dietary calcium
deficiency on the experimental periodontitis [thesis]. Sdo José dos
Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

Estrogen and dietary calcium deficiencies are conditions that potentially
lead to alveolar bone alterations and might consequently worsen
periodontal disease. The aims of the present study were to evaluate
estrogen deficiency associated or not to dietary calcium deficiency over
bone loss and to evaluate the activity of osteoclasts and bone remodeling
tissue markers on induced periodontal disease in rats. Ninety six rats
aging 90 days were used in the present study, being 64 submitted to
ovariectomy and 32 to sham-ovariectomy (Sham). Thirty-two rats from the
ovariectomized group received standard diet (OVZ), while the rest
received calcium deficient diet (OVZ’). Periodontal disease was induced
60 days after the surgery in all rats by placing a ligature surrounding the
first mandibular left molar. Euthanasia was performed 3, 7, 14 and 30
days after ligature placement. Left hemi-mandibles were demineralized
and processed for obtaining the microscopic slices. HE stained slices were
qualitatively and quantitatively analyzed by histomorphometry using a
point-counting planimetry, and the Image J software. Tartrate-resistant
acid phosphatase (TRAP) was marked by enzyme histochemistry, while
factor NF-Kappa B receptor activator (RANK), its ligand (RANKL) and
osteoprotegerin (OPG) were marked by immunohistochemistry. Obtained
data were submitted to statistical analysis by Mann-Whitney test. The
results revealed that Sham group presented greater bone matrix quantity
and lower TRAP+ cell in comparison to OVZ group. However, OVZ group
presented lower bone matrix quantity and similar TRAP+ cells as OVZ’
group. Regarding bone remodeling markers, Sham group presented the
greatest marking index for OPG and RANKL, being the RANK quantity
similar to OVZ group. The OVZ’ group presented higher marking indices
for RANK and similar levels of OPG and RANKL in comparison to OVZ. It
was concluded that greater bone loss, which is not accentuated by



calcium deficient diet, is a consequence of estrogen deficiency in ligature
induced periodontal disease in rats. Bone loss peak occurs at 14 days
regardless estrogen deficiency and greater bone resorption occurs due to
the activity of osteoclasts positive for tartrate-resistant acid phosphatase,
in absence of ovarian hormones. OPG increase and RANKL decrease are
observed during the initial phases of periodontal disease within hormone
deficient rats. Calcium deficient diet consumption leads to varied OPG
expression, while does not interfere with RANKL expression. RANK
expression occurs only during certain periods, in the presence or absence
of ovarian hormones, while its detection decreases over time with calcium
deficient diet consumption.

Key-words: Osteoporosis. Ovariectomy. Periodontal disease.
Immunohistochemistry.



1 INTRODUCAO

O o0sso é um tecido capaz de modificar sua estrutura
devido a sua capacidade de remodelacdo. Esse processo € regulado por
hormonios sistémicos, estimulos mecanicos e outros fatores produzidos
localmente (Compston, 2001).

O estrogeno tem importante papel no processo de
remodelacdo 6ssea. Na menopausa, se verifica diminuicdo da producao
de estrogenos, gerando reabsorcdo que excede a formacdo éssea. Isto
leva consequentemente a uma perda 0ssea gradativa, podendo culminar
com um quadro de osteoporose (Kalu, 1991).

A osteoporose é uma doenca sistémica progressiva de
grande preocupacdo a toda sociedade. Proporciona perda da massa
0ssea, suscetibilizando o individuo a fraturas. Um dos maiores riscos para
a osteoporose é a deficiéncia de estrogeno (Compston, 2001).

A densidade 6ssea e a infeccdo oral podem influenciar na
perda 6ssea alveolar em mulheres pds-menopausa (Brennan-Calanan et
al., 2008). Desta forma, parece existir uma relagdo entre periodontite e
osteoporose (Genco, 1996; Lopes et al., 2008).

Além disso, é provavel que a osteoporose associada a
outros fatores promova uma maior perda 6ssea mandibular (Moriya et al.,
1998; Jiang et al., 2003). Um desses fatores seria a dieta deficiente em
calcio que promoveria uma maior perda 0ssea devido ao aumento da
atividade de reabsorcao (Hara et al., 2001; Zhang et al., 2009; Bae; Kim,
2010).

A deficiéncia estrogénica decorrente da perda da funcéo
ovariana e a dieta deficiente em célcio sdo fatores que potencialmente

alteram a perda Ossea alveolar. Entretanto, o papel da interacdo desses
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fatores sobre a perda 6ssea decorrente da doenca periodontal necessita
ser esclarecido, a fim de que se possa compreender melhor a evolucéo

da doenca periodontal em condi¢des de deficiéncia estrogénica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Otecido 6sseo

O tecido O6sseo é originario de um tecido embrionério
chamado mesénquima e composto por trés tipos celulares, osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos. Histologicamente ha dois tipos de tecido 0sseo,
0 imaturo ou primario e o maduro ou secundario. No 0sso primario as
fioras colagenas se dispBem irregularmente, sem orientacdo definida,
enquanto que no secundario, as fibras coladgenas se organizam em
lamelas dispostas paralelamente (Junqueira, Carneiro, 2008).

O osso é um tecido extremamente ativo. Possui um alto
grau de rigidez e resisténcia a pressédo, porém, € capaz de remodelar sua
estrutura interna em resposta as forcas a que estad submetido. Isto se
deve a sua capacidade de remodelacao (Compston, 2001).

A remodelacdo € definida como um processo fisiologico
no qual ha remocédo do 0sso antigo, reabsorcéo, e substituicdo por osso
recentemente formado, neoformacdo Ossea. E um mecanismo
responsavel pela manutencédo da integridade 6ssea anatbmica e funcional
e € regulado por horménios sistémicos, estimulos mecanicos e fatores
produzidos localmente, como as citocinas e fatores de crescimento. Os
horménios sistémicos correspondem a substancias enddécrinas, como a
vitamina D, horménios calciotroficos, hormoénios tireoidianos, sexuais, de
crescimento e os glicocorticoides (Compston, 2001). Distarbios no
processo de remodelacdo determinam alteragcdes na arquitetura O0ssea,
podendo causar diminuicdo da sua densidade e acarretar maior risco de

fraturas (Moreira et al., 2009).
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No esqueleto humano, o pico de massa O6ssea, €
alcangado por volta dos trinta anos de idade. A partir desse periodo
ocorre um balango negativo entre formacédo e reabsorcdo, havendo
gradativa perda 0ssea durante o processo de remodelacéo (Moreira et al.,
2009). Burr et al. (1997) relataram que a cada ciclo de remodelacédo, ha
um decréscimo na massa 0ssea, levando a formagcao de micro defeitos no
tecido 0sseo, que se acumulam ao longo da vida. Esse acumulo pode
estar relacionado ao maior risco de fraturas em mulheres idosas (Pinheiro
et al., 2010).

2.2 A deficiéncia de estrogeno

Horménios sexuais atuam no metabolismo 6sseo e tém
um importante papel no crescimento e manutencdo do tecido 6sseo
(Compston, 2001). Existem evidéncias de que a diminuicdo ou
auséncia de estrogeno leva a uma progressiva diminuicdo da massa
0ssea, consequentemente a osteoporose (Douglas, 2006).

O estrogeno, hormonio sexual feminino, é responsavel por
alterac6es que ocorrem na puberdade das meninas, além de estimular o
crescimento do endométrio e causar deposicéo de gordura nas mamas. E
um hormoénio da classe dos ester6ides (Compston, 2001), sintetizado
pelos ovéarios e regulado pelo horménio foliculo estimulante (FSH).
Influencia no metabolismo 6sseo sendo parcialmente responsavel pela
remodelacdo 6ssea (Douglas, 2006). Ha trés estrégenos em quantidade
significatica, p-estradiol, estroma e estriol, sendo o 17p-estradiol seu mais
importante produto secretorio (Guyton, Hall, 2006).

Segundo Srivastava et al. (2001), o estrogeno regula a
diferenciacdo e formacéo dos osteoclastos modulando a producao de

citocinas osteoclastogénicas, afeta a sensibilidade das células
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precursoras de osteoclastos ao RANKL (ligante do receptor ativador do
fator NF-kappa B) uma citocina envolvida na sua diferenciacéo e inibe a
reabsorcdo 6ssea por induzir a apoptose de osteoclastos maduros e de
seus precursores (Fountas et al., 2004).

O climatério, fase da vida da mulher na qual os ovarios
cessam sua funcdo, tem inicio com o fim da fungéo reprodutiva e termina
com a adaptacdo do organismo a atrofia das gonadas. Na menopausa,
ultimo sangramento ciclico, se verifica diminuicdo da producdo de
estrogenos, principalmente de estradiol (Douglas, 2006). Neste periodo
observa-se aumento do ritmo de remodelacdo 6ssea, com consequente
perda O0ssea gradativa, podendo resultar em osteoporose. Desta forma,
muitos autores afirmam que a deficiéncia estrogénica € uma das causas

da osteoporose (Burr et al., 1997; Douglas, 2006).

2.3 Osteoporose

A osteoporose é uma doenca sistémica progressiva que
reduz, por unidade de volume, o 0sso normalmente mineralizado e
degrada sua microestrutura, fatores estes que aumentam
significativamente a fragilidade, acarretando maior susceptibilidade a
fraturas. Trata-se de uma doenca muito comum e de grande impacto para
a sociedade. Sua incidéncia é responsavel por altos indices de morbidade
e mortalidade. Por apresentar como maior consequéncia as fraturas, o
alto custo social e a preocupacao que envolve esta osteopatia aumentam
cada vez mais no mundo, fazendo com que a osteoporose constitua um
consideravel problema de saude publica (Genant et al., 1999; Pinheiro;
Elis, 2010). As hospitalizacbes devido as fraturas decorrentes da
osteoporose e o0s medicamentos empregados no seu tratamento

representam altos custos para a sociedade (Haussler et al., 2007).



18

Mais de dez milhdes de americanos tém sido
diagnosticados com osteoporose e aproximadamente 1,5 milhdo de
fraturas anuais sdo decorrentes desta doenca (McCormick, 2007). No
Brasil, os idosos ja4 representam cerca de 16 milh6es de individuos
(Martini et al.,, 2009). Estima-se que 12,8% dos homens e 15,1% de
mulheres com 40 anos ou mais tenham osteoporose (Pinheiro et al.,
2009).

A prevaléncia da osteoporose para adultos acima dos 50
anos é considerada maior nas mulheres (em torno de 50%) que nos
homens (em torno de 13%) (McCormick, 2007). Esta aumenta com a
idade, sendo de 60% nas mulheres e 16% nos homens acima de 75 anos
(Haussler et al., 2007). Desta forma, a prevaléncia de fraturas por
fragilidade Ossea € elevada, variando de 11% a 23,8% (Pinheiro, Elis,
2010).

Préatica de exercicios fisicos regulares, reducéao do alcool
e fumo, ingestdo diaria adequada de calcio (Peters, Martini, 2010) e
reposicdo hormonal sdo medidas de prevencéo capazes de melhorar e
aumentar a massa 0ssea do individuo (McCormick, 2007; Pinheiro et al.,
2010).

O exame de densitometria 6ssea € um método de
diagnostico que expressa quantitativamente o conteudo estimado de
célcio por area de superficie 6ssea. Atualmente, marcadores bioquimicos
de remodelacéo 6ssea, permitem a determinacao, na urina ou no sangue,
de substancias relacionadas com a producdo ou reabsorcdo 0ssea. Os
biomarcadores séo produtos de degradacdo 0ssea, de grande interesse
em pesquisa, pois apesar de inespecificos para osteoporose, traduzem o
turnover 6sseo (McCormick, 2007; Moreira et al., 2009).

A osteoporose pode ser dividida em dois grupos. A
osteoporose primaria subdivide-se em idiopéatica e involutiva e suas
causas fundamentais ndo sao bem conhecidas; enquanto que a

secundaria, possui causas determinadas. As osteoporoses involutivas
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constituem um grupo heterogéneo, subdividido em Tipo I, antes
conhecida como pés-menopausa, e Tipo II, antes conhecida como senil.

A osteoporose Tipo I estd presente nas mulheres e sua evolucéo se faz
apo6s a menopausa, sendo a deficiéncia de estrogeno a causa mais
importante neste periodo. Ha perda de osso trabecular em ritmo trés
vezes maior do que o normal e as fraturas de veértebras, de radio e perda
de dentes, sdo os elementos clinicos mais comuns. A osteoporose Tipo 11
atinge individuos de ambos 0s sexos, aos 75 anos de idade ou mais, e ha
predominio da osteopenia cortical, atingindo principalmente fémur, pelve,
tibia e imero proximal (Brasileiro Filho, 2009).

Vérios sdo os fatores de risco para osteoporose. Alguns
sdo modificaveis, outros n&o. Fatores modificaveis, que afetam o
desenvolvimento de osteoporose de alguma forma, incluem o héabito de
fumar, consumo de 4&lcool, baixa ingestdo de calcio ou vitamina D
(Cipriani Thorne, 2004; Pinheiro et al., 2009), falta de atividade fisica
(sedentarismo), medicacdes (tais como anticonvulsivantes e
glicocorticéides por tempo prolongado) (Genant et al., 1999; Pinheiro et
al., 2009), alteracbes enddcrino-metabdlicas (hereditarias ou nao),
reumatologicas, renais, digestivas e neoplasicas (Cipriani Thorne, 2004).
A idade e o género séo dois dos principais fatores ndo modificaveis. S&o
relacionados idade acima de 65 anos, mulheres com baixa estatura e
baixa massa corporea (Genant et al., 1999; Pinheiro et al., 2010).

Pinheiro et al. (2010) realizaram um estudo transversal
com 4.332 mulheres acima de 40 anos de idade e observaram a
prevaléncia de osteoporose e de fraturas por fragilidade 6ssea em 33% e
11,5%, respectivamente. Os autores concluiram que a idade avancada,
menopausa, fratura prévia por baixo impacto e tabagismo sdo os
principais fatores de risco da baixa densidade 6ssea, que por sua vez, se
associa as fraturas por fragilidade 6ssea.

Nas mulheres, a reducdo dos niveis de estrogeno

acarreta maior liberacdo de citocinas que estimulam a atividade dos
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osteoclastos. Essa atividade ultrapassa o ritmo dos osteoblastos, levando
a elevada taxa de remodelagdo 0ssea, que culmina com a reabsor¢éo,
principalmente do osso trabecular (Kalu, 1991; Deyhim et al., 2003).

Payne et al. (1997) avaliaram a associacdo entre o nivel
de estrogeno e a densidade G6ssea alveolar em mulheres com sete anos
pos-menopausa, atraves de um estudo longitudinal. Vinte e quatro
mulheres foram acompanhadas por um periodo de um ano e divididas em
dois grupos. O primeiro grupo consistia de 10 mulheres que faziam
reposicao de estrogeno e o segundo, de 14 mulheres com deficiéncia
estrogénica. Observou-se, por meio de exames radiogréaficos, diminuicéo
da densidade Ossea alveolar relacionada com os baixos niveis de
estrogeno da populacdo estudada e maior densidade 6ssea nas mulheres
submetidas a terapia de reposicdo hormonal estrogénica. Os autores
sugeriram, desta forma, que o nivel de estrogeno pode influenciar na
densidade 6ssea alveolar.

Tanaka et al. (2002) estudaram 16 ratas das quais oito
sofreram ovariectomia e as restantes, falsa ovariectomia. Constataram,
dois meses apo6s este procedimento, que as ratas falso-ovariectomizadas
apresentavam maior nimero e volume de trabéculas 6sseas comparadas
aquelas que foram submetidas a ovariectomia. Dessa forma, os autores
concluiram que a caréncia de estrégeno provoca mudancas
osteoporéticas, aumentando a destruicdo do tecido 6sseo da mandibula,

0 que pode levar posteriormente a perda de dentes.

2.4 Doenca periodontal

A doenca periodontal é caracterizada por destruicdo de
estruturas de suporte dos dentes, como resultado da acdo ineficaz e

frustrada do sistema de defesa do hospedeiro, em resposta ao acumulo
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de biofilme dental (Lindhe, 2005). E a causa mais comum de perda
dentaria em adultos (Zeeman et al., 2001). Este processo patogénico
apresenta diferencas na extensao e gravidade, tanto no proprio individuo
quanto entre individuos diferentes, e as razdes para isso sdo diversas,
como por exemplo, 0 meio ambiente, a microbiota bucal e o hospedeiro
(Lindhe, 2005).

O biofilme dental desempenha um papel fundamental no
processo patogénico. Em geral, o processo se inicia a partir do acumulo
de placa, que produz uma variedade de irritantes, como acidos,
endotoxinas e antigenos. A persisténcia do estimulo origina uma resposta
inflamatoria cronica, com proliferacdo do epitélio juncional abaixo da
juncdo cemento-esmalte, formando bolsa periodontal. Além disso, ha
continua degradacdo do colageno, ativacdo de fibroblastos e fagocitos,
acumulo de células polimorfonucleares e intenso infitrado mononuclear
predominantemente linfoplamocitario (Kawai et al., 2006), que com o
tempo destroem os tecidos de suporte dos mesmos (Lindhe, 2005).

Vérios estudos confirmam a hipotese de que ha uma
alteracdo celular na evolucdo da doenca periodontal (Rodini et al., 2005;
Kawai et al., 2006). Na transicdo de gengivite para periodontite ha
substituicdo do infiltrado constituido predominantemente por células T
para infiltrado rico em células B/plasmacitos (Gemmell et al., 2002).

Rodini et al. (2005) observou a doenca periodontal
inflamatdria induzida por ligadura em ratos, com énfase na avaliacédo
clinica e microscopica, bem como no estudo quantitativo dos mastocitos e
da presenca do RNA mensageiro codificador das enzimas oxido nitrico
sintase induzivel (iINOS) e metaloproteinases (MMPs) -2 -9. O autor
concluiu que a doenca periodontal experimentalmente induzida em ratos
por meio de ligadura, caracteriza-se por lesfes inflamatérias com
predominio de células polimorfonucleares e areas de reabsorcdo 6ssea
alveolar desde as primeiras 24 horas ap0s a inducdo, com pico de

reabsorcdo 6ssea no 14° dia e diminuicdo apenas no 42° dia. Também
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observou progressdo de infiltrado inflamatério linfoplasmocitario
organizado focalmente, que caracteriza a doenca humana.
Provavelmente, a MMP-9 e o 6xido nitrico tém participacdo na evolucéo e
patogénese da doenca periodontal experimentalmente induzida por
ligadura, incluindo destruicéo tecidual e perda éssea alveolar. Entretanto,
0S mastocitos parecem ter limitada participacdo na referida doenga, néao
constituindo, provavelmente fonte significativa da INOS e da MMP-9.

Kawai et al. (2006) observaram elevada expressdo de
RANKL e IL-1B (interleucina-1), estimulados por linfécitos T e sobretudo
linfocitos B ativados presentes no fluido gengival e tecido gengival de
pacientes com periodontite cronica. Desta forma, o sistema de citocinas
que regula o processo de reabsor¢cdo 0ssea periodontal € dependente da
diferenciacdo de osteoclastos, de sua ativacdo e sobrevivéncia e
diretamente influenciado pela presenca de mediadores como RANKL e
citocinas pro-inflamatorias.

Condicdes sistémicas do hospedeiro podem determinar
um maior ou menor risco de desenvolvimento da periodontite. Essas
condicbes sejam adquiridas, congénitas ou hereditarias, podem modular a
resposta inflamatéria, assim como propiciar uma maior susceptibilidade
individual a doenca periodontal (Rodini et al., 2005). A osteoporose vem
sendo relacionada a doenca periodontal como um dos fatores sistémicos
adquiridos (Gomes-Filho et al., 2007; Lopes et al., 2008).

2.5 Doenga periodontal X Osteoporose

Evidenciou-se que existe uma relacdo entre periodontite e
doencas sistémicas (Paquette, 1999). Varios fatores de risco que podem
interferir no aparecimento e progressdo da periodontite tém sido
estudados (Genco, 1996; Zeeman et al., 2001).
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Fator de risco é a circunstancia do ambiente ou
caracteristica do individuo, herdada ou adquirida, associada a maior
probabilidade em apresentar um dano a saude. Dentre os fatores de risco
conhecidos destacam-se o habito de fumar e o diabetes mellitus como
preditores da doenca periodontal (Genco, 1996; Paquette, 1999).

Indicadores de risco sao fatores de risco potenciais, ainda
nao confirmados por estudos longitudinais, mas que provavelmente
alterem o curso da doenca (Paquette, 1999). Importantes indicadores de
risco para a doenca periodontal incluem osteoporose associada com
deficiéncia estrogénica, género, idade (com maior prevaléncia acima dos
50 anos) e fatores hereditarios (Genco, 1996).

Kribbs, 1990, Moriya et al., 1998, Anbinder et al., 2006,
Gomes-Filho et al.,, 2007 e Lopes et al., 2008 tentaram esclarecer a
relacdo entre osteoporose e doenca periodontal. Diversos autores
acreditam que a deficiéncia de estrégeno cause alteracbes no 0SSO
alveolar que poderiam resultar no agravamento de uma doenca
periodontal pré-existente (Johnson et al.,1997; Brennan-Calanan et al.,
2008; Kuo et al., 2008). De acordo com Gomes-Filho et al. (2007)
mulheres na pOés-menopausa com osteoporose apresentaram risco 2,5
vezes maior de ter doenca periodontal do que as mulheres sem
osteoporose.

Brennan-Calanan et al. (2008) realizaram um estudo com
1.256 mulheres na poOs-menopausa para avaliar a associacdo entre
osteoporose e perda Ossea alveolar. Os autores concluiram que a
densidade 0ssea e infeccado oral independentemente influenciam na perda
Ossea alveolar em mulheres na pos-menopausa.

A doenca periodontal e a osteoporose sé&o doencas
cronicas multifatoriais que, provavelmente, dividem fatores de risco em
comum (Brennan-Calanan et al., 2008). Tais fatores podem ser
ambientais, genéticos, dietéticos e sistémicos (Reddy et al., 2002), como

prevaléncia aumentada da doenca com o aumento da idade, impactos
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negativos do fumo sobre o desenvolvimento e severidade da doenca, e
deterioracdo da reparacéo tecidual (Kuo et al., 2008).

Como a osteoporose, as doencas periodontais sé&o
doencas silenciosas que ndo causam sintomas Obvios até estagios
avancados do processo patologico, podendo causar perda dentaria (Kuo
et al., 2008).

Kribbs (1990) comparou a massa Ossea mandibular,
espessura da cortical 6ssea, numero de dentes presentes e condi¢cdo
periodontal, entre mulheres normais e com osteoporose. Das 112
mulheres selecionadas para o estudo, com idade entre 50 e 85 anos, 85
mulheres apresentaram osteoporose enquanto as restantes apresentaram
massa 6ssea normal. Em relacdo a massa 6ssea mandibular, nimero de
dentes e espessura da cortical éssea, foi encontrado diferenca
estatisticamente significante entre a populacdo com osteoporose e a
populacdo normal. No que se refere a condicdo periodontal, ndo foram
observadas alteracOes estatisticamente significantes entre as populacdes
estudadas quanto a profundidade de bolsa, recesséo gengival e indice de
sangramento. Desta forma, o autor concluiu que a osteoporose parece
nao ter influéncia na etiopatogenia da doenca periodontal, mesmo que a
massa 6ssea mandibular da populacdo com osteoporose tenha sido
menor.

Johnson et al. (1997) estudaram a relacdo entre a
deficiéncia estrogénica, inflamacéao periodontal e perda 6ssea alveolar em
ovelhas ovariectomizadas. As eutanasias ocorreram 90 dias e um ano
apoOs ovariectomia. Dentre as diversas analises realizadas, foram feitos
testes bioquimicos, mecanicos, radiogréficos, histomorfométrico e
sondagem de sulco periodontal. A porcentagem de sitios exibindo
profundidade de sulco de quatro a seis milimetros ou superior a seis
milimetros foi maior em ovelhas ovariectomizadas do que no grupo
controle, apos trés meses da ovariectomia e se tornou gradualmente

maior durante o periodo de um ano. Os autores observaram perda de
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insercdo periodontal e de osso alveolar nas ovelhas 90 dias pos-
ovariectomia, alteracfes estas que se tornaram mais severas ap0s um
ano. Tais alteragcdes nao foram relacionadas a alimentacdo ou irritagao
mecanica. Desta forma, os dados obtidos sugerem que a deficiéncia de
estrogeno pode resultar em uma perda Ossea alveolar significativa e
progressiva.

Marques et al. (2005) avaliaram a influéncia da
administracao intermitente do paratorménio sobre a perda 6ssea alveolar
em ratas ovariectomizadas, ja que a deficiéncia estrogénica pode sugerir
um fator de risco para a doencga periodontal. Os autores utilizaram 30
ratas e as dividiram em trés grupos: (1) ovariectomizadas associadas a
administracdo de paratormonio; (2) ovariectomizadas associadas a
veiculo e (3) Sham operadas. Ap6s uma semana inseriram ligadura ao
redor do primeiro molar inferior de todas as ratas para induzir doenca
periodontal. Concluiram que o paratormdnio produziu significante inibicéo
da periodontite nas ratas ovariectomizadas e que as ratas que nao
receberam o0 hormoénio, apresentaram menor densidade d&ssea
mandibular.

Anbinder et al. (2006) analisaram os efeitos do tratamento
com alendronato sodico ou sinvastatina e a influéncia de hormonios
ovarianos como fator de risco para a evolugdo da doenca periodontal em
ratas. Foram utilizadas oitenta ratas, das quais quarenta sofreram
ovariectomia (OVZ) e as restantes submetidas a falsa ovariectomia
(Sham). Selecionaram aleatoriamente para a inducdo da doenga
periodontal por meio de ligadura, trinta ratas do grupo OVZ e trinta do
grupo Sham. Foram subdivididos grupos contendo dez animais cada,
conforme a substancia administrada (sinvastatina, agua filtrada e
alendronato sodico). As vinte ratas do grupo Sham e OVZ que nao
sofreram indu¢&o da doencga periodontal (sem ligadura), tiveram o mesmo
tratamento das ratas do grupo placebo (agua filtrada). Foram analisados o

envolvimento de furca e a perda éssea alveolar. Em nenhuma das
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analises realizadas foi verificada diferenca significativa entre os animais
do grupo OVZ e Sham, nem mesmo aqueles que receberam os diferentes
medicamentos. Sendo assim, concluiu-se que a auséncia de hormdonios
ovarianos nao estava relacionada com as alteragdes periodontais e que a
utilizacdo dos medicamentos, com as doses testadas e durante o tempo
empregado, ndo alterou a perda Ossea decorrente da periodontite
induzida em ratas.

Lopes et al. (2008) tentaram verificar a associacdo entre
osteoporose e doenca periodontal em 39 mulheres na pés-menopausa.
Foram divididos trés grupos, por meio da avaliagdo da densidade mineral
O0ssea (0osso normal, osteopenia e osteoporose) e aplicada o indice de
nivel de insercado clinica (NIC) para todas as participantes no inicio da
pesquisa e apés um ano. O exame periodontal revelou que as mulheres
na pés-menopausa com osteopenia apresentaram menor média do NIC
no exame clinico periodontal inicial (2,1+1,1 mm). Entretanto, essa
diferenca foi estatisticamente significante nos pacientes com osteopenia e
osteoporose, quando comparados os valores do NIC, nos dois periodos
de avaliacdo. Os autores concluiram que a osteoporose pds-menopausa
pode ser considerada como possivel fator de risco para a doenca

periodontal.

2.6 Dieta deficiente em célcio

A dieta pode influenciar o desenvolvimento da doenca
periodontal e da osteoporose. Uma dieta rica em vitaminas e minerais,
pode assegurar a manutencdo do pico de massa 0ssea do individuo
(Pinheiro et al., 2010).

Moriya et al. (1998) verificaram a relacdo entre

osteoporose experimental e a perda 6ssea alveolar induzida por meio da
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ovariectomia em ratas com dieta padrao (0.892% calcio) ou deficiente em
calcio (0.005% calcio). Vinte ratas ovariectomizadas ou falso-operadas
com quatro semanas de idade foram divididas em quatro grupos: a) ratas
ovariectomizadas e dieta padrdo; b) ratas ovariectomizadas e dieta
deficiente em célcio; c) ratas falso-operadas e dieta padrao; d) ratas falso-
operadas e dieta deficiente em calcio. Apés um més de cirurgia, 0S
autores observaram, por meio de exames radiograficos, que a densidade
0ssea mineral da tibia e fémur das ratas ovariectomizadas submetidas a
uma dieta padréo foi maior do que das ratas ovariectomizadas ou mesmo
falso-operadas com dieta deficiente em calcio. No osso alveolar, tanto na
maxila quanto na mandibula, foi constatado que nao houve uma diferenca
significante entre os grupos. Assim, concluiram que a osteoporose
isoladamente nédo corresponde a um fator de destruicdo Ossea
periodontal.

Hara et al. (2001) realizaram uma analise
histomorfométrica para verificar o efeito da ovariectomia e/ou da dieta
deficiente em célcio na dinamica 0ssea do palato duro, mandibula e tibia
proximal de ratas. Para o estudo foram utilizados 25 animais divididos em
cinco grupos: controle (ndo operado), Sham + dieta normal (1.15% calcio),
OVZ + dieta normal, Sham + dieta deficiente em calcio (0.02% calcio) e
OVz + dieta deficiente em calcio. Verificaram, desta forma, que a
ovariectomia afetou a tibia e a mandibula, porém, ndo produziu efeitos
significativos no palato. No entanto, a dieta deficiente em célcio induziu
perda O0ssea e aumento da remodelacdo nos trés locais analisados,
independente da ovariectomia.

Shirai et al. (2002) avaliaram o efeito da dieta rica em
célcio na dindmica 6ssea da maxila, mandibula e tibia na osteoporose
experimental. Os autores observaram que 0 grupo de ratas
ovariectomizadas que recebeu elevada quantidade de célcio na dieta
(2.30% célcio) apresentou formacéo dssea e reabsorcdo semelhantes as

do grupo controle das ratas falso-ovariectomizadas (1.15% calcio).
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Tedfilo et al. (2003) compararam os efeitos da
ovariectomia associada ou ndo a dieta deficiente em calcio na inducéo da
osteoporose em maxila e metéfise proximal da tibia de ratas, apos cinco e
11 semanas de tratamento. Foram ovariectomizadas 40 ratas e as 20
restantes submetidas a cirurgia Sham (falsa-ovariectomia), bilateralmente.
Metade das ratas ovariectomizadas recebeu dieta deficiente em calcio
(0.1% célcio) e as demais, assim como as que sofreram falsa cirurgia,
receberam dieta padréo (1.4% calcio). Foi observado que a deficiéncia do
estrégeno em cinco semanas foi ineficaz para promover alteracdo na
massa 0ssea, tanto na maxila quanto na tibia. J& na ovariectomia
associada a dieta deficiente em célcio houve uma perda 0ssea de 17% na
tibia e 30-40% na maxila. Nas ratas ovariectomizadas com dieta
deficiente em calcio, em 11 semanas, houve diminuicdo na massa 0ssea
de 23% na tibia e 31% na maxila. No periodo de até 11 semanas, apenas
a deficiéncia de estrégeno néao foi suficiente para provocar osteoporose
maxilar em ratas, no entanto, ja se verificou nesse periodo efeito deletério
na massa da metéfise proximal com perda de 14%. Também foi
observado que, em apenas cinco semanas, a ovariectomia associada a
baixa ingestdo de calcio, provocou diminuicdo duas vezes maior da
massa 0ssea na maxila do que na tibia. Os autores concluiam que a
deficiéncia estrogénica associada a dieta deficiente em calcio induziu
osteoporose mesmo durante um curto periodo de tempo experimental.

Zhang et al. (2009) estudaram os niveis de RNAmM em
tibia de ratas ovariectomizadas e com dieta deficiente em célcio. A dieta
foi administrada por um periodo de 12 semanas. Niveis séricos de RANKL
e OPG (osteoprotegerina) foram mensurados. Observaram que tanto a
dieta quanto a ovariectomia estimularam OPG e RANKL e que a
deficiéncia de estrogeno pode significar a reducdo da proporgao
OPG/RANKL. Os indices de OPG e RANKL foram maiores nas ratas
ovariectomizadas que nas ratas Sham, tanto com (0.1% célcio) quanto

sem dieta deficiente em célcio (1.2% célcio), porém, a proporcao
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OPG/RANKL foi maior nas ratas Sham do que nas ratas OVZ,
independente da dieta. Os autores concluiram que o sistema
OPG/RANKL é o maior mecanismo molecular que media a acdo da
ovariectomia e da dieta deficiente em célcio na inducéo da perda 6ssea.
Bae e Kim (2010) investigaram o efeito da suplementacéo
de magnésio e célcio nos niveis séricos de biomarcadores de reabsor¢ao
0ssea, OPG/RANKL, em ratas ovariectomizadas com dieta deficiente em
célcio. As ratas foram divididas em cinco grupos, cada um contendo nove
animais: 1) Sham com adequado calcio (0.5% célcio) e magnésio; 2) OVZ
com baixo célcio (0.1% calcio) e adequado magnésio; 3) OVZ com baixo
calcio e suplementacdo de magnésio; 4) OVZ com adequado célcio e
magnésio e 5) OVZ com calcio adequado e magnésio suplementar. As
dietas foram administradas por 12 semanas. OPG e RANKL foram
mensurados por meio de ELISA. Os niveis de RANKL e OPG dos grupos
OVZ foram significantemente mais altos que do grupo Sham e as ratas
OVZ alimentadas com dieta adequada em célcio e com suplementacao de
magnésio tiveram aumento dos niveis de OPG comparadas as do grupo
alimentado com dieta deficiente em calcio. Os autores concluiram que a
proporcdo OPG/RANKL e o nivel sérico de OPG aumentaram no grupo
com dieta adequada em célcio e suplementacdo de magnésio, comparado

ao grupo com dieta deficiente em célcio.

2.7 Doenca periodontal (DP) e osteoporose experimental em ratos

Alguns estudos utilizam modelos em animais para a
compreensdo da doenca periodontal (Benzten et al.,, 2005; Prabhu,
Mehta, 2006). A anatomia da juncdo dentogengival da regido de molares
do rato € muito semelhante aquela descrita no homem, tornando valido o

estudo experimental da doenca periodontal inflamatéria nestes animais
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(Bentzen et al., 2005). Além disso, esse modelo animal é de baixo custo,
facil manuseio e disponibilidade de variacdo controlada de condigdes
fisiologicas, microbiolégicas e imunoldgicas (Kuhr et al., 2004; Spalding,
2005; Gaspersic et al., 2008).

Em ratos, a periodontite pode ser induzida por diferentes
métodos como a administracdo de uma dieta rica em sacarose, a
inoculagc&o experimental de microrganismos periodontopatogénicos ou de
seus produtos ou a inducéo por fio de algodéo posicionado na margem
gengival, também chamada de inducéo por ligadura (Rodini et al., 2005).

Bentzen et al. (2005) compararam dois métodos para a
inducdo de doenga periodontal em ratos: periodontite induzida por
ligadura e injecdo gengival de lipopolissacarideos (LPS). A perda 6ssea
alveolar foi comparada por meio de analise morfométrica e radiografica.
Os autores verificaram que a inducdo de doenca periodontal através de
ligadura por um periodo de quatro semanas, levou a uma destruicédo
0ssea significativa. Foi observado também que é possivel induzir doenga
periodontal em ratos no periodo de uma semana através da utilizacdo da
ligadura. Ainda este processo apresentaria algumas vantagens, como a
diminuicdo do tempo e custo do estudo, além de possibilitar uma menor
manipulac&o dos animais. Por fim, os autores concluiram que o método
de indugdo da doenga periodontal através da inser¢céo gengival de LPS
mostrou ser pouco confiavel.

Na doenca periodontal induzida por meio de colocacao de
ligadura ao redor da regido cervical do molar, geralmente o primeiro molar
inferior e/ou 0 segundo molar superior sdo eleitos como sitios favoraveis
(Rodini et al., 2005; Spalding, 2005; Gaspersic et al., 2008). Esta técnica
consiste na insercdo de um dispositivo que tem como finalidade promover
irritagdo mecanica e aumento do numero de bactérias através do acumulo
de biofilme supra e subgengival gerando uma resposta inflamatoria

prejudicial ao periodonto (Gaspersic et al., 2002).
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Galvéao et al. (2003) realizaram um estudo para avaliar as
caracteristicas histologicas da doenca periodontal induzida em ratos
através da ligadura, associada ou ndo com dieta rica em sacarose.
Concluiram que o uso da ligadura foi capaz de promover periodontite em
ratos, independente da dieta, além de se mostrar uma ferramenta
adequada para avaliar as caracteristicas histolégicas da doenca
periodontal induzida.

Com esse tipo de modelo experimental de doenca
periodontal, ha uma resposta a agressdo mecanica que provoca
achatamento e deslocamento dos tecidos gengivais mesial e distal, bem
como reducao da integridade tecidual pela ulceracdo causada no epitélio
do sulco. O acumulo gradual de biofilme associado a ruptura da
integridade tecidual propicia a migracdo de bactérias em direcdo aos
tecidos mais profundos, gerando processo inflamatério periodontal, que
geralmente é caracterizado por periodos de inflamacdo aguda, com
migracdo de células inflamatorias, especialmente PMN, seguidos por
perda de tecido conjuntivo e periodos de inflamagdo cronica,
caracterizando a instalacdo da doenca periodontal. Ap6s a inducdo,
guase que imediatamente h& perda Ossea, conforme observado em
periodos de 1 a 14 dias (Rodini et al., 2005).

Kuhr et al. (2004) observaram o modelo de doenca
periodontal induzida em ratos por meio de ligadura por 60 dias. Segundo
0s autores este modelo € o mais indicado para experimentos em curto
prazo (preferencialmente 15 dias), sendo a resposta inflamatéria mais
significativa do dia 1 ao dia 15, diminuindo gradativamente. Porém foi
notavel a perda 6ssea gradativa até os 60 dias do experimento. Segundo
0s autores, para estudos de periodontite induzida por ligadura em
modelos de ratos, deve ser considerado que a perda 0ssea periodontal
diretamente dependente da idade do animal.

Diversos pesquisadores tém utilizado como modelo

experimental para o estudo da osteoporose a ovariectomia em ratas, por
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conseguir a inducédo da osteoporose por deficiéncia estrogénica, devido
as caracteristicas similares envolvidas (Shirai et al., 2002; Tanaka et al.,
2002; Tedfilo et al, 2003). Estas incluem o rapido aumento da
remodelacdo 6ssea, em que a reabsorcdo excede a neoformacdo, uma
fase inicial rapida seguida de uma fase mais lenta, maior perda do osso
trabecular em comparacdo com o cortical, diminuicdo da absorcéo
intestinal de célcio, ganho de peso, e resposta esquelética semelhante a
agentes terapéuticos (Kalu, 1991).

Segundo Kalu (1991), aos trés meses de idade as ratas ja
estdo no periodo de reproducdo (fase ideal para a realizacdo da
ovariectomia) e assim sdo capazes de responder a deficiéncia de
horménios sexuais, adquirida como sequela da ovariectomia. Se a
ovariectomia nos animais for realizada neste periodo, ocorrerdo
alteracbes 6sseas com perda drastica evidente no osso trabecular, a
partir da segunda semana pdés-ovariectomia, atingindo o auge apés um
meés.

Tanaka et al. (2003) avaliaram as alteracdes na estrutura
trabecular em mandibula de ratas ovariectomizadas, causadas pela
deficiéncia estrogénica durante um ano. Apds andlise histomorfométrica,
observaram que o osso alveolar das mandibulas das ratas sofreu perda
da conectividade das trabéculas e perda 6ssea. Os autores concluiram
que a reabsorcao Ossea foi elevada logo apds a ovariectomia e depois
diminui com o tempo. Desta forma, a perda éssea teria sido causada
principalmente pelo aumento inicial da taxa de reabsorc¢éo, imediatamente

a ovariectomia e pela reabsorcdo moderada ocorrida no decorrer do ano.
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2.8 Sistema RANK-RANKL-OPG

Uma proteina da familia do Fator de Necrose Tumoral
(TNF) denominada Ligante do Receptor Ativador do Fator NF-Kappa B
(RANKL) tem sido relacionada com o processo de reabsor¢cdo éssea
(Wittrant et al., 2003). RANKL é uma proteina de 317 aminoacidos,
expressada por osteoblastos e células do estroma da medula 6ssea
(Feng, 2005). Muitos horménios como o0 da paratiredide, calcitriol e
prostaglandinas estimulam a expressdo do RANKL pelos osteoblastos
(Gallagher, 2008). A interacdo de RANKL com o Receptor Ativador do
Fator de NF-Kappa B (RANK), presente nos osteoclastos e em seus
precursores celulares, promove a inibicdo da apoptose dos osteoclastos,
estimulacdo da diferenciacdo de precursores de osteoclastos e ativagcao
dessas células maduras (Boyle et al., 2003; Feng, 2005).

O RANK é um receptor expresso na superficie de
precursores de osteoclastos hematopoiéticos (Boyle et al., 2003),
osteoclastos maduros, condrécitos e ceélulas epiteliais de glandulas
mamarias (Bezerra et al., 2005).

A osteoprotegerina (OPG) € outra proteina da familia de
receptores de TNF e conhecida como fator inibidor de osteoclastogénese
(OCIF). E sintetizada e liberada por células osteoblésticas ativadas e
células do estroma da medula 6ssea. Funciona como um receptor de
encaixe soluvel para RANKL e compete com o RANK para inativar
RANKL (Gallagher, 2008). E um inibidor efetivo da maturacéo e ativac&o
de osteoclastos in vivo e in vitro (Bezerra et al., 2005). Ela é inibida pela
prostaglandina E2 (PGE2) e glicocorticoides e ativada pela vitamina D,
fons Ca*™® e TGFB (McCormick, 2007).

Niveis elevados de OPG em ratos causam osteopetrose

(Bucay et al.,, 1998), bem como camundongos deficientes em OPG
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apresentam osteoporose severa e alta incidéncia de fraturas, revelando
que a massa 0ssea correlaciona-se com os niveis de OPG nas células
(Golmia, Scheinberg, 2004). De acordo com Gallagher (2008), o
estrogeno aumenta a secrecdo de OPG e este pode ser um dos principais
mecanismos pelo qual o estrogeno inibe a reabsor¢cao 6ssea.

Segundo Kawamoto et al. (2002), a deficiéncia de
estrogeno resulta no aumento do RANKL seguindo por uma aceleragao
da formacdo osteoclastica. Na osteoporose poOs-menopausa existem
relatos de producdo diminuida de OPG resultante da diminuicdo de
estrogeno, apesar dos niveis séricos estarem elevados numa tentativa de
compensar o declinio de massa 6ssea (Golmia, Scheinberg, 2004).

O balanco da expressdo RANK-RANKL-OPG tem sido
estudado em casos de osteoporose (Golmia, Scheinberg, 2004),
osteopetrose (Kobayashi et al., 2009), artrite reumatdide (Gallagher,
2008), doenca periodontal (Boyle, 2003; Peruzzo et al., 2008), tumores
odontogénicos (Silva et al., 2008), movimentac¢&o ortoddntica (Yamaguchi,
2009) e diabetes (Amorim et al., 2008).

Lui et al. (2005) estudaram os niveis séricos de RANKL e
OPG em 504 mulheres na pré e poés-menopausa. Esses autores
pesquisaram a relacdo entre os niveis séricos de OPG e RANKL com a
idade, menopausa, marcadores bioquimicos e densidade 0ssea mineral
em mulheres chinesas de 20 a 75 anos. Foi encontrada uma relacao
positiva entre idade e concentracbes de OPG, porém, uma correlacéo
negativa com o RANKL. Comparado com mulheres na pré-menopausa, as
mulheres na pés-menopausa apresentaram altos niveis séricos de OPG e
baixos niveis de RANKL. Além disso, ndo foi observada nenhuma
diferenca desses marcadores de remodelacdo entre mulheres saudaveis,
com osteopenia e com osteoporose na poOs-menopausa, nem relagdo
entre esses marcadores e densidade mineral Ossea. Os autores
concluiram que embora as concentracdes séricas de OPG e RANKL néao

tenham apresentado relacdo com a densidade 6ssea mineral, a idade e a
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menopausa, mudanc¢a nos niveis séricos de RANKL e OPG pode ser um
mecanismo de protecdo contra a acelerada perda 6ssea em mulheres na
menopausa.

Jorgensen et al. (2010) estudaram a relacdo entre
densidade mineral 6ssea e niveis séricos de OPG e RANKL em 2.003
homens e 2.134 mulheres. Os autores observaram que a densidade
mineral 6ssea foi negativamente associada com OPG, tanto em mulheres
quanto nos homens, e que os niveis de RANKL n&o foram associados
com a DMO. Apesar de n&o conseguirem observar relacdo entre RANKL
e a idade, os autores observaram aumento de OPG com a idade em
ambos os sexos, especialmente nas mulheres na pos-menopausa. Além
disso, nas mulheres na pés-menopausa que nao faziam reposicéo
hormonal, a perda 6ssea aumentou proporcionalmente com a OPG.

Jabbar et al. (2011) investigaram a relacdo entre doenca
periodontal, citocinas e vitamina D plasmaticas e densidade 6ssea mineral
em mulheres com e sem osteoporose. Os autores observaram doenca
periodontal ativa ou inativa e puderam concluir que a doenca periodontal
€ mais comum em mulheres com osteoporose associada a baixos niveis
de vitamina D e altos niveis de RANKL e OPG. Desta forma, os autores

relatam a importancia dos marcadores bioquimicos de turnover 6sseo.

2.9 Fosfatase Acida Tartarato-Resistente (TRAP)

Os osteoclastos sdo células multinucleares, formadas
pela fusdo de progenitores mononucleares da familia dos
mondocitos/macrofagos, sendo que a sua atividade pode ser avaliada por
marcadores bioquimicos especificos (Teitelbaum et al., 2000). Um

marcador classico é representado pela Fosfatase Acida Tartarato-

Resistente (TRAP). TRAP é uma enzima lisossbmica, que quando
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sintetizada pelos osteoclastos reflete a sua atividade, sendo estes

denominados TRAP-Positivos (TRAPY) (Feng, 2005).

A TRAP também possui uma importante funcdo no
processo de reabsorcdo 0ssea, devido ao fato de que a principal proteina
da matriz 6ssea, a osteonectina, constitui como um substrato para essa
enzima, que promove, portanto, a degradacao catabodlica da matriz 6ssea
(Oddie et al., 2000; Kobayashi et al., 2009). Ek-Rylander et al. (1994)
acrescentam que a TRAP também exerce uma atividade reguladora da
adesao dos osteoclastos a superficie 6ssea.

Zhang et al. (2007) estudaram o efeito da deficiéncia de
estrogeno na sintese de RANKL, OPG e na marcacéo de células TRAP+
em lesdes peripicais induzidas em ratas. Uma semana apoés a cirurgia de
ovariectomia ou Sham, foi induzida lesdo periapical no primeiro molar
inferior e em seguida as eutanasias ocorreram com 0, 7, 14, 21 e 28 dias.
Foi observado que aos 14 dias, ambos 0s grupos alcancaram o pico de
marcacdo de RANKL, OPG e TRAP e que o0 grupo ovariectomizado
apresentou maiores indices em todas as marcacfes. Desta forma, os
autores concluiram que a deficiéncia de estrogeno aumentou a destruicédo
Ossea periapical, devido ao aumento de RANKL e de células TRAP+ no

grupo ovariectomizado.



3 PROPOSICAO

Avaliar a influéncia da deficiéncia estrogénica, associada
ou ndo a dieta deficiente em calcio, sobre a perda 0ssea, a atividade de
osteoclastos e os marcadores teciduais de remodelacdo Ossea, na

doenca periodontal induzida em ratas.



4 MATERIAIS E METODOS

Este projeto encontra-se aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Animais da FO-SJC sob o protocolo n° 01/2008-
PA/CEP (Anexo A).

4.1 Animais

Este estudo foi realizado de acordo com o colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), o qual rege os Principios
Eticos para a Experimentacdo Animal. Foram utilizadas 96 ratas adultas
(Rattus norvegicus, variacao albinus, Wistar), com noventa dias de idade,
peso aproximado de 300g, fornecidas pelo Biotério da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos - UNESP. Os animais foram
mantidos em gaiolas apropriadas e receberam racdo controlada

(22g/d/rato) e agua ad libitum.

4.2 Grupos experimentais

As ratas foram inicialmente divididas de modo
randomizado em trés grupos: grupo Sham (n=32), ratas do grupo controle;
grupo OVZ (n=32), ratas ovariectomizadas que receberam dieta padrao e
grupo OVZ" (n=32), ratas ovariectomizadas que receberam dieta especial

deficiente em calcio.



39

4.3 Procedimentos cirurgicos

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados em sala
cirirgica do Biotério da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP, com instrumentais devidamente esterilizados. O
cirurgido e auxiliares estavam paramentados com aventais esterilizados
em autoclave, além de materiais descartaveis como mascaras, gorros e

luvas.

4.3.1 Anestesia

Foi utilizado para anestesia geral solugéo de cloridrato de
2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Anasedan - Bayer do Brasil),
substancia com propriedades sedativa, analgésica e relaxante muscular e
de Ketamina base (Dopalen - Agribands do Brasil LTDA), anestésico
geral, nas respectivas proporcdes de 1ml/0,5ml na dose de 0,1ml/100g,

via intramuscular, na parte interna da coxa dos animais.

4.3.2 Ovariectomia e falsa ovariectomia

As ratas foram randomizadas em trés grupos
experimentais: grupos ovariectomizados (OVZ e OVZ’) e grupo Sham
(falsa ovariectomia), com 32 animais cada. A pesagem de todos o0s
animais foi realizada ao iniciar o experimento e repetida no dia da

eutanasia.
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Os animais dos grupos OVZ e OVZ', ap0s anestesia,
submeteram-se a cirurgia de ovariectomia. Foi realizada tricotomia da
regido abdominal lateral e antissepsia com alcool iodado. A pele foi
incisada longitudinalmente ao nivel dos rins e abaixo da costela mais
inferior, com lamina de bisturi n°® 15. Em seguida, feita a divuls&o do tecido
subcutaneo, a musculatura foi incisada. O ovario foi exposto e
confeccionou-se uma ligadura logo abaixo do mesmo para a hemostasia
com fio de algodédo estéril. Posteriormente, 0 ovario juntamente com a
gordura circundante e uma pequena por¢cao do Utero foram excisados. As
camadas musculares foram suturadas com fio de sutura reabsorvivel
Categute n° 4 (Cirumédica-Brasil) e a pele, com fio de seda n° 3 (Ethicon-
Johnson-Johnson). Todos os procedimentos foram realizados
bilateralmente.

Nos animais do grupo Sham, foi feita a falsa ovariectomia
ou cirurgia Sham, na qual todos os procedimentos descritos acima foram
realizados, exceto a hemostasia e remocédo dos ovarios. Estes foram
expostos e reposicionados para a simulagdo do estresse cirurgico.

A eficacia da ovariectomia foi confirmada pela acentuada
atrofia observada nos cornos uterinos no momento da eutanasia (Figura
1).
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Figura 1 — Comprovacéo do efeito da ovariectomia: a) aspecto macroscépico dos cornos
uterinos de uma rata do grupo Sham; b) aspecto macroscépico dos cornos uterinos de
uma rata do grupo OVZ.

4.3.3 Dieta

Apos a cirurgia de ovariectomia e falsa-ovariectomia, 0s
grupos Sham e OVZ receberam racéo padréo e o grupo de animais OVZ’
recebeu racdo especial com baixo teor de calcio até o dia da eutanasia
(Figura 2). A quantidade de ragado ingerida por dia foi de 22g/d/rata,
baseada no consumo médio diario dos animais, com o objetivo de impedir
0 aumento excessivo do peso das ratas. Foi fornecida racdo padrao
(Guabi Nutrilabor®) com teor de calcio de até 1,2% e fosforo de no
minimo 0,8% e ragcao especial denominada Dieta AIN-93M célcio (0,1%) e
fésforo (0,5%) fabricada por RHOSTER Industria e Comércio LTDA,

Vargem Grande Paulista, SP, Brasil.
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Figura 2 — Distribuicdo dos grupos experimentais.

4.3.4 Inducéo da doenca periodontal

Apobs sessenta dias da ovariectomia, todas as ratas foram
novamente anestesiadas e imobilizadas em mesa apropriada que as
manteram com a boca aberta. Foi inserido um fio de linha de algodéo da
marca Corrente Laranja (Coats Corrente Ltda, Sdo Paulo, Brasil), ao redor
da coroa do primeiro molar inferior esquerdo. A ligadura foi atada no lado
mesial, mantendo-se subgengival nas faces distal, lingual e vestibular e
mantida por trés, sete, 14 e 30 dias para o desenvolvimento da doenca

periodontal (Figura 3).
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Figura 3 - Ligadura inserida ao redor do primeiro molar inferior esquerdo para inducéo da
doenca periodontal.

4.3.5 Eutanésia

Decorridos 3, 7, 14 e 30 dias da insercao da ligadura, os
oito animais de cada subgrupo foram anestesiados e pesados. Em
seguida, foi realizada a eutanasia por meio da técnica de perfusdo
cardiaca, através da injecao de formalina a 4% para possibilitar a fixagéo
dos tecidos (Figura 4). A mandibula foi removida, o tecido mole excedente

eliminado e o material fixado em solucao de formol a 10%.
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Figura 4 — Eutanasia por meio da técnica de perfusdo cardiaca com formalina 4%.

4.4 Processamento do material

4.4.1 Processamento histolégico

Quarenta e oito horas apos a fixagdo da mandibula em
formol a 10%, estas pecas foram hemisseccionadas (Figura 5) e a metade
esquerda foi imersa em solucédo de EDTA a 10% para desmineralizagao
por um periodo de 90 dias, até serem consideradas préprias para a
microscopia, pelo teste de penetracéo da agulha. As pecas foram lavadas
e desidratadas em etanol, diafanizadas e incluidas em parafina com a
face lingual voltada para o plano de corte. Com o auxilio de um micrétomo
foram realizados cortes até a visualizacéo total da furca do primeiro molar

com ajuda de um microscépio. Foram obtidos doze cortes frontais semi-
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seriados com espessura de 5um e seis cortes de 3um da regido de furca
(Figura 6).

Apo6s a montagem das laminas, estas foram colocadas em
estufa a 60°C por 24 horas para remocéo do excesso de parafina. Parte
dos cortes com 5 ym de espessura foram corados por Hematoxilina e
Eosina (HE) a fim de ser analisados por microscopia de luz e

fotografados.

Figura 5 - Mandibula hemisseccionada, com presenca da ligadura em torno do primeiro
molar inferior esquerdo.

1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-15-16-17-18
- \ J \ J
l r l Y l ¥

TRAP HE  TRAP RANK/RANKL/OPG  TRAP H.E

Figura 6 — Distribuicdo das laminas segundo a coloracdo, reacdo enzimoistoquimica
(TRAP) ou imunoistoquimica (RANK/RANKL/OPG).

4.4.2 Processamento enzimoistoquimico

Para a reacdo enzimoistoquimica foram utilizados cortes
com 5um de espessura. Para marcacdo da atividade da TRAP, foi
utilizado o Kit TRAP para deteccdo de fosfatase acida (387A, Sigma-
Aldrich®, St.Louis, MO, USA), segundo especificacéo do fabricante.
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preparo da solucdo de fixacdo: 25 ml de
solucéo de citrato, 65 ml de acetona e 8 ml de
formaldeido 8%;

imersdo das laminas na solucéo de fixacéo por
30 segundos e posterior lavagem em agua
deionizada;

preparo de 2 solu¢cdes contendo em cada tubo
de ensaio 0,5 ml de solucédo base de granada
GBC e 0,5 ml de nitrito de sédio;

preparo das solucbes A e B em diferentes
recipientes contendo em cada: 45 ml de agua
deionizada pré-aquecida a 37 °C, 1 ml da
solucdo descrita no passo anterior, 0,5 ml de
solucdo de fosfato AS-BI naftol, e 2 ml de
solucéo de acetato;

adicdo de 1 ml de solucdo de tartarato no
recipiente B;

imersdo das laminas nos recipientes aquecidos
a 37 °C em banho-maria por 1 hora, sendo que
das 2 laminas obtidas de cada animal uma foi
inserida no recipiente A e outra no recipiente B;
duas passagens em agua deionizada;
contra-coloracdo com hematoxilina de Gill
namero 3 por 2 minutos;

lavagem em agua corrente por 5 minutos;
secagem em temperatura ambiente;

montagem em Permount® (Fischer Scientific,

Fair Lawn, New Jersey, USA).
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Nas laminas obtidas apés imersdao na solugcdo B
(contendo tartarato), as ceélulas precursoras de osteoclastos
(mononucleadas) e os osteoclastos (multinucleadas) corados em purpura

foram quantificados.

4.4.3 Processamento imunoistoquimico

Para a reagcdo imunoistoquimica foram utilizados cortes
com 3um de espessura, em laminas silanizadas.

Os cortes foram submetidos a rea¢cfes imunoistoquimica
segundo o protocolo do laboratério de Imunoistoquimica da Faculdade de
Odontologia de Sdo José dos Campos — FOSJC/UNESP:

a) desparafinizagcdo em 2 banhos de xilol por 5
minutos cada, a temperatura ambiente;

b) reidratacdo em uma série de etanol em
concentragcbes decrescentes, absoluto, 70% e
50% por duas vezes seguidas cada, por 3
minutos para cada imersdo. Passagem em agua
destilada;

C) recuperacdo antigénica. Quando utilizado o
citrato, pH 6,0, as laminas foram acondicionadas
e imersas em recipiente contendo a solucéo, e
levadas ao forno de microondas, onde foram
submetidas a 3 ciclos consecutivos de 5 minutos
a poténcia 7, seguida de resfriamento a
temperatura ambiente. Quando utilizado a
pepsina, pH 1,8, as laminas foram imersas na

solucdo e levadas a estufa a 60°C por 10
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minutos, e seguida, a estufa a 37°C por 50
minutos. Quando utilizado a proteinase K nas
laminas, a duracdo foi de 6 minutos a
temperatura ambiente. ApOs a recuperacao
antigénica, realizou-se lavagem por 10 minutos
em agua corrente seguindo-se 2 passagens em
agua destilada (Quadro 1);

blogueio da peroxidase enddgena tecidual com
solucdo de alcool metilico 50% e peréxido de
hidrogénio 20 volumes, na proporcdo 1:1, em
dois ciclos de 5 minutos cada;

lavagem em &agua corrente por 10 minutos e 2
passagens em agua destilada;

imersdo por duas vezes em tampao Tris
hidroximetil amino metano (pH 7,4), durante 5
minutos cada;

incubacdo com soro albumina bovina (BSA)
diluido em solucédo de TRIS (pH 7,4) por 1 hora,
em camara Umida, para eliminacdo dos
anticorpos inespecificos;

incubacdo com os anticorpos primarios (Quadro
1);

lavagem e imersdo em solucdo de TRIS em 2
ciclos de 5 minutos cada;

incubacdo do anticorpo secundario (Universal
LSAB TM Kit/HRP, Rb/Mo/Goat - DAKO CO.,
Califérnia, USA) por 30 minutos a temperatura
ambiente;

lavagem e imersdo em solugédo de TRIS em 2

ciclos de 5 minutos cada;
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incubacdo do anticorpo terciario streptavidina-
biotina-peroxidase (Universal LSAB TM Kit/HRP,
Rb/Mo/Goat - DAKO CO., California, USA) por 30
minutos a temperatura ambiente. Quando
utiizado o Sistema de visualizacdo Histofine
Simple Stain Max PO Multi (Nichirei Biosciences
Inc. -Universal Immuno-peroxidase polymer anti
mouse and rabbit), o tempo de incubacé&o foi de

30 min;

m) lavagem e imersdo em solucdo de TRIS em 2

n)

p)

Q)

ciclos de 5 minutos cada;

revelacdo da reacdo com solucdao de
diaminobenzidina (DAB) (DAKO CO., Califérnia,
USA);

duas lavagens em solucéo de TRIS;

lavagem por 10 minutos em agua corrente
seguindo-se duas passagens em agua destilada;
contra-coloracdo com a hematoxilina de Mayer
por 2 minutos;

lavagem por 10 minutos em agua corrente
seguindo-se duas passagens em agua destilada;
os cortes foram desidratados em cadeia
crescente de etandis (50%, 70% e Aalcool
absoluto) por 1 minutos cada, diafanizadas em
xilol e montados com Permount® (Fischer
Scientific, Fair Lawn, New Jersey, USA) para

microscopia .
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Quadro 1 - Anticorpos, diluicdo, incubagdo (tempo, temperatura e kit) e
recuperagao antigénica

ANTICORPO RECUPERACAO

) . DILUICAO INCUBACAO
PRIMARIO ANTIGENICA

1 hora
) temperatura
OPG Pepsina 1:1.000 )
ambiente

Kit LSAB

30 minutos
] temperatura
RANKL Proteinase K 1:100 )
ambiente

Histofine

Overnight
RANK Citrato 1:75 4°C
Kit LSAB

Os controles negativos foram feitos pela substituicdo do
anticorpo primario pela soro-albumina bovina. Controles positivos foram
realizados conforme instru¢des do fabricante do anticorpo primario.

Foi utilizado anticorpo policlonal de coelho para
Osteoprotegerina (ab73400), anticorpo monoclonal de rato para RANKL
(ab45039) e anticorpo monoclonal de rato para RANK (ab12008) (Abcam,
Inc., Cambridge, MA, USA).
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4.5 Andlise dos resultados

Os resultados foram analisados com base nos aspectos
histoldgicos, histomorfométricos, enzimoistoquimicos e
imunoistoquimicos. Os valores obtidos (APENDICES A, B, C, D e E)

foram submetidos a testes estatisticos.

4.5.1 Andlise histologica

A analise histologica foi realizada em cortes corados por
HE em microscopio de luz. Foi analisada a regido da furca do primeiro
molar inferior esquerdo, a fim de verificar os aspectos do tecido dsseo, do
ligamento periodontal, a presenca de infiltrado inflamatorio, a migracdo de
epitélio juncional e outros sinais de doenga periodontal.

As imagens das laminas histolégicas foram fotografadas e
capturadas por meio de camera digital de alta resolucdo AxioCam MRc5
(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) acoplada ao microscopio de luz
(Axiophot 2, Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha). A cdmera apresentava-
se conectada a um microcomputador (Pentium IV, INTEL, Santa Clara,
CA, EUA) contendo um programa de aquisicdo e andlise de imagens

(Axiovision Release 4.7.2).

4.5.2 Andlise histomorfométrica

Na analise histomorfométrica foi avaliada a porcentagem

média de area ocupada por matriz 6ssea em aumento de 200X, em uma
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regido delimitada por um reticulo com area de 0,27mm?. Este reticulo de
padrdo quadrangular, com 70 pontos de intersecc¢édo, foi posicionado na
regido de furca (Figura 7) com auxilio do programa computacional NIH
Image J (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA -
http://rsb.info.nih.gov/ij/), versdo 1.31 para Windows (dominio publico).
Foram quantificados os pontos de intersec¢cdo que recairam sobre a
matriz 6ssea (Figura 8) em oito cortes (um de cada lamina) por animal,
totalizando 560 pontos por animal. A comparacdo entre os grupos foi
realizada em duas etapas: OVZ X Sham e OVZ X OVZ'.

Os valores obtidos em cada grupo foram submetidos aos

testes estatisticos e comparados entre si.

Figura 7 — Area da furca do primeiro molar inferior esquerdo demarcada para analise
com auxilio do reticulo. HE, aumento original 25X.
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Figura 8 - Reticulo com padréo quadrangular posicionado na regiao de furca do primeiro
molar inferior com auxilio do programa Image J. HE, aumento original 200X.

4.5.3 Andlise enzimoistoquimica

Para a analise enzimoistoquimica foi realizada a
contagem de células TRAP+, considerando tanto os pré-osteoclastos
(mononucleados) quanto os osteoclastos (multinucleados), em dois
campos de 400X de um mesmo corte, na regido da furca do primeiro
molar inferior, de modo que n&o houvesse sobreposicdo de imagens. Os
valores foram expressos somando-se 0 numero de células TRAP+ dos
dois campos. A comparacdo entre os grupos foi realizada em duas
etapas: OVZ X Sham e OVZ X OVZ.
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4.5.4 Andlise imunoistoquimica

Para a analise imunoistoquimica foram avaliados trés
anticorpos: OPG, RANKL e RANK. Para cada tipo de anticorpo foi
calculado o indice de marcacdo que corresponde ao produto da
intensidade (0-neg; 1-leve; 2-moderado; 3-intenso) multiplicado pela
porcentagem (0-n&o; 1-<25%; 2-25-50%; 3->50%) (Tobodn-Arroyave et al.,
2005) da imunomarcacdo dos osteoblastos e osteoclastos. A andlise foi
realizada em dois campos de 400X de um mesmo corte na regido da
furca do primeiro molar inferior, de modo que n&o houvesse sobreposicao
de imagens. A comparacdo de cada anticorpo entre os grupos foi
realizada em duas etapas: OVZ X Sham, OVZ X OVZ'.

4.5.5 Analise estatistica

Os dados obtidos nas analises histomorfométrica,
enzimoistoquimica e imunoistoquimica foram analisados estatisticamente
em duas partes. Na primeira parte foram comparados os grupos OVZ e
Sham, tendo como variaveis horménio e tempo de eutanasia. Na segunda
parte foram comparados os grupos ovariectomizados entre si, analisando
as variaveis dieta e tempo de eutanasia. Para comparar os grupos OVZ e
Sham e os grupos OVZ e OVZ' foi utilizado o teste de Mann-W hitney em
todas as variaveis e em todos os momentos (Quadro 2). Em todos os
testes foi definido um nivel de significancia de 5% (p < 0.05), com
intervalo de confianca estatistica de 95%.

Antes das analises, todas as laminas foram codificadas,
para nao permitir a identificacdo do grupo, possibilitando a obtencé&o cega

dos dados.
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Quadro 2 - Grupos, variaveis e testes utilizados para a analise estatistica

GRUPOS VARIAVEIS TESTE UTILIZADO
Primeira parte OVZ X Sham Hormonio - Mann-Whitney
Tempo de eutanasia
Segunda parte OoVvzZ X OvzZ' Dieta Mann-Whitney

Tempo de eutanasia




5 RESULTADOS

5.1 Resultado histolégico

O resultado histolégico foi baseado na anélise realizada
na regiao da furca do primeiro molar inferior esquerdo, a fim de verificar
0s aspectos do tecido 0sseo, a presenca de infiltrado inflamatorio e outros
sinais de doenca periodontal.

Os cortes microscépicos revelaram fragmento de
mandibula contendo os molares seccionados no sentido mesio-distal. De
maneira geral, os grupos Sham, OVZ e OVZ’, apresentaram aspectos
semelhantes entre si, diferindo apenas quanto ao periodo de sacrificio.
Assim, as caracteristicas foram descritas de acordo com os tempos de 3,
7, 14 e 30 dias. Contudo, algumas diferencas observadas foram
destacadas conforme o grupo.

No periodo de 3 dias o septo 6sseo do primeiro molar
exibiu contorno irregular, estando constituido por tecido 6sseo trabecular.
As trabéculas presentes nos grupos ovariectomizados aparentemente
eram mais delgadas do que as observadas no grupo Sham (Figura 9a).
Na periferia das trabéculas verificou-se intensa atividade de reabsorgéo
Ossea caracterizada pela presenca de lacunas de Howship, preenchidas
por numerosos osteoclastos ou por pré-osteoclastos mononucleares
ainda nao fusionados, principalmente no grupo OVZ' (Figura 9b). Na
regido do ligamento periodontal observou-se discreto infiltrado
inflamatdério mononuclear, sendo este mais intenso no grupo OVZ' (Figura

10b) que no grupo Sham (Figura 10a).
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Figura 9 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 3 dias
de inducdo experimental de doenca periodontal: a) Grupo Sham: trabéculas O6sseas
espessas; b) Grupo OVZ': trabéculas 6sseas delgadas. Em ambas: grande quantidade
de osteoclastos circundando as trabéculas. HE, aumento original 200X.
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Figura 10 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 3
dias de inducdo experimental de doenca periodontal: a) Grupo Sham: infiltrado
inflamat6rio mononuclear discreto; b) Grupo OVZ': infiltrado inflamatério mononuclear
intenso. HE, aumento original 200X.
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Aos 07 dias o padrdo de remodelacdo 6ssea das
trabéculas foi mantido, uma vez que o0 septo 0sseo também exibia
contorno irregular e as trabéculas Osseas aparentemente eram mais
delgadas e com menor conectividade, principalmente nos grupos OVZ e
OVZ'. Contudo, foi observado menor niumero de osteoclastos na periferia
das trabéculas quando comparado ao periodo de 3 dias, independente do
grupo (Figura 11). Observaram-se ainda osteoblastos achatados ou
colunares, arranjados em fileiras contornando as trabéculas. Além disso,
moderado infiltrado inflamatério mononuclear e polimorfonuclear estava

presente na regido subjacente a furca.

Figura 11 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 7
dias de inducéo experimental de doenca periodontal, grupo OVZ: pouca quantidade de
osteoclastos circundando as trabéculas. HE, aumento original 200X.
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No periodo de 14 dias o septo 0sseo inter-radicular dos
grupos mostrou-se menos compacto, sendo formado por trabéculas
O0sseas mais delgadas, porém exibindo numerosos e volumosos
osteoblastos na periferia e menor quantidade de osteoclastos. Contudo,
no grupo OVZ' as trabéculas apresentavam-se mais espessas quando
comparadas aos outros grupos. Em diversos espécimes desse periodo
observou-se migracéo de epitélio juncional para a regido de furca, com
moderado infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear
subjacente (Figura 12). O tecido de granulac&o foi mais evidente no grupo
OVZ que no grupo Sham, apresentando alta celularidade, sendo
constituido por fibroblastos volumosos e poucas areas hemorragicas.

Focos de células inflamatérias cronicas também foram vistos.
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Figura 12 — a) Fotomicrografia do primeiro molar inferior, periodo de 14 dias de inducédo
experimental de doenca periodontal, grupo Sham: migracdo do epitélio juncional (seta)
para a regido de furca; b) detalhe da regido de furca com migracédo do epitélio juncional
(seta). HE, aumento original a) 25X, b) 200X.
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Aos 30 dias notou-se também o contorno irregular do
septo 0sseo, que se mostrou em geral mais compacto no grupo Sham do
que no OVZ e OVZ'. Nestes trés grupos, notou-se menor quantidade de
osteoclastos do que nos periodos anteriores. Em diversos animais, em
todos os grupos, notou-se migracdo de epitélio juncional para a regido de
furca, sendo observado discreto infiltrado inflamatério junto ao cemento
da furca e abaixo do epitélio migrado. Também foram observadas ilhotas

de epitélio odontogénico (Figura 13).

/

Figura 13 - Fotomicrografia da regiéo de furca do primeiro molar inferior, periodo de 30
dias de inducdo experimental de doenca periodontal, grupo OVZ’: contorno irregular do
septo 6sseo e ilhota de epitélio odontogénico (seta). HE, aumento original 200X.
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5.2 Resultado histomorfométrico

O resultado histomorfométrico foi baseado na analise da
porcentagem média de area ocupada por matriz 6ssea em uma regiao
delimitada por um retangulo com area de 0,27mm?. A comparacdo entre

0s grupos foi realizada em duas etapas: OVZ X Sham e OVZ X OVZ'.

5.2.1 Grupos OVZ X Sham

A média de porcentagem de area de matriz 6ssea na
regido da furca obtida de cada grupo esté representada na figura 14 e na

tabela 1, segundo as variaveis, horménio e tempo de eutanasia.

45% 1 40,0%

40% -

35% 1 31,1%

30% - 25,7% 27,3% 27,5%

25% - N 20,7%

20% - - - 16,9%

15% - - - 12,1%

10% - - . _

5% - - ; .

0% T T T ]
3dias 7 dias 14 dias 30dias

HOVZ ®Sham

Figura 14 - Grafico referente as médias de porcentagem de area de matriz 6ssea na
regido da furca, nos diversos periodos de eutanasia, considerando-se os grupos OVZ e
Sham.
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Tabela 1 - Compara as médias de porcentagem de area de matriz 6ssea
na regido da furca dos grupos OVZ e Sham por meio do teste de Mann-
Whitney em todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padrao P-valor
0 0
30 dias S?]\;rzn gzioﬁ 19?;;& 0,753

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)

O resultado mostrou uma maior porcentagem de area de

matriz 6ssea nos grupos Sham.

Analisando os grupos OVZ e Sham em todas as variaveis,
0 grupo Sham 3 dias foi 0 que apresentou maior porcentagem de matriz
O0ssea na analise histomorfométrica. Foi observado que neste periodo,
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos OVZ e
Sham (p=0,002), tendo o grupo Sham maior porcentagem de matriz 6ssea

(40,0%) em relagdo ao grupo OVZ (25,7%) (Figura 15).

Outro fato também observado foi que nos periodos inicial
(3 dias) e tardio (30 dias) do desenvolvimento da doenca periodontal,
houve maior porcentagem de matriz 6ssea, comparados aos periodos de
7 e 14 dias de eutanasia, tanto para os grupos OVZ quanto para 0s

grupos Sham.
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Figura 15 - Fotomicrografia da regiao de furca do primeiro molar inferior, periodo de 3
dias de inducéo experimental de doenca periodontal: a) Grupo Sham; b) Grupo OVZ:
menor quantidade de matriz 6ssea em b. HE, aumento original 200X.
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5.2.2 Grupo OVZ X OVZ’

A média de porcentagem de area de matriz 6ssea na
regido da furca obtida de cada grupo estéa representada na figura 16 e na

tabela 2, segundo as variaveis, dieta e tempo de eutanasia.

45% -
40% A 38,7%
35% - o
. 30,5% _— 29,3%
30% 1 25,7% s
_ 23,3%
25% 20,7%
20% - 1
15% - 12,1%
10% -
5% -
O% T T T 1
3 dias 7 dias 14 dias 30dias
HOVZ Lovz'

Figura 16 - Gréfico referente as medidas de porcentagem de area de matriz 6sseas na
regido da furca, nos diversos periodos de eutanasia, considerando-se os grupos OVZ e

ovz.

Tabela 2 - Compara as médias de porcentagem de area de matriz 0ssea
na regiado da furca dos grupos OVZ e OVZ' por meio do teste de Mann-
Whitney em todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padréo P-valor
s — g 11 5% 0401
= S 1% 0345
30 dias = Zzgg’://f 2%,7;2) 0,916

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)
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O resultado do gréfico mostrou que o0s grupos OVZ
tiveram uma maior porcentagem de éarea de maitriz 0ssea quando
comparados aos grupos OVZ, apesar de apenas um periodo ter sido
estatisticamente significante.

Verifica-se que houve diferengca estatisticamente
significante da porcentagem de matriz 0ssea entre as ratas dos grupos
OVZ e OVZ' aos 14 dias (p=0,005) de eutanasia, caracterizando uma
menor porcentagem no grupo OVZ (12,1%) comparada aquela
apresentada pelo grupo OVZ’ (38,7%) (Figura 17). Além disso, este ultimo
grupo também foi 0 que apresentou a maior porcentagem de matriz 6ssea
(38,7%), analisando todos os grupos em todas as variaveis.

Foi observado que no inicio do desenvolvimento da
doenca periodontal, os grupos OVZ tiveram altas porcentagens de matriz
O0ssea. Nos periodos intermediarios houve uma curva decrescente desta

porcentagem, seguida por um aumento no estagio avancado da doenca.
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Figura 17 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 14
dias de inducdo experimental de doenca periodontal: a) Grupo OVZ'; b) Grupo OVZ:
menor quantidade de matriz 6ssea em b. HE, aumento original 200X.
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5.3 Resultado da enzimoistoquimica

O resultado da enzimoistoquimica foi baseado na

contagem de células TRAP+ em dois campos de 400X na regido da furca.

A comparacdo entre os grupos foi realizada em duas etapas: OVZ X
Sham e OVZ X OVZ'.

5.3.1 Grupos OVZ X Sham

A média do numero de células TRAP+ na regido da furca

obtida de cada grupo esta representada na figura 18 e na tabela 3,

segundo as variaveis, horménio e tempo de eutanasia.

14
12
10

12,38
11,00

8,63

4,38

188 2,50 2,50 2,25
3 dias 7 dias 14 dias 30dias
M OVZ HSham

Figura 18 - Gréfico referente a média do nimero de células TRAP+ na regido da furca,
nos diversos periodos de eutanasia, considerando-se 0s grupos Sham e OVZ.
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Tabela 3 - Compara a média do namero de células TRAP+ na regido da
furca dos grupos OVZ e Sham por meio do teste de Mann-Whithey em
todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padrao P-valor
s
14 dias sc;\;ﬁq ggg ggé 0,826
30dias — o n — e 0,098

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)

O resultado mostrou uma maior quantidade de células
TRAP+ nos grupos OVZ.

Analisando os grupos OVZ e Sham, o grupo OVZ 7 dias
foi o que apresentou maior resultado na quantidade de células TRAP+
(12,38), sendo esta diferenca estatisticamente significante quando

comparado ao grupo Sham 7 dias (1,88) (p=0,010) (Figura 19).

Foi observado que nos grupos OVZ, a quantidade de
células TRAP+ foi maior nos periodos iniciais da evolugdo da doenca
periodontal. Aos 14 dias de eutanasia, tanto o grupo OVZ quanto o Sham
apresentaram o mesmo resultado (2,5). Ja aos 30 dias, apesar de néao ter
sido significante estatisticamente, o grupo OVZ apresentou maior

quantidade de matriz 6ssea comparado ao grupo Sham.



71

b

Figura 19 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 7
dias de inducdo experimental de doenca periodontal: a) Grupo Sham; b) Grupo OVZ:
maior nimero de células TRAP+ em b. Enzimoistoquimica, aumento original 400X.
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5.3.2 Grupo OVZ X OVZ’

A média do numero de células TRAP+ na regido da furca
obtida de cada grupo esta representada na figura 20 e na tabela 4,

segundo as variaveis, dieta e tempo de eutanasia.

30 ~ 28,00
25 -
20 -
15 1 12,38
11,00
10 -
6,75
4,38
5 3,13 250 :
0,50
O T T T 1
3 dias 7 dias 14 dias 30dias
HOVZ movz'

Figura 20 - Gréfico referente a média do nimero de células TRAP+ na regido da furca,
nos diversos periodos de eutanasia, considerando-se os grupos OVZ e OVZ'.

Tabela 4 - Compara a média do numero de células TRAP+ na regido da
furca nos grupos OVZ e OVZ' por meio do teste de Mann-Whitney em
todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padréo P-valor
e S—T  —
14des —G 5% 03 0.365
0das —OVZ 438 2.0 0,080

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)
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O grafico mostrou que no periodo inicial e final da
evolucdo da doenca periodontal, os grupos OVZ' apresentaram maior
guantidade de células TRAP+ que os grupos OVZ.

Resultados estatisticamente significantes ocorreram nos
periodos 3 (p=0,006) e 7 (p=0,040) dias. Foi observado que no periodo de
3 dias os grupos OVZ' apresentaram maior resultado (28,0) quando
comparados aos grupos OVZ (11) (Figura 21), enquanto que aos 7 dias,
0s grupos OVZ (12,38) superaram a quantidade de células TRAP+ dos
grupos OVZ' (3,13).

Analisando os grupos OVZ e OVZ' em todas as variaveis,
0 grupo OVZ’ 3 dias foi 0 que apresentou maior resultado na quantidade
de células TRAP+ (28,0).
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Figura 21 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 3
dias de inducdo experimental de doenca periodontal, marcagcédo para TRAP: a) Grupo
OVZ’; b) Grupo OVZ. Enzimoistoquimica, aumento original 400X.
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5.4 Resultado da imunoistoquimica

O resultado da imunoistoquimica foi baseado na avaliacéo
de trés anticorpos: OPG, RANK e RANKL. Para cada tipo de anticorpo foi
calculado o indice de marcacdo que corresponde ao produto da
intensidade multiplicado pela porcentagem da imunomarcagdo dos
osteoblastos (OPG e RANKL) ou osteoclastos (RANK). A comparacéo de
cada anticorpo entre os grupos foi realizada em duas etapas: OVZ X
Sham e OVZ X OVZ'.

5.4.1. OPG

5.4.1.1. Grupos OVZ X Sham

O indice de marcacdo para OPG em osteoblastos na
regido da furca obtida de cada grupo esta representado na figura 22 e na

tabela 5, segundo as variaveis, hormonio e tempo de eutanasia.



76

8 7,59
7
6
5 4,63
4 3,72
3,09
3 2,56 4+
1,88
2 — J— [
1,06
1 - 0,19 ~
0 [—|
3 dias 7 dias 14 dias 30dias
H OVZ HSham

Figura 22 - Gréfico referente ao indice de marcacdo para OPG em osteoblastos na
regido da furca, nos diversos periodos de eutanasia, considerando-se 0s grupos Sham e
ovz.

Tabela 5 - Compara o indice de marcacdo para OPG em osteoblastos na
regido da furca dos grupos OVZ e Sham por meio do teste de Mann-
Whitney em todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padréo P-valor
a0 15
i T — 00
lades — Q2159 Lot 0,095
30 dias §1\grzn 2(1)2 2?2 0,115

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)

O gréfico apresentou resultados que variaram de acordo
com o periodo de eutanasia realizado.

A Unica diferenca estatisticamente significante foi
observada no periodo de 3 dias (p=0,023), no qual o grupo OVZ (4,63)
apresentou maior resultado que o grupo Sham (1,88) (Figura 23).

Foi observado que nos periodos de 3,e 14 dias, 0s grupos
OVZ apresentaram maiores indices de marcacdo para OPG em
osteoblastos que os grupos Sham. Ja nos periodos de 7 e 30 dias o0s

grupos Sham apresentaram maiores resultados.
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Figura 23 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 3
dias de indugdo experimental de doenga periodontal: a) Grupo Sham; b) Grupo OVZ:
maior nimero de osteoblastos marcados para OPG em b. Imunoistoquimica, aumento

original 400X.



5.4.1.2. Grupo OVZ X OVZ’
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O indice de marcacdo para OPG em osteoblatos na

regido da furca obtida de cada grupo esté representado na figura 24 e na

tabela 6, segundo as variaveis, dieta e tempo de eutanasia.

6,28

4,63
4,00

N w E~Y (6] )] ~ oo
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3 dias 7 dias 14 dias
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Figura 24 - Grafico referente ao indice de marcagcdo para OPG em osteoblastos na
regido da furca, nos diversos periodos de eutandasia, considerando-se os grupos OVZ e

ovz.

Tabela 6 - Compara o indice de marcacdo para OPG em osteoblastos na
regido da furca dos grupos OVZ e OVZ por meio do teste de Mann-

Whitney em todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padréo P-valor
- — S
i S— 3t Gt
1dias —S—5s 350 0042
30 dias = 2:}12 gig 0,762

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)

O gréfico apresentou resultados que variaram de acordo

com o periodo de eutanasia realizado.
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Resultados estatisticamente significantes foram
observados nos periodos de 7 (p=0,049) e 14 dias (0,042). Aos 7 dias, 0
grupo com dieta deficiente em calcio apresentou resultado maior (6,28)
guando comparado ao grupo com dieta padrao (2,56) (Figura 25). Ja aos
14 dias houve maior indice de marcacado para OPG em osteoblastos no
grupo OVZ (7,59) que no grupo OVZ’ (2,59) (Figura 26).

Analisando os grupos OVZ e OVZ' em todas as variaveis,
0 grupo OVZ 14 dias foi o que apresentou maior indice de marcacéao para

OPG em osteoblastos (7,59) na analise imunoistoquimica.

Figura 25 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 7
dias de inducao experimental de doenca periodontal, grupo OVZ: osteoblastos marcados
para OPG. Imunoistoquimica, aumento original 1000X.
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Figura 26 - Fotomicrografia da regiao de furca do primeiro molar inferior, periodo de 14
dias de inducao experimental de doenca periodontal, grupo OVZ: osteoblastos marcados
para OPG. Imunoistoquimica, aumento original 1000X.

5.4.2 RANKL

5.4.2.1 Grupos OVZ X Sham

O indice de marcacdo para RANKL em osteoblastos na
regido da furca obtida de cada grupo esté representado na figura 27 e na

tabela 7, segundo as variaveis, hormonio e tempo de eutanasia.
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Figura 27 - Gréfico referente ao indice de marcacdo para RANKL em osteblastos na
regido da furca, nos diversos periodos de eutanasia, considerando-se os grupos Sham e
ovzZ.

Tabela 7 - Compara o indice de marcacdo para RANKL em osteoblastos
na regido da furca dos grupos OVZ e Sham por meio do teste de Mann-
Whitney em todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padréo P-valor
o — O 00 50— oo
i — 08— s
14 dias S?:;i] 8;2 822 0,178
30dias — e o o 0,064

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)

O resultado mostrou maiores indices de marcacao para
RANKL em osteoblastos nos grupos Sham quando comparados aos
grupos OVZ.

Apesar dos grupos Sham apresentarem maiores
resultados do que os grupos OVZ em todos os periodos, o Unico resultado
estatisticamente significante foi aos 3 dias de eutanésia, em que apenas 0

grupo Sham (0,81) apresentou marcacéao (Figura 28).
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Os grupos OVZ nao apresentaram indices de marcacao
para RANKL em osteoblastos tanto no periodo inicial quanto no periodo

tardio do desenvolvimento da doenga periodontal.

Figura 28 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 3
dias de inducdo experimental de doenca periodontal, grupo Sham: osteoblastos
marcados para RANKL. Imunoistoquimica, aumento original 400X.

5.4.2.2 Grupo OVZ X OVZ’

O indice de marcacdo para RANKL em osteoblastos na
regido da furca obtida de cada grupo esta representado na figura 29 e na

tabela 8, segundo as variaveis, dieta e tempo de eutanasia.
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Figura 29 - Gréfico referente ao indice de marcacdo para RANKL em osteblastos na
regido da furca, nos diversos periodos de eutandsia, considerando-se 0s grupos OVZ e
ovz.

Tabela 8 - Compara o indice de marcacdo para RANKL em osteoblastos
na regiao da furca dos grupos OVZ e OVZ' por meio do teste de Mann-
Whitney em todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padréo P-valor
e — 5% — oo
R — S
14 dias 8\\//§ gg ggg 1,000
s —OZ 000 0.0 a1

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)

O resultado mostrou uma maior tendéncia de marcacgao
para RANKL em osteoblastos nos grupos OVZ’, quando comparados aos
grupos OVZ, apesar desta analise ndo apresentar nenhum resultado

estatisticamente significante.

Os grupos OVZ' apresentaram resultados maiores que 0s
grupos OVZ no periodo inicial e no periodo tardio do desenvolvimento da
doenca periodontal.
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Os grupos OVZ' apresentaram resultados semelhantes
(0,19), nos periodos de 3 e 7 dias. O mesmo ocorreu quando se
comparou os grupos OVZ e OVZ' aos 7 (0,19) e 14 dias (0,13) de

eutanasia, apresentaram resultados semelhantes.

5.4.3 RANK

5.4.3.1. Grupos OVZ X Sham

O indice de marcacdo para RANK em osteoclastos na
regido da furca obtida de cada grupo esté representado na figura 30 e na

tabela 9, segundo as variaveis, hormonio e tempo de eutanasia.

1,2 4 1,13
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0,0 T T T 1

3 dias 7 dias 14 dias 30dias

H OVZ HSham

Figura 30 - Gréfico referente ao indice de marcacdo para RANK em osteoclastos na
regido da furca, nos diversos periodos de eutanasia, considerando-se 0s grupos Sham e
ovzZ.
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Tabela 9 — Compara o indice de marcacdo para RANK em osteoclastos
na regido da furca dos grupos OVZ e Sham por meio do teste de Mann-
Whitney em todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padrao P-valor
SRl - —T 500 o1
e — 50— o0
14 dias ;:;ﬁq gjgg 8:32 0,144

30dias — o n 500 500 1,000

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)

O resultado mostrou que, o indice de marcagdo para
RANK em osteoclastos foi maior nos grupos Sham que nos grupos OVZ,
apesar de que, em alguns periodos ndo houve marcacéao destas células.

Resultados estatisticamente significantes foram
observados nos dois periodos iniciais de eutanasia, 3 dias (p=0,011) e 7
dias (p=0,010).

Vale salientar que os grupos OVZ apresentaram indice de
marcacdo para RANK em osteoclastos apenas no periodo de 3 dias
(0,97) (Figura 31), nos demais periodos 0s grupos OVZ nao apresentaram
marcacao.

Outro resultado também observado foi no grupo Sham,
que ndo apresentou marcacao no periodo inicial (3 dias) e no periodo
tardio (30 dias) do desenvolvimento da doenca periodontal. Ja nos
periodos intermediarios da doenca seus indices foram maiores que nos
grupos OVZ.

Analisando os grupos OVZ e Sham em todas as variaveis,
o grupo Sham 7 dias foi o que apresentou maior indice de marcagao para

RANK em osteoclastos (1,13) na analise imunoistoquimica (Figura 32).
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Figura 31 - Fotomicrografia da regiao de furca do primeiro molar inferior, periodo de 3
dias de inducéo experimental de doenca periodontal, grupo OVZ: osteoclastos marcados
para RANK. Imunoistoquimica, aumento original: a) 400X; b)1000X.
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Figura 32 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 7
dias de inducdo experimental de doenca periodontal, grupo Sham: osteoclastos
marcados para RANK. Imunoistoquimica, aumento original: a) 400X; b)1000X.
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5.4.3.2 Grupo OVZ X OVZ

O indice de marcacéo para RANK em preé-osteoclastos e
osteoclastos na regido da furca obtida de cada grupo esta representado
na figura 33 e na tabela 10, segundo as variaveis, dieta e tempo de

eutanasia.

3,0 1 2,75

2,0 -

0,97

1,0 4 0,69

0,13
0,00 0,00 0,00 0,03

0,0 T T T 1
3 dias 7 dias 14 dias 30dias

HOVZ uovz'

Figura 33 - Gréfico referente ao indice de marcacdo para RANK em osteoclastos na
regido da furca, nos diversos periodos de eutanasia, considerando-se os grupos OVZ e
ovz'.

Tabela 10 - Compara o indice de marcacdo para RANK em osteoclastos
na regidao da furca dos grupos OVZ e OVZ' por meio do teste de Mann-
Whitney em todas as variaveis

Tempo Grupos Média Desvio Padrao P-valor
- —" T
e — 50— o
ladas — O 000 0.0 0317
0das —OvZ 000 0.0 017

* = p-valores estatisticamente significativos (p<0,05)
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O resultado mostrou maiores indices de marcacdo para
RANK em osteoclastos nos grupos OVZ’, quando comparadas aos
indices dos grupos OVZ.

Resultado estatisticamente significante foi observado aos
7 dias de eutanasia (p=0,027), em que apenas 0 grupo com dieta
deficiente em calcio (0,69) apresentou marcacéao (Figura 34).

Nos grupos OVZ' foi observado que houve uma
diminuicdo da marcacdo para RANK em osteoclastos, em relagcdo ao
periodo de sacrificio. J& nos grupos OVZ, foi observado que houve
marcacdo apenas no periodo inicial do desenvolvimento da doenca

periodontal, isto €, aos 3 dias de eutanasia.
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Figura 34 - Fotomicrografia da regido de furca do primeiro molar inferior, periodo de 7
dias de inducéo experimental de doenca periodontal, grupo OVZ'’: osteoclastos marcados
para RANK. Imunoistoquimica, aumento original: a) 400X; b)1000X



6 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo comparar a perda 0ssea
na regidao de furca do primeiro molar inferior esquerdo de animais com
doenca periodontal, com ou sem osteoporose induzida pela remo¢éo dos
ovarios. A doenca periodontal foi induzida pela insercdo de ligadura em
torno do primeiro molar inferior esquerdo, decorridos 60 dias da
ovariectomia ou cirurgia sham. A perda éssea foi analisada 3, 7, 14 e 30
apos a inducdo da doenca. Os tempos foram estipulados com o intuito de
analisar a diferenca de perda Ossea durante a evolucdo da doenca
periodontal. Buscou-se avaliar também, a evolu¢ao da doenca periodontal
induzida em ratas ovariectomizadas que receberam dieta deficiente em
calcio. Para todos os grupos, foram realizadas analises histoldgica,
histomorfométrica, enzimoistoquimica e imunoistoquimica.

A doenca periodontal € um processo patogénico devido
ao acumulo de placa bacteriana, que causa destruicdo progressiva do
ligamento periodontal, destruicdo 6ssea e perda dentéaria (Carranza et al.,
2007). Em modelos experimentais, sua inducdo pode ocorrer através de
uma agressao mecanica por meio de ligadura, que causa achatamento e
ulceracéo do tecido gengival (Kurh et al, 2004). Segundo Bentzen et al.
(2005), a semelhanca da anatomia dentogengival do rato e do ser
humano torna valido o estudo experimental da doenca periodontal
inflamatoria nestes animais.

A gravidade da doenca periodontal pode variar com a
condicdo sistémica do paciente (Paquette, 1999). A ocorréncia mais
acentuada de doenca periodontal em mulheres na pds-menopausa pode
ser explicada pelo fato de que em ambas as condicdes ha fatores

predisponentes comuns de perda oOssea (Jabbar et al., 2011). A
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osteoporose e a doenca periodontal podem sofrer influéncia de fatores
genéticos, hormonais, dieta e outros fatores de risco como estilo de vida
(Reddy et al.,, 2002). Contudo, na osteoporose, a perda Ossea €
generalizada enquanto que na doenca periodontal, ela esta localizada no
0sso alveolar dos maxilares (Jabbar et al., 2011). Estudos demonstraram
que a osteoporose pode agravar a doenca periodontal devido a alteragao
no metabolismo 6sseo (Johnson et al., 1997; Brennan-Calanan et al.,
2008; Kuo et al., 2008; Jabbar et al. 2011). No presente trabalho, também
foi observada maior perda Ossea nos animais com deficiéncia
estrogénica, portanto, parece que tal deficiéncia realmente constitui um
fator agravante da perda 6ssea decorrente da doenca periodontal.

A osteoporose é uma doenca sistémica caracterizada pelo
aumento da fragilidade 6ssea o que conduz ao maior risco de fraturas
(Compston, 2001; Pinheiro, Elis, 2010). A diminuicdo ou auséncia de
estrogeno, um hormdnio que atua no metabolismo ésseo, promove uma
progressiva diminuicdo da massa Ossea, podendo resultar em
osteoporose (Douglas, 2006). A ovariectomia em ratas € um modelo
padrdo para avaliar a atividade do tecido 0sseo associada com a
deficiéncia estrogénica (Tanaka et al, 2002; Tedfilo et al., 2003). A
deficiéncia estrogénica apos a ovariectomia tem um papel importante nas
alteracdes iniciais do turnover local do osso trabecular, induzindo uma
diminuicdo da massa 0ssea e destruicao da rede trabecular (Yamaura et
al.,, 1996). Tanaka et al., 2002 e Tanaka et al., 2003 avaliaram o efeito da
ovariectomia em ratas e verificaram que o volume 0sseo e o numero de
trabéculas na regido do septo inter-radicular do primeiro molar inferior foi
maior nos animais falso-ovariectomizados, comparados  aos
ovariectomizados. Ja Costa et al. (2011) ndo encontraram diferenca
estatisticamente significante no volume trabecular 6sseo na regido de
primeiro molar superior de ratas quando compararam 0s grupos OVZ e
Sham. No presente estudo, em que se induziu doenca periodontal, a

maior porcentagem de area de matriz 6ssea também foi observada nas
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ratas que nao foram submetidas a ovariectomia. Adicionalmente, pelo
exame histologico observou-se que as trabéculas do tecido 0sseo do
septo inter-radicular eram mais delgadas nos grupos ovariectomizados,
evidenciando que houve maior perda Ossea na regido da doenca
periodontal, nas ratas com deficiéncia hormonal induzida pela
ovariectomia, comparadas as ratas com produ¢do hormonal normal.
Assim, as ratas que nao foram submetidas a ovariectomia
exibiram a maior porcentagem de area de matriz 6ssea, porém, foi
observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos OVZ e
Sham apenas no periodo de 3 dias. Ao longo da evolugdo da doenca foi
notado aumento da perda 6ssea, sendo que o0 maior nivel de perda éssea
para ambos os grupos, foi observado no periodo de 14 dias. Tal resultado
esta de acordo com os estudos de Kuhr et al., 2004 e Rodini et al., 2005,
em que os autores concluiram que o pico de reabsorcao 6ssea no modelo
experimental de inducdo de doenca periodontal por meio de ligadura
ocorre no 14° dia. Contudo, no presente estudo, verificou-se diminui¢céo
da perda Ossea no periodo de 30 dias, contrapondo-se ao estudo de
Rodini et al. (2005), em que tal situacao foi observada apenas no 42° dia.
A deficiéncia do estrégeno induz ao aumento da atividade
osteoclastica, a qual pode ser mediada pelo aumento na expressao de
Fosfatase Acida Tartarato-Resistente (TRAP), que € um marcador
bioguimico considerado relativamente especifico para osteoclastos,
permitindo a identificacdo da atividade desta célula (Feng, 2005;
Kobayashi et al., 2009). Em geral, o grupo Sham apresentou maior
guantidade de matriz 0ssea, enquanto o grupo OVZ exibiu maior
quantidade de células TRAP+, demonstrando uma correlacdo entre o
namero de células osteoclasticas com a quantidade de matriz 6ssea
remanescente. Assim como nos achados de Zhang et al. (2007), neste
estudo foi observado um aumento do numero de células TRAP+ aos 7
dias para o grupo OVZ comparado ao grupo Sham, sendo este o Unico

resultado estatisticamente significante. Em ambos os estudos também se
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pode observar uma continua diminuicdo da quantidade de osteoclastos
(TRAP+) tanto para o grupo OVZ quanto para o grupo Sham nos estagios
tardios da evolugdo da doenca periodontal. Esta diminuicdo na
quantidade de células TRAP+ poderia estar relacionada ao aumento da
quantidade de matriz 6ssea aos 30 dias.

Apesar de Hirai et al., 1993 e Taguchi et al., 1995 terem
encontrado relagcéo entre a reducdo de massa 0ssea e perda dentaria em
pacientes com osteoporose, Moriya et al., 1998 e Jiang et al.,, 2003,
observaram que a osteoporose por si S0 ndo € capaz de promover perda
Ossea alveolar ou mudancas na espessura cortical mandibular. Assim,
acredita-se que existe a necessidade da associacdo de outros fatores
osteopénicos para induzir perda 6ssea mandibular significante.

No presente estudo, adicionalmente a doenca periodontal
e a ovariectomia, para um terco dos animais foi administrada a dieta
deficiente em célcio, uma vez que segundo Tedfilo et al. (2003), ¢é
necessario associar uma dieta com baixo teor de calcio para induzir perda
Ossea significativa nos maxilares. Outros estudos também mostraram que
a dieta deficiente em calcio, associada ou ndo a ovariectomia, promove
maior perda Ossea, devido ao aumento da remodelacdo com maior
atividade de reabsorcéo 0ssea (Hara et al., 2001; Zhang et al., 2009; Bae;
Kim, 2010). Esta metodologia foi empregada neste estudo, a fim de
verificar a influéncia da associacdo da dieta deficiente em calcio com a
auséncia dos hormonios ovarianos na perda 6ssea decorrente da doenca
periodontal.

Na analise histomorfométrica, além de se comparar os
grupos OVZ e Sham, também se comparou as ratas ovariectomizadas
com dieta padrdo (OVZ) e dieta deficiente em calcio (OVZ).
Inesperadamente, maior quantidade de matriz 0ssea foi verificada nos
grupos OVZ', independente do periodo avaliado, ou seja, a dieta
deficiente em calcio, com o propésito de aumentar a perda Ossea

associada com a ovariectomia, pode ter estimulado mecanismos
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compensatorios na remodelacdo éssea, conduzindo ao efeito oposto ao
esperado.

A diferenca entre os resultados do presente estudo e dos
autores anteriormente citados pode estar relacionada com o tempo de
administracdo da dieta deficiente em calcio. Os estudos acima
administraram tal dieta por cerca de 12 semanas (Hara et al.,, 2001,
Zhang et al., 2009; Bae e Kim, 2010), enquanto neste estudo o periodo
de administracdo foi de 8 semanas. Outro fator que poderia ter
influenciado a menor perda 6ssea no grupo OVZ' é a consisténcia da
dieta deficiente em célcio. Tal dieta apresenta uma dureza maior que a
dieta padrdo ministrada ao grupo OVZ, aspecto que exige maior
mastigacdo e consequentemente estimula o tecido 0sseo. Costa et al.
(2011) observaram que a dieta deficiente em calcio associada a
ovariectomia ndo causou perda 6ssea maxilar significativa, mesmo com a
reducdo do esforco mastigatorio decorrente da auséncia do dente
antagonista. Patullo et al. (2009) também observaram que apenas a
ovariectomia nao influenciou na perda 6ssea mandibular. Contudo, tanto
Costa et al (2011) quanto Patullo et al. (2009) concluiram que a
consisténcia da dieta foi o principal fator para a perda Ossea nos
maxilares.

Apesar da maior quantidade de matriz 0ssea ter sido
verificada nos grupos OVZ', apenas no periodo de 14 dias foi observada
diferenca significativa. O aumento de matriz 6ssea observado no periodo
de 14 dias pode estar relacionado a menor quantidade de células TRAP+
neste mesmo periodo. Tais resultados sugerem gque a dieta deficiente em
calcio promove uma alteracdo na evolucdo da doenca periodontal, uma
vez que o maior pico de perda éssea ocorreu no periodo de 7 dias, o que
diferiu dos grupos Sham e OVZ, em que foi verificada maior perda 0ssea
em 14 dias. Kuhr et al., 2004 e Rodini et al., 2005 também verificaram
pico de perda O0ssea no periodo de 14 dias de evolucdo da doenca

periodontal.
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Conforme observado nos estudos de Srivastava at al.,
2001 e Fountas et al., 2004, o estrégeno exerce um efeito significante na
reabsorcao 0ssea, uma vez que reduz a funcéo osteoclastica pela inibicdo
da producéo de fator estimulante de colénias de macréfagos, RANKL, IL-
1, IL-6 e TNF-alfa, além da estimulacéo da producéo de OPG e TGF-beta.
Adicionalmente, a deficiéncia de estrégeno promove um aumento da
formacéao e funcéo de osteoclastos. De acordo com Boyle et al. (2003) as
células envolvidas no turnover 0sseo s&o 0s osteoclastos e osteoblastos,
sendo que o balanco entre ativacdo e apoptose destas células € a chave
para manter a massa 0ssea. A supressdo ou controle da reabsorcéo
0ssea €, portanto a maior estratégia terapéutica para prevenir ou diminuir
a perda oOssea. A sinalizacdo critica para este caminho é dado por trés
proteinas principais: OPG, RANK e RANKL.

O RANKL é uma proteina relacionada com o processo de
reabsorcdo 0ssea. Sua interacdo com o RANK, um receptor expresso na
superficie de osteoclastos, promove a diferenciacdo e ativacdo de
osteoclastos. Ja a OPG é uma proteina produzida e liberada por
osteoblastos e funciona como um receptor solavel para RANKL,
competindo com o RANK para inativar RANKL (Gallagher, 2008) e
inibindo desta forma o processo de reabsor¢cdo Ossea (Bezerra et al.,
2005).

Diversos estudos avaliam o papel do sistema
OPG/RANKL na remodelacdo éssea, porém, a metodologia empregada
por estes trabalhos é variada (Seck et al., 2001; Pulsatelli et al., 2004; Liu
et al., 2005; Duarte et al., 2007; Zhang et al., 2007 e Jorgensen et al.,
2010), uma vez que as pesquisas foram realizadas tanto em humanos
quanto em animais. Alguns autores avaliaram as concentracfes séricas
de OPG e RANKL procurando correlaciona-las com a modulacdo da
osteoclastogénese na remodelacdo Ossea fisiologica com a idade
(Pulsatelli et al., 2004) ou com a deficiéncia hormonal (Jorgensen et al.,

2010). Entretanto, as evidéncias demonstraram que a regulacdo deste
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sistema é complexa e que a modulacdo em niveis sistémicos parece ser
totalmente diferente da modulacdo local. Quando se avalia a
concentracdo sérica destes marcadores, deve-se considerar que eles séo
produzidos por varios tecidos e, portanto a taxa pode nao refletir o que
ocorre localmente no microambiente 6sseo (Pulsatelli et al., 2004;
Jorgensen et al., 2010).

Segundo Gallagher et al. (2008), a OPG é um fator
inibidor de osteoclastogénese, produzido por células do estroma da
medula O0ssea e osteoblastos ativos, cuja producdo é estimulada pelo
estrégeno, prevenindo perda 6ssea em mulheres na menopausa. Em
tese, o0s niveis de OPG deveriam estar correlacionados,
proporcionalmente, com a densidade de massa Ossea, porém, esta
associacdo nem sempre é observada (Trouvin, Goéb, 2010). Liu et al.
(2005) observaram niveis séricos aumentados de OPG em mulheres
durante o envelhecimento e verificaram também que 0s niveis séricos de
OPG e RANKL néo estavam relacionados a densidade mineral Ossea.
Segundo os autores, os maiores niveis de OPG poderiam representar
uma resposta compensatéria com relacdo a acelerada reabsorcdo 0ssea
nessas mulheres. Indridason et al. (2005) estudaram as diferencas dos
niveis séricos de osteoprotegerina relacionadas a idade e néo
encontraram associacdo entre OPG e densidade de massa 0ssea em
mulheres saudaveis.

Jorgensen et al. (2010) observaram que em mulheres na
pOs-menopausa sem tratamento de reposicdo hormonal, a perda mineral
0ssea aumenta proporcionalmente com a OPG. Segundo os autores essa
associacdo poderia representar um mecanismo contra-regulatério nas
mulheres com deficiéncia de estrogeno, refletindo uma tentativa de
controlar a atividade osteoclastica durante a perda 6ssea.

Além disso, adicionalmente, Zhang et al. (2007)
observaram que nas fases iniciais da deficiéncia do estrogeno, a

osteoblastogénese, que € caracterizada pelo aumento da OPG, também



98

estaria aumentada, o que poderia ser visto como uma resposta protetora
reacional a reabsorgao 6ssea. Estes autores observaram que a expressao
de OPG nas lesdes periapicais induzidas em ratas ovariectomizadas era
maior do que em ratas normais aos sete dias apés a inducao da lesao,
que correspondiam a 14 dias apos a ovariectomia. Nos periodos
posteriores, os niveis de OPG das ratas ovariectomizadas foram menores
gue das ratas do grupo sham.

Estudando a relac&o entre doenca periodontal, citocinas e
vitamina D plasmética e densidade mineral 6ssea em mulheres com
osteoporose, Jabbar et al. (2011) observaram um significante aumento de
OPG e RANKL no plasma dessas mulheres com doenga periodontal,
comparadas a mulheres sem doenga.

Duarte et al. (2007) verificaram diminuicdo de OPG na
doenca periodontal associada a diabete, estudando os niveis de RNAm
em biopsias gengivais. Os resultados indicaram que a destruicdo 6ssea
parece envolver niveis reduzidos de mediadores anti-inflamatérios como
IL-10 e de moléculas anti-reabsortivas, como OPG.

No presente estudo, foi observado maior indice de
marcacdo de OPG no grupo OVZ do que no Sham, na fase inicial da
doenca periodontal, enquanto que nos demais periodos ndo houve
diferenca estatistica significante. Considerando-se as observacdes de
Zhang et al. (2007) de que os niveis de OPG estavam mais elevados em
ratas ovariectomizadas apenas nos periodos iniciais da ovariectomia e
considerando-se que no presente estudo a doenca periodontal foi
induzida 60 dias apds a ovariectomia, 0s resultados sugerem que o
aumento de OPG esta mais relacionado com a evolucdo da doenca
periodontal do que com a deficiéncia estrogénica. Talvez, o nivel mais alto
de OPG no periodo inicial da doenca periodontal nas ratas
ovariectomizadas, indique uma resposta reacional de protecdo contra a

perda 6ssea acentuada decorrente da doenca periodontal induzida.



99

No presente estudo, ndo foi observada relacdo entre os
niveis de OPG e porcentagem de matriz 0ssea na regido de doenca
periodontal. Também néo foi observada relacdo dos niveis de OPG com a
presenca ou auséncia dos horménios ovarianos, exceto no periodo de
trés dias, em que o grupo OVZ apresentou maior indice de marcacéao para
OPG.

A imunomarcacdo de OPG para os grupos OVZ e OVZ
também apresentou resultados diferentes ao longo do periodo de
avaliacdo deste estudo. Aos 7 e 30 dias o grupo OVZ' exibiu maior indice
de marcacdo, sendo observada diferenca estatisticamente significante
apenas aos 7 dias. Entretanto, nos periodos de 3 e 14 dias, o grupo OVZ
foi aquele que apresentou maior indice de marcagdo, sendo
estatisticamente significante aos 14 dias.

Poucos trabalhos correlacionaram a dieta deficiente em
célcio com imunomarcadores de remodelacdo Ossea e estes trabalhos
apresentaram resultados controversos (Zhang et al.,, 2009; Bae; Kim,
2010), dificultando a comparagdo com 0s nossos resultados. Zhang et al.
(2009) demonstraram aumento significativo de OPG em ratas tratadas
com dieta deficiente em calcio em lesdes periapicais e Bae e Kim (2010)
observaram que ratas ovariectomizadas tratadas com dieta normal
tiveram nivel sérico de OPG semelhante ao de ratas alimentadas com
dieta deficiente em célcio, ambos com administracdo dessa dieta por um
periodo de 12 semanas.

Os mecanismos de reabsor¢cédo Ossea induzida pela
dieta deficiente em célcio e pela ovariectomia sdo diferentes (Zhang et al.,
2009). A ovariectomia estimula o processo de osteoclastogénese em
ratas, atuando na reducdo do sistema OPG/RANKL, mas ao mesmo
tempo, inibe a expressao de genes especificos de osteoclastos tais como
a cathepsina K e a metaloproteinase-9 na metafase proximal de 0ssos
longos. Por outro lado, a dieta deficiente em célcio estimula a expresséao

de genes osteoblasticos especificos, incluindo colageno tipo | alpha-1,
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fator de transcricdo cbfa e OPG, bem como estimula a producdo de uma
enzima envolvida na geragcdo de ions hidrogénio em osteoclastos. Tal
afirmagédo pode justificar as diferencas entre os resultados do presente
estudo, em que a maior reabsorcdo 6ssea foi observada apenas nas ratas
submetidas a ovariectomia e néo foi agravada pela dieta deficiente.

O estrogeno bloqueia a formacéo de osteoclastos pela
diminuicdo da resposta de seus precursores a citocina osteoclastogénica
RANKL (Srivastava et al.,, 2001). Na deficiéncia estrogénica, a maior
expressdo de RANKL nas células da medula Ossea é um fator
determinante para o aumento da reabsor¢cdo 0ssea (Eghbali-Fatourechi,
2003). A diminuicdo no estrogeno leva a diminuicdo de OPG e ao
aumento da atividade do RANKL, o que causa maior reabsorcéo e perda
O0ssea. O tratamento com estrégeno restaura o balanco de OPG sobre
RANKL, explicando porque o0 estrégeno previne a perda 0ssea nas
mulheres apds a menopausa (Gallagher et al., 2008).

No entanto, Seck et al. (2001) ndo encontraram diferenca
na expressao de RNAm para OPG e RANKL na crista iliaca de mulheres
na pré e pés-menopausa, inclusive no grupo com terapia de reposicao
hormonal. Adicionalmente, Pulsatelli et al. (2004) também néo
encontraram diferenca nos niveis séricos de RANKL em individuos idosos
saudaveis de ambos o0s sexos, comparados com individuos jovens
saudaveis, exceto por umareducdo de RANKL nos individuos na faixa de
80 a 90 anos.

Similar a OPG, a relagdo entre RANKL e densidade
mineral 6ssea ndo € um consenso, ja que Liu et al., 2005, Mezquita-Raya,
2005 e Jorgensen et al., 2010 ndo mostraram esta associacdo em
mulheres na pés-menopausa, enquanto que Uemura et al. (2008)
observaram uma correlagdo negativa. Todos estes estudos avaliaram os
niveis séricos de RANKL.

Duarte et al. (2007) encontraram aumento de RANKL no

tecido gengival de mulheres sistemicamente saudaveis com doenca
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periodontal, comparado com pacientes sem doenc¢a. Em mulheres na pos-
menopausa, o estudo de Jabbar et al. (2011) também mostrou aumento
de RANKL em mulheres com doenca periodontal, comparadas com
mulheres sem doenca, porém, para os autores, as analises do RANKL na
doenca periodontal ainda s&o inconsistentes.

No presente estudo, em que todas as ratas tinham
doenca periodontal induzida, a maior quantidade de RANKL foi observada
no grupo Sham, em todos os periodos, quando comparado ao grupo OVZ.
Os maiores indices de imunomarcacdo para RANKL foram observados
nos periodos iniciais, com diferenca estatisticamente significante apenas
aos 3 dias. Neste periodo também foi observada maior quantidade de
células TRAP+ no grupo Sham. Por outro lado, Zhang et al. (2007)
observaram que os maiores indices de RANKL e células TRAP+
ocorreram aos 14 dias ap6s a inducao da lesé@o periapical em ratas, para
ambos os grupos (OVZ e Sham).

Neste estudo, os animais que receberam dieta deficiente
em calcio (OVZ’) apresentaram expressdo de RANKL semelhante aos
animais que receberam dieta padrao (OVZ). Este resultado esta de
acordo com os achados de Bae e Kim (2010) que também nao verificaram
diferengca no nivel sérico de RANKL entre ratas ovariectomizadas
alimentadas com dieta contendo teor adequado ou deficiente de calcio.

Embora fosse esperado um maior indice de marcacéao
para RANKL no grupo OVZ, a inducéo da doenca periodontal em todos os
animais do presente estudo pode ter sido um fator importante para a
presenca de grande quantidade de RANKL no grupo Sham. Contudo, os
niveis expressos por estes marcadores nas fases tardias da evolucao da
doenca periodontal, isto €, 14 e 30 dias, foram consideravelmente mais
baixos do que nos periodos iniciais, tanto no grupo OVZ quanto o grupo
Sham. Estes valores podem ser explicados pelo fato da doenca
periodontal induzida em ratos apresentar maior perda Ossea até duas

semanas, conforme observado também por Rodini et al. (2005). Nossos
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resultados mostraram, ainda, que apos 14 dias houve ganho 0sseo,
refletindo os baixos indices de RANKL.

Jin et al. (2007) mostraram que a inibicdo de RANKL pela
administracdo de OPG a ratos machos com doenca periodontal induzida
por ligadura diminuiu a reabsor¢cdo 6ssea alveolar, sugerindo que esta
pode ser uma estratégia terapéutica para prevenir a perda 0Ossea
observada na doenca periodontal.

A maioria dos trabalhos que aborda o sistema RANK-
RANKL-OPG avalia a presenca de RANKL e OPG por meio da pesquisa
dos niveis de RNAm para estes marcadores, ou mesmo da presenca de
RANKL e OPG no fluido crevicular gengival, no soro ou ainda no tecido
0sseo.

No presente trabalho avaliou-se também a expressédo do
receptor ativador do Fator NF-Kappa B (RANK) nas diferentes condicdes
experimentais. No grupo OVZ sua expresséao foi observada apenas aos 3
dias e no grupo Sham aos 7 e 14 dias, com valores decrescentes.
Quando a variavel dieta deficiente em calcio foi avaliada, os resultados
mostraram maior indice de marcacdo para RANK no grupo OVZ' do que
no OVZ, aos 3 dias. A marcacdo observada no grupo OVZ’ diminuiu nos
periodos subsequentes. Amorim et al. (2008) estudaram a presenca de
RANK, RANKL e OPG em regido de fratura de tibia de ratos machos
diabéticos comparados com ratos saudaveis. Observaram maior numero
de células marcadas para RANK aos 7 dias, porém, os valores foram
menores no grupo diabético quando comparado com o grupo controle. Os
autores sugeriram que a alteracdo do balanco de reabsor¢cdo e formacgéao
0ssea no local de fratura em ratos diabéticos, levando a menor formacéao
0ssea neste grupo, pode ser o resultado de menor expressao de RANK,
RANKL e OPG.

Os resultados controversos observados neste estudo,
com relacdo ao sistema RANK-RANKL-OPG, podem estar relacionados

com a interferéncia da doenca periodontal sobre o processo de
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remodelacdo Ossea. Além disso, conforme demonstrado no estudo de
Frank et al. (1993), ndo se pode excluir também que fatores relacionados
ao processamento tecidual, como a desmineralizagdo, possam ter

interferido na detec¢do imunoistoquimica desses marcadores.



7 CONCLUSOES

A andlise dos resultados, sob as condigdes experimentais

deste trabalho, permitiu concluir que na doenca periodontal induzida por

ligadura em ratas:

d)

f)

9)

uma consequéncia da deficiéncia estrogénica € a
maior perda 0ssea;

a perda 0ssea ndo é acentuada pela ingestéo de
dieta deficiente em calcio;

o0 pico de perda O6ssea ocorre aos 14 dias,
independente da presenca ou auséncia de
deficiéncia estrogénica;

ocorre maior reabsor¢do 6ssea decorrente da
atividade de osteoclastos positivos para fosfatase
acida tartarato-resistente, na auséncia de
horménios ovarianos;

ocorre aumento de OPG na fase inicial da
doenca periodontal, nas ratas com deficiéncia
hormonal e o consumo de dieta deficiente em
célcio por esses animais resulta em expresséao
variada desse marcador;

nao ha relacdo entre a perda 6ssea nos animais
com ou sem hormonios ovarianos e a quantidade
de OPG no local;

ocorre diminuicdo de RANKL no periodo inicial,

nos animais com deficiéncia hormonal, e a
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deficiéncia de calcio na dieta n&o interfere na
expressdo desse marcador;

ha reducdo acentuada de RANKL no periodo
final, o que coincide com ganho ésseo na regido,
independente da presenca de hormonios
ovarianos;

a expressdo de RANK ocorre apenas em alguns
periodos, na presenca ou auséncia de horménios
ovarianos e com o consumo de dieta deficiente
em calcio sua marcagdo diminui ao longo do

tempo.
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APENDICE A — Quadro referente os dados da porcentagem de matriz
Ossea dos grupos Sham, OVZ e OVZ'

HISTOMORFOMETRIA

3 dias 7 dias 14 dias 30 dias

Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ
R1 | 4678 | 3589 | 3089 39,1 | 11,96 | 2625 | 2232 | 089 | 3357 | 3357 | 1357 | 7,32
R2 | 3392 | 31,78 | 43,03 | 1392 26,6 | 31,78 | 1196 | 2339 | 11,07 35 15,89 | 50,35
R3 | 4089 | 241 10 51,42 | 2267 | 7,14 6,96 0,17 | 40,89 3,03 | 33,03 | 60,89
R4 | 4571 | 1089 | 33,03 26,6 341 | 30,71 | 3214 | 13,39 | 60,71 341 | 3535 | 5,17
R5 | 3214 | 2571 | 3321 76 10,89 | 28,75 446 | 21,25 30 51,25 | 36,07 | 22,32
R6 | 44.18 31 21,60 | 3517 | 24,63 | 29,46 18 0,78 | 4357 | 2518 | 28,41 | 39,28
R7 35 1587 | 47,32 | 2917 231 | 3035 | 2546 | 18,22 | 4375 32 37,87 | 16,60
R8 | 417 30,2 25 151 | 11,36 | 2,14 13,69 | 18,54 | 46,42 34,7 196 | 32,85




APENDICE B - Quadro referente aos dados da média
marcadas para TRAP dos grupos Sham, OVZ e OVZ’
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26
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34
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18

18
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33
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28
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APENDICE C - Quadro referente aos dados da marcacéo
imunoistoquimica para OPG em osteoblastos dos grupos Sham, OVZ e
ovz
OPG
3 dias 7 dias 14 dias 30 dias

Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ
R1 2 5 45 3 0 0 2,25 9 9 0 0 9
R2 1 15 2 3,75 1 9 0 75 9 2 0 0
R3 15 75 5 15 1 9 9 9 0 0 0 2,25
R4 75 5 6 2 5 6,25 0 9 0 0 0 0
R5 1 6,25 4 1 5 5 9 7,5 0 2 1 0
R6 0,5 6,25 15 7,5 0 45 2 7,5 15 3 025 | 025
R7 1 15 0 3 75 9 75 5 1 1 0 0
R8 05 4 9 3 1 75 0 6,25 0,25 0,5 0,25 0
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APENDICE D - Quadro referente aos dados da marcacéo
imunoistoquimica para RANKL em osteoblastos dos grupos Sham, OVZ e
ovz
RANKL
3 dias 7 dias 14 dias 30 dias

Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ
R1 1 0 15 1 0 15 1 0 1 2 0 0
R2 | o025 0 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0
R3 | o025 0 0 0 0,25 0 0 1 0 0 0 0
R4 1 0 0 1 0 0 0,25 0 0 0 0 0
R5 2 0 0 0 0,25 0 0,25 0 0 0 0 0
R6 1 0 0 1 0 0 0,25 0 0 0,25 0 0
R7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,25 0 0
RS8 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 4
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APENDICE E - Quadro referente aos dados da marcacéo
imunoistoquimica para RANK em osteoclastos dos grupos Sham, OVZ e
ovz
RANK
3 dias 7 dias 14 dias 30 dias

Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ' | Sham | OVZ | OVZ
R1 0 0 0 1 0 15 0 0 0 0 0 4
R2 0 2,5 0 6 0 1 1 0 0 0 0 1
R3 0 0 0 2 0,5 2 2 4 0,5 0 0 2
R4 0 0 0 1 0 2 0 0,25 0 0 0 0,25
RS 0 0 0 0 0 2 15 1 0 0 0 0,25
R6 0 0,25 0 2 0 0 0 15 1 0 0 0,25
R7 0 0 0 0 05 0 0 2 0 0 0 2
RS 0 2 0 0 0 0,25 1 2,25 0 0 0 0,25
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ANEXO A — Certificado do comité de ética em pesquisas
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