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Resumo- A osteoporose caracteriza-se por perda 6ssea em mulheres pds-menopausa. O objetivo foi
avaliar o efeito da dieta deficiente em calcio e da terapia de reposicdo hormonal na remodelacéo do 0sso
maxilar de ratas ovariectomizadas. Utilizaram-se 147 ratas, sendo 126 ovariectomizadas (OVZ) e 21 falso-
operadas (Sham). Das 126 ratas ovariectomizadas, 21 receberam racdo com baixo teor de calcio, 21, racéo
comercial moida e as demais racdo comercial padréo. Das 84 ratas ovariectomizadas que receberam racao
comercial padrdo, 21 receberam 17f3-estradiol via oral, 21, extrato de isoflavonas a 40% via oral, 21
associacdo de ambos e 21, agua, via oral, como placebo. O grupo Sham recebeu racdo comercial padréo e
placebo. Os sacrificios ocorreram 3, 5 e 8 semanas apds a ovariectomia. Apés inclusao em resina analisou-
se 0 volume trabecular 6sseo. Sham e OVZ foram semelhantes entre si, diferindo com o tempo. Com
relagdo ao tratamento, o grupo OVZ nao apresentou diferenca estatistica. Com relagéo a dieta o grupo OVZ
que recebeu racdo moida diferiu do grupo que recebeu ragdo padrdo. Conclui-se que a ovariectomia, a

racdo deficiente em calcio e os medicamentos néo tiveram efeito na remodelacao 6éssea maxilar.
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Introducao

A osteoporose € a mais comum e mais
significativa osteopatia metabolica. Caracteriza-se
pelo aumento da porosidade do esqueleto
resultando na diminuicdo da massa 0ssea
tornando 0s 0sso0s susceptiveis as fraturas. O
tecido 6sseo apresenta caracteristicas dinamicas,
encontrando-se em constante processo de
remodelacdo (LERNER 2006). A remodelacdo
Ossea tem papel fundamental na homeostasia dos
niveis plasmaticos de célcio (HADJIDAKIS 2006).
Na osteoporose, ocorre uma maior reabsorcdo
O0ssea em comparagdo a velocidade de aposicédo
0ssea. Conseqiientemente ocorre perda da massa
0ssea (ROBLING et al 2006).

Moriya et al. (1998) realizaram um estudo para
verificar a relagdo entre osteoporose experimental
e a perda éssea alveolar induzida por meio da
ovariectomia em ratas com dieta padrdo ou pobre
em célcio. Na densidade mineral, tanto na maxila
guanto na mandibula, foi constatado que n&o
houve uma diferenca significante entre os grupos
SHAM e OVZ que receberam dieta padréo, mas
0s que receberam dieta deficiente em calcio
apresentavam menor massa 06ssea. Assim,
concluiram que a osteoporose isoladamente nao
corresponde a um fator de perda Ossea nestes
0SSO0S.

Os sintomas relacionados a deficiéncia
estrogénica e suas conseqlientes doencas podem

ser tratados ou estabilizados com a terapia de
reposicao hormonal com 17(3-estradiol ou outros
estrégenos, em combinagdo ou ndo com a
progesterona (WUTTKE et al. 2002). Breitman et
al. (2003) sugerem que dietas ricas em alimentos
contendo isoflavonas e calcio podem contribuir na
manutencdo da massa 6ssea em mulheres na
pés-menopausa. Isoflavonas sé&o fitoestrogenos
(compostos ndo esterdides encontrados em
diversos vegetais) presentes principalmente na
soja que podem agir como agonistas dos
estrogenos (ALVES, SILVA 2002).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito da reducdo do esforgo mastigatério e da
dieta deficiente em calcio na perda 6éssea
decorrente da deficiéncia estrogénica, bem como
da terapia de reposicéo estrogénica, do tratamento
com isoflavonas da soja, e de sua associagcédo na
remodelacdo do osso maxilar de ratas
ovariectomizadas.

Metodologia

Foram operadas e eutanasiadas 147 ratas
(Rattus norvegicus, variacdo albinus, Wistar), com
90 dias de idade, peso aproximado de 300g. Estes
animais foram aleatoriamente divididos em:

a) ovariectomizados - constituido por
126 animais, os quais foram submetidos a
ovariectomia;
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b) Sham - constituido por 21
animais, os quais foram falsamente operados.

De acordo com o tratamento recebido os
animais ovariectomizados foram ainda divididos
em subgrupos:

a) Grupo isoflavonas (ISO) -
constituido por 21 ratas, as quais receberam
15mg/Kg/dia, de extrato de isoflavonas a 40% via
oral, alimentadas com racdo comercial padréo;

b) Grupo  Estrogeno  (EST) -
constituido por 21 ratas, as quais receberam
1mg/kg/dia de valerato de 17B-estradiol via oral,
alimentadas com ra¢gdo comercial padrao;

C) Grupo Associacdo (ASS) -
constituido por 21 ratas, as quais receberam
1mg/kg/dia de valerato de 17(-estradiol associado
a 15mg/Kg/dia de extrato de isoflavonas a 40% via
oral, alimentadas com racao comercial padrao;

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

e) Grupo Racdo Moida (MOI) -
constituido por 21 ratas, as quais receberam
placebo (4gua), via oral, alimentadas com ragéo
comercial moida;

f) Grupo Racdo Especial (ESP)
constituido por 21 ratas, as quais receberam
placebo (agua) via oral, alimentadas com ragéo
deficiente em calcio (dieta AIN-93M 0,1% de célcio
e 0,5% de fésforo — RHOESTER - IndUstria e
Comércio Itda).

Os animais do grupo Sham também receberam
placebo (4gua) via oral, diariamente. Os sacrificios
ocorreram 3, 5 e 8 semanas apés a ovariectomia.

Apo6s 15 dias removeu-se o 1° molar inferior
para reduzir o esforco mastigatério. No dia
seguinte e 2 dias antes do sacrificio, injetou-se
tetraciclina via intramuscular.

As maxilas esquerdas foram removidas,
dissecadas, fixadas em solucao de formol a 10%
durante o tempo minimo de 48 horas,
radiografadas e incluidas em resina, em frascos
de vidro. Estes frascos foram quebrados e os
blocos cortados em Labcut. Os cortes obtidos
foram colados em laminas de plaxiglass incolor e
estas fixadas em um dispositivo para desgaste,
com o objetivo de se obter a minima espessura
com maximo de detalhes. Apos este procedimento
as laminas foram coradas com azul de toluidina e
fotografadas em microscépio de luz, para analise
histomorfométrica com parametros estaticos,
através do programa Image-J por planimetria por
contagem de pontos.

Resultados
Os dados foram comparados estatisticamente

segundo trés abordagens. Na primeira considerou-
se como Vvariaveis os fatores ovariectomia
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(presenga ou auséncia de horménios ovarianos) e
o tempo de sacrificio na remodelagdo éssea. Na
segunda, considerou-se tratamento (placebo,
estrogeno, isoflavonas, associacdo) e tempo de
sacrificio na remodelacdo o6ssea das ratas
ovariectomizadas. Na terceira, considerou-se 0s
grupos ovariectomizados que receberam racéo
comercial padrao, racdo comercial moida e ragéo
deficiente em calcio.

Para esses dados foi efetuado o teste ANOVA
dois fatores. Sempre que a analise de variancia
revelava diferencas estatisticas, o teste de
comparacao multipla de Tukey era efetuado.

Quando se comparou o grupo Sham ao OVZ, o
teste ANOVA revelou diferencas com relacao ao
tempo de sacrificio (Tabela 1). O teste Tukey
efetuado em seguida mostrou que aos 45 dias, 0
volume trabecular foi estatisticamente menor
(Tabela 2).

Tabela 1 - ANOVA para os dados do volume
trabecular tendo como varidveis o tempo de
sacrificio e presenga ou auséncia dos hormdnios
ovarianos.

Grau de Somados Quadrado

liberdade Quadrados  Médio P

Tempo

de 2 205,327 102,664 6,66 0,003
Sacrificio
Hormdnio 1 49,032 49,032 3,18 0,083
Interacéo 2 49,651 24,825 1,61 0,214
Erro 36 554,938 15,415

Total 41 858,948

Os animais ovariectomizados que receberam
dieta moida e deficiente em calcio diferiram
daqueles que foram alimentados com dieta
comercial padrdo. Houve, também, interacéo entre
o tempo de sacrificio e a dieta administrada
(Tabela 3). O teste Tukey efetuado em seguida
mostrou que o grupo MOI tinha menores médias
de volume trabecular que o grupo OVZ (Tabela 4).

Tabela 2 — Andlise de Tukey para os dados do
volume trabecular tendo como variavel o tempo de
sacrificio

Tempo de Sacrificio Média A Grupos
omogeneos
7 43,749 A
21 43,160 A
45 38,792 B
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Tabela 3 - Analise de variancia para os dados de
Histomorfometria com parametros estaticos da
maxila na regido do primeiro molar tendo como
variaveis o tempo de sacrificio e as dietas.

VIIEPG

Graude Somados Quadrado
liberdade Quadrados Médio P
Tempo
de 2 394,69 147,346 1,68 0,196
Sacrificio
Dieta 2 1005,27 502,637 5,73 0,006
Interacéo 1135,31 283,827 3,24 0,019
Erro 54 4737,07 87,724
Total 62 7172,35

Tabela 4 — Analise de Tukey para os dados do
volume trabecular tendo como variavel o tipo de
racéo

Tempo de Sacrificio Média h0$cr)léj%?1séos
ovz 75.251 A
ESP 68.443 AB
MOl 65.760 B

Aos 7 dias a dieta pobre em calcio favoreceu
diminuicdo do volume trabecular. Contudo, com o
decorrer do tempo, todos 0s grupos tiveram seus
volumes trabeculares diminuidos (Tabela 5).

Tabela 5 - Teste de Tukey para os dados do
volume tendo como variaveis a dieta e o tempo de
sacrificio *médias seguidas de mesma letra néo
diferem estatisticamente

GRUPO TEMPO MEDIA HOﬁgLCJ-:E(l?ISEOS

ovz 7 83.856 A
ovz 21 74.666 AB
ovz 45 67.231

ESP 7 66.616

ESP 21 70.253 AB
ESP 45 68.461 AB
MOl 7 68.147 AB
MOl 21 59.546 B
MOl 45 69.589 AB
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Discussao

Novos conhecimentos que possam orientar as
condutas terapéuticas dos profissionais da saude
para o atendimento de mulheres com osteoporose
pés-menopausica podem contribuir para a
melhoria da qualidade de vida destas pacientes.
Justifica-se assim, a continua busca de novos
conhecimentos sobre o papel da deficiéncia
estrogénica no processo de remodelacdo Ossea
alveolar por diversas metodologias, que foi alvo
deste estudo.

Utilizaram-se sete grupos experimentais
diferentes, com trés periodos de sacrificio em
cada um deles. O primeiro foi o grupo controle
falso-ovariectomizado (SHAM), o segundo, o
grupo ovariectomizado controle (OVZ), que
recebeu agua como placebo e racdo padrdo. O
terceiro grupo recebeu estrogeno e racdo padrao
(EST), o quarto, extrato de isoflavonas da soja e
racdo padréo (ISO) e o quinto, associa¢do do
horménio e do fitohorménio e racdo padrédo (ASS).
O sexto grupo recebeu agua como placebo e dieta
deficiente em calcio (ESP) e o Ultimo agua como
placebo e racao padrdo moida (MOI). Sendo
assim, objetivava-se explorar a acdo dos
tratamentos com isoflavonas da soja e sua
associacdo ao estrégeno e esclarecer o papel da
deficiéncia em caélcio na perda 6ssea maxilar
induzida por ovariectomia, bem como uma
possivel forma de reducéo do esforco mastigatério
para a adequacédo do modelo experimental.

Na andlise estatistica com parametros estaticos
verificou-se ligeira superioridade no grupo SHAM,
contudo, sem significancia estatistica. A
dificuldade de obtencdo de  alteracbes
osteopénicas nos 0ssos gnaticos de roedores é
muito discutida. Por este motivo, utilizou-se a
extracdo do primeiro molar mandibular em todos
0S grupos experimentais, para diminuir o esforco
mastigatorio, favorecendo a perda 6ssea.

A administracdo dos medicamentos foi
empregada nos grupos ovariectomizados para
tratar a perda Ossea, porém, esta ndo foi
estatisticamente significativa. Aparentemente, o
tratamento empregado ndo teve efeitos sobre o
tecido 0sseo da regido do septo inter-radicular do
primeiro molar maxilar esquerdo. Os beneficios da
terapia com isoflavonas da soja sobre o tecido
0sseo sao motivo de grande discussdo (ALVES,
SILVA 2002). Cai et al. (2005). compararam as
proteinas e as isoflavonas da soja com o
estrogeno, percebendo que somente o estrégeno
tem efeito preventivo na remodelacdo Ossea
decorrente da deficiéncia estrogénica nos animais
ovariectomizados.

Os resultados do volume trabecular dos
animais que receberam ragdo deficiente em calcio
foram inesperados, uma vez que a literatura relata
perda 6ssea acentuada utilizando esta
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metodologia (TEOFILO et al., MORIYA et aI.,
HARA et al.). Observou-se que a média do grupo
ESP foi inferior a do grupo OVZ, mas sem
significancia estatistica. Diante disso, acredita-se
gue uma técnica mais sensivel, que permita
analise detalhada da regido, com a observacao de
um numero maior de niveis histolégicos talvez
apresente resultados mais refinados.

A diminuicdo do volume trabecular no grupo
ovariectomizado que recebeu ragdo padrdo moida,
guando comparado ao que recebeu racdo padrédo
confere uma informacdo importante para os
futuros trabalhos sobre remodelacdo O6ssea
maxilar com ovariectomia. O esforco mastigatério
ja fora relacionado com a diminuicdo da perda
Ossea na literatura e, como alternativa para
reducdo desse esforco, Zaffe et al., Ejiri et al. e
Elovic (1999) removeram molares em associacdo
a cirurgia de ovariectomia para obtencdo de perda
0ssea nos 0ssos maxilares. Considerando-se o
sofrimento do animal no pés-operatério, bem como
o tempo despendido para tal procedimento, a
simples administracdo da racdo moida mostra-se
uma metodologia mais adequada para a mesma
finalidade. O volume trabecular das ratas que
receberam a racdo especial foi ligeiramente
superior aquele encontrado nas ratas alimentadas
com racdo moida. Este fato pode ser devido a
consisténcia extremamente rigida da dieta
especial. Talvez este seja 0 motivo pelo qual a
deficiéncia em calcio ndo tenha causado perda
Ossea consideravel nas ratas, uma vez que a dieta
deficiente em calcio utilizada ndo foi moida.

Concluséao

Concluiu-se que a ovariectomia ndo causou
perda dssea maxilar na regido do primeiro molar,
0s medicamentos, nas doses administradas, ndo
tiveram efeito na remodelacdo O6ssea maxilar, a
racdo deficiente em célcio ndo colaborou com
perda 6ssea adicional no modelo utilizado, porém
causou aumento da taxa de aposicdo mineral
Ossea diaria, provavelmente em virtude de sua
consisténcia e, a racdo comercial moida mostrou-
se uma boa alternativa para o estudo da perda
O0ssea maxilar em ratas ovariectomizadas.
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