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Silveira, V.A.S. Efeitos iniciais da ovariectomia e do tratamento com 
estrógeno e isoflavonas da soja, isolados e associados, na reparação 
óssea alveolar e no útero de ratas [tese]. São José dos Campos: 
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RESUMO 

A terapia de reposição hormonal com estrógenos apresenta efeitos 
potencialmente adversos, portanto, novas terapias têm sido propostas, como as 
isoflavonas da soja. Entretanto, seus efeitos na reparação óssea e no epitélio 
uterino ainda não estão estabelecidos. O objetivo foi investigar os efeitos iniciais 
da ovariectomia e das isoflavonas isoladas e associadas ao estrógeno, na 
reparação óssea e no útero de ratas. Utilizaram-se 120 ratas, sendo 96 
ovariectomizadas e 24 falso operadas (SHAM). As ovariectomizadas foram 
divididas em quatro grupos, recebendo, via oral: 1 mg/kg/dia de valerato de 17β-
estradiol (OVZ-E); 15 mg/kg/dia de isoflavonas (OVZ-I); associação dos 
tratamentos (OVZ-A) e placebo (OVZ). As ratas SHAM receberam placebo. O 
tratamento iniciou-se dois dias após a ovariectomia. Extraiu-se o primeiro molar 
inferior, bilateralmente, 15 dias após a ovariectomia. Os animais receberam o 
tratamento até o sacrifício, aos sete, 21 e 45 dias após as exodontias. O útero foi 
submetido à análise histológica e a mandíbula à análise histológica, 
histomorfométrica estática e dinâmica, imunoistoquímica e por microscopia 
eletrônica de varredura (BSE). Na reparação óssea, não se observou diferença 
no volume trabecular entre os grupos OVZ e SHAM em cada tempo. Na análise 
histológica e no BSE alterações da microarquitetura foram notadas aos 45 dias 
após a exodontia. Verificou-se que o grupo SHAM apresentou média maior de 
volume osteóide aos sete dias quando comparado ao OVZ e que os grupos 
OVZ-E e OVZ-A apresentaram as maiores médias do período. O número de 
mastócitos tendeu a ser maior no grupo OVZ aos 45 dias, apesar de não 
significativo. Forte expressão do TGF-β foi notada aos sete dias, sendo reduzida 
com o decorrer do tempo em todos os grupos. O grupo OVZ-E apresentou 
menor taxa de aposição mineral aos sete dias. Nos demais períodos nenhuma 
diferença foi verificada. Os grupos SHAM, OVZ-E e OVZ-A apresentaram 
aspectos morfológicos similares no útero, diferindo do OVZ e OVZ-I. Conclui-se 
que a ovariectomia não provoca efeitos iniciais evidentes e que os estrógenos 
têm efeito sobre o volume osteóide, bem como sua associação com as 
isoflavonas. Além disso, os estrógenos são capazes de incrementar a taxa de 
aposição mineral, e reduzir a remodelação óssea aumentada pelo trauma pós 
exodontia. 
 
PALAVRAS-CHAVES: Isoflavonas; osteopenia; osteoporose; reparo ósseo; 
terapia de reposição de estrógeno. 



1 INTRODUÇÃO 

A remodelação óssea é um processo fisiológico 

constante, no qual a formação óssea é proporcional à reabsorção, sendo 

regulada por diversos fatores, como mecanismos regulatórios 

intracelulares, influência hormonal, fatores locais e externos. Alterações 

neste processo podem resultar em diferentes distúrbios, entre eles a 

osteoporose67. 

A osteoporose é a mais comum e mais significativa 

osteopatia metabólica. Constitui grande problema de saúde pública, com 

importante impacto social, por sua considerável morbidade, mortalidade e 

alto custo social, por si só e por sua maior conseqüência, a fratura, sendo 

assustadoras as projeções feitas para a doença neste século, em todo o 

mundo64. 

Podemos dividir a osteoporose em dois grupos: primária, 

na qual as causas fundamentais não são bem conhecidas, e secundária, 

cujas causas estão determinadas. As primárias se subdividem em 

idiopáticas e involutivas. As osteoporoses involutivas constituem um grupo 

heterogêneo, subdividido em Tipo I, antes chamada pós-menopáusica, e 

Tipo II, antes chamada senil56.  

A osteoporose Tipo I está presente nas mulheres, e sua 

evolução se faz após a menopausa, sendo a causa mais importante a 

deficiência de estrógeno que ocorre neste período. Há perda de osso 

trabecular em ritmo três vezes maior que o normal, sendo o elemento 

clínico fundamental as fraturas56. 

O processo da reparação óssea envolve uma cascata 

complexa de respostas biológicas. Assim como a remodelação óssea, é 
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afetado também por fatores locais e externos e regulado pela interação de 

diferentes mecanismos38. Portanto, o aumento ou o decréscimo da 

capacidade de reparação óssea tem sido relacionado a alterações 

ocorridas no processo da remodelação97. 

As alterações subseqüentes à menopausa podem ser 

tratadas pela terapia convencional de reposição hormonal (TRH) com 

administração de estrógenos e seus derivados, por vezes associados a 

progesterona. Contudo, tem-se relacionado esta terapia com o aumento 

do risco de câncer de mama e outros efeitos adversos, como 

complicações cardio-vasculares103. 

Os benefícios que a reposição hormonal oferece para a 

mulher são incontestáveis, mas é discutível se compensam os riscos. 

Com o objetivo de minimizar os efeitos adversos, substâncias capazes de 

se ligar a receptores estrogênicos têm sido propostas, entre elas, as 

isoflavonas derivadas da soja. Entretanto, seus efeitos na perda óssea e 

no epitélio uterino ainda não estão completamente estabelecidos. 

Portanto o objetivo desse trabalho foi analisar os efeitos 

iniciais da ovariectomia e do tratamento com as isoflavonas isoladas e 

associadas ao estrógeno na reparação óssea alveolar e no útero de ratas. 



2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Deficiência estrogênica e a remodelação óssea 

Os estrógenos são hormônios que produzem numerosas 

ações fisiológicas, incluindo efeitos no desenvolvimento, ações 

neuroendócrinas envolvidas no controle da ovulação, preparo cíclico do 

trato reprodutor para fertilização e implantação do óvulo e ações no 

metabolismo de minerais, dos carboidratos, das proteínas e dos lipídios. 

O uso terapêutico dos estrógenos é disseminado, sendo comumente 

utilizados na reposição hormonal após a menopausa e na 

anticoncepção100. 

Os ovários são a principal fonte de estrógeno circulante. 

O principal produto secretório é o estradiol, sintetizado pelas células 

granulosas, a partir de precursores androgênicos (androstenediona ou 

testosterona), proporcionados pelas células da teca100. 

O estrógeno mais potente de ocorrência natural nos seres 

humanos é o 17β-estradiol, seguido pelo estrona e pelo estriol79,100. Cada 

uma de suas moléculas é um esteróide de 18 carbonos contendo um anel 

fenólico A (anel aromático com um grupo hidroxil no carbono 3) e um 

grupamento β-hidroxila ou cetona na posição 17 do anel D100. 

Os hormônios sexuais têm um importante papel no 

crescimento ósseo e na manutenção do pico de massa óssea24. Existem 

claras evidências de que a diminuição ou ausência de estrógenos leva a 

uma progressiva diminuição da massa óssea11. 
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Embora os receptores de estrógeno estejam 

predominantemente em osteoblastos, a principal atuação desse hormônio 

é na reabsorção óssea87. Hughes et al.42 investigaram a capacidade do 

estrógeno afetar a função osteoclástica pela indução da apoptose. O 17β-

estradiol promoveu apoptose em osteoclastos de ratos in vitro e in vivo. 

Esses achados sugerem que os estrógenos possam prevenir perda óssea 

excessiva antes e após a menopausa, pela indução da apoptose dos 

osteoclastos. 

Most et al.66 investigaram o papel dos hormônios sexuais 

na remodelação óssea, verificando o potencial osteoclastogênico das 

células da medula de camundongos em diferentes momentos após a 

ovariectomia e a orquidectomia. Em culturas de células da medula óssea 

indicaram que a ausência de tais hormônios induz um aumento transiente 

na osteoclastogênese. O potencial osteoclastogênico das células da 

medula óssea aumentou sete dias após a castração e normalizou 30 dias 

após a cirurgia. Esses resultados sugerem que a deficiência de esteróides 

sexuais induz aumento na osteoclastogênese em ratos machos e fêmeas, 

o qual pode ser associado ao período inicial de rápida perda óssea. 

Wronski et al.101 analisaram a relação entre a 

ovariectomia e o aumento da remodelação óssea com o decorrer do 

tempo. Os autores verificaram osteopenia e aumento do índice de 

reabsorção óssea aos 14 dias após a cirurgia, que se tornou 

gradualmente mais pronunciada até se estabilizar por volta dos cem dias. 

Os resultados indicam uma fase de perda óssea inicial rápida nas ratas 

ovariectomizadas, coincidente com o aumento máximo na remodelação. 

Diversos estudos verificam as alterações causadas pela 

deficiência estrogênica nos ossos maxilares. Tanaka et al.88 

demonstraram que a deficiência estrogênica causa alterações 

osteoporóticas no osso trabecular mandibular e esse fenômeno pode 

acelerar a destruição desse tecido e a perda de dentes. Para tanto, 

realizaram ovariectomia em 8 ratas e falsa-cirurgia em outros oito animais. 
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Após sessenta dias verificaram que as ratas ovariectomizadas 

apresentavam menor volume e número de trabéculas ósseas na 

mandíbula do que as demais ratas.  

Tanaka et al.90 avaliaram as alterações na estrutura 

trabecular em mandíbula de ratas ovariectomizadas, causadas pela 

deficiência estrogênica durante um longo período de tempo. Observaram 

que, após um ano, ocorreram perda óssea e fragmentação das trabéculas 

do osso alveolar das mandíbulas das ratas. Concluíram, entretanto, que a 

reabsorção óssea elevada logo após a ovariectomia declina com o tempo. 

Portanto, a perda óssea teria sido causada pela reabsorção moderada 

ocorrida no decorrer do ano e principalmente pelo aumento inicial da taxa 

de reabsorção imediatamente a ovariectomia. 

Jiang et al.44 observaram em seu estudo que a deficiência 

da ingestão de cálcio associada a ovariectomia causou diminuição 

significativa do conteúdo mineral e da densidade óssea da mandíbula. 

Yang et al.106 utilizaram a ovariectomia para investigar os 

efeitos da deficiência estrogênica na microarquitetura óssea, na 

mandíbula e na tíbia de ratas. Após quatro meses da cirurgia, verificaram 

significativa diminuição na taxa de volume ósseo e espessura trabecular, 

em relação ao grupo controle. O tamanho dos espaços medulares e a 

forma das trabéculas foram correlacionados com as alterações 

osteoporóticas que ocorrem em ossos longos. Em estudo seguinte, 

observaram uma redução da espessura da cortical óssea mandibular 

após um ano da ovariectomia em ratas105. 

Os estrógenos funcionam como reguladores da expressão 

gênica. Ao atravessarem a membrana plasmática por difusão passiva e se 

ligarem a receptores nucleares, promovem mudanças conformacionais 

nestes receptores, resultando na formação de um complexo ativado, com 

alta afinidade por determinados sítios do DNA. Geralmente, a ligação do 

complexo hormônio-receptor a estes elementos regulatórios afeta a 

expressão gênica, induzindo ou reprimindo a iniciação da transcrição de 



 18

genes específicos. Os produtos da tradução do RNA mensageiro de 

síntese regulada por esses hormônios, promoverão determinados efeitos 

metabólicos nas células-alvo78. 

Entre as citocinas com propriedades de reabsorção, 

moduladas pelo estrógeno, destaca-se a interleucina (IL)-1. A deficiência 

estrogênica provoca aumento na secreção desta citocina, uma potente 

indutora da reabsorção óssea40. Outro possível mecanismo da ação 

estrogênica faz-se pela intervenção da interleucina (IL)-4, que inibe a 

diferenciação dos osteoclastos. Porém, o fator mais influenciado pelo 

estrógeno é o fator de crescimento transformante (TGF)-β, produzido por 

muitas células, inclusive pelos osteoblastos. Para os osteoblastos, 

constitui importante agente mitogênico, mas sobre os osteoclastos, 

diminui seu recrutamento e sua atividade reabsortiva. Os fatores de 

crescimento insulínico (IGFs), inicialmente produzidos pelos osteoblastos 

e incorporados dentro da matriz, como o TGF-β, são liberados com a 

atividade osteoclástica. Ao serem liberados estimulam a proliferação e 

diferenciação osteoblástica, porém também possuem ação parácrina 

sobre os osteoclastos95.  

Finkelman et al.33 verificaram que a ovariectomia reduz a 

deposição de TGF-β nos osso de ratas e tal diminuição pode 

desempenhar papel na patogênese da perda óssea, fraturas e 

microfraturas que ocorrem devido à deficiência estrogênica. 

A osteoprotegerina (OPG), receptor ativador de NF-kB 

(RANK) e a citocina RANK ligante (RANKL) têm sido identificadas como 

os principais fatores envolvidos na osteoclastogênese. O RANK localiza-

se na superfície de osteoclastos maduros e de seus precursores, 

enquanto a RANKL é uma proteína pertencente à família do fator de 

necrose tumoral (TNF). Seu principal papel é a inibição da apoptose dos 

osteoclastos e a estimulação da diferenciação e ativação destas células. 

A OPG pode atuar inibindo RANKL por meio da ligação com RANK e 

também diretamente, por meio de outros receptores presentes nos 
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osteoclastos. Seus efeitos são antagônicos aos efeitos da RANKL. 

Diversas citocinas e compostos como os estrógenos, influenciam a 

osteoclastogênese por meio da regulação da produção de RANKL/OPG 

pelas células estromais e pelos osteoblastos84. 

Steeve et al.84 afirmaram que tanto os estrógenos quanto 

o TGF-β aumentam a produção de OPG, diminuindo, conseqüentemente, 

a diferenciação e ativação dos osteoclastos, bem como induzindo a 

apoptose destas células. 

2.2 Deficiência estrogênica e a reparação óssea 

Ao estudar a reparação alveolar de ratos, verificou-se que 

um dia após a exodontia, o alvéolo foi preenchido por coágulo contendo 

cordões de fibrina e restos das fibras periodontais. No segundo dia, o 

coágulo já apresentava maior organização assemelhando-se ao tecido de 

granulação e tanto a reabsorção, quanto a formação óssea já eram 

observadas neste período45. 

Três dias após a extração dentária, o alvéolo foi 

completamente preenchido por tecido de granulação, além de numerosos 

fibroblastos e macrófagos contendo hemossiderina. A aposição e 

reabsorção óssea ocorreram concomitantemente na parede do alvéolo. 

Extensa aposição óssea e células periosteais foram observadas ao redor 

da mandíbula e ao redor da região da extração. A superfície apresentava-

se, em grande parte, recoberta por epitélio45. Fibras colágenas eram 

vistas emergindo do osso maduro do alvéolo e estendendo-se para o 

interior do tecido de granulação26. 

Aproximadamente do terceiro ao quinto dia houve intensa 

formação óssea no interior do alvéolo. O epitélio da superfície recobriu 

totalmente o alvéolo e iniciou sua queratinização. Tecido ósseo 
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neoformado foi encontrado na periferia proliferando em direção ao centro, 

de forma que, do quinto ao sétimo dia a margem do alvéolo já estava 

totalmente cercada por osso neoformado26,45. 

Fibras colágenas arranjaram-se entre osteoblastos e se 

espalharam no centro do reparo, formando um arcabouço no qual as 

trabéculas foram orientadas. Aproximadamente no décimo dia, o alvéolo 

estava 50% preenchido por osso neoformado. A partir do décimo sétimo 

dia o alvéolo dentário encontrava-se em fase de remodelação 

apresentando inúmeras linhas reversas e tanto osso trabecular quanto 

lamelar estavam presentes26. 

Durante esse processo dinâmico, as células ósseas não 

atuam isoladamente. Estas células são reguladas por interações 

sistêmicas, realizadas pelo sistema endócrino, por meio da liberação de 

diversos hormônios: hormônio da paratireóide (PTH), calcitonina, insulina, 

hormônio de crescimento, hormônios esteróides e da tireóide38. 

Localmente, certos fatores de crescimento foram 

identificados, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), 

IL-1, fator de crescimento fibroblástico (FGF), TGF-α e β, fator de 

crescimento epidérmico (EGF), entre outros. Os PDGFs induzem tanto 

fibroblastos quanto fibras musculares a proliferarem. Também são 

quimiotáticos para leucócitos e fibroblastos. A IL-1 estimula os fibroblastos 

a proliferarem e a produzirem colágeno e controla o crescimento das 

células endoteliais94. Os FGFs são da família dos que estimulam o 

endotélio vascular, os fibroblastos e as fibras musculares lisas e induzem 

a formação de novos vasos. O TGF-α influencia o TGF-β quanto ao índice 

de proliferação de muitas células. O EGF é mitogênico para células 

mesenquimais (osteoblastos) e epiteliais86,94. 

No osso, o IGF-II é mais abundante, seguido do TGF-β e 

do IGF-I. O TGF-β aumenta a formação óssea e afeta tanto a proliferação 

celular quanto a diferenciação. É estimulado pelo estrógeno, andrógeno, 

vitamina D, TGF-β e FGF. Os IGF-I e II também aumentam a formação 
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óssea, sendo o IGF-I mais ativo do que o IGF-II. O estrógeno, hormônio 

do crescimento e paratohormônio promovem a produção do IGF-I80. 

Eingartner et al.31 verificaram por meio da técnica 

imunoistoquímica a presença de TGF-β1 e IGF-I durante a formação 

óssea após distração osteogênica e sugerem que tais fatores estimulem a 

proliferação celular e a formação da matriz extracelular. 

Okazaki et al.71 sugeriram que o IGF I está envolvido na 

proliferação e diferenciação de células mesenquimais, periosteais, 

osteoblastos e condroblastos em ação parácrina ou autócrina.  

A experiência clínica em relação à alteração na reparação 

óssea causada pela osteoporose é inconsistente58. Poucos estudos foram 

realizados sobre as diferenças entre a reparação óssea em indivíduos 

normais e com osteoporose e sugerem uma redução na capacidade de 

remodelação e de reparação desse tecido14,17,46,59,70. 

Walsh et al.97 analisaram a reparação de fraturas em 

fêmures de ratas ovariectomizadas e normais. Os autores verificaram as 

propriedades mecânicas do reparo por meio de testes de tensão e torção. 

No experimento utilizaram cem ratas, aos três meses de idade, sendo que 

metade foi ovariectomizada e o restante formou o grupo controle. Os 

animais foram mantidos por seis semanas após a remoção dos ovários e 

em seguida sofreram uma nova cirurgia para a fratura do fêmur. Foram 

divididos em grupos de 16 ratas cada, sendo sete para o teste de flexão, 

sete para o de torção e duas para a análise histológica. Foram 

sacrificados decorridas duas, quatro e seis semanas após a última 

cirurgia. Do total de cem ratas, quatro foram separadas (duas 

ovariectomizadas e duas normais), sendo metade sacrificada um dia e as 

demais, dez dias após a fratura. Os resultados obtidos dos testes de 

propriedades mecânicas indicaram que, nos menores períodos de 

sacrifício, a ovariectomia alterou a reparação da fratura, o que foi 

confirmado pela análise histológica. 
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Kubo et al.52 também estudaram a influência da 

osteoporose na reparação de fraturas. Foram utilizadas ratas com 

osteoporose induzida por ovariectomia e o processo de reparação foi 

acompanhado por meio de análise radiográfica, histológica e 

biomecânica, por 12 semanas. Entretanto, os autores não encontraram 

diferenças entre o grupo ovariectomizado e o grupo controle, por meio de 

nenhuma das análises feitas, até as primeiras seis semanas. No entanto, 

foram observadas, 12 semanas após a fratura, alterações histológicas 

osteoporóticas e diminuição da densidade mineral óssea (DMO). Os 

autores sugeriram que a ovariectomia afeta a reparação óssea em seus 

períodos tardios e não interfere no processo em suas fases iniciais. 

A influência da deficiência estrogênica na reparação óssea 

alveolar foi investigada por Tanaka et al.89. Os autores estudaram o efeito 

da ovariectomia na reparação óssea alveolar e, para tanto, extraíram o 

primeiro molar superior sete dias após a remoção dos ovários. Verificaram 

que o osso neoformado no interior do alvéolo não foi influenciado pela 

deficiência estrogênica. Entretanto o suporte ósseo ao redor do alvéolo 

formado após a exodontia foi menor devido à maior reabsorção causada 

pela ovariectomia. 

Kawamoto e Nagaoka48 observaram que as alterações 

ósseas alveolares induzidas por oclusão traumática são agravadas pelos 

baixos níveis de estrógeno de ratas ovariectomizadas. Verificaram que a 

dinâmica óssea alveolar induzida pelo trauma oclusal foi aumentada pela 

deficiência estrogênica conseqüente à remoção dos ovários. 

Shimizu et al.82 estudaram o processo de reparo ósseo 

pós exodontia em ratas com sessenta dias de ovariectomia, por 

microscopia eletrônica de varredura. Observaram que a ovariectomia 

estimulou a reabsorção óssea e que a reabsorção e formação óssea 

ocorreram em locais específicos da superfície óssea alveolar. 

Hsieh et al.41 analisaram o efeito da ovariectomia no 

tecido ósseo ao redor de alvéolo pós exodontia. Os autores realizaram a 
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ovariectomia e a remoção do dente simultaneamente e verificaram que a 

deficiência estrogênica pode afetar a remodelação óssea pós exodontia. 

Os efeitos da reposição hormonal com estrógeno na 

reparação óssea foram investigados por Blythe e Burchsbaum10. Os 

autores avaliaram o efeito do estrógeno na reparação de fraturas em 

fíbulas de noventa ratas de seis semanas de idade. Os animais foram 

divididos em três grupos: ratas ovariectomizadas, tratadas com estrógeno 

e controle. Após uma semana de ovariectomia, as ratas sofreram fratura 

na fíbula, e cinco semanas após esta fratura foram sacrificados. A análise 

da resistência à tensão no local do reparo revelou que não houve 

diferença significante entre os grupos, indicando que a reparação óssea 

da fíbula não foi alterada pela presença ou ausência do estrógeno. 

Cao et al.16 investigaram os efeitos de inibidores de 

reabsorção óssea (estrógeno, raloxifeno e alendronato) no processo de 

reparo de fraturas em ratas ovariectomizadas. Em conclusão, o 

tratamento com alendronato induziu a formação de calo ósseo maior, 

mais resistente e com elevada mineralização, mas a remodelação deste 

foi atrasada pela supressão intensa da reabsorção. Por outro lado, tanto o 

estrógeno quanto o raloxifeno induziram supressão moderada da 

reabsorção, a qual não teve efeito na progressão do reparo e 

apresentaram resultados semelhantes aos dos animais falso-operados. 

Para Maroulis60 os estrógenos exercem muitos efeitos 

benéficos, porém podem provocar inúmeros efeitos indesejáveis, entre 

eles as neoplasias estrógeno-relacionadas e anormalidades no útero, 

mamas e sistema de coagulação. Segundo o autor, as terapias 

alternativas à reposição estrogênica são efetivas no tratamento de 

mulheres no climatério. 
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2.3 Isoflavonas da soja 

Os sintomas relacionados à deficiência estrogênica e 

suas conseqüentes doenças podem ser tratados ou estabilizados com a 

terapia de reposição hormonal com 17β-estradiol ou outros estrógenos, 

em combinação ou não com progesterona. Porém, este tratamento tem 

apresentado efeitos indesejáveis como o aumento do risco de câncer de 

mama. Complicações vasculares como embolias e tromboses têm sido 

freqüentemente relatadas por mulheres que fazem uso dessa terapia103. 

Os fitoestrógenos ou fitohormônios constituem um grupo 

de compostos não esteróides encontrados em diversos vegetais35. 

Grande parte desses compostos apresenta um anel fenólico em sua 

estrutura, responsável pela capacidade de ligação aos receptores 

hormonais, podendo agir como agonistas ou antagonistas dos 

estrógenos, dependendo do sítio de atuação2,100. 

Existem três tipos de fitoestrógenos: as isoflavonas (mais 

potentes), as cumestanas e as lignanas. As lignanas podem ser 

encontradas em grãos, frutas e vegetais e as cumestanas principalmente 

na semente de linhaça e na alfafa. As isoflavonas são encontradas 

principalmente na soja. Dentre as isoflavonas, a genisteína e a dadzeína 

são as mais investigadas e possuem mais propriedades 

estrogênicas35,68,103. 

Foi demonstrada a capacidade desses compostos 

competirem com o 17β-estradiol, embora a afinidade da genisteína por 

seus receptores β seja aproximadamente 36% quando comparada ao 

estrógeno53. As isoflavonas parecem ser eficazes quando combinadas a 

estrógenos na TRH, pois têm demonstrado não antagonizar as ações 

estrogênicas68. 

Nos órgãos-alvo, tendem a formar ligações estáveis com 

os receptores hormonais, principalmente os do tipo beta. Apresentam, 
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porém, ação estrogênica pouco potente. Os fitoestrógenos são levados 

pelas mesmas proteínas transportadoras de esteróides do sangue e 

também se apresentam em sua forma livre2. 

O efeito biológico dependerá, entre outros, do tipo e da 

quantidade de receptores hormonais existentes em cada órgão-alvo: alfa, 

predominantes na mama, fígado e útero; beta, encontrados no trato 

urogenital, vasos sangüíneos, pulmões e ossos. No sistema nervoso 

central e nos ovários estão presentes ambos os receptores. As 

isoflavonas apresentam ligação preferencial aos receptores beta. A 

quantidade de hormônios produzidos pelo organismo e presentes na 

circulação, também determina o efeito biológico dos fitoestrógenos96. 

Kuiper et al.53 investigaram a expressão de RNAm dos 

dois subtipos de receptores de estrógeno (α e β), em tecidos de ratos, por 

meio de reação em cadeia da polimerase (PCR) comparando a 

especificidade de diversos compostos ligantes. A maioria das substâncias 

estrogênicas ou seus antagonistas competem com o 17β-estradiol pelos 

dois subtipos apresentando afinidade bastante similar. Para o receptor α, 

o 17β-estradiol apresentou maior afinidade que o tamoxifeno e a 

genisteína e estes últimos apresentando mesma especificidade. Para o 

receptor β, o 17β-estradiol também mostrou maior afinidade, porém, a 

genisteína se mostrou mais específica para estes tipos de receptores do 

que o tamoxifeno. A distribuição dos receptores no tecido e os níveis de 

expressão do receptor α e β foram diferentes. A expressão no útero, 

ovário, e epidídimo, por exemplo, foi de moderada a alta para o receptor α 

e na próstata, ovário, pulmão, cérebro e útero para o receptor β. Estas 

diferenças na afinidade dos diversos compostos por esses receptores e 

na expressão dos dois subtipos podem contribuir para a ação seletiva 

agonista e antagonista nos diferentes tecidos. 

As isoflavonas possuem também outras ações, além 

daquelas produzidas por meio da ligação com receptores estrogênicos. 
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Entre elas, pode-se citar primeiramente seus efeitos antioxidantes e 

conseqüente efeito protetor da parede vascular por diminuição da 

oxidação da lipoproteína de baixa densidade, ou LDL-colesterol63,68. 

As isoflavonas também possuem ação como inibidoras de 

enzimas, por exemplo, da tirosina quinase, envolvida em uma série de 

eventos como, expressão de oncogenes, efeitos no transporte de glicose 

e de uma variedade de íons, ação na síntese de proteínas, na proliferação 

celular, na angiogênese, em fatores de crescimento, em células 

musculares lisas de vasos, atividade osteoclástica e agregação 

plaquetária. Atuam também em outras enzimas como a topoisomerase II. 

Além desses efeitos atuam sobre proteínas plasmáticas, estimulando sua 

síntese, resultando em um decréscimo da fração livre de estrógeno 

circulante63,68. O aumento da atividade do TGF-β pode ser também um 

mecanismo de ação da genisteína50. 

Recentemente aumentou o interesse em relação às 

isoflavonas da soja e a sua influência em diversas atividades biológicas8, 

incluindo sua capacidade de alteração da concentração de colesterol22 e 

seus efeitos no tecido ósseo1,39. 

Sugere-se, baseado em estudos epidemiológicos, que a 

ingestão de fitoestrógenos está associada com uma DMO elevada em 

populações que consomem grandes quantidades de soja. Em roedores, 

estudos têm relatado um efeito benéfico protetor da perda óssea pós-

ovariectomia e que as isoflavonas são eficientes em manter a massa 

óssea nesses modelos experimentais23. 

Arjmandi et al.6 relataram, ao utilizar um modelo de ratos 

com osteopenia, uma pequena reversão da perda óssea tanto pelo grupo 

que consumiu proteína de soja com isoflavonas quanto pelo grupo que a 

consumiu sem as isoflavonas. Os autores verificaram também que a soja 

contendo maior quantidade de isoflavonas aumentou a expressão gênica 

de IGF-I. 
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Anderson et al.3 ao investigarem os efeitos individuais das 

isoflavonas, verificaram que tanto a genisteína quanto a daidzeína, 

possuem um importante papel na remodelação óssea. Foi utilizado um 

modelo de ratas lactantes ovariectomizadas, alimentadas com baixa 

ingestão de cálcio, e tratadas com isoflavonas ricas em genisteína (0,5; 

1,6; 5mg/dia), por 14 dias. Observou-se que o tratamento foi eficaz por 

manter a estrutura óssea trabecular destas ratas, que apresentaram 

quantidade de massa óssea significantemente maior e menor quantidade 

de poros em comparação aos animais do grupo controle. Foi verificado 

também que a genisteína estimulou a atividade da fosfatase alcalina em 

células osteoblásticas, sugerindo um efeito positivo na formação óssea. 

Na baixa dose, a genisteína apresentou efeito modesto no osso, mas em 

doses elevadas foi ainda menos efetiva. Sugere-se como possível 

mecanismo de ação, sua atuação como estrógeno agonista nas doses 

mais baixas.  

Fanti et al.32 verificaram que a genisteína (5mg/kg) foi 

eficiente na manutenção tanto da cortical quanto das trabéculas ósseas 

em ratas ovariectomizadas. A administração desse composto foi 

associada a uma elevada formação óssea e ao aumento do número de 

osteoblastos, sugerindo que, diferindo do estrógeno, o efeito protetor da 

genisteína depende principalmente do estímulo na formação óssea do 

que na supressão da reabsorção. Sua ação no tecido ósseo pode 

envolver a modulação da produção de citocinas. 

Arjmandi4 relatou a realização de um estudo no qual o 

consumo diário de 40g de proteína de soja (90mg de isoflavonas) por um 

período de três meses, reduziu significantemente a excreção de 

deoxipiridinolina urinária, um marcador específico de reabsorção óssea. 

Do mesmo modo, a soja elevou significantemente a concentração de IGF-

I em mulheres acima ou abaixo dos 65 anos de idade, independente da 

sua produção estrogênica.  
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Picherit et al.76 investigaram os efeitos de uma dieta 

baseada em isoflavonas em ratas adultas ovariectomizadas. Afirmaram 

que o consumo diário de isoflavonas (zero, 20, 40 e 80mg/kg) preveniu 

perda óssea induzida por ovariectomia, tanto pela redução da reabsorção 

quanto pelo estímulo da atividade osteoblástica. Apenas a dose mais 

elevada apresentou efeito estrogênico no útero.  

Em outro estudo, Picherit et al.75 verificaram que as 

isoflavonas não revertem a perda óssea em ratos, apenas a previnem. 

Para tanto utilizaram um modelo de estudo com ratas com osteopenia 

induzida por ovariectomia. Após oitenta dias da cirurgia de remoção dos 

ovários os animais foram tratados com isoflavonas nas doses zero, 20, 40 

e 80mg/kg/dia. Foi observado que nesses animais, o consumo diário de 

isoflavonas diminuiu a remodelação, mas não reverteu a osteopenia já 

estabelecida. 

Yamagishi et al.104 analisaram o efeito da genisteína em 

culturas de células hematopoéticas da linhagem de monócitos e 

macrófagos de camundongo. O tratamento com a genisteína inibiu a 

formação de células osteoclásticas positivas para fosfatase ácida 

tartarato-resistente (TRAP). Os níveis de RNAm para RANKL (fator 

estimulador da diferenciação dos osteoclastos) nas células 

indiferenciadas foram também diminuídos com a ação da genisteína. Em 

contraste, os níveis de RNAm para OPG, também conhecido como fator 

inibidor da osteoclastogênese, foram aumentados. A genisteína, inibidora 

específica da topoisomerase II (topo II) e da proteína tirosina quinase, 

inibiu a formação dos osteoclastos, via inibição da enzima topo II, 

sugerindo um papel importante desta enzima na osteoclastogênese. 

Chen et al.19 basearam seu trabalho na hipótese de que a 

expressão e produção de citocinas reguladoras da osteoclastogênese 

mediadas por isoflavonas, tais como a IL-6 e a OPG, são relacionadas a 

diferentes níveis de receptores de estrógeno, expressos em linhagens de 

osteoblastos diferentes. A expressão de RNAm para OPG foi aumentada 
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nas duas linhagens estudadas, quando tratadas com 17β-estradiol, 

genisteína e daidzeína, em comparação com o controle. Nas duas 

linhagens, a liberação de IL-6 foi inibida, enquanto a produção de OPG foi 

aumentada pelo tratamento com a isoflavona. Este aumento dependeu da 

dose utilizada do fitoestrógeno. Os efeitos desse composto 

desapareceram após a colocação de bloqueadores dos receptores de 

estrógeno. A inibição da produção de IL-6 e o aumento da produção de 

OPG pelas isoflavonas podem ser mediados, ao menos em parte, via 

adesão aos receptores de estrógenos e mecanismos de expressão 

gênica. 

Cai et al.15 estudaram os efeitos da proteína da soja, das 

isoflavonas e do estrógeno no metabolismo ósseo e de cálcio em ratas 

ovariectomizadas. Os resultados mostraram um efeito protetor do 

estrógeno contra a perda óssea, mas tal efeito não foi observado nos 

grupos que receberam os componentes da soja. 

Gallo et al.34 estudaram a eficácia do extrato de 

isoflavonas (50 ou 100mg/kg/dia) comparado ao estrógeno no modelo 

experimental de ratas ovariectomizadas. Os autores analisaram a DMO, 

parâmetros bioquímicos de remodelação, citocinas envolvidas no 

processo, peso e aspectos histológicos do útero, receptores estrogênicos 

e níveis séricos de lipídios. Concluíram que o extrato testado tem um perfil 

conveniente na resposta tecidual, pois, é eficaz na prevenção de 

osteoporose experimental sem causar estímulo no útero nas doses 

efetivas para o osso. 

Nakai et al.69 avaliaram os efeitos da dieta de proteína da 

soja ou isoflavonas no osso e no trato reprodutivo de ratas pré-

menopausa. Verificaram que as dietas com proteína da soja ou 

isoflavonas não apresentaram efeitos no osso e nos aspectos histológicos 

da vagina desses animais. Entretanto, durante o período da pré-

menopausa podem promover efeitos adversos no útero. 
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Sugere-se que a soja e seus componentes tenham ao 

menos dois possíveis mecanismos para aumentar a formação óssea: 

estímulo da atividade osteoblástica por meio da ativação de receptores 

estrogênicos21 e estímulo da produção de IGF-I6. 

Li e Yu57 investigaram os efeitos da genisteína na 

diferenciação, citoesqueleto e função de osteoclastos de camundongo in 

vitro e no metabolismo ósseo de ratas ovariectomizadas. In vitro, 

osteoclastos foram isolados e expostos a diversas concentrações de 

genisteína. O número de células positivas para enzima TRAP foi contado 

e também a área de reabsorção óssea. In vivo, os autores avaliaram o 

peso dos animais, nível sérico de fosfatase alcalina, fosfatase ácida, 

osteocalcina, IL-1β, TNF-α, IL-6 e calcitonina. Também pesquisaram o 

nível de estradiol sérico, aspectos histológicos do útero e do fêmur. Os 

autores sugerem que a genisteína pode incrementar o metabolismo ósseo 

por promover aumento na formação óssea e prevenir a reabsorção óssea. 

Além disso, exibe um discreto efeito no útero e nos níveis de estradiol 

sérico comparada à terapia de reposição hormonal convencional. Por fim, 

a genisteína representa terapia viável contra as doenças caracterizadas 

por reabsorção óssea, como a osteoporose.  

Em relação ao papel das isoflavonas da soja na 

reparação óssea, os estudos são limitados. Silveira83 analisou os efeitos 

da ovariectomia e o tratamento com as isoflavonas da soja isoladas e 

associadas ao estrógeno, na reparação ósseas em tíbias de ratas 

ovariectomizadas. Observou que o tratamento com estrógeno reduziu a 

remodelação e a sua associação com as isoflavonas da soja foi eficaz em 

reverter os efeitos da ovariectomia na reparação óssea. No entanto, as 

isoflavonas isoladamente não influenciaram o processo de reparo ósseo. 
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2.4 Efeitos das isoflavonas no útero 

Acredita-se que a soja e seus constituintes ofereçam 

proteção contra o câncer, embora outros pesquisadores sugiram que 

estes compostos tenham a capacidade de aumentar o risco de 

aparecimento de neoplasias malignas8. 

Estudos em várias espécies animais têm demonstrado 

evidências de que níveis elevados de fitoestrógenos podem produzir 

efeitos adversos no sistema reprodutor, incluindo alterações na 

fertilidade25. Segundo Wuttke et al.103, a soja, dentre outras, foi capaz de 

estimular o útero em estudos recentes com animais. Se este evento for 

semelhante nas mulheres, este fitoestrógeno apresentará um importante 

efeito indesejável, tal como na TRH convencional. 

Tansey et al.91 para demonstrar a eficácia de uma dieta 

rica em fitoestrógenos derivados da soja no trato reprodutor de ratas 

fêmeas, conduziram um experimento no qual administraram preparados 

de fitoestrógenos e estrógenos conjugados com dosagens variadas, 

associadas ou não à dieta de ratas ovariectomizadas. Durante o estudo 

foi realizada citologia vaginal. Ao final, os animais foram sacrificados, e, 

foram observados os pesos uterino e corpóreo, o epitélio luminal uterino e 

realizada a análise imunoistoquímica para detecção de antígeno nuclear 

de células em proliferação (PCNA), lactoferrina e apoptose. Os autores 

relataram que o peso uterino e a citologia vaginal não foram afetados 

pelos fitoestrógenos. Além destes resultados, não foi encontrado nenhum 

efeito estrogênico, nas doses de fitoestrógenos usadas, na análise 

imunoistoquímica do PCNA, lactoferrina, apoptose e no epitélio luminal 

uterino. Não houve evidência de que a interação entre o estrógeno e o 

fitoestrógeno possui efeito sinérgico. Ao contrário, a altura do epitélio 

luminal uterino apresentou resposta à baixa dose de estrógenos, sendo 

reduzida pelas doses elevadas de isoflavonas. A lactoferrina induzida pelo 
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estrógeno foi reduzida na presença de doses elevadas de fitoestrógenos. 

Os autores sugerem que os efeitos produzidos pelo estrógeno podem ser 

antagonizados por altas doses do fitoterápico, o que pode ser benéfico 

para reduzir a estimulação do endométrio pelo estrógeno, diminuindo o 

risco de hiperplasia ou câncer endometrial. 

Ishimi et al.43 compararam o efeito no útero e no tecido 

ósseo de ratas ovariectomizadas, da administração de diferentes doses 

de genisteína (0,4, 0,7 e 5mg/dia), via subcutânea. O tratamento com 

genisteína a 0,7mg/dia preveniu perda óssea trabecular, porém não 

provocou nenhum efeito hipertrófico no útero, enquanto a administração 

de genisteína a 5mg induziu hipertrofia uterina. Os resultados sugerem 

que existe diferença entre as doses de genisteína que protegem o 

esqueleto da perda óssea e que induzem hipertrofia uterina. 

Arjmandi et al.7 observaram que as isoflavonas da soja 

podem promover absorção de cálcio de maneira análoga aos estrógenos, 

porém sem exercerem efeitos uterotróficos. 

Diel et al.28 verificaram a possibilidade da genisteína, 

comparada ao estrógeno, regular a proliferação do tecido uterino de ratas. 

Os autores observaram que a administração de genisteína resulta em 

menor indução da proliferação quando comparada ao estrógeno. 

Portanto, acredita-se que a genisteína pode representar uma substância 

importante no desenvolvimento de medicamentos alternativos à terapia de 

reposição hormonal. 

Eason et al.30 avaliaram a influência de dietas ricas ora 

em proteína da soja, ora em genisteína no epitélio uterino. Os resultados 

mostraram que a ingestão de componentes da soja não alterou o fenótipo 

da célula uterina em ratas jovens. A genisteína aumentou a apoptose das 

glândulas endometriais in vivo e in vitro, portanto, pode conferir proteção 

contra o carcinoma de útero. 

McCarty61 sugere que a concentração sérica de 

genisteína alcançada com uma ingestão elevada de isoflavonas da soja 
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não é suficiente para provocar efeitos via receptor estrogênico alfa, devido 

à sua baixa afinidade pelo mesmo. Portanto, tal concentração pode ser 

segura para o endométrio uterino, já que os efeitos uterotróficos dos 

estrógenos parecem ser mediados apenas pelos receptores α. No 

entanto, quando ratos são alimentados com genisteína em doses 

elevadas, consideradas farmacológicas, uma atividade uterotrófica pode 

ser vista. Esse achado é consistente com a resposta dos receptores α a 

elevadas concentrações de genisteína. Portanto, doses de genisteína que 

excedem a faixa nutricional não devem ser consideradas seguras em 

relação ao risco de câncer endometrial. 



 

3 PROPOSIÇÃO 

O objetivo deste trabalho foi investigar a influência dos 

efeitos iniciais da ovariectomia e do tratamento com estrógeno e 

isoflavonas da soja, isolados e associados, no processo de reparação 

óssea alveolar de ratas e na taxa de aposição mineral no osso alveolar. 

Avaliou-se também o efeito destes tratamentos na imunomarcação do 

fator de crescimento transformante-β (TGF- β). 

Propôs-se ainda analisar a influência desses tratamentos 

nos aspectos histológicos do útero. 



4 MATERIAL E MÉTODO 

4.1 Animais 

Para este trabalho foram utilizadas 120 ratas adultas 

(Rattus norvegicus, variação albinus, Wistar) com noventa dias de idade, 

peso aproximado de 300g, mantidas em gaiolas em temperatura ambiente 

fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de São José dos 

Campos - UNESP, e alimentadas com ração comercial e água destilada 

ad libitum. A quantidade de ração ingerida por dia foi pré-determinada e 

controlada para assegurar o mesmo volume de alimento para todos os 

grupos. Este estudo foi realizado de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Odontologia de São José dos Campos - 

UNESP, sob o protocolo 029/2004/PA-CEP (Anexo A). Apoio: CNPq 

(processo 475681/2004-5) 

4.2 Ovariectomia e falsa ovariectomia ou cirurgia sham 

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados utilizando-

se instrumentais devidamente esterilizados e descartáveis. 

Para anestesia geral foi utilizada solução de 13 mg/Kg de 

cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompun - Bayer do 

Brasil), substância com propriedades sedativas e analgésicas, além de 

relaxante muscular e 33 mg/Kg de Ketamina base (Dopalen – Agribands 

do Brasil Ltda), anestésico geral, via intramuscular. 
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Os animais foram aleatoriamente divididos em: 

a) ovariectomizados - constituído por 96 

animais, os quais foram submetidos a 

ovariectomia; 

b) Sham - constituído por 24 animais, os quais 

foram falsamente operados. 

Ao iniciar o experimento todas as ratas foram pesadas. A 

pesagem dos animais foi repetida no dia do sacrifício. Os animais do 

grupo ovariectomizado foram anestesiados, fez-se a depilação da região 

lateral do corpo, ao nível dos rins e abaixo da costela mais inferior e anti-

sepsia com álcool iodado. Realizou-se incisão longitudinal, com extensão 

de 1 cm em média, na pele, com lâmina de bisturi n°15. Em seguida, foi 

feita a divulsão do tecido subcutâneo e posterior incisão da musculatura. 

O ovário foi exposto e confeccionou-se uma ligadura logo abaixo do 

mesmo para a contenção da hemorragia e posterior remoção deste, 

juntamente com parte do útero e tecidos moles circundantes, sendo este 

procedimento feito bilateralmente (Figura 1).  

Nos animais do grupo SHAM, foi realizada a falsa 

ovariectomia ou cirurgia sham, na qual foram feitos os mesmos 

procedimentos, incluindo a exposição dos ovários, com exceção da 

ligadura e remoção dos mesmos.  

Ao fim dos procedimentos a camada muscular foi 

suturada com fio reabsorvível Categute n°4 (Cirumédica-Brasil), em 

seguida, realizou-se a sutura da pele com fio de seda 4.0 (Ethicon-

Johnson & Johnson), e por fim nova antissepsia com álcool iodado na 

região operada. 
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4.3 Grupos experimentais e tratamento 

De acordo com o tratamento recebido os animais 

ovariectomizados foram ainda subdivididos em grupos: 

a) Grupo isoflavonas (OVZ-I) – constituído por 

24 ratas, as quais receberam 15 mg/Kg/dia, 

de isoflavonas via oral; 

b) Grupo Estrógeno (OVZ-E) - constituído por 24 

ratas, as quais receberam 1 mg/kg/dia de 

valerato de 17β-estradiol via oral; 

c) Grupo Associação (OVZ-A) - constituído por 

24 ratas, as quais receberam 1mg/kg/dia de 

valerato de 17β-estradiol associado a 15 

mg/Kg/dia de isoflavonas via oral; 

d) Grupo Ovariectomizado placebo (OVZ) - 

constituído por 24 ratas, as quais receberam 

placebo (água), via oral. 

Os 24 animais do grupo SHAM também receberam 

placebo (água) via oral, diariamente. 

O tratamento iniciou-se no segundo dia após a 

ovariectomia. Os medicamentos utilizados foram o valerato de 17β-

estradiol, drágeas de 1 mg (Primogyna – Shering S.A.) e o extrato de 

isoflavonas da soja a 40% cedido gentilmente pelo Laboratório Botânico 

Herbarium. Ambos foram administrados via oral, por gavage (Figura 2). 

4.4 Exodontia 

Tanto nos animais do grupo ovariectomizado, quanto nos 

animais do grupo SHAM, foi realizada a exodontia dos primeiros molares 

inferiores, bilateralmente, quinze dias após a ovariectomia ou cirurgia 
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sham. Para tanto, fez-se a sindesmotomia, luxação e o dente foi removido 

(Figura 3). Ao final do procedimento, a região do alvéolo foi suturada com 

ponto simples usando fio de seda n° 4.0. Todos os animais receberam 

dose de 1 mg/kg de antiinflamatório (diclofenaco sódico 75 mg, Voltaren 

injetável- Geigy) e 0,1 ml da solução do antibiótico (Pentabiótico – Fort 

Dodge Ltda.). 

Administrou-se tetraciclina (Terramicina, Pfizer), na dose 

de 20 mg/kg, intramuscular, 24 h após a exodontia e 48 h antes do 

sacrifício, com seringas de insulina descartáveis. A tetraciclina foi utilizada 

como marcador para análise histomorfométrica dinâmica, com a finalidade 

de se verificar a taxa de aposição mineral diária73. 

Os animais receberam, após as exodontias, duas opções 

de ração, em grãos (padrão) ou moída, por dois dias. 

4.5 Sacrifício dos animais 

Os animais foram pesados antes do sacrifício, e de cada 

grupo de 24 ratas, oito foram sacrificadas após sete dias das exodontias, 

oito sacrificadas após 21 dias, enquanto as oito restantes foram 

sacrificadas decorridos 45 dias após as extrações dentárias. Para o 

sacrifício, os animais foram anestesiados e sacrificados na guilhotina. A 

mandíbula e o útero foram removidos, dissecados e fixados em solução 

de formol a 10% durante o tempo mínimo de 48 horas. A hemi-mandíbula 

direita foi submetida à análise histológica, imunoistoquímica enquanto a 

hemi-mandíbula esquerda foi submetida à análise histomorfométrica 

estática e dinâmica, além de análise por microscopia eletrônica de 

varredura no modo de elétrons retroespalhados (BSE). O útero foi 

submetido à análise histológica. 
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No quadro a seguir (Quadro 1) verifica-se a distribuição 

dos grupos experimentais conforme o tratamento e o tempo de sacrifício. 
Quadro 1 - Distribuição dos grupos experimentais e tratamento nos três períodos 

de observação 

Ovariectomizados Sham-operados 
Tratamento:

7 dias 21 dias 45 dias 7 dias 21 dias 45 dias 

Estrógeno OVZ-E7 OVZ-E21 OVZ-E45 _ _ _ 

Isoflavonas OVZ-I7 OVZ-I21 OVZ-I45 _ _ _ 

Associação OVZ-A7 OVZ-A21 OVZ-A45 _ _ _ 

Água OVZ7 OVZ 21 OVZ45 SHAM7 SHAM21 SHAM45

4.6 Tecido ósseo 

4.6.1 Processamento tecidual sem desmineralização 

As oito hemi-mandíbulas esquerdas de cada subgrupo 

foram submetidas às seguintes etapas de processamento: 

a) Imersão em concentrações crescentes de álcool, 

durante 1 hora cada, até álcool absoluto; 

b) Imersão em álcool absoluto por quatro dias; 

c) Imersão em Xilol por três dias; 

d) Imersão em Solução A (85% de metilmetacrilato e 

15% de dibutilftalato) por três dias; 

e) Imersão em Solução A, adicionada a 1 g de peróxido 

de benzoíla por quatro dias, em geladeira. 

A inclusão do fragmento foi realizada em uma pré-base, 

composta por Solução A adicionada a 3 g de peróxido de benzoíla já 



 

 

42

polimerizada, em estufa à 37ºC, contida em um frasco de vidro de 30 ml 

com tampa. O espécime foi posicionado sobre a pré-base, seguido de 

preenchimento do frasco com a Solução A adicionada a 3 g de peróxido 

de benzoíla, ficando, dessa maneira, o espécime suspenso do fundo do 

frasco, totalmente imerso na resina. O frasco foi levado à estufa à 37ºC 

por 48 h para a polimerização final. 

O frasco de vidro foi então quebrado e o bloco 

encaminhado para corte no longo eixo da mandíbula, perpendicular às 

raízes, sendo, portanto os ápices radiculares a superfícies de corte. Os 

cortes foram feitos com o aparelho de corte Labcut 1010 (Extec), 

utilizando-se disco diamantado de três polegadas de diâmetro. Obtiveram-

se dois cortes na região apical que em seguida foram colados em lâminas 

de plaxiglass incolor e estas fixadas em um dispositivo para desgaste. O 

desgaste foi realizado em politriz Labpol 8-12 (Extec), usando seqüência 

crescente de lixas d’água (800 e 1200), buscando a mínima espessura 

com o máximo de detalhes (Figura 4). Ao final do procedimento foram 

encaminhados para análise em microscopia eletrônica de varredura no 

modo de elétrons retroespalhados (BSE), análise em microscopia de luz 

para a histomorfometria com parâmetros estáticos e em microscópio de 

fluorescência para a histomorfometria óssea com parâmetros dinâmicos. 

4.6.2 Processamento tecidual com desmineralização 

Após a fixação, as oito hemi-mandíbulas direitas de cada 

subgrupo foram encaminhadas para desmineralização em solução de 100 

g de ácido etilenodinitrilotetracético (EDTA), 10 g de hidróxido de sódio 

P.A. e água destilada em quantidade suficiente para completar 1000 ml. 

Após descalcificadas, foram lavadas em água corrente 

removendo assim toda a solução desmineralizadora. Em seguida, foram 

submetidas à técnica histológica de rotina, incluídas em parafina e 

cortadas no sentido do longo eixo da mandíbula, sendo coradas por 

Hematoxilina e Eosina (HE) ou submetidas à técnica imunoistoquímica.  
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4.6.3 Análise histológica 

Tanto os cortes desmineralizados corados em HE quanto 

os cortes não desmineralizados corados por azul de toluidina foram 

submetidos à análise histológica em microscópio de luz para avaliação 

qualitativa do tecido ósseo neoformado (n=8). 

4.6.4 Análise por microscopia eletrônica de varredura (BSE) 

Foi selecionado um corte na região apical do material não 

desmineralizado de um animal por grupo para a realização desta análise 

(n=1). Analisaram-se qualitativamente as imagens obtidas por meio do 

BSE, observando a microarquitetura óssea e a conectividade trabecular. 

4.6.5 Análise histomorfométrica com parâmetros estáticos 

Os cortes obtidos sem desmineralização foram 

submetidos à análise histomorfométrica. Para tanto, foram corados com 

azul de toluidina e posteriormente avaliados em microscópio de luz (n=7).  

Foram selecionadas aleatoriamente 10 regiões (campos) 

dos dois cortes na região apical do alvéolo mesial ou distal de cada 

animal e a quantificação do volume trabecular e do volume osteóide foi 

avaliada por meio de planimetria por contagem de pontos. Para tanto, 

utilizou-se um retículo composto por setenta pontos resultantes das 

interseções entre linhas verticais (7) e horizontais (10), posicionado sobre 

a imagem histológica para a contagem. As imagens de cada campo foram 

selecionadas em microscópio de luz Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss, 

Oberköchen, Alemanha), com ocular de 10x e objetiva de 40x. Em 

seguida, as imagens foram obtidas por câmera digital Sony (modelo 

Cybershot), acoplada ao microscópio. As imagens arquivadas foram 
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submetidas à análise histomorfométrica, com utilização do programa 

computacional NIH image-J (versão Windows), de domínio público. Tal 

programa possibilitou a confecção do retículo e seu posicionamento sobre 

a imagem histológica. Observaram-se os seguintes parâmetros73: 

a) volume trabecular: volume ocupado pelo osso 

trabecular, mineralizado ou não, expresso como 

porcentagem do volume ocupado pela medula e 

trabéculas ósseas. 

b) volume osteóide: volume ocupado pelo osso não 

mineralizado, expresso como porcentagem do 

volume ocupado pelo osso trabecular mineralizado 

e não mineralizado. 

Essa relação (volume trabecular e volume osteóide) 

corresponde à proporção da estrutura analisada99. 

Observou-se ainda o número de mastócitos encontrados 

por campo analisado. O número de mastócitos por animal correspondeu à 

média dos valores obtidos nos 10 campos analisados. 

4.6.6 Análise imunoistoquímica 

Nas reações imunoistoquímicas, os cortes histológicos, 

após desparafinização em xilol e reidratação em série decrescente de 

etanol, seguiram-se os seguintes passos: 

a) eliminação de pigmentos formólicos pelo tratamento 

em hidróxido de amônia a 10% em etanol 95º; 

b) lavagem em água corrente e água destilada; 

c) digestão enzimática em pepsina 0,4% em ácido 

clorídrico para a recuperação antigênica; 

d) incubação com peróxido de hidrogênio a 6% e metanol 

1:1, com o objetivo de bloquear a peroxidase 

endógena tecidual; 
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e) lavagem em água corrente e água destilada e imersão 

por duas vezes em tampão Tris (pH 7,4), durante cinco 

minutos cada; 

f) incubação com o anticorpo primário diluído em tampão 

Tris acrescido de soroalbumina bovina (BSA) a 1% 

overnight a 4oC. 

Todos os procedimentos a seguir foram precedidos de 

duas lavagens em Tris (pH 7,4), durante cinco minutos cada: 

a) incubação com o anticorpo secundário biotinilado 

(DAKO LSAB kit, Peroxidase), por 30 minutos à 

temperatura ambiente; 

b) lavagem; 

c) exposição ao complexo terciário streptavidina-biotina-

peroxidase (DAKO LSAB kit, Peroxidase), por 30 

minutos à temperatura ambiente; 

d) lavagem; 

e) incubação com solução de diaminobenzidina (DAKO 

Liquid DAB), por 30 minutos; 

f) lavagem em água corrente e água destilada; 

Posteriormente, realizou-se a contra-coloração dos cortes 

com hematoxilina de Mayer, desidratação em etanol, clareamento em xilol 

e montagem com Permount. 

Controles positivos e negativos foram utilizados. Foram 

selecionados cortes de três animais por grupo (n=3) para avaliação 

qualitativa da imunomarcação do TGF-β. 
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4.6.7 Análise histomorfométrica com parâmetro dinâmico 

Nos cortes sem descalcificação não corados obteve-se a 

distância entre as duas marcações de tetraciclina na região ao redor do 

alvéolo do primeiro molar. Essa foi dividida pelo intervalo de tempo entre 

os dois períodos de administração do marcador ósseo, para obter a taxa 

de aposição mineral, expressa em micrômetros por dia (µm/dia). 

Foram selecionadas 10 regiões (campos) ao redor do 

alvéolo nos dois cortes da região apical de cada animal (n=7). Os campos 

foram selecionados em microscópio de fluorescência Zeiss Axiophot 2 

(Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha), com ocular de 10x e objetiva de 40x. 

Em seguida, as imagens foram obtidas por câmera digital Sony (modelo 

Cybershot), acoplada ao microscópio, sendo submetidas à análise 

histomorfométrica, com utilização do programa computacional NIH image-

J (versão Windows), de domínio público. Realizaram-se três medidas 

lineares de cada campo, obtendo-se um valor médio. A taxa de aposição 

mineral por rata correspondeu à média dos valores nos 10 campos 

analisados. 

Em todas as análises as imagens possuíam código que 

não permitia a identificação do grupo experimental ao qual pertenciam. 

4.7 Útero 

Os úteros das ratas foram removidos, dissecados e 

fixados em solução de formol a 10% durante o tempo mínimo de 48 horas. 

O tecido fixado foi desidratado, diafanizado e incluído em parafina. Os 

blocos seguiram para processamento histológico de rotina e coloração em 

Hematoxilina e Eosina (HE). Os úteros foram submetidos à análise 

histológica para avaliação qualitativa de seus aspectos morfológicos 

(n=8). 
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4.8 Análise estatística 

Os valores do peso dos animais no início e no fim do 

experimento foram submetidos à análise estatística (n=8). Para tanto, foi 

calculado o ganho do peso corporal, em porcentagem, por meio da 

aplicação da fórmula: ganho de peso (%) = [(F – I) / I] x 100, sendo F, 

peso final e I, peso inicial. Em seguida aplicou-se o teste de análise de 

variância (ANOVA, dois fatores) e o teste de comparação múltipla de 

Tukey (5%) nos dados obtidos. 

Os dados de ganho de peso e os da reparação óssea 

(volume trabecular, volume osteóide e número de mastócitos), além dos 

dados da taxa de aposição mineral ao redor do alvéolo (n=7), foram 

tabulados e submetidos à análise estatística descritiva e inferencial 

segundo duas abordagens.  

Na primeira abordagem, foram considerados os efeitos 

dos fatores: ovariectomia (presença ou ausência de hormônios ovarianos) 

e do tempo de sacrifício (sete, 21 e 45 dias), comparando-se os grupos 

OVZ e SHAM. Foram efetuados o teste de análise de variância (ANOVA, 

dois fatores) e o teste de comparação múltipla de Tukey (5%).  

Na segunda abordagem, foram considerados os efeitos 

dos fatores: tratamento (placebo, estrógeno, isoflavonas, associação) e do 

tempo de sacrifício (sete, 21 e 45 dias) nas ratas ovariectomizadas, 

comparando-se os grupos OVZ, OVZ-E, OVZ-I e OVZ-A. Para esses 

dados foi efetuado, como na primeira abordagem, o teste de análise de 

variância (ANOVA, dois fatores) e o teste de comparação múltipla de 

Tukey (5%). 

Por fim, quando necessário, compararam-se os valores do 

grupo SHAM e os grupos ovariectomizados que apresentaram efeito 

significativo utilizando-se o teste de Dunnett (5%). 



  

5 RESULTADOS 

A comprovação do sucesso da ovariectomia foi feita pela 

observação, no momento do sacrifício, da intensa atrofia uterina dos 

animais do grupo OVZ, diferindo, portanto, o volume do útero desses 

animais quando comparado ao volume uterino dos animais do grupo 

SHAM. 

5.1 Peso dos animais 

Os valores de ganho de peso estão apresentados no 

Apêndice A. Os valores de ganho do peso corporal, em porcentagem, 

referentes à estatística descritiva estão apresentados na Tabela 1 

mostrada a seguir. 
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Tabela 1 - Estatística descritiva dos valores de ganho do peso em porcentagem 

Tempo (dias) 
 

7 21 45 

Média 5,59 7,17 20,09 
SHAM 

DP 14,87 5,80 12,14 

Média 14,26 16,56 25,58 
OVZ 

DP 5,35 10,53 10,61 

Média 3,69 4,62 10,59 
OVZ-E 

DP 16,23 5,72 7,96 

Média 2,79 16,07 21,3 
OVZ-I 

DP 3,52 4,49 7,70 

Média -2,22 2,31 11,11 
OVZ-A 

DP 3,13 3,922 4,274 

 
 

 

Ao analisarmos a Tabela 1 verificou-se que as médias de 

ganho do peso aumentaram com o decorrer do tempo (Figura 5). 
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FIGURA 5 – Gráfico das médias de ganho do peso corporal dos grupos 

experimentais, no tempo de sacrifício de sete e 21 e 45 dias. 

Diante do comportamento das médias do gráfico anterior, 

pode-se observar que o grupo Sham apresentou nos três períodos 

observados médias menores de peso corporal quando comparadas ao 

grupo OVZ. 

Comparando-se os dados dos grupos OVZ e SHAM por 

meio da análise de variância (ANOVA), observou-se como efeitos 

significantes a ovariectomia (p=0,013) e o tempo de sacrifício (p=0,002).  

Em seguida, comparando-se os grupos ovariectomizados 

entre si, verificou-se que os resultados possibilitam rejeitar a hipótese de 

igualdade referente aos efeitos principais: tratamento (p=0) e tempo de 

sacrifício (p=0). 

Efetuou-se o teste de comparação múltipla de Tukey (5%) 

entre os grupos OVZ e SHAM (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Teste de Tukey para os dados de ganho do peso corporal nas seis 

condições experimentais 

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogêneos* 

OVZ 7 14,00 AB 

OVZ 21 16,37 AB 

OVZ 45 25,00 A 

SHAM 7 5,50 B 

SHAM 21 6,75 B 

SHAM 45 19,50 AB 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 
 

O grupo OVZ no período de 45 dias foi aquele que 

apresentou a maior porcentagem de ganho de peso, diferindo do grupo 

SHAM aos sete e aos 21 dias. Embora o grupo OVZ tenha apresentado 

maiores médias nos três períodos estudados, não houve diferença 

significativa entre a média de ambos os grupos em cada período. 
 

Aplicando-se o teste de Tukey para as médias dos grupos 

ovariectomizados entre si, verificou-se quanto ao efeito tempo de 

sacrifício que com o decorrer do tempo houve maior ganho de peso 

corporal pelos animais (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Teste de Tukey (5%) para ganho de peso nos três períodos de 

observação 

Tempo (dias) Média Grupos Homogêneos 

7 4,63 A 

21 9,891 B 

45 17,156 C 

 
Quanto ao efeito tratamento, após o teste de comparação 

múltipla de Tukey (5%), pode-se afirmar que o grupo OVZ-A foi aquele 

que apresentou menor ganho de peso, não diferindo do grupo OVZ-E 

(Tabela 4). 

Tabela 4 - Formação de grupos de mesmo desempenho, após o teste de 

comparação múltipla de Tukey (5%) 

Tratamento Média Grupos homogêneos

OVZ 18,800 B 

OVZ-I 13,403 B 

OVZ-E 6,299 A 

OVZ-A 3,735 A 
 

5.2 Análise Histológica 

O padrão histológico encontrado foi, de maneira geral, 

semelhante nos grupos experimentais entre si, apresentando diferenças 

marcantes quanto ao período de observação. Portanto, essas 

características foram descritas de acordo com os tempos de sete, 21 e 45 

dias. Diferenças observadas em alguns grupos foram assinaladas de 

acordo com o período. 
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5.2.1 Período de sete dias 

Na região apical alveolar do primeiro molar podiam ser 

distinguidos facilmente dois alvéolos correspondentes às raízes mesial 

(Figura 6A) e distal. No alvéolo mesial notava-se contorno da cortical 

alveolar bem definido e em remodelação e intensa neoformação óssea, 

de aspecto esponjoso, originada da periferia em direção ao centro (Figura 

6A e B). A porção central encontrava-se preenchida por tecido de 

granulação em maturação, caracterizado pela presença de fibroblastos 

jovens, vasos sanguíneos neoformados, e feixes de fibras colágenas 

delicados. O alvéolo distal possuía contorno irregular de difícil delimitação, 

já que os septos interdental e inter-radicular encontravam-se em intensa 

remodelação. Da mesma forma que no alvéolo mesial, notavam-se 

evidente neoformação óssea trabecular centrípeta e tecido de granulação 

no centro do alvéolo. Quantidade variada de remanescentes de coágulo 

em organização foi observada. 

O tecido ósseo neoformado era imaturo, desorganizado, 

contendo osteócitos volumosos e lacunas amplas. Observaram-se 

osteoblastos, em sua maioria, colunares (Figura 6C), com núcleo 

polarizado, arranjados em fileira contornando as trabéculas ósseas 

neoformadas. Notaram-se ainda, áreas de trabéculas delicadas, formadas 

por material de aspecto osteóide (Figura 6C e D). Estas diferiam das 

trabéculas localizadas na margem, que demonstravam um padrão mais 

maduro. 

No terço médio da região alveolar, notavam-se, além dos 

alvéolos mesial e distal já bastante definidos e facilmente distinguidos, os 

alvéolos correspondentes às raízes médio-vestibular e médio-lingual. 

Esquírolas ósseas, contornadas por tecido osteóide e por osteoblastos 

foram por vezes observados nos três terços da região alveolar. Quando 

presentes na região cervical, algumas eram contornadas ora por osteóide 

e osteoblastos, ora por osteoclastos sobre uma superfície reabsorvida. 
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Ao redor dos alvéolos, trabéculas ósseas delimitando 

espaços medulares preenchidos ora por medula óssea hematopoiética, 

ora por tecido de granulação em fase de maturação foram vistas. Áreas 

de reabsorção caracterizadas por linhas reversas basofílicas e trabéculas 

ósseas apresentando superfícies irregulares, com lacunas contendo ou 

não células gigantes multinucleadas sugestivas de osteoclastos, também 

foram notadas. 

Neoformação óssea periosteal na superfície externa da 

cortical óssea lingual e vestibular foi observada, a qual muitas vezes 

mostrava continuidade com a região do reparo do alvéolo mesial no terço 

cervical. Nesse terço, verificou-se extensa reabsorção óssea ao redor do 

alvéolo, predominando sobre a neoformação óssea no interior do mesmo. 

Por vezes, observou-se recobrimento parcial do processo alveolar por 

epitélio pavimentoso estratificado. Infiltrado inflamatório composto por 

células polimorfonucleares e mononucleares também foi encontrado. Na 

região, freqüentemente observou-se fratura da cortical óssea, seqüela da 

exodontia. Como conseqüência, nessas áreas, notou-se atraso do 

processo de reparação. 

Aos sete dias a alteração mais marcante foi observada 

nos grupos OVZ-E e SHAM, os quais apresentaram as características 

descritas anteriormente, no entanto, mostraram cortical alveolar mais 

evidente, compacta, delimitando o alvéolo mesial. 

5.2.2 Período de 21 dias 

Neste período, a característica mais acentuada foi o 

preenchimento completo do alvéolo por osso trabecular no terço médio 

(Figura 6E), sendo que no terço apical notava-se ainda presença de 

tecido conjuntivo fibroso no centro do alvéolo, porém em menor 

quantidade quando comparado ao período anterior. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6 – Análise histológica da reparação óssea alveolar: A) trabéculas 
ósseas delicadas originadas da margem do alvéolo aos sete 
dias. Grupo SHAM. Aumento original 100x; B) tecido ósseo 
formado sobre arcabouço de fibras colágenas ( ). Grupo 
OVZ-I aos sete dias. C) osteoblastos colunares ( ) 
arranjados em fileira e camada de osteóide ( ), no período de 
sete dias. Grupo SHAM. Aumento original 1000x; D) osteóide 
originado a partir do osso preexistente envolvendo tecido 
ósseo recém mineralizado, aos sete dias. Grupo SHAM. 
Aumento original 1000x; E) alvéolo preenchido por trabéculas 
ósseas neoformadas aos 21 dias. Grupo SHAM. Aumento 
original 100x; F) linhas reversas basofílicas ( ) 
caracterizando atividade de remodelação óssea aos 21 e 45 
dias. Grupo OVZ45. Aumento original 1000x. Azul de 
Toluidina. 
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No interior do alvéolo, o tecido ósseo apresentava-se em 

maior quantidade, mais maduro e organizado, sendo que grande parte 

das trabéculas apresentava numerosas linhas reversas basofílicas, 

evidenciando a fase de remodelação óssea (Figura 6F). 

Osteoblastos achatados ou colunares, arranjados em 

fileira contornando algumas trabéculas foram observados. Tecido ósseo 

não mineralizado, de aspecto osteóide, ao redor das trabéculas ósseas 

neoformadas foi encontrado. 

A cortical alveolar, que no período anterior apresentava-

se em intensa fase de remodelação, apresentou-se mais espessa, densa 

e compacta, e o trabeculado ósseo neoformado delimitava espaços 

medulares pequenos, ainda preenchidos por tecido conjuntivo fibroso. 

A neoformação periosteal da superfície externa do osso 

cortical também apresentava aspecto mais maduro, com trabéculas mais 

densas e compactas do que aquelas do período de sete dias. No 

processo alveolar, espaços medulares preenchidos tanto por tecido de 

granulação, quanto por medula hematopoética foram notados. 

5.2.2 Período de 45 dias 

Nesse período, toda a região alveolar encontrava-se 

preenchida por trabeculado ósseo (Figura 7A) e na maioria dos animais 

não se observava tecido conjuntivo fibroso no centro dos alvéolos. 

Os alvéolos eram mal delimitados, pois a distinção das 

corticais alveolares tornou-se difícil devido à intensa remodelação ocorrida 

no local. 

As trabéculas, mais espessas e densas, apresentavam 

osteócitos pouco volumosos em lacunas pequenas, além de pequena 

quantidade de osteóide ao redor. Células gigantes multinucleadas 

sugestivas de osteoclastos foram observadas (Figura 7B e C). A maioria 

dos osteoblastos apresentava-se achatada, arranjados em fileira. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 7 – Análise histológica da reparação óssea alveolar: A) trabéculas 
em fase de remodelação aos 45 dias. Espaços medulares 
preenchidos por tecido conjuntivo ou medula hematopoética. 
Grupo SHAM. Aumento original 100x; B) osteoclasto 
reabsorvendo espícula óssea da margem do alvéolo. Grupo 
SHAM aos 7 dias. Aumento original 1000x; C) osteoclastos no 
interior de lacunas de reabsorção. Grupo SHAM aos 7 dias. 
Aumento original 1000x; D) espaços medulares contendo 
medula hematopoética e mastócitos ( ). Grupo SHAM aos 45 
dias. Aumento original 1000x. E) espaços medulares 
contendo tecido conjuntivo e mastócitos ( ). Grupo OVZ aos 
45 dias. Aumento original 1000x. Azul de Toluidina. 
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Nos espaços medulares notou-se medula hematopoiética. 

Mastócitos caracterizados por núcleo arrendondado e citoplasma 

granular, com metacromasia evidente à coloração por Azul de Toluidina, 

foram vistos dispersos pelo tecido no interior e ao redor do alvéolo em 

todos os grupos, sendo que no grupo OVZ sua presença foi bastante 

expressiva (Figura 7D e E).  

O tecido ósseo neoformado na superfície externa da 

cortical óssea estava remodelado e não era possível sua diferenciação do 

osso preexistente.  

O Grupo OVZ apresentou menor largura da mandíbula na 

região estudada, evidenciando maior reabsorção óssea no local, além de 

espaços medulares maiores, alterando a microarquitetura óssea quando 

comparado ao grupo SHAM. O tecido conjuntivo do centro do reparo 

ósseo apresentava-se com fibras colágenas mais delicadas do que os 

demais grupos. 

5.3 Análise por microscopia eletrônica de varredura (BSE) 

Aos sete dias foi observado tecido ósseo neoformado 

originado da margem do alvéolo, caracterizado por trabéculas delicadas e 

osteoplastos amplos. O trabeculado preenchia parcialmente o local e a 

intensidade da neoformação variou de acordo com o animal, sendo 

evidente no grupo SHAM e discreta no grupo OVZ-I. 

No período de 21 dias notaram-se trabéculas espessas e 

espaços medulares menores. Tais espaços apresentaram tamanho ainda 

mais reduzido no período de 45 dias. Aparentemente no grupo OVZ os 

espaços medulares eram maiores, conferindo uma diferença na 

microarquitetura óssea quando comparada a dos demais grupos (Figura 

8).



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8 – Análise da reparação óssea alveolar por MEV/BSE: A e E) 
grupo SHAM. B e F) grupo OVZ: C) grupo OVZ-E. D) grupo 
OVZ-I. A – D) neoformação óssea de intensidade variada 
segundo o grupo, caracterizada por trabéculas ósseas 
delicadas preenchendo parcialmente o alvéolo aos sete dias; 
E – F) preenchimento completo do alvéolo por trabéculas 
espessas e em remodelação aos 45 dias, com diferença na 
microarquitetura óssea nesse período. Aumento original 
200x. 
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5.4 Análise histomorfométrica com parâmetros estáticos 

5.4.1 Volume trabecular 

Os dados originais estão apresentados no Apêndice B. A 

estatística descritiva desses dados encontra-se na Tabela 5. 
Tabela 5 - Estatística descritiva referente ao volume trabecular em porcentagem 

Tempo (dias) 
 

7 21 45 

Média 46,41 70,88 81,39 
SHAM 

DP 3,640 4,546 4,235 

Média 42,08 66,20 78,84 
OVZ 

DP 6,578 4,743 3,229 

Média 39,31 68,44 75,86 
OVZ-E 

DP 4,955 4,292 3,131 

Média 35,93 69,30 75,46 
OVZ-I 

DP 6,158 5,254 4,088 

Média 38,45 71,81 85,63 
OVZ-A 

DP 3,392 6,635 3,986 

 

Observando os dados da Tabela 5 nota-se, comparando-

se os grupos SHAM e OVZ, que o volume trabecular aumentou com o 

decorrer do tempo, e o mesmo foi observado entre os grupos 

ovariectomizados e tratados entre mostrando que todos os grupos 

experimentais apresentaram comportamento semelhante (Figura 9). 
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FIGURA 9 - Gráfico das médias de volume trabecular dos grupos experimentais 

aos sete, 21 e 45 dias. 

Os dados dos grupos OVZ e SHAM, quando submetidos 

ao teste ANOVA, mostraram, como efeito significante, o tempo de 

sacrifício (p=0) e a ovariectomia (p=0,011). 

Ao analisarem-se os dados dos grupos ovariectomizados, 

o teste ANOVA revelou como efeitos significativos o tempo de sacrifício 

(p=0), o tratamento (p=0,008), bem como a interação entre ambos 

(p=0,014). 

Aplicando-se o teste de Tukey para as médias dos grupos 

OVZ e SHAM, verificou-se quanto ao efeito tempo de sacrifício que com o 

decorrer do tempo houve aumento do volume trabecular (Tabela 6). 
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Tabela 6 – Teste de Tukey para volume trabecular nos três períodos de 

observação 

Tempo (dias) Média Grupos Homogêneos 

7 44,245 A 

21 68,541 B 

45 80,116 C 

 
Quanto ao efeito ovariectomia, após o teste de 

comparação múltipla de Tukey, pode-se afirmar que o grupo OVZ 

apresentou menor volume trabecular que o grupo SHAM (Tabela 7). 
 

Tabela 7 - Formação de grupos de mesmo desempenho, após o teste de 

comparação múltipla de Tukey (5%) 

Tratamento Média Grupos homogêneos

OVZ 62,376 A 

SHAM 66,224 B 

 
O teste de comparação múltipla de Tukey indicou 

semelhança entre os grupos Sham e OVZ no mesmo período de 

observação (Tabela 8). 
 

Tabela 8 – Teste de Tukey para os dados referentes ao volume trabecular 

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogêneos* 

OVZ 7 42,082 A 

OVZ 21 66,204 B 

OVZ 45 78,844 C 

SHAM 7 46,408 A 

SHAM 21 70,878 B 

SHAM 45 81,388 C 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 
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O teste de comparação múltipla de Tukey para os grupos 

ovariectomizados mostrou que o grupo OVZ-A, aos 45 dias, apresentou 

média superior à dos grupos OVZ-E e OVZ-I, e, embora não diferindo do 

grupo OVZ tendeu a apresentar maior quantidade de volume trabecular 

(Tabela 9). 
 

Tabela 9 – Teste de Tukey para os dados referentes ao volume trabecular para 

os grupos ovariectomizados e tratados em porcentagem 

Tratamento Tempo Média Grupos homogêneos* 

OVZ 7 42,082 A 

OVZ-E 7 39,310 A 

OVZ-I 7 35,935 A 

OVZ-A 7 38,453 A 

OVZ 21 66,204 B 

OVZ-E 21 68,443 BC 

OVZ-I 21 69,300 BC 

OVZ-A 21 71,810 BCD 

OVZ 45 78,844 DE 

OVZ-E 45 75,865 CD 

OVZ-I 45 75,458 CD 

OVZ-A 45 85,629 E 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 

 

5.4.2 Volume osteóide 

Os dados de cada animal estão apresentados no 

Apêndice C. A estatística descritiva desses dados encontra-se na tabela a 

seguir (Tabela 10). 
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Tabela 10 - Estatística descritiva referente ao volume osteóide em porcentagem 

Tempo (dias) 
 

7 21 45 

Média 7,043 7,109 2,005 
SHAM 

DP 1,437 0,800 0,854 

Média 2,936 7,789 3,899 
OVZ 

DP 0,684 1,859 0,800 

Média 20,656 7,574 2,897 
OVZ-E 

DP 6,272 1,868 0,744 

Média 4,182 7,460 3,193 
OVZ-I 

DP 1,014 1,751 1,517 

Média 15,714 4,746 0,022 
OVZ-A 

DP 1,896 1,491 0,010 

 

Comparando-se os grupos SHAM e OVZ, nota-se que o 

volume osteóide aumentou do período de sete para o período de 21, 

principalmente no grupo OVZ, decrescendo no período de 45 dias, sendo 

que o mesmo ocorreu no grupo OVZ-I. Mas, os grupos OVZ-E e OVZ-A 

apresentaram médias superiores aos sete dias que decresceram com o 

decorrer do tempo. 

Observando a Figura 10 pode-se notar que os grupos 

SHAM, OVZ e OVZ-I apresentaram comportamento semelhante nos três 

períodos de observação. Entretanto, os grupos OVZ-E e OVZ-A 

apresentaram comportamento diverso aos sete dias. 
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FIGURA 10 - Gráfico das médias de volume osteóide dos grupos experimentais 

nos períodos de observação sete, 21 e 45 dias. 

Os dados dos grupos OVZ e SHAM, quando submetidos 

ao teste ANOVA, mostraram, como efeito significante, o tempo de 

sacrifício (p=0) e sua interação com o efeito ovariectomia (p=0). 

O teste ANOVA, comparando-se os grupos 

ovariectomizados, revelou como efeitos significativos o tempo de sacrifício 

(p=0), o tratamento (p=0), bem como a interação entre ambos (p=0).  

O teste de comparação múltipla de Tukey mostrou que os 

grupos SHAM e OVZ apresentaram diferença significativa no período de 

sete e 45, sendo semelhantes no período de 21 dias (Tabela 11). 
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Tabela 11 – Teste de Tukey para os dados referentes ao volume osteóide dos 

grupos SHAM e OVZ 

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogêneos* 

OVZ 7 2,9356 BC 

OVZ 21 7,7892 A 

OVZ 45 3,8990 B 

SHAM 7 7,0434 A 

SHAM 21 7,1087 A 

SHAM 45 2,0054 C 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 
 
 
 
 

As médias de volume osteóide dos grupos 

ovariectomizados ao serem submetidas ao teste de comparação múltipla 

de Tukey indicaram diferença entre os grupo OVZ-A e OVZ-E aos sete 

dias, diferindo dos demais. Os grupos OVZ e OVZ-I foram semelhantes 

em todos os tempos de sacrifício e não diferiram dos grupos OVZ-A e 

OVZ-E aos 21 dias, sendo, portanto, todos semelhantes neste período. 

Aos 45 dias o grupo OVZ-A apresentou a menor média, embora todos 

tenham sido estatisticamente semelhantes nesse período (Tabela 12). 
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Tabela 12 – Teste de Tukey para os dados referentes ao volume osteóide para 

os grupos ovariectomizados e tratados entre si 

Tratamento Tempo Média Grupos homogêneos* 

OVZ 7 2,936 DE 

OVZ-E 7 20,656 A 

OVZ-I 7 4,182 CD 

OVZ-A 7 15,714 B 

OVZ 21 7,789 C 

OVZ-E 21 7,574 C 

OVZ-I 21 7,460 C 

OVZ-A 21 4,746 CD 

OVZ 45 3,899 CDE 

OVZ-E 45 2,897 DE 

OVZ-I 45 3,193 DE 

OVZ-A 45 0,022 E 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 
 

Para a comparação dos grupos OVZ-E, OVZ-A e SHAM, 

no período de sete dias, utilizou-se o teste de Dunnett. Verificou-se 

diferença estatística entre esses grupos e o grupo SHAM, sendo que a 

maior média foi a do OVZ-E (Tabela 13). 

Tabela 13 – Teste de Dunnett para a comparação dos grupos OVZ-E, OVZ-A 

com o grupo SHAM, no período de sete dias 

Grupos Médias Diferença de médias 
SHAM (7.043) 

SE da 
diferença t* p 

OVZ-E 20,66 13.613 (8,014 a 19,21) 2,347 5,800 0,0000 

OVZ-A 14,4021 7,359 (1,937 a 12,78) 2,273 3,238 0,0081 
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5.4.3 Número de mastócitos 

Os dados de cada animal estão apresentados no 

Apêndice D. A estatística descritiva desses dados encontra-se na tabela a 

seguir (Tabela 14). 
 

Tabela 14 - Estatística descritiva referente à média do número de mastócitos de 

cada grupo experimental 

Tempo (dias) 
 

7 21 45 

Média 0,0143 1,3048 0,8571 
SHAM 

DP 0,0378 0,7374 0,6579 

Média 0,0600 1,3429 1,6635 
OVZ 

DP 0,0566 1,6821 1,4414 

Média 0,0633 0,3000 0,6861 
OVZ-E 

DP 0,1172 0,3317 0,6301 

Média 0,0000 1,2171 0,9102 
OVZ-I 

DP 0,0000 1,1213 0,6545 

Média 0,2365 1,0071 0,7171 
OVZ-A 

DP 0,1945 0,9185 1,2753 

 

Observando as médias dos grupos experimentais nota-se 

que os grupos OVZ e OVZ-E apresentaram aumento do número de 

mastócitos com o decorrer do tempo. O mesmo não foi verificado nos 

demais grupos, os quais apresentaram maior número de mastócitos aos 

21 dias e um decréscimo no período seguinte. 

Observando a Figura 11 pode-se notar que os grupos 

experimentais mostraram comportamento semelhante aos sete e 21 dias. 

Aos 45 dias, os grupos OVZ e OVZ-E apresentaram comportamento 

diferente dos demais devido ao aumento do número de mastócitos, 

enquanto os demais tiveram as médias diminuídas no período. 
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FIGURA 11 - Gráfico das médias dos grupos experimentais aos sete, 21 e aos 

45 dias. 
 

O teste ANOVA para os grupos OVZ e SHAM, revelou, 

como efeito significativo, o tempo de sacrifício (p=0,002). 

Comparando-se os grupos ovariectomizados tratados 

entre si, o teste ANOVA revelou como efeito significativo também apenas 

o tempo de sacrifício (p=0). 

O teste de comparação múltipla de Tukey mostrou que o 

grupo OVZ apresentou média diferente estatisticamente ao comparar-se o 

período de sete e 45 dias. O mesmo não ocorreu nos demais grupos 

experimentais, mostrando, portanto, um aumento significativo dos 

mastócitos com o decorrer do tempo no grupo OVZ (Tabela 15). 
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Tabela 15 – Teste de Tukey para os dados referentes ao número de mastócitos 

dos grupos SHAM e OVZ 

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogêneos* 

OVZ 7 0,0600 B 

OVZ 21 1,3429 AB 

OVZ 45 1,6635 A 

SHAM 7 0,0143 B 

SHAM 21 1,3048 AB 

SHAM 45 0,8571 AB 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 
 
 
 
 

Quanto ao efeito tratamento não houve diferença 

significativa entre os grupos ovariectomizados ao ser aplicado o teste de 

comparação múltipla de Tukey (Tabela 16). 
 

Tabela 16 - Formação de grupos de mesmo desempenho, após o teste de 

comparação múltipla de Tukey (5%) 

Tratamento Média Grupos homogêneos

OVZ 1,0221 A 

OVZ-E 0,3498 A 

OVZ-I 0,7091 A 

OVZ-A 0,6536 A 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 
 
 

 

Quanto ao efeito tempo de sacrifício, foi verificado que o 

período de sete dias foi aquele que apresentou menor média (Tabela 17). 

 



 72

Tabela 17 – Teste de Tukey (5%) para o número de mastócitos nos três períodos 

de observação 

Tempo (dias) Média Grupos Homogêneos 

7 0,0899 A 

21 0,9668 B 

45 0,9942 B 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 
 
 

5.5 Análise imunoistoquímica 

A expressão do TGF-β foi observada aos sete, 21 e 45 

dias de reparação óssea. Aos sete dias notou-se marcação positiva nos 

osteoblastos, que em sua maioria apresentavam-se colunares. Alguns 

osteócitos também exibiram marcação positiva, bem como o tecido de 

granulação visto no centro do alvéolo. Tal tecido, em fase de maturação 

era formado por fibras colágenas delicadas e por fibroblastos, ambos com 

expressão positiva para TGF- β.  

Aos 21 dias, os osteoblastos, ora colunares, ora cúbicos 

apresentaram-se em sua maioria marcados. O tecido de granulação, 

formado por fibras de maior espessura quando comparada ao período 

anterior, continuou exibindo intensa marcação do fator de crescimento. 

No período de 45 dias apenas alguns osteoblastos 

apresentaram-se marcados, sendo que no tecido conjuntivo fibroso ainda 

observava-se expressão do anticorpo. 

Nos três períodos de observação, a matriz óssea exibiu 

discreta marcação, enquanto que a medula hematopoiética apresentou 

marcação negativa, exceto os megacariócitos que serviram de controle 

positivo. Os osteoclastos apresentaram forte expressão do TGF- β (Figura 

12). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 12 – A – D) Imunoistoquímica, TGF- β. E – F) Fluorescência: A) 

expressão do TGF-β no tecido de granulação no centro do 
reparo ósseo. Grupo OVZ-E aos 7 dias. Aumento original 
100x; B) ausência de marcação na medula hematopoiética. 
Grupo OVZ-E aos 7 dias. Aumento original 200x; C) 
expressão positiva do TGF- β nos osteoblastos colunares e 
osteoclastos. Grupo OVZ-E aos 7 dias. Aumento original 
1000x; D) osteoblastos achatados no período de 45 com 
marcação para TGF-β. Grupo OVZ aos 45 dias. Aumento 
original 1000x; E) marcação fluorescente da tetraciclina aos 
sete dias. Grupo OVZ-E. Aumento original 400x; F) 
marcação fluorescente da tetraciclina aos 45 dias. Grupo 
OVZ-E. 
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5.6 Taxa de aposição mineral 

Ao redor do alvéolo, observou-se a presença de duas 

linhas fluorescentes em algumas trabéculas. Mediu-se a distância entre as 

duas marcações de tetraciclina nos três períodos de observação (Figura 

12). Os dados originais estão apresentados no Apêndice E. A estatística 

descritiva desses dados encontra-se na Tabela 18. 
 

Tabela 18 - Estatística descritiva referente à taxa de aposição mineral diária dos 

grupos experimentais (µm/dia). 

Tempo (dias) 
 

7 21 45 

Média 4,82 2,32 1,33 
SHAM 

DP 0,88 0,54 0,34 

Média 4,08 2,54 1,00 
OVZ 

DP 1,30 0,36 0,14 

Média 5,59 1,88 1,02 
OVZ-E 

DP 0,36 0,52 0,27 

Média 5,09 2,44 0,70 
OVZ-I 

DP 0,84 0,65 0,26 

Média 3,63 1,81 1,07 
OVZ-A 

DP 0,75 0,20 0,29 

 

Observando a os dados da Tabela 8 nota-se que os 

valores de todos os grupos experimentais no período de sete dias foram 

superiores aos demais períodos de observação.  

Observou-se por meio da Figura 13 que as médias de 

todos os grupos experimentais apresentaram comportamento semelhante 

e decresceram com o decorrer do tempo. 
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FIGURA 13 – Gráfico das médias da taxa de aposição mineral no tempo de 

sacrifício de sete, 21 e 45 dias. 

Os dados dos grupos SHAM e OVZ, quando submetidos 

ao teste ANOVA, mostraram, como efeito significante, o tempo de 

sacrifício (p=0). 

Para comparação dos grupos ovariectomizados, os dados 

foram submetidos ao teste ANOVA, sendo observado que o efeito 

tratamento (p=0,003) e tempo de sacrificio (p=0) foram significativos e 

também a interação entre os mesmos (p=0). 

O teste de comparação múltipla de Tukey efetuado em 

seguida indicou semelhança entre os grupos SHAM e OVZ no mesmo 

período de observação (Tabela 19). 
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Tabela 19 – Teste de Tukey para os dados referentes a taxa de aposição mineral 

diária nas seis condições experimentais 

Grupos Tempo (dias) Média Grupos Homogêneos* 

OVZ 7 4,08 A 

OVZ 21 2,54 B 

OVZ 45 1,00 D 

SHAM 7 4,82 A 

SHAM 21 2,32 BC 

SHAM 45 1,33 CD 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 
 
 

O teste de comparação múltipla de Tukey efetuado em 

seguida para os grupos ovariectomizados indicou que o grupo OVZ-E aos 

07 dias apresentou maior taxa de aposição mineral diária diferindo dos 

grupos OVZ e OVZ-A. O grupo OVZ-I apresentou comportamento 

intermediário (Tabela 20). 
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Tabela 20 – Teste de Tukey para os dados referentes a taxa de aposição mineral 

dos grupos ovariectomizados 

Tratamento Tempo Média Grupos homogêneos 

OVZ 7 4,08 BC 

OVZ-E 7 5,59 A 

OVZ-I 7 5,09 AB 

OVZ-A 7 3,63 C 

OVZ 21 2,54 D 

OVZ-E 21 1,88 DE 

OVZ-I 21 2,44 D 

OVZ-A 21 1,81 DE 

OVZ 45 1,00 EF 

OVZ-E 45 1,02 EF 

OVZ-I 45 0,70 F 

OVZ-A 45 1,07 EF 

*médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente 
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5.7 Análise histológica do útero 

O útero é formado pelo endométrio e pelo miométrio. O 

endométrio é a mucosa que reveste a cavidade uterina, sendo composto 

por epitélio e estroma subjacente. O miométrio representa uma camada 

muscular responsável pela contração uterina.  

Os grupos OVZ-E e OVZ-A apresentaram aspectos 

morfológicos semelhantes aos do grupo SHAM, portanto, serão descritos 

em conjunto. Entretanto, diferenças evidentes foram observadas ao 

comparar-se tais grupos e os grupos OVZ e OVZ-I, também descritos em 

conjunto a seguir. 

5.7.1 Grupos SHAM, OVZ-E e OVZ-A 

O epitélio de revestimento apresentou-se como epitélio 

simples, ora colunar baixo, ora colunar alto e um caso do grupo SHAM 

com metaplasia escamosa. O epitélio colunar baixo era caracterizado pela 

presença de células poligonais, núcleos ovais ou arredondados e 

citoplasma eosinofílico, por vezes com polarização basal dos núcleos. O 

epitélio colunar alto exibia células de citoplasma claro, núcleos ovais, 

alguns lembrando epitélio pseudo-estratificado e outros em paliçada. 

Alguns animais apresentaram epitélio misto. Nesses grupos notou-se 

aspecto papílifero do epitélio, apresentando diversas evaginações para o 

lúmen, característica evidente principalmente nos animais OVZ-E e OVZ-

A. Na interface do epitélio com o tecido conjuntivo do estroma 

observaram-se numerosas células de citoplasma claro e núcleo 

arredondado. 

O estroma subjacente, formado por tecido conjuntivo 

fibroso ricamente celularizado, apresentava fibroblastos com núcleos 

ovalados, numerosos vasos sanguíneos e de permeio intensa infiltração 
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inflamatória eosinofílica. Foram observadas glândulas endometriais do 

tipo tubular simples compostas por células mucosas. Adjacente ao 

estroma observou-se a camada muscular lisa do miométrio (Figura 14). 

5.7.2 Grupos OVZ e OVZ-I 

O epitélio de revestimento apresentou-se 

predominantemente como epitélio cúbico simples, com células poligonais 

de núcleos arredondados, por vezes em paliçada. 

O estroma subjacente exibiu menor espessura do que o 

grupo SHAM, sendo formado por tecido conjuntivo fibroso ricamente 

celularizado. Alguns animais desses grupos apresentavam fibroblastos, 

com núcleos achatados. Foram observadas glândulas endometriais do 

tipo tubular simples compostas por células mucosas. Adjacente ao 

estroma observou-se a camada muscular lisa do miométrio (Figura 14). 

A interface do epitélio com o tecido conjuntivo apresentou-

se plana, não sendo observado o aspecto papilífero descrito nos demais 

grupos. Também notaram-se raras células de citoplasma claro na região 

de interface (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 14 – Análise histológica do útero: A) aspecto panorâmico do 

miométrio e endométrio. Grupo SHAM aos sete dias. 
Aumento original 100x; B) infiltração eosinofílica no 
estroma do endométrio. Grupo SHAM aos sete dias. 
Aumento original 400x; C) aspecto papilífero do epitélio 
uterino. Grupo SHAM aos sete dias. Aumento original 400x; 
D) células epiteliais colunares em detalhe. Grupo SHAM 
aos sete dias. Aumento original 1000x; E) interface plana 
entre o epitélio e o estroma. Grupo OVZ aos 45 dias. 
Aumento original 400x; F) células epiteliais cúbicas em 
detalhe. Grupo OVZ aos 45 dias. Aumento original 1000x. 
HE. 





6 DISCUSSÃO 

A rata ovariectomizada é um modelo útil devido ao fato de 

apresentar características de perda óssea similares àquelas ocorridas na 

osteoporose em mulheres pós-menopausa. As ratas aos três meses de 

idade, período no qual estão em fase de reprodução, respondem 

apropriadamente à deficiência de hormônios sexuais, adquirida como 

seqüela da ovariectomia47. Nesse modelo experimental, além da perda 

óssea, ocorrem aumento do nível plasmástico e urinário de marcadores 

da remodelação óssea, decréscimo da absorção de cálcio e efeito protetor 

da obesidade sobre a perda óssea decorrente da deficiência 

estrogênica102. 

O aumento de massa corpórea está relacionado ao 

aumento da densidade óssea podendo reduzir o risco de fraturas 

osteoporóticas13. Com intuito de evitar tal efeito protetor nos animais 

deste estudo, realizou-se um controle da quantidade de ração ingerida. 

Ao analisar-se os dados referentes ao ganho de peso verificou-se que 

não houve diferença significativa entre os animais SHAM e OVZ no 

mesmo período. Na literatura, muitos autores realizam controle da dieta 

das ratas ovariectomizadas vinculado à quantidade de ração ingerida 

pelos animais Sham-operados. Deyhim et al.27 utilizou essa metodologia, 

porém, verificou aumento no peso dos animais, que consideraram ser 

decorrente de um decréscimo no metabolismo das ratas ovariectomizadas 

e não decorrente de um aumento na ingestão do alimento. Nesse estudo 

observou-se que os animais OVZ apresentaram maiores médias de ganho 

de peso que as do grupo SHAM, embora não diferentes estatisticamente 

em cada período, o que poderia ser reflexo do decréscimo no 

metabolismo sugerido por Deyhim27. 
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Entretanto, Fanti et al.32, ao registrarem o consumo diário 

de ração das ratas do estudo, observaram que houve aumento na 

ingestão do alimento e conseqüente ganho de peso nas ratas 

ovariectomizadas.  

Em relação à influência da deficiência estrogênica na 

reparação óssea, a maioria dos autores sugere uma redução na 

capacidade de reparação do tecido14,17,46,59,70. Na literatura existem alguns 

trabalhos que investigam o reparo ósseo alveolar pós 

ovariectomia41,49,81,82,89,93,107. Nesses estudos, a exodontia foi realizada 

em diferentes períodos após a ovariectomia. No presente trabalho 

objetivou-se avaliar os efeitos iniciais da ovariectomia no reparo ósseo 

alveolar, sendo a exodontia realizada 15 dias após a ovariectomia. Esse 

período foi escolhido porque Wronski et al.101 observaram osteopenia e 

aumento do índice de reabsorção óssea aos 14 dias após a cirurgia, que 

se tornou gradualmente mais pronunciada até se estabilizar por volta dos 

cem dias. Estes achados estão de acordo ainda com Lane et al.54, que 

verificaram os efeitos da ovariectomia cinco e oito dias após a cirurgia.  

Analisando-se o efeito inicial da deficiência estrogênica 

sobre o volume trabecular não se observou diferenças significativas entre 

as ratas OVZ e SHAM do mesmo período. Tanaka et al.89 ao estudar a 

reparação óssea alveolar, realizou a exodontia sete dias após a 

ovariectomia, e também não observou diferenças entre os animais 

ovariectomizados e Sham-operados com relação à formação óssea no 

interior do alvéolo. Teófilo et al.93, realizou a exodontia do incisivo superior 

15 dias após a remoção do ovários e observou atraso no reparo ósseo 

dos animais ovariectomizados, com menor volume ósseo em todos os 

tempos de observação e a presença de coágulo remanescente até no 

período mais tardio, além de profusão de osteoclastos na superfície do 

osso trabecular neoformado. Tal discordância entre esses trabalhos pode 

ser justificada por uma diferença na metodologia. No trabalho de Teófilo et 

al.93, as ratas ovariectomizadas foram alimentadas com ração com baixo 
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teor de cálcio. Os autores basearam-se em investigações prévias92, nas 

quais verificaram que a associação entre a ovariectomia e a dieta com 

baixo teor de cálcio promoveu perda óssea no osso da maxila, perda 

óssea não observada no grupo ovariectomizado que recebeu a ração 

padrão. Os autores sugeriram que a ingestão normal de cálcio diminui a 

sensibilidade do osso aos efeitos da ovariectomia. Hara et al.36 estudaram 

tíbias, mandíbulas e maxilas por meio de análise histomorfométrica. Os 

autores verificaram que os efeitos da deficiência em cálcio são mais 

acentuados quando comparados com os da deficiência estrogênica. A 

dinâmica óssea foi alterada pela ovariectomia na mandíbula e na tíbia, 

pela deficiência em cálcio independentemente da ovariectomia na tíbia, 

mandíbula e maxila. 

Por conseguinte, supõe-se que não só o processo de 

remodelação, mas também o processo de reparação são influenciados 

pela redução da absorção de cálcio. Estudos que confirmem essa relação 

estão sendo desenvolvidos paralelamente a essa pesquisa por nosso 

grupo de estudo. 

Zecchin et al.107 e Shimizu et al.81 também observaram 

diferenças entre os grupos OVZ e SHAM. Zecchin et al.107 avaliaram os 

efeitos da ausência de estrógeno na expressão de metaloproteinases 

(MMP) 2 e 9 e na expressão do colágeno I e III no tecido de granulação 

de ratas após exodontia, realizada 21 dias após a ovariectomia. As ratas 

ovariectomizadas apresentaram decréscimo da atividade e expressão de 

ambas MMPs e também do colágeno I e III. Os autores sugeriram que a 

ausência de estrógeno, possivelmente, contribui para o atraso na 

reparação alveolar, interferindo na matriz extracelular.  

Shimizu et al.81 estudaram o reparo ósseo em alvéolos de 

dentes extraídos 60 dias após a cirurgia de ovariectomia em ratas. 

Avaliaram a quantidade óssea na região vestibular do alvéolo dental e do 

tecido no interior do alvéolo. Na análise do osso do interior do alvéolo, 

sete dias após a extração, os grupos SHAM e OVZ foram semelhantes na 
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neoformação óssea, contudo, 30 e 60 dias após, havia mais osso no 

alvéolo dos animais SHAM. Segundo os autores, a neoformação óssea foi 

diminuída pela deficiência estrogênica. 

Tais autores encontraram resultados diferentes daqueles 

encontrados na análise histomorfométrica desse trabalho, provavelmente 

pelo maior tempo que aguardaram após a ovariectomia. Portanto, sugere-

se que os efeitos iniciais da ovariectomia não alterem o reparo ósseo 

alveolar, podendo ser evidenciados em associação a dieta com baixo teor 

de cálcio, sendo necessários novos estudos para confirmar tal relação. 

Contudo, na análise histológica do grupo OVZ aos 45 

dias, observou-se osso neoformado de aspecto menos compacto quando 

comparado ao grupo SHAM com espaços medulares maiores, 

características também observadas por meio do BSE. Embora tal 

característica não tenha sido detectada na análise histomorfométrica, está 

de acordo com Shimizu et al.81 que também observou diferenças entre 

esses grupos nos períodos de 30 e 60 dias de reparo.  

A análise histomorfométrica foi realizada no aumento de 

400x com intuito de facilitar a visualização do osteóide e permitir a 

avaliação da qualidade das trabéculas ósseas neoformadas. Pode ser 

que devido ao aumento escolhido não tenha sido possível quantificar o 

parâmetro que pela análise histológica e pelo BSE, foi o mais alterado: a 

microarquitetura óssea aos 45 dias. 

Na análise dos resultados da segunda abordagem, na 

qual comparamos os dados de volume trabecular entre os grupos 

ovariectomizados, não se verificou diferenças significativas nos animais 

tratados com isoflavona e tratados com estrógeno do grupo OVZ. 

Portanto, sugere-se que o tratamento utilizado não influenciou o aumento 

do volume trabecular, seja na fase inicial, formadora, ou em uma fase 

posterior, de remodelação do reparo.  

Em trabalho anterior83, entretanto, ao analisar a reparação 

de defeitos ósseos de tíbias, verificou-se que no período de 21 dias os 
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valores de neoformação óssea do grupo tratado com estrógeno 

superaram os do grupo SHAM, sendo, portanto, capaz de diminuir a 

remodelação óssea em uma fase mais tardia83. Na literatura, há relatos de 

que a ligação desse hormônio ou de seus análogos aos receptores dos 

osteoblastos, inibe a liberação de fatores estimuladores dos osteoclastos 

ou aumenta a atividade dos fatores inibidores dos mesmos85. De acordo 

com Turner et al.95 o fator mais influenciado pelo estrógeno é o TGF-β, 

que também é produzido pelos osteoblastos e atua sobre os osteoclastos 

diminuindo seu recrutamento e sua atividade reabsortiva. Hughes et al.42 

verificaram que o 17β-estradiol promoveu apoptose em osteoclastos de 

ratos in vitro e in vivo. Steeve et al.84 verificaram que os estrógenos 

aumentam a produção de OPG, diminuindo conseqüentemente a 

diferenciação e ativação dos osteoclastos, bem como induzindo a 

apoptose destas células. 

Nossos resultados, portanto, discordam da literatura, 

provavelmente por analisarmos a reparação óssea alveolar, que 

apresenta características peculiares, diferindo da reparação em ossos 

longos. Para realizarmos quaisquer inferências sobre o efeito do 

tratamento com estrógenos na reparação óssea alveolar, novos estudos 

devem ser realizados. Não foram encontrados na literatura até o presente 

momento, estudos que avaliem essa relação. 

Quanto ao tratamento com as isoflavonas da soja, 

também não foi verificado efeito desse tratamento sobre o volume 

trabecular em nenhum dos períodos de observação.  

Não há na literatura trabalhos que avaliam o efeito do 

tratamento com a isoflavona na reparação óssea. Na pesquisa anterior, 

também não se verificou influência no tratamento das isoflavonas da soja 

na reparação óssea em tíbias de ratas, tanto na fase de formação quanto 

na fase de remodelação do processo de reparo. Em virtude da dose ideal 

de isoflavona não estar estabelecida, sugerimos dose maior do que a 

utilizada (5mg/Kg/dia). Conseqüentemente, no presente trabalho 
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administramos 15mg/Kg/dia de isoflavonas na tentativa de encontrarmos 

o efeito biológico desejado, o que não aconteceu. Os resultados indicam 

que as isoflavonas da soja, isoladamente, possam não apresentar efeito 

na reparação óssea. 

O grupo OVZ-A apresentou maior volume trabecular, 

embora semelhante estatisticamente do grupo OVZ, no período de 21 e, 

de maneira mais evidente aos 45 dias. Tais resultados foram encontrados 

em trabalho anterior que mostrou, por meio da análise da densidade 

radiográfica, que no período de 21 dias, o grupo que recebeu essa 

associação apresentou resultados mais favoráveis do que os animais que 

receberam isoflavonas isoladamente. Na análise histomorfométrica 

verificou-se que tanto o grupo que foi tratado com estrógeno quanto o que 

recebeu a associação deste com as isoflavonas, mostraram melhora na 

reparação óssea83. 

Entretanto, os resultados dessa pesquisa são 

contraditórios aos do trabalho anterior, pois aos sete dias não foi 

verificado nenhum efeito na reparação óssea, enquanto que 

anteriormente notou-se que o tratamento com a associação de estrógeno 

e isoflavonas foi eficaz na reparação de defeitos ósseos em tíbias, por 

causar aumento da densidade radiográfica e da porcentagem de 

trabéculas ósseas, quando comparado aos demais grupos de animais 

ovariectomizados, nesse período83. 

Ao analisar-se o volume osteóide, verificou-se diferença 

significativa entre os grupos SHAM e OVZ aos sete dias. Entretanto, como 

já foi dito não houve diferença do volume trabecular entre esses grupos. 

Como o volume trabecular é a somatória do volume de osso trabecular 

mineralizado e não mineralizado, conclui-se que houve maior quantidade 

de tecido mineralizado nesse período no grupo OVZ.  

Na remodelação, após a deposição da matriz óssea pelos 

osteoblastos ocorrem ligações cruzadas de suas fibras colágenas e outras 

alterações que preparam a matriz para a mineralização. Devido à 
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necessidade dessas alterações, conhecidas como maturação, há uma 

separação espacial e temporal entre a aposição da matriz e aposição 

mineral, que se manifesta como tecido osteóide. Dessa forma, o processo 

de mineralização não é contínuo, havendo intervalo entre a formação da 

matriz e a subseqüente mineralização desta74. No grupo OVZ observou-

se menor volume osteóide, sugerindo uma fase de maturação mais curta. 

Sendo assim, acredita-se que o maior volume de tecido mineralizado no 

grupo OVZ seja devido à redução do intervalo de maturação. 

Observando o efeito do tratamento verificou-se diferença 

significativa entre os grupos OVZ e OVZ-E, sendo que o último 

apresentou maior volume osteóide, superando os resultados do grupo 

SHAM. Acredita-se, portanto que os tratamentos promoveram aumento do 

intervalo de maturação.  

Em trabalho anterior não foi verificada influência do 

estrógeno no período de sete dias da reparação de ossos longos. 

Entretanto, a dose administrada do mesmo medicamento foi três vezes 

menor quando comparada a esse estudo83. 

Segundo Willians e Stangel100 para algumas respostas 

mais complexas, como o crescimento ósseo, as propriedades 

farmacocinéticas dos estrógenos exigem que determinado número de 

receptores celulares seja ocupado e por um período prolongado de 

tempo, não sendo suficiente a ocupação do receptor por um período curto 

e transitório. Dessa forma, podemos refletir se a falta de resposta na 

formação óssea observada no trabalho anterior83 teria sido causada por 

uma subdose. Entretanto, esperava-se verificar também efeito desse 

tratamento no volume trabecular no período de 45 dias, o que não foi 

observado. 

Não foi observado nenhum efeito do tratamento com as 

isoflavonas da soja administradas isoladamente nos três tempos de 

sacrifício. Embora, existam diversos artigos que relatem efeitos positivos 
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desses compostos no tecido ósseo5, 6, 72, 75, 77, alguns autores encontraram 

nenhum efeito6, 27, 76 ou até mesmo efeitos negativos nesse tecido55. 

Arjmandi et al.6 e Picherit et al.76 administraram 

isoflavonas na dieta com o objetivo de analisar o efeito desses compostos 

na reversão de osteopenia já estabilizada e não encontraram nenhum 

efeito significativo. Deyhim et al.27 não observaram efeitos positivos das 

isoflavonas na DMO de ratas ovariectomizadas. Lees e Ginn55 

concluíram, a partir de estudo em um modelo animal com macacas 

ovariectomizadas, que a isoflavona isolada não apresentou efeitos 

positivos no osso, ao contrário, aumentou a remodelação óssea quando 

comparada ao grupo controle. 

Anderson et al.3 acrescentaram preparações de 

genisteína na dieta de ratas lactantes ovariectomizadas e observaram 

efeito bifásico: doses pequenas (0,5mg/dia) apresentaram efeitos 

estrógeno-agonistas e doses elevadas (5mg/dia) foram menos eficazes 

podendo mostrar efeitos adversos no osso. 

O tratamento com a associação das isoflavonas e do 

estrógeno apresentou efeitos significativos no volume osteóide aos sete 

dias, ultrapassando os resultados do grupo SHAM. Não é possível afirmar 

se os efeitos observados na formação óssea foram causados apenas pela 

ação do estrógeno, ou se as isoflavonas também possuem influência 

nessa fase quando em associação. 

Diversos estudos 39, 75, 98 sugerem que a soja ou seus 

componentes aumentem a taxa de formação óssea e simultaneamente, 

exerça um efeito inibidor na reabsorção óssea. Em ratas 

ovariectomizadas, as isoflavonas têm mostrado reduzir a excreção de 

deoxipiridinolina 76. 

Porém outros autores5, 32, 37 sugerem que os efeitos 

benéficos da proteína da soja resultam mais do estímulo à formação 

óssea do que da supressão da reabsorção óssea, já que não foi 
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observado decréscimo nos níveis de marcadores ósseos de reabsorção 

nesses estudos. 

Aos 21 dias todos os grupos apresentaram volume 

osteóide semelhante que diminui com o decorrer do tempo. Aos 45 dias, o 

tecido ósseo neoformado encontrava-se em fase de remodelação, sendo 

esperado, portanto, menor volume osteóide. 

A proximidade dos mastócitos com as superfícies em 

remodelação e a produção por essa célula de mediadores químicos que 

podem induzir reabsorção óssea12, 29, 67 indica um possível papel dessa 

célula na patogênese da osteoporose.  

Após a quantificação do número de mastócitos neste 

trabalho, observou-se que o grupo OVZ aos 45 dias apresentou maior 

número de mastócitos do que o grupo SHAM, embora não significativo 

estatisticamente. Além disso, apresentou comportamento diferente, 

mostrando uma tendência de aumentar o número destas células, 

enquanto o oposto foi verificado no grupo SHAM. Pode-se aludir que os 

mastócitos tenham também um papel na fase de remodelação do reparo 

ósseo. Nesse sentido, pode-se sugerir que o tratamento com as 

isoflavonas isoladas e associadas ao estrógeno possa ter algum efeito 

sobre essas células, já que os animais tratados apresentaram médias 

com comportamento similar ao grupo SHAM. O grupo OVZ-E embora 

tenha apresentado comportamento diferente do grupo SHAM, apresentou 

o menor número de mastócitos no período de 45 dias.  

Banovac et al.9 estudaram a reparação de fraturas em 

fêmures e observaram que os mastócitos e suas enzimas desempenham 

papel na formação da matriz extracelular do calo ósseo. Segundo os 

autores no período inicial do reparo, tais células podem estar envolvidas 

na formação do tecido conjuntivo frouxo. Nos estágios avançados, podem 

atuar, em conjunto com outras células, na substituição do tecido 

conjuntivo pela matriz óssea. No presente estudo os mastócitos foram 

observados de maneira evidente, apenas aos 45 dias. Entretanto, durante 
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a reparação óssea alveolar não ocorre a formação de calo ósseo, 

podendo estas células estarem envolvidas em outros eventos do processo 

de reparo. 

O TGF-β foi encontrado em diversas células do tecido 

ósseo, tais como: osteoblastos, osteócitos e osteoclastos, bem como em 

fibroblastos. Sua expressão foi semelhante em todos os grupos, não 

permitindo nenhuma correlação entre tal fator de crescimento com a 

ovariectomia ou com o tratamento. Contudo, correlacionou-se a 

expressão do TGF-β com a evolução do processo de reparação, pois nos 

períodos iniciais sua marcação era intensa e na maioria das células, 

enquanto aos 45 dias, além dos osteoclastos e das fibras colágenas, 

apenas poucos osteoblastos apresentavam-se marcados. 

O TGF é uma família de polipeptídeos, sendo um dos 

fatores de crescimento mais prevalentes na matriz óssea 67. Desempenha 

importante papel na regulação de muitos processos biológicos 

fundamentais, como crescimento celular, diferenciação, reparo tecidual e 

apoptose 20. No tecido ósseo, o TGF-β aumenta a formação óssea, 

principalmente na ossificação intramembranosa. Afeta proliferação e 

diferenciação de células ósseas 80. 

No reparo ósseo foi demonstrada a presença de TGF-β 

nos osteoblastos e fibroblastos na formação do calo ósseo na distração 

osteogênica31. Chen et al.18 sugeriram que o TGF-β possa desempenhar 

importante papel como quimiotático e mitogênico no recrutamento e 

diferenciação de células mesenquimais indiferenciadas na reparação de 

defeitos ósseos em ratos. 

Analisando os resultados da taxa de aposição mineral ao 

redor do alvéolo não se observou diferença significativa entre os grupos 

SHAM e OVZ em nenhum dos tempos de sacrifício. Alguns autores 

encontraram resultados diferentes, nos quais constataram que a 

deficiência estrogênica aumentou a reabsorção causada pelo trauma 41, 82. 
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Shimizu et al. 82 estudaram o tecido ósseo ao redor de 

alvéolos de dentes extraídos 60 dias após a cirurgia de ovariectomia em 

ratas. Verificaram que a ovariectomia estimulou neoformação óssea no 

período inicial de 4 dias e reabsorção ao longo dos períodos de 

observação de 7, 30 e 60 dias, em comparação com o grupo Sham. 

Observaram também que a reabsorção e formação óssea ocorreram em 

locais específicos da superfície óssea alveolar. Hsieh et al.41, ao analisar 

o efeito da ovariectomia ao redor de alvéolos dentários em ratas, também 

verificaram que a deficiência estrogênica pode afetar a remodelação 

óssea pós-exodontia. Por analogia, os autores consideram que a 

reabsorção da crista óssea residual pode ser maior em mulheres que 

sofrem extração após a menopausa.  

Embora a ovariectomia não tenha produzido efeito 

significativo, os aspectos morfológicos do tecido indicaram que houve 

intensa remodelação pós-exodontia do osso alveolar, desencadeada pelo 

trauma, que se estabilizou com o decorrer do tempo. 

Considerando o tratamento, foi observado que o grupo 

OVZ-E apresentou maior taxa de aposição mineral aos sete dias, diferindo 

do grupo OVZ. Nos demais períodos nenhuma diferença significativa foi 

encontrada.  

O determinante biológico da mineralização é a atividade 

remodeladora. O osteóide depositado é mineralizado após um intervalo 

de tempo. Essa mineralização inicial consiste na aposição mineral 

primária. Após o completo preenchimento da unidade básica estrutural 

uma segunda fase de mineralização se inicia, a aposição mineral 

secundária. No adulto a taxa de mineralização depende da remodelação 

óssea. Quando há aumento no ritmo de remodelação óssea, há uma 

diminuição do tempo para a mineralização, pois, os osteoclastos iniciam 

em seguida uma nova seqüência de reabsorção. Portanto, quanto maior 

freqüência de ativação da remodelação óssea, menor o grau de 

mineralização do tecido ósseo62. 
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O tratamento com estrógenos apresentou efeitos positivos 

no osso alveolar aumentando a taxa de aposição mineral. Baseado no 

exposto pode-se dizer que o grupo tratado com estrógenos apresentou 

redução da taxa de remodelação aumentada pelo trauma da exodontia. 

No presente estudo verificou-se, durante o sacrifício, que a 

deficiência estrogênica ocasionou uma evidente diminuição do volume do 

útero, resultado confirmado pela análise histológica. Observou-se que nos 

animais tratados esse volume era maior. Por meio da análise histológica 

notou-se que o tratamento com estrógenos e associação promoveu 

alterações morfológicas tornando esses grupos semelhantes ao grupo 

SHAM. O tratamento com isoflavonas não provocou efeitos uterinos 

evidentes. 

Ao exame microscópico notou-se que numerosos 

eosinófilos distribuíam-se difusamente pelo endométrio de todos os 

animais do grupo SHAM. Tais células desempenham importante papel na 

preparação do endométrio para implantação do óvulo na fase estro do 

ciclo estral de ratas e outros mamíferos51. Esse achado indica que todas 

as ratas encontravam-se nessa fase do ciclo.  

Mosquete et al.65 avaliaram o efeito das isoflavonas da 

soja no miométrio de ratas e observaram grande número de eosinófilos, 

em especial nas áreas mais próximas ao miométrio, em ratas que 

receberam grande concentração do extrato de soja. Segundo os autores a 

eosinofilia induzida pelo estrógeno é difícil de ser explicada, porém, os 

estrógenos, ao que parece, teriam forte efeito de dilatação nos vasos 

uterinos, acelerando o crescimento do miométrio e do endométrio, o que 

faz supor que a sua presença no útero se correlaciona com o crescimento 

e remodelação deste órgão. 

Observou-se que o tratamento com estrógenos alterou o 

epitélio uterino quando comparado ao grupo OVZ. Na literatura 

encontram-se relatos de efeitos adversos no útero e mama, órgãos-alvo 

desses hormônios103.  
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O grupo OVZ-A também exibiu os mesmos efeitos do 

grupo estrógeno. Não se sabe se essas alterações foram provocadas 

apenas pelo estrógeno ou pela sua associação com as isoflavonas. As 

isoflavonas administradas isoladamente não produziram os mesmo efeitos 

que os grupos OVZ-A e OVZ-E. 

Alguns autores concordam com nossos resultados, uma 

vez que também não verificaram efeitos uterotróficos do tratamento com 

as isoflavonas da soja28, 43. Diel et al.28 observaram que a administração 

de genisteína resulta em menor indução da proliferação quando 

comparada ao estrógeno. 

Ishimi et al.43 observaram que a administração de 

genisteína a 0,7mg/dia preveniu perda óssea trabecular, porém não 

provocou nenhum efeito hipertrófico no útero, enquanto a administração 

de genisteína a 5mg induziu hipertrofia uterina. Os autores sugeriram que 

existe diferença entre as doses de genisteína que protegem o esqueleto 

da perda óssea e que induzem hipertrofia uterina. 

Eason et al.30 acreditam que os componentes da soja não 

alteraram o fenótipo da célula epitelial uterina em ratas jovens. A 

genisteína aumentou a apoptose das glândulas endometriais in vivo e in 

vitro, sugerindo papel protetor contra o carcinoma de útero. 

Tansey et al.91 não encontraram efeito estrogênico, nas 

doses de fitoestrógenos usadas, na análise imunoistoquímica do PCNA, 

lactoferrina e apoptose no epitélio luminal uterino. Entretanto, os autores 

afirmaram não haver evidência mostrando que a interação entre o 

estrógeno e o fitoestrógeno possui efeito sinérgico. Ao contrário, a altura 

do epitélio luminal uterino apresentou resposta à baixa dose de 

estrógenos, sendo reduzida pelas doses elevadas de isoflavonas. A 

lactoferrina induzida pelo estrógeno foi reduzida na presença de doses 

elevadas de fitoestrógenos. Os autores sugerem que os efeitos 

produzidos pelo estrógeno podem ser antagonizados por altas doses do 

fitoterápico, o que pode ser benéfico para reduzir a estimulação do 
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endométrio pelo estrógeno, diminuindo o risco de hiperplasia ou câncer 

endometrial. Não se encontrou, no presente estudo efeitos antagônicos 

das isoflavonas, na análise histológica. 

De acordo com Mosquete et al.65 o extrato de soja em 

altas concentrações pode estimular o crescimento do miométrio de ratas 

adultas castradas, à semelhança do estrógeno, porém, em menor 

intensidade. Os autores acreditam que, se extrapolado para a espécie 

humana, o ginecologista deverá ser cauteloso quanto à dose de 

isoflavona ministrada, bem como também com a duração da terapia. 

McCarty61 sugere que a genisteína em doses elevadas, 

consideradas farmacológicas pode promover uma atividade uterotrófica. 

Novos estudos são necessários para definir os possíveis efeitos 

uterotróficos das isoflavonas da soja. 



7 CONCLUSÃO 

A análise dos resultados, sob as condições experimentais 

utilizadas, possibilitou concluir que: 

a) o efeito inicial da ovariectomia não provocou 

alterações evidentes na fase formadora do reparo 

ósseo alveolar; 

b) na fase de remodelação do reparo a 

microarquitetura óssea foi alterada pela deficiência 

estrogênica; 

c) o tratamento com estrógenos, isolados e 

associados às isoflavonas promoveu efeito na fase 

formadora do reparo influenciando o volume 

osteóide ; 

d) o tratamento com as isoflavonas da soja, na dose 

utilizada, não influenciou o processo de reparação; 

e) os estrógenos influenciaram a taxa de aposição 

mineral do osso alveolar após trauma provocado 

por exodontia; 

f) a expressão imunoistoquímica do TGF-β não foi 

alterada pela ovariectomia ou tratamento, sendo 

correlacionada com a evolução do processo de 

reparação; 

g) o tratamento com estrógenos, isolados e 

associados às isoflavonas reverteu os efeitos da 

ovariectomia no epitélio luminal uterino; 

h) as isoflavonas da soja, na dose utilizada, não 

apresentaram efeitos uterotróficos. 
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Tabela 21 – Médias originais de ganho de peso das ratas em porcentagem 

SHAM SHAM SHAM OVZ OVZ OVZ OVZ-E OVZ-E OVZ-E OVZ-I OVZ-I OVZ-I OVZ-A OVZ-A OVZ-A

7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 

25,49 1,85 17,85 6,25 0,00 26,86 -1,96 5,66 4,00 3,92 19,23 15,90 -3,57 5,26 10,00 

6,97 4,83 10,16 15,09 20,00 42,59 3,92 -3,84 3,50 1,66 8,00 18,75 -4,44 0,00 8,51 

30,61 7,01 17,85 12,72 31,37 17,64 30,76 -3,50 4,08 3,77 20,00 34,88 1,85 7,27 7,40 

0,00 11,32 8,92 13,20 24,00 7,40 24,52 3,70 22,41 -3,17 12,28 18,36 0,00 0,00 10,41 

-10,20 0,00 9,25 19,23 20,00 21,05 -5,55 5,76 15,09 7,14 20,00 20,00 -7,40 5,88 10,89 

2,08 17,30 38,46 12,24 5,66 25,86 -18,51 9,80 20,33 0,00 15,00 10,00 -4,16 4,25 20,51 

-4,34 11,36 19,56 11,36 22,22 29,31 -3,70 7,40 3,44 1,75 14,03 27,90 0,00 0,00 13,46 

-5,88 3,63 38,63 24,00 9,25 33,92 0,00 12,00 11,86 7,27 20,00 25,00 0,00 -4,16 7,69 

 
 

APÊNDICE A – Dados originais de ganho de peso 



APÊNDICE B – Dados originais do volume trabecular 
 

Tabela 22 – Médias originais de volume trabecular na reparação óssea alveolar em porcentagem 

SHAM SHAM SHAM OVZ OVZ OVZ OVZ-E OVZ-E OVZ-E OVZ-I OVZ-I OVZ-I OVZ-A OVZ-A OVZ-A

7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 

52,57 64,57 79,42 45,85 63,14 72,28 37,00 72,14 75,14 44,71 61,57 74,42 42,57 68,42 91,57 

44,14 72,00 80,85 47,42 71,42 78,85 33,45 67,85 75,17 44,14 72,42 79,71 37,14 83,57 83,71 

45,28 75,28 79,14 47,71 71,42 77,61 41,00 74,85 81,42 32,57 67,42 72,85 37,45 75,00 84,68 

49,57 74,85 79,57 40,85 62,28 80,28 34,57 65,10 74,60 35,42 76,28 73,06 34,14 65,23 89,14 

41,71 73,14 83,42 44,00 60,14 79,85 45,85 70,00 78,57 30,60 74,48 75,42 35,57 66,42 87,71 

46,85 64,42 90,00 39,85 64,71 80,85 45,42 67,00 72,00 29,51 67,00 70,57 43,14 76,00 80,57 

44,71 71,85 77,28 28,85 70,28 82,14 37,85 62,14 74,12 34,57 65,89 82,14 39,14 68,00 82,00 

 
 



APÊNDICE C – Dados originais do volume osteóide 
 

Tabela 23 – Médias originais de volume osteóide na reparação óssea alveolar em porcentagem 

SHAM SHAM SHAM OVZ OVZ OVZ OVZ-E OVZ-E OVZ-E OVZ-I OVZ-I OVZ-I OVZ-A OVZ-A OVZ-A

7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 

8,21 7,05 2,87 3,84 6,78 4,54 23,33 9,30 2,66 5,45 7,65 5,18 18,84 5,21 0,03 

6,60 6,34 1,41 2,91 9,40 4,52 20,04 4,84 3,25 3,11 9,66 2,86 15,42 3,76 0,02 

6,84 6,26 2,88 3,73 8,60 3,27 19,52 7,44 2,61 3,77 8,89 2,74 17,32 5,14 0,01 

9,22 6,36 1,43 2,41 7,37 2,84 11,42 6,89 2,00 3,20 5,05 0,55 13,17 4,37 0,03 

7,33 7,82 2,91 3,13 9,02 3,22 27,14 7,34 3,63 5,45 5,70 4,54 14,33 3,44 0,02 

6,36 8,09 1,58 2,47 4,19 3,95 28,57 6,60 3,96 3,57 8,74 3,84 15,99 7,70 0,01 

4,70 7,81 0,92 2,03 9,14 4,92 14,54 10,57 2,14 4,69 6,50 2,60 14,88 3,57 0,02 

 
 



APÊNDICE D – Dados originais referentes ao número de mastócitos 
 

Tabela 24 – Médias originais do número de mastócitos 

SHAM SHAM SHAM OVZ OVZ OVZ OVZ-E OVZ-E OVZ-E OVZ-I OVZ-I OVZ-I OVZ-A OVZ-A OVZ-A

7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 

0,00 1,50 1,10 0,10 0,30 1,11 0,00 0,50 1,00 0,00 1,44 0,70 0,10 2,70 0,10 

0,00 2,44 0,40 0,10 0,30 1,90 0,14 0,80 0,25 0,00 0,00 0,20 0,40 0,60 0,14 

0,00 0,50 0,40 0,00 2,90 4,66 0,00 0,60 0,00 0,00 1,10 1,57 0,55 0,20 1,00 

0,10 1,44 0,00 0,00 0,60 0,40 0,00 0,00 1,88 0,00 1,90 0,40 0,10 0,60 0,00 

0,00 1,90 1,10 0,10 0,20 1,90 0,30 0,20 0,28 0,00 0,00 1,20 0,00 0,25 0,00 

0,00 0,44 2,00 0,12 0,60 1,00 0,00 0,00 0,60 0,00 3,20 1,90 0,20 1,80 0,28 

0,00 0,90 1,00 0,00 4,50 0,66 0,00 0,00 0,77 0,00 0,87 0,40 0,30 0,90 3,50 

 
 



APÊNDICE E – Dados originais da taxa de aposição mineral 
 

Tabela 25 – Médias originais da taxa de aposição mineral no tecido ósseo ao redor do alvéolo (µm/dia) 

SHAM SHAM SHAM OVZ OVZ OVZ OVZ-E OVZ-E OVZ-E OVZ-I OVZ-I OVZ-I OVZ-A OVZ-A OVZ-A

7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 7 21 45 

4,91 2,63 1,29 6,82 2,86 1,13 5,66 2,41 0,70 5,26 1,74 0,86 2,97 1,57 0,52 

4,13 2,48 1,09 3,49 2,03 0,96 5,80 1,74 1,20 5,54 3,08 1,06 3,51 1,77 1,18 

4,15 2,87 1,07 4,04 2,91 0,81 5,91 1,22 1,03 4,00 2,84 0,65 3,85 2,13 1,05 

6,64 1,22 1,11 2,73 2,51 0,99 5,81 2,49 0,84 4,99 2,47 0,81 5,24 2,02 1,43 

5,07 2,04 1,32 3,51 2,07 0,87 5,37 1,21 1,18 6,19 2,36 0,25 3,37 1,87 1,21 

4,64 2,52 2,06 4,37 2,84 1,05 4,85 2,14 0,75 5,68 3,19 0,50 3,40 1,64 0,89 

4,20 2,49 1,40 3,63 2,58 1,23 5,74 1,96 1,45 3,97 1,45 0,83 3,13 1,72 1,27 

 
 



118 
 

 

Anexo A – Certificado do Comitê de Ética e Pesquisa – São José dos 

Campos/UNESP 

 

 



 119

Silveira, V.A.S. Acute effects of ovariectomy and the treatment with 
estrogen and soy isoflavones, isolated and associated, on alveolar bone 
repair and uterus of rats [thesis]. São José dos Campos: School of 
Dentistry of São José dos Campos, São Paulo State University; 2007.  

ABSTRACT 

Due to the adverse effects of estrogen, new therapies have been proposed, such 
as soy isoflavones. However, their effects on bone repair and uterus epithelium 
remain unclear. The aim of this work was to study the acute effects of 
ovariectomy and treatment with estrogen and soy isoflavones, isolated or in 
association, on rat bone repair and uterus epithelium. 120 rats were used; 96 
ovariectomized and 24 Sham-operated (SHAM). The ovariectomized rats were 
divided into 4 groups, receiving orally: 1 mg/kg/day of 17β-estradiol valerate 
(OVZ-E); 15mg/kg/day of isoflavones (OVZ-I); associated treatments (OVZ-A); 
and vehicle (OVZ). SHAM rats received vehicle. Treatment began on the 
ovariectomy day. The lower first molar was removed on both sides 15 days after 
ovariectomy. The rats received the treatment until sacrificed, which occurred at 
seven, 21 and 45 days after dental extraction. The uterus was submitted to 
histological analyses and the mandible to histological, histomorphometric, 
backscattered electron microscopy (BSE) and immunohistochemistry analyses. 
Concerning bone repair, no difference was observed in trabecular volume 
between the OVZ and SHAM groups for each period. Histological analysis and 
BSE revealed changes in bone microarchitecture after 45 days. Verification 
showed that the SHAM group presented a higher mean osteoid volume at seven 
days compared to the OVZ and OVZ-E groups and that the OVZ-A group showed 
the highest mean for this period. The number of mast cells tended to be higher in 
the OVZ group at 45 days. Strong expression of TGF-β was observed at seven 
days, which diminished over time. The OVZ-E group presented the lowest 
mineral apposition rate at seven days. No difference was observed for the 
remaining periods. The SHAM, OVZ-E and OVZ-A groups showed similar 
aspects in the uterus, differing from the OVZ and OVZ-I groups. In conclusion, 
ovariectomy did not provoke any obvious early effect and treatment with estrogen 
and in association with isoflavones showed an effect on osteoid volume. 
Additionally, estrogen increased the mineral apposition rate and reduced the 
bone turnover increase caused by post-extraction trauma. 
 
KEYWORD: isoflavones, osteopenia, osteoporosis, bone repair, estrogen 
replacement therapy. 
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