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RESUMO

A diminuicdo da concentracdo plasmatica de estrégeno (E,) altera a
funcdo de sistemas e resulta em perda significante de massa 6ssea. A
reposicdo hormonal mostra-se passivel de prevenir a reabsorcdo 6ssea e
reduzir o risco de fraturas. Além disso, estudos apontam a importancia
do fluoreto na composicdo e incorporacdo ao calcio presente no 0sso,
conferindo-lhe maior resisténcia. O objetivo deste trabalho foi verificar
se a associacao de fluoreto e raloxifeno alteraram o processo de
regeneracao alveolar e a qualidade Ossea de ratas ovariectomizadas.
Sete dias apds a ovariectomia (OVX), ratas Wistar (6 m) receberam
raloxifeno, através de gavagem, durante 6 meses. Durante este periodo
0sS animais receberam, para beber, agua destilada ou agua destilada +
NaF/20 ou 40 ppm. Vinte e oito dias antes do término do periodo
determinado realizou-se a exodontia para analise da regeneracdo O0ssea
alveolar dos animais experimentais. Apos seis meses de tratamento, 0s
animais foram anestesiados para coleta de sangue. Os fémures e as
maxilas foram removidos para a realizacdo das analises biomecanica e
do processo de regeneracdo Ossea alveolar, respectivamente. Com o
plasma, realizou-se dosagens de calcio, fésforo e fosfatase alcalina. A
associacdo dessas terapias nao ocasionou melhora na resisténcia
mecanica dos grupos experimentais . Os resultados obtidos sugerem
que a associacao de terapia anabdlica e anti-reabsortiva desencadeou
alteracdo no metabolismo de fésforo e da fosfatase alcalina, porém nao
alterou a concentracdo plasmatica de calcio entre o0s grupos
experimentais. Na regeneracdo Ossea alveolar verificou-se melhoras
qualitativa e quantitativa ao administra-se RLX associado a NaF 20 ppm.

Palavras-chave: Osteoporose. Raloxifeno. Agua Fluoretada.

Ovariectomia. Regeneracédo Ossea Alveolar. Menopausa.
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Abstract

Decreased plasma concentration of estrogen (E,) alters the function of
systems and results in significant loss of bone mass. The hormone
replacement seems to be able to prevent bone resorption and reduce
the risk of fractures. Furthermore, studies indicate the importance of
fluoride in the composition and incorporation of the calcium present in
bone, giving it greater resistance. This research established whether the
combination of fluoride and raloxifene (selective modulator of estrogen
receptors) improve bone quality in ovariectomized rats. Seven days
after ovariectomy (OVX), Wistar rats (6 m) received raloxifene (1 mg /
kg bw / day) to gavage for 6 months. During this period the rats drunks
distilled water and distilled water + NaF/20 or 40 ppm. Twenty eight
days before the specified period, the tooth extraction was performed to
analyze the process of alveolar bone regeneration in animals subjected
to different treatments. After six months of treatment, animals were
anesthetized for blood collection. Femurs and the jaws were removed for
analysis during biomechanics and the process of alveolar bone
regeneration, respectively. With plasm, there was total serum calcium,
phosphorus and alkaline phosphatase. The combination of these
therapies didn"t result in improvement in mechanical strength of
experimental groups. The results suggest that the association of
anabolic therapy and antireabsorptive triggered changes in the
metabolism of phosphorus and alkaline phosphatase, but didn"t alter
the plasm calcium concentration between experimental groups. Alveolar
bone regeneration was found qualitative and quantitative improvements
to administrative RLX is associated with NaF 20 ppm.

Keywords: Osteoporosis. Raloxifene. Fluoridated Water. Ovariectomy.
Alveolar Bone Regeneration. Menopause.
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INTRODUCAO

A microarquitetura Ossea se organiza de modo a suportar 0s
estresses mecanicos gerados pelas atividades normais do ser humano.
Essa relacdo estrutura/funcdo e a manutencdo da homeostase mineral
conduzem ao processo de formacdo e reabsorcido do tecido 0sseo, que
perdura por toda a vida do individuo, denominado remodelacdo Ossea
(EINHORN, 1996). E estimado que, no tecido 6sseo de adultos,
aproximadamente 25% do osso trabecular e 3% do osso cortical séao
renovados anualmente (DEMPSTER, 1995). A remodelacdo 6ssea € um
processo continuo, que possibilita a substituicdo de osso envelhecido e
danificado por tecido novo. Este processo continuo é de tal precisdo, que a
partir da aquisicdo do pico de massa 0ssea, esta se mantém constante até
a instalacdo da faléncia gonadal. O remodelamento ocorre
simultaneamente em varios locais do esqueleto e é caracterizado por fase
inicial de reabsorcdo Ossea, realizada pelos osteoclastos, seguida de
formacdo de o0sso novo pelos osteoblastos, adicionando tecido 6sseo ou
removendo o0sso redundante de acordo com as exigéncias das cargas
(MANOLAGAS, 1995).

O processo de remodelagcdo 6ssea é altamente regulado por fatores
sistémicos e locais. Os hormonios reguladores de célcio, paratormonio,
1,25-dihidroxivitamina D e calcitonina constituem fatores sistémicos de
relevancia para o metabolismo O6sseo. Outros hormdnios que néo
participam do metabolismo do célcio no organismo podem exercer efeitos
importantes sobre o esqueleto, dentre eles, hormdnio do crescimento,
glicocorticoides e hormonios tireoidianos. Contudo, o horménio mais
importante na manutencdo do turnover 6sseo normal € o estrégeno. A
deficiéncia estrogénica conduz aumento na remodelacdo O6ssea com
reabsorcdo excedendo a formacgdo, diminuindo a massa 0Ossea, como
observado em mulheres pés-menopausadas (HARDY, OSIS e MARTINEZ,
2002).



A osteoporose € uma patologia 0ssea que se caracteriza pela perda
de massa Ossea e pelo comprometimento da microarquitetura do tecido
0sseo, conduzindo a fragilidade esquelética e conseguentemente ao
aumento do risco de fraturas (FALONI e CERRI, 2007). Em todo o mundo,
aproximadamente 200 milhdes de mulheres tém osteoporose. Apds a
menopausa, devido a reducdo dos estrégenos, algumas mulheres passam
a perder massa 6ssea acima de 1% ao ano, sendo que algumas chegam a
perder 5% e, no final de 5 anos, estdo com perda superior a 25%,
caracterizando a osteoporose pés-menopausa (RUSSO, 2001).

Os efeitos dessa doenca sdo maiores nos 0ssos longos, como o
fémur, ou nos ossos da coluna vertebral. Apesar disso, estudos tém
demonstrado que, diante da deficiéncia estrogénica, existe relacdo entre
perda Ossea sistémica e perda 6ssea nos maxilares (RUSSO, 2001).
Grodstein e colaboradores (1996) descrevem os sinais de osteoporose
detectados na regido do viscerocranio, caracterizados pela diminuicdo da
densidade mineral 6ssea da mandibula e reducdo da espessura da sua
porcao cortical, severa reabsorcado do rebordo residual, extensa reabsor-
cao Ossea alveolar poés-exodontia, reducdo do numero de trabéculas
Osseas e conseguentemente do volume 6sseo na regido interradicular,
além de aumento do numero de dentes perdidos.

Binte e colaboradores (2007) relatam que em estudos in vivo da
influéncia do estrogeno sobre o osso alveolar, observa-se perda de massa
0ssea no septo alveolar interradicular de molares de ratas
ovariectomizadas. Por outro lado, mediante a terapia de reposicao
estrogénica as perdas do osso alveolar propriamente dito bem como do
processo alveolar séo prevenidas (DUARTE et al., 2006). Em osso alveolar
de ratas tratadas com estrégeno, observa-se diminuicdo do numero de
osteoclastos; além disto, os osteoclastos exibem caracteristicas tipicas de
apoptose (FALONI et al, 2007). Portanto, em ratas tratadas com
estrogeno, a apoptose deve ser responsavel, pelo menos em parte, pela
reducdo do numero de osteoclastos e conseqientemente pela diminuicdo

da reabsorcéo 6ssea.



O processo de reparo alveolar € modelo interessante para estudar a
dindmica do tecido 0sseo, pois representa situacdo na qual o organismo
cria condicOes para producdo de tecido o6sseo com o objetivo de
preenchimento total do alvéolo previamente ocupado pelo dente. Os
eventos histolégicos que ocorrem no processo de reparo alveolar foram
investigados em varias espécies animais, assim como em humanos. Esses
estudos utilizaram diferentes técnicas como fluorescéncia microscoépica,
autoradiografias, histoquimica e técnica histologica (OKAMOTO, 1973;
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999) e mostraram que 0 processo de reparacao
alveolar ocorre de forma dindmica, e envolve varias etapas celulares,
iniciando-se pela proliferacdo fibroblastica, principalmente, a partir do
ligamento periodontal remanescente, originando tecido conectivo sobre o
qual ocorre a deposicdo de calcio, levando a formacdo de trabéculas
Osseas, que preencherdo o alvéolo. No entanto, s6 € considerado
completo quando o alvéolo encontra-se totalmente preenchido por tecido
0sseo neoformado e a crista alveolar adjacente remodelada, o que ocorre,
em ratos, aos 28 dias poés-exoddnticos e aos 64 dias em humanos
(JOHANSEN, 1970).

Diversas drogas tém sido estudadas como possiveis agentes
terapicos para osteoporose. A eficacia da terapéutica de reposicado
hormonal € bem estabelecida, ja que reduz os sintomas da menopausa,
inclusive prevenindo doencas cardiovasculares. Contudo, efeitos colaterais
como ganho de peso e risco de carcinoma de mama e de endométrio sao
preocupantes, levando ao seu desuso (GIACOMINI e MELLA, 2006).

Os moduladores seletivos do receptor de estrogeno (SERMS)
constituem classe de moléculas ndo hormonais que se ligam a receptores
de estrégeno e podem funcionar como agonistas ou antagonistas do
estrogeno na dependéncia do tecido-alvo. Os receptores de estréogeno sao
distribuidos e encontrados no sistema nervoso central, no coracdo, no
sangue, no utero, na glandula mamaria, na bexiga, no ovario, no
intestino, na prostata e no osso. O Raloxifeno (RLX), derivado

benzotiofénico classificado como modulador seletivo do receptor de



estrogeno de segunda geracdo, mimetiza os efeitos benéficos do
estrogeno sem estimular tecidos como mama e endomeétrio. O RLX é
absorvido no trato gastrintestinal e sofre metabolizacdo de primeira
passagem no figado. E amplamente distribuido nos tecidos e convertido
em metabdlito ativo no figado, pulmdes, ossos, baco, uUtero e rins. Sua
meia-vida é de 32 horas, sendo eliminado, principalmente, nas fezes
(RANG, DALE e RITTER, 2007).

O mecanismo de acdo molecular do RLX envolve afinidade de alta
ligacdo com o receptor de estrogeno, provocando alteracédo
conformacional na estrutura do receptor, sua dimerizacdo e associagcao
com elementos resposta do DNA, ja tendo sido descritos sitios de ligacao
do DNA, elementos resposta especificos para o RLX e distintos do
estrogeno (RAMALHO et al., 2000). O receptor de estrogeno possui
multiplas funcgbes ativadoras transcricionais (sitios AF-1 e AF-2) que
contribuem para alguns dos efeitos seletivos do RLX. Também, diferentes
conformacdes do receptor induzidas pelos ligantes podem ser
responsaveis pelo amplo efeito farmacologico dos SERMs (BRYANT &
DERE, 1998).

Estrogeno e RLX podem ativar a transcricdo de genes que codificam
TGF-B e que juntamente com outras citocinas induzem a producao de
osteoblastos e inibem a atividade e/ou a vida média dos osteoclastos. A
habilidade do RLX de provocar resposta do tecido-seletivo parece estar
relacionada com a diversidade de proteinas associadas ao receptor nos
tecidos com a distribuicao diferente dos subtipos do receptor de estrégeno
(alfa e beta). O receptor alfa predomina nos 6rgaos reprodutores (mama e
utero), enquanto que o receptor beta predomina no 0sso e sistema
cardiovascular. Alguns estudos sugerem que o RLX é capaz de estimular
as vias estrogénicas através do receptor beta, mas nédo € capaz de ativar
via receptor alfa, podendo este ser um dos mecanismos pelos quais este
farmaco exerce acao diferencial nos tecidos (DIEZ-PEREZ, 2006).

Estudos histomorfométricos no osso confirmaram que RLX previne

reabsorcdo do o0sso trabecular apés ooforectomia de maneira similar ao



estrogeno. Além disso, o RLX tem atividade antiproliferativa na mama,
nao induz mastalgia e tem sido demonstrada a reducédo de incidéncia de
novos casos de cancer de mama em mulheres que utilizam este farmaco
em grandes estudos clinicos para osteoporose (LOPES-COSTA et. al.,
2007). No utero, o RLX nao estimula o endométrio e ndo aumenta a
incidéncia de sangramento vaginal ou carcinoma endometrial (KAYATH,
1999).

O flbor tem sido investigado como agente terapéutico da
osteoporose. O fllor é altamente reativo e esta presente na agua sob a
forma de sais de sdOdio e potassio, sendo que sua concentracdo varia de
acordo com a localizacdo geografica. No inicio da década de 60, o flaor foi
administrado a pacientes com osteoporose e demonstrou aumentar a
retencdo de calcio nestes. Em humanos, 50% do fldor absorvido, é
excretado na urina, do percentual remanescente, 99% é sequestrado pelo
esqueleto e pelos dentes (MCDOWELL, 1992).

O fldor desloca os ions hidroxila (OH") da apatita 6ssea, formando
fluorapatita. Este processo resulta em fase mineral de maior cristalinidade
e diminuicdo da solubilidade e reatividade quimica. Grynpas e Cheng
(1988), analisando a dissolucdo dos ossos de ratos tratados com dieta
normal e dieta contendo altas quantidades de fllor constataram que a
incorporacao de flior ao tecido 6sseo reduz a solubilidade dos ossos em
solucdes acidas. O flhor apresenta também acdo mitogénica promovendo
aumento da proliferacdo e diferenciacdo de células precursoras dos
osteoblastos. Zhang e colaboradores (2000) investigaram o efeito do
fluoreto de sédio na dose de 1,0 mg de NaF/Kg de peso corporal sobre os
pardmetros histomorfométricos da tibia e vértebras de ratas
ovariectomizadas. Tais autores demonstraram efeito protetor do flaor
contra a perda de massa 0ssea. Trabalho realizado pelo grupo de Rubin
(2002) afirma que o fluoreto de soOdio estimula diretamente as células
osteoblasticas para formar novo osso, elevando a deposicdo de matriz
ostedide pelos osteoblastos em cada ciclo de remodelacdo, enquanto

apresenta pouco efeito nos osteoclastos.



Recentemente, o fllor esta sendo associado a agentes anti-
reabsortivos. Durante 96 semanas, o fldor foi administrado
simultaneamente com terapia hormonal substitutiva em mulheres pos-
menopausadas, observando-se aumento de 11,8% na densidade mineral
O0ssea das vértebras, porcentagem maior que somente a administracéo do
agente anti-reabsortivo (ALEXANDERSEN, 1999). O fluoreto de sdédio,
portanto, possui o potencial de ser agente eficaz no tratamento da
osteoporose. Quando administrado em baixas doses, Unico ou associado
com agente anti-reabsortivo, resulta em elevacdo da densidade mineral
Ossea. Além disso, o fldor apresenta a vantagem de ser menos
dispendioso em relacdo a outros agentes anabdlicos (RUBIN &
BILEZIKIAN, 2002).

Turner e colaboradores (2001) demonstram que concentracdes altas
de flhor parecem provocar ndo-pareamento da mineralizacdo 6ssea, sendo
esse a causa primaria da diminuicdo da forca mecéanica dos 0ssos
analisados. Reid e colaboradores (2007) concluiram que o fluoreto de
sodio produz aumento substancial na densidade mineral 0ssea, porém
interfere na mineralizacdo do 0sso, 0 que indica a necessidade da
realizacdo de estudos mais abrangentes a fim de definir a dose exata que
devera ser administrada para se alcancar com satisfacdo o efeito
anabdlico do ion fluor sobre o tecido 6sseo e a sua eficacia no tratamento
da osteoporose.

O avanco na busca de conhecimentos a cerca da prevencao e do
tratamento da osteoporose estd relacionado com a descoberta de
farmacos que visam funcionar como alternativa a terapia hormonal
estrogénica e compensarem as desvantagens dessa terapéutica. Farmacos
como o RLX demonstrou ser eficaz em melhorar a qualidade e quantidade
de massa Ossea, sem causar efeitos colaterais malignos como o0s
carcinomas de mama e utero. Em varios estudos, o fluoreto de sodio
apresentou-se como agente terapéutico eficaz no combate as fraturas,

consequlientes da osteoporose.



OBJETIVOS

- Analisar o processo de regeneracao Ossea alveolar em ratas
ovariectomizadas pré-tratadas com RLX associado ou ndo a fluoreto de
sodio.

- Analisar e comparar as concentracdes dos marcadores de atividade
celular do metabolismo 6sseo entre 0s grupos experimentais.

- Avaliar a resiténcia 6ssea entre ratas ovariectomizadas pré-

tratadas com RLX associado ou nao a fluoreto de soédio.

METODOLOGIA

Animais:

Para realizacdo deste trabalho, foram utilizadas 30 ratas da
linhagem Wistar (6 m), mantidas em gaiolas coletivas (cinco
animais/caixa; n= 10/ grupo) em ambiente com temperatura em 22 +
2°C, ciclo de luz controlada (12/12 h) e acesso livre a agua e racao.

O protocolo experimental (N.© 2007- 004020) do presente trabalho
foi submetido a aprovacdo pela Comissdo de Etica na Experimentacio

Animal da Faculdade de Odontologia da UNESP, campus de Aracatuba.

Ciclo estral:

O esfregaco vaginal de todos os animais foi colhido para verificacéo
do ciclo estral, por volta das 9h da manha, segundo a técnica de Long &
Evans (1922) e analisado a fresco ao microscopio 6ptico, durante 15 dias.
Somente foram aceitos no trabalho animais que apresentam ciclo estral

regular.



Ovariectomia:

A ovariectomia (OVX) foi realizada, nas ratas em metaestro, através
de incisbes laterais e exposicao das porcdes distais do Utero para a
remocdo dos ovarios, sob anestesia com cloridrato de quetamina (Vetaset
- Fort Dodge/ 50 mg/Kg p.c., i.p.) e xilazina (Coopazine - Coopers Brasil
Ltda/25 mg/Kg p.c., i.p.). Apds a cirurgia 0os animais receberam dose

profilatica de antibiético (Pentabidtico Veterinario, 0,2 mL/animal, i.m.).

Terapia Substitutiva e Ingestdo de Agua Fluoretada:

Apoés 7 dias da OVX e durante 180 dias, os animais receberam agua
destilada (DH>O-grupos 1 e 4) ou agua destilada + NaF (NaF/20 ou 40
partes por milhdo (ppm) - grupos 2,3, 5 e 6) para beber. Durante este
periodo foi realizada a terapia com RLX (Aarti Drugs, India) por gavagem
diaria (1 mg/Kg p.c./dia), com a utilizacdo de céanula guia conectada a
seringa para liberacao da droga no estomago.

Aleatoriamente, as ratas foram divididas nos grupos seguintes:

n Grupo (n=10/grupo) Obs:

1 OVX + DH,0 DH,O= 4gua destilada

2 OVX + NaF - 20 ppm

3 OVX + NaF - 40 ppm

4 OVX/RLX + DH,O RLX= raloxifeno

5 OVX/ RLX + NaF - 20 ppm

6 OVX/ RLX + NaF - 40 ppm

Observacao: até a data de entrega do texto do trabalho de conclusédo de curso,

0s grupos 2, 3 e 4 ainda estavam sob processamento experimental.




Exodontia:
Para analise do processo de reparo alveolar de 28 dias, foi realizada

extracdo do incisivo central superior direito, sob efeito de anestesia geral
com Xxilazina/quetamina, com instrumental apropriado e adaptado por
Okamoto e Russo (1973), apo6s 152 dias de terapia substitutiva e ingestao
de agua fluoretada nos animais dos diferentes grupos experimentais.
Imediatamente apds a exodontia, as bordas das feridas cirurgicas foram
suturadas com fio de seda 4-0 (Johnson e Johnson) e os animais
receberam dose Unica de antibidtico (Pentabidtico Veterinario, Wyeth, Sédo
Bernardo do Campo, SP, Brasil - 0,2 ml/rato/i.m.). Alimentacdo dos
animais foi pastosa durante as primeiras 48 horas ap0s as intervencoes

cirargicas e retornando a normalidade apds este periodo.

Experimento:

Apé6s 180 dias da ingestdo de agua fluoretada e RLX, os animais
foram anestesiados para coleta sanguinea, de acordo com técnica descrita
por Harms e Ojeda (1974). As amostras de sangue foram colhidas em
tubos heparinizados e submetidas a centrifugacdo a 2500 rpm, por 15
minutos na temperatura de 2°C. O sobrenadante foi coletado, fracionado
em aliquotas e estocado em freezer -20°C até o momento das
determinacdes dos marcadores de atividade celular do metabolismo
0sseo. Em seguida, foram sacrificados por dose excessiva de anestésico e
realizada a separacdo da maxila direita da esquerda, por meio de incisdo
sagital mediana, que acompanha a sutura intermaxilar. Obtendo-se,
entdo, a peca com o alvéolo direito, apds cortes com tesoura reta
tangenciando a face distal dos molares. Os fémures dos animais foram
removidos cirurgicamente.

As pecas foram fixadas em formalina neutra (10%), durante 24
horas, em temperatura ambiente. Foram lavadas em agua corrente, por
12 horas e descalcificadas em solucdo de EDTA (5%). Apos
descalcificadas, as pecas foram lavadas em agua corrente, por 24 horas,

desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina pelo método de rotina,
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com o cuidado de orienta-las de forma a permitir cortes dos alvéolos, no

sentido vestibulo-lingual e paralelamente ao seu longo eixo.

Analises Bioquimicas:

Foram realizadas analises bioquimicas para verificacdo da atividade
celular do metabolismo 6sseo (calcio, fosforo e fosfatase alcalina). As
dosagens foram realizadas através dos seguintes métodos:

Calcio: As determinacdes de calcio foram realizadas através de método
espectrofotométrico, utilizando Kit marca Labtest (cat. 90) e 20 pL de
plasma. O calcio reagiu com a purpura de ftaleina em meio alcalino,
formando um complexo de cor violeta, que teve a absorbancia
determinada em 570 nm (Espectrofotometro Hitachi U 1100). Os

resultados forma expressos em mg dL™.

Fosforo: As determinacdes de fosforo foram realizadas utilizando como
amostra 10 pL de plasma, através de uma modificacdo do método de Daly
e Ertingshausen (1972) - kit da marca Labtest (Cat. 12). O fdosforo
inorganico reagiu com o molibdato de aménio na presenca de acido
sulfurico, resultando na formacdo de um complexo de fosfomolibdato ndo
reduzido, que teve a absorbancia determinada em 340 nm
(Espectrofotdbmetro Hitachi U 1100). Os resultados forma expressos em

mg dL™.

Fosfatase Alcalina: A atividade enzimatica (U/L) foi verificada através de

método cinético, utilizando como substrato p-nitrofenilfosfato de soédio na
concentracdo de 100 mmol L™, em pH 9,8. A velocidade de formacéo do
produto p-nitrofenil foi acompanhada através da determinacdo da
absorbancia em 405 nm. Todo o procedimento experimental foi realizado
segundo o protocolo fornecido pela empresa KATAL, fabricante do Kit,

tendo sido utilizados 20 uL de plasma como amostra bioldgica.
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Analise Histologica:

Nos blocos obtidos, foram efetuados cortes semi-seriados, com 6
micrémetros de espessura, 0os quais foram corados com hematoxilina e
eosina para proceder analise histologica. Os cortes foram analisados em

microscopio 6ptico (Carl Zeiss — Axiolab).

Analise Histométrica:

A analise histométrica do terco médio foi realizada com o auxilio do
“software ImagelLab 2000” (Diracom 3). Para a aquisicao de imagens, foi
utilizada camera digital (JVC TK-1270 Color Video Camera) acoplada ao
microscopico (Carl Zeiss - Axiolab) e conectada ao computador. As
imagens foram capturadas num aumento de 40x (microscopico Carl Zeiss

- Axiolab) e transferidas para o “software” (ImagelLab 2000 - Diracom 3).

Ensaios Biomecanicos:

O ensaio biomecanico (Fig. 1la) de compressao axial, com distancia
entre apoio de 20 mm em superficie e com velocidade de aplicacdo da
carga (forca) de 0,25mm/min, foram realizados na Maquina de Ensaio
Universal EMIC/Mod DL3000. Os valores foram registrados em sistemas
computacionais do proprio fabricante, que fornece diretamente os valores
de forca maxima admitidos pelo fémur.

O ensaio biomecanico (Fig. 1b) de flexdo em trés pontos, com
distdncia entre apoio de 20 mm em superficie e com velocidade de
aplicacdo da carga (forca) de 0,25mm/min, foram realizados na Maquina
de Ensaio Universal EMIC/Mod DL3000. Os valores foram registrados em
sistemas computacionais do proprio fabricante, que fornece diretamente

os valores de forca maxima admitidos pelo fémur.
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Na oportunidade dos ensaios, as pecas Osseas foram retiradas do
freezer para serem descongelados em temperatura ambiente. Nestas
analises foi aplicada forca antero-posterior, com velocidade de 0,25
mm/minuto e célula de carga de 2000 N. Devido a baixa velocidade com
que a forca é aplicada, o ensaio é do tipo Estatico. Os dados foram

transferidos e analisados no programa EXCEL®.

Forca Axial

pmxi mal
anlenor distal

s\

fémur

. poslenor

20 mm
(a)

Figura 1: Esquema dos testes biomecanico. (a) teste de resisténcia (compressao
axial); (b) ensaio de flexdo em trés pontos.

Com o programa EXCEL® foi tracada a curva carga (forca) versus
deslocamento (Fig. 2). Esta curva fornece os parametros de forca maxima
e rigidez 6ssea. Esses parametros foram obtidos pela avaliacdo da curva
de forca X deslocamento na qual se evidencia: 1) a resisténcia 0ssea,
analisando a forca maxima admitida pelo tecido 6sseo; 2) a forca na

ruptura; 3) a deflexdo na forca maxima.

A rigidez foi obtida através da tangente do angulo o que indica a
inclinacdo da curva carga X deslocamento na fase elastica (até o limite de

proporcionalidade).

As forcas maximas (Fmax) foram utilizadas como critério de avaliagao

da resisténcia e € o maior valor de carga admitida em cada ensaio.
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Forca t Forga maxima

(N) Limite d \F
imite ce orca de ruptura

Proporcionalidade

Deslocamento (mm)

Figura 2: Esquema da curva Forca X Deslocamento obtida no ensaio mecanico.

Analise Estatistica:

Foram utilizadas as médias + EPM para apresentacdo dos resultados.
As comparac¢fes multiplas dos resultados foram realizadas por analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. O nivel de significancia

utilizado foi de P<0,05 para todas comparacoes.

RESULTADOS
Analises Bioquimicas

A associacdo de RLX com agua fluoretada (20 ou 40 ppm) né&o
desencadeou alteracdo na concentracdo plasmatica de calcio quando
comparado com as ratas OVX que receberam agua destilada durante 180
dias. A concentracdo plasmatica de fosforo nos grupos de animais que
receberam &gua destilada e nos tratados com adicdo de 40 ppm de
fluoreto foi semelhante. Entretanto, dgua destilada com 20 ppm de NaF"
desencadeou diminuicdo significativa na concentracdo plasmatica de
fésforo. A concentracdo plasmatica de fosfatase alcalina apresentou-se

reduzida em relacdo aos grupos de ratas OVX que receberam RLX
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associado a agua fluoretada de 20 ou 40 ppm, sendo que neste ultimo a
concentracdo de fosfatase alcalina foi a menor no plasma sanguineo dos
animais experimentais quando comparada aos outros dois grupos. Os
gréficos da figura 3 apresentam as médias e o0s erros padrées das médias

dos diferentes grupos experimentais.

Il OVX/ DH,O B OVX/ RLX/ 20 ppm I OVX/ RLX/ 40 ppm

(a)
10-

(00]
1

CALCIO (mg/dL)

GRUPOS EXPERIMENTAIS

(b)

FOSFORO (mg/dL)
w ~ 0 N
T T 29

N
(6]
1

o
o
1

GRUPOS EXPERIMENTAIS
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Figura 3: Concentracdo plasmética de calcio (a), fésforo (b) e fosfatase alcalina
(c) dos animais dos diferentes grupos experimentais. N=10 animais/grupo.
*p<0,05 vs OVX/DH,0; "p<0,05 vs OVX/RLX/20 ppm.

Ensaios Biomecanicos

O ensaio mecanico de flexdo de trés pontos (fig. 4a) bem como o de
compresséao do colo do fémur (fig. 4b) ndo detectou diferenca significativa
na forca méaxima aplicada para verificar se os tratamentos promoveram
alteracdo na resisténcia 6ssea. Entretanto, é importante ressaltar que a
forca maxima aplicada fraturou o colo dos fémures dos animais dos trés

grupos.
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Bl OVX/DH,O Ml OVX/RLX/20 ppm Nl OVX/RLX/40 ppm
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Figura 4: Teste de flexdo de trés pontos (a) e de compressédo (b) no colo dos

fémures dos animais experimentais. N=10 animais/grupo.

Analise Histologica/Histométrica

A anadlise da regido do terco médio do alvéolo baseou-se na
quantidade de tecido 6sseo formado assim como na composicdo deste
tecido onde se considerou a presenca de células caracteristicas como
osteoblastos atuando na producdo de matriz 6ssea, ostedcitos ocupando
lacunas no interior desta matriz e osteoclastos atuando na reabsorcdo. A
analise histométrica evidenciou diferenca significativa na regeneracao
Ossea alveolar entre os grupos experimentais, sendo no grupo de animais

OVX/RLX que ingeriram agua com 20 ppm de NaF a formacdo 6ssea foi

significativamente maior (figura 5).
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EEE OVX/DH,0 WEE OVX/RLX/ mEE OVX/RLX/
20 ppm 40 ppm

100+

%TECIDO OSSEO
NEOFORMADO

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Figura 5: Analise Histométrica do terco médio do alvéolo direito dos animais dos
diferentes grupos experimentais, quantificando a % de tecido 6sseo neoformado.
*p<0,05 vs OVX/DH,0; *p<0,05 vs OVX/RLX/20 ppm. N=10 animais/grupo.

O aspecto histologico observado em cada grupo apresentou as

seguintes caracteristicas:

Grupo OVX/DH,0:

Grupo formado por ratas com doze meses de idade e
ovariectomizadas ha seis meses e que receberam para beber agua
destilada durante 180 dias. A andlise histoldgica evidenciou tecido pouco
organizado principalmente nas regifes centrais do terco médio do alvéolo
aos 28 dias po6s exodontia. Observou-se atraso no processo de reparacao
alveolar sendo bastante evidente a presenca em sua maior area de tecido
de granulacdo com poucas ilhas de tecido 6sseo neoformado (figura 6),
sendo essas ilhas caracterizadas por osso imaturo com grande quantidade
de osteoblastos ainda em processo de producdo de matriz 6ssea e pouco
proxima uma das outras. Observou-se também que préoximo as corticais

osseas alveolares hda maior desenvolvimento do tecido 6sseo neoformado
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sendo que nestas corticais verificou-se a presenca de osteoclastos

formando lacunas de reabsorcéo (figura 6 A e 6 B).

Figura 6 - Corte histologico do terco médio de alvéolo de rata do grupo
OVX/DH,0, 28 dias apds a exodontia. A) Aumento de 40 X; B) Aumento de
100x (coloragéao HE).

Grupo OVX/RLX + NaF 20 ppm:

Neste grupo experimental as ratas OVX receberam RLX e agua
destilada contendo 20 ppm de NaF. Observou-se formacdo de ilhas de
tecido 6sseo em maior extensdo e mais desenvolvido (periodos finais de
formacao 6ssea) (figura 7), com a presenca de osteoblastos e também
ostedcitos em maior quantidade quando se observa em maior aumento no
microscopio de luz (figura 7B). Ha presenca de tecido de granulacdo em
menor quantidade (presenca de tecido conjuntivo provido de vasos
sanguineos, fibras colagenas esparsas, fibroblastos e substancia
fundamental amorfa). Verificou-se também que o trabeculado 6sseo neste
grupo apresentou-se mais compacto, ou seja, houve maior fusdo das
trabéculas (figura 7) quando se compara ao outros grupos, no qual as

trabéculas encontraram-se mais isoladas (figura 6 e 8).



19

Figura 7 — Corte histoldgico de alvéolo de rata do grupo OVX/RLX + 20 ppm de
NaF, 28 dias ap6s a exodontia. A) Aumento de 40x; B) Aumento de 100x
(coloracédo HE).

Grupo OVX/RLX + NaF 40 ppm:

by

No grupo de ratas OVX tratadas com RLX associado a agua
fluoretada em concentracdo de 40 ppm, observou-se extensdao menor de
tecido Osseo neoformado (figura 8), quando comparado ao grupo
associado a 20 ppm de NaF. Quando observado em maior aumento ao
microscopio de luz nota-se que o tecido O6sseo apresentou-se bem
desenvolvido com grande presenca de osteoblastos e também presenca de
ostedcitos sendo mais localizado proximo as corticais 6sseas alveolares
(figura 8B). Na porcao mais central ha consideravel quantidade de tecido

fibroso (figura 8).
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Figura 8- Corte histolégico de alvéolo de rata do grupo OVX/RLX + 40 ppm de

NaF, 28 dias apd6s a exodontia. A) Aumento de 40x; B) Aumento de 100x
(coloracédo HE).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que a associagcao
de RLX com agua fluoretada nas concentracdes de 20 e 40 ppm, durante
seis meses, nao interferiu na resisténcia Ossea dos animais
ovariectomizados, portanto, ndo ocorreu maior efetividade na associacdo de
terapia anti-reabsortiva e anabdlica para o tratamento da osteoporose.
Entretanto, a associacdo de RLX com NaF/20 ppm gerou alteracdo no
metabolismo do fésforo. Nesse trabalho, a regeneracdo o6ssea alveolar
(analisada 28 dias poOs exodontia) foi melhor qualitativa e
quantitativamente no grupo de animais tratados com RLX associado a agua
fluoretada/20 ppm quando comparado com 0S grupos controle e o tratado
com RLX e agua fluoretada/40 ppm.

Diversos fatores externos e locais, como mecanismos regulatorios
intracelulares e secrecdo hormonal, regulam o processo fisiologico

constante da remodelacdo Ossea, cuja formacdo é correspondente a
reabsorcdo (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999). O processo de remodelacéao,
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caracterizado pelo acoplamento das funcbes dos osteoclastos e
osteoblastos, ocorre nas unidades multicelulares basicas de remodelacéo
O0ssea (BMU). Cada unidade é geografica e cronologicamente separada de
outros conjuntos, sugerindo que a ativacdo de sequéncia de ocorréncias
celulares responsaveis pela remodelacdo seja também controlada
localmente por fatores gerados no microambiente 6sseo. O sinal que inicia
a remodelacdo ndo esta completamente identificado, mas é evidente que
forcas mecanicas podem ser capazes de alterar a arquitetura Ossea local
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999). Alterac6es nesse processo podem resultar
em diferentes disturbios, entre eles a osteoporose.

Apesar de certas limitacbes, como a auséncia do remodelamento
haversiano e fraturas frageis, o rato consiste em bom modelo para o
estudo da osteoporose em humanos, pois 0S mecanismos responsaveis pelo
ganho e perda de massa 0ssea sdo semelhantes e o esqueleto de ambos
reage similarmente a influéncias mecanicas, hormonios e drogas.

E sabido que os marcadores do metabolismo 0sseo e a forca mecénica
sao caracteristicas importantes para avaliacdo do tecido 0sseo. A0 serem
analisadas as concentracoes plasmaticas de calcio, fosforo e fosfatase
alcalina, verificou-se que a associagdo de RLX com NaF desencadeia
algumas alteragdes. A concentracdo plasmatica de calcio (Fig. 3a) néao
apresentou alteracao significativa entre o0s grupos experimentais,
sugerindo-se que a administracdo de RLX associado a fluoreto de sodio (20
e 40 ppm) nédo promoveu mudanca no metabolismo de calcio,
provavelmente devido ao metabolismo elevado e controle homeostatico
bastante rigoroso do sistema endoécrino nestes animais, que afeta sua
absorcao pelo intestino e excrecdo pelo rim e regula o grande reservatorio
esquelético de onde o calcio é retirado nos momentos de necessidade
(BORELLI, 1998; KIM et al., 2003).

A concentracdo de fésforo no plasma sanguineo dos animais
tratados com RLX e NaF/20 ppm apresentou-se reduzida em relacdo aos
grupos OVX/DH,0O e RLX associado a NaF/40 ppm (Fig. 3b). Sugere-se,

entdo, que a associacdo de RLX com 20 ppm de NaF diminuiu o fésforo
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plasmatico, provavelmente, por diminuir a reabsorcao pelos tubulos renais
distais desse marcador plasmatico elevando a excrecdo renal do mesmo.
Esta sugestdo poderia ser elucidada com a analise da urina desses animais.
A concentracdo plasmatica de fosforo detectada nos animais dos grupos
controle e de RLX associado a NaF/40 ppm podera estar relacionada com
maior atividade metabdlica 6ssea, ou seja, maior ritmo na remodelacao

ossea.

A concentracdo plasmatica de fosfatase alcalina (fig. 3c) dos animais
tratados com RLX associado a ambas as concentra¢cdes de fluoreto de sédio
(20 ppm e 40 ppm) apresentou-se diminuida em comparagdo com 0 grupo
de ratas OVX gue ingeriu agua destilada, sendo que o grupo tratado com
RLX e NaF/40 ppm demonstrou a menor concentracdo plasmatica em
relacdo ao grupo de RLX associado a 20 ppm de fluoreto de sédio e agua
destilada. Assim, a reducdo na concentracdo plasmatica de fosfatase
alcalina nos grupos de animais com tratamento (RLX + 20 ppm ou RLX +
40 ppm) sugere provavel atuacdo da enzima na fase de mineralizacdo do
reparo 0sseo alveolar ocasionando a cristalizacdo dos minerais na matriz
O0ssea neoformada. Verificou-se que essa reducdo foi mais significativa no
grupo tratado com maior concentracdo de agua fluoretada (40 ppm)
associado ao RLX, entdo, sugere-se que os ions fldor podem ter
influenciado na atuacdo da fosfatase alcalina sobre a mineralizacdo da

matriz de tecido 6sseo neoformada (BORELLI, 1998).

Nesse trabalho, \verificou-se que o0s fémures das ratas
ovariectomizadas tratadas com a terapia anti-reabsortiva associada a
anabdlica ndo demonstraram melhora na resisténcia mecéanica em relacao
aos 0ssos do grupo OVX gquando submetidos as forcas de compressao e
flexdo em 3 pontos. Portanto, os resultados obtidos evidenciam que a
capacidade do tecido 0sseo de resistir as forcas mecanicas aplicadas nao foi
influenciada pelo tratamento administrado, ja que o0s grupos tratados
apresentaram resultado semelhante ao do grupo ndo tratado (OVX/agua

destilada). Assim, com base na Lei de Wolff (1897), a qual relata que a
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capacidade do osso de adaptar-se as alteracOes de tamanho, forma e
estrutura depende dos estresses mecanicos submetidos a esse tecido
(CORDEY, 2000), sugere-se que a resisténcia mecanica do tecido 0sseo
depende da disposicdo arquitetbnica das trabéculas Osseas. Essa
organizacdo conformacional do trabeculado 6sseo determinara a dissipagao
das forcas mecanicas empregadas nesse tecido, sendo pouco considerada a
sua composicao quimica.

A reparacado 6ssea é semelhante tanto para fraturas 6sseas quanto
para defeitos cirdrgicos (como a exodontia). O processo de reparo alveolar
€ caracterizado por eventos biolégicos que ocorrem em diferentes periodos
de tempos ap6s a exodontia. A formacdo do coagulo sanguineo é a primeira
ocorréncia histolégica a ser verificada ap6s exodontia. O processo de
organizacdao com formacdo do tecido de granulacdo inicia-se nas regides
periféricas do coagulo adjacente a cortical 6ssea alveolar. A reparacao
inicia-se na periferia do coadgulo e se estende em dire¢cdo ao centro. Além
disso, inicia-se no sentido apical em direcao ao cervical. De imediato, os
macrofagos sdo observados na periferia do coagulo a fim de fagocita-lo e
permitir que os fibroblastos (originados de células mesenquimais
indiferenciadas advindas do ligamento periodontal e de capilares
sanguineos) formem o tecido de granulacdo constituido por vasos
sanguineos, fibras colagenas e células inflamatorias. O tecido de
granulacdo, por sua vez maduro, € importante para o inicio da formacao
Ossea, onde ocorre a migracdo de células mesenguimais indiferenciadas
(osteoprogenitoras) advindas principalmente do ligamento periodontal com
o intuito de ocorrer a diferenciacdo osteoblastica (células mesenquimais
originando osteoblastos). Os osteoblastos formados se agrupam produzindo
pequenas areas de matriz 6ssea (organica) também denominada tecido
ostedide. Estas “ilhas” de tecido 6sseo imaturo, caracterizadas por inumeros
osteoblastos e presenca reduzida de ostedcitos, se unem primeiramente
nas porcdes mais periféricas em direcao ao centro formando o trabeculado
0sseo. Nesta fase, a matriz 6ssea entra em processo de mineralizacdo e
posteriormente remodelacdo (PERRI DE CARVALHO & OKAMOTO, 1987).



24

Nesse estudo, 28 dias antes do término do tratamento anti-
reabsortivo e anabdlico realizou-se a exodontia dos animais de todos os
grupos experimentais. De acordo com Okamoto & Russo (1973), esse € o
periodo necessario para que se ocorra efetiva regeneracdo O0ssea alveolar
em ratos. Analisou-se histoldégica e histometricamente o terco médio do
alvéolo das ratas experimentais. O grupo tratado com RLX associado a
NaF/20 ppm apresentou maior regeneracdo O0ssea alveolar em relagdo aos
outros grupos experimentais, demonstrando melhor organizacao das fibras
colagenas que compdem a matriz 6ssea, maior grau de formacédo de matriz
na periferia e avanco da reparacdo em direcdo ao centro do alvéolo com
inicio de mineralizacdo do trabeculado 6sseo neoformado, presenca em
menor quantidade de osteoblastos e aparecimento de ostedcitos
aprisionados na matriz. No grupo em que foi administrado RLX associado a
NaF/40 ppm, verificou-se que a regeneracdo 6ssea iniciou-se na periferia,
porém observou-se atraso na neoformacgdo de trabeculado 6sseo na regido
central do alvéolo. Além disso, em tal grupo observou-se lacunas de
reabsorcdo 6ssea com presenca de células osteoclasticas e areas extensas
de coagulo sendo notavel a imaturidade do osso neoformado,
caracteristicas evidentes de retardo na regeneracdo o0ssea alveolar, as quais
foram verificadas também, porém com maior intensidade, no grupo de
ratas OVX/agua destilada. Pode-se sugerir que a associacdo do RLX com
fluoreto na concentracdo de 40 ppm ocasionou atraso na regeneracao 6ssea
alveolar, demonstrando semelhanca de regeneracdo com o grupo de ratas
osteoporoéticas (OVX/agua destilada). Assim, acredita-se que a efetividade
na regeneragdo 0ssea alveolar do tratamento anti-reabsortivo associado ao
anabdlico apenas ocorreu no grupo experimental em que a concentracao de
fluoreto de sdédio foi de 20 ppm.

Hsieh e colaboradores (1995) analisaram o efeito da ovariectomia
no reparo de alvéolos dentarios em ratas e verificaram que a deficiéncia
estrogénica pode afetar a remodelacdo 6ssea pos-exodontia. O aumento da
reabsorcdo 0ssea decorrente da caréncia estrogénica pode ser consequente

de aumento da secrecdo pelos osteoblastos ou pelas células do estroma da
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medula Ossea de fatores, como as citoquinas, capazes de estimular a
osteoclastogénese. Dentro desse modelo pode-se incluir ainda o efeito do
estréogeno na apoptose de osteoclastos e/ou de seus precursores (Jilka et
al., 1992; Sarma et al., 1998).

Estudos realizados por Pacifici (1996) e Manolagas e Jilka (1995)
indicam o possivel envolvimento de citoquinas (IL-1, IL-6 e TNFa) na perda
Ossea ligada a deficiéncia de estrogeno. Estes autores demonstraram que
menopausa natural ou cirdrgica aumenta a concentracdo de IL-1, IL-6, TNF
e IL-6rs. Jilka e colaboradores (1992) verificaram que a acdo do estrégeno
€ mediada por IL-6. Estudando camundongos normais, evidenciaram que a
ooforectomia aumenta o recrutamento de osteoclastos e esse efeito foi
revertido com estréogeno e anticorpo anti-IL-6. Assim, sugerem que IL-6
estimula a osteoclastogénese nos estados de defict de estrégeno e que a
ooforectomia aumenta ndo s6 a producdo, mas também a resposta de
precursores de osteoclasto a IL-6. Em outro estudo do mesmo grupo,
Girassole e colaboradores (1992) demonstraram efeito do estrégeno em
reduzir a concentracdo basal de IL-6 e pds estimulo com IL-1 e TNF em
células estromais de medula 6ssea em camundongos.

Estudo multicéntrico europeu em 602 mulheres recém
menopausadas, mostrou que o RLX induz ganho mineral 6sseo de 2-4% na
coluna lombar, fémur proximal e corpo total, em comparacdo a perda
significativa do grupo placebo. Este efeito esta ligado a reducdo da
remodelacdo O6ssea, com as taxas dos marcadores de reabsorcido e
formacdo Ossea tornando-se semelhante aos valores de mulheres néao
menopausadas (DELMAS et al., 1997). Informacbes complementares foram
dadas pelo estudo MORE (Multiple Outcomes of Raloxifen Evaluation),
realizado em 7.705 mulheres pds-menopausadas osteoporoéticas, quando foi
evidenciada diminuicdo em 50% na incidéncia de fraturas vertebrais novas
em 36 meses de tratamento com RLX, em comparacdo com placebo
(ETTINGER et al., 1999).

O mecanismo de acdo molecular do RLX envolve afinidade alta de

ligacdo com o receptor de estrogeno, provocando alteracdo conformacional
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na estrutura do receptor, sua dimerizacdo e associacdo com elementos
resposta do DNA, ja tendo sido descrito sitios de ligacdo do DNA, elementos
resposta especificos para o RLX e distintos do estrogeno. Estréogeno e RLX
podem ativar a transcricdo de genes que codificam TGF- e que junto com
outras citoquinas induzem a producdo de osteoblasto e inibem a atividade
e/ou a vida média do osteoclasto (YANG et al., 1997). Provavelmente, o
processo de regeneracdo 0Ossea alveolar nos animais OVX que receberam
RLX associado ao NaF/20 ppm resulte de acdes semelhantes as descritas
acima. Entretanto, a concentracdo de 40 ppm de NaF blogueou os
mecanismos de acdo do RLX e/ou estimulou fatores externos ou locais que

interferiram na regeneracdo Ossea alveolar.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que a associacdo de RLX com agua fluoretada (20 e
40 ppm), durante seis meses, nao interfere na resisténcia 6ssea, portanto,

nao houve maior efetividade das terapias anti-reabsortiva e anabdlica.

A associacdo de RLX com fluoreto de so6dio a 20 ppm altera o
metabolismo do fosforo plasméatico ocasionando a sua reducdo. A
associacao de RLX com fluoreto de sodio (20 e 40 ppm) altera a atividade

da fosfatase alcalina em ratas OVX com 12 meses de idade.

A regeneracdo o6ssea alveolar, quando comparada a dos animais
OVX, demonstra melhora quantitativa e qualitativa ao administrar-se RLX
associado ao fluoreto de sodio na concentracdo de 20 ppm. Porém ao
elevar-se a concentracdo de fluoreto para 40 ppm, gera-se atraso na

regeneracao do alvéolo.
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