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EFEITOS DE DIFERENTES DIETAS NA REMODELACAO OSSEA D A MAXILA DE
RATAS OVARIECTOMIZADAS
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Resumo- A osteoporose caracteriza-se por perda Ossea principalmente em mulheres pds-menopausa.
Empregou-se o modelo experimental de osteoporose em ratas para elucidar os efeitos da deficiéncia
hormonal e da dieta na maxila. Utilizaram-se 84 ratas, sendo 63 ovariectomizadas (OVZ) e 21 falso
operadas (Sham). As OVZ receberam racéo pobre em calcio, comercial padrdo ou moida e as SHAM racgao
padrdo. Apos 15 dias removeu-se 0 1° molar inferior para reduzir o esforgo mastigatério. No dia seguinte e 2
dias antes do sacrificio, injetou-se tetraciclina intramuscular. Os sacrificios ocorreram 3, 5 e 8 semanas
ap6s ovariectomia. Apos inclusdo em resina analisou-se a taxa de aposicdo 6ssea, por microscopia de
fluorescéncia. Mediu-se a distancia entre 2 linhas de tetraciclina nas trabéculas, pelo programa Image J. O
ANOVA nao revelou diferengas entre os grupos Sham e OVZ. Houve significativo declinio na taxa de
aposicao com o tempo (p=0,000). O grupo da dieta pobre em célcio teve maior taxa de aposicdo mineral
(p=0,000). Conclui-se que deficiéncia hormonal e reducdo do esforco mastigatério ndo alteram aposicédo
mineral éssea. Apesar da extracdo do 1° molar inferior, a consisténcia enrijecida da dieta pobre em célcio
favoreceu aposicdo mineral 6ssea na regido do antagonista, provavelmente por dissipacdo de forcas

incidentes sobre o 2° molar superior.
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Introducao

A osteoporose € a mais comum e mais
significativa osteopatia metabdlica. Caracteriza-se
pelo aumento da porosidade do esqueleto
resultando na diminuicdo da massa Ossea e 0s
0sSs0s tornam-se susceptiveis as fraturas. Apesar
de poder ser secundaria a varias condicbes, as
formas de osteoporose mais comuns sdo as que
se desenvolvem no envelhecimento e na pos-
menopausa (Rosenber, 2005). 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
Ossea. Consequentemente ocorre perda da massa
O0ssea (ROBLING et al 2006).

A consisténcia da alimentacdo foi alvo do
estudo de Yamamoto (1996) no qual foram
determinados 0 posicionamento dentario e
parametros histomorfométricos em ratos em fase
de crescimento, que foram submetidos a dieta
liquida em comparagdo ao grupo controle. Sendo
assim o autor deu énfase no estudo do
crescimento maxilar, encontrando diferencas
significativas nos niveis e nos locais de aposicao
O6ssea conforme o tipo de dieta. Moriya et al.
(1998) realizaram um estudo para verificar a
relacdo entre osteoporose experimental e a perda
Ossea alveolar induzida por meio da ovariectomia
em ratas com dieta padréo ou pobre em célcio. Na

densidade mineral, tanto na maxila quanto na
mandibula, foi constatado que ndo houve uma
diferenca significante entre os grupos SHAM e
OVZ que receberam dieta padrdo, mas 0s que
receberam dieta  deficiente em célcio
apresentavam menor massa Ossea. Assim,
concluiram que a osteoporose isoladamente néo
corresponde a um fator de perda éssea nestes
0SSO0S.

Portanto este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito da redugdo do esforgco mastigatorio
e da dieta deficiente em calcio na perda 6ssea
decorrente da deficiéncia estrogénica,

Materiais e Métodos

Foram operadas e eutanasiadas 84 ratas
adultas (Rattus norvegicus, variacdo albinus,
Wistar) com 90 dias de idade, peso aproximado de
300g . Estes animais foram aleatoriamente
divididos em:

a) Grupo Ovariectomizado placebo (OVZ)
constituido por 21 ratas, as quais receberam
placebo (4gua), via oral, alimentadas com ragéo
comercial padréo.

b) Grupo Racédo Moida (MOI) - constituido por
21 ratas, as quais receberam placebo (agua), via
oral, alimentadas com racao comercial moida;

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

Os 21 animais do grupo SHAM também
receberam placebo (agua) via oral, diariamente.
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 o0 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 solucéo de formol a 10%
durante o tempo minimo de 48 horas,
radiografadas e incluidas em resina, em frascos
de vidro. Apoés inclusdo em resina analisou-se a
taxa de aposicdo Ossea, por microscopia de
fluorescéncia. Mediu-se a distancia entre 2 linhas
de tetraciclina nas trabéculas, pelo programa
Image J.

Resultados

Os cortes ainda nédo corados foram
fotografados em microscopio de fluorescéncia
Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkdchen,
Alemanha), com ocular de 10x e objetiva de 40X,
digitalizadas utilizando-se cémera digital Sony
(modelo Cybershot), acoplada ao microscépio. A
andlise histomorfométrica utilizou o programa
Image-J. Foi medida a distancia entre as duas
marcacdes de tetraciclina (Figura 4a e 4b) em trés
locais diferentes, em aproximadamente 10 campos
para cada animal, e obtida uma média. Tais
campos localizavam-se nas proximidades do
primeiro molar maxilar esquerdo. A média foi
dividida pelo intervalo de tempo entre os dois
periodos de administracdo do marcador 6sseo, e
obtida a taxa de aposicdo mineral diaria expressa
em micrdmetros por dia.

Os dados foram comparados estatisticamente
segundo duas abordagens. Na primeira, foram
considerados os efeitos dos fatores: ovariectomia
e do tempo de sacrificio na remodelacao 0ssea, e
efetuado o teste de andlise de variancia (ANOVA,
dois fatores). Na segunda abordagem, os grupos
ovariectomizados que receberam racdo comercial
padrdo, racdo comercial moida e racéo deficiente
em calcio foram comparados pelo teste de andlise
de variancia (ANOVA, dois fatores — tempo de
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Tempo
de 2 304955 152477 493 0.00
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Sacrificio
gormonl 1 0504 0504 163 8’21
:)mera@a 2 1000 0500 1,62 g’21
Erro 36 11,126 0,309
Total 41 317,584

Tabela 1 — ANOVA dois fatores, para os dados
das taxas de aposicao mineral diaria, tendo como
variaveis o tempo de sacrificio e presenca ou
auséncia dos hormonios ovarianos

O teste de Tukey (Tabela 2) efetuado em
seguida mostrou que taxa de aposicdo mineral
diaria decaia com o decorrer do tempo, ndo
diferindo entre os grupos SHAM e OVZ.

Tgm_po de Média GruE)os
Sacrificio homogéneos

7 6,8464 A

21 1,6236 B

45 0,7400 C

Tabela 2 — Teste de Tukey para os dados
referentes a taxa de aposigdo mineral diaria entre
0s grupos SHAM e OVZ, com relacdo ao tempo de
sacrificio. *médias seguidas de mesma letra nao
diferem estatisticamente

A comparacdo pelo teste ANOVA (Tabela 3)
revelou diferencas estatisticas entre os grupos
ovariectomizados com relacéo as dietas ingeridas
apos a ovariectomia. Os animais ovariectomizados
que receberam dieta moida e deficiente em calcio
diferiram daqueles que foram alimentados com
dieta comercial padrdo. O fator tempo de
sacrificio, bem como a interagéo entre o tempo e 0
tipo de dieta também foram significantes.

Grau de Soma dos Quadrado

sacrificio e dieta). Sempre que a andlise de ) . F
variancia revelava diferencas estatisticas, o teste liberdade Quadrados Medio
de comparagdo multipla de Tukey era efetuado. Tempo
O teste ANOVA (Tabela 1) revelou diferengas de 2 416,749 208,375 554,65 0,000
entre os grupos SHAM e OVZ com relacdo ao S_aC“f'C'O
tempo de sacrificio, mas ndo em relacdo a dieta 2 60,196 30,098 80,11 0,000
ovariectomia. Intera(;éo 4 83,461 20,865 55,54 0,000
Erro 54 20,287 0,376
Grau Soma Quadra = Total 62 580,693
de dos do P
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Tabela 3 - Andlise de variancia para os dados
referentes a taxa de aposicdo mineral diaria dos
grupos, tendo como variaveis o tempo de sacrificio
e as dietas.

Com relagcdo a dieta, os grupos MOl e OVZ
foram semelhantes entre si e estatisticamente
diferentes do grupo ESP, de acordo com o teste
de Tukey (Tabela 4).
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Hormonio Média Grul?os
homogéneos

ESP 5,2033 A

ovz 3,1795 B

MOl 3,0833 B

ESP 7 74586 A
ESP 21 73971 A
ovz 7 69829 A
MOl 7 66071 A
ovz 21 1,0071 B
MOl 21 1,8914 B
ESP 45 07543 C
MOl 45 07514 C
ovz 45 06486 C

Tabela 4 — Andlise de Tukey para os dados
referentes a taxa de aposigdo mineral diaria entre
0S grupos ovariectomizados e as dietas ingeridas
com relagdo ao tempo de sacrificio. *médias
seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente

Verificou-se que 0s grupos tiveram taxas de
aposicdo decaindo com o decorrer do tempo de
acordo com o teste de Tukey (Tabela 5).

Tg[‘n.po de Média GruE)os
Sacrificio homogéneos

7 7,0162 A

21 3,7319

45 0,7181 C

Tabela 5 — Andlise de Tukey para os dados
referentes a taxa de aposicdo mineral diaria tendo
como variavel o tempo de sacrificio. *médias
seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente

A Tabela 6 mostra que os grupos ESP, OVZ e
MOI aos 7 dias foram estatisticamente
semelhantes entre si. Aos 21 dias, os grupos OVZ
e MOI foram estatisticamente semelhantes entre si
e diferentes do grupo ESP. Aos 45 dias todos os
grupos foram estatisticamente semelhantes entre
si.

Tempo
Hormoénio de Média
Sacrificio

Grupos
homogéneos

Tabela 6 — Analise de Tukey para os dados
referentes a taxa de aposicao mineral diaria tendo
como variaveis o tempo de sacrificio e presenca
ou auséncia dos hormonios ovarianos. *médias
seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente

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.

Os resultados do volume trabecular dos
animais que receberam racao deficiente em célcio
foram inesperados, uma vez que a literatura relata
perda 6ssea acentuada utilizando esta
metodologia (Tedfilo et al., Moriya et al., Hara et
al.). Observou-se que a média do grupo ESP foi
inferior & do grupo OVZ, mas sem significancia
estatistica. O mesmo ocorreu na analise
radiografica. Diante disso, acredita-se que uma
técnica mais sensivel, que permita analise
detalhada da regido, com a observacdo de um
ndmero maior de niveis histologicos talvez
apresente resultados mais refinados.  Sendo
assim, considera-se de grande interesse a
comparacdo dos resultados histomorfométricos
obtidos neste estudo baseados na andlise de
cortes de material ndo desmineralizado com
aqueles que poderiam ser obtidos a partir de
material desmineralizado.

A diminuicdo do volume trabecular no grupo
ovariectomizado que recebeu ragdo padrdo moida,
guando comparado ao que recebeu racdo padréo
confere uma informacdo importante para os
futuros trabalhos sobre remodelacdo Oéssea
maxilar com ovariectomia. O esforco mastigatério
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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 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. Os estudos encontrados na literatura
sobre a consisténcia da dieta ndo utilizaram esta
estratégia em ratas ovariectomizadas com o intuito
de provocar maior perda Ossea, mas sim,
verificaram alteracbes no desenvolvimento 6sseo
de animais em crescimento (Yamamoto et al.).

O volume trabecular das ratas que receberam a
racdo especial foi ligeiramente superior aquele
encontrado nas ratas alimentadas com racéo
moida. Este fato pode ser devido a consisténcia
extremamente rigida da dieta especial. Em outro
estudo deste grupo de pesquisa, tal racdo foi
moida para administracdo aos animais, o que foi
de grande dificuldade, utilizando-se um moedor de
café manual, diferentemente da racdo comercial,
qgue facilmente fragmenta-se. Talvez este seja o
motivo pelo qual a deficiéncia em calcio nédo
causou perda Ossea consideravel nas ratas, uma
vez que a dieta deficiente em célcio utilizada nédo
foi moida.

A comparacdo das dietas mostrou que o grupo
que recebeu a dieta deficiente em célcio teve
maior taxa de aposicdo mineral diaria. Acredita-se
gue deficiéncia hormonal e a reducédo do esforco
mastigatério nao alteram a aposicdo mineral
Ossea. Apesar da extracdo do 1° molar inferior, a
consisténcia enrijecida da dieta deficiente em
célcio favoreceu a aposicdo mineral 6ssea na
regido do antagonista, provavelmente por
dissipacdo de forcas incidentes sobre os outros
molares superiores.

Concluséo

Conclui-se que a ovariectomia ndo causa perda
O0ssea maxilar na regido do primeiro molar, mesmo
na auséncia do dente antagonista, a racdo
deficiente em calcio ndo colabora com perda
0ssea adicional no modelo utilizado, mas causa
aumento da taxa de aposicao mineral 6ssea diaria,
provavelmente em virtude de sua consisténcia, a
racdo comercial moida mostra-se uma boa
alternativa para o estudo da perda éssea maxilar
em ratas ovariectomizadas.
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