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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar histometricamente a influéncia do
estrégeno e da calcitonina na evolug&o da periodontite induzida em ratas

ovariectomizadas.
Sessenta ratas foram divididas em quatro grupos experimentais. Grupo 1 (15):

ovariectomia, Grupo 2 (15): ovariectomia simulada, Grupo 3 (15): ovariectomia e
administracao de calcitonina, Grupo 4 (15): ovariectomia & administragéo de
estradiol. (analizados pelo ciclo estral). Vinte e um dias apés, foi induzida a
periodontite através de ligaduras, e apés 60 dias desta, os animais foram
sacrificados e submetidos ao processamento histolégico.Os niveis séricos de
fosfatase alcalina e célcio foram dosados no inicio e no final do experimento.

A analise intergrupo revelou que os animais com deficiéncia de estrogeno
apresentou uma perda ssea significativamente maior devido a periodontite, e que
este efeito ndo pode ser prevenido pela administragéo de estrégeno ou de
calcitonina (0.34 +- 0.13, 0.65 +-0.06, 0.63+_ 0.19, 0.67 +_0.28 para os grupos 1,2,3
and 4, respectivamente). Além disso, a influéncia negativa da deficiéncia de
estrogeno no 0sso alveolar também pode ocorrer sem o acimulo de biofilme, nessas
condigBes, a administragdo de estrégeno pode ser utilizada de maneira preventiva
(p<0.05).

A analise sérica demostrou um maior tumover celular nos animais com
deficiéncia de estrdégeno, e a terapia estrogénica restabeleceu o metabolismo dsseo.

Concluimos entdo, que a administragéo de estrégeno foi capaz de prevenir os
efeitos da deficiéncia de estrégeno no 0sso alveolar, apesar disto, nem a terapia
com o estégeno nem com a calcitonina foi capaz de proteger o osso alveolar na

presenca de placa.



Introducao e Justificativa

A periodontite esta bem definida como resuliade da expansado do processo
inflamatério mediado pelo biofilme dental, capaz de gerar modificagdes patoldgicas
como edema, sangramento e destruicdo do osso alveolar. A destruicao do osso
alveolar, por sua vez, pode levar a perda da fungdo dos dentes devido a mobilidade
dental, sendo, portanto, a maior causa de extragio precoce de dentes na populagéo
adulta (JOHNSON ef al., 1988).

Osteoporose € uma doenga osteometabdlica decorrente de um desequilibrio
entre atividade osteoclastica e osteoblastica que resulta em uma redugéo da massa
ossea e conseqliente predisposi¢éo a fraturas (ALBRIGHT, 1941). A diminuigéo de
massa oOssea tem sido correlacionada a diversos fatores de risco tais como
hereditariedade, atividade fisica e composi¢éo corporal, deficiéncia de vitamina D e
calcio e diminuigdo do nivel de horménio de crescimento (GUYTON,1992).
Entretanto o declinio da atividade ovariana, pela excis&o cirirgica dos ovarios ou
naturalmente no periodo da menopausa, tem sido considerado o maior responsavel
pela osteoporose (RIGGS & MELTON, 1986). A diminuigdo da fungéo ovariana
resuita em uma deficiéncia do nivel de estrégeno, hormoénio capaz de inibir a
reabsorgao Ossea por uma agéo direta em osteoblastos e osteoclastos, ¢ indireta na
regulagéo do nivel de citocinas como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator
de necrose tumoral (TNF) (GIRASOLE ef al., 1992).

Uma vez que a osteoporose atinge ndo somente 0s o0ssos longos mas
também os ossos da face, tem sido investigada sua relagdo com a doenga

periodontal. Estudos em humanos tém considerado a osteoporose como um fator de
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risco para perda éssea periodontal. INAGAKI et al. (2001) demonstraram correlagéo
positiva entre baixa densidade Ossea mineral, periodontite e perda dentaria em
mulheres japonesas no periodo pés-menopausa. TEZAL et al. (2000), verificaram
que a densidade oOssea mineral esta relacionada a uma maior perda dssea
interproximal, sendo a osteopenia pos-menopausa um fator indicador de risco para
doenca periodontal em mulheres caucasianas. Entretanto, a maioria dos estudos
clinicos que correlaciona doenga periodontal e osteoporose apresenta amostra
reduzida, limitado controle dos fatores de confundimento e sdo desprovidos de
controle prospectivo.

Utilizando um modelo de ratas com deficiéncia de esirégeno
(ovariectomizadas), GILLES et al. (1997), demonstraram que a deficiéncia de
estrégeno leva a um aumento da perda 6ssea nos maxilares. MORIYA ef al. (1998)
sugeriram que a osteoporose isolada nédo é capaz de causar a destruicdo
periodontal. HIDAKA et al. (2000), verificaram que a ovariectomia causa alteragdes
no periodonto, enguanto TANAKA ef al. (2002), demonstraram que a deficiéncia de
estrogeno causa alteragBes osteoporoticas, resultando em um 0sso alveolar delgado
na regido interradicular dos primeiros molares inferiores de ratas ovariectomizadas.

Embora o controle da dieta e a pratica de exercicios fisicos sejam formas de
tratamento e prevencdo de osteoporoses bastante empregadas (PROVINCE ef al.,
1995), o uso de diferentes medicamentos tem sido amplamente relatado na
literatura. A maioria dos agentes terapéuticos atua evitando a reabsorgdo dssea
como, por exemplo, os moduladores seletivos dos receptores de estrégeno
(SERMSs), a terapia de reposicdo hormonal, os bifosfonatos e a calcitonina (NIH,
2001).

A terapia de reposigdo hormonal com estroégenos tem sido considerada a

principal forma de tratamento e prevengéo de osteoporose pds-menopausa. Estudos
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clinicos e laboratoriais t&8m comprovado que a presenga do horménio reduz
significantemente o ritmo de reabsorcdo 6ssea {CHRISTIANSEN et al., 1981;
VAANANEN & HARKONEN, 1996; WRONSKI et al. 1986, 1988). PAYNE et al., em
1997, sugeriram que o nivel de estrogeno pode influenciar a densidade dssea
alveolar em mulheres com periodontite. REINHARDT et al. (1999) verificaram que a
reposicédo com estradiol esta associada a uma reducéo no nivel de inflamagéo
gengival e perda de insergéo clinica em mulheres no periodo da menopausa.

A caicitonina, por sua vez, tdm como mecanismo de agdo a inibicdo a
atividade osteoclastica (GONZALEZ 1987; NODA & KUWAHARA, 1993), além de
apresentar efeito analgésico e (LYRITIS ef al, 1991) capacidade de modular os
niveis sericos de cdlcio e fésforo (CHAMBERRS, 1988). Estudos clinicos
prospectivos sugerem que o uso desse medicamento diminui a incidéncia de fraturas
da coluna vertebral em cerca de 37%, (CIVITELLI ef af., 1988; OVERGAARD ef al.
1990). Estudos utilizando ratas ovariectomizadas tém demonsfrado que o tratamento
com calcitonina diminui o remodelamento 6sseo, previnindo assim a osteopenia
(WRONSKI et al., 1991; SHEN et af 1996).

Embora existam indicios da influéncia negativa da deficiéncia de estrogeno na
evolugéo da doenga periodontal, ndo ha relatos na literatura se os medicamentos
disponiveis para o tratamenio da osteoporose sdo capazes de atenuar esses efeitos
prejudiciais em ratas ovariectomizadas. Portanto, o objetivo deste estudo sera
trabalho serd o de avaliar, histometricamente, a influéncia que o estrégeno e a
calcitonina podem apresentar na evolugéo da periodontite induzida em animais com

deficiéncia de estrogeno (ratas ovariectomizadas).



Revisao da literatura

Segundo KRISBBS (1983), o calcio total do corpo foi medido pela analise de
ativagao do néutron, e foi encontrado sua associagdo com a densidade mandibular

quando foi relacionado através da analise quantitativa das radiografias intrabucais.

VON WOWERN ef af (1994) relatou em um estudo seccionado cruzado, gue
individuos com osteoporose e histéria de fraturas tinham menos contetido mineral no
osso mandibular quando medido por absorcdo dual de fétons (DXA) do que as

mulheres normais.

WACTAUSKI- WENDE et a/ (1998), em uma analise com 70 mulheres na pos-
menopausa, encontraram um relagdo significativa entre a altura da crista dssea
alveolar como medida da periodontite e a osteopenia esquelética ( fénur e coluna
lombar) medido por meioc de DXA. Esta relagao foi vista apds controle de possiveis
variaveis como placa dentinaria, anos de menopausa e tabagismo. Além disso, os

autores mostraram uma relacfo entre a osteopenia da bacia e verificacdo da perda

de insergao No mesmao grupo.

De maneira semelhante VON WOVERN ef af (1996), em um estudo de
contole de casos, comparando 12 pacientes do sexo feminino com fraturas
osteopordticas e 14 mulheres normais, relataram significativamente maior perda de
insercéo periodontal nas mulheres com osteoporose, quando comparada com as
normais. Eles demostraram que as mulheres com osteoporose tinham menos

contelido ésseo mineral na regidao mandibular, como medido pela absor¢ao dual de
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fotons, do que as 14 mulheres normais. Conseqilentemente, embora limitadas, as
incidéncias sugeriram uma associa¢do entre a osteopenia, osteoporose e doenga
periodontal. A deficiéncia de estrégeno pode explicar, em parte, a natureza dessa

associagao,

GENCO (1996) sugeriu que a osteoporose e o fumo séo fatores importantes
na promo¢ac de perda dental. Observou, também, uma associag8o direta entre
osteopenia do esqueleto e mandibular € a doenga periodontal destrutiva em

mulheres pds-menoupausa.

Segundo SALVI et al (1997), é importante diferenciar osteopenia, que é
definida como uma diminuigdo no osso mineralizado normal. Da osteoporose pos-
menopausa, que é causada pela falta de produgdo de estrdgeno e caracterizada por
fraturas espinhais em mulheres de 50 a 70 anos, ¢ a osteoporose propriamente dita
que afeta pessoas mais velhas e resulta em fraturas do fémur. Existe a hipdtese de
que anormalidades metabdlicas sistémicas que ocorrem na osteopenia podem
acarretar um aumento local na reabsorgdo 0ssea causada pela infecgéo periodontal.
Os autores entenderam ser mais apropriado considerar a osteoporose como um

fator de risco em potencial para a periodontite.

De acordo com COHEN & ROSE (1998), a perda de osso bucal associada
com a osteoporose pode ser importante na criagdo de um hospedeiro susceptivel a
doenca periodontal. Entre as mulheres ha uma forte correlagéo entre a massa 6ssea
bucal e a massa 0ssea fotal e o ndmero de dentes resiantes. Da mesma forma, a
perda de dente causada pela doenga periodontal pode ser um fator de risco para a

osteoporose. A mastigagdo insuficiente pode influenciar a digestdo de alimentos,
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sendo assim necessaria a ingestdo de alimentos ricos em célcio para manter os

dentes e ossos saudaveis.

KINANE (1999) sugere que a menopausa pode causar redu¢éo na densidade
do osso alveolar e que altura da crista alveolar e a perda dental estdo relacionadas

com a situagéo de pds-menopausa.

Em um estudo realizado por TEZAL et al (2000), onde foi utilizado 70
mulheres no periodo pds-menopausa, caucasianas de 51 a 78 anos. A densidade
mineral 6ssea (BMD) foi avaliado através da absor¢do da energia do raio X (DXA)
em varias regides do esqueleto. A doencga periodontal foi mensurada através de
perda de insercao clinica (CAL) e perda de osso alveolar interproximal (ABL). E com
este estudo foi concluido que a BMD esta relacionada com a perda de osso alveolar
interproximal e de inser¢do clinica, demostrando assim, que a osteopenia na pos-
menopausa seria um indicator para a doenga periodontal em mulheres caucasiana

no periodo pdés-menopausa.

TAYB 2003 afirma que €& bem sabido que a osteoporose e a periodontite
representam duas doengas muito prevalentes com o avangar da idade e ambas as
doengas s&o crdnicas, multifatoriais e resultam em perda éssea. REDDY 2002
relata evidéncias, de gue um paciente com osteoporose sistematica possul uma
densidade mineral éssea oral diminuida. Além disso, um paciente com densidade
mineral 0ssea diminuida apresenta uma incidéncia mais alta para progresséo da
periodontite. Portanto, segundo esses autores, a osteoporose poderia ser

considerada um fator de risco para a periodontite.
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Em um estudo de INAGAKI ef af (2001), com mulheres japonesas foi possivel
identificar que as mulheres na pds-menopausa que tinham um densidade mineral
Ossea do metacarpo (m-BMD) baixa apresentavam-se com uma quantidade menor
de dentes presentes do que as mulheres com m-BMD normal. indicando que a perda

ossea m-BMD estéa relacionada com a periodontite e com a perda de dentes.

MOHAMMAD et al (2003) demostrou em seu estudo clinico com mulheres
Asiatico- Americanas que a diminuicdo da densidade mineral dssea (BMD) esta
associada com o aumento de insergdo clinica e perda de dentes, indepentente do

fndices de placa, apoiando assim a associacéo entre BMD e doencga periodontal.

NIH (2001) afirma que o uso de diferentes medicamentos tem sido
amplamente utilizados como forma de controle da osteoporose pés-menopausa,
como os moduladores seletivos dos receptores de estrogeno (SERMs), a terapia de

reposigdo hormonal, os bifosfonatos e a calcitonina.

A terapia de reposicdo hormonal com estrogenos tem sido considerada a
principal forma de tratamento e prevengéo de osteoporose poés-menopausa. Estudos
clinicos e laboratoriais tém comprovado que a presenga do horménio reduz
significativamente o ritmo de reabsorcdo dssea (CHRISTIANSEN ef al,1981;

VAANANEN & HARKONEN, 1996; WRONSKI et al. 1986, 1988).
HORSMAN & RIS8 (1987) demonstra de forma clara, que o estrogénio inibe o

aumento de reabsorgdo 6ssea associado com a menopausa. Com a retirada de

estrogénio um aumento inicidvel em formacgdo 6ssea. Depois, reabsorcdo Gssea
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acontece mais rapidamente que formagéo, com um efeito liquido de perda de osso e

que o tratamento com estrégeno previne estes efeitos.

ERIKSEN (1988) e OUSLER (1990) mostraram que os efeitos do estrogeno
sao mediados por uma combinagio de efeitos diretos e indiretos. Os efeitos diretos
sdo mediados por receptores especificos achados em células de osteoblastos e
linhagens de osteoblastos. Os efeitos do estrogénio em osteoclastos sdo em parte
diretos e em parte mediados por osteoblastos. Alguns dos efeitos diretos do
estrogénio sdo o aumento da expressdo dos fatores de crescimento IGF-1 e TGF-
beta, e de cifocinas e inibigdo da producgdo de prostaglantinas por meio de células

0sseas.

GRAY (1989) e ERIKSEN (1988) demostraram que € possivel que o
estrogénio tenha uma agdo prolongada na estimulagéo da formagéo oOssea, sendo
mostrado que o estrogénio pode aumentar a expressdo de TGF- beta e IGF-1 em
células com fendtipo de osteoclastos. Assim, o efeito principal do estrogénio € o de

inibir a reabsorgdo 6ssea e também um efeito adicional na estimulagdo dssea.

REINHARDT ef af (1999) demonstrou que a suplementacio do nivel sérico de
estratiol esta associado com a reducgio da inflamagéo gengival e na periodontite, em
pacientes com osteoporose/osteopenia durante a menopausa, devido a inibigdo de

citocinas pré-inflamatérias.

COHEN-SOLAL et al (1993) e PACIFIC (1996) observaram que 0s mohacitos
periféricos sanguineos de uma mulher que entrou na menopausa recentemente (5 a

7 anos), mostrou-se elevado, estimulando a produgdo de lipopolisacarideos pela
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interleucina (IL-1), fator de necrose tumoral e IL-6 gue foi diminuido com a terapia
com estrogeno. O estrogénio também tem se mostrado como inibidor das células T
mediadoras da inflamag&o, suprimindo a producéo de leucécitos através da medula
0ssea, e afetando na distribuigdo de células polimorfonucleares (PMN) no sangue
periférico dos ratos. Demostrou-se também que E2 reduziu significativamente a

quimiotaxia dos PMN em humanos afravés do mecanismo receptor-depentente.

PAYNE et al, (1997), sugeriram que nivel de estrégeno pode influenciar a

densidade dssea alveolar em mulheres com periodontite.

REINHARDT et al. (1999) verificaram que a reposigdo com estradiol esta
associada a uma redugédo no nivel de inflamagao gengival e perda de insergdo

clinica em mulheres no periodo da menopausa.

COHEN & ROSE (1998} ressaltaram a relag&o da menopausa com a perda
dental. A diminuigdo dos niveis de estrogeno esta ligada a um risco maior de perda
dental. As mulheres que fazem a reposigdo hormonal também mostraram-se com
um nivel mais baixo de placa, sangramentio gengival e de agenies patogénicos
periodontais do que aquelas na fase poés-menopausa que ndo usam o estrogeno,

apesar de que a influéncia dos habitos de cuidado dentaric deva ser levada em

conta.

Segundo GREENSTEIN & LAMSTER (2000), a atuagdo da deficiéncia de
estrégeno como fator de risco para periodontite ainda n&o € conclusiva. Entretanto,
~mulheres com osteoporose manifestam efeitos adversos na massa Ossea

mandibular e na altura da crista, além de apresentarem maior perda de insercdo que
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mulheres normais. Além do mais, mulheres com deficiéncia estrogénica possuem
maior tendéncia ao sangramento a sondagem e menor densidade 6ssea alveolar
que as mulheres com estrogeno suficiente. Assim, a terapia de reposicdo hormonal
resulta em menor retengio dental e estd associada com a redugao na perda de
inser¢éo. Uma redugio no nivel de estrégeno resulta em menor deposigdo 6ssea e

aumento na reabsor¢io dssea osteoclastica.

EGYETEM (2002) ressalta que a terapia de reposigdo hormonal protege a
mulher na fase pds-menopausa contra 0s efeitos da osteoporose e a doenga
periodontal. Sugere, pois, 0 autor que existe associagédo entre a doenga periodontal

e a osteoporose.

A calcitonina, por sua vez, tém como mecanismo de ag¢do a inibigdo da
atividade osteoclastica de acordo com GONZALEZ 1987 e NODA & KUWAHARA,
(1993), além de representar efeito analgésico ( LYRITIS et al, 1991) capacidade de
modular os niveis sérico de calcio e fosforo (CHAMBERRS, 1998). Estudos clinicos
prospectivos sugerem que o uso desse medicamento diminui a incidéncia de fraturas

da coluna vertebral em cerca de 37%, { CIVITELLI et al., 1988; OVERGAARD et al.

1990).

FRIEDMAM et al (2002) demostraram que a calcitonina pode inibir a
reabsorgéo ossea por osteoclastos, assim, o efeito da calcitonina nos osteoclastos &
mediado por AMP ciclico. A calcitonina diminui a atividade dos osteoclastos, como
pode ser visto minutos apos o tratamento por meio da diminuigdo do tamanho das

bhordas ondulantes e zona clara. QOutros estudos mostram que a calcitonina inibe a
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formagao de novos osteoclastos e causa a diferenciagdo dos osteoclastos em

células mononucleares.

S&ao poucos os efeitos da calcitonina na reabsorgdo Gssea. Porém, os
osteoclastos eventualmente perdem sua eficacia, depois de repetidas exposigoes
prolongadas a calcitonina, um fenémeno chamado fuga. Uma explicagéo para este
fenémeno pode envolver uma diminuigdo no nimero de receptores depois de um
periodo longo de exposicdo. Qutra possivel explicagdo € que uma segunda
populagdo de osteoclastos ndo ¢ sensivel a calcitonina. Considerando que a
calcitonina tem efeito apenas passageiro na reabsorgdo 6ssea, houve expeculagbes
consideraveis sobre se ela tem ou ndo um papel importante na homeostasia do
calcio. Hoje, acredita-se em uma inibigdo passageira da reabsorgéo 6ssea quando o
retorno 0sseo ndo for necessario para a homeostasia do calcio ( como depois de
uma comida rica em calcio). Um receptor para a calcitonina foi identificado em
osteoclastos e foi mostrado gue pode haver uma mediacdo direta da calcitonina

nestas células.

De acordo com WRONSKI et at, (1991) e SHEN et al (1996), o tratamento
com calcitonina em ratas ovariectomizadas diminui o remodelamento 6sseo,

prevenindo assim a osteopenia.
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Objetivo

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho sera avaliar, histometricamente, a
influéncia do estrégeno e da calcitonina na evolugdo da periodontite induzida em

animais com deficiéncia de estrégeno (ratas ovariectomizadas).

Materiais e Métodos

Selecao da Amostra :

Foram utilizadas sessenta (60) ratas Wistars, adultas (90 dias), com peso
médio inicial de 205,28g. os animais foram mantidos, durante todo periodo
experimental, em gaiolas plasticas sob as mesmas condigdes ambientais e agua ad
libitum. Houve apenas restrigdo alimentar para grupc de ratas ovariectomizadas a
fim de prevenir o aumento de peso induzido pela diminuicio do nivel de estragenc™
13
Ovariectomia :

Todos 0s animais foram pesados e receberam via intramuscular uma solucéo
de 1ml/kg de cloridrato de ketamina (Francotar®; Virbac do Brasil Industria e
Coméricio Ltda, Roseira, S.P., Brasil) e 0,1 mllkg de cloridrato de xylazina
(virbraxil®: virbac do brasil industria e comércio ltda, roseira, s.p., brasii.). Em
seguida, foi realizada a tricotomia das regides laterais até dorso e anti-sepsia local
com alcool iodado. Quarenta e cinco ratas foram submetidas a ovariectomia (ovx),

através de incisbes cutaneas bilaterais com tesoura, divulsionamento do tecido
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muscular e remog&o dos ovarios (fig. 1). Outras quinze ratas foram submetidas a
ovariectomia simulada onde os mesmos procedimentos anteriores foram realizados,
mas os ovarios foram recolocados intactos na posigdo original. em seguida, os
animais receberam uma aplicagdo Unica de 1ml/kg de antibiético via intramuscular
(pentabidtico pequeno porte, laboratérios Wyeth-Whiehall Ltda., S&o Paulo, Sp,

Brasil).

Figura 1: Ovario amarrado, sendo removido com um tesoura durante a ovariectomia.

Delineamento do estudo :

Apoés a ovariectomia os animais foram aleatoriamente divididos em quatro
grupos experimentais:
Grupo 1 (n =15): ovariectomia simulada;
Grupo 2 (n =15): ovariectomia;
Grupo 3 (n =15): ovariectomia e administragdo subcutédnea de 16 iukg de
calcitonina sintética de salmao (miacalcic®, sandoz a.g., fertigung schitzenstrsse,
ravenburg, germany), 4 dias por semana durante todo periodo experimental,
Grupo 4 (n=15); ovariectomia e administragdo subcutanea de 20ug/kg de 178
estradiol (sigma chemical, st. louis, mo,USA), dissolvido em etanol 100% e diluido

em o6leo mineral , diariamente durante todo periodo experimental.
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Analise do ciclo estral :

Duas semanas ap6s a ovariectomia, para confirmar 0 sucesso da mesma, 0s
animais foram submetidos a analise do ciclo estral. Para isso realizou-se a coleta do
esfregago vaginal do animal durante peio menos cinco dias consecutivos. Uma
pequena quantidade de solugéo salina foi dispensada no interior da vagina da rata
com o auxilio de uma pipeta e este liquido transferido para uma lamina para anélise

em microscopia otica.

Andlises laboratoriais :

No inicio do experimento e antes do sacrificio foi realizada a coleta de sangue
de todos os animais para obtencéo do plasma. este por sua vez foi enviado & um
laboratério de analises (CAEC Centro de Andlises Especializadas de Campinas

Ltda.) para a dosagem do nivel de fosfatase alcalina e calcio.

inducdo da doenca periodontal :

Com o objetivo de induzir acimulo de biofime e consequente doenga periodontal,
vinte € um dias ap6s a ovariectomia, 0s animais foram anestesiados segundo protocolo
da ovariectomia. Em seguida, foi colocada uma ligadura de fio de algodao ao redor dos
1° molares inferiores direito ac nivel do sulco gengival (fig.2). O primeiro molar inferior

esquerdo ndo recebeu o fio para ser utilizado como controle.
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Figura 2: fio de algod&o ao redor do primeiro molar inferior direito.

Preparo histoldgico :

Apos sessenta dias da colocagdo da ligadura, os animais foram sacrificados
para a remogdo das mandibulas. Em seguida, com o auxilio de um bisturi com
lamina 15, os tecidos foram dissecados, desarticulando e dividindo a mandibula pela
sinfise, de modo a obter hemi-mandibulas contendo os dentes teste (com ligadura) e
controle (sem ligadura). As pecas foram identificadas e fixadas em formol neutro a
4% tamponado (ph 7,2 - 7,4). A descalcificagéo foi realizada em solugédo de citrato
de soédio a 20% e acido formico a 50% em partes iguais (solugdo de morse). A
solucdo foi renovada a cada trés dias por seis semanas, para que o tecido fosse
suficientemente descalcificado. Ao final deste periodo, as pegas foram aparadas,
desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Escolhida a
orientagéo de corte mésio-distal mais conveniente para a delimitagcdo da regido de
bifurcagdo dos primeiros molares inferiores, foram obtidos cortes seriados de 6um

de espessura, que foram em seguida corados por hematoxilina e eosina.

Analise histométrica :

Para cada amostra, foram separados os cortes nos quais a regiao da
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bifurcacao fosse claramente identificada. Para a analise da area de perda Ossea
inter-radicular foi desprezado o primeiro corte, selecionando-se 0s demais
distanciados igualmente entre si, de modo a obter no minimo 10 cortes por dente.

As imagens da regido de bifurcagdo dos cortes selecionados foram adquiridas
através de uma camera digital (digital kocam ccd camera; dmi, S&o Paulo, Brazil)
acoplada ao microscopio (axioskop 2 plus®; zeiss, jena, Germany), utilizando a
objetiva de 5x. A area de tecido conjuntivo resultante da destruicdo do tecido 6sseo
na regiao da bifurcagéo foi mensurada através de um sistema de analise de imagens
digitalizadas (image-pro®; media cybernetics, silver spring, md, USA), utilizando o
recurso de contagem de pontos de um reticulo quadriculado. O reticulo foi
posicionado de maneira a incluir dentina coronaria, dentina radicular e o tecido
0sseo, sendo computados os pontos que coincidem com o tecido conjuntivo
delimitado por estas estruturas. Para a analise estatistica foi obtida uma média das

areas inter-radiculares selecionadas para histometria.

Figura 3: Reticulo quadriculado posicionado na regiéo a ser avaliada.
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Figura 4: Contagem de pontos coincidentes com tecido conjuntivo.

Analise estatistica :

A hipotese de que a presencga da ligadura nao influenciaria a perda Ossea
inter-radicular foi testada por uma analise intragrupo através do teste t-student (o=
5%). A hipotese de que a administragdo de estrogeno e de calcitonina nao
influenciaria a perda 6ssea inter-radicular foi testada usando uma analise intergrupo
(teste anova; a= 5%). Quando foram detectadas diferencas estatisticas, o teste de
tukey (a= 5%) foi usado para isolar o grupo ou grupos que se diferenciam dos

outros.
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Resultados finais:

Observacgdes clinicas:

Comparando-se os periodos inicial e final, todos os animais ganharam peso
durante o experimento. antes do sacrificio os animais do grupo 4 apresentaram
média de peso significativamente menor que os demais grupos (p<0.05). as médias
iniciais e finais do peso corpbreo para todos os grupos estdo representadas na
tabela 1.

Tabela 1: médias e desvio padrae dos pesos finais e iniciais, em gramas (g).

grupo inicial final
1 204,40 + 14,94 aA 256,27 + 15,7aB
2 203,00 + 9,75 aA 261,67 +14,98aB
3 209,20 + 12,82 aA 255,47 +20,252B
4 209,67+ 12,06 aA 228,57 + 13,68bB

Médias seguidas de mesma letra miniscula nas colunas nao diferem entre si
estatisticamente pela ANOVA (o= 5%) & médias seguidas de mesma letra
mailscula nas linhas néo diferem estatisticamente pelo Teste t pareado.

Em relac&o ao ciclo estral, os animais dos grupos ovariectomia e calcitonina
apresentaram-se na fase diestro, confirmando a reducao do nivel de estrogenc e o
sucesso da ovariectomia. Apenas um deles, do grupo calcitonina apresentou todas
as fases do ciclo ovariano durante os cinco dias de acompanhamento, e este animal
néo foi incluido na amostra final. Os animais do grupo que recebeu estradiol (grupo
4), apresentaram-se no estagio estro, sugerindo gque a terapia de reposicéo foi capaz
de manter o nivel desse hormonio de forma efetiva. O grupo que foi submetido
apenas a simulagéo da ovariectomia (grupo 1) demonstrou todas as fases do ciclo
estral, comprovando gue estes animais estavam realmente na padréo de

normalidade do ciclo ovariano.

24



Analises Laboratoriais:

Os resultados da analise laboratorial de fosfatase alcalina e célcio sérico no
inicio do experimento estdo representados na tabela 2, ndo demonstrando variagao

estatisticamente significativa entre os grupos para ambas as medidas.

Tabela 2: Médias de célcio e fosfatase alcalina para os grupos ovariectomia
simulada (grupo1); ovariectomia (grupo 2); calcitonina (grupo 3); estradiol (grupo 4)
presentes no plasma no inicio do experimento.

GRUPO CALCIO NMOL/L FOSFATASE ALCALINA (UWL)

1 0,97 33,84
2 1,05 39,5
3 0,97 39,66
4 1,00 37,8

Entretanto, o nivel sérico de fosfatase alcalina variou enire os grupos
experimentais no final do experimento. Para os grupos 1 e 4, a taxa de fosfatase
alcalina foi similar (29, 13 + 10,93 U/l e 33,29 + 14,91 U/, respectivamente-p<0,05)
e estatisticamente menor que o grupos 2 ¢ 3 (80,47 + 2016 [U/l e 98, 20 + 1427
iU/, respectivamente p<0,05), confirmado um maior metabolismo 4sseo nos animais
com deficiéncia de estrogeno. Em relagio ao calcio, expresso em nmol/l, os animais
ovariectomizados e néo tratados (grupo2) apresentaram valores estatisticamente
maiores que os demais grupos (p<0,05). Os niveis de calcio foram para 0s grupos 1,

2, 3 e 4 respectivamente 1,10 +0,07; 1,24 +0,08; 1,10+ 0,14 ¢ 1,07 +0,13.

Resultados Histométricos :

A analise intragrupo demonstrou que a presenga da ligadura ao redor do
dente é capaz de induzir perda dssea na regido inter-radicular (p<0,05) (Tabela 3).

Nos dentes sem ligadura, a andlise intergrupo revelou que a deficiéncia de
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estrégeno pode apresentar um efeito direto no osso alveolar, independente do
acumulo de placa, resultando em alguma perda dssea na regidao de furca.
Entretanto, este efeito negativo foi restituido com a administragdo de 17(beta)
estradiol, mas n&o atraves do tratamento com calcitonina (Tabela 3). Nos animais
com ligadura e um nivel de estrégeno deficiente, houve uma significativa perda
dssea quando comparado com animais estrégeno-suficientes (p<0,05). Entretanto,
nenhum dos tratamentos (grupo 3 e 4) foi capaz de proteger o osso alveolar na

presenca de biofilme (p<0,05) (Tabela3). A figura 1 (A-D) ilustra alguns achados

histolégicos.

Tabela 3: Média e desvio padrdo (mm?) da perda 6ssea na regido inter-radicular de dentes

com e sem ligadura, de acordo com cada grupo experimental.

SHAM ovX CALCITONINA ESTRADIOL

0.18 +0.03 aA 0.32 + 0.08 aB 0.26 +0.04 aB 0.17+0.03 aA

034 +0.13 bA 0.65 + 0.06 bB 0.63 +0.19b8B 0.67+0.28bB

Letras maiusculas sdo consideradas em linhas (analise intergrupos: ANOVA, p < 0,05) e as
letras minGsculas em colunas ( teste t pariado, p<0,05).

SEM LIGADURA

COM LIGADURA
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Figura 5: Fotomicrografias ilustrando a regido de ligamento periodontal e area Ossea inter-
radicular. A: sem ligadura (grupo 1), B: com ligadura (grupo 1); C: sem ligadura (grupo 2),

D: com ligadura (grupo 2). Aumento original de 12,5X. Hematoxilina & eosina.
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Discussao dos Resultados

Periodontite € uma doenga caracterizada pela inflamagdo dos tecidos de
suporte do dente, resultando em reabsor¢éo 6ssea e perda de ligamento periodontal
(49). O papel de fatores sistémicos no estabelecimento e progresséo da periodontite
tem sido amplamente estudado (13).

Osteoporose e osteopenia, por sua vez, 8o doencas do metabolismo dsseo
causadas principalmente por uma deficiéncia de estrogeno (22). Assim, a terapia
reposicdo estrogénica tem sido considerada o tratamento mais efetivo para
prevencdo de osteoporose (70). Entretanto terapias alternativas a reposicéo
hormonal como, por exempio, a calcitonina também tém sido amplamente propostas
para esse objetivo (69).

Desde de que alteragbes osteopordticas tém sido observadas no osso
alveolar, a osteoporose poderia ser considerada um indicador de risco para a
doenga periodontal, que da mesma forma & responsavel por perda de 0sso alveolar
(39). Logo, objetivo do presente estudo foi investigar o impacto da deficiéncia de
estrogeno e de duas importantes terapias para a osteoporose (estradiol e
calcitonina) na perda ossea alveolar resultante da periodentite experimental em ratas
ovariectomizadas.

Os resultados demonstraram que a deficiéncia de esirogeno pode afetar
diretamente a perda o0ssea alveclar, independente do acumulo de placa. A
deficiéncia de estrégeno pode ainda aumentar significativamente a perda 6ssea
alveolar apés a indugdo da periodontite. Embora outros estudos tenham
demonstrado que a deficiéncia de estrégeno e a osteopenia/osteoporose podem
aumentar a reabsorcéo ¢ssea oral, juntamente com a perda de dentes (39,32), este

€ o primeiro estudoc em animal gue objetiva verificar diretamente a correlagéo entre
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periodontite e baixos niveis de estrogeno.

Em nivel molecular, a reabsorgio éssea estd bem caracterizada pela
interacao entre duas moléculas chave, o liganie Kappa B do receptor ativador
nuclear (RANKL) e osteoprotegerina (OPG) (59). A inibigdo da funcdo do RANKL, via
OPG, tem revelado uma significante reducdo da destruicdo do osso alveolar,
conforme reportado por Teng ef al {(2000) (62). Tem sido demonstrado que o
estrogeno € importante para 0 controle da reabsorgéo Ossea diretamente por sua
acdo em OPG (40). Assim, pode ser sugerido que, no presente estudo, o efeito
sinérgico observado entre a deficiéncia de estrogeno e o acumulo de placa foi
decorrente de um aumento no nivel de RANKL e uma diminuigéo do nivel de OPG,
resultante tanto da estimulagdo de lipopolissacarideos como da deficiéncia de
estrogeno. Entretanto, o real mecanismo envolvido nesses resultados ainda
necessita ser mais profundamente investigado.

A terapia com estrégeno, imediatamente apds a ovariectomia, protegeu contra
o efeito negativo da deficiéncia de estrdgeno no 0sso alveolar ao redor do dente sem
a ligadura. Este achado estd de acordo com estudos que demonstraram que a
deficiéncia de estrégeno induz osteoclastogénese e osteoporose nos septos inter-
radiculares dos primeiros molares de ratas, e a administragéo de estrégeno pode
prevenir este efeito negativo (34). Por outro lado, a terapia com estrdgeno nao foi
capaz de proteger o osso alveolar contra a influéncia negativa da deficiéncia de
estrogeno endégeno na presenga de placa. O mecanismo protetor do estrogeno no
tecido 6sseo esta aparentemente envolvido na supressdo do “turnover” ésseo, com
efeito direto nas células 6ssea e indireto na regulagio de citocinas (64). Deste que o
efeito do estrégeno no metabolismo dsseo também tem sido atribuido ao seu efeito
em QPG (40), a reposigdo estrogénica pode ndo ter reproduzido um nivel de OPG

capaz de inibir a estimuiacdo de RANKL pelos lipopolissacarideos da placa
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acumulada.

Wronski ef al, em 1991 (69), reportaram que a terapia com calcitonina por 41
dias diminuiu o “tumover’ dsseo e preveniu o desenvolvimento da osteopenia em
ratas ovariectomizadas. Entretanto, Shen ef al, em 1986 (58), demonstraram que a
calcitonina quando administrada em ratas ovariectomizadas por 90 dias, preveniu
somente parcialmente a perda 0ssea. Da mesma forma, os resuitados deste estudo
demonstraram que a calcitonina preveniu parcialmente a perda dssea ao redor do
dente sem a ligadura, apesar deste efeito ndo ter sido observado na presenga da
placa dental. Como previamente reportado (20), este fenémeno sugere que a
resposta Ossea para a calcitonina pode ter sido diminuida de forma tempo-
depentente, provavelmente por uma desregulagéo na ligacéo da droga ao receptor
das células osseas (42).

Finalmente, o presente estudo, demonstrou um efeito sinérgico da deficiéncia
de estrégeno e o acumulo de placa. Aléem disso, a administracdo de estrégeno ou
calcitonina nao foi capaz de proteger contra o efeito negativo da deficiéncia de
estrégeno na presenca de placa. De acordo com 08 resultados do presente estudo,
a influéncia negativa da deficiéncia de esirégeno no osso alveolar também pode
ocorrer sem o acumulo de biofilme. Nessas condigbes, a administragéo de estrogeno
pode ser utilizada de maneira preventiva. Por essa razao, alem do impacto da
deficiéncia de estrégeno na saltde geral da populagdo, esta pode ser um aspecto
critico para a periodontite. Assim, estudos clinicos controlados devem ser
conduzidos para fornecer informacdes mais consistentes sobre a inter-relagéo

doenca periodontal, osteoporose e seus tratamentos.
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