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Resumo

Dias SMD Acdo do estrdgeno na expressao de proteinas relacionadas
ao metabolismo Osseo durante regeneragdo alveolar em ratas
[dissertacao] Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade

Estadual Paulista; 2007.

Objetivo:Avaliar a atuacao do E, durante a regeneracao alveolar,
utilizando a expressao das proteinas OPG, RANK e RANKL como
indicadores celulares de predisposicdo a reabsorcao ou formacao de
tecido 6sseo. Material e métodos: Apos 8 dias da cirurgia SHAM ou
ovariectomia (OVX), as ratas (200g) OVX receberam implantes
subcuténeos contendo 6leo de milho (grupo OVX/éleo) ou E, (400ug)
(grupo OVX/E,). As exodontias dos incisivos superiores direitos foram
realizadas no decorrer do tratamento e agendadas para que ao
término de 60 dias fosse possivel obter as pecas referentes a 14, 28
e 42 dias de regeneracao Ossea alveolar. As pecas foram submetidas
a processamento imunoistoquimico. Resultados: Nos animais com
ciclo estral regular (grupo SHAM), foi observada expressao baixa aos
14, média/alta aos 28 e a nao expressdo de OPG e RANKL aos 42
dias. A expressao de RANK iniciou alta e foi diminuindo até o ultimo
periodo analisado. No grupo OVX/Oleo a expressao de RANKL foi

crescente até o término da analise aos 42 dias, enquanto que a



Resumo

expressdao de RANK diminuiu ao longo do periodo estudado. Foi
observada expressao de OPG no inicio e ao final do periodo analisado.
Os animais OVX/E, apresentaram marcacao semelhante para OPG,
RANK e RANKL aos 14 dias. A expressao de RANKL foi observada até
o final do experimento, entretanto nao foi detectada expressao de
OPG e RANK aos 28 e 42 dias. Conclusao: Estes resultados
evidenciam a participacao do E; modulando o ciclo de remodelagao

o0ssea alveolar.

PALAVRAS-CHAVE: Estradiol, Regeneracao d&ssea; Alvéolo dental;

Imunoistoquimica; RANK ligante.



Abstract

Dias SMD Action of estrogen on expression of proteins related on
bone metabolism during alveolar regeneration in rats [dissertation]
Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual

Paulista; 2007.

Objective: To evaluate the role of E, during alveolar bone
regeneration, using OPG, RANK and RANKL protein expression as
cellular indicators of predisposition to resorption or bone tissue
formation. Methods: Eight days after either SHAM surgery or
ovariectomy (OVX), the OVX rats (200g) received subcutaneous
implants with corn oil (OVX/oil group) or E; (400ug) (OVX/E2 group).
Extraction of the maxillary right incisors were performed during the
course of the treatment and was scheduled in such a way that at the
end of a 60-day period it would possible to retrieve anatomic pieces
referring to 14, 28 and 42 days of alveolar bone healing. The pieces
were submitted to immunohistochemical processing. Results: In the
animals with regular estrous cycle (SHAM group), it was observed low
expression at 14 days, medium/high expression at 28 days and no
OPG and RANKL expression at 42 days. RANK expression started high
and decreased continuously up to the last analyzed period. In the

OVX/oil group, RANKL expression increased up to the completion of



Abstract

the analysis at 42 days, whereas RANK expression decreased within
the studied period. OPG expression was observed in the beginning
and the end of the analyzed period. The animals OVX/E, showed
similar labeling for OPG, RANK and RANKL at 14 days. RANKL
expression was observed up to the end of the experiment. However,
no OPG and RANK expression was detected at 28 and 42 days.
Conclusion: These results demonstrate the role of E; modulating the

alveolar bone remodeling cycle.

KEY WORDS: Estradiol; Bone regeneration; Dental socket;

Immunohistochemistry; RANKL ligand.
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1 Introducéo

O metabolismo ésseo é dependente dos processos de formagao
e reabsorcdo que sdo regulados por sinalizagao molecular. A hipotese
de que os osteoblastos (OBs), células especializadas responsaveis
pela formacdo de tecido dsseo, exercem funcdo importante na
diferenciacdo e ativacao de osteoclastos (OCs), células da linhagem
hematopoiética que reabsorvem o0sso, foi confirmada pela descoberta
do sistema osteoprotegerina (OPG), receptor ativador do fator
nuclear kB (RANK) e RANK ligante (RANKL), cujos elementos sao
proteinas, pertencentes a super familia fator de necrose tumoral
(TNF) (Simonet et al., 1997; Riggs, 2000; Ikeda et al., 2001; Katagiri
e Takahashi, 2002; Lerner, 2004).

RANKL, produzida por células da linhagem osteoblastica, liga-se
ao RANK, receptor localizado na membrana de pré-osteoclastos,
desencadeando a ativacao dos efetuadores finais da
osteoclastogénese, ou seja, o fator nuclear kB (kappaB) e o Jun N-
terminal kinase (IJNK) (Suda et al., 1999). As células da linhagem
osteoblastica produzem também a OPG, receptor solivel que se liga a

RANKL, tornando-a indisponivel para ligar-se ao RANK, inibindo a

* Normalizagdo segundo a Revista Archives of Oral Research (Anexo B)
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diferenciacdo e ativagao de OCs (Simonet et al., 1997). A importancia
fisioldgica deste sistema sugere a manutencao do equilibrio entre
formacao e reabsorcdo oOsseas (Hofbauer et al., 2000; Teitelbaum,
2000; Katagiri e Takahashi, 2002; Bell, 2003; Lerner, 2004).

Apds a demonstracao, em 1988 por Eriksen e colaboradores,
de que os OBs contém receptores funcionais para estrégeno (Ez),
estudos tém sido direcionados a explicacdo dos efeitos deste
hormonio no metabolismo dsseo. A deficiéncia de E, por ovariectomia
(OVX) cirdrgica ou perda de funcao ovariana provoca aumento na
ativacao da remodelacao e desequilibrio entre formagao e reabsorgao
ossea (Riggs, 2000; Riggs et al., 2002).

A deficiéncia sistémica de E, altera a remodelacao Ossea
alveolar, possivelmente por interferir na diferenciagao de OBs (Li e
Nishimura, 1994), diminui a densidade déssea mandibular (Jiang et
al., 2003) e induz a expressao de RANKL (Kawamoto et al., 2002) e
a osteoclastogénese no periodonto (Kawamoto et al., 2002). De
acordo com Hsieh e colaboradores (1994), a reabsorgcao do rebordo
residual é maior em exodontias realizadas em mulheres
menopausadas. Em animais de laboratério com deficiéncia
estrogénica, foi observada alteracao significante na formacao e
mineralizacdao 0ssea durante o processo de regeneracao alveolar pos-
exodontia (Hsieh et al., 1995). As alteracdes na arquitetura dssea
decorrentes da deficiéncia de E,, podem ser antagonizadas pela

reposicdo farmacoldgica deste hormonio, restaurando o equilibrio do
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metabolismo e prevenindo a perda o6ssea (Aubin e Boneyle, 2000;
Vincent et al., 2003).

Considerando o curto periodo necessario para cicatrizacdo e a
relevancia clinica, o modelo de regeneracao tecidual pds-exodontia é
interessante para verificar a expressao das proteinas do sistema OPG,
RANK e RANKL em ratas com ciclo estral regular e ratas OVX

submetidas ou ndo a reposicao hormonal de E.



2 Proposicdo

Foi objetivo deste trabalho, avaliar a atuacdo do E; no
metabolismo &sseo durante a regeneracao alveolar, utilizando a
expressdao das proteinas OPG, RANK e RANKL como indicadores

celulares de predisposicao a reabsorgao.



3 Material e Métodos

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de
acordo com os principios éticos na experimentacao animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e foram
aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba-UNESP sob protocolo de
numero 38/05 (Anexo A).

Cirurgias:

Foram utilizadas ratas (Rattus norvegicus albinus - Wistar),
com peso corporal de 200g, nuliparas, avaliadas por citologia vaginal
(Evans e Long, 1922) e apresentando ciclo estral regular, mantidas
em ambiente com controle de temperatura (22+2°C) e ciclo de luz
(12/12h), alimentadas com ragao balanceada (Guabinutrilabor ratos e
camundongos®, Guabi,Campinas, Brasil) e 4gua a vontade.

Para a realizacao das cirurgias, os animais foram anestesiados
com Cloridrato de Cetamina (Vetaset®, Fort Dodge salde animal
Ltda, Campinas, SP, Brasil/i.p.) e Xilasina (Dopaser®, Laboratérios
Calier S.A., Barcelona, Espanha/i.p.). O grupo controle (24 ratas) foi
submetido a cirurgia sham (grupo SHAM) e os 48 animais restantes
passaram pelo procedimento de OVX bilateral cirirgica. Todos os

animais receberam dose Uunica (0,1ml/rata/i.m.) de antibiodtico
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veterinario polivalente (Pentabidtico® veterinario pequeno porte, Fort
Dodge®, Fort Dodge saude animal Ltda, Campinas, SP, Brasil)
imediatamente apds as cirurgias. Decorridos 8 dias, 24 ratas OVXs
receberam implantes subcutdneos de polietileno (Silastic®, Dow
Corning, Degania, Israel) contendo éleo de milho (grupo OVX/éleo) e
outras 24 receberam implantes contendo 17p-estradiol (400 pg,
Sigma®, Sigma-Aldrich Corporation, ST. Louis, Missouri, USA) diluido
em 6leo de milho (grupo OVX/E,). Os pellets foram mantidos por 60
dias com trocas na metade deste periodo. O esfregaco vaginal foi
monitorado para certificar a efetividade do tratamento.

As exodontias dos incisivos superiores direitos (Okamoto e
Russo, 1973) foram realizadas em periodos pré-determinados para
obtencdo das pecas referentes a 14, 28 e 42 dias de regeneragao
ossea alveolar.

Coleta de sangue, eutanasia e obtencdo das pecas:

Sob anestesia geral, foi retirado 1ml de sangue venoso através
da canulacao da veia jugular (Harms e Ojeda, 1974), para dosagem
hormonal posterior através de radioimunoensaio.

A perfusdo transcardiaca (Eichhammer et al., 1987), foi
realizada com 600ml/rata de formaldeido 4%, pH 9,5 (4°C),
utilizando bomba peristaltica Masterflex LS® (Cole Parmer Instrument

Company, Vernon Hills, IL.)
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As pecas foram obtidas procedendo duas incisdes: 1) na sutura
intermaxilar e 2) perpendicular a primeira, tangente a distal do ultimo
molar.

Processamento histoldgico:

As pecas foram submetidas a pods-fixacdo (formaldeido 4%),
lavagem em tampao sodio fosfato (PBS), descalcificagdo em EDTA
5% (Titriplex®, Merck, Damnstadt, Alemanha) e crioprotecdo em
Sacarose 20% (Merck, Damnstadt, Alemanha). Cortes ao longo eixo
do alvéolo, com 14 pym de espessura, feitos em criostato (Micron,
Zeiss, Alemanha), foram montados em Iaminas gelatinizadas.

Os anticorpos primarios (1:100) foram contra a OPG (Rabbit
anti-opg - Santa Cruz Biotechnology - SC11383), RANK (Rabbit anti-
rank — Santa Cruz Biotechnology — SC9072) e RANKL (Goat anti-rankl
- Santa Cruz Biotechnology - SC7627). Os anticorpos secundarios
(1:200) foram anti-coelho biotinilado produzido em burro (Biotin-SP-
conjugated  AffiniPure donkey anti-rabbit IgG - Jackson
Immunoresearch Laboratories - 711.065.152) e anti-cabra biotinilado
produzido em burro (Biotin-SP-conjugated AffiniPure donkey anti-
Goat IgG - Jackson Immunoresearch Laboratories - 705-065-147).

O sinal da reacao foi amplificado com o sistema avidina-biotina
(Kit ABC-Vectastain Elite ABC - Peroxidase Standard, reagent A and B
only - PK6100 - Vector Laboratories) e a reacao foi revelada
utilizando a diaminobenzidina (DAB) (Sigma®, Sigma-Aldrich

Corporation, ST. Louis, Missouri, USA) como cromdgeno.
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A especificidade das marcagbes foi confirmada através da
exclusdao do anticorpo primario em laminas controle. Todas as
incubagdes dos anticorpos foram realizadas em camara Umida a
temperatura de 25°C. A coloragdo em hematoxilina/eosina (HE) foi
realizada como referéncia para a citoarquitetura dos cortes
analisados.

O terco médio dos alvéolos dentais foi examinado com o auxilio

de microscépio de luz.



4 Resultados

Grupo SHAM:

14 dias - Foi observada marcacao alta de RANK (Fig. 1B) em
células com morfologia semelhante a osteoblastos localizadas na
interface do tecido ésseo, préximas ao ostedide. Os poucos ostedcitos
e células de revestimento dsseo presentes apresentaram expressao
baixa de OPG e RANKL (Fig. 1A e C).

28 dias - A expressdo de OPG e RANKL (1D e F) por ostedcitos
e células de revestimento o¢sseo foi média/alta, enquanto a
disponibilidade do receptor RANK marcado em células semelhantes a
OBs foi média (Fig. 1E).

42 dias - Neste periodo observou-se expressdao baixa de RANK
(Fig. 1H), enquanto a expressdao de OPG e RANKL nao foi perceptivel
(Fig. 1G e I).

No decorrer do processo de regeneragao alveolar, houve
variacao proporcional entre a expressao de OPG e RANKL. Foi
observada expressdo baixa no primeiro periodo analisado (fig. 1A e
C), expressao média/alta aos 28 dias (Fig. 1D e F) e nenhuma

expressao aos 42 dias de regeneracgao alveolar (Fig. 1G e I).
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el
A B C
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D E -
G H 11

Fig. 1: Expressdo das proteinas referentes aos animais do grupo SHAM e
aos periodos apds a exodontia. 14 dias: (A) OPG; (B) RANK; (C) RANKL.
28 dias: (D) OPG; (E) RANK; (F) RANKL. 42 dias: (G) OPG; (H) RANK;
(I) RANKL. As setas indicam marcagdes positivas em células semelhantes
a OBs. (original, DAB, 160x).

Grupo OVX/Oleo:

14 dias - Células semelhantes a OBs marcaram positivamente
para RANK, RANKL e OPG, sendo considerada média a expressdo de
OPG e RANK (Fig. 2A e B) e média/baixa para RANKL (Fig. 2C).

28 dias - Nao foi observada marcacao de OPG neste periodo
(Fig. 2D), enquanto células semelhantes a OBs apresentaram

expressdao baixa para RANK (Fig. 2E) e células da linhagem
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osteoblastica localizadas no interior do tecido ésseo, apresentaram
expressdao média/alta para RANKL (Fig. 2F).

42 dias - Foi evidenciada imunomarcacao discreta contra OPG
(Fig. 2G) e expressdo alta de RANKL em células maduras da linhagem
osteoblastica (Fig. 2I). Nao foi detectada expressao de RANK (Fig.

2H).

A B C
D E F
G H I

Fig. 2: Expressdao das proteinas referentes aos animais do grupo
OVX/Oleo e aos periodos apds a exodontia. 14 dias: (A) OPG; (B)
RANK; (C) RANKL. 28 dias: (D) OPG; (E) RANK; (F) RANKL. 42 dias:
(G) OPG; (H) RANK; (I) RANKL. A seta indica marcacao positiva em
células semelhantes a OBs. (original, DAB, 160x).

Grupo OVX/E3:
14 dias - Marcacdes consideradas de expressao média para

OPG, RANK e RANKL, foram identificadas em células que
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apresentavam localizacdo e citoarquitetura semelhante a de células
da linhagem osteoblastica (Fig. 3A, B, C).

28 dias - Foi observada expressao alta de ligante (Fig. 3F) em
células maduras no interior do trabeculado désseo, enquanto que a
disponibilidade dos dois receptores foi nula (Fig. 3D e E).

42 dias - Os receptores OPG e RANK (Fig. 3G e H) também nao
apresentaram marcacoes neste periodo. Entretanto, foi constatada

expressao média de RANKL (Fig. 3I) nos ostedcitos.

A B C
D E F
G H I

Fig. 3: Expressao das proteinas referentes aos animais do grupo OVX/E,
e aos periodos apds a exodontia. 14 dias: (A) OPG; (B) RANK; (C)
RANKL. 28 dias: (D) OPG; (E) RANK; (F) RANKL. 42 dias: (G) OPG; (H)
RANK; (I) RANKL. A seta indica marcacdo positiva em células
semelhantes a OBs. (original, DAB, 160x).
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Os cortes destinados ao controle da especificidade da reacao
imunoistoquimica que foram submetidos a seqléncia de
procedimentos, com exclusdo do anticorpo primario, nao
apresentaram marcagoes.

Controles histolégicos, corados pela HE, foram (teis para
comparacao da citoarquitetura e avaliacao das condigbes da

regeneracao ossea (Fig. 4).

A B C
D E =
G H |

Fig. 4: Terco médio do alvéolo dental aos 14, 28 e 42 dias de reparo
alveolar (vertical). (A, D e G) Grupo SHAM (B, E e H) Grupo OVX/Oleo (C,
F e I) Grupo OVX/E> (original, HE 63x).

A citologia esfoliativa realizada durante o tratamento mostrou

que os animais do grupo SHAM apresentaram ciclo estral regular,
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enquanto o grupo OVX/Oleo, cuja dosagem hormonal foi 10,71 (+
0,54) pg/ml de E;, permaneceu em diestro e o grupo OVX/ E; que
apresentou 50,40 (+ 2,46) pg/ml de E,, oscilou entre proestro e

estro.



5 Discussao

A retirada da secrecao ciclica do esterdide gonadal alterou a
expressdo das proteinas OPG, RANK e RANKL nos 14, 28 e 42 dias
pos-exodontia.

Estudos evidenciam que E, modula a sintese de substancias
relacionadas diretamente com o metabolismo dsseo, como
interleucina-1 (IL1), interleucina-6 (IL6), fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), fator estimulante de colonia de macréfagos (M-CSF),
prostaglandina E, (PGE;), fator de crescimento transformador-
(TGF-B) e paratormoénio (PTH), bem como atua diretamente nas
respostas celulares a estas substancias (Manolagas, 2000, Riggs,
2000). Compston (2001) e Riggs 2000 verificaram aumento de
substancias osteoclastogénicas apds a OVX ou menopausa, sendo
estes efeitos revertidos pela terapia de reposicdao de E, (Aubin e
Boneyle, 2000; Vincent et al., 2003).

As expressoes de OPG, RANK e RANKL detectadas em células da
linhagem osteobldstica, nas ratas com ciclo estral regular (Fig. 1),
demonstram o equilibrio dindmico entre formacdo e reabsorcao
o0sseas. Em condicoes fisioldgicas, a formacao dos osteoclastos requer
contato com as células estromais e osteoblasticas, as quais
expressam as proteinas RANKL e M-CSF em resposta a varios fatores

de reabsorcdo dssea (Katagiri e Takahashi, 2002). Os resultados
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obtidos (Fig. 1) corroboram com o que estd descrito, ou seja, a
participacdo do E; na homeostasia Ossea através da diminuicdo da
producao de fatores pro-osteoclastogénicos, como IL-1, IL-6, TNF, M-
CSF e PGE; e estimulacgigo da produgdao de fatores
antiosteoclastogénicos, como o antagonista do receptor para
interleucina-1 (IL-1ra) (Pacifici et al., 1993), OPG (Hofbauer et al.,
2000) e TGF-B (Oursler et al., 1991).

Embora o anticorpo anti-RANK seja citado na literatura (Jimi, et
al., 1996; Suda et al., 1999; Khosla, 2001; Ikeda et al., 2001) como
especifico para pré-osteoclastos e OCs maduros, no alvéolo em
regeneragao, as células com morfologia semelhante a OBs,
localizados na periferia do ostedide, apresentaram marcagdes contra
RANK. Pettit e colaboradores (2006), utilizando anticorpos contra
RANK em estudo de erosdo Ossea na artrite reumatoide em humanos,
identificaram marcacdes em células com morfologia de OBs em 6 do
total de 14 amostras examinadas. Coutinho (2005), que estudou o
processo de regeneracgao alveolar em ratos, confirmou a localizagao
topografica das células semelhantes a OBs imunomarcadas por RANK
no tecido o¢sseo através de coloragdo HE associada a
imunoistoquimica. Além disso, realizou experimentos de controle
positivo nos quais, células semelhantes a fibroblastos do ligamento
periodontal e macréfagos da cavidade nasal de ratos, mostraram-se
imunorreativos para RANK, garantindo a especificidade do anticorpo

utilizado. Ao reagir cortes de fetos de ratos com 21 dias (Coutinho,
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2005), observou marcacbes desta proteina em osso primario. Esses
resultados sugerem, que o trauma cirurgico desencadeia aumento do
“turnover” 0Osseo durante a regeneracdo alveolar e pode causar
alteragbes no metabolismo celular resultando em osteoblastos com
elevadas propriedades osteoclastogénicas, fato que foi verificado de
maneira intensa aos 14 (Fig. 1B) e decrescente dos 28 aos 42 dias
pos-exodonticos (Fig. 1E e H), pois a evolucdao do processo de
cicatrizacao (Fig. 4 A, D, G) resultou na diminuicao da freqiéncia de
ativacao das unidades 6sseas multicelulares.

Células que expressam RANK (Fig. 1B, E e H) estiveram
presentes durante todo o periodo analisado e devido a esta
marcacao, €& possivel afirmar que havia receptores disponiveis a
osteoclastogénese, mas a expressdo do receptor isca (OPG), que foi
equivalente a do ligante (RANKL) minimizou o contato célula-a-célula,
a formagao do complexo RANK-RANKL e ativagao de NFkB e IJNK (Fig.
1A, C, D, F, Gel).

As expressoes de OPG (Fig. 2A, D e G) e RANK (Fig. 2B, E e H)
foram diminuindo ao longo dos periodos analisados, no tecido ésseo
alveolar dos animais castrados sem reposicao hormonal. Entretanto,
a expressao de RANKL, nos mesmos periodos, foi inversamente
proporcional (Fig. 2C, F e I). Provavelmente, a expressao baixa de
OPG (Fig. 2D) resulta da nao ativacao dos receptores de E, presentes
nos pré-osteoblastos e inibicdo conseqliente da sinalizagdo autdcrina

para producao de TGF-B (Riggs, 2000; Bell, 2003). A producao de
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TGF-B estd diretamente relacionada com a proliferacdo e
diferenciacdo de pré-osteoblastos (Spelsberg et al., 1999), com a
sintese de OPG e com a apoptose de OCs (Compston, 2001).

Além disso, a deficiéncia de E, para ativar receptores especificos
existentes nas células T (Cenci et al., 2000) e B do sistema imune e
pelas células da linhagem osteoblastica (Bell, 2003), pode ter
desencadeado aumento na producao de RANKL por esses tipos
celulares (Fig. 2C, F e I). Sabe-se que a concentracdo plasmatica
baixa de E, desencadeia aumento da producao de IL-1 (estimulador
potente da reabsorcdo déssea) e TNF-a pelos mondcitos e células T
(Bell, 2003). Estas substancias atuam também em OBs e células do
estroma aumentando a sintese de M-CSF, que é fator responsavel
pela proliferacdo de pré-osteoclastos, pelo estimulo para expressao
de RANK e pelo retardo da apoptose de OCs (Lee e Lorenzo, 2006), e
de PGE,, que inibi a producao de OPG (Suda et al., 1999 e Hofbauer
et al., 2000).

De acordo com Kimble e colaboradores (1996), a OVX
desencadeia aumento na concentracao de IL-1 e TNF-a, que atuam
na diferenciacao de células do estroma com fenétipo para producao
maior de M-CSF. Associando as informacgdes da literatura com os
resultados obtidos, pode-se sugerir que o atraso na regeneragao
alveolar dos animais OVX sem reposicao hormonal (Fig. 4 B, E e H)
ocorreu devido: 1) ao aumento no numero de OCs; 2) a sintese

insuficiente de OPG para prevenir a formacao do complexo RANK-
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RANKL, permitindo a diferenciacdo e ativacao de pré-osteoclastos; 3)
a ocorréncia de osteoclastogénese através da ligacao de TNF-a ao seu
receptor (TNFR) (Riggs, 2000; Katagiri e Takahashi, 2002); 4) ao
aumento do tempo de vida de OC maduros devido acao da IL-1; 5) a
reducdao da producdo TGF-B. Além disso, o aumento crescente da
expressao de RANKL detectada nos animais OVX (Fig. 2C, F,I) pode
ser resultado de aumento da secrecao de PTH, pois autores
verificaram que este hormonio estimula expressdao maior de RNAm de
RANKL em OBs e células do estroma (Lee e Lorenzo, 1999; Suzawa
et al., 2000).

No tecido ésseo dos animais OVX com reposicdo hormonal, as
células com morfologia semelhante a OBs expressaram de maneira
equivalente OPG, RANK e RANKL (Fig. 3A, B e C), aos 14 dias de
regeneragao 6ssea. A diminuicdo da reabsorcdao dssea constatada,
guando comparada ao grupo OVX/dleo, pode ser resultado da acao de
OPG que diminuiu a ligacdo RANK/RANKL e deixou os OCs expostos a
acao do TGF-B. Estes resultados estao de acordo com Oursler e
colaboradores (1991), que afirmam ser o mecanismo de agcao de
TGF-B, o primeiro exemplo dos efeitos positivos do estréogeno no
0SS0, pois resulta na diminuicdo do “turnover” ésseo.

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho evidenciou
marcacdes pelo anticorpo anti RANKL em todos os periodos
estudados nos grupos OVXs, independente da presenca do E; (Fig. 2-

3C, F e I). Nas fémeas OVX tratadas com E,, as imunomarcagoes
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positivas para RANKL durante os periodos de 28 e 42 dias se
apresentaram em ostedcitos localizados no interior das trabéculas
Osseas (Fig. 3F e I), fazendo alusao a maturidade tecidual compativel
com os periodos avaliados e o tratamento proposto, apresentando
correspondéncia com a cicatrizagdo Ossea alveolar em fémeas
naturalmente estrogenizadas (Fig. 4D, F, G e I).

Células de revestimento 6sseo (Philbrick et al., 1998), OBs e
células estromais (Suda et al., 1999) possuem receptores para
PTH/peptideo relacionado ao PTH (PTHrP). Além do E, modular a
producao do PTH, a reposigcao com 17-B estradiol, diminui a afinidade
dos receptores para PTH, interferindo na produgcao de citocinas
envolvidas no metabolismo &sseo, exercendo a funcao de
osteoprotetor (Aubin e Boneyle, 2000), o que pode ter sido causa da
auséncia da expressao de RANK nos periodos de 28 e 42 dias (Fig. 3E
e H). A auséncia de expressao de RANK e conseqientemente de
sinalizacdo para reabsorcdao dssea nos periodos de 28 e 42 dias (Fig.
3E e H; 4F e I) pode estar relacionada as mudancas ocorridas nos
OCs em resposta a administracao de 17-f estradiol. Gruber e
colaboradores (2001) analisaram a ultra-estrutura de OCs de
camundongos submetidos a tratamento com 17-B estradiol e
perceberam mudancas morfolégicas que impossibilitavam a
organizagcao de seu citoesqueleto para originar borda franjada

semelhante as dos OCs do grupo controle. Os OCs também se
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tornaram incapazes de formar a zona de selamento com o tecido
0sseo.

O E, leva a geracao de células do estroma com bloqueio
funcional para producao de IL-1 e TNF, acarretando producgdao baixa
de M-CSF (Kimble et al., 1996). Pode-se inferir que os efeitos da
reposicao  hormonal com E, causaram menor proliferagao,
diferenciacao e ativacao de OCs, favorecendo arquitetura trabecular
semelhante aos do grupo SHAM e mais compacta que nos animais
OVX/Oleo (Fig. 4). Apesar da ndo expressdo de OPG (Fig. 3D e G) e
pela acentuada expressao de RANKL (Fig. 3F e I) a reabsorgao de
tecido Osseo é contida nestes dois periodos, pois ndao ha
disponibilidade de RANK para a osteoclastogénese (Fig. 3E e H).

Estes resultados demonstram a importancia da interagao
hipotdlamo-hipéfise-gbnada-osso, sugerindo a correlagdo da
ritmicidade da secrecao esteroidal e a expressao das proteinas
0sseas, pois o balanco (grupo SHAM) na expressdao de OPG, RANK e
RANKL foi alterado apds a retirada dos ovarios (grupos OVXs) e nao
foi restabelecido com a administracao intermitente de E, (grupo
OVX/E;), evidenciado a importancia do esterdide gonadal no

metabolismo dsseo.



0 Conclusdes

Os resultados encontrados sugerem participacao do E; na
modulacdo da expressdo das proteinas relacionadas ao ciclo de
remodelacao dssea, por acao direta ou indireta sobre células do
tecido dsseo.

A deficiéncia de E, provoca atraso na regeneracao Ossea
alveolar por propiciar o estabelecimento de condicdes que favorecem
a osteoclastogénse e a redugao da apoptose de OCs.

A correspondéncia da citoarquitetura éssea do terco médio do
alvéolo dental de SHAM e OVX/E, em todos os periodos analisados
estd relacionada a acdo do E, circulante sobre a producdo de
substancias que interferem no metabolismo ésseo dos animais destes
grupos. A equivaléncia e o balanco das expressdoes de OPG e RANKL
no decorrer dos periodos analisados nos animais SHAM, garantiram
manutencdo do equilibrio entre reabsorcao e formacdo. Apesar do
efeito benéfico da administracao constante do 17-B estradiol, sobre o
processo de regeneracao alveolar, a falta de ritimicidade na liberagao
de esterdides, parece ter sido o fator responsavel pela auséncia de

balango entre as expressdes de RANKL e OPG no grupo OVX/E.
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