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Resumo 

Objetivos: Avaliar a influência do alendronato e raloxifeno no processo de reparo 

alveolar em ratas com osteoporose induzida (ovariectomizadas e submetidas a 

uma dieta pobre em cálcio). 

Materiais e Métodos: Sessenta e quatro ratas foram divididas em quatro grupos 

(n = 16) de acordo com o tratamento em ratas sham com dieta normal, ratas 

ovariectomizadas com uma dieta pobre em cálcio sem tratamento 

medicamentoso, ratas ovariectomizadas com uma dieta pobre em cálcio tratadas 

com alendronato e ratas ovariectomizadas com uma dieta pobre em cálcio 

tratadas com raloxifeno. Assim, a análise histomorfométrica foi realizada, bem 

como expressão da proteína TRAP, osteocalcina, osteoprotegerina (OPG) e 

RANKL, pela técnica de imunoistoquímica. Para comparar os valores médios 

obtidos nos diferentes grupos e períodos experimentais, os dados foram 

analisados pelos testes de Kruskal-Wallis e Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn como 

post-hoc técnicas (α =. 05). 

Resultados: No longo prazo, os grupos SHAM e raloxifeno mostraram a melhor 

taxa de formação óssea (P <0,05). A pior taxa de formação óssea foi observado 

no grupo OVX ST. Os grupos raloxifeno e alendronato melhoram a taxa de 

formação óssea, quando administrados em animais com osteoporose. O grupo 

raloxifeno apresentou uma melhor resposta no longo prazo. O grupo 

alendronato mostrou uma resposta favorável em 14 dias comparado ao grupo 

raloxifeno, mas uma resposta reduzida aos 42 dias pós-extração. A 

imunoistoquímica revelou a expressão da proteína TRAP, osteocalcina, 
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osteoprotegerina (OPG) e fator de RANKL. Foi possível notar um osso maduro no 

grupo SHAM aos 14 dias, um osso imaturo no grupo OVX ST e uma qualidade 

óssea intermediária nos grupos OVX ALE e OVX RAL. 

Conclusões: A ovariectomia associada a uma dieta pobre em cálcio atrasou o 

processo de reparo alveolar. O tratamento com alendronato e raloxifeno 

melhorou o reparo alveolar em ratas osteoporóticas, mas não o suficiente para 

atingir os valores histométricos e de expressão das proteínas do grupo sham. 

Palavras-chave: alendronato, raloxifeno, osteocalcina, osteoprotegerina, RANKL. 
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Histomorphometric and immunohistochemistry analysis of the alveolar healing 

process of ovariectomized rats with a low calcium diet submitted to raloxifene 

or alendronate therapy 

 

Abstract 

Objectives: To evaluate the influence of alendronate and raloxifene in the 

alveolar healing process of rats with induced osteoporosis (ovariectomized and 

low calcium diet). 

Materials and Methods: The sixty-four rats were divided into four groups (n = 

16) according to the treatment in ovariectomized rats with a low calcium diet 

treated with alendronate, ovariectomized rats with a low calcium diet raloxifene-

treated, ovariectomized rats with a low calcium diet without pharmacological 

treatment and sham rats with a balanced diet. Thus, histomorphometric analysis 

was performed, as well as expression of TRAP protein, osteocalcin, 

osteoprotegerin (OPG) and RANKL, by the immunohistochemistry technique. To 

compare the mean values obtained in different groups and experimental 

periods, the data were analyzed by Kruskal-Wallis, Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn 

tests were further used as post-hoc techniques (α=.05).  

Results: In the long term, the SHAM and raloxifene groups showed the best bone 

formation rate (P <.05). The worst bone formation rate was observed in the 

untreated OVX group. Raloxifene and Alendronate groups improved bone 

formation rate when administered in osteoporotic animals. Raloxifene group had 

a better response in the long term. Alendronate group showed a favorable 
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response at 14 days compared to Raloxifene group, but a reduced response at 42 

days post-extraction. Immunohistochemistry revealed the expression of TRAP 

protein, osteocalcin, osteoprotegerin (OPG) and RANKL, it was possible to note a 

mature bone at 14 days in the SHAM group balanced diet, and an immature bone 

in OVX group low calcium diet and an intermediate quality in the Alendronate 

and Raloxifene groups. 

Conclusion: Ovariectomy delays the alveolar wound healing process and 

interferes with the bone turnover. The ALE replacement and the RLX treatment 

improved the healing but not enough to reach histomorphometric and 

immunocolocalization values of the sham group. 

Keywords: alendronate, raloxifene, osteocalcin, osteoprotegerin, RANK Ligand. 

 

 

1.1 Introdução 

 A deficiência de estrógeno (E2) como consequência da menopausa causa 

osteopenia em aproximadamente dois terços das mulheres. Com a associação da 

deficiência estrogênica ao envelhecimento um quadro osteoporótico é 

observado (Kribbs, 1990). A perda óssea decorrente do envelhecimento difere da 

perda óssea provocada pela diminuição da função gonadal, já que a redução dos 

hormônios sexuais femininos provoca aumento do número e da atividade de 

osteoblastos e osteoclastos, ocorrendo uma perda do equilíbrio entre formação 

(osteogênese inadequada) e absorção óssea (osteoclastogênese excessiva), 

resultando na perda óssea, principalmente trabecular (Manolagas e Jilka, 1995). 
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Os autores sugerem que ocorre aumento do número de precursores de 

osteoclastos em decorrência do aumento da produção de IL-6 pelos pré-

osteoblastos. Enquanto a perda óssea decorrente do envelhecimento é devido à 

diminuição da absorção intestinal do cálcio da dieta resultando na perda óssea 

principalmente cortical (Teófilo et al 2003, 2004). 

 O tratamento com reposição hormonal é utilizado com frequência para 

tratar sintomas da menopausa e prevenir a osteoporose (Burg et al 2006). 

Entretanto, as possíveis contra-indicações clínicas e o risco dos efeitos colaterais 

aumentaram o número de pesquisas relacionadas a terapias alternativas (Regan 

et al 2001). Portanto outros fármacos como a calcitonina (Netelenbos 1998; 

Chen et al 2010), bifosfonatos (Netelenbos 1998; Russel e Rogers, 1999; Muñoz-

Torres et al 2009) e os moduladores seletivos de receptores de estrógeno 

(SERMs) (Ettinger et al 1999; Cummings et al 1999; Barret-Connor et al 2002), 

foram propostos como terapias alternativas promissoras para o tratamento da 

osteoporose pós-menopausa. 

 Os bisfosfonatos são medicamentos novos e representam uma esperança 

no que se refere à prevenção e ao tratamento da osteoporose, em especial o 

alendronato (4-amino-1-hidroxybutyidene) que faz parte da segunda geração dos 

bifosfonatos, o qual possui menor efeito colateral relativo aos da primeira 

geração. A classe destes fármacos é análoga dos pirofosfatos e exerce sua ação 

anti-reabsortiva por meio da ligação à hidroxiapatita, inibindo o 

desenvolvimento de osteoclastos e sua atividade migratória e também 

promovendo a apoptose dos mesmos (Giro, 2006). Devido à grande afinidade 
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pela matriz óssea, aproximadamente 50% da dose absorvida permanece fixa no 

osso e o restante é eliminado lentamente, com meia vida de cerca de 10 anos, 

sem haver qualquer sinal de metabolização (Amler, 1969; Russel e Rogers 1999). 

 Os SERMs são uma classe de fármacos que atua como agonista de 

receptores de estrógeno em alguns tecidos e como antagonista em outros. São 

usados para tratar ou prevenir várias condições hormonais dependentes, como o 

câncer de mama, a osteoporose e as doenças cardiovasculares (Iwamoto et al 

2005). O raloxifeno (RLX), um análogo do benzotiofeno, é o único SERM 

aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para tratamento e prevenção 

da osteoporose nos Estados Unidos e em vários outros países devido seu efeito 

preventivo na incidência de fraturas vertebrais em mulheres com osteoporose 

pós-menopausa (Ettinger et al 1999). RLX também reduz a incidência de câncer 

de mama (Cummings et al 1999) e altera a concentração de lipídio na corrente 

sanguínea que talvez seja favorável para prevenção de doenças cardiovasculares 

em indivíduos de alto risco; possui pouquíssimo efeito no endométrio (Barret-

Connor et al 2002). 

 Numa remodelação óssea normal, a formação óssea pelos osteoblastos 

segue a reabsorção osteoclástica e ocorre de maneira precisa e quantitativa. A 

molécula ativadora e receptora do fator kappa B da família do fator de necrose 

tumoral (RANKL: expressada pelos osteoblastos e seus precursores) (Lacey et al 

1998) e seu receptor RANK (expressado em precursores de osteoclastos e 

osteoclastos maduros) (Hsu et al 1999) são reguladores chaves da remodelação 

óssea e essenciais para o desenvolvimento e ativação da reabsorção óssea (Theill 
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et al 2002). A homeostasia óssea é alcançada pelo balanço dos efeitos da 

reabsorção óssea de RANKL e seu receptor chamariz, a osteoprotegerina (OPG: 

expressada pelos osteoblastos e seus precursores) (Simonet et al 1997).  OPG se 

liga à RANKL limitando a interação entre RANKL e RANK que inibe a sinalização 

dos eventos que modulam a diferenciação osteoclástica e o desenvolvimento de 

linfócitos. O balanço entre RANKL e OPG é regulado por citocinas e hormônios 

que determinam às funções osteoclásticas, a alteração desse balanço é crítica 

nas patologias ósseas resultando num aumento de reabsorção óssea. 

 O processo de mineralização é o último passo do reparo alveolar, e 

resulta da deposição de cálcio na matriz orgânica óssea, composta por colágeno 

em sua maior parte. A participação de proteínas não colágenas, sintetizadas por 

osteoblastos durante a deposição de cálcio, tais como osteocalcina, osteopontina 

e sialoproteína óssea, é importante durante a maturação e mineralização óssea, 

além de regular a atividade funcional das células ósseas (Amler, 1969; Shyng et 

al. 1999; De Oliveira et al. 2003; Kassem et al. 2008) 

 A ovariectomia tem se mostrado um modelo particularmente útil para 

investigar a interferência da deficiência de estrógeno no metabolismo ósseo, 

porém estudos na literatura mostram que apenas a deficiência de estrógeno 

decorrente da ovariectomia não é suficiente para provocar osteoporose maxilar 

em ratas, num período de até 11 semanas. Sendo assim, associação da dieta 

pobre em Ca++ à ovariectomia ocasionou uma diminuição da massa óssea 2 

vezes maior na maxila do que na metáfise proximal da tíbia após 5 

semanas(Teófilo et al. 2003 e 2004). O processo de reparo alveolar é um 
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interessante modelo para estudar a dinâmica do tecido ósseo, pois representa 

uma situação na qual o organismo cria condições para produção de tecido ósseo 

com o objetivo de preenchimento total do alvéolo previamente ocupado pelo 

dente (Okamoto e Russo, 1973; Carvalho e Okamoto, 1987). Uma importante 

questão consiste em como produzir um tecido mineralizado de boa qualidade 

para suportar as forças mecânicas decorrentes de uma reabilitação com prótese 

sobre implante (Von Wowern e Kollerup 1992; Elsubeihi e Heersch, 2002). 

 Considerando o aumento da expectativa de vida, o número de idosos com 

osteoporose e a procura de tratamento odontológico para reposição de dentes 

perdidos, as peculiaridades do reparo alveolar e a necessidade de se obter 

melhor entendimento da formação do tecido ósseo no processo de reparo 

alveolar se fazem importantes, para se alcançar um tecido ósseo de maior 

qualidade. O presente projeto apresentou como proposta estudar a influência do 

alendronato e do raloxifeno no processo de reparo alveolar em ratas com 

osteoporose induzida por meio de análise histomorfométrica e 

imunoistoquímica. 

Além disso, a hipótese apresentada pelos autores foi que o tratamento 

com Alendronato de sódio seria superior ao Raloxifeno, nas análises do processo 

alveolar. 

 

 

 

 



 Artigo 

 

. 

30 

1.2 Materiais e métodos  

ANIMAIS 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal sob o número 2010/003045. Para o desenvolvimento 

deste, foi utilizado um total de 64 ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar), 

fêmeas, adultas (50-60 dias), com peso de aproximadamente 200g, as quais 

foram divididas em quatro grupos (n=16 por grupo). Estes animais foram 

mantidos em gaiolas, e alimentados com ração balanceada (NUVILAB, Curitiba 

PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e água ad libitum. 

Após a realização das cirurgias sham (cirurgia fictícia) e das cirurgias de 

ovariectomia, os animais do grupo sham com dieta balanceada continuarão 

sendo alimentados com ração balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) 

contendo 1.4% Ca e 0.8% P e água ad libitum, enquanto os demais animais foram 

alimentados com ração contendo 0.1% Ca e 0.5%P (RHOSTER Ind. Com., Vargem 

Grande Paulista, SP, Brasil) e água ad libitum (Figura 1). 

 Os grupos experimentais foram: ratas sham dieta normal (SHAM); ratas 

ovariectomizadas submetidas à dieta pobre em cálcio sem tratamento 

medicamentoso (OVX ST), ratas ovariectomizadas submetidas à dieta pobre em 

cálcio e tratadas com alendronato (OVX ALE), ratas ovariectomizadas submetidas 

à dieta pobre em cálcio e tratadas com raloxifeno (OVX RAL). A distribuição das 

ratas de acordo com os grupos e períodos experimentais foi realizada da 

seguinte forma: 

SHAM (sub grupos 14 e 42) – n= 16 ratas  
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OVX ST (sub grupos 14 e 42) – n = 16 ratas  

OVX ALE (sub grupos 14 e 42) – n = 16 ratas.  

OVX RAL (sub grupos 14 e 42) – n= 16 ratas.  

 Os grupos foram divididos em subgrupos 14 e 42 dias, de acordo com o 

tipo de estudo a ser realizado:  

Subgrupo 14 – ratas que sofreram exodontia e foi avaliado o processo de reparo 

alveolar aos 14 dias após exodontia.  

Subgrupo 42 – ratas que sofreram exodontia e foi avaliado o processo de reparo 

alveolar aos 42 dias após exodontia.  

 

ESTUDO DO CICLO ESTRAL 

 As ratas foram colocadas em gaiolas individuais para o estudo diário do 

ciclo estral. A técnica utilizada foi descrita por Long e Evans (1922), que consiste 

na introdução, intravaginal, de 1-2 gotas de soro fisiológico que, em seguida, é 

aspirado e colocado numa lâmina de histologia para leitura microscópica 

imediata. Após a obtenção de 2 a 3 ciclos regulares, os animais foram utilizados 

nos experimentos. 

  

CASTRAÇÃO BILATERAL 

As ratas dos grupos OVX ST, OVX ALE e as OVX RAL foram anestesiadas 

com Coopazine (Xilazina-Coopers, Brasil, Ltda) e Vetaset (Cloridrato de 

quetamina injetável, Fort Dodge, Saúde Animal Ltda) e, a seguir, foram realizadas 

incisões em ambos os flancos, com a exposição dos ovários e remoção cirúrgica 
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dos mesmos. As ratas do grupo sham passaram pelo mesmo procedimento, 

porém apenas foi realizada a exposição cirúrgica dos ovários sem sua remoção. 

 

TRATAMENTOS: 

Com Alendronato 

 Oito dias após a ovariectomia as ratas foram submetidas ao tratamento 

com Alendronato Sódico por 30 dias por meio da gavagem de 0,1mg/Kg/dia (Da 

Paz et al. 2001) dissolvido em solução aquosa. Esta medicação permaneceu até o 

término do experimento (eutanásia dos animais), totalizando 44 e 72 dias de 

administração, respectivamente. 

 

Com Raloxifeno 

 Oito dias após a ovariectomia as ratas foram submetidas ao tratamento 

com Raloxifeno por 30 dias por meio da gavagem de 1mg/kg/dia (Luvizuto et al. 

2010) dissolvido em solução aquosa. Esta medicação permaneceu sendo 

administrada até o término do experimento (eutanásia dos animais), totalizando 

44 e 72 dias de administração, respectivamente. 

 

TÉCNICA PARA EXTRAÇÃO DENTAL 

 Um mês após o início da terapia medicamentosa com Alendronato ou 

Raloxifeno as ratas foram anestesiadas por infiltração intramuscular de 

Coopazine (Xilazina-Coopers, Brasil, Ltda) e Vetaset (Cloridrato de quetamina 

injetável, Fort Dodge, Saúde Animal Ltda) na dosagem indicada pelo fabricante, 
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foi realizada a antissepsia do campo operatório com polivinilpirrolidona iodada 

(Riodeine Indústria Química e Farmacêutica Rio Química, Ltda) e em seguida, foi 

realizada a exodontia do incisivo superior direito, utilizando instrumental 

especialmente adaptado para este fim (Okamoto e Russo, 1973). A mucosa 

gengival foi suturada com fio de poliglactina 910 (Vicryl 4.0) (Johnson & Johnson, 

São José dos Campos, São Paulo, Brasil). 

 

TÉCNICA HISTOLÓGICA EM PARAFINA 

 Os animais de todos os grupos experimentais foram eutanasiados por 

sobredosagem anestésica aos 14 e 42 dias após a exodontia e, foram retiradas as 

hemi-maxilas direitas para a realização da análise histológica dos cortes em 

parafina dos alvéolos. 

As peças foram fixadas em formol e sofreram descalcificação em EDTA 

(18%) e em seguida a desidratação utilizando uma sequência de alcoóis. Após 

estas etapas, realizou-se a diafanização com xilol para posterior inclusão em 

parafina para obtenção de corte com 5 μm de espessura e montados em 

lâminas. Algumas lâminas foram separadas para a coloração em hematoxilina e 

eosina (HE) e outras para as reações de imunoistoquímica. Um único examinador 

realizou as análises e o mesmo desconhecia o respectivo grupo da secção. 

 

ANÁLISE HISTOMÉTRICA 

 Dois cortes de cada animal foram corados em hematoxilina e eosina (HE) 

para análise histométrica. O alvéolo foi didaticamente dividido em terço cervical, 
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médio e apical para realizar a análise histológica. Os eventos foram observados 

no terço cervical.  

 A análise histométrica foi feita pelo método da planimetria de pontos. 

Para isto, os cortes dos alvéolos foram primeiramente fotografados com um 

sistema de câmera digital acoplada ao microscópio Nikon (Eclipse 80i, 

Shinagawa, Tokyo, Japão), com objetiva de 10x e processadas pelo software 

software Image-Pro® (Plus 5.1, Bethesda, Maryland, EUA). Utilizando o programa 

gráfico Software Adobe Photoshop versão 6.0, foram sobrepostas 2 grades de 

Merz em cada terço cervical do alvéolo para estimar o volume de tecido ósseo 

formado. Cada grade contém 100 pontos equidistantes, portanto foram um total 

de 200 pontos. Esta análise foi realizada sem o conhecimento do examinador e 

realizada em dois cortes histológicos de cada animal.  

Os dados relativos à avaliação histométrica dos resultados da área do 

coágulo, tecido conjuntivo e tecido ósseo (% da área total) foram 

estatisticamente analisados utilizando teste não paramétrico de Kruskal-Wallis e 

teste (post-hoc) de Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn. Diferenças estatísticas foram 

consideradas significantes quando P < 0,05.  

 

ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA 

 O processamento imunoistoquímico foi realizado no Laboratório de 

Histologia da Universidade Sagrado Coração /USC, Bauru. 

 A atividade da peroxidase endógena foi inibida com peróxido de 

hidrogênio. A seguir, as lâminas passaram pela etapa de recuperação antigênica 
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com tampão fosfato citrato (pH 6.0). Os anticorpos primários utilizados foram 

contra TRAP (SC30832), OPG (SC210832), RANKL (SC7627), e osteocalcina 

(SC18319), todos os anticorpos primários foram policlonais, produzidos em 

cabras (Santa Cruz Biotechnology). A escolha destes anticorpos foi realizada 

baseada na necessidade em se avaliar as respostas celulares quanto ao processo 

de reabsorção óssea (TRAP), remodelação (OPG e RANKL) e mineralização 

(osteocalcina). 

 Foram realizados experimentos de imunoistoquímica utilizando como 

método de detecção a imunoperoxidase. Foi utilizado o anticorpo secundário 

biotinilado anti-cabra produzido em coelho (Pierce Biotechnology), o 

amplificador foi a Avidina e Biotina (Vector Laboratories) e a diaminobenzidina 

(Dako) como cromógeno. Ao término da revelação com a diaminobenzidina, foi 

realizada a contra-coloração pela Hematoxilina de Harris. Para cada um dos 

anticorpos utilizados, foi avaliada a expressão destas proteinas semi-

quantitativamente pela atribuição de diferentes “scores” de acordo com o 

número de células imunomarcadas no processo de reparo alveolar.  

A análise foi realizada em um microscópio Nikon (Eclipse 80i, Shinagawa, 

Tokyo, Japão), objetiva de 20x, através da contagem manual das células 

marcadas em áreas previamente determinadas, que sabidamente estavam 

envolvidas na dinâmica do tecido ósseo, e foram consideradas positivas as 

marcações com diaminobenzidina, tomando-se o cuidado de se realizar controles 

negativos para avaliar a especificidade dos anticorpos. 
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As avaliações foram realizadas por meio de escores que representam: 

marcação leve (++), marcação moderada (+++) e marcação intensa (++++). A 

avaliação foi realizada em toda a extensão do alvéolo no período de 14 dias após 

a exodontia.  

 

1.3 Resultados  

Avaliação clínica e microscópica 

 O ciclo estral mostrou a eficácia da ovariectomia como proposto pelo 

estudo. Os grupos OVX ST, OVX ALE e OVX RAL estavam na fase de diestro, 

caracterizado pela predominância de leucócitos. Em contrapartida, os animais 

submetidos à cirurgia sham apresentaram as 4 fases do ciclo estral (diestro, 

proestro, estro, metaestro).  

 Levando em consideração a dinâmica do processo alveolar, foram 

realizadas as análises quantitativas da formação de coágulo, tecido conjuntivo e 

tecido ósseo em todos os grupos (Figura 2). Ao longo do processo, o coágulo foi 

diminuindo assim como o tecido conjuntivo, já em relação ao tecido ósseo foi 

observado um aumento no interior do alvéolo em reparação. Esta observação foi 

comum aos quatro grupos experimentais (SHAM, OVX ST, OVX ALE e OVX RAL). 

Aos 14 dias pós-operatórios as melhores respostas biológicas foram observadas 

no grupo SHAM, que apresentou juntamente com o grupo OVX ALE as melhores 

respostas de taxa de formação óssea. O maior atraso no processo de reparo foi 

observado no grupo OVX ST. Os grupos OVX ALE e OVX RAL melhoraram a taxa 
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de formação óssea quando foram administrados nos animais com osteoporose 

induzida. 

  Aos 42 dias, o grupo OVX RAL teve uma resposta ligeiramente superior 

ao grupo SHAM. Já o grupo OVX ALE teve uma resposta mais favorável que o 

OVX RAL aos 14 dias, mas ainda inferior ao grupo SHAM. (Figura 2). 

 

Análise histométrica 

 Para o coágulo aos 14 dias, o menor valor médio observado foi para o 

grupo OVX RAL e o maior valor médio para o grupo OVX ST. Foi observada 

diferença estatisticamente significativa entre o grupo OVX RAL e OVX ST (p<0,05) 

(Figura 3 e Tabela 1).  

 Para o tecido conjuntivo aos 14 dias, o menor valor médio observado foi 

para o grupo OVX ALE e o maior valor médio para o grupo OVX RAL. Foi 

observada diferença estatisticamente significativa entre os grupos OVX RAL e 

OVX ALE e, entre os grupos SHAM e OVX ALE (p<0,05) (Figura 4 e Tabela 2). 

 Para o tecido ósseo aos 14 dias, o menor valor médio observado foi para 

o grupo OVX ST e o maior valor médio para o grupo OVX ALE. Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos avaliados. 

 Aos 42 dias, no coágulo notou-se o menor valor médio para o grupo 

SHAM e o maior valor médio para o grupo OVX ALE. Houve diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos OVX RAL e SHAM (p<0,05) (Figura 5 

e Tabela 3). 
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 No mesmo período, o tecido conjuntivo apresentou o menor valor médio 

para o grupo OVX RAL e o maior valor médio para o grupo OVX ST. Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos avaliados. 

 Já o tecido ósseo apresentou o menor valor médio para o grupo OVX ST e 

o maior valor médio para o grupo OVX RAL. Não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos avaliados. 

 

Análise Imunoistoquímica 

 Foram realizadas reações imunoistoquímicas com o objetivo de avaliar as 

respostas celulares através de diferentes proteínas sintetizadas durante o 

processo de reparo alveolar aos 14 dias após a exodontia, que é o período de 

expressão máxima destas proteínas. 

 A imunomarcação para OPG é observada em células da linhagem 

osteoblástica, bem como na matriz extracelular, no tecido conjuntivo e mesmo 

junto ao trabeculado ósseo em formação. É uma proteína solúvel e por esse 

motivo caracteriza-se por se apresentar de maneira difusa no tecido ósseo e 

matriz extracelular. 

 No grupo SHAM foi observada a presença desta proteína nas células da 

linhagem osteoblástica, especificamente nos osteócitos, também foram 

observadas marcações na matriz extracelular, tecido conjuntivo precursor do 

tecido ósseo e também junto ao trabeculado ósseo em formação. O conjunto de 

lâminas avaliadas mostrou um escore moderado para esta proteína (Figura 6 e 

Tabela 4). 
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 No grupo OVX ST foi observada a presença desta proteína na matriz 

extracelular e no tecido conjuntivo. Não foram observadas marcações junto ao 

trabeculado ósseo. O conjunto de espécimes avaliados mostrou um escore leve 

para esta proteína (Figura 7 e Tabela 4). 

 No grupo de ratas OVX ALE foi observada a marcação da OPG na matriz 

extracelular, tecido conjuntivo e uma marcação discreta no trabeculado ósseo 

em formação. O escore atribuído para as imunomarcações avaliadas foi o 

moderado (Figura 8 e Tabela 4). 

 Nas ratas OVX RAL foi observada a imunomarcação da OPG na matriz 

extracelular, no tecido conjuntivo e já foi possível observar uma marcação 

discreta no trabeculado ósseo em formação. O escore atribuído para os 

espécimes avaliados representa a marcação moderada para OPG (Figura 9 e 

Tabela 4). 

 A proteína RANKL apresenta-se expressa em células da linhagem 

osteoblástica, bem como na matriz extracelular e no tecido conjuntivo. 

 Para o grupo SHAM, foi observada imunomarcação positiva para 

osteócitos, bem como na matriz extracelular e no tecido conjuntivo. Algumas 

áreas de tecido ósseo em formação também foram observadas neste período 

além de áreas do trabeculado ósseo com imunomarcação discreta para esta 

proteína. O escore atribuído para esta proteína foi o de marcação moderada 

(Figura 6). 

 No grupo de ratas OVX ST, foi observada uma marcação bastante intensa 

de RANKL em osteoblastos. Também foi possível observar a matriz extracelular 
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marcada e o trabeculado ósseo mostrou-se em organização, porém com 

ausência de marcação para esta proteína. O escore atribuído para o conjunto de 

espécimes avaliados foi o de marcação intensa (Figura 7). 

 Nas ratas OVX ALE, foram observados osteoblastos marcados 

intensamente e alguns osteócitos também marcados positivamente para a 

RANKL. A matriz extracelular também apresentou marcação positiva para a 

RANKL e o trabeculado ósseo apresentou-se bem organizado. O escore atribuído 

para os espécimes deste grupo foi intenso (Figura 8). 

 Nas ratas OVX RAL, foram observados osteoblastos e principalmente 

osteócitos marcados positivamente para o RANKL. As trabéculas ósseas 

mostraram-se organizadas e com marcação positiva para a RANKL. O escore 

atribuído para os espécimes deste grupo foi o intenso (Figura 9). 

 A osteocalcina é a proteína não colágena mais abundante da matriz 

óssea. Marca a mineralização do tecido ósseo e um marcador de células da 

linhagem osteoblástica. 

 No grupo SHAM, foi observada a presença de poucos osteócitos 

marcados positivamente para a osteocalcina. A matriz extracelular e o 

trabeculado ósseo em formação também apresentaram marcação positiva para a 

osteocalcina. As observações neste grupo sinalizam um grau de maturidade do 

tecido ósseo, principalmente em função da marcação positiva para osteócitos, 

bem como a precipitação da osteocalcina sobre o trabeculado ósseo em 

formação. O escore atribuído para o grupo foi intenso (Figura 6). 
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 No grupo de OVX ST, foram observados osteoblastos intensamente 

marcados. A matriz extracelular também se apresentou bastante marcada. 

Alguns osteócitos apresentaram discreta marcação. Neste grupo foi possível 

observar que a partir da atividade de sinalização protéica, o tecido ósseo 

encontrava-se mais imaturo quando comparado ao grupo anterior. O escore 

atribuído para os espécimes deste grupo foi intenso (Figura 7). 

 No grupo de ratas OVX ALE, foram observados osteócitos e osteoblastos 

com marcação positiva. Pouca matriz extracelular apresentou-se marcada 

positivamente para esta proteína. Ao conjunto dos espécimes avaliados foi 

atribuído o escore intenso (Figura 8). Vale destacar que neste grupo, pela 

presença de marcações positivas tanto para osteoblastos como para osteócitos, 

o estágio de maturação do tecido ósseo encontra-se num grau superior ao do 

grupo de ratas osteoporóticas, porém inferior ao grupo SHAM. 

 No grupo de ratas OVX RAL, foram observadas marcações moderadas 

para osteoblastos e osteócitos. Também foi observada marcação na matriz 

extracelular. O escore atribuído ao conjunto dos espécimes neste grupo foi 

moderado (Figura 9). Neste grupo, assim como no grupo OVX ALE, foi possível 

observar respostas celulares que indicam um menor grau de maturidade neste 

grupo, quando comparado ao grupo SHAM. Porém, vale destacar que o grau de 

maturidade foi superior ao do grupo de ratas OVX ST. 

 A enzima TRAP mostra a atividade osteoclástica em andamento no tecido 

ósseo em formação. No grupo SHAM o escore atribuído foi moderado para a 

presença de osteoclastos TRAP positivos. No grupo OVX ST, o escore atribuído foi 
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o intenso para os osteoclastos TRAP positivos. Nos grupos de ratas tratadas com 

alendronato ou com raloxifeno, o escore atribuído foi moderado para os 

osteoclastos TRAP positivos (Tabela 4). 

 

1.4 Discussão  

 A hipótese apresentada pelos autores deste trabalho foi parcialmente 

aceita, tendo em vista que a avaliação da porcentagem da neorfomação óssea no 

período de 14 dias foi maior no grupo tratado com alendronato em relação ao 

raloxifeno. Entretanto, no segundo período avaliado, houve uma inversão, com o 

raloxifeno superando os valores de porcentagem de neoformação óssea até do 

grupo SHAM, porém sem significância estatística. 

 A análise dos eventos histológicos mostrou que em todos os grupos 

experimentais os passos do processo de reparo alveolar ocorreram conforme 

descrito na literatura (Shyng, 1999; De Oliveira, 2003). O modelo experimental 

seguido no presente trabalho foi eficiente para a indução da osteoporose, já que 

mesmo nos grupos tratados (OVX ALE e OVX RAL) houve uma melhora apenas 

parcial no reparo alveolar em relação às ratas OVX ST. Estando de acordo com o 

método seguido por Teófilo et al. (2003) em que foi realizada a ovariectomia 

associada a uma dieta pobre em cálcio, e a osteoporose resultante foi mais 

acentuada que somente a ovariectomia. Porém uma das dificuldades 

encontradas para a realização deste trabalho foi o alto custo da ração pobre em 

cálcio. 
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 O processo de reparo alveolar envolve respostas biológicas que mostram 

a dinâmica do tecido ósseo, podendo ser dividida didaticamente em três etapas: 

fase exsudativa, que representa a formação da fibrina, fase proliferativa, 

representando a proliferação de células que formarão o tecido de granulação e 

por último, a fase reparadora, representando a síntese de colágeno e ossificação 

(Amler, 1969). Neste estudo, avaliamos os três eventos através da quantificação 

do coágulo sanguíneo, tecido conjuntivo e tecido ósseo, com o intuito de avaliar 

a dinâmica do processo de reparo alveolar no quadro de osteoporose e 

posteriormente, em presença de medicamentos como o raloxifeno ou o 

alendronato, que têm sido utilizados pela população. 

 O grupo SHAM, considerado o grupo controle, mostrou as melhores 

respostas quanto à taxa de formação óssea, bem como uma diminuição na 

presença do coágulo sanguíneo e do tecido conjuntivo, mostrando que o 

processo de reparo alveolar ocorreu da maneira esperada (Okamoto e Russo, 

1973). O quadro instalado de osteoporose mostrou que houve uma grande 

diminuição na taxa de formação óssea, representada pela menor porcentagem 

de osso formado aos 14 e aos 42 dias no grupo OVX ST. O grupo OVX ST também 

apresentou a maior quantidade de coágulo remanescente e tecido conjuntivo no 

alvéolo aos 42 dias. A utilização de alendronato ou raloxifeno nos animais com a 

osteoporose instalada promoveu uma melhora na taxa de formação óssea, 

conforme o esperado. Inicialmente, o alendronato promoveu respostas melhores 

do que o raloxifeno, como observado aos 14 dias pós exodontia. No entanto, aos 

42 dias, pôde-se constatar que houve uma tendência do grupo OVX RAL e do 
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grupo SHAM a apresentarem uma taxa de formação óssea maior que do grupo 

OVX ALE. Portanto, o raloxifeno parece promover respostas do tecido ósseo que 

resultam numa melhor dinâmica Este achado vem ao encontro dos resultados 

observados por Luvizuto et al. (2010), quando foi possível observar que o 

raloxifeno inicialmente promoveu uma baixa taxa de formação óssea. No 

entanto, aos 42 dias foram notadas respostas bastante favoráveis com a 

utilização deste fármaco, que promoveu respostas constantes quanto à 

porcentagem de osso formado. 

 Considerando as respostas biológicas e das sinalizações celulares aos 14 

dias pós exodontia, período de maior atividade metabólica durante o processo 

de reparo alveolar (Okamoto e Russo, 1973), é possível observar que as células 

osteoblásticas produzem proteínas que buscam o equilíbrio do tecido ósseo. A 

osteoprotegerina e RANKL foram produzidas de maneira equilibrada para todos 

os grupos experimentais. No entanto, é importante destacar que no grupo OVX 

ST há uma grande expressão de RANKL, proteína que ativa pré osteoclastos 

presente nos osteoblastos mostrando a intensa ativação da osteoclasia. Este 

achado é confirmado por artigos na literatura que mostram que a maior 

expressão de RANKL resulta numa maior ativação osteoclástica (Giner et al. 

2011; Luvizuto et al. 2010; Ostrowska et al. 2012) Osteoprotegerina e RANKl 

encontram-se equilibrados porém com ligeira redução na expressão de RANKL 

no grupo OVX RAL. Este achado também foi observado no trabalho de Luvizuto 

et al. 2010, onde a administração de raloxifeno levou a uma menor expressão de 

RANKL e consequentemente de TRAP, marcador da atividade osteoclástica. 
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 A presença de osteocalcina no tecido ósseo também foi um fator que 

mostrou as diferenças na qualidade do tecido ósseo a ser formado durante o 

processo de reparação. O grupo SHAM mostrou as maiores expressões de 

osteocalcina e o grupo osteoporose apresentou a menor presença desta 

proteína, considerada o marcador da mineralização óssea. Aos 14 dias foi 

possível observar uma presença de osteocalcina ligeiramente maior no grupo 

OVX ALE quando comparado ao grupo OVX RAL. Estes resultados justificam o 

achado de que aos 14 dias pós exodontia, há uma menor taxa de formação óssea 

do grupo OVX RAL quando comparado ao grupo OVX ALE. Vale destacar que 

estes resultados também confirmam os achados de Luvizuto et al. (2010), em 

que a expressão de osteocalcina aos 14 dias pós exodontia foi maior no grupo 

SHAM e menor no grupo OVX ST bem como no grupo OVX RAL. Conforme 

discutido anteriormente, o raloxifeno parece não promover respostas evidentes 

nos períodos iniciais da sua administração. 

 Os bisfosfonatos (BFs) contendo nitrogênio como alendronato, 

risedronato e ibandronato, são agentes inibidores da reabsorção óssea (Epstein, 

2006; Pazianas et al. 2010). Impedem a perda de massa óssea através da inibição 

do receptor RANKL bloqueando a diferenciação e ativação osteoclástica 

reduzindo a dor e o risco de fraturas patológicas (Naidu et al. 2008; Kavanagh et 

al. 2006; Reszka e Rodan, 2003). Portanto são medicações que previnem a perda 

de massa óssea por inibir a reabsorção, sendo deficientes em relação a estimular 

a diferenciação e a ativação de osteoblastos, buscando um equilíbrio entre OPG 

e RANKL. Uma das vantagens do alendronato percebidas neste estudo é que 
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além de melhorar a qualidade óssea em relação ao grupo OVX ST, teve um 

menor custo comparado ao raloxifeno. Também deve ser destacado que a 

osteonecrose induzida por bisfosfonatos orais é uma possível complicação da 

terapia com bisfosfonatos. Embora seja rara, de menor severidade, e de maior 

previsibilidade quando comparada a osteonecrose causada pelos bisfosfonatos 

endovenosos (Marx et al. 2007). 

 O tecido ósseo necessita de um equilíbrio entre as suas atividades 

celulares, traduzido no equilíbrio do metabolismo ósseo onde a taxa de 

formação é equivalente à taxa de absorção óssea. O predomínio de uma destas 

respostas pode acarretar respostas prejudiciais à dinâmica do tecido ósseo 

(Bucay et al. 1998; Simonet et al. 1997). 

 O osteoblasto, célula chave no comando das respostas do tecido ósseo 

libera fatores que interferem diretamente na resposta dos osteoclastos, através 

da sinalização parácrina. Por outro lado, osteoclastos, através de respostas de 

feedback negativo interferem nas atividades dos osteoblastos. Uma célula atua 

em função da presença da outra. Hormônios, como fatores sistêmicos e fatores 

locais podem interferir diretamente neste equilíbrio das células ósseas (Giner et 

al. 2011). 

 Uma tentativa de se obter alternativas farmacológicas que poderiam ser 

utilizadas no tratamento da osteoporose levou a elaboração dos moduladores de 

receptores de estrógeno. O raloxifeno, fármaco desta classe, é o único aprovado 

pela FDA para utilização na clínica (Ettinger et al. 1999). O tratamento com 

raloxifeno e a reposição hormonal ajustam a produção local de citocinas e 
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fatores de crescimento, diminuem a formação de osteoclastos e aumentam a 

vida de osteoblastos e osteócitos, além de ter um efeito anti-oxidante ao inibir a 

apoptose de osteócitos ocasionadas pela ovariectomia (Cao et al. 2002; Stepan 

et al. 2003). Ou seja, o raloxifeno atua tanto inibindo a reabsorção óssea, como 

estimulando células que produzem matriz óssea e, talvez por esse motivo, teve 

um melhor desempenho no longo prazo do que o alendronato neste trabalho. 

 As medicações usadas no presente trabalho melhoraram a qualidade 

óssea nos períodos estudados, em relação ao OVX ST, porém numa qualidade 

inferior ao grupo SHAM. Fica ainda a dúvida quanto qual a qualidade da 

osseointegração em ossos com as características observadas, com trabéculas 

mais delgadas, expressão diminuída das proteínas estudadas. Portanto novos 

estudos avaliando também a osseointegração serão necessários. 

 

1.5 Conclusões 

 Portanto, baseado nos resultados e dentro dos limites experimentais do 

presente estudo, podemos observar que: 

1. A ovariectomia associada à administração da dieta pobre em cálcio e fosfato é 

um modelo experimental que representa a perda óssea que caracteriza a 

osteoporose. 

2. Há um prejuízo na dinâmica da resposta do processo de reparo alveolar frente 

á osteoporose. 

3. A administração do alendronato e do raloxifeno consegue melhorar as 

respostas dinâmicas durante o processo de reparo alveolar. 
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Tabelas 

 

Tabela 1. Valores médios e Desvio padrão (DP) dos resultados da área do coágulo 

de ratos (% da área total) para todos os grupos após 14 e 42 dias. 

Média de PORCENTAGEM TEMPO 

GRUPO 14 dias 42 dias 

SHAMDN 13,64 (9,75) ABa 4,71 (3,16) Ab 

ALE 19,50 (16,71) ABa 6,67 (3,42) ABb 

OVXST 30,33 (15,31) Ba 12,30 (15,99) ABb 

RAL 10,50 (10,05) Aa 12,60 (4,79) Ba 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas na coluna e letras minúsculas distintas na linha diferem estatisticamente 

entre si em nível de 5% de significância (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn. 

 

 

Tabela 2. Valores médios e Desvio padrão (DP) dos resultados da área do tecido 

conjuntivo de ratos (% da área total) para todos os grupos após 14 e 42 dias. 

Média de PORCENTAGEM TEMPO 

GRUPO 14 dias 42 dias 

SHAMDN 37,79 (8,65) Aa 17,86 (6,50) Ab 

ALE 23,29 (7,13) Ba 20,42 (4,39) Aa 

OVXST 34,50 (0,50) ABa 23,90 (18,24) Aa 

RAL 41,33 (14,50) Aa 15,10 (4,56) Ab 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas na coluna e letras minúsculas distintas na linha diferem estatisticamente 

entre si em nível de 5% de significância (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn. 
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Tabela 3. Valores médios e Desvio padrão (DP) dos resultados da área do tecido 

ósseo de ratos (% da área total) para todos os grupos após 14 e 42 dias. 

Média de PORCENTAGEM TEMPO 

GRUPO 14 dias 42 dias 

SHAMDN 40,29 (6,97) Aa 62,57 (8,42) Ab 

ALE 44,71 (16,28) Aa 52,33 (8,04) Aa 

OVXST 34,33 (12,10) Aa 49,80 (18,32) Aa 

RAL 35,67 (10,33) Aa 66,00 (4,95) Ab 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas na coluna e letras minúsculas distintas na linha diferem estatisticamente 

entre si em nível de 5% de significância (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn. 

 

Tabela 4 – Escores obtidos com a análise imunoistoquímica nos grupos avaliados. 

 

GRUPOS OPG RANKL Osteocalcina TRAP 

SHAM ++ +++ ++++ ++ 

OVX ST +++ ++++ ++++ ++++ 

OVX ALE +++ ++++ ++++ ++ 

OVX RAL +++ ++++ +++ ++ 
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Figuras

 

 

Figura 1 – Cronologia dos eventos experimentais. 
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Figura 2 – Cortes histológicos corados em hematoxilina e eosina (HE) do terço 

cervical do alvéolo. Grupos SHAM (14 e 42 dias); OVX ST (14 e 42 dias); OVX ALE 

(14 e 42 dias) e OVX RAL (14 e 42 dias). Original x100. 
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Médias seguidas de letras maiúsculas distintas entre as colunas do mesmo período letras minúsculas distintas entre os 

diferentes períodos diferem estatisticamente entre si em nível de 5% de significância (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-

Damico-Wolfe-Dunn. 

Figura 3 – Gráfico mostrando a porcentagem média de coágulo nos grupos 

SHAM, OVX ST, OVX ALE e OVX RAL, nos períodos experimentais de 14 e 42 dias. 
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Médias seguidas de letras maiúsculas distintas entre as colunas do mesmo período letras minúsculas distintas entre os 

diferentes períodos diferem estatisticamente entre si em nível de 5% de significância (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-

Damico-Wolfe-Dunn. 

Figura 4 – Gráfico mostrando a porcentagem média de tecido conjuntivo nos 
grupos SHAM, OVX ST, OVX ALE e OVX RAL, nos períodos experimentais de 14 e 
42 dias. 
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Médias seguidas de letras maiúsculas distintas entre as colunas do mesmo período letras minúsculas distintas entre os 

diferentes períodos diferem estatisticamente entre si em nível de 5% de significância (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-

Damico-Wolfe-Dunn. 

Figura 5 – Gráfico mostrando a porcentagem média de tecido ósseo neoformado 
nos grupos SHAM, OVX ST, OVX ALE e OVX RAL, nos períodos experimentais de 
14 e 42 dias. 
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Figura 6 – Expressões das imunomarcações aos 14 dias pós-extração dos animais 

do grupo SHAM. A OPG foi expressa positivamente no tecido mineralizado (seta 

preta) e matriz extracelular – MEC (seta branca); Houve expressão da RANKL em 

osteócitos (Seta amarela) e MEC (seta branca). A osteocalcina foi intensamente 

expressa no tecido mineralizado (seta preta). E a TRAP foi exibida em alguns 

osteócitos (seta com OC).Original x200. 
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Figura 7 – No grupo OVX ST a OPG foi expressa principalmente na MEC (seta 

branca). A RANKL foi exibida em osteoblastos (seta azul) e MEC (seta branca); A 

osteocalcina ficou restrita a MEC (seta branca) e osteoblastos (seta azul); e a 

TRAP foi intensamente expressada em osteoclastos (seta com OC). Original x200. 
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Figura 8 – No grupo OVX ALE a OPG foi expressa na MEC (seta branca); Já a 

RANKL corou positivamente osteócitos (setas amarelas), MEC (seta branca) e 

osteoblastos (setas azuis); a osteocalcina corou osteoblastos (seta azul) e 

osteócitos (setas amarelas); E TRAP marcou moderadamente osteoclastos (seta 

com OC). Original x200. 
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Figura 9 – No grupo OVX RAL a OPG foi expressa no tecido mineralizado (seta 

preta) e MEC (setas brancas); a RANKL foi expressa em osteoblastos (setas azuis) 

e osteócitos (setas amarelas); a OC corou a MEC (seta branca) e alguns 

osteócitos. (seta amarela); a TRAP evidenciou a presença de osteoclastos (setas 

com OC). Original x200. 
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11.7 Anexo A - Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba 
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11.7 Anexo B- NNormas para publicação do periódico Bone 
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recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and 
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http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can 

choose any frame from the video or animation or make a separate image. These 
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11.7 Anexo C- TTabelas dos valores de P e significância 

estatística 

 
 

Tabela 1 – Valores de p para coágulo.  

 

 

Tabela 2 – Diferenças estatísticas para valores de p para coágulo.  

 

 

P-valores: 
         

  ALE-14 d OVXST-14 d RAL-14 d SHAMDN-14 d ALE-42 d OVXST-42 d RAL-42 d SHAMDN-42 d 
ALE-14 d 1 0,344 0,170 0,511 0,039 0,104 0,871 0,005 
OVXST-14 d 0,344 1 0,045 0,145 0,011 0,028 0,306 0,002 
RAL-14 d 0,170 0,045 1 0,459 0,504 0,755 0,269 0,187 
SHAMDN-14d 0,511 0,145 0,459 1 0,152 0,305 0,661 0,032 
ALE-42 d 0,039 0,011 0,504 0,152 1 0,746 0,082 0,532 
OVXST-42 d 0,104 0,028 0,755 0,305 0,746 1 0,175 0,352 
RAL-42 d 0,871 0,306 0,269 0,661 0,082 0,175 1 0,017 
SHAMDN-42d 0,005 0,002 0,187 0,032 0,532 0,352 0,017 1 

Diferenças Significativas: 
         

  ALE-14 d OVXST-14 d RAL-14 d SHAMDN-14 d ALE-42 d OVXST-42 d RAL-42 d SHAMDN-42 d 
ALE-14 d Não Não Não Não Sim Não Não Sim 
OVXST-14 d Não Não Sim Não Sim Sim Não Sim 
RAL-14 d Não Sim Não Não Não Não Não Não 
SHAMDN-14 d Não Não Não Não Não Não Não Sim 
ALE-42 d Sim Sim Não Não Não Não Não Não 
OVXST-42 d Não Sim Não Não Não Não Não Não 
RAL-42 d Não Não Não Não Não Não Não Sim 
SHAMDN-42 d Sim Sim Não Sim Não Não Sim Não 
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Tabela 3 – Valores de p para o tecido conjuntivo.  
 

 

 

Tabela 4 – Diferenças estatísticas para valores de p para o tecido conjuntivo.  

 

 

 

 

 

 

P-valores: 
         

  ALE-14 d OVXST-14 d RAL-14 d SHAMDN-14 d ALE-42 d OVXST-42 d RAL-42 d SHAMDN-42 d 
ALE-14 d 1 0,158 0,046 0,046 0,622 0,617 0,123 0,282 
OVXST-14 d 0,158 1 0,847 0,896 0,077 0,083 0,010 0,025 
RAL-14 d 0,046 0,847 1 0,934 0,016 0,020 0,001 0,002 
SHAMDN-14d 0,046 0,896 0,934 1 0,016 0,020 0,001 0,002 
ALE-42 d 0,622 0,077 0,016 0,016 1 0,975 0,298 0,589 
OVXST-42 d 0,617 0,083 0,020 0,020 0,975 1 0,334 0,630 
RAL-42 d 0,123 0,010 0,001 0,001 0,298 0,334 1 0,574 
SHAMDN-42d 0,282 0,025 0,002 0,002 0,589 0,630 0,574 1 

Diferenças Significativas: 
         

  ALE-14 d OVXST-14 d RAL-14 d SHAMDN-14 d ALE-42 d OVXST-42 d RAL-42 d SHAMDN-42 d 
ALE-14 d Não Não Sim Sim Não Não Não Não 
OVXST-14 d Não Não Não Não Não Não Sim Sim 
RAL-14 d Sim Não Não Não Sim Sim Sim Sim 
SHAMDN-14 d Sim Não Não Não Sim Sim Sim Sim 
ALE-42 d Não Não Sim Sim Não Não Não Não 
OVXST-42 d Não Não Sim Sim Não Não Não Não 
RAL-42 d Não Sim Sim Sim Não Não Não Não 
SHAMDN-42 d Não Sim Sim Sim Não Não Não Não 
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Tabela 5 – Valores de p para o tecido ósseo.  
 

 

 

Tabela 6 – Diferenças estatísticas para valores de p para o tecido ósseo.  

 

 

P-valores: 
         

  ALE-14 d OVXST-14 d RAL-14 d SHAMDN-14 d ALE-42 d OVXST-42 d RAL-42 d SHAMDN-42 d 
ALE-14 d 1 0,274 0,244 0,598 0,323 0,507 0,012 0,028 
OVXST-14 d 0,274 1 0,881 0,494 0,065 0,118 0,002 0,005 
RAL-14 d 0,244 0,881 1 0,510 0,038 0,087 0,000 0,001 
SHAMDN-14d 0,598 0,494 0,510 1 0,135 0,252 0,003 0,006 
ALE-42 d 0,323 0,065 0,038 0,135 1 0,790 0,126 0,260 
OVXST-42 d 0,507 0,118 0,087 0,252 0,790 1 0,085 0,178 
RAL-42 d 0,012 0,002 0,000 0,003 0,126 0,085 1 0,608 
SHAMDN-42d 0,028 0,005 0,001 0,006 0,260 0,178 0,608 1 

Diferenças Significativas: 
         

  ALE-14 d OVXST-14 d RAL-14 d SHAMDN-14 d ALE-42 d OVXST-42 d RAL-42 d SHAMDN-42 
d 

ALE-14 d Não Não Não Não Não Não Sim Sim 
OVXST-14 d Não Não Não Não Não Não Sim Sim 
RAL-14 d Não Não Não Não Sim Não Sim Sim 
SHAMDN-14 d Não Não Não Não Não Não Sim Sim 
ALE-42 d Não Não Sim Não Não Não Não Não 
OVXST-42 d Não Não Não Não Não Não Não Não 
RAL-42 d Sim Sim Sim Sim Não Não Não Não 
SHAMDN-42 d Sim Sim Sim Sim Não Não Não Não 
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