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RESUMO

Nos ossos mandibulares e maxilares, o hipoestrogenismo afeta o processo de
reparo alveolar, reduzindo a formagdo Ossea apds extragdo dentaria. E no
processo de remodelagédo do tecido dsseo proporciona progressiva diminuicao
da massa 6ssea. Entre os farmacos estudados na tentativa de minimizar esses
efeitos, tem as isoflavonas derivadas da soja, como a genisteina (Gen),
consideradas modulador natural do receptor de estrogeno, devido sua ligagao
conformacional. Entretanto, sua acdo sobre o tecido ésseo permanece
controvérsia. O objetivo deste estudo foi analisar a acdo da Gen no reparo do
0sso alveolar e processo de remodelacdo do colo de fémur em ratas
ovariectomizadas (OVX). Foram utilizadas 40 ratas da linhagem Wistar (6
meses), distribuidas aleatoriamente nos grupos: Sham/NaCl; Sham/Gen;
OVX/NaCl; OVX/Gen. O esfregago vaginal dos animais foi colhido diariamente
para verificacdo do ciclo estral, durante 15 dias e foram aceitos somente animais
com ciclo estral regular para nosso estudo. Posteriormente, as ratas dos grupos
OVX, no 6° més foram OVX, e as ratas dos grupos Sham foram submetidas a
cirurgia ficticia de remogao dos ovarios. Dez dias apds as cirurgias, 0s grupos
experimentais Sham/Gen e OVX/Gen receberam 5,76 mg/kg/dia de Gen, e os
grupos Sham/NaCl e OVX/NaCl receberam 0,3 mL de NaCl, por gavagem,
durante 90 dias. Foi realizada extracdo do incisivo central superior direito apds
62 dias de terapia substitutiva. No final dos 90 dias, foram sacrificados, fez-se a
separagao do alvéolo direito e a coleta do fémur esquerdo. A regido do tergo
médio alveolar foi analisada por analise histométrica e analise imunoistoquimica
das imunomarcagées das proteinas, Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato
(TRAP) e Osteocalcina (OCN). O colo do fémur foi analisado com auxilio do
microtomografo computadorizado. No reparo 6sseo alveolar observou-se os
efeitos da ovariectomia, com aumento significante nas imunomarcagdes da
TRAP, mas nao houve diferenca estatistica na aposigcao éssea nos animais
quando comparados com Sham. E no processo de remodelagcdo do colo do
fémur a ovariectomia levou ao aumento na porosidade cortical e diminuicdo na
espessura cortical. No grupo OVX/Gen notou-se maior aposi¢ao do tecido ésseo
no terco médio quando comparados com os demais grupos, com diminui¢ao
estatisticamente nas imunomarcag¢des da TRAP mas nao houve diferenga na
expressao da OCN. No colo do fémur observou-se que em ratas OVX houve
aumento na espessura trabecular e diminuicdo da porosidade cortical do colo do
fémur. Portanto conclui-se que a Gen diminui os efeitos do hipoestrogenismo no
reparo 0sseo alveolar com aumento na formacdo 6sseo e no processo de
remodelacdo do colo do fémur apresentou-se também acio positiva, com
aumento na espessura trabecular e diminuigcdo da porosidade cortical.

Palavras chave: Estrégeno, genisteina, exodontia, reparo alveolar.
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ABSTRACT

In mandibular and maxillary bones, hypoestrogenism affects the alveolar repair
process, reducing bone formation after tooth extraction. And in the process of
remodeling the bone tissue provides progressive decrease of bone mass. Among
the drugs studied in the attempt to minimize these effects, soy isoflavones, such
as genistein (Gen), are considered natural modulators of the estrogen receptor
because of their conformational binding. However, its action on bone tissue
remains controversial. The objective of this study was to analyze the action of
Gen in alveolar bone repair and remodeling of the femoral neck in ovariectomized
rats (OVX). Fourty Wistar rats (6 months) were randomly assigned to the
following groups: Sham/NaCl; Sham/Gen; OVX/NaCl; OVX/Gen. The vaginal
smear of the animals was collected daily to verify the estrous cycle for 15 days
and only animals with regular estrous cycle were accepted for our study.
Subsequently, the rats of the OVX groups at the 6° month were OVX, and the
rats of the Sham groups underwent the ovarian removal mock surgery. Ten days
after surgeries, the Sham/Gen and OVX/Gen experimental groups received 5.76
mg/kg/day of Gen, and the Sham/NaCl and OVX/NaCl groups received 0.3 mL
of NaCl by gavage during 90 days. The right upper central incisor was extracted
after 62 days of substitutive therapy. At the end of the 90 days, they were
sacrificed, the right alveolus was removed and the left femur was collected. The
alveolar middle third region was analyzed by histometric analysis and
immunohistochemical analysis of protein immunolabeling, Tartarate Resistant
Acid Phosphatase (TRAP) and Osteocalcin (OCN). The femoral neck was
analyzed using the computerized microtomograph. In alveolar bone repair the
effects of ovariectomy were observed, with a significant increase in the
immunoblot of the TRAP, but there was no statistical difference in the bone
apposition in the animals when compared with Sham. And in the process of
remodeling the femoral neck ovariectomy led to an increase in cortical porosity
and a decrease in cortical thickness. In the OVX/Gen group it was observed a
greater apposition of the bone tissue in the middle third when compared to the
other groups, with a statistically decrease in the immunoblot of the TRAP, but
there was no difference in the expression of the OCN. In the femoral neck it was
observed that in OVX rats there was an increase in the trabecular thickness and
a decrease in the cortical porosity of the femoral neck. Therefore, it is concluded
that Gen decreases the effects of hypoestrogenism on alveolar bone repair with
increased bone formation and on the remodeling process of the femoral neck.
Positive action was also observed, with increase in trabecular thickness and
decrease in cortical porosity.

Keywords: Estrogen, genistein, exodontia, alveolar repair.
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1. INTRODUGAO

A remodelagao do tecido 6sseo é processo necessario para proporcionar
integridade ao osso (Figura 1) (Katchburian et al, 2004). A dindmica balanceada
entre os osteoblastos (OBs), células de formacdo do tecido Osseo e os
osteoclastos (OCs), células responsaveis pela reabsorgéo 6ssea, € fundamental
para homeostasia do sistema esquelético (Andia et al, 2006).

As células precursoras dos OCs sdo encontradas nos tecidos
hematopoiéticos e ativadas por células da linhagem osteoblasticas (Meikle et al,
1992). A ativacado e o recrutamento dos OCs resulta em atividades reabsortivas
que, pela secrecdo de enzimas acidas e hidroliticas, degradam e liberam
fragmentos minerais e colagenosos (Datta et al, 2008). A figura 1 ilustra o

processo de remodelacao do tecido dsseo.

Células Células
hematopoiéticas mesenquimais

=
: )

Pré-osteoblastos

; Pré-osteoclastos
Células de

revestimento

Osteoclastos

Mondcitos

* Osteocitos
Osso

Figura 1. Ciclo de remodelamento 6sseo - processo de reabsorgao e formagao do tecido dsseo.
Adaptado de Lian et al., 2012.

ApoOs a reabsorcao, células mononucleadas da linhagem de macréfagos
e monadcitos preparam a superficie onde OBs irdo se aderir e iniciar o processo
de proliferagao celular, sintese de proteinas e formagao 6ssea (Sodek et al.,
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2000). Algumas citocinas como, receptor ativador do fator nuclear kB (RANK),
RANK ligante (RANKL) e osteoprotegerina (OPG), pertencentes a familia do
fator de necrose tumoral (TNF), foram identificadas como os principais fatores
envolvidos no controle da osteoclastogénese (Simonet et al., 1997; Riggs, 2000;
Ikeda et al., 2001; Katagiri et al, 2002; Lerner, 2004). RANKL, produzida por
células da linhagem osteoblastica, liga-se ao RANK, receptor localizado na
membrana de pré-osteoclastos e osteoclastos maduros, desencadeando o
recrutamento e ativagao dos efetuadores finais da osteoclastogénese (Suda et
al., 1999). As células da linhagem osteoblastica produzem também OPG,
receptor soluvel que se liga a RANKL, tornando-a indisponivel para ligar-se ao
RANK, inibindo a diferenciagéo e ativagado de OCs (Suda et al., 1999).

A osteocalcina (OCN), € uma proteina do colageno, sintetizada por
osteoblastos e megacariocitos, dependente da vitamina K (Thiede et al., 1994).
A fungdo da OCN no tecido ésseo ainda ndo esta totalmente estabelecida,
embora sua estreita associacdo com a fase mineral, indica fungéo no processo
de mineralizacdo (Allen, 2003). E secretada pelos osteoblastos maduros no
estagio final da sua diferenciagéo, durante o periodo da mineralizagado da matriz
extracelular. A quantidade de osteocalcina que entra na circulagdo sanguinea
depende da taxa de secrecdo individual dos osteoblastos e do numero de
osteoblastos que as secretam (Nielsen,1994).

A fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) é enzima originada dos
osteoclastos e eritrécitos, tem sido proposta como marcador de reabsorcao
0ssea, podendo ser utilizada para diagndstico ou acompanhamento de terapias,
visto que a atividade de TRAP aumentada no soro, foi demostrada em pacientes
com hiperparatireoidismo, doenga de Paget, carcinomas 6sseos e osteoporose
(Price et al., 1995; Bull et al., 1999). Apesar da TRAP ser marcador tipico dos
osteoclastos, a literatura mostra que osteoblastos também apresentam atividade
desta proteina. Lau e colaboradores (2003), ao realizarem comparagao
bioquimica entre TRAP proveniente dos osteoblastos e osteoclastos verificaram
que suas propriedades eram diferentes. A dindmica dessas células pode ser
influenciada tanto por fatores sistémicos como locais. Dentre os fatores
sistémicos destaca-se o estrogeno (Ez2) (Clowes et al, 2005), horménio que

desempenha numerosas funcgbes fisioldgicas, como agdes neuroenddcrinas,
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envolvidas no controle da ovulagado, preparo ciclico do trato reprodutor para
fertilizacdo, implantagdo do O6vulo e além de desempenhar agdes no
metabolismo de minerais, carboidratos, proteinas e lipidios (Williams et al, 1996).

A presenca de receptores estrogénicos funcionais em OBs ou em células
de linhagem osteoblastica humanas foi descrita por Eriksen e colaboradores
(1988) e Sarma e colaboradores (1998) sugeriram que o estrégeno reduz o
recrutamento de OC e/ou seus precursores; Kameda e colaboradores (1997)
sugeriram que o efeito do estrégeno seria no aumento do apoptose de OCs.
Além disso, existem evidéncias claras de que o hipoestrogenismo proporciona
progressiva diminuicdo da massa é6ssea em decorréncia do aumento da
secrecao de citocinas com agdes na reabsorgéo do tecido dsseo (Borelli, 1998;
Jama, 2001).

Entre as citocinas com propriedades reabsortivas moduladas pelo
estrogeno, destaca-se a interleucina (IL)-1 e a interleucina (IL)-4, que inibem a
diferenciacdo dos OCs (Bandeira, 2000). Porém, um dos fatores mais
influenciados pelo estrogeno é o fator de crescimento transformante- (TGF-pB).
Este constitui importante agente mitogénico para os OBs, diminuindo o
recrutamento e atividade reabsortiva dos OCs. Os fatores de crescimento
insulinico (IGFs), inicialmente produzidos pelos OBs e incorporados dentro da
matriz, como o TGF- 3, sado liberados com a atividade osteoblastica. Ao serem
liberados estimulam a proliferacdo e diferenciagdo osteoblastica, porém
possuem acao paracrina sobre os OCs (Turner et al 1994).

Tanto os estrégenos quanto o TGF- 3 aumentam a produgéo de OPG,
diminuindo, consequentemente, a diferenciacao e ativagao dos OCs, induzindo
a apoptose destas células (Steeve et al, 2004). A menor concentragédo
plasmatica deste hormbnio na menopausa € considerada um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento da osteoporose (Jama, 2001), por
acelerar a apoptose de OBs (Xing et al 2005) causando maior diferenciagéao,
recrutamento e sobrevida dos OCs. Esses eventos contribuem para intensa
diminuicdo da massa Ossea e maior perfuragdo nas trabéculas ésseas (Zhao,
2012).

A osteoporose € considerada relevante problema de saude publica

mundial (Cooper et al., 2011; Jeon et al., 2011), caracterizada pela diminuicéo
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da massa 0Ossea e deterioracdo da microarquitetura do tecido ésseo resultante
do desequilibrio entre reabsorgéo e formagéo dssea, que conduz a fragilidade e
ao aumento da incidéncia de fraturas 6sseas (Kanis et al., 1994). Nos EUA, no
ano de 2005, o numero de fraturas osteoporéticas foi estimado em mais de 2
milhdes, com custos totais de 17 milhdes de dolares. Mulheres com 65 anos ou
mais representaram 74% do total das fraturas, estimando-se 89% dos custos
relacionados (Ensrud, 2013). Estudos revelam que em 2025, a incidéncia anual
e custos relacionados a fraturas por fragilidade 6ssea aumentara em 50%, sendo
esta condicdo consideravelmente maior em mulheres menopausadas, por
possuirem cerca de 40 a 50% da massa éssea a menos até o final da vida
(Compston, 2001; Ensrud, 2013).

A complicagado mais temida da osteoporose € a fratura proximal de fémur.
Esta fratura resulta em 15% da mortalidade no primeiro ano pdés-fratura
comparado ao grupo nado afetado da mesma idade (Parker et al, 1995).
Representada perda significativa da autonomia e cerca da metade dos pacientes
torna-se incapaz de andar, com necessidades de cuidados domiciliar prolongado
(Riggs et al, 1995). O risco da fratura proximal de fémur nas mulheres na pos-
menopausa é de 14—17% e a incidéncia de aumenta exponencialmente com a
idade (Eddy et al, 1998). Os pacientes com fratura prévia s&o duas a cinco vezes
mais susceptiveis a fraturas futuras do que individuos sem fraturas (Solomon et
al, 2003).

O tecido 6sseo é capaz de reparar fraturas ou defeitos locais criados por
meio do processo de regeneragdo, com a formacdo de novo tecido
(Schenk,1994). O processo do reparo € ativado pela liberagdo de fatores de
crescimento e citocinas no local (Hollinger et al., 1996). Quando ocorre leséo no
0sso provocada ou ndo, o periosteo, vasos na cortical, medula e tecidos
circundantes sao rompidos. Ocorre sangramento oriundo das margens do tecido
0sseo lesado e dos tecidos moles vizinhos, formando-se hematoma ou coagulo
sanguineo dentro do canal medular, entre as extremidades da fratura 6ssea e o
periosteo (Mourad, 1997). O coagulo que ocorre apos a fratura ou defeitos
0sseos criados como a exodontia consiste em extravasamento de eritrocitos,
fibrina e plaquetas, que liberam fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF), TGF-a, fatores quimiotaticos e
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reguladores da atividade celular (Hollinger et al., 1996). Simultaneamente a
formacgao do coagulo, o tecido imediatamente adjacente se necrose estimulando
intensa resposta inflamatdria, caracterizada por vasodilatacdo, exsudagao do
plasma, leucdcitos e células mesenquimais (Mourad, 1997). Para que o reparo
se inicie, o coagulo sanguineo, os restos celulares e da matriz s&o removidos
pelos macrofagos, dando inicio ao processo do reparo 0sseo (Junqueira e
Carneiro, 2002).

A influéncia da deficiéncia estrogénica no processo do reparo 0sseo
alveolar foi investigada por Kawamoto et al. (2000) e Hsieh et al. (2003), os quais
observaram que as alteracbes Osseas alveolares induzidas por oclusao
traumatica e apds exodontia sdo agravadas pelas baixas concentracdes
plasmaticas do estrégeno. Luvizuto et al. (2011) também analisaram agédo do
hipoestrogenismo no reparo 6sseo alveolar e constataram que a deficiéncia do
estroégeno induz a osteoclastogénese no processo da regeneragao éssea.

Walsh et al. (1997) analisaram as propriedades mecanicas do reparo de
fraturas em fémures de ratas OVX e controle, verificaram que, nos menores
periodos de sacrificio (duas e quatro semanas), a ovariectomia alterou a
reparacao da fratura. Estudos realizados sobre a diferenca do reparo 6sseo entre
individuos com e sem osteoporose, sugeriram que ha redugao na capacidade de
remodelagdo e de reparagcdo desse tecido em individuos com osteoporose
(Marie et al., 1989; Namkung et al., 2001).

A terapia de reposi¢ado hormonal (TRH) tem sido utilizada como primeira
opgao para o tratamento do hipoestrogenismo em decorréncia da menopausa.
Porém o tratamento prolongado com TRH esta relacionado ao aumento na
incidéncia de cancer de mama e endométrio, assim como manifestgcdes
cardiovasculares, como tromboembolia e infarto (Consensus, 2001). Entre
outros farmacos estudados na tentativa de minimizar os efeitos do
hipoestrogenismo, as isoflavonas derivadas da soja, como a Gensiteina (Gen),
modulador natural do receptor de estrégeno, tem sido estudado devido sua
ligacdo conformacional com o receptor de estrégeno (Setchell, 2011). As
isoflavonas derivadas da soja séo fitoestrégenos ou fitohormdnios que fazem
parte do grupo de compostos ndo esterdides encontrados em diversos vegetais.
Este possui anel fendlico em sua estrutura, responsavel pela capacidade de
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ligacao aos receptores hormonais, podendo agir como agonistas ou antagonistas
dos receptores dos estrogenos, dependendo do sitio de atuacao (Alves et al,
2002).

Recentes estudos epidemiologicos tém sugerido que a incidéncia de

osteoporose pds-menopausa é menor na Asia que no ocidente. Uma das
possiveis explicagbes para esta diferenca se baseia na elevada ingestado de
produtos de soja, ricos em isoflavonas pelas mulheres asiaticas (Potter et al.,
1998). Anderson et al. (1998) e Potter et al. (1998), mostraram em estudos com
animais que a dieta rica em extratos de soja aumentaram a massa Ossea e
densidade mineral 6ssea (DMO). Marini et al. (2007) concluiram que a dieta rica
em Gen, célcio e vitamina D3 é capaz de modular positivamente a remodelagao
o0ssea em mulheres na pos-menopausa.
Possiveis mecanismos tém sido sugeridos para explicar os efeitos das
isoflavonas de soja no tecido 6sseo, os quais podem ajudar a prevenir o
desenvolvimento da osteoporose. Estudos prévios com animais, mostraram que
o tratamento com Gen aumentou a DMO e melhorou desempenho biomecanico
O0ssea em ratas ovariectomizadas (OVX) (Li et al, 2011). O efeito bifasico da Gen
no tecido 6sseo de ratas OVXs foi investigado por Anderson et al. (1998), os
quais encontraram resultados consistentes quanto a agao da Gen, mostrando
ser tao eficaz quanto a acdo do estrogeno, com efeito benéfico sob a DMO.
Nakajima et al. (2015), associaram tratamentos combinados com dosagem de
Gen e exercicios de resisténcia, verificando que essa associacao tem efeitos
benéficos, prevenindo a perda éssea, tendo melhor resultado do que seus
ensaios separados. Miao (2011) demonstra que em ratas OVX, a Gen em
diferentes doses (4.5, 9 e 18 mg/Kg) preserva a DMO e forca dssea.

Considerando a menor concentracdo de estrégeno em organismos
femininos menopausados, maior atividade osteoclastica sobre o tecido ésseo e
as consequéncias de terapias substitutivas, propomos a analise da agao da Gen,
um substrato natural, sobre o reparo do processo alveolar. Nossas hipéteses
sdo: 1) a diminuigdo da concentragdo plasmatica de estrogeno afeta o processo
de reparo 0sseo alveolar de ratas Wistar OVXs alterando a expressao de
proteinas envolvidas na formagao e reabsorgao 6ssea; 2) o tratamento com Gen
melhora aposi¢ao de tecido 6sseo no alvéolo de ratas Wistar OVXs; 3) o
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tratamento com Gen melhora a expressao de proteinas presentes no processo
de reparo 0sseo alveolar de ratas Wistar OVXs; 4) a diminuigdo da concentragao
plasmatica de estrégeno afeta o processo de remodelagcdo 6ssea no colo do
fémur de ratas Wistar OV Xs alterando a qualidade éssea trabecular e cortical e
5) o tratamento com Gen proporciona melhora da qualidade 6ssea trabecular e
cortical do fémur de ratas Wistar OVXs através da analise de microtomografia

ossea.

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atuagado da Gen no processo de regeneragao do osso alveolar e
o0 processo de remodelacdo do colo do fémur em ratas Wistar OVXs apés

extragdes do incisivo central superior direito.

2.2. Objetivos especificos
Testar as hipéteses de que, in vivo:
e A diminuicdo da concentracdo plasmatica de estrégeno afeta o
processo de reparo dsseo alveolar de ratas Wistar OVXs alterando
a expressao de proteinas envolvidas na formacgéo e reabsorgao

ossea;

e O tratamento com Gen melhora aposi¢cao de tecido 6sseo no
alvéolo de ratas Wistar OVXs utilizando o método de coloragao

hematoxilina e eosina (H&E);

e O tratamento com Gen melhora a expressdo de proteinas
presentes no processo de reparo 0sseo alveolar de ratas Wistar

OVXs, utilizando imunoistoquimica;

e A diminuigdo da concentragdo plasmatica de estrégeno afeta o
processo de remodelagao dssea no colo do fémur de ratas Wistar

OVXs alterando a qualidade éssea trabecular e cortical;
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e O tratamento com Gen proporciona melhora da qualidade éssea
trabecular e cortical do fémur de ratas Wistar OVXs através da

analise de microtomografia 6ssea.

3. METODOLOGIA

3.1. Animais

O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado pela
Comiss&o de Etica na Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia da
UNESP, campus de Aracatuba (FOA:2014-00558).

Foram utilizadas 40 ratas da linhagem Wistar (6 meses), mantidas em
gaiolas coletivas (4 animais/caixa) em ambiente controlado (temperatura em 22
1 2°C; ciclo de luz 12/12 h; umidade 55 £ 10%) e acesso livre a agua e ragéo
(Presence® Ratos e Camundongos, Paulinia, SP, Brasil/12-13g/kg calcio). Os

animais foram separados aleatoriamente em 4 grupos experimentais:

GRUPO | IDENTIFICAGCAO TRATAMENTO
Grupo Animais submetidos a cirurgia ficticia Sham
Sham/NaCl
1 qgue receberam NaCl durante 3 meses
Grupo Animais submetidos a cirurgia ficticia Sham
Sham/Gen
2 que receberam Gen durante 3 meses
Grupo Animais submetidos a OVX que receberam
OVX/NaCl
3 NaCl durante 3 meses
Grupo Animais submetidos a OVX que receberam
OVX/Gen
4 Gen durante 3 meses

Tabela 1. Distribuigdo dos grupos experimentais e as solu¢gées administradas.

3.2. Ciclo estral

O esfregaco vaginal dos animais experimentais foi colhido durante 15 dias
para verificagao do ciclo estral, por volta das 9h da manha e analisado a fresco
ao microscopio optico (Long e Evans,1922). Foram aceitos no trabalho animais
com ciclo estral regular. A figura 2 demonstra a coleta do esfregago vaginal e a

figura 3, as fases do ciclo estral.
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Figura 2. Esfregago vaginal coletado a fresco para verificagdo do ciclo estral das ratas dos
grupos experimentais. Fonte: Laboratério de Fisiologia Enddcrina e Envelhecimento da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA-UNESP).

Figura 3. Fases do ciclo estral observadas a fresco em microscopio 6ptico. Fonte: Laboratério de
Fisiologia Enddcrina e Envelhecimento da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA-
UNESP).

3.3. Ovariectomia

Apds confirmagao da regularidade do ciclo estral, os animais dos grupos
OVX/NaCl e OVX/Gen foram OVXs e os animais dos grupos Sham/NaCl e
Sham/Gen foram submetidos a cirurgia ficticia (Sham-ovariectomia), todos

realizados em ratas de 6 meses. Os procedimentos cirurgicos foram realizados
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utilizando instrumentais adequados e esterilizados. Para anestesia os animais
foram pesados e foi utilizado solugdo de 13 mg/Kg de cloridrato xilazina
(ANASEDAN ®, i.p.) e 33 mg/Kg de cloridrato de quetamina (DOPALEN ®, i.m.).
ApOs anestesia, foi realizado tricotomia na regido lateral do abdémen, abaixo do
ultimo arco costal e antissepsia com alcool iodado. Fez-se incisdo longitudinal,
em seguida foi feito divulsdo do tecido subcutédneo e posterior incisdo da
musculatura (figura 4). O ovario foi exposto e removido, sendo este procedimento
realizado bilateralmente. Ao fim dos procedimentos a camada muscular e pele
foram suturadas com fio de seda 4.0 (Ethicon Johnson& Johnson), e por fim nova
antissepsia com alcool iodado na regido suturada. Para realizagdo da cirurgia
ficticia Sham de remogao de ovario, foi realizada a mesma técnica utilizada para
os grupos OVX, com exposi¢cao dos ovarios, posteriormente recolocados e a
camada muscular e pele foram suturadas com fio de seda 4.0 (Ethicon Johnson&
Johnson), e por fim nova antissepsia com alcool iodado na regido suturada.
Apo6s as cirurgias, todos os animais experimentais receberam dose
profilatica de antibidtico (0,1mL/kg, i.m.; Veterinary Pentabiotic; Fort Dodge
Animal Health Ltd) e as ratas foram deixadas em caixas separadas nas primeiras

24 horas ap0s a cirurgia.

Figura 4. Cirurgia de ovariectomia das ratas experimentais. (A) incisdo abdominal lateral; (B)
exposigéo do ovario para ovariectomia (seta sinalizando o ovario); (C) fechamento da incisdo na
regido abdominal. Fonte: Laboratério de Fisiologia Endécrina e Envelhecimento da Faculdade
de Odontologia de Aragatuba (FOA-UNESP).



27

3.4. Terapia Substitutiva

Dez dias apés a realizagao das cirurgias Sham-OVX ou OVX, os animais
experimentais receberam, 5 vezes por semana, por gavagem, 0,3 mL de NaCl
(grupos Sham-NaCl e OVX-NaCl) ou tratamento com 5,76 mg/kg/dia de Gen
(grupos Sham/Gen e OVX/Gen) (Miao, 2012), durante 90 dias. A figura 5 ilustra

a administracéo das solugdes por gavagem.

Figura 5. Administragdo das solugdes por gavagem. Fonte: Laboratério de Fisiologia Enddcrina
e Envelhecimento da Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA-UNESP).

3.5. Exodontia

Apos 62 dias de terapia substitutiva, tanto os animais OVXs, quanto os
animais Sham, foi realizada a exodontia do incisivo central superior direito sob
efeito de anestesia geral. Para anestesia foi utilizado solugao de 13 mg/Kg de
cloridrato xilazina (ANASEDAN ®, i.p.) e 33 mg/Kg de cloridrato de quetamina
(DOPALEN ®, i.m.). Fez-se sindesmotomia, luxagao e o dente foi removido, com
instrumentos estéreis e adequados. Ao final do procedimento, a regido do alvéolo
foi suturada com ponto simples usando fio de seda n°® 4.0. Todos os animais
receberam dose de 0,1 mL de antibiético (Veterinary Pentabiotic; Fort Dodge

Animal Health Ltd) apds a exodontia. A figura 6 mostra as etapas da exodontia.
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Figura 6. Exodontia do inciso central direito. Fonte: Laboratério de Fisiologia Enddcrina e
Envelhecimento da Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA-UNESP).

3.6. Coleta do material

Apos 90 dias de tratamento e 28 dias da exodontia, os animais
experimentais foram pesados e anestesiadas com solugdo de 13 mg/Kg de
cloridrato xilazina (ANASEDAN ®, i.p.) e 33 mg/Kg de cloridrato de quetamina
(DOPALEN ®, i.m.). Os animais foram eutanasiados por decapitacdo. Os uteros
de todos os animais experimentais foram coletados e pesados. Posteriormente
foi separado a mandibula da maxila por corte nos musculos e ligamentos da
articulagdo temporomandibular. A separacdo das hemi-maxilas direita e
esquerda, foi realizada por meio de incisao sagital mediana, que acompanha a
sutura inter-maxilar. O alvéolo direito foi obtido apds cortes com tesoura reta
tangenciando a face distal dos molares, fixadas em formalina neutra 10% por 48
horas, em temperatura ambiente. Posteriormente lavadas em agua corrente (12
horas) e descalcificadas em EDTA 10% por 90 dias. Os fémures foram coletados
e limpos removendo os tecidos moles e estocados em freezer -20° C. A figura 7

mostra a sequéncia dos eventos realizados.

19 dia 10° dia 62° dia 90° dia

Ovariectomia Tratamento Exodontia Eutanasia

Figura 7. Sequéncia de eventos do protocolo experimental
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3.7. Processamento histolégico das amostras

Apos o processo da descalcificagdo, as pegas foram lavadas em agua
corrente (12h), desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina, usando o
método de rotina. Em micrétomo Leica foram efetuados cortes semi-seriados
com 3 micrometros (um) de espessura, orientando-os de forma a permitir cortes
dos alvéolos no sentido vestibulo-lingual e paralelamente ao longo do eixo. Os
cortes para analise histométrica foram colocados em laminas foscas, lapidadas
e posteriormente corados com H&E, e os cortes para analise imunoistoquimica
das proteinas do metabolismo 6sseo foram colocados em laminas silanizadas

(figura 8).

1

Figura 8. A: Etapas do processamento histolégico. (A) pecas emblocadas em parafina; (B)
microtomo para realizagdo dos cortes semi-seriados; (C) ldminas foscas lapidadas para

coloragado H&E; (D) laminas silanizadas para imunomarcacgao.

3.7.1. Analise Histométrica do reparo 6sseo alveolar
Para analise histométrica foi padronizada a mensuragéao do tergo médio
do processo alveolar para cada corte (figura 8). Foram analisados dois cortes

por animal e os resultados expressos pela média.
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Figura 9. Esquema do processo alveolar dividido nos tergos apical (), médio (ll) e cervical (lll).

A analise histométrica quantitativa da aposicéo do tecido 6sseo alveolar
foi realizada com auxilio do software Leica Qwin Colour/RGB. As imagens foram
adquiridas no aumento de 10x, 20x e 40x (figura 10) em camera digital (JVC TK-
1270 Color Video Céamera) acoplada ao microscopio optico (Microscopio
trinocular Leica DM 4000B) e conectada ao computador. Para quantificacao do
osso do terco médio alveolar foi utilizado programa de processamento de
imagens baseado em Java (Imaged, National Institutes of Health, versao
51.52.0.0) com 2.4 de disténcia em pixels, aumento de 40x. Os dados foram

apresentados como percentual de area éssea.

20x

40x

Figura 10. Esquema representativo da regido de analise do terco médio alveolar das ratas de 9

meses, 28 dias apods exodontia. (A) Corte histolédgico (3 um) no aumento de 10x, com
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representacao do seio maxilar; (B) regido de anélise do ter¢go médio alveolar; (C) regido do tergo

médio alveolar no aumento de 20x; (D) regido do ter¢o médio alveolar no aumento de 40x.

3.7.2. Anadlise Imunoistoquimica do reparo O&sseo

alveolar

Os espécimes experimentais foram os mesmos utilizados para a
realizagcao da analise histométrica e o processamento laboratorial idéntico até o
momento da obtencdo dos cortes com 3 ym de espessura. Posteriormente, os
cortes foram submetidos a reagcdes imunoistoquimicas através do método de
deteccgao pela imunoperoxidase. As etapas do processamento imunoistoquimico
incluem desparafinizagdo, bloqueio da peroxidase enddégena com peroxido de
hidrogénio 30%, recuperacédo antigénica com solugdo tampéo fosfato citrato e
bloqueio da biotina enddgena utilizando leite desnatado. A figura 11 demonstra

algumas etapas do processo de imunoistoquimica.

IDECLOAKING]
CHAMBER

Figura 11. (A) Lavagem em PBS das laminas silanizadas; (B) Panela de presséo utilizada para

recuperacao do antigeno em tampao citrato.

Na sequéncia, foi realizado protocolo de incubacdes, tendo como
anticorpos primarios: anti-OCN, produzido em cabras (goat anti osteocalcin
polyclonal, Santa Cruz Biotechnology, SC 18319) e anti-TRAP, produzido em
cabras (goat anti trap polyclonal Santa Cruz Biotechnology, SC 30832). O
anticorpo secundario utilizado foi o anticorpo biotinilado anticabras produzido em
coelhos (Pierce Biotechnology). A amplificacdo do sinal da reacéao foi realizada
utilizando-se o kit Elite Avidina e Biotina e a reagao foi revelada utilizando a
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diaminobenzidina (DAB) como cromogeno. Na sequéncia, os cortes receberam
contra coloragdo por hematoxilina de Harris (GARCIA et al. 2014). A
imunomarcacado foi definida como coloragdo acastanhada presente no
citoplasma celular. As pontuag¢des de imunomarcacao para fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP) foram adaptadas de FARIA et al. (2008): escore
3 indica alto padréo, mais de 8 células imunorreativas (IR) por area; escore 2
indica padrao moderado, de 3 a 7 células IR por area; escore 1 indica baixo
padrao, menos de 3 células IR por area; e escore 0 indica auséncia de
imunomarcacéo. Apenas as células TRAP-positivas multinucleadas perto da
superficie 6ssea foram quantificadas. As pontuacdes de imunomarcacgao para
osteocalcina (OCN) foram adaptadas de GARCIA et al. (2014): escore 3 indica
alto padrao, aproximadamente 75% de células IR por area; escore 2 indica
padrao moderado, cerca de 50% de células IR por area; escore 1 indica baixo
padrao, cerca de 25% de células IR por area; e escore 0 indica auséncia de
imunomarcacéao. Estas pontuagdes de imunomarcagao foram comparadas entre
0s grupos experimentais. Todas as incubag¢des dos anticorpos foram realizadas

em camara umida a temperatura de 25°C.

3.8. Analise de Microtomografia Ossea (MCT) do colo do

fémur

A microtomografia 6ssea foi realizada com microtomoégrafo
computadorizado Skyscan 1272 (Skyscan, Aartselaar, Bélgica), utilizado para
avaliagdo tridimensional ndo destrutiva da arquitetura déssea. A regido de
interesse de osso cortical e trabecular do colo do fémur foi manualmente
interpolada; foram realizados 150 slices (fatias) acima da placa de crescimento,
com resolugcdo de 6 um. O fémur foi posicionado craniocaudalmente para a
andlise. Os parametros analisados para osso trabecular foram: BV/TV (% -
volume ésseo/ tecido 6sseo), Tb.Th (mm — espessura trabecular), Tb.N (1/mm —
namero de trabéculas), Tb.Sp (mm — separagéao trabecular), e do osso cortical:
Ct.Ar (mm?, area cortical), Ct.Th (mm, espessura cortical), porosidade total (%),
pMOI (mm*, média do momento polar de inércia). As andlises foram realizadas
pelo software de analise SkyScan (software SkyScan ™ CT-analisador, a versao

1.6.0). As reconstrugbes em 3 dimensbes foram realizadas utilizando-se o
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software CTVox SkyScan. A figura 12 mostra o microtomografo (A) e a regido de

interesse analisada do colo do fémur (B e C).

Figura 12. (A) Aparelho Skyscan 1272; (B) Regido de interesse; (C) Regido de interesse

manualmente interpolada para osso trabecular e cortical.

3.9. Analise Estatistica:

Os resultados foram analisados através do GraphPad Prism 6.0,
expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e considerados
estatisticamente significantes quando p < 0,05. As comparagdes multiplas dos
dados foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) TWO-WAY seguida
pelo pos-teste de Tukey. A analise imunoistoquimica foi realizada pelo teste de

Kruskal-Wallis ndo paramétrico seguida por pos-teste de Newman-Keuls.

4. RESULTADOS

4.1. Peso corporal Inicial e Final

A figura 13 mostra o peso corporal inicial (ratas de 6 meses) e final dos
animais experimentais (ratas de 9 meses). Os animais do grupo OVX/Gen
apresentaram peso corporal final estatisticamente maior que o inicial, além de
apresentarem peso corporal inicial menor quando comparados com 0O grupo
OVX/NaCl (p = 0,0046).
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Figura 13. Peso corporal inicial (ratas de 6 meses), antes da OVX e final (ratas de 9 meses) de
ratas Sham ou OVX que receberam Gen ou NaCl por 90 dias. Abreviaturas e simbolos:
Sham/NaCl = animais submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam NaCl durante 3 meses;
Sham/Gen = animais submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam Gen durante 3 meses;
OVX/NaCl = animais submetidos a OVX e receberam NaCl durante 3 meses; OVX/Gen = animais

submetidos a OVX e receberam Gen durante 3 meses; * vs OVX/NaCl, & vs inicial.

4.2 Peso do utero

Com a finalidade de verificarmos se o tratamento com Gen exerceria
alguma acao no utero dos animais experimentais, coletamos e pesamos o utero
logo apds a eutanasia dos animais, apresentado na figura 14. Os animais
OVX/NaCl apresentaram peso uterino estatisticamente menor que os animais do
grupo Sham/NaCl (p < 0,0001) e os animais do grupo OVX/Gen apresentaram

peso uterino menor em relagado aos animais Sham/Gen (p < 0,0001).
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Figura 14. Peso do utero normalizado por 100 gramas de peso corporal (pc) de ratas wistar de
9 meses que receberam Gen ou NaCl por gavagem durante 3 meses. Abreviaturas e simbolos:
Sham/NaCl = animais submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam NaCl durante 3 meses;
Sham/Gen = animais submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam Gen durante 3 meses;
OVX/NaCl = animais submetidos a OVX e receberam NaCl durante 3 meses; OVX/Gen = animais

submetidos a OVX e receberam Gen durante 3 meses; * vs Sham/NaCl, # vs Sham/Gen.

4.3. Anadlise Histométrica do reparo 6sseo alveolar

A analise da regiao do terco médio alveolar dos animais experimentais
baseou-se na quantidade de tecido dsseo formado assim como na composi¢cao
deste tecido, pela espessura e espaco trabecular. Os resultados expressos na
figura 15 (A e B) evidenciaram maior formacéo 6éssea no grupo OVX/Gen quando
comparado aos grupos OVX/NaCl (p <0,0001) e Sham/Gen (p = 0,0066), notou-
se aposicao trabecular de forma regular no alvéolo, principalmente nas areas
centrais.

Nas analises dos grupos Sham/NaCl, OVX/NaCl e Sham/Gen nao foram
encontradas diferengas estatisticamente significantes, porém, no grupo
Sham/NaCl notou-se areas com trabéculas 6sseas, deixando espacos ocupados
por tecido conjuntivo com moderado numero de fibroblastos. Também foram
observadas ilhas de tecido 6sseo neoformado caracterizadas por osso imaturo

com grande quantidade de OBs ainda em processo de produgdo de matriz
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0ssea; no grupo OVX/NaCl a analise histolégica evidenciou tecido pouco
organizado, com trabéculas delgadas, mais evidentes nas regides centrais do
alvéolo, com atraso no processo de reparo alveolar sendo bastante evidente a
presenca de tecido de granulagdo em sua maior area, com poucas ilhas de tecido
0sseo neoformado, caracterizadas por osso imaturo com grande quantidade de
OBs ainda em processo de producao de matriz 6ssea e pouco préxima uma das
outras; e no grupo Sham/Gen notou-se maior quantidade do tecido neoformado
preenchendo regularmente o espag¢o ao nivel do terco médio e deposi¢ao de
tecido mais organizado com espagos medulares menos extensos. A analise two-

way ANOVA revelou interacao (p = 0,0001).

100 OVX/Gen: p = 0,001

+#
60
40
204

Sham/NaCl| OVX/NaCl Sham/Gen' OVX/Gen

Area 6ssea (%)

Figura 15. (A) Cortes histoldgicos (3um) do tergo médio alveolar de ratas de 9 meses, 28 dias
ap6s exodontia e 90 dias da administracdo de NaCl (Sham/NaCl e OVX/NaCl) ou Gen
(Sham/Gen e OVX/Gen) por gavagem. (B) Formagao dssea no tergo médio alveolar das ratas
de 9 meses, 28 dias apds exodontia e 90 dias de administragao da solugao fisiologia (Sham/NacCl
e OVX/NaCl) e Gen (Sham/Gen e OVX/Gen) por gavagem. Abreviaturas e simbolos: Sham/NaCl

= animais submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam NaCl durante 3 meses; Sham/Gen

animais submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam Gen durante 3 meses; OVX/NaCl

animais submetidos a OVX e receberam NaCl durante 3 meses; OVX/Gen = animais
submetidos a OVX e receberam Gen durante 3 meses; # vs Sham/Gen, * vs OVX/NaCl;
OVX/GEN indica interagao.
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4.4. Analise Imunoistoquimica do reparo 6sseo alveolar

Nos animais do grupo OVX/NaCl houve aumento na imunomarcagao
TRAP quando comparados ao grupo Sham/NacCl (p = 0,0032), enquanto que nos
animais OVX/Gen, o tratamento com Gen resultou em diminuigao
estatisticamente significante da expressao da proteina TRAP quando comparado
ao grupo OVX/NaCl (p = 0,0032) (figura 16 A). Os resultados obtidos n&o

demonstraram diferenca estatistica para OCN nos grupos experimentais.
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Figura 16. Graficos que mostram o padréo de imunorreatividade para fosfatase acida resistente
ao tartarato (TRAP) e osteocalcina (OCN), de ratas Sham ou ovariectomizadas (OVX) de 9
meses, 28 dias apos exodontia e 90 dias da administragdo de NaCl (Sham/NaCl e OVX/NaCl) e
Gen (Sham/Gen e OVX/Gen) por gavagem. Abreviaturas e simbolos: Sham/NaCl = animais
submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam NaCl durante 3 meses durante 3 meses;
Sham/Gen = animais-submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam Gen durante 3 meses;
OVX/NaCl = animais submetidos a OVX e receberam NaCl durante 3 meses; OVX/Gen = animais

submetidos a OVX e receberam Gen durante 3 meses; * vs Sham/NaCl; * vs OVX/NaCl.

A figura 17, mostra as imunomarcacgdes tanto para TRAP quanto OCN,

padronizada como as colora¢des acastanhadas no citoplasma das células.
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Figura 17: Cortes histoldgicos (3um) do tergo médio alveolar de ratas de 9 meses, 28 dias apds
exodontia e 90 dias da administragdo de NaCl (Sham/NaCl e OVX/NaCl) ou Gen (Sham/Gen e
OVX/Gen) por gavagem, mostrando as imunomarcagdes para TRAP e OCN. Sham/NaCl (A) =
animais submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam NaCl durante 3 meses; OVX/NaCl

(B) = animais submetidos a OVX e receberam NaCl durante 3 meses; Sham/Gen (C) = animais
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submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam Gen durante 3 meses; OVX/Gen (D) = animais

submetidos a OVX e receberam Gen durante 3 meses;

4.5. Microtomografia 6ssea do colo do fémur
A figura 18 mostra a regido de interesse (A) manualmente interpolada do
osso trabecular (B) e cortical (C) do colo do fémur, e as imagens representativas

da reconstru¢cdo em 3D do trabeculado e cortical 6sseos dos animais Sham/NaCl
(D e H), Sham/Gen (E e ), OVX/NaCl (F e J) e OVX/Gen (G e K).

Sham/Nacl Sham/Gen OVX/Nacl OVX/Gen

Figura 18. Reconstru¢cdo 3D do colo do fémur de ratas de 9 meses Sham ou OVX, que
receberam por 3 meses NaCl ou Gen por 3 meses. Selecdo dos slices que compreendem o colo
do fémur (A), delimitagdo da regiao de interesse trabecular (B) e cortical (C). Reconstrugdo em
3D do trabeculado e cortical 6sseos dos animais Sham/NaCl (D e H), Sham/Gen (E e ),
OVX/NaCl (F e J) e OVX/Gen (G e K). Abreviaturas: Sham/NaCl = animais submetidos a cirurgia
ficticia Sham que receberam NaCl durante 3 meses; Sham/Gen = animais submetidos a cirurgia
ficticia Sham que receberam Gen durante 3 meses; OVX/NaCl = animais submetidos a OVX e
receberam NaCl durante 3 meses; OVX/Gen = animais submetidos a OVX e receberam Gen

durante 3 meses.

A figura 19 mostra a analise trabecular do colo do fémur de animais de 9
meses Sham ou OVX que receberam NaCl ou Gen por 90 dias. Para o parametro
Tb.Sp ndo houve diferenga estatisticamente significantes, enquanto que para
BV/TV, Tb.Th e Tb.N foram encontradas.
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Em relacdo a BV/TV, o grupo OVX/Gen apresentou diminui¢do
significante neste parametro quando comparado aos animais Sham/Gen (p =
0,0214). Na analise de Tb.Th, os grupos OVX/NaCl (p = 0,0094) e Sham/Gen (p
= 0,0025) apresentaram menor Tb.Th quando comparado ao Sham/NaCl, e o
grupo OVX/Gen apresentou Tbh.Th estatisticamente maior que OVX/NaCl (p =
0,0390) e Sham/Gen (p = 0,0099). Para Tb.N, o grupo Sham/Gen apresentou
Tb.N maior em relagdo ao Sham/NaCl (p = 0,0307), e o grupo OVX/Gen
apresentou Tb.N menor que OVX/NaCl (p = 0,0245) e Sham/Gen (p = 0,0007).
A analise two-way ANOVA revelou interagdo nos parametros BV/TV (p = 0,0174),
Tb.Th (p <0,0001) e Tb.N (p = 0,0006).
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Figura 19. Analise da regido do osso trabecular do colo do fémur de ratas wistar de 9 meses que
receberam Gen ou NaCl por gavagem durante 3 meses. Abreviaturas e simbolos: Sham/NaCl =
animais submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam NaCl durante 3 meses; Sham/Gen =
animais submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam Gen durante 3 meses; OVX/NaCl =
animais submetidos a OVX e receberam NaCl durante 3 meses; OVX/Gen = animais submetidos
a OVX e receberam Gen durante 3 meses; BV/TV (% - volume 6sseo/ tecido 6sseo), Tb.Th (mm
— espessura trabecular), Tb.N (1/mm — nudmero de trabéculas), Tb.Sp (mm - separagao
trabecular). * vs Sham/NaCl; # vs Sham/Gen; * vs OVX/NaCl; OVX/Gen indica interagéo.
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A figura 20 mostra a analise cortical do colo do fémur de animais de 9
meses Sham ou OVX que receberam NaCl ou GEN por 90 dias. Para os
parametros Ct.Ar, Ct.Th e pMOI ndo tiveram diferengcas estatisticamente
significantes, enquanto que para porosidade total foram encontradas. Os grupos
OVX/NaCl (p = 0,0403) e Sham/Gen (p = 0,0380) apresentaram maior
porosidade total quando comparados ao grupo Sham/NaCl, enquanto que para
o grupo OVX/Gen este parametro foi menor quando comparado aos grupos
OVX/NaCl (p = 0,0201) e Sham/Gen (p = 0,0196). A anadlise two-way ANOVA

revelou interacédo na porosidade total (p = 0,0012).
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Figura 20. Analise do osso cortical do colo do fémur de ratas wistar de 9 meses que receberam
Gen ou NaCl por gavagem durante 3 meses. Abreviaturas e simbolos: Sham/NaCl = animais
submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam NaCl durantes 3 meses; Sham/Gen = animais
submetidos a cirurgia ficticia Sham que receberam Gen durante 3 meses; OVX/NaCl = animais
submetidos a OVX e receberam NaCl durante 3 meses; OVX/Gen = animais submetidos a OVX
e receberam Gen durante 3 meses; Ct.Ar (mm?2, area cortical), Ct.Th (mm, espessura cortical),
porosidade total (%), pMOI (mm*, média do momento polar de inércia). * vs Sham/NaCl; # vs
Sham/Gen; * vs OVX/NaCl; OVX/Gen indica interagao.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo revelam diferenca estatisticamente
significante no reparo 6sseo alveolar do terco médio dos animais OVX tratados
com Gen. A administracdo da Gen auxilia no processo de reparo 6sseo alveolar,
com maior aposi¢gao do tecido 6sseo trabecular no terco médio e redugao
estatisticamente significante na imunomarcacao da TRAP. Analisando o colo do
fémur dos animais OVXs tratados com Gen, houve diminuigdo na porosidade
cortical, e aumento estatisticamente significante de Tb.Th, no entanto teve
diminuicao BV/TV e Tb.N.

A diminuicdo da secregao do estrogeno causada pela ovariectomia
proporciona alteragao nos parametros relacionados a reabsor¢ao e formacgao do
tecido 6sseo alveolar, apds a extragcao dentaria. Portanto, ratas OVXs € modelo
util para analise do reparo 6sseo alveolar, pelo fato de apresentar caracteristicas
semelhantes as desencadeadas pela menor concentracdo plasmatica de
estrégeno ocorridas em mulheres na pos-menopausa. Realizamos este estudo
em ratas com 6 meses e em intenso periodo de atividade ovariana, cuja retirada
das gbnadas e a consequente menor concentragao plasmatica dos horménios
sexuais determina diminuicdo na formagdo e aumento na reabsorcdo Ossea,
sendo adequado para estudar questdes relacionadas com a ocorréncia de
osteopenia e osteoporose na pos-menopausa (Kalu, 1991).

Ao analisar os dados referentes a massa corporal, verificou-se que houve
diferenca estatistica significante dos animais OVXs tratados com Gen. O
aumento é considerado ser decorrente de decréscimo no metabolismo das ratas
OVXs e nao decorrente de aumento na ingestao do alimento (Deyhim et al,
2003). Nesse estudo, observamos que os animais OVXs apresentaram maiores
meédias do peso corporal que os grupos sham. Houve diferengca estatistica
quando comprados os animais do grupo OVX/Gen no inicio do tratamento e no
final. Podendo esta diferencga ser justificada pela diminuigdo do metabolismo das
ratas OVXs (Deyhim et al, 2003) e pela a agdo da Gen em induzir a diferenciagéo
adipogénica, por regular positivamente a expressao de Ppary (Zhang et al,
2016).
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No presente estudo verificou-se que nos animais OVXs diminuiu o peso
uterino estatisticamente significante quando comparados com os animais sham.
Ishimi et al. (2000) observaram que a administracdo de Gen a 0,7 mg/dia
preveniu perda éssea trabecular, porém n&o provocou nenhum efeito hipertréfico
no utero, enquanto a administragdo de Gen a 5 mg induziu hipertrofia uterina. Os
autores sugeriram que existe diferenca entre as doses de Gen que protegem a
perda éssea e que induzem hipertrofia uterina. Neste estudo, ndo se observou
diferenga estatisticamente significante entre os animais OVX que receberam o
tratamento com Gen (OVX/GEN) e os que receberam a solugdo de NaCl
(OVX/NaCl).

A influéncia da menor concentragcédo plasmatica do estrégeno no reparo
0sseo alveolar, tem sido bastante estudado e autores como Tanaka et al (2002),
sugerem que ha redugdo na formagdo Ossea durante o hipoestrogenismo.
Analisando nossos resultados, o efeito da menor concentragdo estrogénica
sobre o volume trabecular do terco médio alveolar das ratas com 9 meses, nao
se observou diferencas estatisticamente significante na formacao 6ssea. Mas
pode-se notar na analise histoldgica maior aposigédo do tecido ésseo no grupo
sham.

A analise histométrica foi realizada no aumento de 40x com intuito de
facilitar a visualizagdo dos ostedcitos e permitir avaliar a qualidade das
trabéculas 6sseas neoformadas. Nesse estudo pode-se verificar que a
administracado da Gen 5,76 mg, 5 vezes por semana favoreceu a formagao do
tecido 6sseo, diminuiu os efeitos reabsortivos nos animais OVXs e observou-se
maior aposig¢ao do tecido 6sseo no terco médio alveolar quando comparado
com os animais dos grupos OVX/NaCl e Sham/Gen. Esses resultados estdo em
consonancia com estudos relatados na literatura, como por exemplo pesquisa
realizada por Bhattarai et al. (2017) em que a administragédo da Gen inibiu a
perda 6sseo alveolar mediada por degradacao periodontal com diminuicdo na
diferenciacdo dos OCs e a expressao de moléculas relacionadas a inflamacao.
Sukmanskii (2002), apresentou dados sobre a agdo das isoflavonas no tecido
0sseo mostrando seu efeito anabdlico sobre o metabolismo do tecido dsseo,
evitando a perda do osso em animais OVX, inibindo a reabsor¢do e aumento da

formacgao Ossea.
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Outra analise importante para a compreensdao da acdo da Gen no
processo de reparo alveolar é a imunomarcacgao da proteina TRAP, marcador de
reabsorgdo. Os resultados indicam aumento no processo reabsortivo em ratas
do grupo OVX/NaCl, uma vez que observou-se aumento estatisticamente
significante na imunomarcagdo da TRAP (Christenson, 1997). E quando
comparados os animais do grupo OVX/Gen com os animais do grupo OVX/NaCl,
a atividade da TRAP reduziu de forma estatisticamente significante sugerindo
que além de favorecer a formagao éssea, a Gen inibiu a reabsor¢ao nos animais
com menor concentragao plasmatica de estrégeno.

A imunomarcacédo da OCN esta relacionada com a qualidade dssea e a
sua concentragao no tecido 6sseo se deve, possivelmente, a acdo dos OBs
maduros os quais secretam e determinam o processo de mineralizagao (ROBEY,
2003). No presente estudo ndo se observou diferenga estatista entre os grupos
experimentais, na expressdo da OCN realizada no tecido 6sseo alveolar.

Luo, et al, (2012) mostraram que Gen regula a ativacéo induzida por IL-1
da Proteina-quinase ativada por mitogenos (MAPKs) em células de ligamento
periodontal humano através do receptor acoplado a proteina G 30. A destruicao
do tecido periodontal na periodontite € mediada por citocinas inflamatorias
produzidas por tecido hospedeiro, como interleucina-1p (IL-1B). A expressao do
receptor 30 acoplado a proteina G (GPR30), também conhecido como receptor
de estrogénio acoplado a proteina G em células do ligamento periodontal
humana é regulada pela IL-13. Em contraste, a Gen adia a ativacédo de MAPKs
induzidas por IL-1B. Assim, a Gen desempenha func¢ao na regulacéo da ativagao
MAPK via GPR30.

Divergindo dos nossos resultados, Silveira et al (2007), analisaram os
efeitos inicias da ovariectomia e tratamento com estrogeno e isoflavonas da soja,
isolados e associados, na reparo do osso alveolar e no utero de ratas. Nesse
estudo utilizaram o estrato de soja a 40%, na concentragao de 15 mg/kg/dia, por
gavagem, iniciado o tratamento dois dias apos a ovariectomia. 15 dias apos a
ovariectomia fez-se a exodontia e a eutanasia nos diferente tempos apds a
exodontia (7, 21 e 45). E concluiram que, o tratamento com as isoflavonas de
soja, na concentracao utilizada nao influenciou o processo do reparo e também

ndao apresentou efeito uterotréficos. Porém nao ha relatos na literatura
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demonstrando os efeitos benéficos da Gen no reparo do tecido alveolar. Nosso
estudo evidencia maior formacao dssea, possivelmente devido a diminui¢cao da
atividade osteoclastica.

Analisando o colo do fémur, atraves da microtomografia ossea, o presente
estudo demonstra que em ratas com 9 meses, OVXs desde os 6° meses de vida
e que receberam Gen durante 90 dias, ocorreu diminuigdo da porosidade
cortical, aumento da espessura das trabeculas, porém diminuigdo no volume
0sseo e no numero de trabéculas.

Muitas pesquisas indicam efeito positivo da Gen em humanos e em
modelos animais, ndo apenas no tecido esquelético, mas também com efeito
ansiolitico e antidepressivo, além de seguranga cardiovascular e diminuicao de
risco ao desenvolvimento de cancer (Taylor, 2009). Pesquisadores tem discutido
os efeitos benéficos da Gen na estrutura 6ssea de ratas OVXs. Miao (2012)
demonstra que em ratas OVXs, a Gen em diferentes doses (4.5, 9 e 18 mg/Kg)
preserva a densidade mineral e forga 6ssea. Azboy (2016) afirma que a
suplementacdo com Gen melhora as propriedades mecanicas 6sseas. Zhou et
al. (2013), sugeriram que a Gen pode modular signifcamente o nivel de
expressao génica relacionada ao metabolismo 6sseo do colo do fémur de rato
in vitro.

No entanto, Zhang et al. (2016), demonstraram que a suplementagao
com Gen induz a diferenciagéo adipogénica e suprime o potencial osteogénico
de células estromais derivadas da medula éssea por regular positivamente a
expressdo de PPARY. Turner (2013) mostra que os niveis séricos de Gen,
semelhantes aos consumidos por mulheres com dieta alta de soja, sado ineficazes
na prevencao ou tratamento da perda déssea em modelos de ratas para
osteoporose primaria. Turner (2013), sugeriu que a Gen oral administrada como
suplemento dietético em diferentes concentragdes (485 ug/dia e 9,07 pg/dia) ndo
influenciou nos efeitos da baixa concentragao plasmatica do estrégeno sobre a
massa, arquitetura Ossea, esponjosas e corticais. Cano, et al (2008)
demonstraram que em ratas OVX, a suplementacdo com Gen nao limitou a perda
tibial de DMO e a deterioragdo da microestrutura éssea induzidas pela OVX,

embora tenha apresentagao pequenas alteragdes corticais.
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6. CONCLUSAO

A anadlise dos resultados, sob as condi¢gdes experimentais utilizadas,

possibilitou concluir que:

A) O efeito da ovariectomia nao provocou alteragdes estatisticamente
significantes na aposicdo do tecido 6sseo alveolar porém os animais OVXs
apresentaram aumento da imunomarcagéo de TRAP;

B) O tratamento com Gen, na concentracdo utilizada, influenciou no
processo do reparo, pois desencadeou menor atividade osteoclastica, pela
reducao na marcacao da TRAP e maior aposicdo 6ssea nos animais OVXs e
tratadas com Gen;

C) A menor concentragdo plasmatica de estrogeno propiciou a
diminuicdo da espessura trabecular. No o0sso cortical, esses animais
apresentaram aumento da porosidade cortical do colo do fémur;

D) A administracdo da Gen nos animais OVXs proporcionou alteracéo
da microarquitetura trabecular do colo do fémur, com diminuicdo da porosidade
cortical e aumento na espessura trabecular, no entanto diminuiu o numero de
trabéculas.

Os resultados obtidos evidenciam agédo positiva da genisteina no
processo de reparo 6sseo alveolar bem como na remodelacéo do colo do fémur
de fémeas ovariectomizadas. Todavia, ha necessidade de mais estudos,
utilizando as isoflavonas nas diferentes concentracbes, andlise de mais
parametros relacionados a formacao e remodelacao de tecido 6sseo e realizar
ensaios separados e associados com outras terapias que apresentam acao no

processo de remodelagao e regeneragao do tecido ésseo.
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