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SILVA, M. E. Efeito do acido zoledrénico no periodonto de sustentagao de
camundongos fémeas senescentes e jovens ovariectomizadas. 2025. Trabalho
de Conclusao de Curso (Graduagao) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar as caracteristicas dos tecidos do periodonto de
insercao de camundongos fémeas em condi¢des de faléncia ovariana por senescéncia ou por
ovariectomia (OVX), com e sem tratamento com bifosfonato de alta poténcia. Dessa forma,
30 camundongos fémeas C57BI1/6J de 4, 6 e 18 meses de idade e com o peso variando entre
25 e 28 gramas, foram divididas em seis grupos: Controle (CT) — animais com 6 meses, sem
tratamento, CT+ZL- tratados com acido zoledrbnico (ZL), OVX- animais com 4 meses
submetidas a ovariectomia, OVX+ZL- submetidas a OVX e tratadas com ZL, ID- animais com
18 meses, senescentes, ID+ZL- senescentes tratadas com ZL. Para todos os animais que
foram tratados com ZL, utilizou-se a dose de 500 ug/kg, 1x por semana durante 8 semanas
consecutivas iniciando apos a confirmagéo do diestro permanente. Os animais tratados com
ZL foram submetidos a eutanasia dois dias apds a ultima aplicagdo. Apds a eutanasia, as
mandibulas foram coletadas para analise dos tecidos periodontais de sustentagcao dos
molares por meio de analise histologica descritiva a partir dos cortes histolégicos corados com
HE, e por meio de andlise qualitativa e quantitativa da matriz colagenosa em microscopio de
luz polarizada dos cortes histolégicos corados com Picrosirius red. Os dados quantitativos
foram submetidos aos testes ndo paramétricos One-Way ANOVA/Kruskal-Wallis, seguido do
teste de multiplas comparagdes de Dunn's considerando p<0,05. A analise histolégica revelou
atividade osteoclastica mais intensa nos animais OVX e ID. Quando medicados com ZL, os
animais idosos apresentaram aumento significativo de fibras do espectro verde em
comparagao com os controle no ligamento periodontal, além de menor celularidade. Deste
modo, concluiu-se que a faléncia ovariana pelo procedimento de OVX ou pelo envelhecimento
natural dos animais influenciou os aspectos histolégicos dos tecidos do periodonto de
insercao, principalmente com relagcao a presenga mais evidente de células osteoclasticas e
espaco ligamentar delgado nestes animais. A terapia com ZL influenciou de forma mais
importante os animais ID, cujo ligamento periodontal mostrou-se pouco celularizado e com
aumento de fibras colagenas menores e menos organizadas, identificadas pela analise de
birrefringéncia.

Palavras-chave: Insuficiéncia ovariana primaria. Acido Zoledrénico. Periodonto



SILVA, M. E. Zoledronic Acid effect on the Supporting Periodontium of
Senescent and Ovariectomized Young Female Mice. 2022. Trabalho de Conclus&o
de Curso (Graduagédo) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the characteristics of the supporting periodontium in
female mice under ovarian failure caused by senescence or by ovariectomy (OVX), treated
or not with high potency bisphosphonate. Thirty female C57BI/6J mice, 4, 6, and 18 months
of age, weigh from 25 to 28 grams were divided into six groups: Control (CT) — 4-months
old mice, no treatment, CT+ZL- treated with zoledronic acid (ZL), OVX - 4-months old
ovariectomized mice, OVX+ZL — OVX treated with ZL, ID — 18 months-old mice, ID+ZL —
old mice treated with ZL. All the animals treated with ZL received 500 ug/kg of the drug,
once a week during 8 consecutive weeks, beginning after permanente diestrus was
confirmed. Animals treated with ZL were euthanized two days after the last dose. The
mandibles were removed for the analysis of the periodontal tissues of the molars using
descriptive histological analysis from the histological slices stained with HE, and for
qualitative and quantitative analysis of the collagenous matrix under polarized microscopy
of the histological slices stained with Picrosirius-red. Quantitative data was treated using
non-parametric tests, One-Way ANOVA/Kruskal-Wallis, followed by Dunn’s for multiple
comparisons, considering p<0.05. Histology revealed intense osteoclastic activity in OVX
and ID animals. When the animals were treated with ZL, the ID showed a significant increase
in the green spectra fibers in comparison with the control, in the periodontal ligament,
acompained with a poor cell contingent. From this, it was concluded that the ovarian failure
by OVX and by natural senescense influenced the histolégica aspects of the supporting
periodontium, mainly in relation to the presence of the osteoclasts and the thin periodontal
ligament space, Therapy with ZL has a more intense effect on the ID animals, whose
periodontal ligament was poor cellularized and with an increase of shorter and less
organized collagen fibers, identifyed by the birefringence analysis.

Keywords: Primary Ovarian Insufficiency. Zoledronic Acid. Periodontium.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose € uma doenca esquelética sistémica caracterizada pela baixa
densidade mineral e deterioragdo da microarquitetura o&ssea, acometendo
principalmente mulheres entre a terceira e quarta décadas de vida e/ou na fase pos-
menopausa, de modo que tal condicdo aumenta o risco de fraturas ésseas devido a
fragilidade existente (Lane et al, 2000).

Os bifosfonatos nitrogenados (BFs) compdem uma classe de medicamentos
antirreabsortivos 6sseos classicamente indicados para o tratamento de osteoporose,
podendo variar na sua poténcia e via de administracdo, tais como alendronato de
sodio e risedronato, ambos administrados por via oral, ou o mais potente, o acido
zoledrénico (ZL), administrado por via intravenosa nos casos de osteoporose severa
(Compston et al., 2017). Sabe-se que os BFs sdo mantidos no 0sso por algum tempo
apos cessar seu uso e continuam a ter efeitos benéficos por periodos variados,
dependendo da escolha (Compston et al., 2019). As recomendacgdes de tratamento
sdo de 5 anos para os BFs orais e de 3 anos para os intravenosos (Compston et al.,
2017), sendo que apods esse periodo se a densidade mineral 6ssea estiver estavel e
nao apresentar riscos de queda ou fraturas durante o periodo de tratamento, a droga
podera entao ser interrompida (Compston et al., 2019). Como o ZL se mostra mais
efetivo que os demais BFs (Berenson et al., 2001) e altamente eficaz para a
osteoporose pés-menopausa grave em mulheres idosas (Van Poznak et al., 2011), é
entdo considerado de primeira escolha para o tratamento nestas condi¢gées (Hamdy,
2010).

Enquanto o uso de BFs parece ter efeitos benéficos sobre esqueleto como um todo,
seus efeitos nos ossos da mandibula e maxilas podem também levar a importantes
comorbidades aos pacientes que o utilizam cronicamente, como o desenvolvimento
das osteonecroses dos maxilares relacionadas ao uso de medicamentos (OMs)
(Ruggiero et al., 2014). Apesar do risco de OMs nestas condigdes ser estimado em
0,0001% a 0,01% superior a incidéncia na populagao geral (&amp;lt;0,001%) (Khan et
al., 2014), os pacientes nao estao isentos do aparecimento da doenga quando
submetidos a procedimentos odontoldgicos invasivos como extragdes dentarias (Khan
et al., 2017). Além disso, tais dados epidemiolégicos ainda continuam em evolugao,
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uma vez que as OMs consistem em uma classe de patologias clinicas ainda pouco
diagnosticada fora dos ambientes académicos.

Acredita-se que com o uso dessas medicagdes, a resposta inflamatdria inicial no
local cirargico torna-se comprometida, afetando a capacidade de resposta, bem como
o reparo adequado do tecido ésseo (Hoefert et al., 2015). Diante deste quadro, ha um
crescente interesse na comunidade cientifica sobre o entendimento dos mecanismos
relacionados ao desenvolvimento das OMs. Para tanto, modelos em pequenos
roedores tem sido amplamente utilizados a fim de se investigar os possiveis fatores
de risco e mecanismos envolvidos, com atencédo ao processo de envelhecimento e
interferéncias hormonais, relacionados principalmente ao sexo feminino (Biguetti et
al., 2019; Mahmoud et al., 2021).

Deste modo, a osteoporose experimental por meio do procedimento de ovariectomia
(OVX) tem sido considerada como padrao-ouro para avaliar os efeitos da privagéo dos
hormdnios sexuais femininos em modelos animais, a fim de levar o animal a
estropausa (Koebele; Bimonte-Nelson, 2016). Resultados interessantes foram
observados por Arioka et al. (2019) apds analise dos tecidos periodontais de insergéao
de camundongos fémeas osteoporéticas induzidas por OVX, revelando alteragoes
comparaveis ao processo natural de envelhecimento, como atrofia do ligamento
periodontal e reducédo de células osteoprogenitoras. No entanto, informagdes sobre
as alteracbes no periodonto de insercao decorrentes da faléncia ovariana por
envelhecimento e por OVX sob administragcao de BFs ainda sao escassas, sendo a
maioria delas oriundas de pesquisas em ratos machos (Okamoto et al., 2021; Sousa
et al., 2021).

Deste modo, propde-se o presente estudo, a fim de se analisar as caracteristicas
dos tecidos que compdem o periodonto de inser¢do em camundongos fémeas idosas
e jovens submetidas a OVX e tratadas com bifosfonato de alta poténcia, e assim,
contribuir para o entendimento de uma possivel relagdo das condigoes
histopatologicas do periodonto de insergdo com o favorecimento ao desenvolvimento

da OM experimental.
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2 Proposicao




2 PROPOSICAO

Analisar os efeitos do acido zoledrdnico nos tecidos periodontais de

sustentacdo de camundongos fémeas

ovariectomia.

idosas e jovens submetidas a

17
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3 Material e Métodos
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Foram utilizadas 30 camundongos fémeas C57BI/6J, com idades de 4, 6 e 18
meses e peso variando entre 25 e 28 gramas, mantidas sob condi¢des controladas de
temperatura (22 £+ 2 0 C) e ciclo de luz de 12 horas claro/escuro e exaustao, recebendo
agua e ragao sem restricdo e distribuidas em 6 grupos: Controle (C) — animais com 6
meses de idade sem tratamento e C+ZL — tratados com acido zoledrdénico (ZL), OVX
— animais submetidos a OVX com 4 meses de idade e OVX+ZL — submetidos a OVX
e tratados com ZL, ID — animais idosas com 18 meses de idade e ID+ZL — animais
idosas tratadas com ZL. Os grupos C e C+ZL consistiram de camundongos 6 meses
a fim de se parear as idades dos animais dos grupos OVX e OVX+ZL no momento da
eutanasia. O presente projeto foi encaminhado e aceito pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA #451-2022) da FOA/UNESP, seguindo-se as normas vigentes pelo
CONCEA (ANEXO A).

3.2 Tratamento farmacolégico com acido zoledroénico

Para tratamento com acido zoledrénico (ZL), foi utilizada a formulagao
laboratorial da Sigma Aldrich (#SML0223) diluido em solugéo fisiolégica, administrado
na dosagem de 500ug/Kg/semana, via IP, durante 4 semanas antes da exodontia do
incisivo superior direito e até o final dos periodos experimentais. A dose que foi
utilizada ja apresenta estudo piloto com resultados satisfatérios para a linhagem de
escolha (Biguetti et al., 2019).

3.2 Procedimento cirurgico de OVX

Os animais do grupo OVX foram submetidos a sedagao por meio de injecao
intramuscular do anestésico Ketamina a 1% com dose de 50 mg/kg (Francotar ® ,
Virbac Ltda., Sdo Paulo, Brasil) associado ao sedativo Cloridrato de Xilazina a 2%
com dose de 5 mg/kg (Virbaxyl 2% ® , Virbac Ltda., Sdo Paulo, Brasil), a dosagem
recomendada pelo fabricante. Em seguida, foi realizada tricotomia bilateral a coluna
lombar, e antissepsia da regido a ser incisada PVPI 10%, associado ao PVPI tépico.

Apos a degermacao, os animais receberam anestesia local por meio técnica terminal
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infiltrativa subcutanea e intramuscular com cloridrato de mepivacaina 2% com
adrenalina 1:100.00 (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% ® com adrenalina 1:100.000,
Septodont, Franga), utilizada também para auxiliar na hemostasia do campo
operatorio. A técnica de escolha para a cirurgia seguiram o protocolo estabelecido na
literatura atual (Souza et al., 2019). Os animais foram submetidos a eutanasia apos
56 dias do procedimento de OVX.

3.4 Citologia vaginal

A fim de se confirmar a condi¢ao de diestro nos animais dos grupos OVX e ID,
foi realizada a citologia vaginal durante 10 dias consecutivos para analise do ciclo
estral. No grupo OVX, a coleta foi iniciada apds 20 dias do procedimento cirurgico.
Para tanto, foi inserido aproximadamente 0,1ml de solugao salina em uma pipeta de
10 microlitros. A ponta da pipeta foi inserida no orificio vaginal a uma profundidade de
aproximadamente 1-2 mm, em seguida, a solugao salina liberada na vagina e retirada
2 ou 3 vezes (sera descartada a cada animal e posteriormente lavadas em agua
destilada). Ap6s a lavagem, uma pequena gota da amostra sera entdo colocada
uniformemente na lamina histolégica em uma camada fina e deixada para secar ao

ar, e corada com azul de toluidina analise (Cora et al., 2015).

3.5 Eutanasia e coleta das espécimes

As eutanasias ocorreram apos finalizada a analise do ciclo estral, constatando-
se a condicdo de diestro persistente, sendo submetidas a eutanasia por meio
sobredosagem anestésica, seguida de decapitacdo com guilhotina para pequenos
animais, seguindo-se as normas vigentes pelo CONCEA. Constatada a morte dos
animais, as mandibulas foram coletadas e imersas em frascos individuais contendo
formalina a 10% tamponada por 48 horas, lavados em agua corrente por 12 horas e

imersas em solugéo de EDTA 10% para desmineralizagao.

3.6 Procedimentos histotécnicos

As mandibulas foram lavadas em agua corrente e acondicionadas em solugao
EDTA a 10% tamponado com pH 7,0, com trocas realizadas duas vezes por semana
por 30 dias aproximadamente, até que ndo apresentaram resisténcia ao corte com



21

navalha. As amostras foram novamente lavadas em agua corrente, e desidratadas em
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina (Histosec® Merck, Darmstadt,
Alemanha). Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histologicos semi-
seriados no sentido sagital seguindo o longo eixo dos dentes molares, utilizando-se
microtomo Leica RM. Foram obtidos cortes semi-seriados de 5 um de espessura para

coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e Picrosirius-red.

3.7 Analise estatistica

Os dados quantitativos obtidos por meio da analise de birrefringéncia da regiao
ligamento periodontal foram submetidosao testes n&o paramétricos One-Way
ANOVA/Kruskal-Wallis, seguido do teste de multiplas comparagdes de Dunn's

considerando-se p<0,05.
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4 Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Analise histopatolégica

As analises histologicas foram realizadas considerando os tergos médios das raizes
dos molares inferiores, especificamente entre o segundo e o terceiro molar.
Considerando cemento, ligamento periodontal e osso alveolar. Os resultados podem
ser visualizados nas Figuras 1 a 7 e Tabela 1.

Grupo T | Grupo CT+ZL Grupo OVX

g

s

Grupo OVX+ZL Grupo ID Grupo ID+ZL
Figura 1: Representacdo da regido de interesse (destaque no retdngulo) para a descrigao
histopatolégica dos grupos a serem estudados (HE; aumento original 20x).



24

GRUPO CT

Analisando a regido de interesse deste grupo, observa-se a porgéo radicular do dente
molar inferior, onde é possivel distinguir a dentina e o cemento, cuja espessura varia
gradualmente até chegar no cemento acelular, com a presenga de cementoblastos
em sua superficie. Nota-se o ligamento periodontal com numerosos fibroblastos e
suas fibras periodontais, responsaveis pela ligacdo deste tecido ao osso alveolar
propriamente dito, bem como vasos sanguineos. Além disso, no osso alveolar ha uma
estrutura organizada, com ostedcitos, fibras de Sharpey e osteoblastos na porgéo
mais superficial (Figura 2).
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Figura 2- Regiao lateral da raiz de molar (aumento de 20x). Porcao éssea (OA) com ostedcitos (1),
fiboras de Sharpey (2). Ligamento periodontal (LP) com fibroblastos (3), fibras periodontais (4),
osteoblastos (5). Regido de cemento (C) com cementoblastos (6), por¢cdo dentinaria (D), e vasos
sanguineos (VS) (HE; aumento original 20x).
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GRUPO CT + ZL

Na regido de interesse observa-se a presenga da dentina e do cemento, assim como,
de osso alveolar com seus ostedcitos e fibras de Sharpey. Adjacente ao osso alveolar,
nota-se o ligamento periodontal delgado, permeado por fibroblastos e apresentando
osteoblastos adjacentes ao o0sso, fibras obliquas periodontais do ligamento, além de
muitos vasos sanguineos (Figura 3).
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Figura 3: Regido lateral de raiz de molar (aumento de 20x). Porgdo radicular com regido de dentina

(D), cemento (C). Ligamento periodontal (LP) com fibroblastos (1), osteoblastos (2) e fibras do
ligamento (3). No osso alveolar (OA), ostedcitos (4) e fibras de Sharpey (5) (HE; aumento original 20x)
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GRUPO OVX

Neste grupo, a porgao radicular com deposi¢do de dentina e cemento acelular. Ha a
presenga de cementoblastos por toda a sua extensdo. Logo acima, o ligamento
periodontal possui muitos fibroblastos, fibras obliquas e osteoblastos em sua porcao
proxima ao osso. Destaca-se também a presencga de osteoclastos, indicando a
presenca de reabsor¢cdo Ossea, e algumas ilhotas correspondentes aos restos
epiteliais de Malassez. Na parte 6ssea, ha ostedcitos e fibras de Sharpey (Figura 4).

: i
Figura 4: Regido lateral de raiz de molar (aumento de 20x). Por¢ao dentinaria (D) e cementaria (C)
com cementoblastos (1). Ligamento periodontal (LP) com fibras (2), osteoblastos (3), fibroblastos (4) e
osteoclastos (8). Porgao dssea (OA) com ostedcitos (5) e fibras de Sharpey (6). Restos Epiteliais de
Malassez (7) (HE; aumento original 20x).
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GRUPO OVX + ZL

Ao analisar a regido de interesse dos animais pertencentes ao grupo OVX + ZL,
observa-se a porgdo de dentina e cemento regulares, com cementoblastos. Logo
abaixo, o ligamento periodontal mostra-se delgado e rico em células. Ha fibroblastos,
osteoblastos e fibras obliquas do ligamento periodontal, presentes em sua estrutura e
também numerosos vasos sanguineos. No osso alveolar, estdo presentes em sua
matriz ostedcitos e fibras de Sharpey. Observam-se osteoclastos ativos aderidos as
superficies mineralizadas, e ndo aderidos de formato arredondado (Figura 5).
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Figura 5: Regido lateral de raiz de molar (aumento de 20x). Porgéo de dentina (D) e cemento (C) com
cementoblastos (2). Ligamento periodontal (LP) com fibroblastos (1), fibras (3), osteoblastos (4) e
osteoclastos (7). Osso alveolar (OA) com ostedcitos (5) e fibras de Sharpey (6) (HE; aumento original
20x).
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GRUPO ID

Na regido do periodonto lateral a raiz do dente, observamos que este se encontra com
a dentina e o cemento devidamente formados. Observa-se delgado espago
periodontal, com atividade osteoclastica. Também é possivel ver restos epiteliais de
Malassez (Figura 6).
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Figura 6: Regiao lateral de raiz de molar (aumento de 20x). Porcéo de dentina (D) e cemento (C) com
cementoblastos (3). Ligamento periodontal (LP) com osteoblastos (4), fibroblastos (6), fibras do
ligamento (5), restos epiteliais de Malassez (7) e osteoclastos (8). Osso alveolar (OA) com ostedcitos
(1) e fibras de Sharpey (2) (HE; aumento original 20x).
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GRUPO ID + ZL

Na regido de interesse, correspondente ao periodonto lateral a raiz do dente, observa-
se dentina e cemento, ha cementoblastos pela sua extensdo. No ligamento
periodontal, percebe-se maior escassez celular em tecido conjuntivo onde predomina
material colagenoso com estreitamento da sua estrutura, com a presenga de
numerosos vasos sanguineos. O 0sso alveolar esta integro e dentro da normalidade,
ha a presenca de ostedcitos e fibras de Sharpey (Figura 7).
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Figura 7: Regiao lateral da raiz de molar (aumento de 20x). Por¢ao de dentina (D) e cemento (C) com
cementoblastos (3). Ligamento periodontal (LP) com a presenga de células, fibroblastos (2),
osteoblastos (5), fibras do ligamento (4) e vasos sanguineos (VS). No osso alveolar (OA), ha ostedcitos
(1) e fibras de Sharpey (6) (HE; aumento original 20x).

Tabela 1 — Padrao histologico observado nos tecidos do periodonto de sustentagao
de cada um dos grupos analisados.

Grupos Padrao Histolégico
experimentais
CT Dentina radicular revestida por cemento do tipo acelular.
Ligamento periodontal organizado, constituido por tecido
conjuntivo frouxo rico em fibroblastos que se alinham em diregcao
as fibras colagenas.

Presenca de restos epiteliais de Malassez, discreta atividade
osteoclastica.

CT+ZL Dentina radicular revestida por cemento do tipo acelular.
Ligamento periodontal delgado, organizado e constituido por
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tecido conjuntivo frouxo com fibroblastos que se alinham em
direcao as fibras colagenas.

Presenca de restos epiteliais de Malassez, discreta atividade
osteoclastica.

ovX Dentina radicular revestida por cemento do tipo acelular.
Ligamento periodontal organizado, constituido por tecido
conjuntivo frouxo rico em fibroblastos que se alinham em direcao
as fibras colagenas.

Presenca de restos epiteliais de Malassez, intensa atividade
osteoclastica.

OVX+ZL Dentina radicular revestida por cemento do tipo celular.
Ligamento periodontal organizado, constituido por tecido
conjuntivo frouxo rico em fibroblastos que se alinham em diregcao
as fibras colagenas.

Presenca de restos epiteliais de Malassez, intensa atividade
osteoclastica. Também se observam osteoclastos n&o aderidos a
superficie 6ssea de conformacio arredondada.

ID Dentina radicular revestida por cemento do tipo celular. Delgado
ligamento periodontal organizado, constituido por tecido
conjuntivo frouxo rico em fibroblastos que se alinham em diregao
as fibras colagenas.

Presenca de restos epiteliais de Malassez, intensa atividade
osteoclastica.

ID+ZL Dentina radicular revestida irregularmente por cemento do tipo
acelular. Ligamento periodontal constituido por tecido conjuntivo
frouxo com fibroblastos dispostos aleatoriamente. A matriz
colagenosa mostra-se mais evidente e o tecido ésseo pouco
celularizado.

4.2 Analise de birrefringéncia

Foi utilizada a analise de birrefringéncia a fim de analisar a quantidade e qualidade
das fibras colagenas da regido do ligamento periodontal lateral a raiz do dente. A
partir dos dados analisados, o grupo OVX apresentou aumento significativo de fibras
vermelhas em comparacao com o grupo ID. Com relagao as fibras verdes, o grupo
ID+ZL exibiu aumento significativo de fibras verdes em comparagdo com o grupo
CT+ZL (Figura 8).
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Figura 8: Regiao lateral da raiz de molares inferiores.Fibras do ligamento periodontal entre o segundo
e terceiro molar, coradas em Picrosirius-red (PS; aumento original 40x).
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Figura 9 — Resultados estatisticos da regido do ligamento periodonta da regido lateral da raiz de
molar. Teste ndo paramétrico One-Way ANOVA/Kruskal-Wallis, seguido do teste de multiplas
comparacgdes de Dunn's. Os resultados sdo apresentados como média e DP de pixels2 para cada cor
na analise de birrefringéncia. O simbolo * indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).
(Picrosirius-red, aumento original 40x).
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5 Discussao
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5 DISCUSSAO

O presente estudo foi proposto a fim de investigar os efeitos do ZL sobre os tecidos
que compdem o periodonto de inser¢do, em camundongos fémeas de linhagem C57BI/6J,
em condicoes de faléncia ovariana diferentes, por senescéncia e por ovariectomia,
considerando-se a influéncia da deplegao estrogénica sobre o metabolismo geral no sexo
feminino e a alta incidéncia de desenvolvimento de doencgas osteoliticas, como a
osteoporose, necessitando de terapias antirreabsortivas como o uso dos BFs, entre eles, o
ZL, que demonstrou ser um medicamento muito eficaz na prevencgao do risco de fraturas em
mulheres no periodo pdés-menopausa (Hamdy, 2010). Apesar disso, notou-se escassez de
estudos sobre este tema na literatura pertinente (Okamoto et al., 2013).

O modelo animal de escolha apresenta diversas vantagens, entre elas a semelhanga
com o genoma humano em mais de 90%, disponibilidade de uma série de ferramentas
genéticas/moleculares eficientes (Blake et al., 2021), o pequeno tamanho do animal que
facilita o uso de quantidades reduzidas de medicamentos e periodos experimentais
reduzidos, tornando-o um modelo custo-eficiente. Além disso, ha evidéncias sobre as
respostas inflamatdrias e imunoldgicas a respeito deste modelo animal (Biguetti et al., 2018).

No presente estudo, foram utilizados dois tipos diferentes de modelo de faléncia
ovariana: camundongos jovens que passaram por OVX (4 meses) e animais idosas
naturalmente envelhecidas (18 meses). A faléncia ovariana causada pelo procedimento de
OVX é um dos modelos mais utilizados em roedores a fim de se avaliar a condicao 6ssea
pés-menopausa (SO et al., 2021). No entanto, este procedimento é realizado em animais
ainda jovens, quando o organismo ainda nao carrega as alteragbes decorrentes do
envelhecimento fisiolégico. Nas mulheres, a menopausa ocorre por volta dos 50 anos de
idade, o que basicamente corresponde aos 18 meses de idade dos camundongos fémeas
consideradas utilizadas no presente estudo, quando elas ja comegam a apresentar
alteracdes em praticamente todos os biomarcadores relacionados ao envelhecimento. A fim
de se confirmar a faléncia ovariana em ambos os modelos, realizou-se a analise do ciclo
estral por 10 dias consecutivos para a constatagcao do diestro persistente e a instalagado do
estado de estropausa.

Os resultados obtidos na analise histopatologica descritiva sugeriram que os grupos
tratados com o ZL apresentavam maior estreitamento do espaco do ligamento periodontal e

escassez de células. Essa percepcgao vai diretamente de acordo com Okamoto et al. (2013),
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0s quais observaram o afinamento do ligamento periodontal sob a alta dose do ZL. Ademais,
notou que os BFs s&o armazenados na matriz éssea por longos periodos por ndo serem
metabolizaveis, o que significa que o ZL pode afetar continuamente o espago periodontal,
quando usado em dosagem mais alta. Apesar da estrutura do ligamento ser devidamente
regulada durante a vida, fatores como o estresse mecanico e o uso de medicamentos podem
influenciar na espessura do ligamento (Okamoto et al., 2013). A respeito da caréncia de
células, foi observado previamente que os BFs induzem a producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs), as quais podem causar danos oxidativos, nesse caso, nos fibroblastos do
ligamento periodontal e afetar a supressédo do crescimento e migragéo celular. Em estudo
de Taniguchi et al. (2019), observou-se que o ZL induziu EROs nos fibroblastos gengivais,
nas células precursoras de osteoclastos e nos osteoclastos maduros.

Considerando-se a andlise qualitativa e quantitativa do conteudo colagenoso do
ligamento periodontal, observou-se um aumento significativo de fibras do espectro vermelho
nos animais OVX em comparacao com os animais ID. Esta condicao pode ser decorrente
do fato de que os animais submetidos a OVX apresentam queda abrupta dos niveis de
estrogénio e consequente alteragées decorrentes da fase pds-menopausa, enquanto os
animais que envelhecem naturalmente passam pelas fases que antecedem a pos-
menopausa, podendo se adaptar as alteracdes hormonais. Além disso, sabe-se que a fase
da estropausa dos roedores difere de modo importante da fase de menopausa nas mulheres,
visto que camundongos idosos nado sofrem deplegdo natural dos foliculos ovarianos na
estropausa, ao contrario dos humanos. (Koebele, 2016; Wright, 2008; Biguetti et al, 2019.)
Ademais, ha também importantes diferencas hormonais: Nas mulheres apds a menopausa,
observa-se uma queda acentuada nos niveis de 17B-estradiol e progesterona,
acompanhada de elevagao dos hormoénios foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH). Ja
em camundongos idosos, embora haja uma desregulagcdo do eixo hipotalamo-hipofise-
gonadal, os niveis circulantes de 17(3-estradiol permanecem em concentracbes moderadas.
Dos 9 aos 12 meses de idade, as fémeas de camundongos apresentam ciclos estrais
irregulares e alteracbes hormonais, entrando na estropausa em vez da menopausa
verdadeira, como observado em humanos (Liu et al., 2015). Considerando o espectro verde
das fibras, o grupo ID+ZL exibiu aumento significativo em comparagdo com o CT+ZL,
revelando fibras mais delgadas e desorganizadas, justificado também pelo envelhecimento
fisiolégico que diminui a atividade celular e, consequentemente a renovagao tecidual,

somado a medicagdao com ZL que altera a remodelacao do tecido dsseo alveolar. Sabe-se
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que em periodos de reparo do ligamento periodontal ha um aumento na quantidade de
colageno do tipo Ill que ao decorrer do tempo passa a ser substituido por colageno do tipo |
(de Sousa et al., 2021).

Deste modo, a partir dos resultados obtidos e dentro das limitacbes do presente
trabalho, pode-se considerar que a administragdo do ZL em camundongos idosas afetam de
modo negativo os tecidos periodontais de sustentagdo, alterando negativamente sua

capacidade de remodelacao.
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CONCLUSAO

A faléncia ovariana pelo procedimento de OVX ou pelo envelhecimento natural dos animais
do grupo ID influenciou os aspectos histologicos dos tecidos do periodonto de insergao,
principalmente com relagdo a presenga mais evidente de células osteoclasticas e espaco
ligamentar delgado nestes animais. A terapia com ZL influenciou de forma mais importante os
animais ID, cujo ligamento periodontal mostrou-se pouco celularizado e com aumento de fibras

colagenas menores € menos organizadas, identificadas pela analise de birrefringéncia.
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