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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar, através de analise morfolégica, os efeitos da
osteoporose na remodelagdo dssea de ratas em diferentes tempos experimentais (21
e 40 dias). Ratas adultas (n= 24), da linhagem Wistar, com 3 meses de idade foram
incluidas no estudo. Doze animais foram ovariectomizados (grupo OVX) e 12 foram
operados por simulacdo (grupo C). Noventa dias apés a cirurgia todos os animais
foram anestesiados, e a lesao perirradicular foi desenvolvida nos primeiros molares
inferiores esquerdos através de abertura coronaria na féssula mesial da superficie
oclusal até a exposicdo pulpar. Ao final de cada periodo experimental (21 e 40 dias
apos desenvolvimento da leséo), os animais foram sacrificados e as mandibulas foram
removidas e preparadas para andlise quantitativa da espessura do ligamento
periodontal em microscopio 6ptico. A analise comparativa dos dados realizada através
dos testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis e Dunn’s Multiple Comparison. Foi
possivel verificar aumento significativo na espessura do ligamento periodontal do
grupo C 21 quando comparado ao grupo OVX 40 dias (p <0.01) e C 40 comparado ao
grupo OVX 40 dias (p <0.01). A osteoporose demonstrou sinais de reabsor¢géo no 0sso
alveolar em todas as amostras, através da presenca de osteoclastos. Os resultados
revelaram influéncia da osteoporose com espessamento do ligamento periodontal

significativo em animais com maior tempo de exposicdo a doenca.

Palavras-chave: Osteoporose, leséo perirradicular, ligamento periodontal



ABSTRACT

The aim of this study was to verify, through morphological analysis, the effects of
osteoporosis on bone remodeling of rats at different experimental times (21 and 40
days). Adult (n = 24) Wistar 3-month-old female rats were included in the study. Twelve
animals were ovariectomized (group OVX) and 12 were operated by simulation (group
C). Ninety days after surgery all animals were anesthetized, and the periradicular
lesion was developed in the left lower first molars through a coronary opening in the
mesial fossil of the occlusal surface until pulp exposure. At the end of each
experimental period (21 and 40 days after lesion development), the animals were
sacrificed and the mandibles were removed and prepared for quantitative analysis of
periodontal ligament thickness under an optical microscope. The comparative analysis
of the data performed through the nonparametric Kruskal-Wallis and Dunn's Multiple
Comparison tests. It was possible to verify significant increase in the periodontal
ligament thickness of group C 21 when compared to group OVX 40 days (p <0.01) and
C 40 compared to group OVX 40 days (p <0.01). Osteoporosis showed signs of
alveolar bone resorption in all samples, through the presence of osteoclasts. The
results revealed the influence of osteoporosis with significant periodontal ligament

thickening in animals with longer exposure to the disease.

Keywords: osteoporosis, apical periodontitis, periodontal ligament



1. INTRODUCAO

A osteoporose pode ser definida como uma doenga do esqueleto caracterizada
pelo comprometimento da resisténcia e da qualidade 6sseas, com deterioragcdo de
sua microarquitetura, predispondo a aumento do risco de fraturas. Muitos fatores
contribuem para o desenvolvimento da osteoporose: idade, 0 sexo e a raga estao entre
os fatores determinantes da massa 0ssea e do risco de fraturas. Outros fatores
como: niveis adequados de célcio, vitamina D, fatores nutricionais, peso corporal,
habitos de vida e inatividade fisica também interferem para o aparecimento da doenca
(YAMASHIRO et al. 2001). A osteoporose ainda se classifica em primaria (ldiopatica
ou Involucional) e secundaria (doencas do aparelho digestivo, cirurgias, doencas
inflamatoérias crénicas, endocrinopatias, doencas infecciosas, ou farmacos). Nos
homens, a osteoporose secundaria é 30% a 60% mais frequente. A deficiéncia de
esteroides sexuais, caracteristica da osteoporose, quebra a homeostase natural de
remodelacdo 0ssea, levando a um aumento da porosidade 6ssea e do risco ao

desenvolvimento de fraturas.

Estima-se que 200 milhdes de pessoas em todo o mundo sejam atingidas pela
osteoporose, e mais de 75 milhdes de pessoas na Europa, Japéo e os Estados Unidos
possuem risco de fraturas em torno de 15% (EGHBALI FATOURECHI et al. 2003;
JEONG et al. 2005). Trinta por cento dos norte-americanos adultos séo afligidos por
dores articulares, inchacos e restricdo de movimentos devido as desordens musculo
- esqueléticas. No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), cerca de 15 milhdes de brasileiros apresentavam-se propensos a
osteoporose em 2000, sendo estimado que em 2020 esse numero atinja 18 milhdes

de individuos.

Segundo YAMASHIRO et al. (2001), TANAKA et al (2002), o principal fator da
osteoporose pos-menopausa humana é a diminuicdo dos niveis de estrogénio,
acarretando aceleracdo da atividade de reabsor¢cédo, levando a uma perda O0ssea
excessiva e sustentada, que resulta em um balanc¢o negativo de céalcio na mandibula,

maxila e ossos longos.
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Durante o periodo reprodutivo, o estrogénio predominante na circulagédo € o
estradiol, horménio sintetizado primariamente pelos ovarios, que constitui 60% do
estrogénio circulante nas mulheres na pré-menopausa e que, adicionalmente, pode
ser secretado pela placenta ou ser convertido perifericamente em certos tecidos, como
0 adiposo (EGHBALI FATOURECHI et al. 2003; JEONG et al. 2005).

No climatério ou perimenopausa (meses ou anos proximos ao ultimo ciclo
menstrual), ocorre uma reducdo na producdo de estrogénios e consequente
inabilidade responsiva a gonadotropina, ao horménio foliculo-estimulante (FSH) e ao
hormonio luteinizante (LH).

HENDRIX (2005) afirma que no periodo pds-menopausa 0s ovarios continuam
a producao de androgénios que sado convertidos em estrogénios. Porém, MAELEY &
MORTITZ (2003) e BUENO et al. (2004) mostram que a producao extra glandular do
estrogénio se torna predominante, sendo que o principal estrogénio plasmatico
verificado nesse periodo € a estrona, horménio mais fraco que o estradiol e que néo

demonstra alterac¢des ciclicas em sua concentragao.

As lesdes perirradiculares constituem uma resposta inflamatéria e imune contra
patégenos bacterianos que infectam e destroem a polpa dental em consequéncia a
formacdo de caries dentérias e traumas. Este processo inflamatério resulta em

destruicdo do osso alveolar ao redor do apice dentario (FUMISHIGE et al. 2009).

Embora existam protocolos altamente eficazes a erradicacdo da doenca de
origem endodontica, respostas diferentes a infeccdo podem ocorrer ao mesmo tipo de
tratamento, quando estes apresentam fatores que, embora ndo sejam a causa,
possam influenciar na susceptibilidade, desenvolvimento ou severidade da doenca,
principalmente por deficiéncias na resposta do sistema imunoldgico.Tal fato pode
esclarecer o surgimento de sintomatologia dolorosa em casos assintomaticos, a cura
tardia de algumas lesfes, e explicam por que canais bem tratados podem resultar em
fracasso. Os modificadores da doenca com potencial de influenciar a leséo
perirradicular incluem condicdes sistémicas (diabetes e infec¢des virais), genética
(polimorfismo genético), e habitos adquiridos (fumo) (SIQUEIRA, 2011).

Os principais mecanismos biologicos responsaveis pelo ganho e perda 6ssea
durante o crescimento normal e a vida adulta sdo os mesmos em seres humanos e

ratos. Sabe-se também que ratos e humanos respondem similarmente a terapia
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hormonal. Por isso, murinos séo ideais para a avaliagado do agente terapéutico para a
prevencao da osteoporose (OLIVERA et al. 2003; FITTS et al. 2004)

Os resultados de BRASIL et al. (2016) demonstraram através de PCR
alteracdes dsseas resultante de longo periodo de deficiéncia de estrogénio em ratas,
influenciando na progresséo de lesdes perirradiculares.

Outros trabalhos demonstraram forte associagéo entre a osteoporose e a Lesdo
Perirradicular. Entretanto, a comparacao entre os achados é dificultada pela diferenca
existente entre as metodologias (GILLES et al. 1997; LIU et al. 2012; LOPEZ-LOPEZ
et al. 2015; BRASIL et al. 2016).

A osteoporose causada pela deficiéncia de estrogénio leva a um aumento da
reabsorcdo 6ssea e a uma diminuicdo na possibilidade de reparo. E provavel que esta
condicdo exerca influéncia sobre a evolucdo das lesGes perirradiculares, que sao
processos inflamatérios que resultam em destruicdo do osso alveolar ao redor do
apice dentario, podendo promover espessamento do ligamento periodontal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Deficiéncia de estrogénio e a osteoporose
Os horménios sexuais tém importante papel no crescimento 6sseo e na

manutencao do pico de massa 0ssea. Existem claras evidéncias que a diminui¢cao ou
auséncia de estrogénio leva a progressiva reducdo da massa Ossea. Assim, na
menopausa precoce, pode-se observar acelerada perda 6ssea com instalacdo mais
rapida da osteoporose (AIRES et al.,1991).

BANDEIRA et al. 2000, afirmam que a diminuicdo do estrogénio é o fator
determinante e responsavel pela génese da osteoporose apds a menopausa, sendo
a perda 6ssea mais intensa nos cinco anos seguintes. Por isso, essa condicdo é
mais frequente e mais dramatica nas mulheres, que chegam a perder cerca de 40%-
50% da massa 0ssea até o final da vida.

Com a diminuicdo da secrecdo de estrogénio na menopausa ocorre maior
atividade metabdlica éssea, ou seja, maior ritmo na remodelacdo 6ssea. Segundo
RUSSO et al.,, 2001, com a diminuicdo do estrogénio na menopausa, algumas
mulheres perdem densidade mineral 6ssea de 1 a 5% ao ano, e em 5 anos perderam
acima de 25%.

SILVA & JUDAS (2013) afirmam que o osteoclasto é uma das células mais
especializadas do corpo humano, tendo como principal funcao a reabsorcdo 6ssea,
através de um conjunto de enzimas, moléculas de adesdo e mecanismos de
reconhecimento, que permitem um equilibrio entre a reabsorcdo e a deposicdo de
tecido 6sseo. Ele é fundamental na manutencdo de uma massa e estrutura 6ssea
adequada ao longo da vida, mas ao mesmo tempo esta também envolvida em varios
processos patoldgicos do esqueleto, nomeadamente a osteoporose, a Doenca
de Paget e as metastases 0sseas.

Os osteoclastos produzem varias enzimas que promovem a reabsorcao do
0SS0, mas a principal € a fosfatase acida. Estas enzimas sao capazes de remover 0
calcio e fosforo inorganico a partir do tecido 6sseo, decompor materiais organicos, tais
como o colageno (que constitui o préprio 0sso). Quando um osteoclasto digere o
tecido 0sseo, ele veda-se acima de um entalhe no osso. Isto cria uma regido

conhecida como um poc¢o de reabsor¢ao abaixo da célula.
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O processo de remodelacdo ocorre em pequenos conjuntos de células
chamadas de unidades multicelulares béasicas de remodelacao éssea (BMU), sendo
caracterizado pelo acoplamento das funcbes dos osteoclastos e osteoblastos
(BORELLI, 1994). O sinal que inicia a remodelacdo ndo estd completamente
identificado, mas é evidente que forcas mecanicas podem ser capazes de alterar a
arquitetura 6ssea local (TURNER & ROBLING, 2004).

O primeiro estagio da remodelacdo envolve o recrutamento das células
precursoras de osteoclasto para o 0sso. Essas, presentes em tecidos hematopoéticos,
como na medula 6ssea, respondem a sinais fisicos e hormonais, e, concentrando
sobre determinada regido da superficie 6ssea que sera reabsorvida, fundem-se e
transformam-se em osteoclastos multinucleados (KOBAYASHI & KRONENBERG,
2005).

A diferenciacao das células progenitoras em osteoclastos ocorre por meio de
um mecanismo que envolve a interagdo célula a célula com células osteoblasticas
(SUDA, 1997). Para MEIKLE, (1992), apds a diferenciacdo, a superficie dssea €&
preparada com a remocdo da camada de ostedide ndo-mineralizado pelos
osteoblastos de revestimento que produzem enzimas proteoliticas, como as
metaloproteinases, colagenases e gelatinases. Esse processo facilita 0 acesso dos
osteoclastos ao 0sso subjacente. Ja YASUDA (1998) afirma que os mecanismos de
recrutamento, diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos ndo sdo totalmente
conhecidos. Novas descobertas tém contribuido para uma melhor compreenséao
destes mecanismos e de sua sequéncia de eventos. A osteoprotegerina (OPG), uma
proteina homologa aos membros da superfamilia de receptores do TNF, que atua
como um inibidor soltvel da maturacgéo e ativacdo dos osteoclastos.

A regulacdo do remodelamento ésseo ocorre por meio de fatores locais e
sistémicos, que atuam sobre a replicacao de células indiferenciadas, recrutamento e
a funcdo das células Osseas. Entre os fatores locais, 0 sistema osteoprotegerina
(OPG) /receptor ativador de NF-kB (RANK)/ ligante de RANK (RANKL), indica que o
processo de reabsorc¢éo e formacao sao acoplados. A interagdo entre RANK e RANKL
€ a via mais conhecida na diferenciacéo e ativacdo osteoclastica. O RANK promove a
maturacao osteoclastica por meio do aumento da expressdo de genes especificos,
incluindo o fator de transcricdo c-Fos. Horménios da tiredide e estrégeno influenciam
diretamente o metabolismo 6sseo. O T3 aumenta a expressdao do RANKL em

células pré-osteoblasticas, ativando a osteoclastogénese. Niveis adequados de
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estrdgeno no organismo garantem a supressdo de citocinas que induzem a
proliferacédo e a diferenciacao de osteoclastos. (NOGUEIRA, 2012)

LIANZA (1982), AIRES (1991) mostram que a perda de hormonios,
principalmente do estrogénio, causa a perda de massa 0ssea, pois, esse hormonio
estimula os osteoblastos, inibe os osteoclastos e aumenta os niveis de paratorménio
(PTH), levando a descalcificacdo dos 0ssos e eliminacdo do excesso de calcio através
da urina.

Pacientes submetidas a ovariectomia também vivenciam alteracdo no
metabolismo 6sseo, porém de manifestacdo aguda, acarretando uma maior atividade
de reabsorcao 6ssea quando comparada a atividade neo-formadora, o que resulta em
uma diminuicdo da densidade mineral inicial maior que em pacientes em menopausa
fisiolégica (WHITE et al. 2002).

De acordo com BERNICK (1963), WEINSTEIN (2000), o estrogénio € um
hormonio esterdide que inibe a reabsorcdo 6ssea, e que inicialmente, desenvolve um
guadro de osteopenia e, em seguida, a osteoporose.

KAWAMOTO & NAGAOKA (2000) avaliaram influéncia da deficiéncia de
estrogénio na reparacdo Ossea alveolar, observando ratas ovariectomizadas. Os
autores concluiram que as alteracdes 6sseas alveolares induzidas por oclusdo
traumatica foram agravadas pelos baixos niveis de estrogénio. Eles verificaram que a
dindmica déssea alveolar induzida pelo trauma oclusal foi aumentada pela deficiéncia

de estrogénio consequente a remocao dos ovarios.

CAO et al (2001) avaliaram a densidade mineral 6ssea trabecular e cortical do
rebordo edéntulo de coelhas submetidas a ovariectomia através de tomografias
computadorizadas, objetivando avaliar a associa¢cao entre perda da fungédo ovariana
e as mudancas na densidade mineral 6ssea mandibular. Os autores concluiram que
ha uma associacdo entre perda da funcdo ovariana e reducdo da massa 6éssea

mandibular, especialmente no osso trabecular.

Em estudo experimental, ORRICO et al. (2007) verificaram que o periodo de
induc&o da ovariectomia em ratas influencia tanto a densidade 0ssea femoral quanto
a perda 6ssea vertical em molares com doenca periodontal induzida por ligaduras,
sendo todos grupos expostos ao mesmo periodo de inducédo da doenca.

WACTAWSKI-WENDE et al. (2005) investigaram a associacdo entre

osteoporose e altura da crista 0ssea alveolar em estudo realizado com pacientes no



17

periodo pés-menopausa. Os autores verificaram uma forte associagdo entre essas
variaveis. Outro estudo que também avaliou a inter-relagéo entre osteoporose e perda
Ossea foi o de TEZAL et al. (2000). Foram examinadas 70 mulheres na pos-
menopausa (51 a 78 anos), verificando a densidade mineral dos ossos da coluna
lombar e do fémur com o uso de absorciometria de raio-x de dupla energia. Como
resultados, os autores demonstraram que a perda éssea mineral do esqueleto estava
substancialmente relacionada a osteoporose causada pela pdés-menopausa.
MEALEY & MORITZ (2003) em seus estudos, chegaram concluiram que baixos
niveis de estrogénio alteram o metabolismo do coldgeno, incluindo a manutencéo

0ssea, 0 que pode exercer uma tendéncia ao desenvolvimento da osteoporose.

Para MANOLAGAS (2000), a deficiéencia de estrogénio promove perda de
massa Ossea em decorréncia do desequilibrio da remodelacdo Ossea, a qual
determina maior reabsor¢cdo em relacdo a neoformacdo Ossea, e FRIBERG et al.
(2001), afirmam que os efeitos da osteoporose sdo maiores nos 0ssos longos, como

o fémur, ou nos 0ssos da coluna.

ORWOLL (2000) reafirma que em mulheres durante e imediatamente apos a
menopausa, a taxa de perda dssea se acelera devido a deficiéncia de estrogénio. A
diminuicdo acelerada da massa 0ssea, apos a Ultima menstruacdo, pode ser até 10
vezes maior do que a observada no periodo de pré-menopausa, sendo que nos
primeiros 5 a 10 anos que seguem a Ultima menstruacdo essa perda pode ser de 2%
a 4% ao ano para 0sso trabecular e de 1% ao ano para 0sso cortical.

BONNELYE et al. (2002) estudaram ratas ap6s ovariectomia e sugeriram que
o ERR (Estrogen Receptor-Related) é importante ndo sé em osteoblastos mas
também em osteoclastos e no desenvolvimento de adipdcitos. O ERR pode ter uma
funcdo em deficiéncia de estrogénio / osteoporose pés-menopausa por meio de acdes
em todos os trés tipos de células. Com base em nossos dados, a diminuigdo de ERR
no modelo de rato ovariectomizado de osteoporose pds-menopausa pode participar
na regulagéo do decréscimo da formacéo de osso e no aumento da reabsorgéo 0ssea
também em humanos na osteoporose pos-menopausa. Portanto, o bloqueio da
diminuicdo de ERR observado ap6s ovariectomia com deficiéncia de estrogénio ou o
uso apropriado de agonistas e antagonistas de ERR apresenta uma nova abordagem

terapéutica para perturbacdes osteopénicas, tais como a osteoporose.
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2.2 Efeito de outros mediadores na fisiopatologia da osteoporose

A visao revisionista proposta por Manolagas (2000), que indica que a perda
0ssea relacionada com a idade é independente da deficiéncia de estrogénios e €&
impulsionada néo por fatores relacionados com a idade de células-autbnoma, podem
ser em grande parte correta para o 0sso trabecular. Na verdade, a causa de perda de
0sso trabecular antecedeu o inicio da deficiéncia de esterdides sexuais em ambos os
sexos, devido a processos independente de mais estrogénio, ou seja, 0 0SSO
trabecular pode exigir niveis mais elevados para a sua regulacéo. No entanto, para o
0sso cortical, (compreende mais de 80% do esqueleto e que € o principal contribuinte
para o risco de fraturas), os dados ainda apoiam a visdo de que a deficiéncia de
estrogénio é a principal causa de perda 0ssea pos-menopausa em mulheres e perda
0ssea relacionada com a idade em ambos os sexos. Porém, com base em inUmeros
estudos previamente citados, os processos de envelhecimento contribuem para a
perda 6ssea no 0sso trabecular e cortical. Além disso, uma série de fatores
secundarios (por exemplo, deficiéncia de vitamina D) também tem um impacto sobre
a perda 0ssea subjacente com o envelhecimento em cada individuo. De forma sucinta
e aluz de novos dados mecanicistas de investigacao e basicos clinicos, modificacdes
no modelo original tem sido propostas. O modelo unitério (que continua a enfatizar o
papel central de estrogénio), e 0 modelo revisionista (que enfatiza a dependéncia do
envelhecimento para alteracdes em células 6sseas), sdo complementares e cada um
€ mais apropriado em lugares especificos no esqueleto.

FINKELSTEIN et al. (2008) e RIGGS et al. (2008) afirmam que a perda 6ssea
comeca antes da menopausa e tal afirmativa é suportada por resultados de outros
estudos recentes. A perda de 0sso parece ocorrer no 0sso trabecular interior, em vez
do cortex exterior. MARTIN & GADDY (2006), acrescentam que desde que apenas a
perda de estrogénio ndo pode explicar as mudancas, o interesse centrou-se sobre
outros hormoénios cujos niveis mudam em menopausa precoce. Hormdnios que
tenham sido previamente pensadas para regular a Unica fungéo reprodutiva, tal como
a hormona foliculo-estimulante e as activinas e inibinas, agora tém sido associados a
efeitos diretos importantes sobre a densidade 6ssea e podem ser responsaveis por
esta perda precoce. COOPER (2002) finaliza dizendo que um aumento progressivo
na sensibilidade de osso para glicocorticéides enddgenos tem sido proposta como

uma causa da perda 6ssea relacionada com a idade.
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Realizaram um estudo transversal com 368 mulheres adultas saudaveis, com
idade entre 35 e 60anos foi realizado por XI-YUWU et al. (2013). Foram
medidos a densidade mineral 6ssea, e calculadas as taxas de diminuicdo da DMO e
avaliados os niveis séricos de horménio foliculo-estimulante (FSH), horménio
luteinizante (LH) e estradiol. Apds estas analises, 0s autores concluiram que, em
mulheres chinesas, a diminuicdo da densidade mineral 6ssea durante a menopausa

esta associada a FSH e LH niveis, em vez de estradiol.

SAIF-ABDUL et al. (2012) verificaram a acao de delta-tocotrienol em
combinacéo de lovastatina sobre os parametros bioquimicos e de histomorfometria
Ossea estaticos em um modelo de rato pés-menopausa. Foram utilizadas 48 ratas
aleatoriamente divididas em 6 grupos: controle de controle operado por simulacéo,
controle ovariectomizados, ovariectomizados e 11 mg/kg de lovastatina,
ovariectomizados e 60 mg/kg deltatocotrienol, ovariectomizados e 60 mg/kg de delta-
tocotrienol + 11 mg / kg de lovastatina. Estes tratamentos foram realizados
diariamente via sonda oral durante 8 semanas. A associa¢ao de delta-tocotrienol com
a lovastatina demonstrou um aumento significativo da formacao e reabsorcao 6sseas
reduzida em comparacdo com 0s outros grupos. Portanto, o tratamento combinado,
sinérgico ou aditivo, tem o potencial para ser usado como um agente antiosteoporético
em pacientes que estdo em risco de osteoporose e hipercolesterolemia,

especialmente em mulheres na p6s-menopausa.

CRANNEI et al. (2006) concluiram que nos pacientes com osteoporose
grave, o horménio paratiréide humano reduz o risco de novas fraturas vertebrais e nao
vertebrais nas mulheres na pés-menopausa com fraturas anteriores e aumenta a
densidade mineral 6ssea da espinha lombar e colo do fémur, demonstrados através
de ensaios clinicos durante um anoem 9 mulheres na p0s menopausa e com
osteoporose, e 3 homens com osteoporose.

DEQUEKER etal. (2012) avaliaram a relagdo da |IL-17 com a
osteoporose. Inspirados nos estudos de ADAMOPOULOS et al (2010) ratas foram
submetidas a ovariectomia, e apos 4 semana de deficiéncia de estrogénio, o grupo de
ratas demonstrou diminuicdo substancial no osso trabecular; enquanto os que nao
possuiam IL-17 foram totalmente protegidos. Estes dados sugerem que a IL-
17 média a perda 6ssea induzida por ovariectomia e a redugdo de IL-17 protege

contra a osteoporose poés-menopausa. Para confirmacéo do estudo, foi aplicado um
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anti-IL-17 em ratas com ovariectomia ou operagcao simulada. Em 2 semanas, 0 0SS0
trabecular foi significativamente diminuido nas ratas de controle, enquanto que as
ratas que receberam, anti-IL-17 ndo demonstraram nenhuma alteragcéo. As diferencas
chegaram a 40% em 4 semanas, enquanto nos animais controle, foi completamente
abolida pelo anticorpo. Portanto, foi estabelecido que o IL-17 media a osteoporose
com deficiéncia de estrogénio.

TYAGI et al. (2012) estudaram que as células Thl7 produzem IL-17,
e este promove perda Ossea ha artrite induzida por colageno em
camundongos. Quando se bloqueia a acdo da IL-17, os sintomas da doenca s&o
reduzidos. Estas observa¢cfes sugerem que as células Th17 podem estar envolvidas
na patogénese da perda Ossea. Estes achados indicam que a deficiéncia de
estrogénio leva ao aumento da diferenciacdo de células Th1l7 com a regulacdo de
STAT3, ROR-yt e ROR-a e a desregulacdo de Foxp3, faz a diferenciacao de células
Th17. Como o aumento da producéo de IL-17, por sua vez, induz perda éssea pelo
aumento de citocinas pro-osteoclastogénicas, incluindo TNF-a, IL-6 e RANKL de

osteoblastos, e que o bloqueio funcional de IL-17 pode prevenir a perda éssea.

2.3 Osteoporose e areabsorcao perirradicular

De acordo com RODAN (2000), a maioria das doencas do esqueleto adulto
ocorrem devido a excessiva atividade osteoclastica, levando a um desequilibrio na
remodelacdo do o0sso, 0 que favorece a reabsorcdo. Tais doencas incluem a
osteoporose, a doenca periodontal, a artrite reumatoide, o mieloma multiplo e cancros
metastaticos.

A leséo perirradicular se caracteriza pela desordem inflamatoria dos tecidos
perirradiculares causada por agentes etiolégicos de origem endodéntica, cuja
progressao resulta na reabsorcédo do o0sso perirradicular. Sendo assim, no processo
de reabsorc¢éao, as principais células envolvidas sdo os osteoclastos, que degradam a
matriz éssea resultando na lesdo 0ssea perirradicular (BOYLE, 2003; YAO et al;
2005).

PILOTO et al. (2017) afirmam que as lesdes perirradiculares sdo uma
ocorréncia comum em endodontia, podendo ser sintomaticas ou ndo, causando

grandes reabsorgfes 0sseas quando se tornam extensas. Elas podem ser tratadas



21

cirurgicamente (tratamento endodontico seguido de apicectomia), ou apenas com 0
tratamento endodontico.

ARMADA et al. (2006) afirmaram que os efeitos da deficiéncia de esteroides
sexuais causados pela castracédo sao distintos entre ratos machos e fémeas em longo
prazo, com alteracbes Osseas mais acentuadas nas mulheres. As
fémeas ovariectomizadas tiveram um aumento no peso corporal, remodelacdo 6ssea
oral resultante da falta de esteroides sexuais (ap6s 30 dias), sendo mais evidente
depois de 60 e 90 dias de castracdo. O mesmo ocorre com espessura do ligamento
periodontal com a idade e o tempo de ovariectomia. Conclui-se que a falta de
hormonios esteroides sexuais e a idade das fémeas sdo prejudiciais para a saude
ossea.

Entre outros fatores, os estrOgenos e androgenos sao necessarios para
assegurar o normal esqueleto o crescimento, maturagéo e rotatividade. Os receptores
de estrogénio (EEI e / ou ERb) estdo presentes em osteoblastos, e estrogénio e
androgénio retirada aumento da reabsorcao 6ssea, através de um aumento na sintese
e sensibilidade de citocinas locais, como as interleucinas 1 e 6, TNF e prostaglandinas.
Apesar de receptores androgénicos foram identificados na cultura de osteoblastos,
aceita-se que o estrogénio é essencial para o desenvolvimento do esqueleto nos
machos. A perda de massa 0ssea observada apds ovariectomia ou orquiectomia,
mostra a importancia de horménios esteroides sexuais na génese da osteoporose.
Osteoblastos e osteoclastos sao dois tipos de células que formam o tecido 6sseo,
cada um com funcdes especificas. Os primeiros sédo responsaveis pela sintese dos
componentes organicos da matriz 6ssea e localizam-se na superficie do osso. Ja
os osteoclastos permitem a remodelacéo 6ssea (BOYLE, 2003).

Recentes evidéncias tém sugerido que o osteoclasto € uma célula secretora
que produz fatores que podem estimular sua propria formacao e atividade. Estudos
demonstraram que ceélulas osteoclasticas, formadas em cultura de células medulares
de pacientes com doenca de Paget, produzem IL-6 capaz de estimular a formacéo de
osteoclastos e reabsorcdo 6ssea (AMADEI, 2006).

Finalizando, podemos afirmar que quando os osteoclastos sdo regulados por

horménios, a taxa de reabsor¢cado do 0sso pode se apresentar menor que a sintese.
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3. JUSTIFICATIVA

As alteracBes no metabolismo 0sseo caracteristicas da osteoporose, levam a
um aumento da reabsor¢éo 6ssea e a uma diminuicéo na possibilidade de reparo. E
provavel que esta condicdo exerca influéncia sobre a evolugdo das lesdes
perirradiculares, que sdo processos inflamatoérios que resultam em destruicdo do 0sso
alveolar ao redor do &pice dentario, podendo demonstrar a nivel histolégico,
espessamento do ligamento periodontal e predominéancia de células osteoclasticas.
Entender os mecanismos biolégicos e contribuir para melhorar o tratamento de

pacientes com osteoporose.
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4. HIPOTESE

O estado de hipoestrogenismo, acelera a reabsorcdo Ossea, levando a
osteoporose.

Considerando a fisiopatologia da infeccdo endodéntica, espera-se verificar
aumento no espessamento do ligamento periodontal de ratas com lesdes

perirradiculares portadoras de osteoporose.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral
Avaliar a morfologia perirradicular de ratas portadoras de osteoporose, com

leséo perirradicular.

5.2 Objetivos especificos
-ldentificar possiveis alteracdes morfoldgicas de primeiros molares inferiores

com lesdes perirradiculares por microscopia optica.

- Quantificar através de Morfometria a espessura do ligamento periodontal.
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6. MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa esta de acordo com Principios Eticos da Experimentacéo
Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e obteve aprovacéo
do Comité de Etica e Pesquisa Animal da UFF (CEPA), sob o ntimero de protocolo
00134/09.

6.1 Selecdo da Amostra

Para realizacdo deste estudo foram utilizadas ratas adultas (n= 24), da
linhagem Wistar, isogénicas e virgens, com 3 meses de idade, mantidas em gaiolas,
com temperatura ambiente controlada (25 a 27°C), umidade constante e ciclo
claro/escuro de 12 horas (6:00h as 18:00h), recebendo agua e ragdo (Nuvilab, Sogorb
IndUstria e Comércio LTDA, SP, Brasil) fornecidas ad libitum. Os animais foram
mantidos no biotério do departamento de Fisiofarmacologia do Instituto Biomédico da

Universidade Federal Fluminense (UFF).

6.2 Determinacdo das Fases do Ciclo Estral

Coletas diarias de esfregaco vaginal foram realizadas entre 9:00 e 10:00 horas
por um periodo de quinze dias, com a finalidade de selecionar os animais que
apresentavam ciclo estral regular. A coleta do fluido vaginal foi realizada com auxilio
de ponteira plastica contendo solucéo de cloreto de sodio a 0.9%, que foi depositado
em laminas de vidro e analisado a fresco em microscépio 6ptico (Leica DM500,
Heerbrugg, Suécia) com objetiva de 10x e classificadas de acordo com as proporcdes

dos tipos celulares encontrados em cada fase do ciclo estral (MARCONDES, 2002).

6.3 Castragéo

Apols esta etapa de avaliacdo e selecdo da amostra, metade das ratas foi
submetida a remocéo bilateral dos ovarios (ovariectomia), sob anestesia com
Tiopental (Thiopentax, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) (0,1ml /100 g peso corporal),
enquanto as ratas restantes, grupo controle, sofreram apenas estresse cirargico

(pseudo-operadas).



26

6.4 Desenvolvimento de Leséo Perirradicular

Noventa dias apo0s a cirurgia, todos os animais foram anestesiados com
Tiopental (0,1ml /1009 peso corporal), e 0 esmalte e a dentina dos primeiros molares
inferiores esquerdos foram desgastados com broca carbide esférica de %2 (KG
Sorensen, Sao Paulo, Brasil) com motor de baixa rotacdo (Dentec, CS 421, Brasil). A
abertura foi realizada na féssula mesial da superficie oclusal até a exposicdo pulpar.

Desta forma, 4 grupos experimentais foram formados:

Grupo Controle com leséo de 21 dias (C 21 dias): n=6

Grupo Ovariectomizado com leséo de 21 dias (OVX 21 dias): n=6

Grupo Controle com lesao de 40 dias (C 40 dias): n=6

Grupo Ovariectomizado com leséao de 40 dias (OVX 40 dias): n=6

Ao final de cada periodo experimental (21 e 40 dias ap6s desenvolvimento da
leséo), os animais foram sacrificados por exsanguinacao, sob anestesia com Tiopental

(0,2 ml/100 g peso corporal), e as hemi-mandibulas esquerdas foram removidas.

6.5 Microscopia Optica

ApoOs a remocao, as hemi-mandibulas esquerdas foram colocadas em fixador
(Bouin alcoolico) por 24 horas na geladeira (3-10°C), e em seguida, foram imersas em
solucdo descalcificante FAS (4cido acético a 10%, NaCl a 0,85% e solugdo de
formalina a 10%), por cerca de 30 dias em temperatura ambiente. Terminado o
periodo de descalcificacdo as pecas foram incluidas em parafina e os cortes seriados
de 6um, no sentido mésio-distal, e foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE).
(Becak & Paulete,1976; Lillie & Fullmei, 1976) e observados ao Microscépio Optico
(marca Leica, modelo DMRBE).

6.6 Morfometria do ligamento periodontal

Uma analise morfométrica do ligamento periodontal foi realizada com imagens de
cortes mandibulares corados com hematoxilina eosina, utilizando sistema de video
microscoépio (model DMRBE, sony video camera; Leica). A espessura do ligamento
periodontal foi determinada pela distancia entre a regido apical e o osso alveolar
adjacente através do programa do software Image J (National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland).
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7. ANALISE ESTATISTICA

A analise comparativa dos dados obtidos foi realizada através de testes ndo
paramétricos Kruskal-Wallis e Dunn’s Multiple Comparison utilizando o programa
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc, California, USA). A significancia
estatistica considerada foi de p<0.05.
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8. RESULTADOS

No grupo das ratas ovariectomizadas, a superficie 0ssea mostrou-se com
algumas irregularidades associadas a maior presenca de osteoclastos, os quais

apresentaram citoplasma amplo e véarios ndcleos.

Os valores numéricos das médias da espessura do ligamento periodontal
podem ser observados na Tabela 1. Os grupos OVX demonstraram maior espessura
do ligamento periodontal quando comparados aos grupos C. Porém, esta diferenca foi
estatisticamente significativa nas comparagdes C40 x OVX40 (Figura 1). Imagens

obtidas através de microscopia 6ptica podem ser observadas na Figura 2.

Tabela 1: Espessura do ligamento periodontal.

c21 151.9 9.0
ovX 21 169.2 1.2
C 40 154.5 9.4
OVvX 40 212.3 33.8

Os resultados sao expressos por média e desvio patrdo. C: controle de 21, 40 dias e OVX:
ovariectomizadas de 21, 40 dias. Teste Kruskal-Wallis p<0,0083 (valor ajustado pelo teste de Mdltipla
Comparacao de Dunn).
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Figura 1. Analise comparativa da espessura do ligamento periodontal entre os grupos. C:controle,
OVX: ovariectomizadas. Teste Kruskal-Wallis *C 21 vs OVX 40 p<0,01 e #C40 vs OVX 40 p<0,01 (valor
ajustado pelo teste de Mdltipla Comparacéo de Dunn).
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Figura 2: Cortes histolégicos corados com HE de fémeas ovariectomizadas.
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9. DISCUSSAO

A osteoporose compromete a resisténcia e da qualidade Osseas, com
deterioragdo da sua microarquitetura. Este comprometimento pode estar associado
ao aumento das lesdes perirradiculares, considerando que a qualidade e a quantidade
do osso podem ser afetadas com o curso da doenca.

Nossos resultados demonstraram que a reabsorcdo 6ssea perirradicular
induzida pela exposicao pulpar foi observada em todos os grupos experimentais. No
entanto, o grupo submetido a osteoporose por longo periodo de tempo demonstrou
alteracdes morfoldgicas no osso alveolar com espessamento do ligamento periodontal
significativo quando comparados ao grupo de C40 dias. Em estudo experimental,
ORRICO et al. (2007) verificaram que o periodo de inducdo da ovariectomia em ratas
influéncia tanto a densidade 6ssea femoral quanto a perda éssea vertical em molares
com doenca periodontal induzida por ligaduras, sendo todos grupos expostos ao
mesmo periodo de inducdo da doenca periodontal (51 e 150 dias).

Brasil et al. (2016) verificaram que longo periodo de deficiéncia de estrogénio
pode influenciar a progresséao da periodontite apical apés 40 dias de inducao da leséo,
esses resultados estdo de acordo com nosso estudo, e com estudos prévios que
também constataram aumento das lesdes de periodontite apical em ratas OVX (Gilles
et al. 1997, Xiong et al. 2007,Liu et al.2010).

ARMADA, et al. (2006) perceberam que os efeitos da deficiéncia de esteroides
sexuais, causados pela castracao sao distintos entre ratos machos e fémeas, ao longo
prazo, com alteracdes O6sseas mais acentuadas nas fémeas. As fémeas
ovariectomizadas tiveram um aumento no peso corporal, remodelacdo 6ssea oral
resultante da falta de esteroides sexuais (ap6s 30 dias), sendo mais evidente depois
de 60 e 90 dias de castracdo. O mesmo ocorre com o ligamento periodontal e
espessura do osso alveolar, que aumenta com a idade e o tempo de ovariectomia.
Concluiu-se que a falta de horménios esteroides sexuais e a idade das fémeas, mas
nao dos machos, sdo prejudiciais para a saude 0ssea, a analise radiografica revelou
gue as lesbes de periodontite apical em animais OVX foram significativamente
maiores em comparacgao aqueles de grupo controle, esse trabalho esta de acordo com

o presente estudo onde foi observado espessamento do ligamento periodontal
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significativamente maior em OVX em relagao ao grupo C em ratas de 40 dias. C21 vs
OVX40 p < 0,01 e C40 vs OVX40 p< 0,01.
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10.CONCLUSAO

A reducdo dos niveis de estrogénio causados pela castracdo de ratas
demonstrou promover aumento significativo no espessamento do ligamento
periodontal dos animais expostos a osteoporose por maior periodo de tempo. Estes
resultados sugerem que alteragbes désseas como resultado de longo periodo de

deficiéncia estrogénica podem influenciar na progresséao de lesdes perirradiculares.

A perda Ossea oral oriunda da osteoporose é um grande problema para os
dentistas. A quantidade e qualidade do osso mandibular € importante principalmente
para profissionais no planejamento de tratamento protético, implantes e tratamento

endodontico.

O conhecimento das doengas e a anamnese criteriosa se mostra fundamental
para 0 correto atendimento desses pacientes, ajuda o dentista a aconselhar os

pacientes sobre os riscos de perda 6ssea sistémica e oral.
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