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AMADEI SU. Efeito de diferentes tempos de deficiéncia estrogénica na
perda dssea resultante da periodontite experimental em ratas. [Tese]. Sao
José dos Campos. Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista; 2007.

RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos de diferentes tempos de deficiéncia estrogénica
na perda 6ssea resultante da periodontite induzida em ratas. Foram utilizadas 80
ratas, divididas em dois grupos: ovariectomizado-OVZ (n=40) e cirurgia simulada
SHAM (n=40) e subdivididas de acordo com o tempo de deficiéncia estrogénica
(30, 60, 90 e 120 dias). Os animais foram submetidos a indu¢ao de periodontite
com fio de algodao na cervical do primeiro molar inferior esquerdo e segundo
molar superior direito. Tal ligadura foi mantida nos ultimos 30 dias de
experimento. Apds o sacrificio, as mandibulas e maxilas foram removidas para
andlises radiografica, morfométrica e histométrica. Nos grupos com e sem
ligadura, foram considerados variaveis o tempo e a deficiéncia estrogénica,
aplicando-se ANOVA e teste Tukey (5%). A comparacao intragrupo demonstrou
que a ligadura induziu periodontite em todas as analises. Na analise radiografica,
com ou sem ligadura observou-se influéncia da deficiéncia hormonal na redugéo
do suporte 6sseo periodontal em todos os periodos, sendo os valores nos
grupos OVZ inferiores aos SHAM. O fator tempo foi significativo ao analisarem-
se os grupos com ligadura, sendo o periodo de 90 dias o que apresentou menor
valor. Comparando-se 0s grupos sem ligadura nas analises morfométricas e
histométricas, os efeitos da deficiéncia estrogénica e do tempo n&o foram
significativos. Entretanto, entre os grupos com ligadura, aqueles de 90 dias
apresentaram significativa perda Ossea. Concluiu-se que a deficiéncia
estrogénica, aos noventa dias, agravou a perda 6ssea resultante da periodontite

em ratas.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relata que havera
um aumento na expectativa de vida, associado com mudancgas no estilo
de vida, guiando para epidemias globais de doengas cronico-
degenerativas, destacando-se como fator limitante de sua qualidade.
Dentre estas, a osteoporose, com sua elevada frequéncia, é relatada
como doenga silenciosa e cronica que afeta milhdes de pessoas no
mundo reduzindo acentuadamente a qualidade de vida e é considerada
um importante problema de saude publica em fungcédo do seu impacto

epidemioldgico e econémico.

A populagéo idosa no Brasil, considerando-se a faixa
etaria de individuos com mais de 65 anos, compde o0 segmento que mais
cresce em termos proporcionais. Com o enfoque referente ao crescimento
populacional do idoso, comegaram a surgir estudos avaliando a possivel
relacdo da osteoporose com a perda éssea bucal e dentaria. Com o
aumento da longevidade as pessoas anseiam viver de maneira mais
saudavel e com qualidade de vida, inclusive mantendo boa saude bucal.
Saude bucal precaria pode constituir um fator indesejavel, capaz de
causar um decréscimo no bem estar geral. Sendo assim, os idosos
almejam menor probabilidade de perda dentéria, procurando manter seus
dentes por mais tempo na boca, em relagdo aqueles que viveram

décadas atras.

Osteoporose e doenga periodontal sdo doencas muito

prevalentes e comuns em mulheres apds cinqienta anos de idade.
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Ambas sdo importantes problemas de saude publica a serem tratados:
tém multiplas causas, envolvem perda 6ssea e dentaria, causam efeitos
deletérios em milhdes de mulheres, apresentam alto custo de tratamento
e incidéncia aumentada com o passar da idade. A osteoporose € uma
doenga caracterizada pela baixa massa 6ssea acarretando fragilidade
com consequente aumento do risco de fraturas. Ja a periodontite é
caracterizada pela inflamagéo dos tecidos de suporte dentario, resultando
tanto na reabsor¢édo do osso alveolar quanto na perda de insercdo de

tecido conjuntivo, sendo a maior causa de edentulismo em adultos.

Mulheres que estdo na menopausa experimentam
mudangas em sua estrutura 6ssea e estudos sugeriram que a deficiéncia
estrogénica poderia colocar as mulheres em risco para a doenca
periodontal.Grande atengdo € dispensada a osteoporose feminina por
afetar aproximadamente um terco da populagdo ap6s a menopausa, e por
se constituir na desordem osteometabodlica mais prevalente nos paises

desenvolvidos.

Apesar da dedicagdo incessante dos pesquisadores no
estudo da osteoporose, muito ainda necessita ser elucidado. A deficiéncia
dos esterdides sexuais, principalmente a estrogénica, é considerada a
principal causa de osteoporose, embora existam inUmeros outros fatores
envolvidos. Nao foi encontrado na literatura nenhum trabalho que
avaliasse a relacdo do tempo de deficiéncia estrogénica com a perda
o0ssea decorrente de doenga periodontal em ratas. Justifica-se assim a
realizacado deste estudo, o que poderia fornecer informacdes relevantes e

aplicaveis tanto em trabalhos experimentais quanto na realidade clinica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Remodelacao 0ssea

O tecido 6sseo € um tecido metabolicamente ativo, que
constitui cerca de 15 a 20% do peso corporal, sendo continuamente
remodelado durante a vida adulta por um equilibrio dindmico entre
osteoblastos e osteoclastos'”*’. Desquilibrio nesse processo ocorrem em
algumas doengas comuns que afetam os seres humanos, tal como a

osteoporose™.

O esqueleto conttm 99% do célcio do organismo,
funcionando como uma reserva desse ion, cuja concentragdo no sangue
deve ser mantida constante para o funcionamento normal do organismo,
havendo, portanto, um intercambio continuo entre o calcio do plasma
sanglineo e o dos ossos. O calcio absorvido da alimentacdo, que faria
aumentar a concentragdo sanguinea deste ion, é depositado rapidamente
no tecido 6sseo e, inversamente, o calcio dos ossos é mobilizado quando
diminui sua concentragdo no sangue. A concentracao de calcio no sangue
deve ser mantida constante e a caréncia alimentar desse mineral causa

descalcificagdo dos ossos, predispondo ao risco de fraturas®’.

Na fisiologia das doengas 6sseas, tem papel fundamental
0 pico de massa Ossea alcancado até o final da segunda década de vida.
E este pico, associado a velocidade de perda éssea, que vai determinar a

massa O0ssea encontrada em cada idade. Diversos fatores influenciam a
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obtengado do pico ésseo, podendo levar a formacéo de um baixo pico e
predispondo o individuo a osteoporose. Dentre estes fatores destacam-se

0s genéticos, raciais, dieta alimentar e atividade fisica'®.

A remodelagdo Ossea caracteriza-se por um processo
ciclico e continuo de atividade 6ssea, tendo como finalidade fundamental
a manutencdo de sua microestrutura o6ssea garantindo constante
adaptacdo as exigéncias mecanicas e funcionais do esqueleto. Este
evento inicia-se pela atividade de reabsorcéo dos osteoclastos e estende-

se pela atividade formadora dos osteoblastos®.

As circunstancias que iniciam a proliferacdo e a atividade
dos osteoclastos, elemento inicial no processo de remodelagdo 6ssea,
nao sao bem conhecidas e diferem nos varios tipos de ossos e nas
diferentes regibes do esqueleto. A relacdo entre volume &sseo e
superficie metabolicamente ativa € um dos fatores que define a atividade
metabdlica. Sendo assim, a perda absoluta de massa oOssea é
diretamente proporcional a relagéo superficie / volume. Por este motivo,
para um mesmo grau de remodelagcdo e mesma freqiéncia de ativacao
das unidades de remodelagcédo, a perda € cinco vezes maior no 0SSO
trabecular do que no cortical. Embora os ossos cortical e trabecular
constituam variedades de ossos com fungdes diferentes, sendo o cortical
fundamentalmente mecénico e o trabecular metabdlico, os processos de

remodelacdo t&ém a mesma sequiéncia em ambos®.

No processo de remodelacdo O&ssea, existem varias
substancias que atuam tanto na formacéo quanto na reabsorc¢ao, dentre
estas as citocinas. Essas sdo substancias produzidas por varias células e
agem préximo ao local onde foram secretadas. Elas regulam muitas
atividades celulares incluindo: proliferacédo de varios tipos de células,
agindo tanto estimulando quanto inibindo a mitogénese; auxiliam a

migracdo e a diferenciagcdo celular, sintese protéica e a atividade
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secretora. A ligacéo das citocinas a receptores especificos na célula, ativa
pequenas moléculas reguladoras, denominadas de mensageiros
secundarios, que emitem sinais para o nucleo, no qual a expressao de
genes especificos € induzida, resultando na divisdo ou em outras

atividades celulares’®.

No tecido Osseo, as citocinas podem modificar a
remodelacédo éssea atuando tanto na formacéo quanto na reabsorgéo. A
reabsorcao é iniciada por fatores sistémicos, entretanto, sua continuidade
depende de fatores locais, e as citocinas exercem importante papel como
mediadores na fase final desse processo3°. Nas doencas Osseas, as
citocinas mais estudadas s&o: fator de necrose tumoral a (TNF-a),
interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 11 (IL-11) e o
fator estimulador de colénia de granul6citos-macrofagos (GM-CSF), que
agem estimulando a reabsorc¢ao. Ja o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) e o fator derivado de plaquetas (PDGF) atuam como

promotores da formagao 6ssea®.

Grandes progressos na compreensdo dos mecanismos de
formagao e reposicdo do 0sso ocorreram nos ultimos anos, como por
exemplo, a descoberta da osteoprotegerina (OPG) e o seu papel na
osteoclastogénese, ajudando a entender os mecanismos reguladores de
formacao e ativacdo de osteoclastos®®5*.

Os osteoblastos apresentam receptores em suas
membranas, os quais, quando ativados, produzem um fator de
diferenciagdo dos osteoclastos, conhecido como RANKL. O RANKL
reconhece receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK) existente na
superficie de células precursoras dos osteoclastos, na presenca de fator
estimulador de colénia de macréfago (M-CSF), e estimula tanto a
diferenciagdo em osteoclastos assim como incrementa a atividade de

osteoclastos ja maduros'*#87,
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Os osteoclastos sdo células multinucleadas, formadas a
partir da fusdo de precursores mononucleares derivadas da linhagem
celular dos macrofagos/mondcitos. Varias moléculas estdo envolvidas na
diferenciacdo dos osteoclastos ou osteoclastogénese: a OPG, RANK e
RANKL. A interagcdo RANK-RANKL exerce papel crucial neste processo,
estimulando a maturacdo dos osteoclastos. A OPG, uma proteina
expressa por osteoblastos, células estromais da medula e outros tipos
celulares, inibe a formacdo e atividade dos osteoclastos se ligando ao

RANKL e impedindo sua ligagdo com o RANK"".

Na remodelagéo 6ssea, a interagdo entre o RANKL e seu
receptor nos osteoclastos é controlada pela OPG, também conhecida
como fator inibidor de osteoclastogénese. Esta é uma proteina
semelhante aos membros da familia do fator de necrose tumoral (TNF)
que inibe a ligaggo do RANK ao RANKL, impedindo assim, o
recrutamento, proliferagcdo e ativagdo dos osteoclastos, tendo efeito
inibitério sobre as células precursoras dos osteoclastos. A OPG funciona
como um receptor soluvel para RANK, competindo com RANKL. Portanto,
o balango do sistema OPG/RANKL controla a remodelagdo Ossea.
Alteracbes na concentragcdo dessas substancias induzidas, por exemplo,
pela deficiéncia estrogénica podem levar ao aumento do numero e da

atividade dos osteoclastos, determinando assim a perda 6ssea®.

No osso quiescente, citocinas como o IGF e o fator de
crescimento transformador B (TGF-B) encontram-se mergulhados na
matriz 6ssea. O ciclo de remodelagéo 6ssea inicia-se com o recrutamento
de precursores de osteoclastos por essas citocinas que estdo quiescentes
e sao liberadas gradualmente. Durante a reabsor¢cdo Ossea, células
precursoras de osteoclastos, recrutadas por horménios e citocinas, séo
ativadas pela acdo de osteoblastos para formar osteoclastos
multicelulares moéveis, que aderem a uma area do 0ssO e a seguir,

deslocam-se ao longo da superficie 6ssea, escavando-a por meio da
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secregdo de ions hidrogénio (H") e enzimas osteoliticas, reabsorvendo-a
e liberando as citocinas retidas®. Durante a formagao 6ssea, as citocinas
liberadas recrutam osteoblastos, que depositam ostedide e as citocinas
IGF e TGF-B. A seguir, o ostebide sofre mineralizagdo e as células de

revestimento recobrem a area®.

Os hormoénios sexuais femininos atuam na remodelagao
0ssea por mecanismos nao totalmente elucidados. A presenca de
receptores estrogénicos nos osteoblastos, ostedcitos e células
osteoprogenitoras da medula 6ssea sugere efeito direto desse hormébnio
sobre o osso. O estrégeno parece inibir indiretamente a reabsorgéo
0ssea, ao regular a sintese e a liberagao de citocinas, prostaglandinas e
de fatores de crescimento. A IL-6 é uma citocina produzida pelos
osteoblastos e pelas células da medula 6ssea, importante no processo
catabdlico do osso e que tem sua expresséo inibida pelo estrogeno,
sendo um dos fatores responsaveis pelo aumento da reabsor¢cdo 6ssea

quando da deficiéncia desse hormonio®°.

2.2 Osteoporose

A faixa etaria da populagao brasileira vem se alterando
desde o inicio da década de 60, quando a queda das taxas de
fecundidade comecou a alterar sua estrutura etaria, estreitando
progressivamente a base da piramide populacional. Deste modo, a
proporcao de idosos em 2050 devera alcangar 15% da populagdo. Num
contexto de importantes desigualdades regionais e sociais, idosos nao
encontram amparo adequado no sistema publico de saude e previdéncia,
acumulando sequelas de varias doencgas, desenvolvendo incapacidade e

perdendo autonomia e qualidade de vida. Diante desse quadro, a
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incidéncia de multiplas doengas associadas com a idade avangada e de

suas consequiéncias tende a aumentar'.

A osteoporose enquadra-se nesse grupo de doengas.
Dentre as osteometabdlicas, € a mais freqiente e o seu estudo tem sido
especialmente motivado em decorréncia das importantes repercussoes
em relacdo a morbidade e mortalidade de individuos portadores dessa
condicdo, sendo nas ultimas décadas amplamente reconhecida como
importante problema de saude publica. Trata-se de uma doencga crbnico-
degenerativa, incapacitante, complexa e multifatorial caracterizada por
uma fragilidade generalizada do esqueleto, pela redugcéo da quantidade
de o0sso associada as alteracbes na microarquitetura 6ssea, podendo
progredir silenciosamente por anos e acarretar baixa qualidade de
Vida15,25, 49,54.
De acordo com o Censo Demografico Brasileiro de 2000
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2000) o Brasil apresenta
aproximadamente 163 milhdes de individuos, dos quais 81 milhdes
constituido por mulheres. Cerca de 12,5 milhdées de mulheres encontram-
se acima dos cinqlenta anos, com uma expectativa média de vida de 68
anos>2. Estima-se que no Brasil, em 2025, a populacdo na faixa etaria a
partir dos sessenta anos de idade, sera de 34 milhdes de pessoas, o0 que

equivalera a 13,8% da populagao total**

. No Brasil, a osteoporose atinge
25% a 30% das mulheres brancas durante a pés-menopausa e 40% a
60% dos individuos com mais de sessenta anos de idade. Por isso, na
tentativa de evitar ou diminuir esse problema tanto para o paciente como
para a sociedade, a osteoporose merece enfoque nos programas da

saude atuais®.

Com o objetivo de dimensionar a utilizagéo de recursos e
custo anual por paciente com osteoporose pds-menopausa no Brasil,

Kowalski et al.*' em pesquisa realizada no do ambulatério de doencas
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osteometabodlicas da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP)
verificaram que a média de idade dos pacientes foi de 65 anos, com
custos para o Sistema Publico de R$908,18/paciente/ano. Os autores
concluiram que, em funcao do envelhecimento da populagdo e aumento
da incidéncia de osteoporose, politicas de alocag¢ao racional de recursos

baseados em analises econdmicas devem ser implementadas.

O diagnoéstico de osteoporose atualmente adotado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é avaliado por meio da
absorciometria de dupla emissdo de raios X (DEXA). Com este método
determina-se o valor da densidade mineral 6ssea (DMO) na coluna
lombar e no colo do fémur, que sao representativos do osso trabecular e
cortical respectivamente. O valor da DMO do individuo € comparado com
o valor médio da DMO de um conjunto de individuos jovens do mesmo
sexo, com valores no pico de massa Ossea. Dessa relagédo, obtém-se o T
score, ou seja, 0 numero de desvios-padrao abaixo dos valores do grupo
controle jovem. Considera-se que a mulher sofre de osteopenia se o valor
do T esta compreendido entre -1 e -2,5 e de osteoporose se ¢ inferior a -
2,5, sendo a massa 6ssea considerada normal para valores de T-score

superiores a -1,

A osteopenia ou redugdo da massa Ossea refere-se a um
esqueleto com menos tecido 6sseo comparado com o normal e, nesta
condicao, atividade fisica normal ndo causa fraturas esponténeas ou
dores dsseas, que s6 ocorrem apos quedas ou impactos maiores®%. Ja a
osteoporose, refere-se a doenca que combina a osteopenia evidéncias
clinicas do excesso de fragilidade O&ssea, acarretando fraturas

espontaneas ou dores dsseas durante atividades fisicas normais®'®%.

As fraturas osteoporéticas afetam grande segmento da
populacao e dentre os locais mais freqiientemente acometidos destacam-

se a coluna vertebral, a extremidade distal do radio e a extremidade
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proximal do fémur. Entretanto, a mais severa & a do tergo proximal do
fémur, responsavel pela maior parte da mortalidade e morbidade, sendo a

principal causa de incapacidade na idade avangada15.

Para evitar os efeitos da osteoporose é preciso avaliar,
especialmente antes que qualquer fratura e deformidade ocorram, a
densidade 6ssea em pacientes de alto risco. Dentre os fatores de risco
destacam-se: idade avangada (acima dos 65 anos), histéria familiar de
fraturas, terapéutica sistémica com glicocorticéide (mais de trés meses de
duragao), hiperparatireoidismo primario, osteopenia aparente em raios-X,

hipogonadismo e menopausa precoce (antes dos 45 anos de idade)'?.

Fatores de risco menos importantes incluem: artrite
reumatdide, terapéutica crénica com anticonvulsivantes e heparina, baixa
ingestao de calcio, fumo, ingestdo excessiva de alcool, cafeina e peso

abaixo de 57 quilos'®.

2.3 Estrégeno e seu mecanismo de acao no tecido 6sseo

Os estrégenos sdao hormoénios da classe dos esteroides
sintetizados pelo ovario (principal fonte) e pela placenta e, em pequena
quantidade, pelos testiculos e cortex da adrenal. A exemplo de outros
esterdides, a substancia precursora para a sintese dos estrégenos é o
colesterol. Eles produzem numerosas acgdes fisiolégicas, incluindo efeitos
no crescimento e diferenciacdo de muitos tecidos, acdes neuroendocrinas
envolvidas no controle da ovulagdo, no preparo ciclico para a fertilizacéo
e implantacdo do O6vulo e agdes no metabolismo de minerais,
carboidratos, proteinas e lipidios. Seu uso terapéutico é disseminado,
sendo comumente utilizado na reposicao hormonal apdés a menopausa e

na anticoncepgao®*®°.
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Os precursores imediatos dos estrogenos consistem em
substancias androgénicas — a androstenediona ou a testosterona.
Existem trés estrogenos principais nos seres humanos — estradiol (Ey),
estrona (E4) e estriol (E3), sendo o E, o mais potente e o principal
estrégeno secretado pelos ovarios. A exemplo de outros esterdides, o
estrogeno liga-se a receptores intracelulares. As mulheres apresentam
dois tipos de receptores para estréogeno (ER) denominados ER alfa (a) e
beta (B), com distribuicdo diferente nos tecidos. A complexidade desta
distribuicao torna-se importante a medida que os moduladores sintéticos
de receptores de estrogeno (SERMs) podem competir tanto com ER aq,
quanto para com o ER [, exercendo atividade agonista ou
antagonista®*,

Compreende-se como climatério a fase da vida da mulher
na qual as gbnadas cessam sua fungdo e menopausa o ultimo
sangramento ciclico. O periodo precedente, em que a menstruagdo se
apresenta irregular, é identificado como pré-menopausa e o periodo
subseqiente a menopausa, em que dominam as manifestacdes
regressivas, como poés-menopausa. O climatério, comumente, € um
processo lento e gradual, caracterizado pela diminuicdo na secrecéo de
estrogeno pelos ovarios, na qual diversos sintomas neste periodo séo
manifestados. Entretanto, se o estrogeno for removido de forma mais
abrupta, como acontece nas ovariectomias, essas manifestacdes sao

mais evidenciadas®.

O reconhecimento da osteoporose pds-menopausa como
importante problema de saude publica deu origem a diversos estudos
sobre a relacdo da deficiéncia estrogénica com o metabolismo 6sseo®. A
osteoporose pds-menopausa € caracterizada pela perda Ossea
progressiva com inicio apds a menopausa natural ou cirurgica, levando a
ocorréncia de fraturas 15-20 anos apo6s a interrupg¢éo da fungéo ovariana.

Apesar de um baixo pico de massa Ossea e da perda dssea fisiologica
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com o avangar da idade serem fatores contribuintes, um aumento na
reabsorcao horménio-dependente com acelerada perda Ossea nos
primeiros 5-10 anos ap6s a menopausa parece ser o fator patogénico

determinante para osteoporose pdés-menopausa.

Os osteoblastos apresentam receptores para o horménio
estrogeno e com a interagdo ocorre liberacdo de mediadores quimicos
que inibem a atividade osteoclastica. Conforme ja mencionado, o sistema
constituido pelo RANK/RANKL e OPG desempenha papel fundamental na

fisiopatologia da osteoporose'”.

O estrogeno se liga aos osteoblastos, induzindo-os a
aumentar a producao de osteoprotegerina e suprimir a sua produgcao de
RANKL, impedindo a formacédo de osteoclastos e mantendo o controle
sobre a perda 6ssea. O declinio de estrbgeno na menopausa contribui
para a perda Ossea, principalmente pela remocédo destes fatores
importantes na formagéo e atividade do osteoclasto. Além disso, parece
prolongar a vida dos osteoblastos enquanto, simultaneamente, promove a

apoptose dos osteoclastos’".

O estrégeno regula, nos osteoblastos, a expresséo dos
genes que codificam o colageno tipo |, a fosfatase alcalina, osteopontina,
osteocalcina e osteonectina. Ele aumenta a diferenciacdo dos
osteoblastos e exerce efeito estimulatério sobre a sintese e mineralizagcédo
da matriz 6ssea. Além disso, estimula a apoptose dos osteoclastos e
mantém os ostedcitos viaveis, havendo na sua deficiéncia aumento da
taxa de apoptose dessas células. A sintese de interleucinas IL-13, IL-6,
TNFa, PGE-2 e do fator estimulador de colonia de macrofagos (M-CSF),
importantes agentes reabsortivos, € inibida pelo estrégeno. Ja a sintese
de antagonistas dos receptores para IL-1, de proteinas ligantes do IGF e

de proteinas 6sseas morfogenéticas (BMP) é estimulada pelo estrogeno e
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representam importantes mediadores da agdo anabolica desse horménio

sobre o tecido 6sseo®*.

2.4 Modelo experimental de perda 6ssea em ratas

A perda Ossea que segue a deplegédo da fungdo ovariana
esta associada com aumento nas taxas de reabsor¢cdo e de formacéo
Ossea, sendo que a primeira excede a segunda, ocorrendo aumento no

numero de osteoclastos, principalmente no osso trabecular.

Um dos principais mecanismos de induc&o de osteoporose
em animais consiste na excisdo cirurgica bilateral dos ovarios
(ovariectomia). A ovariectomia em ratas estda bem estabelecida na
literatura como o protocolo para indugédo de osteoporose mais prevalente
e pertinente, onde a diminuigdo do nivel estrogénico resulta num quadro
de osteopenia similar ao desenvolvido na poés-menopausa humana®*®. A
utiizacdo de modelos animais no estudo da osteoporose tem sido
freqlientemente utilizada nas ultimas décadas em inumeros trabalhos
experimentais com o objetivo de avaliar a perda 6ssea®'83¢.748°,

No estudo de novos agentes terapéuticos, a
experimentacdo animal é a primeira opg¢ao, especialmente quando se
desconhecem os riscos a curto e longo prazos. Quando o modelo animal
reproduz satisfatoriamente os aspectos da doenca, passa a ser a melhor

opgao para investigacdo da mesma’?.

Os roedores sao os modelos animais mais utilizados na
pesquisa da osteoporose, sendo o rato certamente o mais utilizado’2. Ha
numerosas similaridades na estrutura e aspecto histoldégico dos roedores
em relagdo aos humanos. Um modelo animal de perda dssea precisa ter

as caracteristicas da reducao da massa 6ssea e seqielas semelhantes a
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dos humanos®®. Segundo Frost & Jee?’, os principais mecanismos
bioldgicos responsaveis pelo ganho e perda de massa éssea durante o
crescimento normal e na vida adulta, assim como na osteoporose, sdo os
mesmos em ratos e humanos. De maneira similar as mulheres apds a
menopausa, ratas ovariectomizadas apresentam uma alteracdo na
formagdo e na reabsorgdo Ossea, com velocidade de remodelagao

aumentada resultando em perda dssea.

O osso do rato, assim como de humanos, nao cresce
continuamente durante toda sua vida. No rato ocorre um rapido
crescimento até seis meses de idade. Observa rapido aumento do
comprimento, peso, densidade e conteudo de calcio no fémur de um a
trés meses de idade e depois deste periodo, a razdo de crescimento se
torna mais gradual. O crescimento torna-se insignificante dos seis aos 12

meses, cessando aos 18°%%,

O modelo de rata idosa (12 meses) ndo possui mais
crescimento ésseo devido ao estabelecimento da maturidade éssea. Este
modelo possui caracteristicas da perda 6ssea semelhante a que ocorre
na pés-menopausa humana. No entanto, ratas idosas apresentam
elevados custos, sua disponibilidade é limitada, longo periodo decorre
antes que se manifestem os efeitos da ovariectomia sobre seus ossos. As
caracteristicas da perda oOssea sdo, geralmente, semelhantes nos
modelos de ratas jovens. Em contraste, ratas mais jovens
(aproximadamente 3 meses de idade) ndo s&o muito caras, sao
facilmente disponiveis e os efeitos da ovariectomia sobre seus esqueletos
se manifestam em um més ou menos. Nas ratas ovariectomizadas, bem
como na maioria dos modelos experimentais de osteoporose, nédo se
observa aparecimento de fraturas, instalando-se, portanto, apenas um

quadro de osteopenia®*38.
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A cirurgia de ovariectomia em ratas € o modelo mais
empregado para simular a osteopenia pds-menopausa, embora outros
modelos de osteopenia experimental também sejam utilizados, como
inducdo por uso prolongado de glicocorticéide, deficiéncia de vitaminas e

calcio, imobilizacdo das patas do animal e envelhecimento®.

A ovariectomia induz em ratas perda éssea, similar a que
ocorre em mulheres ap6s a menopausa, sendo, portanto apropriada para
avaliar os problemas relativos a perda éssea pos-menopausa. Este
modelo apresenta caracteristicas como: rapido aumento do ritmo de
remodelagdo 6ssea em que a reabsorgdo excede a neoformacéo; fase
inicial rapida seguida de uma fase mais lenta; maior perda de osso
trabecular comparado com o cortical; diminuigdo da absorgao intestinal de

calcio e ganho de peso®.

Se a ovariectomia nos animais for realizada na idade ideal,
os efeitos nos ossos se manifestardo apos os primeiros trinta dias. A
idade ideal para a realizacdo da ovariectomia € aos trés meses de idade,
pois neste periodo as ratas ja estdo em fase de reproducgao, e assim sao
capazes de responder apropriadamente a deficiéncia de hormdnios

sexuais, adquirida como sequiela da ovariectomia®®.

2.5 Doencga periodontal

O periodonto corresponde aos tecidos que protegem e
suportam os dentes, sendo constituido pelo cemento radicular, ligamento
periodontal, osso alveolar e gengiva, formando uma unidade biolégica e
funcional susceptivel as alteracdes fisioldgicas ou patologicas* .

Os processos inflamatoérios e imunolégicos que ocorrem

nos tecidos periodontais tém como objetivo protecdo contra o ataque
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microbiano, formando uma barreira para impedir a disseminagcéo ou
invasdo de microrganismos nos tecidos. Estes processos representam os
mecanismos predominantes da gengivite e da periodontite, sao visiveis,
microscoépica e/ou clinicamente, representando a reagcéo do hospedeiro a
microbiota do biofilme e seus produtos e em alguns casos podem se
tornar prejudiciais, pois sdo capazes de danificar ou destruir células e
estruturas do tecido conjuntivo, além do osso alveolar. Tais reagbes nao
sdo desencadeadas em resposta a uma simples espécie bacteriana, mas
a uma infecgdo bacteriana mista. Ocorre destruicdo de estruturas de
suporte dos dentes, como resultado da acéo ineficaz e frustrada do
sistema de defesa do hospedeiro em resposta ao acumulo de biofilme
bacteriano*®. Como resultado da doenga periodontal, teremos a perda do
osso alveolar, dano as fibras do ligamento periodontal e migragao apical

do epitélio juncional a partir da juncdo esmalte-cemento™®.

A maioria das formas da doenca periodontal tem inicio
como inflamagao visivel na gengiva. Em alguns individuos suscetiveis,
caso nao seja tratada, a inflamagéo pode propagar-se envolvendo areas
mais profundas do periodonto. Ndo se compreende, atualmente, porque
algumas lesdes permanecem localizadas na por¢édo marginal dos tecidos
gengivais, enquanto outras progridem envolvendo perda do tecido
conjuntivo de insergédo e osso alveolar de suporte, sendo os mesmos
argumentos verdadeiros para algumas areas do individuo suscetivel.
Obviamente, algum desequilibrio da relagdo hospedeiro-microrganismo
esta ocorrendo nas lesdes destrutivas, o qual pode ser unico para aquela
area e, em geral, nos individuos com suscetibilidade a doenga
periodontal. Este processo patogénico apresenta diferencas na extenséo
e gravidade no préprio individuo e entre individuos diferentes, e as
razbes para isso sao diversas, como 0 meio ambiente, o hospedeiro € a

microbiota bucal®®.
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O biofilme bacteriano desempenha papel fundamental no
processo da doenga periodontal. O acumulo do mesmo produz uma
variedade de irritantes, como acidos, endotoxinas e antigenos, os quais
com o tempo destroem os dentes e danificam os tecidos de suporte®.
Embora seu agente etioldégico seja o biofilme bacteriano especifico,
estudos clinicos e laboratoriais tém demonstrado que alguns fatores
sistétmicos podem exercer um importante papel na progressdo da

periodontite?®.

Na doenca periodontal, um numero limitado de espécies
bacterianas é pré-requisito para iniciar e levar a progressao da doenca.
Porém, quem indica a prevaléncia e o avang¢o da periodontite é a resposta
imunolégica individual & agressdo microbiana®. Dessa maneira, no
contexto multifatorial da doenga, existe uma complexa interag¢ao, incluindo
bactérias especificas, mecanismos de defesa e interferéncia dos fatores
comportamentais, ambientais e hereditarios' ",

A patogenia da doenga é representada por um processo
envolvendo varios eventos. O aumento do numero de neutréfilos no sulco
gengival ocorre quando a condicdo de saude é rompida. Caso essas
células de defesa ndo sejam suficientes para controlar a agresséao
bacteriana, leva a formacédo da bolsa periodontal, o que favorece a
progressao para periodontite. Com o aumento da resposta inflamatéria, o

infiltrado consiste principalmente de mondcitos, macréfagos e linfocitos®.

Os macréfagos, sensibilizados por lipopolissacarideos,
produzem IL1B3, TNF-a, metaloproteinase da matriz extracelular (MMP) e
PGE2. A IL-1 B e o TNF-a agem diretamente, modulando a proporc¢ao da
perda 6ssea ou indiretamente, estimulando fibroblastos a produzir MMP e
PGE2. J4 a MMP modula a destruicdo da matriz extracelular da gengiva e

by

do ligamento periodontal e a PGE2 a resposta a destruicdo Ossea
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alveolar. A progressao desses eventos €& dependente da resposta do

hospedeiro frente a agressdo microbiana®.

Em periodontia, modelos animais tém sido utilizados para
compreensao dos mecanismos patogénicos da doenca e para avaliar
varias modalidades de tratamento®. O emprego de modelos animais tem
viabilizado a anadlise de alguns aspectos do periodonto que dificilmente
seriam estudados em humanos. O rato € o animal mais comumente
utilizado para esse fim pelo fato de apresentar algumas vantagens em
relacdo a outros animais como baixo custo, facilidade de manipulagéo,
capacidade de manutencdo em condi¢cao livre de microrganismos e

possibilidade de desenvolvimento de imunodeficiéncias®.

Estudos longitudinais em humanos apresentam algumas
dificuldades como: determinacdo do nivel de atividade, risco e
susceptibilidade a progressdo da doenca e controle de determinadas
variaveis de confusdo®. Sendo assim, modelos animais s3o empregados
para o estudo. Além disso, a similaridade anatdomica do periodonto é
fundamentalmente importante. Em ratos, os molares apresentam tecido
periodontal com estrutura e organizacdo muito semelhantes ao dos
humanos. No periodonto do rato sdo identificados os epitélios gengivais
oral, sulcular e juncional, as fibras colagenas do ligamento periodontal, o
cemento celular e acelular e osso alveolar. A maior diferenca esta no
epitélio sulcular dos ratos que é queratinizado. No entanto, essa
caracteristica ndo representa razdo que coloque o modelo em

descrédito®.

As estruturas periodontais dos ratos podem ser
modificadas de forma patoldgica, pela indu¢do de doenga periodontal, ou
pelos processos fisioldgicos que continuamente remodelam o osso
alveolar com o passar do tempo. Essas alteragbes podem ser

mensuradas pelos métodos radiografico, histolédgico e morfométrico.
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Essas avaliacbes sao capazes de quantificar as alteragdes teciduais

ocorridas nos animais até o momento de seu sacrificio®®.

Souza et al.”® avaliaram a caracteristica anatémica do
osso alveolar de 30 ratos por meio dos métodos radiografico e
morfométrico. Apds o sacrificio, as mandibulas e maxilas foram
analisadas em lupa estereoscopica para determinacédo do nivel 6sseo
alveolar nas faces livres e posteriormente, foram radiografadas para
mensuracao do suporte ésseo periodontal (SOP) junto as proximais distal
e mesial. O percentual de SOP nao diferiu estatisticamente nem entre as
raizes mesial e distal nem entre os arcos. Entretanto, o nivel 6sseo
alveolar apresentou-se menor na raiz distal da mandibula e na maxila, e
maior nas raizes linguais que nas vestibulares. Quando comparada as
raizes linguais maxilares com as mandibulares, os valores mandibulares
foram estatisticamente superiores. Os autores concluiram que os métodos
radiografico e morfométrico sao reproduziveis e complementares e que a
anatomia ossea alveolar dos molares se caracteriza por apresentar niveis

0sseos distintos associados a SOP proporcionalmente equivalentes.

Numerosos estudos tém sido realizados para avaliagdo da
doencga periodontal induzida em ratos com a utilizagdo de fio de algodao

5,63,71,80

ao redor dos segundos molares superiores e primeiros molares

inferiores'®.

2.6 Osteoporose e perda 0ssea alveolar

A doenca periodontal € um dos principais problemas da
Odontologia, devendo receber atengdo na pratica clinica diaria. Desse
modo, o conhecimento obtido em estudos sobre a patogénese das
doencgas que acometem o sistema estomatognatico, torna-se importante

contribuicdo a promogao e a manutengcdo da saude bucal e geral. No
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campo da Odontologia, a influéncia do tempo de deficiéncia estrogénica
nos 0ssos maxilares tem atraido atencdo e os estudos sobre esse

problema tém aumentado.

Alteragbes no periodonto tém sido também relacionadas
com a osteoporose. Diversos trabalhos encontrados na literatura relatam
uma associagao positiva entre a doenca periodontal e a osteoporose, com
diminuicdo da densidade oOssea. Entretanto, essa associagdo muitas
vezes ndao é encontrada. O verdadeiro papel da osteoporose na
etiopatogenia da doencga periodontal ainda ndo esta completamente
esclarecido. Ambas as doengas sdo multifatoriais e apresentam inumeros
fatores de risco em comum, como fumo, deficiéncias nutricionais, idade e
disfungcdo do sistema imune. Assim, a dificuldade de isolamento dos
fatores de confusdo tem sido uma das principais limitagdes dos estudos
em humanos que correlacionam osteoporose e doenca periodontal®.

Alguns estudos com animais foram encontrados avaliando
o efeito da osteoporose sobre os maxilares'®’*"*’®. Os achados mais
freqientes incluem menor densidade ossea mandibular'®; severa
reabsorcdo do rebordo residual®'; maior nimero de dentes perdidos e

alteragées na regido condilar’™.

Hildebolt?®®, em um trabalho de revisdo, relata a possivel
associagao entre a osteoporose e a perda 6ssea oral. O autor afirma que
depois dos 50 anos de idade, ocorre um aumento acentuado da
porosidade da mandibula, sendo este aumento maior no osso alveolar do
que no corpo mandibular, concomitantemente com um decréscimo na
massa Ossea sistémica. Esta perda oOssea €& mais acentuada nas

mulheres, estimada em 1,5% ao ano € menor nos homens (0,9%).

Acredita-se que a deficiéncia estrogénica cause alteragcdes

no 0sso alveolar que poderiam resultar no agravamento de uma doenca
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periodontal pré-existente. A doenca periodontal, assim como a
osteoporose, sao doencgas cronicas multifatoriais. Sendo assim, nao seria
surpreendente que ambas as alteragcbes patologicas dividissem fatores de

risco em comum como ambientais, genéticos, dietéticos e sistémicos®*.

Johnson et al.®®

estudaram a relagdo entre a deficiéncia
estrogénica, inflamagdo periodontal e perda &éssea alveolar utilizando
ovelhas ovariectomizadas. Os animais foram sacrificados apés trés e 12
meses da cirurgia de ovariectomia. Foram realizados testes bioquimicos
dos niveis séricos e gengivais de IL1R, 6 e 8 e avaliagdo dos exames
radiograficos, clinicos e microscépicos. Os autores observaram, ap6s 90
dias da ovariectomia, maiores niveis de IL-6 e maior porcentagem de
sitios exibindo profundidade de sulco de 4 a 6 mm ou superior a 6mm nos
animais ovariectomizados comparados com o controle, sendo essa
diferenca gradualmente maior nos grupos sacrificados ap6s um ano,
indicando que a doenca periodontal foi exarcebada pela deficiéncia

estrogénica.

Kribbs** comparou o osso mandibular de 112 mulheres
sendo 85 osteoporoéticas e 27 sadias, com idade variando entre cinqienta
e 85 anos, e comparou os achados dentais avaliando quais variaveis
melhor distinguem os 2 grupos. A avaliacdo dentaria de cada paciente
consistia de um exame intraoral e radiografias periapical, oclusal e
panoramica bem como da massa éssea mandibular, espessura da cortical
O0ssea, numero de dentes presentes e condicdo periodontal. O exame
periodontal verificou profundidade de sondagem, recessao gengival e
indice de sangramento. Quanto a massa 6ssea mandibular, o numero de
dentes e a espessura da cortical, foram encontrados diferencas
estatisticamente significantes entre a populacao osteoporética e a normal.
No entanto, em relacdo a condicdo periodontal ndo foram observadas

alteragcbes estatisticamente significativas. O autor concluiu que a
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osteoporose ainda que tenha efeito na massa 6ssea mandibular, parece

nao ter influéncia na etiopatogenia da doencga periodontal.

Payne et al®'

com o objetivo de determinar a associag&o
entre a deficiéncia estrogénica na poés-menopausa e a DMO alveolar,
realizaram um estudo longitudinal durante um periodo de um ano. 24
mulheres foram divididas em dois grupos, sendo um constituido por
mulheres que faziam reposigcdo estrogénica (grupo estrogénio suficiente)
e 0 outro que apresentava deficiéncia estrogénica (grupo estrogeno
deficiente). Por meio de exames radiograficos, observou-se diminui¢cao da
densidade Ossea alveolar relacionada com os baixos niveis estrogénicos.
Em contrapartida, as mulheres submetidas a terapia de reposicao
hormonal estrogénica apresentaram maior ganho de densidade Gssea.
Esses dados sugerem que o estrégeno parece influenciar a DMO

alveolar.

Elovic et al.” realizaram um estudo para determinar se a
deficiéncia estrogénica e a idade avangada afetavam o osso mandibular.
Para tanto, utilizaram 41 ratas ovariectomizadas e 41 SHAM, com cento e
oitenta dias de idade, divididas em seis grupos de acordo o periodo de
sacrificio (14, 114, 220 dias). Os autores mediram a DMO, por meio da
DEXA e as propriedades mecanicas, por meio de teste de forca e
concluiram que a falta de estrogénio por longo periodo leva a uma
diminuicdko da DMO e a alteragbes das propriedades estruturais
mandibulares. Esses achados indicam que a ovariectomia contribui para a

perda 6ssea oral e que a idade pode acentuar essa perda.

Tanaka et al.”

, utilizando microscépio de varredura a
laser, avaliaram histomorfometricamente as alteragcées no céndilo de ratas
OVZ e SHAM com 120 dias de idade nos periodos experimentais de 7,
14, 30 e 60. Foram administradas tetraciclina e calceina anteriormente ao

sacrificio. Analisando as regides subcondral e central dos céndilos, os
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autores observaram que os animais do grupo SHAM (controle), o volume
0sseo das duas regides aumentou com o tempo. Na regido subcondral do
grupo OVZ, o volume 6sseo diminuiu significativamente aos sete dias,
porém se recuperou e alcangou mesmo valor que no grupo SHAM aos 14
dias. Na regiédo central do grupo OVZ, o volume 6sseo ndo se alterou em
relagdo ao SHAM, porém, aos 60 dias, revelou-se menor. Dessa maneira,
a ovariectomia induziu a uma perda Ossea transitéria na regiao
subcondral ao passo que o ganho ésseo na regido central foi inibido,
sugerindo que a carga mecanica modulou a perda éssea em ratas OVZ, o
que € observado em outras partes do esqueleto. Diante disso, os autores
concluiram que o céndilo mandibular de ratas OVZ alterou dinamicamente

sua estrutura sob os efeitos da deficiéncia estrogénica e da carga oclusal.

Para esclarecer a relagdo entre deficiéncia estrogénica e

perda dentaria, Tanaka et al.”

analisaram morfometricamente alteragdes
na estrutura trabecular no osso alveolar mandibular de ratas OVZ. Para
tanto os animais foram divididos em dois grupos: OVZ e SHAM, sendo os
animais sacrificados depois de sessenta dias de cirurgia. Os autores
avaliaram histomorfometricamente o tecido 6sseo da regido do septo
interradicular do primeiro molar inferior. O volume de osso trabecular bem
como o numero de trabéculas do grupo OVZ foi significativamente menor
que no grupo SHAM. Diante dos resultados, concluiram que a deficiéncia
estrogénica causou uma significante diminuicdo na massa 6ssea no septo

interradicular do primeiro molar.

Tanaka et al.”®

observaram as alteragdes na estrutura
trabecular em mandibula de ratas OVZ apés longo periodo de deficiéncia
estrogénica. Ratas com seis meses de idade foram ovariectomizadas ou
falso ovariectomizadas e sacrificadas apdés 1 ano. A regido do septo
interradicular foi avaliada histomorfometricamente utilizando
microtomografia computadorizada e microscopia de varredura. Os autores

verificaram que ocorreu perda Ossea alveolar mandibular nas ratas
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ovariectomizadas bem como fragmentacéo das trabéculas e diminuigéo
do volume, numero e espessura das trabéculas em relagdo ao grupo
SHAM. Os autores concluiram, diante das alteracdes osteoporéticas na
regido do septo interradicular do primeiro molar, que este fenbmeno pode
acelerar a perda Ossea, especialmente as mulheres menopausicas.
Entretanto, para elucidar os efeitos da deficiéncia estrogénica na doenca
periodontal sdo necessarios estudos adicionais usando animais

ovariectomizados com doencga periodontal.

Moriya et al.”’

verificaram a relagdo entre osteoporose
experimental, induzida por meio de ovariectomia, e a perda éssea alveolar
em ratas submetidas com dieta normal ou deficiente em calcio. Quatro
semanas apods a ovariectomia, os animais foram sacrificados e a maxila, a
mandibula, o fémur e a tibia foram analisados. Exames radiograficos
demonstraram que a DMO nos ossos avaliados foi significativamente
maior no grupo controle com dieta normal seguido pelo ovareictomizado
com dieta normal. Em relacdo a perda 6ssea ocorrida entre a jungéo
esmalte-cemento e crista 6ssea, n&o houve diferenca estatistica entre os
grupos. Os resultados indicaram que a osteoporose experimental,
utilizando-se ovariectomia e dieta osteoporética, conduz a uma reducao
da DMO, tanto no esqueleto quanto no osso alveolar de ratas, porém, ndo
induz a perda 6ssea em altura nos alvéolos. Concluiram, portanto, que a
osteoporose isoladamente ndo correspondeu a um fator

fundamentalmente importante na destruigdo 6ssea periodontal.

Teofilo et al.”®

compararam em ratas o efeito de
ovariectomia associada ou nado a dieta deficiente em calcio (Ca) para
promover osteoporose em maxila e metafise proximal de tibia de ratas,
nos periodos de cinco e 11 semanas poés-cirurgia. Metade das ratas
ovariectomizadas recebeu dieta deficiente em Ca (OVZ*) e as demais
(OVZ), assim como as que sofreram falsa cirurgia, receberam dieta

normal. Foram coletados o osso maxilar e a metafise proximal da tibia
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para medidas do peso seco e da cinza déssea utilizada para dosagem de
Ca (método colorimétrico). Cinco semanas apds a cirurgia, nao se
observaram alteragcdes no grupo OVZ com dieta normal, enquanto no
grupo OVZ com dieta pobre em calcio houve reducao da massa 6ssea da
metafise proximal (17%) e da maxila (35%). Apos 11 semanas, o grupo
OVZ com dieta normal apresentou 14% de redugdo da massa Ossea da
metafise proximal, mas ndo da maxila, enquanto no grupo OVZ com
deficiéncia em caélcio observou-se diminuicdo de 30% em ambos os
segmentos 6sseos. A concentracdo de Ca na cinza nédo se alterou em
nenhuma condigcédo experimental. Os resultados mostraram que apenas a
deficiéncia estrogénica nao foi suficiente para provocar osteoporose
maxilar em ratas num periodo de até 11 semanas, embora nesse periodo
ja se observa seu efeito deletério na metafise proximal da tibia. Quando
se associa a ovariectomia a dieta deficiente em Ca, observa-se
diminuicdo da massa déssea apds cinco semanas, duas vezes maior na
maxila do que na metafise proximal da tibia. Os autores concluiram que o
modelo animal ovariectomizado com baixas dosagens de calcio € um

protocolo efetivo para obtencédo de osteoporose maxilar.

Com o objetivo de padronizar a metodologia com relagéo a
idade do animal e tempo experimental de atuacdo da deficiéncia
estrogénica induzida em ratas, Marques®® avaliou 160 ratas
ovariectomizadas com trinta, sessenta, noventa e 120 dias de idade, nos
tempos experimentais de cinco, dez, vinte, trinta e quarenta dias pés
cirurgia. O autor observou que ratas com idades de sessenta e noventa
dias, avaliadas ap6s quarenta dias de cirurgia, apresentaram
caracteristicas mais evidentes de osteoporose na regido de maxilar
posterior, concluindo que a osteoporose nos maxilares, obtida por meio

da ovariectomia, interfere na morfologia 6ssea alveolar.

Duarte et al.’® avaliaram tanto o impacto da deficiéncia

estrogénica quanto as terapias estrogénicas e de calcitonina na perda
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Ossea resultante da periodontite experimental em ratas. Cinqlienta e oito
ratas foram divididas em 4 grupos experimentais, sendo SHAM; OVZ,
OVZ recebendo calcitonina e OVZ estrégeno. Apds 21 dias da
ovariectomia, as ligaduras foram colocadas ao redor do primeiro molar
inferior de apenas um lado, sendo o contralateral (sem ligadura) servido
como controle. ApOs sessenta dias, os animais foram sacrificados, e os
autores observaram que a administracéo de estrodgeno conferiu protegcéo
sob os efeitos diretos da deficiéncia estrogénica no osso alveolar,
entretanto, nem o estrbgeno nem a calcitonina puderam prevenir esse

efeito quando associado com a periodontite.

Orrico et al.®® avaliaram radiograficamente, por meio da
DEXA e de radiografia digital direta — CDR (Computed Dental
Radiography for Microsoft Windows), a influéncia da perda 6ssea sobre a
doencga periodontal em ratas ovariectomizadas. Para tanto, utilizou 48
ratas, divididas em quatro grupos, sendo, Grupo 1 (SHAM, sem inducao
de doenca periodontal), Grupo 2 (SHAM, com indugdo de doenca
periodontal), Grupo 3 (OVZ, sem inducdo de doenca periodontal) e grupo
4 (OVZ, com indugcao de doenca periodontal). Nos animais pertencentes
aos grupos 2 e 4, ap6s um periodo de cento e vinte dias, foram colocadas
ligaduras ao redor dos primeiros molares inferiores do lado direito. Os
autores avaliaram radiograficamente a presenca ou auséncia da perda
Ossea vertical, medindo da crista 6ssea a jungdo cemento-esmalte na
mesial do primeiro molar inferior, de ambos os lados e concluiram que
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos quanto

a doenca periodontal induzida.

Baseando-se na literatura encontrada, o presente trabalho
tem como objetivo relacionar diferentes tempos de auséncia de horménios
ovarianos com a perda 6ssea decorrente da periodontite experimental em

ratas.



35

3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de
diferentes tempos de deficiéncia estrogénica na perda 6ssea resultante da
periodontite induzida experimentalmente em ratas, por meio dos métodos

radiograficos, morfométricos e histométricos.



4 MATERIAL E METODO

A etapa experimental deste estudo foi realizada de acordo
com os Principios Eticos para a Experimentacdo Animal, adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), conforme
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Sao José dos Campos, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, protocolo n® 019/2006 (Anexo A).

4.1 Selecao da amostra e delineamento dos grupos experimentais

Para a realizacao deste trabalho foram utilizadas 80 ratas
adultas  (Rattus norvegicus, variagdo albinus, Wistar) com
aproximadamente noventa dias de idade e massa corpérea de 300
gramas. Os animais foram mantidos em gaiolas em temperatura
ambiente, alimentados com ragcdo Guabi Nutrilabor e agua ad libitum,
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos - UNESP.

Os oitenta animais constituintes da amostra foram
inicialmente divididos em dois grupos experimentais conforme a cirurgia
realizada. Nos animais do Grupo OVZ (n=40) realizou-se a cirurgia de
ovariectomia e nas ratas pertencentes ao Grupo SHAM (n=40), a cirurgia

simulada ou falsa ovariectomia.
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Para cada um desses grupos, foi realizada a subdiviséo
dos animais em quatro subgrupos conforme o tempo de deficiéncia

estrogénica (Quadro 1).

Quadro 1 — Divisdo dos grupos e subgrupos experimentais conforme o

tempo de indugao da periodontite e cirurgia de ovariectomia.

Indug&o da periodontite no mesmo dia da cirurgia de ovariectomia | (G1
Inducéo da periodontite 30 dias apds a cirurgia de ovariectomia G2
OVZ Inducgado da periodontite 60 dias apds a cirurgia de ovariectomia G3
Indugdo da periodontite 90 dias apos a cirurgia de ovariectomia G4
Indugéo da periodontite no mesmo dia da cirurgia sham G5
Indugéo da periodontite 30 dias apés a cirurgia sham G6
S HAM Indugéo da periodontite P 60 dias apos a cirurgia sham G7
Inducgdo da periodontite 90 dias apds a cirurgia sham G8

4.2 Método

4.2.1 Procedimentos cirurgicos de ovariectomia e falsa ovariectomia

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados em
sala cirurgica cuidadosamente limpa do Biotério da Faculdade de
Odontologia de Sédo José dos Campos/UNESP. Para a indugdo da
anestesia geral, empregou-se uma solu¢ao de 13mg/kg de cloridrato de 2-
(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Anasedan - Bayer do Brasil),
substancia com propriedades sedativas, analgésicas e relaxante muscular
e 33mg/kg de Ketamina base (Dopalen — Agribands do Brasil LTDA),

anestésico geral, via intramuscular.

Todas as ratas pertencentes ao grupo ovariectomizado

(OVZ), aos trés meses de idade, sofreram, ap6s anestesia, depilacao da
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regido abdominal lateral e anti-sepsia com alcool iodado, incisao
longitudinal com extensao aproximada de 1 cm na pele e musculatura da
regiao lateral do corpo, proxima ao nivel dos rins e abaixo da ultima
costela. Esta foi confeccionada com Iadmina de bisturi n® 15 montada em

cabo de bisturi Bard Parker.

O ovairio foi identificado e exposto e confeccionou amarria
logo abaixo para realizacdo da hemostasia, por meio da ligagao da parte
superior da trompa com o fio de seda 4-0 (Ethicon/Johnson & Johnson),
sendo estes procedimentos realizados bilateralmente. O ovario foi
removido juntamente com a gordura circundante e pequena porgdo do
utero. Ao final dos procedimentos, as camadas musculares foram
suturadas com fio de sutura absorvivel Catgut 4-0 (Cirumédica - Cotia,
SP, Brasil) e a pele com fio de seda 4-0 (Ethicon/Johnson & Johnson —

Sao José dos Campos) (Figura 1).

Para simulagao do estresse cirurgico, em todos os animais
do grupo SHAM (cirurgia simulada) foram realizados os procedimentos
cirargicos descritos acima, com exce¢do da hemostasia e remo¢ao dos
ovarios. Portanto, ap6s a exposigao do ovario, foi realizada a recolocagao

dos 6rgéos na cavidade abdominal e a sutura dos tecidos (Figura 1).
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4.2.2 Inducéo da periodontite

De acordo com o momento definido em cada grupo
experimental, a indugcdo da periodontite foi realizada por meio da
colocacao de ligadura de algodédo, procedimento no qual duas voltas do
fio de algoddao foram envolvidos na regido cervical do dente,
unilateralmente. O primeiro molar inferior esquerdo e segundo molar
superior direito dos animais receberam a ligadura, sendo que o dente
contralateral serviu para controle (auséncia de inducao de periodontite). A
ligadura permaneceu por um periodo de trinta dias finais em todos os
animais, independentemente do grupo, momento esse no qual os animais
foram sacrificados, conforme esquema do delineamento experimental
(Figura 2).

A metodologia de indugao de periodontite por ligadura de
algoddo na maxila e mandibula ja foi empregada com sucesso no
Departamento*®>®®7! da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP.

Cirurgia

(OVZe Sacrificio Sacrificio Sacrificio Sacrificio
SHAM) G1eG5H) G2 e G6) G3e G7) G4 e G8)
0 30 a0 an 120
| i i i i
Ligadura Ligadura Ligadura Ligadura
G1e G5) G2 e G6) G3e G7) G4 e G8)

FIGURA 2 — Delineamento Experimental
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4.3 Sacrificio

Todos os animais foram sacrificados apdés 30 dias da
colocacao das ligaduras, com dose excessiva de anestésico e
decapitados em guilhotina, sendo suas maxilas e mandibulas removidas,

o tecido mole excedente eliminado e o material fixado em formol a 10%.

A maxila foi utilizada para avaliagdo morfométrica da
perda dssea alveolar e a mandibula para analise radiografica do suporte

alveolar, sendo posteriormente descalcificada para analise microscopica.

4.4 Analise das alteracdes sistémicas

4.4.1 Peso corporal dos animais

Todos os animais foram pesados no inicio do experimento
e no dia do sacrificio para verificagdo de possiveis alteracdes no peso

entre os grupos experimentais.

Para tanto, cada rata foi colocada em gaiola individual e
pesada em balanca digital (Micronal B600 - Sdo Paulo, SP, Brasil). O
percentual da variagdo de peso das ratas foi calculado conforme a

formula:

Aumento de peso (%) = Peso final - Peso inicial

Peso inicial
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4.5 Andlise das alteracdes periodontais
4.5.1 Analise radiografica do suporte ésseo remanescente

As hemi-mandibulas foram radiografadas pelo sistema de
imagem radiogréafica intra-oral digital RVG® (RadioVisioGraphy — Trofhy
Radiology Inc. — Marietta / USA), o qual emprega dispositivos de carga
acoplada (sensor-CCD) para captura direta das imagens. As tomadas
radiograficas foram realizadas utilizando aparelho de raios-X digital
Gendex 765DC® (Gendex, Dentsply, Internacional, USA) com 65 kv, 7mA
e tempo de exposi¢ao de 0,08seg. O sensor CCD foi fixado em uma mesa
e o cilindro posicionado com distancia focal de 30 cm. As hemi-
mandibulas, com a face lingual voltada para o cilindro de raios-X, foram
fixadas na porcado central do sensor com auxilio de cera utilidade. As
pecas foram posicionadas objetivando-se o paralelismo entre as cuspides
linguais e vestibulares, as quais deveriam estar sobrepostas na imagem
radiografica. O sensor apresentou relacdo de paralelismo com as faces

livres dos dentes e de perpendicularismo com as faces oclusais.

O sistema de anadlise de imagem Image Tool (v.3.0;
UTHSCSA) foi empregado para as medi¢des lineares, sendo realizadas
analises cegas trés vezes por um examinador treinado. Nas radiografias
digitais, foram considerados trés pontos no primeiro molar selecionado:
apice da raiz distal (A), ponta da cuspide distal (C) e o fundo do defeito na
distal do dente (B). O apice radicular foi definido como o ponto mais apical
do dente e o fundo do defeito representado como a posicdo mais apical
do tecido 6sseo proximal, sendo mensuradas as distancias lineares entre
os pontos AC e AB (Figura 4). Portanto, o suporte 6sseo periodontal
(SOP) foi calculado pela formula baseada em Klausen et al*:
SOP=AB/AC x 100. A média das trés medidas foi usada para expressar o
valor de SOP em cada animal, sendo que os maiores valores indicaram

menor destruicdo 6ssea periodontal (Figura 4).
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4.5.2 Morfometria da perda éssea alveolar vestibular

As hemi-maxilas direitas e esquerdas foram masseradas e
dissecadas por meio de imersdo em solug¢ao de hipoclorito de sédio (1%),
durante 5 horas e, posteriormente foi realizada a remogao mecanica para

retirar os remanescentes de tecido mole.

Posteriormente, todas as pecas foram coradas com azul
de metileno (1 g/100 ml) por 1 minuto para demarcar a juncao esmalte-
cemento (JEC). Os espécimes foram observados em lupa estereoscépica,
sendo posicionados de forma que nado ocorresse sobreposicdo das
cuspides vestibular e lingual, ndo havendo a possibilidade de visualizagéo

da superficie oclusal.

A imagem captada da lupa foi digitalizada por camera
fotografica (aumento de 25X) e as medidas de perda 6ssea alveolar
realizadas por regidao vestibular da hemi-maxila. Para tanto, foram
identificados pontos de referéncia, representados pela jungédo cemento-
esmalte (JCE) e crista éssea (CO), localizados na metade de cada raiz,

além da extremidade mesial e distal do dente.

Em seguida, os pontos foram unidos gerando retas de
medidas no sentido do longo eixo dos dentes. Cada reta foi medida trés
vezes, sendo obtido um valor médio. A perda Ossea alveolar foi
determinada pela média dos valores considerando a regido diretamente
envolvida com a ligadura (média das retas de 3 a 6), por meio do
programa Image Tool (v.3.0; UTHSCSA) (Figura 4).
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4.5.3 Analise histoldgica e histométrica

Depois de radiografadas, as mandibulas sofreram um
processo de descalcificacdo em solugao aquosa de acido etilenodinetrilo
tetra-acético-sal dissédico dihidratado (EDTA — Titriplex P.A — Merck-

KgaA, Darmstadt, Alemanha) na concentragao de 10%.

Apés descalcificagdo, as pegas foram aparadas e
preparadas para inclusdo em parafina com a face lingual paralela ao
plano de corte. Foram realizados cortes seriados de 5 ym no sentido
meésio-distal, os quais foram obtidos a partir do momento que a raiz
mediana do primeiro molar inferior for totalmente removida, permitindo
visualizagédo da furca formada entre as raizes mesial e distal. A partir de
entdo, foram selecionados cinco cortes (intervalo de 20 pym) por animal,
corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para analise histolégica e

histométrica.

As imagens foram obtidas, por meio de camera acoplada
ao microscopio, sendo os cortes selecionados com aumento de 100X. As
imagens obtidas compreenderam a regido formada a partir do teto da
furca em direcdo apical. Em cinco secg¢des por espécimes, foram
medidos, por meio do programa Image Tool (v.3.0; UTHSCSA), a area de
perda éssea ou de ligamento periodontal junto ao teto da furca. Essas
areas foram delimitadas pelo contorno 6sseo e superficie de cemento
radicular na presenca e auséncia de ligadura. Foram esperadas areas de
perda 6ssea em dentes com a indugdo de periodontite e areas de
ligamento periodontal preservado em dentes sem a indugdo da mesma. A
partir das medidas dos cinco cortes, obtivemos o valor médio por animal,

o qual foi utilizado para fornecer a média do grupo.
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4.5.4 Analise Estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrao
analisados estatisticamente ao nivel de significancia de 5%. O teste t-
Student pareado foi empregado para comparagao intragrupo entre
presenca e auséncia de ligadura para verificar se a colocacéo de ligadura
foi capaz de induzir periodontite. Os subgrupos com e sem ligadura foram
submetidos a anadlise de variancia (ANOVA e teste de Tukey)
considerando os fatores hormonio e tempo de deficiéncia estrogénica (30,

60, 90 e 120 dias) para verificar se houve diferenga entre os mesmos.



5 RESULTADOS

5.1 Peso corporal das ratas

foram transformados em porcentagem de ganho e indicaram diferencas
significantes entre as médias de peso inicial e final com aumento de peso
em todos os grupos experimentais (Tabela 1). Quanto ao percentual de
variagao de peso o grupo G4 (OVZ 120 dias) foi o que ganhou mais peso,
seguido do G3 (OVZ 90 dias) e o grupo que menos ganhou peso foi 0 G5
(Sham 30 dias). Observou-se em todos os grupos experimentais que o

fator tempo determinou gradual ganho de peso, tanto na presenca quanto

Os valores obtidos dos pesos corporeos dos animais

na auséncia do horménio estrogeno (Figura 5).

Tabela 1 - Valores de média e desvio padréo do peso corpéreo inicial e
final em gramas (g) das ratas e o percentual de variagao (%)
Nnos grupos experimentais

Grupo

Peso inicial (g)

Peso final (g)

% variacao (g)

G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8

255,62 7,76
256,87 £ 12,52
273,15+ 13,08
268,12 £ 16,68
275,62 + 21,62
255,00 £ 10,35
263,12 + 26,31
261,25 £ 26,29

308,12 £ 10,67
346,87 + 23,59
352,50 + 14,39
353,75 £ 19,23
288,75 * 23,41
285,62 £ 19,72
318,75 £ 20,13
326,25 + 21,67

20,54 + 2,89 *
25,95 + 1,74 "B
29,05 + 2,54 B¢
31,94 2,36 ¢
04,76 + 1,55 °
10,72 £ 3,04 F
21,14 £13,10*
24,88 + 12,35

* Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si.
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FIGURA 5 — Valores de médias e desvio padrdo do percentual (%) de variagao
do peso das ratas segundo os fatores tempo e horménio.

5.2 Analise do suporte 6sseo periodontal (SOP)

Para andlise do suporte 6sseo periodontal (SOP) foram
determinados trés pontos nas radiografias digitais no primeiro molar
inferior: apice da raiz distal, ponta da cuspide distal e o fundo do defeito
na distal do dente. Baseado na metodologia de Klausen et al.4°, oS
maiores valores de SOP indicaram menor destruicdo 6ssea periodontal.

A analise intragrupo revelou inferioridade estatistica
(p<0,05) nos percentuais de SOP para as condi¢gdes de presenca de
ligadura em relagdo a auséncia de ligadura para todos os grupos
experimentais. Observa-se na Tabela 2 a influéncia da deficiéncia
estrogénica no percentual de SOP remanescente, tanto na presenca
quanto na auséncia de ligadura.

Na auséncia de ligadura foi observada diferenga
significante (p<0,05) no percentual de suporte 6sseo superior nos grupos
SHAM 60, 90 e 120 dias em relacdo aos demais grupos (Tabela 2 e
Figura 6).
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Na presenca de ligadura a analise estatistica intergrupo,

verificou remanescente de suporte 6sseo inferior somente no grupo que

recebeu ligadura apdés 90 dias da cirurgia de ovariectomia (G3) em

relacdo aos demais (G1, G2 e G4). Além disso, os quatro grupos

submetidos a cirurgia SHAM apresentaram remanescente de suporte

0sseo superior aos grupos submetidos a cirurgia de ovariectomia (Tabela

2 e Figura 7).

Tabela 2- Valores de média e desvio padrdo dos percentuais de suporte

6sseo
experimentais

periodontal (SOP)

remanescente

nos grupos

Grupo Com ligadura Sem ligadura Cirurgia
G1 50,61 +2,90 % 62,13+ 1,68 " ovz
G2 51,55 + 2,04 2 62,57 + 1,20 ovz
G3 47,82 +2,96° 61,56 + 1,78 * ovz
G4 50,87 + 1,54 @ 61,43 +0,82" ovz
G5 54,32 + 3,14 ° 62,39+ 2,28 SHAM
G6 53,18 + 1,43 ° 63,82 + 1,63 ° SHAM
G7 54,52 + 1,80 ° 64,34 +1,25° SHAM
G8 54,47 + 1,73 ° 64,10+ 2,13 ® SHAM

* letras minUsculas podem ser consideradas para presenca de ligadura e letras mailsculas para auséncia de
ligadura (ANOVA e Tukey, p<0,05). Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si.
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FIGURA 6- Valores de médias e desvio padréo do percentual de SOP (%) nos
animais sem ligadura considerando os fatores tempo e horménio.
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FIGURA 7- Valores de médias e desvio padrao do percentual de SOP (%) nos
animais com ligadura considerando os fatores tempo e horménio.

5.3 Morfometria da perda 6ssea alveolar vestibular

Para analise morfométrica da perda Ossea alveolar
vestibular, foram identificados pontos de referéncia, representados pela
juncdo cemento-esmalte (JCE) e crista 6ssea (CO), localizados na
metade de cada raiz, além da extremidade mesial e distal do dente
envolvido. A perda éssea alveolar foi determinada pela média dos valores

considerando a regido diretamente envolvida com a ligadura.



o4

A andlise morfométrica intragrupo demonstrou que a
presenca de ligadura resultou em perda 6ssea significativamente maior
(p<0,05) que na condicédo de auséncia de ligadura. Tal fato foi observado
em todos os grupos experimentais (p=0,0000).

Na auséncia de ligadura, quando os grupos experimentais
foram comparados, a analise ndo identificou diferenga significativa na
perda Ossea alveolar entre todos os grupos (p>0,05), o que pode ser
observado na Tabela 3 e Figura 8.

Na presenca de ligadura a anadlise intergrupo mostrou
perda éssea alveolar significativamente maior nos animais com 90 dias de
auséncia hormonal (G3) em relacdo aos demais grupos experimentais
(Figura 9 e Tabela 3).

Tabela 3- Valores de médias e desvio padrédo da perda 6ssea alveolar
(mm) obtida morfometricamente nos grupos experimentais

Grupo Com ligadura Sem ligadura Cirurgia
G1 141,80 £ 5,22 42,18 +3,76 A ovz
G2 141,50 + 8,432 42,09 + 3,534 ovz
G3 146,89 + 8,45 P 40,80 £ 4,024 ovz
G4 140,40 £ 4,77 2 41,18 +4,054 ovz
G5 140,82 + 8,29 2 41,36 + 5,63 * SHAM
G6 139,27 £+ 9,402 4145+ 4,764 SHAM
G7 140,25+ 3,14 @ 40,45+ 3,174 SHAM
G8 139,70 + 4,852 40,58 + 2,58 A SHAM

* letras minusculas podem ser consideradas para presenca de ligadura e letras mailsculas para auséncia de
ligadura (ANOVA e Tukey, p<0,05). Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si.
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FIGURA 8- Valores de médias e desvio padrdo da perda 6ssea alveolar obtida
morfometricamente nos grupos sem ligadura considerando os
fatores tempo e hormdnio
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FIGURA 9- Valores de médias e desvio padrao da perda 6ssea alveolar obtida
morfometricamente nos grupos com ligadura considerando os
fatores tempo e horménio

5.4 Histometria da perda 6ssea alveolar na regido de furca

A analise histométrica intragrupo demonstrou que a
presenca da ligadura resultou em perda 6ssea significativamente maior
(p<0,05) que na condigédo de auséncia de ligadura. Tal fato foi observado

em todos os grupos experimentais (p=0,0000).
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Na auséncia de ligadura, quando os grupos experimentais

foram comparados, a andlise nao identificou diferenca significativa na

perda Ossea alveolar entre todos os grupos (p>0,05), o que pode ser

observado na Tabela 4 e Figura 10. Entretanto, na presencga de ligadura,

no grupo de 90 dias de deficiéncia estrogénica (G3) ocorreu maior

destruicdo Odssea,

experimentais (Figura 11 e Tabela 4).

significativa em

relagdo aos demais grupos

Tabela 4 — Valores de média e desvio padrdo da perda 6ssea alveolar na

regido de furca nos grupos experimentais

Grupo Com ligadura Sem ligadura Cirurgia
G1 10,47 £0,33 2,15+0,20# ovz
G2 10,38 £ 0,59 2 2,13+0,17% ovz
G3 12,05+ 1,45° 2,15+0,22* ovz
G4 10,38 £ 0,31 ° 2,15+0,18 4 ovz
G5 10,47 £ 0,65 ° 2,15+0,13 " SHAM
G6 10,56 + 0,57 ° 2,14 +0,25"* SHAM
G7 10,39 £ 0,32 ® 2,17 £0,14* SHAM
G8 10,45 £ 0,73 ® 2,15+0,20* SHAM

* letras minUsculas podem ser consideradas para presenca de ligadura e letras mailsculas para auséncia de
ligadura (ANOVA e Tukey, p<0,05). Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si.
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FIGURA 10- Valores de médias e desvio padrdo da perda 6ssea alveolar na
regidao da furca obtida histometricamente nos grupos sem
ligadura considerando os fatores tempo e horménio
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FIGURA 11- Valores de médias e desvio padrdo da perda 6ssea alveolar obtida
histometricamente nos grupos com ligadura considerando os fatores
tempo e horménio

5.5 Analise histolégica descritiva

Foram observados aspectos microscopicos semelhantes

nos animais SHAM e OVZ em todas as condigdes experimentais, com
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diferencas marcantes somente nos animais do grupo G3 (90 dias) com
ligadura em relagdo aos demais grupos.

Os cortes histoldgicos dos espécimes sem inducao da
periodontite revelaram, na regido de furca, fibras de Sharpey bem
inseridas no osso alveolar inter-radicular e no cemento; ligamento
periodontal com canais vasculares e fibroblastos alongados. A crista
Ossea alveolar inter-radicular exibiu extremidade arredondada, levemente
irregular, exatamente onde inseriam-se as fibras de Sharpey, com
orientacdes bem definidas, com auséncia de reabsor¢ao 6ssea. O tecido
0sseo exibiu aspecto regular e denso, com muitos ostedcitos distribuidos
homogeneamente; poucos espagos medulares revestidos por
osteoblastos cubdides alinhados. A crista 6ssea alveolar interdental
também exibiu as mesmas caracteristicas da inter-radicular. O teto da

furca apresentou-se com superficie lisa e sem irregularidades (Figura 12).

Ja os animais que tiveram a indugdo da periodontite,
apresentaram crista 6ssea inter-radicular com aspecto bastante irregular;
espago entre o teto da furca e o o0sso inter-radicular reabsorvido
preenchido por ligamento periodontal modificado, constituido por tecido
conjuntivo com fibras colagenas dispostas em diversas orientagcbes e
poucos fibroblastos. A orientacdo das fibras variou entre os animais, ora
no sentido horizontal ou vertical ora obliquo desorganizado. Além disso,
observou-se variagdo no volume e na coloracéo dos fibroblastos que, por
vezes, exibiam nucleos volumosos e hipercromatismo tanto dos nucleos

quanto das préprias fibras (Figura 13).

O osso alveolar destes animais, tanto inter-radicular
quanto interdental, exibiu perda do aspecto compacto, com intensa
remodelacdo Ossea, caracterizada por linhas de reversado, presenca de
crateras e lacunas de reabsor¢cao, com células gigantes multinucleadas,
levando a destruicdo da crista 6ssea. Notou-se também proliferagéo tanto

dos espacos medulares quanto de células osteogénicas, conferindo ao
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0sso um aspecto “fragmentado”, com perda do padrao compacto denso.
Algumas areas ainda exibiam aspecto de mosaico, sugestivo de alta
atividade de remodelacao 6ssea; intenso infiltrado inflamatério, presenca
de colbnias bacterianas no teto da furca e nas papilas interdentais, ninhos
de epitélio proliferado, com perda de inser¢do e migracao epitelial. Ninhos
epiteliais em degeneracéo cistica com colbénias bacterianas no seu interior
foram observados em alguns animais. O teto da furca estava preenchido
por ligamento periodontal, com fibras do ligamento, dispostas em diversas
orientagdes, exibindo discreto pleomorfismo nuclear, nucleos volumosos e

hipercromados (Figura 13).

Nos animais do grupo G3 (90 dias) com ligadura, a
reabsorcao Ossea apresentou-se mais extensa em direcdo apical e
frequentemente invadindo a furca. Na face mesial do dente a migracéo do
epitélio foi mais intensa. Nesses animais também foi observado lacunas
de reabsor¢ado na superficie do dente voltada para a furca, tanto no teto
quanto nas porg¢des laterais. Em alguns animais deste grupo houve
separagado da crista Ossea inter-radicular em duas laminas verticais
separadas por uma faixa de tecido conjuntivo fibroso, rico em vasos

sanguineos e células osteogénicas (Figura 14).

A polpa do primeiro molar inferior apresentou congestao
vascular e auséncia de inflamacdo em todos os grupos, com e sem

indugéo da periodontite.

Na analise histolégica descritiva verificou-se
caracteristicas correspondentes com os resultados obtidos nas analises
radiograficas, morfométricas e histométricas, havendo diferencas
marcantes entre os grupos com e sem ligadura. Além disso, houve
diferenca entre esses e os animais do grupo G3 que tiveram insergcéo da

ligadura.









6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como finalidade investigar o efeito de
diferentes tempos de deficiéncia estrogénica, promovida pela ovariectomia,
na perda éssea periodontal induzida experimentalmente por ligadura em

ratas, por meio dos métodos radiograficos, morfométricos e histométricos.

Controvérsias existem nos trabalhos da literatura associando
osteoporose e perda 6ssea oral em humanos. Segundo Beck®, a perda 6ssea
alveolar é resultado da doencga periodontal e suspeita-se que a osteoporose
esteja relacionada com esta doenca. Contudo, o autor relata que é dificil
estabelecer tal relacdo, pois, alguns estudos tém apresentado metodologia
inadequada, com numero de amostras reduzido e sem o controle de
importantes fatores comuns tanto para a doenga periodontal, como para a
osteoporose, tais como idade, habito de fumar, diabetes e algumas
medicacdes. Concordando com essas afirmagdes, Becker et al.® afirmam
ainda, que a contribuicdo da osteoporose na perda dentaria é dificil de ser
demonstrada pois os dentes podem ser perdidos por varias causas e nao
somente pela perda 6ssea de suporte. Dentre os motivos sdo citados tanto
os de origem local, como problemas endodoOnticos e protéticos, traumas,
fraturas, caries, qualidade de tratamentos dentarios realizados; bem como os

originados por diferentes niveis socioculturais e econémicos.

Em contrapartida, segundo Grodstein?’, existe uma
possibilidade de associacdo da osteoporose com a perda dentaria,

decorrente do comprometimento da integridade estrutural do osso por
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disturbios metabdlicos dos niveis de calcio ou por determinadas doencas,
alterando assim a estrutura e a massa 6ssea. Este fenbmeno pode ser
notado em mulheres na pds-menopausa que apresentam uma diminuigdo do
hormdnio estrogénio. Kribbs*? acredita que a deficiéncia estrogénica poderia
causar alteracbes no osso alveolar, podendo agravar uma doenca

periodontal pré-existente.

Sendo assim, muitas vezes os trabalhos mostram resultados
conflitantes decorrentes da grande variabilidade de metodologias
empregadas para avaliar a relagédo existente entre a doenca periodontal e a
osteoporose. Diferengas no tamanho da amostra, na populagdo examinada e
na idade da mesma, impedem a interpretacdo e comparagao dos resultados
originados destes trabalhos, sendo necessario, portanto, o desenvolvimento
de estudos longitudinais para o esclarecimento da real natureza de ambas.
Além disso, na maioria das pesquisas os estudos sao transversais, limitando
assim a disponibilidade de informagdes sobre qual das duas doengas
estudadas poderia ter precedido o exame, pois, tanto a osteoporose como a
doenca periodontal, doengas crénicas multifatoriais, resultam em reabsorgéo
Ossea, sempre existindo a possibilidade de uma delas ja estar presente
previamente ao inicio da pesquisa®>%4.

Portanto, para sobrepujarmos tais limitagdes, obstaculos e
dificuldades, empregamos na presente pesquisa o modelo animal. A escolha
do rato como modelo deve-se pela conveniéncia de diminuirmos o periodo
de pesquisa obtendo resultados confiaveis em um intervalo de tempo menor,
uma vez que em seres humanos as transformacgdes 6sseas podem demorar
anos, dificultando assim nossa avaliagdo. Além disso, ha predominéncia de
estudos envolvendo a deficiéncia estrogénica nesse animal e a facilidade de

execucado da ovariectomia, ao baixo custo, também pelo fato de nado ser



65

necessario longos periodos de experimentacdo e a simulagcdo do quadro
0sseo semelhante ao observado na menopausa, com rapida perda 6ssea e
aumento na taxa de remodelacgo®°2%¢. No entanto, os estudos em animais
também apresentam, muitas vezes, conclusdes discrepantes resultantes da
grande variabilidade de metodologias empregadas para avaliar a relagcao

existente entre a deficiéncia estrogénica e a doencga periodontal.

Portanto, consultou-se a literatura no intuito de refinar a
utilizacdo de tal modelo animal. A idade das ratas utilizadas no presente
estudo foi de trés meses, pois, segundo Kalu38, nesta faixa etaria as mesmas
sdo consideradas sexualmente maduras, apresentando alteracdes ésseas
mais rapidas. De acordo com Sampson®’, esta faixa etaria corresponderia ao
adulto jovem quando relacionada ao humano Além disso, nessa idade, existe
a possibilidade de se desvincular a perda 6ssea consequente a deficiéncia

hormonal da perda 6ssea relacionada ao envelhecimento.

Em relacdo ao presente modelo experimental, para o estudo
da interferéncia do tempo de deficiéncia hormonal na indugdo da
periodontite, diferentes tempos ap6s a realizacédo da ovariectomia foram
determinados para a insercao da ligadura. Este trabalho teve inicio com a
excisdo bilateral dos ovarios no dia em que os animais completaram trés
meses de idade, pois animais idosos teriam o fator fisiologico de senilidade
interferindo nos resultados. Marques*® objetivou padronizar em seu trabalho
a metodologia com relagcdo a idade do animal e tempo experimental de
deficiéncia estrogénica induzida em ratas avaliando a morfologia 6ssea
alveolar maxilar e o periodonto de sustentacao, realizando para isto, varios
periodos de ovariectomia. O autor mostrou que o tempo experimental de 40
dias foi o ideal para o estudo da remodelacdo Ossea. Neste periodo foi

possivel avaliar caracteristicas mais intensas da osteoporose em relagao aos
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outros periodos de observacédo. No entanto, o trabalho deste autor difere do
nosso, pois 0 mesmo avaliou somente o o0sso alveolar da maxila,
predominantemente trabecular, sem ter induzido periodontite, como realizado
em nosso trabalho, o que pode justificar as altera¢des precoces encontradas

nesse periodo.

O modelo de indugao de periodontite em animais, utilizando-
se ligaduras, constitui um método largamente empregado, eficaz, de facil
execucgdo e de baixo custo®*®®°. Este modelo atua como fator retentor de
biofilme bacteriano para a indugédo da periodontite, fator imprescindivel para
o desenvolvimento da doenga periodontal. Rovin et al.®® confirmaram tal
afirmacéo, quando utilizaram animais “germfree” e afastaram a hipétese de
que o trauma mecanico pela presenca da ligadura poderia ser o responsavel
pela perda de tecido periodontal de suporte. Os autores verificaram que
enquanto o grupo “germfree” permaneceu sem alteragdes no periodonto, nos
animais controle, a retengédo de biofilme bacteriano sobre o fio de algodao
promoveu um desequilibrio na microbiota capaz de induzir doenca

periodontal.

Em nosso trabalho, a metodologia empregada para indugao
da periodontite, com a utilizacdo de fio de algodao envolvendo tanto a regiéo
cervical do segundo molar superior quanto do primeiro molar inferior,
mostrou-se efetiva. Foram encontradas na andlise estatistica dos dados
radiograficos, morfométricos e histométricos diferencas significativas entre os
animais com e sem ligadura em todas as condi¢cdes experimentais. Estes
dados foram concordantes com os resultados da analise histologica, na qual
foi observada, nos animais com ligadura, evidente reabsorgéo 6ssea alveolar
e espaco entre o teto da furca e o osso inter-radicular reabsorvido

preenchido por ligamento periodontal.
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A averiguagao da permanéncia do fio de algod&o ao redor da
coroa dentaria pode ser realizada, sob anestesia, durante o periodo
experimental, entretanto, em nosso trabalho a presenca da mesma sé foi
verificada no dia do sacrificio, como realizado por Souza®, diferindo das
pesquisas de Anbinder* e Spalding’’. No entanto, de todos animais
operados, somente quatro apresentaram-se sem a ligadura no dia do

sacrificio, sendo que estes foram excluidos e substituidos.

O periodonto dos ratos € alterado por processos fisiologicos
que continuamente remodelam o osso alveolar com o passar do tempo.
Entretanto, as estruturas periodontais dos ratos podem ser intensamente
modificadas de forma patologica, pela inducdao de doenga periodontal. A
condicao de normalidade e essas alteragbes podem ser mensuradas pelos
métodos radiograficos, histométricos, e morfométricos entre outros. Esses
métodos possibilitam quantificar as alteracdes teciduais ocorridas nos
animais até o momento do sacrificio®. Logo apds a remogao dos maxilares
dos animais, o tecido ésseo alveolar pode ser prontamente avaliado pelos
métodos radiograficos e morfométricos; no entanto, para analise histométrica
€ necessario submeter os espécimes ao processo de descalcificagdo e

posterior processamento de cortes seriados em local padronizado .

Em nosso trabalho optamos por avaliar a perda Ossea
periodontal por meio de trés diferentes analises de comparacéo, a fim de
avaliar metodologias complementares, sendo elas a radiogréfica,
morfométrica e histométrica para dar maior respaldo e confiabilidade aos
nossos resultados. De acordo com a literatura consultada, nenhum dos
métodos isoladamente é capaz de abranger todos os aspectos da doenca

periodontal em ratos®®. Todos os métodos sao de facil realizagdo e devem
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ser empregados conjuntamente em avaliagcdes Osseas alveolares em ratos,

pois avaliam aspectos distintos*°.

A subjetividade das analises de mobilidade dentaria e do grau
de envolvimento de furca*’" foi o principal fator para sua exclusdo de nossa
metodologia. Soma-se ainda, a possibilidade de variagbes individuais entre
0os examinadores e a dificuldade em extrapolar os resultados para uma

analise clinica diaria.

O método radiografico possibilita quantificar as perdas 6sseas
proximais, por medidas da distancia entre a jungdo cemento-esmalte (JCE) e

31,34,53

a crista 6ssea alveolar na raiz mesial do primeiro molar inferior eo

suporte 6sseo periodontal presente junto a raiz distal do mesmo elemento
dentario’®°.

E consenso geral que a osteoporose isoladamente no inicia
a doencga periodontal. De acordo com a literatura ela pode afetar o curso da
doencga, pela reducdo da densidade mineral 6ssea e quantidade do
trabeculado 6sseo oral. Ha ainda, a hipétese de que a osteoporose pode
ocasionar uma diminuicdo na densidade do osso alveolar, tornando-o mais
susceptivel a reabsor¢do. Contribuindo para confirmar a veracidade deste
fato, notou-se que na analise radiografica, na qual avaliamos a altura do osso
remanescente na face distal da raiz do primeiro molar inferior, verificamos
que as médias de altura da crista alveolar foram estatisticamente mais baixas
nos grupos ovariectomizados tanto na presengca quanto na auséncia de
ligadura, mostrando que a deficiéncia estrogénica interfere no suporte 6sseo
periodontal, pois o estrogeno & fundamental na preservacdo da massa

|.35

Ossea. Estes dados estdo de acordo com Johnson et al.”™, que averiguaram,
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utilizando ovelhas ovariectomizadas, que a doenga periodontal foi

exacerbada pela deficiéncia estrogénica.

Considerando que o exame radiografico é limitado pelo fato
de reproduzir estruturas anatdbmicas tridimensionais, em imagens
bidimensionais, optamos por também avaliar, de forma complementar, o nivel
0sseo horizontal junto as faces livres dos molares empregando o método
morfométrico em maxilares dissecados baseado no estudo de Souza et al.”

que afirmam que ambos os métodos s&o reproduziveis e complementares.

A avaliagdo morfométrica destina-se a medir as perdas
O0sseas horizontais localizadas nas faces livres dos molares a partir de
imagens obtidas de maxilares macerados e corados. Devido a questbes
anatdémicas essas mensuracdes sao realizadas pelas faces vestibular e
palatino na maxila e por lingual na mandibula®. Os valores sao fornecidos
por medidas da distancia linear da jungcédo cemento-esmalte a crista dssea
junto as raizes dentais nas faces estabelecidas, determinando assim, o nivel
6sseo alveolar'®®* Nossos resultados mostraram que nos animais sem
ligadura o fator hormonal néo interferiu na perda 6ssea alveolar. Entretanto,
na presenca da ligadura, a deficiéncia estrogénica agravou a perda Ossea

somente no periodo de 90 dias de auséncia de estroégeno.

E bem estabelecido que a perda de massa 6ssea decorrente
da deficiéncia estrogénica em ratas ovariectomizadas ocorre gradualmente,
apresenta um pico e estabiliza-se. Entretanto, os picos encontrados nos
trabalhos nem sempre sdo coincidentes °>7*"®®_ Corroborando com os
nossos resultados, embora em ovelhas, Johnson et al.*® observaram
alteragbes inflamatérias periodontais significantes apés 90 dias da

ovariectomia, nos animais ovariectomizados comparados com o controle.
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Wronski et al.®®

verificaram osteopenia e aumento do indice
de reabsorcédo Ossea aos 14 dias apds a cirurgia, que se tornou
gradualmente mais pronunciada até se estabilizar por volta dos cem dias.

Tanaka et al.”®

observaram perda 6ssea e fragmentagado das trabéculas das
mandibulas das ratas ap6s 1 ano da ovariectomia e acreditam que a elevada
taxa de reabsorgéo imediata a ovariectomia declina com o tempo. Tanaka et
al.>® consideram que sete dias apos a ovariectomia pode-se avaliar os efeitos
agudos da deficiéncia estrogénica em ratas. Em nosso estudo, o periodo
com maior atividade osteoclastogénica decorrente da ovariectomia foi apos
90 dias. Tal resultado repetiuv-se em todas as analises realizadas

comprovando sua autenticidade.

A analise histométrica se destina a avaliar alteracdes
ocorridas nos tecidos e observadas em cortes histolégicos como, por
exemplo, a perda de insercéo conjuntiva junto a porcéo proximal® ou a perda
6ssea na regido de furca do primeiro molar inferior’'®°. Nossos resultados
mostraram novamente que nos animais sem ligadura o fator horménio nao
interferiu na perda éssea alveolar. Entretanto, na presencga da ligadura, esta
deficiéncia agravou a perda éssea somente no periodo de 90 dias de

auséncia de estroégeno.

Os resultados encontrados nas analises morfométricas e
histométricas foram coerentes e relacionados, entretanto diferentes dos
obtidos na analise radiografica, no que tange a influéncia da deficiéncia
estrogénica sobre os ossos maxilares. A deficiéncia estrogénica em todos os
tempos avaliados s6 revelou-se significativa, comparando-se os grupos
SHAM e OVZ, na avaliacao do suporte 6ésseo periodontal. Isto provavelmente
se deve a analise de parametros diferentes. A analise radiografica avalia

uma medida linear vertical na regido distal radicular, enquanto que, a
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histométrica quantifica area de perda Ossea na regido de furca e a
morfométrica destina-se a medir as perdas ésseas horizontais localizadas
nas faces livres. Embora a deficiéncia estrogénica seja um fator sistémico,
sua influéncia pode ndo ser evidente o suficiente para ser verificada em

todas as analises.

A mandibula suporta forgas mecanicas produzidas pela carga
oclusal e pela agdo dos musculos mastigatérios, os quais contribuem para a
manutencao da massa éssea, se opondo aos efeitos da deficiéncia hormonal
na inducdo de osteoporose. Essas forcas mecanicas, decorrentes dos
esforcos oclusais, e as cargas geradas pela mastigagdo, podem suprimir a
reabsor¢do provocada pela ovariectomia, o que foi verificado por Elovic et
al”. No entanto, em nosso trabalho o objetivo foi de avaliar somente a
influéncia da deficiéncia hormonal na perda 6ssea, sem nos preocuparmos
com a influéncia da protecdo do esforco mastigatdério sobre os o0ssos
maxilares, tornando este fato tema a ser desenvolvidos em futuras

pesquisas.

Outro fator importante no desenvolvimento da perda éssea

pode ser o peso do individuo. Segundo Wronski et al.®°

, 0 aumento de peso
em ratas ovariectomizadas pode atenuar a perda 6ssea nos 0ssos longos.
Em nosso trabalho, os valores obtidos dos pesos corpéreos dos animais
foram transformados em porcentagem de ganho e indicaram aumento de
peso em todos o0s grupos experimentais; sendo os animais do grupo
ovariectomizado os que apresentaram maior ganho de peso, dados estes
condizentes com os relatos da literatura®®.

E sabido que o aumento de apetite & devido a tentativa de

manutencdo da homeostase interna frente ao desequilibrio hormonal. E
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possivel que a restricdo de moderada atividade fisica, a qual é encontrada
freqientemente em mulheres osteoporoéticas, possa explicar o achado de
aumento na quantidade de gordura medular neste grupo comparado com o
grupo normal. Além disso, observou-se no presente estudo, em todos os
grupos experimentais, que o fator tempo determinou gradual ganho de peso,

tanto na presencga quanto na auséncia do hormdnio estrogeno.

O emprego de varios intervalos de tempo utilizados neste
trabalho foi oportuno para revelar o periodo ideal no qual a deficiéncia
estrogénica exerce maior influéncia no agravamento da perda O&ssea

47 nhzo verificaram

decorrente da periodontite induzida. Trabalhos anteriores
esta relacdo com a utilizacdo de um periodo experimental menor. Baseados
em nossos resultados, verificamos que ndo ha a necessidade de tempos
experimentais mais longos com os grupos G4 e G8 (120 dias), embora outros
estudos sejam necessarios a fim de se esclarecer a relacdo da deficiéncia

estrogénica com a periodontite neste periodo.

Diante do exposto, acreditamos que os resultados obtidos
em nosso trabalho foram coerentes e permitiram uma adequada analise da
influéncia de diferentes tempos de deficiéncia estrogénica na perda éssea
decorrente da periodontite e evidenciaram a relagédo da doenga periodontal
com a ovariectomia, que aos noventa dias agravou a perda éssea alveolar,

respondendo o questionamento levantado em nossa proposicao.
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7 CONCLUSAO

Baseado nas condi¢bes experimentais, concluiu-se, por meio do
modelo utilizado, que a deficiéncia estrogénica aos noventa dias agravou a

perda 6ssea resultante da periodontite experimental em ratas.
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induced by experimental periodontitis in female rats.[thesis]. Sao José dos
Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos. UNESP — Séo
Paulo State University; 2007.

ABSTRACT

This study evaluated the different times of estrogen defficiency effects on loss bone
induced by experimental periodontitis in female rats. Eighty female rats were used
and were divided into two groups: ovariectomized-OVZ (n=40) and simulated
surgery SHAM (n=40) and subdivided according to the times of estrogen
defficiency (30, 60, 90 and 120 days). The animals were submitted to induced
periodontitis using cotton thread in the cervical of the first inferior molar and second
superior molar in opposite sides. Such ligature was kept in the last 30 days of
experiment. After the sacrifice, the mandibles and maxillas were removed for
radiographic, morphometric and histometric analysis. In both groups, with and
without ligatures, the time and the estrogen defficiency were considered variables
and ANOVA and Tukey test were applied (5%). The comparison within groups
demonstrated that the ligature induced periodontitis in all analysis. In the
radiographic analysis, with or without ligature, the influence of the hormonal
deficiency in the decrease of the periodontal osseous support in all periods was
observed, being the values in the OVZ group lower than SHAM ones. The factor
time was significant at the analysis of the ligature groups, and the groups studied
within 90 days presented the lowest value. Comparing the groups without ligature
in the morphometric and histometric analysis, the estrogen defficiency and time
effects were not verified. However, among the ligature groups, those treated within
90 days showed significant bone loss. We can conclude that reaching 90 days of
estrogen defficiency it was possible an adequate study of the periodontal disease in
osteopenic rats; therefore, it is the ideal period to evaluate this relation.

Key-words: ovariectomy, osteoporosis, periodontal diseases, alveolar loss
bone, estrogen defficiency
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