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Resumo: 

Objetivos: Avaliar a interferência da ovariectomia (OVX) e seu tratamento com 

estrógeno (E2) ou com raloxifeno (RLX) no balanço entre RANKL/OPG na cronologia 

do processo de reparo alveolar em diferentes períodos (7, 14, 21 e 42 dias) através da 

imunofluorescência por co-localização e análise histomorfométrica.  

Materiais e Métodos: Os grupos estudados foram: sham, OVX, OVX+E2, OVX+RLX. 

Após obtenção dos cortes histológicos corados em hematoxilina e eosina e as reações de 

co-localização por imunofluorescência de RANKL/OPG, os resultados foram avaliados 

quantitativamente.  

Resultados:Aos 7 dias: menor neoformação de trabéculas ósseas,o grupo OVX+RLX 

apresentou menor valor médio. O grupo OVX apresentou o maior turnover ósseo 

representado pelas co-localizações de OPG e RANKL. Aos 14 dias o grupo OVX+RLX 

apresentou menor formação óssea. O grupo sham apresentou intensa atividade celular 

representada pela alta imunorreatividade à OPG e RANKL observada nas células.  Aos 

21 dias os grupos experimentais apresentaram maiores níveis de ossificação; não 

apresentaram diferença estatística. O grupo OVX apresentou o menor turnover ósseo. 

Aos 42 dias houve diferença estatística na quantidade de formação óssea entre o grupo 

sham comparado aos demais grupos (p<0,05) e o grupo OVX apresentou o maior 

turnover ósseo. 

Conclusão: A ovariectomia atrasou o processo de reparo alveolar e alterou o turnover 

ósseo. A reposição do estrógeno e o tratamento com raloxifeno melhoraram as 

respostas, mas não restabeleceram completamente os valores da histometria e da co-

localização do grupo sham.  

 

Palavras-chaves: processo alveolar, osteoblastos, RANKL, osteoprotegerina, 

ovariectomia, raloxifeno, estradio 
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Abstract: 

Objectives: To evaluate the influence of the ovariectomy (OVX), and its treatments with 

estrogen (E2) or with raloxifene (RLX) on the RANKL/OPG balance during the periods 

in the chronology of the alveolar wound healing process (7, 14, 21 end 42 pos operative 

days) in female rats by means of immunocolocalization and histomorphometric 

analysis.  

Methods: The studied groups were: sham, OVX, OVX with E2 replacement, OVX with 

(RLX) treatment. After obtaining the histological tissue pieces colored in hematoxilin 

and eosin and the immunocolocalization reaction for RANKL and OPG, the results 

were quantitatively evaluated.  

Results: At 7 days, was observed lesser neoformed trabeculae bone, the smaller medium 

value was observed to the OVX+RLX group. The OPG and RANKL 

immunocolocalization showed larger bone tunover to OVX group. At 14 days there was 

a larger quantity of neoformed trabeculae bone, the smaller medium value was observed 

to the OVX+RLX group, the sham group presented an intense cellular activity. At 21 

days the experimental groups had a greater ossification levels; no statistical significance 

was observed. The OVX group had the lowest bone turnover. At 42 days there were 

statistically differences on the quantity of ossification within sham group compared to 

the other groups (p<0.05). The OVX group showed the largest bone turnover.  

Conclusions: Ovariectomy delays the alveolar wound healing process and interferes 

with the bone turnover. The E2 replacement and the RLX treatment improved the 

healing but not enough to reach histomorphometric and immunocolocalization valours 

of the sham group.  

Keymords: alveolar process, osteoblasts, RANKL, osteoprotegerin, ovariectomy, 

raloxifene, estradiol. 
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Introdução  

 O osso é um tecido mineralizado que está em constante remodelação através das 

interações entre osteoclastos, osteoblastos e osteócitos1, os quais são influenciados por 

fatores sistêmicos, locais e ambientais2. Esses fatores regulam a proliferação, 

diferenciação, função e sobrevivência das células ósseas3. Entre os fatores sistêmicos, o 

estrógeno é um hormônio que apresenta uma função inibitória da reabsorção óssea 4-6. 

Estudos na literatura mostram que a queda dos níveis de estrógeno promove intensa 

atividade reabsortiva no processo de reparo alveolar7,8. 

Baseado no efeito protetor que o estrógeno possui sobre o tecido ósseo, o 

tratamento com reposição hormonal tem sido usado com freqüência para tratar sintomas 

da menopausa e prevenir a osteoporose9,10. Entretanto, as possíveis contra-indicações 

clínicas e o risco dos efeitos colaterais têm aumentado o número de pesquisas 

relacionadas a terapias alternativas11. Portanto, o raloxifeno (SERM- modulador seletivo 

de receptores de estrógeno) foi proposto como uma terapia alternativa promissora para o 

tratamento da osteoporose pós-menopausa12-14. O raloxifeno (RLX) é usado para tratar 

ou prevenir várias condições hormonais dependentes, como o câncer de mama, a 

osteoporose e as doenças cardiovasculares. Ele é um análogo do benzotiofeno, o único 

SERM aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para tratamento e 

prevenção da osteoporose nos Estados Unidos e em vários outros países devido seu 

efeito preventivo na incidência de fraturas vertebrais em mulheres com osteoporose pós-

menopausa12. O RLX também reduz a incidência de câncer de mama13 e altera a 

concentração de lipídio na corrente sanguínea que talvez seja favorável para prevenção 

de doenças cardiovasculares em indivíduos de alto risco; possui pouquíssimo efeito no 

endométrio14. 
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Em uma remodelação óssea normal, a formação óssea pelos osteoblastos segue à 

reabsorção osteoclástica e ocorre de maneira precisa e quantitativa. A molécula 

ativadora e receptora do fator kappa B da família do fator de necrose tumoral (RANKL: 

expressada pelos osteoblastos e seus precursores)15 e seu receptor RANK (expressado 

em precursores de osteoclastos e osteoclastos maduros)16 são reguladores chaves da 

remodelação óssea e essenciais para o desenvolvimento e ativação da reabsorção 

óssea17. A homeostasia óssea é alcançada pelo balanço dos efeitos da reabsorção óssea 

de RANKL e seu receptor chamariz, osteoprotegerina (OPG: expressada pelos 

osteoblastos e seus precursores)18. OPG se liga à RANKL limitando a interação entre 

RANKL e RANK que inibe a sinalização dos eventos que modulam a diferenciação 

osteoclástica e o desenvolvimento de linfócitos.  

O balanço entre RANKL e OPG é regulado por citocinas e hormônios que 

determinam às funções osteoclásticas, a alteração desse balanço é crítica nas patologias 

ósseas resultando em um aumento da reabsorção óssea. O termo osteoprotegerina 

resultou dos efeitos observados em animais os quais protegiam contra perda óssea18.  

O processo de reparo alveolar é um interessante modelo para estudar a dinâmica 

do tecido ósseo, pois representa uma situação na qual o organismo cria condições para 

produção de tecido ósseo com o objetivo de preenchimento total do alvéolo previamente 

ocupado pelo dente. Os eventos histológicos que ocorrem no processo de reparo 

alveolar foram investigados em várias espécies animais, assim como em humanos. 

Esses estudos utilizaram diferentes técnicas como fluorescência microscópica19, auto-

radiografias20,21, histoquímica22 e técnica histológica23 e mostraram que o processo de 

reparação alveolar ocorre de forma dinâmica, e envolve várias etapas celulares, 

iniciando-se pela proliferação fibroblástica, principalmente, a partir do ligamento 

periodontal remanescente, originando um tecido conjuntivo sobre o qual ocorre a 
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deposição de cálcio, levando à formação de trabéculas ósseas, que preencherão o 

alvéolo23,24. No entanto, só é considerado completo quando o alvéolo encontra-se 

totalmente preenchido por tecido ósseo neoformado e a crista alveolar adjacente 

remodelada, o que ocorre, em ratos, aos 28 dias pós-exodônticos23 e aos 64 dias em 

humanos25. 

Além de sustentar o elemento dentário, o processo alveolar da maxila e da 

mandíbula permite a sustentação das reabilitações protéticas, como os implantes 

osseointegráveis e as próteses parciais removíveis. Já se sabe que o sucesso desses 

tratamentos está relacionado com a qualidade óssea do processo alveolar.  

 Apesar do processo de reparo alveolar estar bem definido, o surgimento de 

técnicas, como a imunofluorescência pela técnica de co-localização, tem possibilitado a 

obtenção de mais respostas quanto ao papel desempenhado por células, proteínas, 

fatores de crescimento. Esta técnica permite a marcação de duas ou mais citocinas no 

mesmo tecido preservando a estrutura tecidual e análise histológica. 

 Um importante questionamento que se faz é se o balanço das expressões de 

RANKL/OPG na cronologia do processo de reparo alveolar é alterado quando o 

indivíduo apresenta alterações sistêmicas. Portanto, no presente trabalho, a 

imunocolocalização foi utilizada para avaliar o balanço entre esses dois fatores na 

dinâmica do processo de reparo alveolar na tentativa de melhor entender a relação entre 

RANKL/OPG e comparar as possíveis variações desse balanço que ocorrem com a 

ovariectomia (OVX), com a reposição de estrógeno e com o tratamento com raloxifeno. 

 Considerando as peculiaridades do processo de reparo alveolar e a necessidade 

de obter melhores entendimentos da formação do tecido ósseo até o término do 

processo, o presente estudo tem o objetivo de avaliar a interferência da ovariectomia e 

seu tratamento com estrógeno ou com raloxifeno no balanço entre RANKL/OPG, duas 
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citocinas importantes que sinalisam as diferentes situações na remodelação óssea, e 

também estudar o mecanismo pelo qual E2 e RLX exercem seus efeitos anti-

reabsortivos no tecido ósseo, através da imunocolocalização e análise histomorfométrica 

durante diferentes períodos da cronologia do processo de reparo alveolar. 

 

Material e Métodos 

 

Animais 

 

Foram usadas ratas adultas wistar (Rattus novergicus albinus), pesando entre 200-220g. 

Princípios laboratoriais de cuidado animal (NIH publication 85-23, 1985) e leis 

nacionais referentes ao uso de animais em experimentos científicos foram seguidas 

neste estudo, o qual foi autorizado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Universidade Estadual Paulista, Brasil (Protocolo número 38/05).   

 

Ciclo estral 

 

 O ciclo estral das ratas foram monitorados e somente as ratas que atingiram 3 

ciclos estrais regulares foram selecionadas para o experimento. Para confirmar o 

sucesso da OVX, da administração do estrógeno e da administração do raloxifeno o 

ciclo estral foi monitorado durante todo o experimento. 

 

Esboço do experimento 
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 120 ratas foram selecionadas aleatoriamente para cada um dos quatro grupos 

abaixo: 

●grupo sham (n=32): cirurgia sham  

●grupo OVX (n=32): OVX bilateral com cápsulas de óleo de milho no 

subcutâneo. 

●grupo OVX+E2 (n=32): OVX bilateral com cápsulas de estrógeno no 

subcutâneo por 60 dias. 

●grupo OVX+RLX (n=32): OVX bilateral com terapia de raloxifeno (Evista; 

Lilly, São Paulo, SP, Brasil) por gavagem diária (1mg/kg peso corporal/dia) por 60 dias.   

Grupos OVX+E2, OVX+RLX e OVX com cápsulas de óleo de milho 

começaram o tratamento com estrógeno ou raloxifeno 8 dias após a OVX até o dia em 

que os animais foram sacrificados. 

 

Cirurgia de ovariectomia e cirurgia sham 

 

 No início do experimento, as ratas receberam injeção intramuscular de 0,03ml 

para 100 gramas de peso corporal de Coopazine (Xilazine Coopers, Brasil, Ltda) e 

0,07ml por 100 gramas de peso corporal de Vetaset (Ketamine Chloridrate – Fort 

Dodge Saúde Animal Ltda). Foi realizada a anti-sepsia com Polivinilpirrolidona iodada 

(Riodeine Indústria Química e Farmacêutica Rioquímica, Brasil, Ltda) e as 

ovariectomias bilaterais (OVXs) foram realizadas em 96 ratas com incisões em ambos 

os flancos, exposição dos ovários e remoção cirúrgica dos mesmos. As cirurgias sham 

(as quais os ovários são expostos no campo cirúrgico e retornados intactos para a 

posição original) foram realizadas em 32 ratas. Após a cirurgia os animais receberam 
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dose única de 20.000 U.I. de penicilina G benzatina (Pentabiótico®; Wyeth-Whitehall 

Ltda, São Paulo, SP, Brasil). 

 

Reposição de estrógeno 

 

 Implantes de 1,2 cm de comprimento de tubo de silastic foram confeccionados 

(diâmetro interno: 1,6mm; diâmetro externo: 3,2mm; Dow Corning, Grand Rapids, MI, 

USA). Os tubos de silastic foram previamente selados com 3 mm de cola de silicone em 

uma ponta e preenchido com 17ß-estradiol (Sigma, Sant Louis, Missouri, USA) 5 mm 

de comprimento (400µg) e selado com 3mm de cola de silicone na outra extremidade. 

Os implantes foram inseridos, subcutaneamente, no dorso do animal e trocado uma vez 

durante o experimento. Este mesmo procedimento também foi adotado pelo grupo OVX 

porém contendo apenas óleo de milho. 

 

Administração de Raloxifeno 

 

 Com as ratas imobilizadas, uma cânula foi introduzida no trato gastrintestinal via 

oral e a droga diluida em água liberada no estômago (1mg/kg/dia). A gavagem foi 

realizada diariamente até o término do experimento.  

 

Extração Dental 

 

 Após a indução da anestesia por infiltração intramuscular de Coopazine 

(Xilazine Coopers, Brazil, Ltda) e Vetaset (Ketamine Chloridrate – Fort Dodge Saúde 

Animal Ltda, Brasil), realizou-se a anti-sepsia do campo operatório com 
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polivinilpirrolidona iodada (Riodeine Indústria Química e Farmacêutica Rio Química, 

Ltda, Brasil) e na seqüência, a exodontia do incisivo superior direito, utilizando 

instrumental especialmente adaptado para este fim23. A mucosa gengival foi suturada 

com fio de seda (Ethicon 4.0, Johnson and Johnson, São Paulo SP, Brasil) (Figura 1). 

 

Remoção da hemi-maxila direita   

 

Após os períodos experimentais de 7, 14, 21 e 42 dias pós-operatórios, os 

animais foram perfundidos com formaldeído 4% (Acros Organics, New Jersey, USA), 

utilizando bomba perfusora Masterflex® LS (Cole-Parmer Instrumet Company, 

Vermon Hills, IL, USA). Ao término da perfusão, a maxila direita de cada animal 

contendo os alvéolos em processo de reparação, foi removida. As peças obtidas 

passaram pelas etapas de pós-fixação em formaldeído 4% (mesmo fixador utilizado na 

perfusão), descalcificação em EDTA (Merck, Darmstadt, Germany) e crioproteção em 

sacarose (Merck, Darmstadt, Germany). Ao término da crioproteção, as peças foram 

cortadas em criostato (Mícron – Zeiss, Berlin, Germany) para obtenção de cortes 

longitudinais ao longo eixo do alvéolo, com a espessura de 14µm, que foram montados 

em lâminas previamente gelatinizadas. 

 

Análise histométrica 

 

 Dois cortes de cada animal foram corados em hematoxilina e eosina (HE) para 

análise histométrica. O alvéolo foi didaticamente dividido em terço cervical, médio e 

apical para realizar a análise histológica. Os eventos foram observados no terço médio, 

onde o processo de reparo alveolar ocorre de maneira mais homogênea23,24.  
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A análise histométrica foi feita pelo método da planimetria de pontos. Para isto, 

os cortes dos alvéolos foram primeiramente fotografados com câmera digital (Leica® 

DC 300F microsystems ltd, Heerbrugg, Switzerland) acoplada a um microscópio óptico 

binocular Leica DMLS com objetiva de aumento 5X e processadas pelo software IM 

50-Leica Image Manager V1.20. Utilizando o programa gráfico Software Adobe 

Photoshop versão 6.0, foram sobrepostas 8 grades de Merz27 em cada terço médio do 

alvéolo para estimar o volume de tecido ósseo formado. Cada grade contém 100 pontos 

eqüidistantes, portanto foram um total de 800 pontos. Esta análise foi realizada sem o 

conhecimento do examinador e realizada em dois cortes histológicos de cada animal. 

Para análise estatística foi realizada a análise de variância (ANOVA) por meio do pós 

teste de Tukey (valores de p<0,05 foram considerados significantes). 

 

Reações co-localização por imunofluorescência 

 

As lâminas foram lavadas em solução salina tamponada com fosfato a 0,1M 

(PBS) em seguida foram realizados dois bloqueios, um com glicina e outro com 

albumina bovina e soro de burro (espécie hospedeira do anticorpo secundário). Os 

anticorpos primários e secundários foram diluídos em solução salina tamponada com 

fosfato associado ao triton X100 (PBS+Tx) contendo albumina bovina e soro de burro. 

Para o anticorpo primário, utilizou-se a mistura dos anticorpos anti-OPG (Rabbit anti-

OPG polyclonal – Santa Cruz, California, USA), e anti-RANKL (Goat anti-RANKL 

polyclonal – Santa Cruz, California, USA) na proporção de 1:100 cada, durante 16 

horas em temperatura ambiente. Para os anticorpos secundários foram utilizados anti-

coelho conjugado ao Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, 

USA) e o anti-cabra conjugado ao FITC (Jackson Immunoresearch Laboratories, West 
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Grove, PA, USA) durante 2 horas em temperatura ambiente. Ao término da incubação 

dos anticorpos secundários, as lâminas foram lavadas em PBS por 1 hora (6 x 10 

minutos) e tiveram as lamínulas montadas utilizando-se óleo mineral (Nujol – Ind. 

Quím. e Farm. Schering-Pough S.A., São Paulo, SP, Brasil). 

A análise das lâminas foi realizada através de microscopia de epifluorescência 

(Leica® DMLB, Heerbrugg, Switzerland), acoplada a uma fonte de luz externa para 

excitação dos fluorocromos (Leica® EL 6000, Heerbrugg, Switzerland), utilizando 

filtros com fotomultiplicador específicos para fitc (filtro de excitação – band pass filter  

BP 450-490; filtro de supressão – long pass filter LP 515) e para cy3 (filtro de excitação 

– band pass filter  BP 515-560; filtro de supressão – long pass filter LP 590) 

correspondentes ao comprimento de onda excitado por cada fluorocromo. 

Para a aquisição das imagens utilizou-se uma câmera digital (Leica® DC 300F 

microsystems ltd, Heerbrugg, Switzerland) acoplada a um microscópio de fluorescência 

e conectada ao computador pelo programa Leica® DC 300F “onboard”. As imagens 

foram capturadas em um aumento de 25x. 

 A análise dos dados foi realizada de forma semi-quantitativa, com “scores” 

variando de 0 para as lâminas que não apresentaram nenhuma marcação, até 3 nas 

lâminas que apresentavam marcações intensas. Esta análise também foi padronizada 

para o terço médio do alvéolo e realizada para as co-localizações. 

 

Resultados 

 

Observações clínicas e microscópicas 
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 A característica clínica dos cornos uterinos e a análise do ciclo estral 

confirmaram o sucesso da OVX e da reposição de estrógeno. Os grupos OVX e 

OVX+RLX apresentaram-se em diestro, caracterizado pela predominância de 

leucócitos, e seus úteros atróficos. Em contraste, os animais submetidos à cirurgia sham 

apresentaram as 4 fases do ciclo estral (diestro, proestro, estro, metaestro) e os animais 

submetidos à cirurgia de OVX+E2 apresentaram em Proestro e Estro; esses animais 

também apresentaram útero normal. 

 

Análise qualitativa em HE 

 

A análise dos eventos histológicos mostrou que em todos os grupos 

experimentais os passos do processo de reparo alveolar ocorreram conforme descrito na 

literatura23,24. 

Aos 7 dias pós-operatórios, observou-se a presença de coágulo sanguíneo sendo 

invadido por fibroblastos, células endoteliais e macrófagos, caracterizando a formação 

do tecido de granulação. Observa-se também a presença de tecido ósseo neoformado 

(osso trabecular). Há presença de hemosiderina em todos os alvéolos dentais.  

 Aos 14 dias pós-operatórios, observou-se uma maior quantidade de osso 

trabecular, grande número de osteoblastos, em atividade de síntese, localizados ao redor 

de trabéculas ósseas neoformadas. Aos 21 dias pós-operatórios pôde-se observar a 

presença de osteócitos no interior das trabéculas ósseas neoformadas.  Aos 42 dias pós-

operatórios, observou-se trabéculas ósseas maduras, preenchendo grande parte do 

alvéolo (figura 2). 

 

Análise histométrica 
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Aos 7 dias o grupo OVX+RLX apresentou o menor valor médio e o grupo 

OVX+E2, o maior valor médio. A análise estatística mostrou significância entre a 

quantidade de osso formado do grupo OVX+E2 e do grupo sham, comparado à 

quantidade de osso formado do grupo OVX+RLX (p<0,05), também houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos OVX+E2 e OVX (p<0,05).  

 Aos 14 dias o menor valor médio observado foi para o grupo OVX+RLX e o 

maior valor médio para o grupo sham. Foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre o grupo sham e o grupo OVX+RLX (p<0,05) e entre o grupo 

OVX+E2 e o grupo OVX+RLX (p<0,05). Aos 21 dias não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas. 

Aos 42 dias, vale destacar que todos os grupos experimentais, exceto o grupo 

OVX apresentaram mais de 50% do terço médio do alvéolo preenchido por osso. O 

grupo sham apresentou o maior valor médio apresentando diferença estatisticamente 

significativa comparado aos demais grupos. Os grupos OVX+RLX e OVX+E2 

apresentaram valores de ossificação muito próximos. Os resultados da análise 

histométrica estão descritos na forma de gráfico (figura 3). 

O gráfico mostra que o grupo de ratas sham mostrou a melhor porcentagem de 

ossificação ao longo dos períodos avaliados e aos 42 dias, foi observado o maior índice 

de formação óssea neste grupo. A análise gráfica também mostra que os valores de 

ossificação ao longo dos períodos avaliados nos grupos OVX e OVX+E2 apresentam 

um perfil muito parecido, embora o grupo OVX apresentou menores valores de 

ossificação, exceto aos 21 dias. 

 Ainda analisando o gráfico quanto ao grupo OVX+RLX, pôde-se notar que a 

curva representativa deste grupo apresenta um crescimento contínuo e homogêneo 
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quanto à quantidade de osso formado ao longo da evolução temporal durante o processo 

de reparo alveolar. 

 

Resultados semi-quantitativos da imunocolocalização de RANKL/OPG 

 

   A sobreposição dos cortes mostrou a presença de OPG e RANKL nos grupos 

estudados, onde a cor amarela é representante da sobreposição dos campos capturados 

com os dois filtros com comprimento de onda para visualização do fluorocromo fitc 

(verde) e cy3 (vermelho). A dupla marcação de OPG e RANKL nos osteoblastos ao 

redor das trabéculas ósseas neoformadas sugere o grau de turnover ósseo bem como de 

atividade de síntese das duas proteínas pelos osteoblastos durante o processo de reparo 

alveolar.  

 A sobreposição das imagens foi considerada a representação da atividade celular 

e o turnover ósseo, com o intuito de avaliar o grau de produção de OPG e RANKL 

simultaneamente pelas células. 

Aos 7 dias pós operatório o grupo OVX apresentou maior turnover ósseo 

(representado pela co-localização de OPG/RANKL) seguido do grupo sham. Enquanto 

os grupos OVX+E2 e OVX+RLX apresentaram menor turnover ósseo, porém o grupo 

OVX+RLX apresentou o turnover ósseo ligeiramente maior que o grupo OVX+E2 

(Figura 4).  

Aos 14 dias pós operatório o grupo sham apresentou o maior turnover ósseo 

seguido do grupo OVX+RLX. Enquanto os grupos OVX+E2 e OVX apresentaram 

menor turnover ósseo, porém o grupo OVX+E2 apresentou o turnover ósseo 

ligeiramente maior que o grupo OVX (Figura 5). 
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Aos 21 dias pós operatório o grupo OVX+RLX apresentou o maior turnover 

ósseo comparado aos demais grupos, porém este aumento foi pequeno comparado aos 

grupos OVX+E2 e sham. O grupo OVX+E2 também se apresentou ligeiramente maior 

que o grupo sham. O grupo OVX apresentou o menor turnover ósseo comparado aos 

demais grupos (Figura 6). 

Aos 42 dias pós operatório o grupo OVX apresentou o maior turnover ósseo 

seguido do grupo OVX+E2 o qual se apresentou apenas ligeiramente inferior ao grupo 

OVX, enquanto o grupo OVX+RLX apresentou o menor turnover ósseo e o grupo sham 

apresentou turnover ósseo ligeiramente maior que o grupo OVX+RLX (Figura 7). 

Os resultados da análise de co-localização pela atribuição de “scores” estão 

descritos na forma de gráfico, comparando-se os grupos experimentais ao longo dos 

períodos analisados da cronologia do processo de reparo alveolar (Figura 8). 

 

Discussão 

 

 O estudo do processo de reparo alveolar traz contribuições para o melhor 

entendimento da biologia óssea, uma vez que envolve eventos em que o organismo visa 

produzir osso com o intuito de preencher o alvéolo dental. Além disso, caracteriza-se 

pela presença de uma fonte de células mesenquimais que se diferenciam e originam as 

principais células responsáveis pela evolução do processo de reparo alveolar24.  O 

estudo realizado nesse trabalho, num organismo onde há deficiência de estrógeno, 

sabendo-se do efeito deste hormônio no metabolismo do tecido ósseo, torna-se bastante 

interessante, uma vez que uma das patologias que acometem a população com 

incidência considerável é a osteoporose, que pode apresentar como um dos fatores 

etiopatogênicos, a dificiência de estrógeno endógeno. 
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Utilizou-se a ovariectomia com o intuito de avaliar o efeito do estrógeno e do 

raloxifeno sobre o metabolismo ósseo, pois tem se mostrado particularmente útil para 

investigar a perda de osso trabecular em decorrência da deficiência de estrógeno, uma 

vez que as perdas de osso cortical decorrentes são mínimas29. Este aspecto é bastante 

importante, se considerarmos o modelo experimental utilizado em nosso estudo.  

O efeito do raloxifeno sobre o tecido ósseo, sem afetar o tecido uterino pôde ser 

observado, uma vez que após o sacrifício dos animais experimentais, foi realizada a 

pesagem do útero das ratas e os valores observados no grupo OVX+RLX foi igual ao 

valor observado no grupo OVX. Estudos na literatura mostram que o raloxifeno pode 

evitar a perda óssea e reduzir o colesterol no soro, sem causar a hipertrofia uterina, em 

ratas ovariectomizadas30. 

O grupo OVX apresentou o maior tunrover ósseo no início do processo de 

reparo alveolar representado pela co-localização de OPG/RANKL, porém apresentou 

uma brusca diminuição aos 14 e 21 dias (períodos de intensa atividade celular 

observado no grupo sham). Esta diminuição observada talvez seja resultante da 

apoptose osteoblástica que a ovariectomia induz tendo como conseqüência a diminuição 

da liberação de OPG e RANKL por essas células. Apenas após o período de 21 dias de 

reparo esta atividade celular tentou se restabelecer.  

Foi no período de 14 dias do processo de reparo alveolar que o grupo sham 

apresentou a associação simultânea da maior neoformação de trabéculas ósseas com o 

maior turnover ósseo comparado aos demais grupos enquanto que o grupo OVX 

apresentou a mesma associação aos 42 dias observou-se uma similaridade do aumento 

do turnover ósseo do período anterior, porém uma brusca redução da quantidade de 

trabéculas ósseas sugerindo intensa reabsorção óssea neste período.  Estas observações 
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evidenciam o atraso do processo de reparo alveolar e o aumento do turnover ósseo 

induzido pela ovariectomia.  

Duarte e colaboradores31-33 observaram que a OVX aumenta a perda óssea em 

periodontites induzidas por ligaduras e afeta negativamente o tecido ósseo de 

sustentação dental, Nociti e col.34 observaram que a OVX diminui o reparo ósseo e sua 

densidade ao redor de implantes de titânio. Já outros pesquisadores35-40 observaram que 

o declínio de estrógeno induzido pela ovarectomia afeta o turnover ósseo após extração 

dental com aumento da reabsorção óssea e redução da formação corroborando com 

nossos resultados no qual mesmo aos 42 dias de reparo alveolar o grupo OVX 

apresentou menos de 50% do terço médio do alvéolo preenchido por osso e afetou o 

turnover ósseo representado pelas co-localizações de OPG/RANKL.  

A via de administração do estrógeno está de acordo com os relatos na literatura 

visto que Khastgir e col.41 mostraram melhores resultados de densidade óssea 

mineralizada (BMD) utilizando implantes de estradiol no subcutâneo. Entretanto, talvez 

a administração diária de raloxifeno por gavagem tenha possibilitado um melhor 

controle da dosagem da droga que se refletiu nos resultados observados durante o 

processo de reparo alveolar das ratas tratadas com RLX quando comparado ao grupo 

OVX+E2, tendo uma formação óssea e um turnover ósseo de forma mais contínua e 

regular enquanto que o grupo OVX+E2 teve uma ligeira oscilação do turnover ósseo e 

da quantidade de formação óssea durante a cronologia do processo de reparo alveolar. 

Talvez pelo meio de administração da droga no qual as cápsulas permaneciam no tecido 

subcutâneo por um período de 30 dias e após este período, elas eram substituídas, pois a 

quantidade de estrógeno liberada já não era suficiente para manter as ratas ciclando 

normalmente.  
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O grupo OVX+RLX apresentou ligeira melhora dos resultados comparado ao 

grupo OVX+E2 visto que este grupo apresentou ligeira diminuição do turnover ósseo 

apresentado pelas co-localizações de OPG/RANKL porém ambos os grupos não 

conseguiram atingir os níveis de ossificação do grupo sham promovendo um ligeiro 

atraso no processo de reparo alveolar. Este atraso está melhor evidenciado observando o 

gráfico da co-localização no qual o maior turnover ósseo no grupo OVX+RLX foi 

observado entre os períodos de 14 à 21 dias e no grupo OVX+E2 nos períodos de 21 e 

42 dias enquanto que no grupo sham o maior turnover ósseo foi observado aos 14 dias 

de reparo alveolar, período da cronologia do processo de reparo alveolar em que ocorre 

a maior proliferação celular em ratos fisiologicamente normais corroborando com os 

achados da literatura23. 

As manobras de retirada e reposição de estrógeno foram importantes para uma 

avaliação completa do papel fisiológico deste hormônio no metabolismo ósseo. 

Entretanto, a manobra de ovariectomia provocou a retirada tanto de estrógeno quanto 

progesterona, mas durante a manobra de reposição, apenas o estrógeno foi administrado. 

Acreditamos ser esta uma das razões pelas quais, mesmo após a reposição com 

estrógeno ou raloxifeno, a quantidade de osso formado nestes dois grupos ainda foi 

inferior ao grupo sham. 

A associação da histometria com a imuno-colocalização de RANKL e OPG traz 

dados bastante relevantes aos nossos questionamentos. A técnica da imunocolocalização 

marca as proteínas já sintetizadas atuando no local simultaneamente, permitindo a 

análise espacial das células no tecido. Vale destacar que nem sempre a expressão gênica 

do RNAm de uma determinada proteína significa que a proteína será sintetizada. Em 

relação às técnicas de avaliações sorológicas, elas muitas vezes não mostram se as 

proteínas apresentam-se ativas ou não, pois segundo Rogers e Eastell42 é possível que 
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OPG no soro esteja ligada a alguma(s) proteína(s) plasmática(s) e com isso 

apresenta(m)-se inativa(s) e também RANKL é produzida por uma variedade de tipos 

celulares e sua expressão é regulada por vários fatores fisiológicos e patológicos43 

portanto a quantidade sorológica de RANKL não se refere apenas ao tecido ósseo. 

Teófilo e col.40 mostraram que o implante de biomateriais no interior de alvéolo 

pós-exodôntico de ratas osteoporóticas promove uma melhora no volume de osso 

trabecular neoformado, quando comparado ao volume de tecido conjuntivo e 

remanescentes de coágulo sanguíneo, mostrando que na atualidade, há disponibilidade 

de materiais que agem localmente podendo auxiliar a contornar situações desfavoráveis 

ao processo de reparo alveolar promovidas por alterações sistêmicas. 

A importância de RANKL e OPG na regulação da homeostasia foi demostrado 

pelo fenótipo de ratos geneticamente modificados. Os ratos com ausência do gene da 

OPG desenvolveu osteoporose severa44 pelo aumento do número e da atividade dos 

osteoclastos, enquanto que a alta expressão de OPG resultou em osteopetrose pela 

diminuição do número de osteoclastos e diminuição de suas atividades18. 

 O sistema OPG/RANKL/RANK possui um papel importante na regulação do 

“turnover” ósseo45-47. Anormalidades neste sistema implicam na patogênese da 

osteoporose pós-menopausa48.  Contudo, um elevado balanço entre RANKL/OPG 

promove perda da massa óssea, enquanto se este balanço for restaurado ou se a 

expressão de RANK diminuir a ativação dos osteoclastos a reabsorção óssea deixa de 

ocorrer15.  Diferentes estratégias terapêuticas podem ser desenvolvidas com o melhor 

entendimento dos diferentes mecanismos ósseos existentes. Estudos em “vitro” e em 

vivo sugerem que a expressão de RANKL é suprimida pelo 17-ß estradiol49, e os efeitos 

de RANKL podem ser bloqueados pela fusão protéica de OPG sintética50-54, fusão 

protéica de RANK solúvel16,55 ou anticorpos de RANKL. O ativador RANK pode ser 
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suprimido pelos peptidiomiméticos que previnem a ligação de RANKL à RANK56 ou 

pelo bloqueio da sinalização pós-receptores57. A produção de OPG pode ser estimulada 

por 17-ß estradiol58, raloxifeno59, bifosfanatos em vitro, estímulos mecânicos60 e 

micromoléculas seletivas estimuladoras61 em vivo. 

Bord e col.62, estudando a sintese de OPG e RANKL pelos megacariócitos(MKs) 

concluíram que essas duas importantes citocinas são moduladas pelo estrógeno. Eles 

acharam que as marcações de OPG nos MKs apresentaram-se mais intensas nas células 

tratadas com estrógeno comparada com as células sem tratamento, enquanto que as 

marcações de RANKL foram ligeiramente suprimidas pelo tratamento com estrógeno. 

Também, Maschen e col.63 estudando o sistema RANKL/OPG em doenças 

inflamatórias(IBD) e relacionando à perda óssea demostrou que IBD está associada com 

alteração do sistema RANKL/OPG que talvez contribua para a atividade  de perda óssea 

em IBD. 

Este estudo é o primeiro a demonstrar a influencia da ovariectomia e seu 

tratamento com raloxifeno ou com reposição de estrógeno no turnover ósseo 

representado pela co-localização de RANKL/OPG durante a cronologia do processo de 

reparo alveolar. Os experimentos de co-localização de OPG com RANKL confirmam a 

especificidade da síntese celular. Ademais, foi possível mostrar que o estrógeno e o 

raloxifeno modulam a expressão de OPG e RANKL nas células de linhagem 

osteoblásticas no processo de reparo alveolar alterando o turnover ósseo. Esses achados 

são pertinentes assim como o balanço de OPG/RANKL é importante na regulação da 

homeostasia óssea. Os resultados deste estudo sugerem que a reposição de estrógeno e o 

tratamento com raloxifeno mantêm a atividade osteoblástica ao longo do processo de 

reparo alveolar a qual não pôde ser observado com a ovariectomia. 
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Este trabalho mostrou que as células envolvidas no processo de reparo alveolar 

apresentaram a expressão conjunta de OPG e RANKL que foi se alterando no decorrer 

de sua cronologia. Esta expressão conjunta representa o turnover ósseo e a atividade 

osteoblástica, refletindo-se na quantidade de tecido ósseo formado durante os períodos 

do processo de reparo alveolar avaliados. O grupo sham exerceu efeito inibitório 

diretamente em RANKL-indução da diferenciação osteoclástica. O aumento da 

quantidade de trabéculas ósseas foi associado com a diminuição do turnover ósseo 

(balanço de OPG e RANKL).  

 

Conclusão 

 

A reposição do estrógeno e o tratamento com raloxifeno melhoraram as 

respostas, mas não restabeleceram completamente os valores da histometria e da co-

localização do grupo sham e a OVX atrasa o processo de reparo alveolar e altera o 

turnover ósseo. 

. 
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