WHEPG

XILINIC

ILINICr

EFEITOS DA DEFICIENCIA EM CALCION, DAS ISOFLAVONAS D A SOJAE DO
ESTROGENO E SUA ASSOCIACAO NA REMODELACAO OSSEA

Evelyn Luzia de Souza Santos ! Gabriela Esteves de Campos 4, Renata Falchete
Prado 3, Vanessa Avila Silveira “, Yasmin Rodarte Carvalho

Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” / Departamento de Biociéncias e Diagndstico Bucal
da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, Avenida Francisco José Longo, 777, Sdo José dos
Campos — SP; CEP : 12245-000, evy.odonto@hotmail.com

Resumo- A osteoporose é caracterizada pela perda de massa Ossea apdés menopausa. Neste estudo
utilizou-se o modelo experimental de ovariectomia em ratas simulando menopausa, com o objetivo de
analisar a perda 6ssea no cdndilo e possiveis tratamentos. Utilizaram-se 126 ratas, sendo 105
ovariectomizadas e 21 falso operadas. Das 105 ovariectomizadas, 21 receberam ragdo com baixo teor de
célcio e as demais racdo padrdo. Estas 84 ratas, divididas em 4 grupos receberam: 1mg/kg/dia de 17(3-
estradiol, 15mg/Kg/dia de extrato de isoflavonas a 40%, associacdo dos dois ou agua. Os animais foram
eutanasiadas 3, 5 e 8 semanas ap0s a ovariectomia. As mandibulas foram desmineralizadas e incluidas em
parafina. Os cortes foram analisados histomorfometricamente determinando-se o volume trabecular 6sseo
(VT) com o programa Image J. A analise de variancia mostrou que a deficiéncia hormonal ndo alterou o VT,
contudo, a administracdo de estrégeno aumentou o VT quando comparado aos demais grupos
ovariectomizados. A racdo deficiente em calcio aumentou o VT do cdndilo.Conclui-se dos tratamentos
propostos, somente o estrogeno e a deficiéncia em célcio induziram formacao 6ssea.
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Area do Conhecimento: Patologia Bucal
Introducao Breitman et al., 2003 sugerem que dietas ricas
em alimentos contendo isoflavonas e calcio podem
contribuir na manutengdo da massa 6ssea em
mulheres na pds-menopausa. Isoflavonas sédo
fitoestrégenos presentes principalmente na soja
que podem agir como agonistas dos estrogenos
(Alves et al., 2002).

Hara et al.(2001) estudaram tibias, mandibulas
e maxilas por meio de analise histomorfométrica e

A deterioracdo da microarquitetura do tecido
0Sseo que ocorre na osteoporose torna 0s 0SSs0S
susceptiveis as fraturas (Robling et al. 2006).
Apesar de poder ser secundaria a varias
condicdes, as formas de osteoporose mais
comuns sdo as que se desenvolvem no
envelhecimento e na pés-menopausa (Rosenber

et al., 2005).

Um modelo experimental que simula a
deficiéncia  estrogénica pOs-menopausa em
mulheres € a ovariectomia de ratas, a qual resulta
na diminuicdo dos niveis de estrogeno (Sims et al.,
1996). Como resultado, a ovariectomia causa
perda 6ssea em 0ssos como mandibula (Tanaka,
et al., 2003) e maxila (Tanaka et al., 2001).

Alguns estudos evidenciaram perda dssea no
cbndilo apés a ovariectomia (Tanaka et al., 1998,
Fujita et al., 2001, Fujita et al., 2006), outros ndo
verificaram tal diminuicdo (Yamashiro et al., 1998),
e alguns encontraram areas de perda éssea e
areas de neoformacdo Ossea nos coéndilos de
ratas ovariectomizadas (Tanaka et al., 1999,
Tanaka et al., 2000).

O estrégeno foi capaz de reverter a perda
o0ssea nos cdndilos mandibulares induzida pela
ovariectomia nas ratas do estudo de Fujita et al.,
2001.

verificaram que a perda 6ssea de ratas com
osteoporose foi agravada com uma dieta
deficiente em célcio.

Metodologia

Foram operadas e eutanasiadas 126 ratas
adultas (Rattus norvegicus, variacdo albinus,
Wistar) com 90 dias de idade, peso aproximado de
300g. Estes animais foram aleatoriamente
divididos em:

a)Ovariectomizados - constituido por 105
animais, o0s quais foram submetidos a
ovariectomia;

b)Sham - constituido por 21 animais, os
quais foram falsamente operados.

De acordo com o tratamento recebido os
animais ovariectomizados foram ainda
subdivididos em grupos:
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a) Grupo Isoflavonas (ISO) — constituido
por 21 ratas, as quais receberam 15mg/kg/dia, de
extrato de isoflavonas a 40% via oral;

b) Grupo Estrégeno (EST) - constituido
por 21 ratas, as quais receberam 1mg/kg/dia de
valerato de 17(3-estradiol via oral;

c) Grupo Associagdo (ASS) - constituido
por 21 ratas, as quais receberam 1mg/kg/dia de
valerato de 17B-estradiol associado a 15mg/kg/dia
de extrato de isoflavonas a 40% via oral;

d) Grupo Ovariectomizado  placebo
(OVZ) - constituido por 21 ratas, as quais
receberam placebo (agua), via oral.

e) Grupo Racdo Especial (ESP) -

constituido por 21 ratas, as quais receberam
placebo (4gua), via oral e foram alimentadas com
racéo deficiente em célcio (dieta AIN-93M 0,1% de
célcio e 0,5% de fosforo).

A eutandsia ocorreu 3, 5 e 8 semanas apos a
ovariectomia. Os cOndilos direitos foram
removidos e apés a fixacdo e desmineralizagdo
foram submetidos a técnica histolégica de rotina e
incluidos em parafina e corados pela técnica
convencional de hematoxilina e eosina para
histomorfometria do tecido ésseo, realizada por
meio da planimetria por contagem de pontos. Para
esta analise foi utilizado um reticulo com padréo
quadrangular. Este reticulo foi posicionado nas
fotomicrografias com auxilio do programa (Image
J) e quantificados os pontos de interseccdo que
recairam sobre a matriz 6ssea. Os valores obtidos
foram transformados em porcentagem de volume
trabecular 6sseo e submetidos aos testes
estatisticos.

Resultados

Os dados foram comparados estatisticamente
segundo trés abordagens. Na primeira, foram
considerados os efeitos dos fatores: ovariectomia
e do tempo de sacrificio na remodelacédo Gssea, e
efetuado o teste de analise de variancia (ANOVA,
dois fatores). Na segunda abordagem, foram
considerados os efeitos do tratamento e do tempo
de sacrificio na remodelacdo Ossea nas ratas
ovariectomizadas. Para esses dados foi efetuado
também o teste ANOVA, dois fatores e o teste de
Tukey (5%). Na terceira abordagem, os grupos
ovariectomizados que receberam racdo comercial
padrdo ou racdo deficiente em calcio foram
comparados pelo teste ANOVA, dois fatores
(tempo de sacrificio e dieta).

Na primeira abordagem, o valor de p=0,95 para
o fator presenca o auséncia de hormoénio
demonstrou igualdade na massa Ossea tanto dos
animais do grupo SHAM e do grupo OVZ, no
entanto, p=0,00 para o fator tempo, mostrando o
aumento significativo do volume trabecular com o
decorrer do tempo (Tabela 1).
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Tabela 1: Médias em porcentagem do volume
trabecular 6sseo de cada grupo nos diferentes
tempos experimentais

Tempo SHAM OVZ EST ISO ASS  ESP
/grupo
3 34,57 3509 3898 36,89 41,89 42,14
5 41,07 39,75 46,98 3656 33,85 56,64
8 48,26 49,34 53,08 42,32 44,26 48,88
A segunda abordagem com o teste ANOVA
revelou como fatores  significativos  os

medicamentos e o tempo experimenta. O Teste de
Tukey (Tabela 2) realizado em seguida mostrou
gue o grupo de maior volume trabecular foi que
recebeu reposi¢cao estrogénica.

Tabela 2: Resultado do teste de Tukey para as
médias dos grupos quanto ao efeito do tratamento

Grupo Médias Grupos homogéneos*
EST 46.34 A
ovz 41.39 B
ISO 39.99 B
ASS 38.58 B

*grupos seguidos da mesma letra ndo diferem

A terceira abordagem estatistica, comparando
as racdes, mostrou que no periodo de 5 semanas
a dieta deficiente em caélcio no grupo com racéo
especial demonstrou significancia estatistica com
maior volume trabecular, que decaiu no periodo de
oito semanas, no qual foi semelhante ao grupo
OVZ (grafico 1).
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Gréfico 1 - Médias dos volumes trabeculares dos
grupos conforme o tempo de sacrificio

Discussao

Tanto os animais do grupo SHAM, quanto do
grupo OVZ tiveram aumento significativo do
volume trabecular com o decorrer dos tempos
experimentais, contudo sem diferirem entre si.
Esperava-se encontrar menor volume trabecular
condilar nos animais do grupo OVZ como descrito
nos resultados dos estudos de Tanaka et al. 1998,
Fujita et al. 2001A, Fujita et al. 2006, que
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verificaram perda de massa 6ssea no condilo apés
a ovariectomia. Entretanto, esta perda de massa
Ossea pos-ovariectomia no condilo ndo representa
uma unanimidade na literatura uma vez que
Yamashiro et al. 1998 n&o verificaram tal
diminuicao.

Os estrogenos podem atuar sobre o0 processo
de remodelagdo 6ssea pela sinalizacdo
osteoprotegerina (OPG), o receptor ativador de
NF-kB (RANK) e a citocihna RANK ligante
(RANKL), identificados como os principais fatores
envolvidos na osteoclastogénese. O RANK
localiza-se na superficie de osteoclastos maduros
e de seus precursores, enquanto a RANKL é uma
proteina pertencente a familia do fator de necrose
tumoral (TNF). Seu principal papel é a inibicdo da
apoptose dos osteoclastos e a estimulacdo da
diferenciacdo e ativagdo destas células. A OPG
pode atuar inibindo RANKL por meio da ligacao
com RANK e também diretamente, por meio de
outros receptores presentes nos osteoclastos.
Seus efeitos sdo antagdnicos aos efeitos da
RANKL. Diversas citocinas e compostos como 0s
estrogenos, influenciam a osteoclastogénese por
meio da regulacdo da producdo de RANKL/OPG
pelas células estromais e pelos osteoblastos
(Steeve et al.). A deficiéncia hormonal decorrente
da ovariectomia seria responsavel pela maior
reabsorcdo Ossea pela maior ativagcdo de
osteoclastos e reducdo das taxas de apoptose
destas células.

Assim, a reposicdo com o0 estradiol €
responsavel, como constatado na literatura, pela
manutencdo da massa Ossea em ratas
ovariectomizadas. Foi observado neste estudo que
0 grupo que recebeu estrégeno apresentou maior
volume trabecular quando comparado com os
grupos que receberam placebo, isoflavonas da
soja e associacdo do estrogeno e isoflavonas,
corroborando com resultados encontrados na
literatura com relacdo a eficiéncia da reposigcédo
hormonal estrogénica na conservacdo da massa
Ossea (Fujita et al. 2001B, Cai et al. 2005).

Os fitoestr6genos ou fitohormdnios constituem
um grupo de compostos ndo esteréides
encontrados em diversos vegetais. Grande parte
desses compostos apresenta um anel fenélico em
sua estrutura, responsavel pela capacidade de
ligacdo aos receptores hormonais, podendo agir
como agonistas ou antagonistas dos estrogenos,
dependendo do sitio de atuagdo (Alves e Silva
2002). Neste estudo, ndo foi constatado efeito da
administragdo via oral do extrato de isoflavonas no
volume trabecular dos coOndilos mandibulares.
Arjmandi et al. relataram, ao utilizar um modelo de
ratos com osteopenia, uma pequena reversdo da
perda éssea tanto pelo grupo que consumiu
proteina de soja com isoflavonas quanto pelo
grupo que a consumiu sem as isoflavonas. Mas
estes resultados nem sempre séo alcancados (Cai
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et al. 2005), permanecendo uma discussao quanto
a eficacia das isoflavonas da soja na prevencéo da
perda de massa Ossea decorrente da deficiéncia
hormonal.

A dieta deficiente em célcio foi utilizada no
estudo com o objetivo de alcancar maior perda
ossea pos-ovariectomia, contudo,
surpreendentemente, no periodo de cinco
semanas de deficiéncia hormonal, a massa 6ssea
do grupo com racao especial demonstrou o maior
volume trabecular, que decaiu no periodo de oito
semanas, no qual foi semelhante ao grupo OVZ.
Este fato pode ser devido a consisténcia
extremamente rigida da dieta especial. Tal racédo
apresenta grande dificuldade, por exemplo, para
ser moida (experimento realizado pelo mesmo
grupo de pesquisa), utilizando-se um moedor de
café manual, diferentemente da ragdo comercial,
gue facilmente fragmenta-se. Talvez este seja o
motivo pelo qual a deficiéncia em calcio nédo
causou perda Ossea consideravel nos condilos
mandibulares das ratas, uma vez que a dieta
deficiente em célcio utilizada ndo foi moida. O
esforco mastigatorio ja fora relacionado com a
dificuldade para a perda éssea nos 0ss0s gnaticos
de roedores, sendo que o esforco mastigatério
confere um fator preventivo na perda Ossea
decorrente da deficiéncia estrogénica em ratas
(zaffe et al.). Kiliaridis et al. verificaram maior
perda 6ssea mandibular em ratos em crescimento
mediante a administracdo de dieta triturada e
umedecia (dieta macia).

Conclusao

A reposicdo hormonal com estrogeno induziu
formacao 6ssea no condilo mandibular. O uso da
dieta deficiente em célcio em animais
ovariectomizados induziu formacdo Ossea no
condilo mandibular, devido ao esfor¢go mastigatorio
decorrente da consisténcia da racéo especial.
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