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SPALDING, M. Efeitos da reposicao hormonal com estrégeno em
diferentes periodos apo6s a ovariectomia na evolucao da periodontite
induzida em ratas. 2005. 145f. Tese (Doutorado em Biopatologia Bucal,
Area Biopatologia Bucal) — Faculdade de Odontologia de S&do José dos
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RESUMO

Este trabalho destinou-se a avaliar os efeitos dos diferentes periodos de inicio da
terapia de reposicdo hormonal estrogénica na evolugéo da periodontite induzida
em ratas ovariectomizadas. Para tanto foram utilizadas 65 ratas
ovariectomizadas aos trés meses de idade, compondo dois grupos, experimental
e controle, que receberam 178 estradiol ou placebo respectivamente, em
diferentes periodos de inicio; possibilitando a formagao de cinco subgrupos de
cada situagéo, de acordo com o periodo de inicio do tratamento/placebo:
imediato, uma, duas, trés e quatro semanas apds a ovariectomia. A formacao de
um terceiro grupo (grupo sham), em que foi realizada a simulacdo da
ovariectomia, possibilitou a comparagédo dos eventos ocorridos entre as ratas
estrogeno deficiente com as ratas estrégeno suficiente. Apds quatro semanas da
ovariectomia ou de sua simulacéao foi colocada uma ligadura com fio de algodao
ao redor da coroa dos segundos molares da maxila, mantida por cinco semanas,
quando as ratas foram sacrificadas. Realizaram-se andlises macroscépicas,
como grau de mobilidade dentaria, envolvimento de furca ou perda Ossea
alveolar, radiogréfica, onde foi avaliado o suporte &sseo, histologica e
histomorfométrica. Os resultados revelaram que a deplecdo do estrogeno
decorrente da ovariectomia, ndo teve efeito direto no osso alveolar adjacente as
raizes dos segundos molares da maxila. De acordo com as condi¢des
experimentais, a terapia de reposicdo hormonal estrogénica nao retardou a
progressao da periodontite induzida.

PALAVRAS-CHAVE: Estradiol, doencas  periodontais;  ovariectomia;
osteoporose, ratos.



1 INTRODUCAO

A medida que a expectativa de vida da populagdo vem
aumentando, crescem também os problemas relacionados com o avango
da idade. Tanto a osteoporose quanto a doenca periodontal, séo
patologias que apresentam ocorréncia crescente com a idade
(JEFFCOAT®, 1998; LOCKER et al.?® 1998; LASCALA & MOUSSALLI®,
1999; PAGANINI-HILL', 1996; INAGAK et al.”’, 2001; WACTAWSKI-
WENDE'"®, 2001; GALLAGHER et al.*®, 2002) e ambas caracterizam-se
por exibir consideravel reabsorcao 6ssea, porém influenciadas por fatores
sistémicos ou localizados, respectivamente.

A osteoporose € uma doenca na qual ocorre perda da
massa 6éssea, suscetibilizando o individuo a fraturas. Um dos maiores
fatores de risco para a osteoporose é a deficiéncia de estrogeno
(TURNER et al."*, 1994; COMPSTON?°, 2001; CIVITELLI et al.” 2002;
GALLAGHER, et al.®®, 2002). A mulher apés a menopausa apresenta
grande risco de desenvolver a osteoporose, uma vez que seus ovarios
nao produzem mais o estrogeno.

A deficiéncia do estrogeno promove um aumento da
remodelacdo éssea, em que a reabsor¢cdo excede a neoformacao,
levando a perda 6ssea (WRONSKI et al.'®, 1988; KALU®®, 1991;
KANIS®®, 1996; MOST et al.”, 1997). A nocédo de que a deterioracdo dos
0ssos do sistema estomatognatico acompanha a perda 6ssea esquelética
causada pela deficiéncia do estrébgeno, suporta-se na evidéncia de
trabalhos realizados em humanos que apontam a relacdo entre a
osteoporose e a perda dentaria, a doenca periodontal ou a densidade
6ssea mineral dos ossos maxilares (ELDERS et al.?”, 1992; NORDERYD
et al.'®?, 1993; PAYNE et al.'®®, 1997; MARQUES®, 1998; PILGRAM et
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al."", 1999; REINHARDT et al.'"”, 1999; RONDEROS et
al.'®, 2000; TEZAL et al.', 2000; INAGAK et al.’’, 2001; CIVITELLI et
al.'’®, 2002; MOHAMMAD et al.®®, 2003). Mulheres com osteoporose
severa sao trés vezes mais susceptiveis a serem edéndulas que mulheres
saudaveis da mesma faixa etaria (PAGANINI-HILL', 1996). A
integridade do osso alveolar é fundamental para preservacao do dente.
Trabalhos realizados em animais experimentais sdo controversos quanto
a relacao entre a osteopenia/osteoporose causada pela deficiéncia do
estrogeno com a destruicdo do osso alveolar e doenca periodontal
(KRIBBS®, 1990; JOHNSON et al.®*, 1997; MARQUES®, 1998; MORIYA
et al.°, 1998; HIDAKA et al.’?, 2000; HARA et al.*°, 2001; TANAKA, et
al.'®, 2002; KAWAMOTO et al.”®, 2002; YANG et al.®®, 2003). Embora
essa relacao nao seja conclusiva, supbe-se que uma reducao na massa
O0ssea como resultado da osteopenia/osteoporose, torna as estruturas de
sustentacao do dente mais vulneraveis, aumentando a susceptibilidade do
hospedeiro & periodontite (KANIS®, 1996; WACTAWSKI-WEND et al.’®,
1996; LOZA et al.®®, 1996; HILDEBOLT®®, 1997; JEFFCOAT®, 1998;
JEFFCOAT et al.®, 2000; CHESNUT'®, 2001; REDDY'“, 2001;
WACTAWSKI-WENDE'*®, 2001; HARRY®', 2002; KREJCI & BISSADA",
2002; MATTSON et al.®', 2002; GEURS et al.*', 2003; MOHAMMAD et
al.®®, 2003). No entanto poucos estudos avaliaram a correlagdo direta
entre a perda é6ssea devido a periodontite e deficiéncia do estrégeno
(MARQUES®, 1998; DUARTE et al.?%, 2004).

A relacao entre o periodo de inicio da terapia de reposicao
hormonal estrogénica (TRH/E) ap6s a ovariectomia com a progressao da
doenca periodontal ndo foi ainda estudada. Sendo assim, este trabalho
tem por objetivo avaliar a relagdo entre a deficiéncia do estrogeno, bem
como os diferentes tempos de inicio da terapia de reposicdo hormonal,

com a evolucdo da periodontite induzida, em ratas ovariectomizadas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracoes sobre o tecido 6sseo

O osso € um dos tecidos mais resistentes e rigidos do
corpo humano, e esta constantemente em processo de remodelacdo. Dois
tipos de tecido dsseo podem ser diferenciados: o compacto, que
caracteriza a cortical dos ossos, formado microscopicamente pela
presenca de lamelas concéntricas formando os sistemas de Havers, e o
esponjoso, caracterizado pela presenca de trabéculas, com lamelas
dispostas paralelamente. Do ponto de vista microscopico, o 0sso pode
ainda ser primario, que representa um tecido 6sseo sem presenca de
lamelas definidas, bastante celularizado, encontrado nos alvéolos
dentarios, por exemplo, e secundario, com fibras colagenas organizadas
em lamelas (CATE'#,1998; KATCHBURIAN & ARANA®®, 1999).

A sua remodelacdo ocorre a partir da constante
reabsorcado e formacgéo, que além de ser importante para a preservacao
da integridade dssea mecénica, este sistema € fundamental para a
homeostasia do célcio no organismo. Distirbios no processo de
remodelacdo determinam alteracbes na arquitetura éssea, podendo
causar diminuicdo da sua densidade e acarretar em maior risco de
fraturas (ERIKSEN et al.®, 1993).

O osso alveolar corresponde a parte dos maxilares que
constitui, com o ligamento periodontal e o cemento, o sistema de
ancoragem do dente, formando a parede dos alvéolos dentarios. Entre o
0sso alveolar e a cortical externa (vestibular) e interna (palatina) dos
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maxilares, ha presenca de 0sso esponjoso. No topo das
cristas alveolares, ha a fusdo do osso alveolar com as corticais dos
maxilares, determinando pouca quantidade de 0sso esponjoso interposto
entre eles. Do ponto de vista embriolégico, o 0sso alveolar tem uma
origem diferente dos ossos longos ou mesmo do condilo, que apresenta
ossificagdo endocondral. Tanto na maxila, quanto na mandibula, ele
desenvolve-se por ossificagao intramembranosa. Em humanos apresenta
uma espessura que varia de 0,1 a 0,4mm. Microscopicamente
caracteriza-se pela presenca de lamelas paralelas, onde se inserem as
fibras do ligamento periodontal e mais internamente formam alguns
sistemas de Havers, tendo continuidade com o0 0sso esponjoso adjacente.
Este osso ndo constitui uma camada continua, sendo atravessado por
numerosas aberturas que passam da medula 6ssea do 0SSO €sponjoso
subjacente ao ligamento periodontal, por isso muitas vezes denominado
de lamina cribriforme (CATE',1998; KATCHBURIAN & ARANA®®, 1999).
O osso alveolar é extremamente dinamico, respondendo rapidamente a
estimulos que induzem formacao e reabsorgao.

No esqueleto humano, o pico de massa Ossea, é
alcancado por volta dos trinta anos de idade, tanto em homens quanto em
mulheres. A partir desse periodo ocorre um balangco negativo entre a
formacao e reabsorcdo, havendo gradativa perda déssea durante o
processo de remodelacdo (ERIKSEN et al.*’, 1993). Em trabalho de
revisso BURR et al®, em 1997 relataram que a cada ciclo de
remodelacdo, ha um decréscimo na massa éssea, levando a formacao de
microdefeitos no tecido ésseo. A presenca desses microdefeitos, que se
acumulam ao longo da vida, pode estar associada ao maior risco de
fraturas em mulheres idosas (BURR et al.?, 1997).

Ap6s a menopausa, com a auséncia dos hormoénios
ovarianos, em especial o estrégeno, observa-se um aumento do ritmo de

remodelacdo Ossea, e consequentemente uma perda éssea gradativa,
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podendo culminar com um quadro de osteoporose
(NEVITT'® 1994; BURR et al.? 1997; GALLAGHER et al.**, 2002).

2.2 Osteoporose

A osteoporose representa uma doenca sistémica
progressiva, caracterizada pela diminuicdo da densidade éssea e
deterioracdo da microarquitetura dos tecidos 6sseos, consequentemente
levando a um aumento da fragilidade e susceptibilidade a fraturas
(GENANT et al.*®, 1999). Atualmente a osteoporose é considerada, nos
paises desenvolvidos, um dos problemas de grande ocorréncia na
populacdo idosa, especialmente no sexo feminino (BANDEIRA et al. %,
2002; SILVA™ 2003). Na auséncia de métodos praticos para mensurar
clinicamente a qualidade éssea, atualmente estabelecida por meio da
histéria clinica de fraturas nao traumaticas, o diagndstico da osteoporose
tende a ser baseado em métodos que avaliam a densidade Ossea
(BROWN & JOSSE’ 2002). De acordo com as recomendagdes da
Organizacao Mundial da Saude (OMS), a absorciometria de energia dupla
de Raios x (DEXA), que mede a densidade 6ssea mineral, representa a
base para o diagndstico da osteoporose, sendo este estabelecido quando
a densidade éssea mineral em mulheres caucasianas assume valores a
partir de 2,5 desvios padrdes abaixo das referéncias para adulto jovem
saudavel (GENANT et al.*®; 1999).

A osteoporose pode ser primaria ou secundaria. A primaria
acomete ambos o0s sexos em todas as idades, porém com maior
freqiéncia ocorre em mulheres ap6s a menopausa. A secundaria é
resultado de medicacdo (como os corticoides) e algumas condi¢cdes
sistémicas ou doencas (RAISZ & SHOUKRI'™®, 1993; GENANT®, 1999).
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A osteoporose tem sido considerada pela OMS como um
dos problemas merecedores de grande atencdo em virtude de seu
impacto social, fisico e econémico (GAMBACCIANI & CIAPONI*?, 2000;
SCARLETT-FERGUSON'?*, 2002). Estudos revelam que nos EUA, dez
milhdes de individuos sofrem com essa doenca, e aproximadamente 1,5
milndes de fraturas anuais sao decorrentes da osteoporose
(GAMBACCIANI & CIAPONI®*?, 2000; SCARLETT-FERGUSON'?*, 2002).

No Brasil, os idosos ja representam 12% da populagao, o
que corresponde a aproximadamente dez milhdes de individuos. Estima-
se que cerca de 2,5 milhdes devam sofrer de osteoporose (RUIZ'®,
2002).

Varios sdo os fatores de risco para osteoporose, como a
idade acima de 65 anos, mulheres com baixa estatura e baixa massa
corpérea, sedentarismo, uso de corticoides por tempo prolongado, entre
outros (NEVITT'®, 1994; GENANT et al.*®, 1999; BROWN & JOSSE’,
2002). A faléncia ovariana, que ocorre na mulher apdés a menopausa,
corresponde a um dos fatores de risco mais comuns para a osteoporose.
A deficiéncia do estrogeno provoca uma perda acentuada na massa
6ssea (PAGANINI-HILL'™ 1996; ZEEMAN et al’®’, 2001), devido ao
rapido aumento na remodelacao éssea, que culmina com a reabsorcao,
principalmente do osso trabecular (WRONSKI et al.’ 1988; KALU®®,
1991; RAISZ & SHOUKRI'®, 1993; LANE et al.®, 1998, OMI &
ELZAWA'®, 1995; GENG et al.*°, 2000; DEYHIM et al.??, 2003).

A ovariectomia induz perda 6ssea em ratas, simulando a
acelerada perda 6ssea que ocorre na mulher apds a menopausa. Assim,
os modelos de estudo da perda 6ssea em ratas ovariectomizadas sao
apropriados para avaliar os problemas relativos a perda 6ssea pés-
menopausa, devido as caracteristicas similares envolvidas. Estas incluem
o rapido aumento da remodelagcdo 6ssea, em que a reabsorcado excede a
neoformacdo, uma fase inicial rapida seguida de uma fase mais lenta,

maior perda do o0sso trabecular em comparacdo com o cortical, diminuicao
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da absorc¢do intestinal de célcio, ganho de peso, e resposta esquelética
semelhantes a agentes terapéuticos (KALU®®, 1991). Tais modelos de
estudo tém sido amplamente utilizados para avaliar os problemas
decorrentes da deficiéncia do estrégeno (KALU®®, 1991; FROST & JEE®,
1992; OMI & EZAWA'®, 1995; JIANG et al.?®, 1997; LANE et al.?*,1998;
GENG et al.*°, 2000; NAMKUNG-MATTHAI et al.*® 2001; DEYHIM et al.?,
2003; BURT-PICHAT et al.®, 2005).

Kalu® (1991) propds dois modelos de estudo em ratas
para avaliar as alteragcdes O6sseas em consequiéncia da deficiéncia dos
hormonios ovarianos, com o objetivo de validar esses modelos para a
analise e comparacgao das caracteristicas de perda éssea em ratas, bem
como suas consequéncias, com aquelas observadas na mulher apés a
menopausa. Segundo o autor, até os trés meses de idade ha um rapido
crescimento, ganho de peso e de densidade 6ssea em ratas. Este
crescimento € gradual até os seis meses, e a partir de entdo, as
alteracdes tanto da densidade éssea quanto da concentracdo de calcio
sdo minimas; apenas aos 12 meses a rata atinge estabilidade déssea.
Dessa forma o autor sugere dois modelos de estudo, baseados na idade
das ratas, mature rat model (trés meses de idade) e aged rat model (12
meses de idade). Em funcéo da disponibilidade, custo, e das similaridades
das caracteristicas da perda éssea no mature rat model com o aged rat
model, o autor relata que a ovariectomia realizada aos trés meses de
idade promove alteracdes suficientes nos ossos, com perda drastica
evidente no osso trabecular a partir da segunda semana pés-
ovariectomia, atingindo o auge apdés um més. Ambos os modelos séo
apropriados para estudar a inducao da perda 6ssea pds-menopausa.

Para avaliar os efeitos da ovariectomia na densidade
O0ssea mineral, nas propriedades mecanicas dos 0ssos em ratas com
diferentes idades, Omi & Ezawa'® (1995)
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fémur em trés experimentos. Foram consideradas diferentes idades e
dieta rica ou deficiente em calcio. Os autores concluiram que a densidade
O6ssea mineral dos ossos trabeculares foi significativamente mais baixa
apos a ovariectomia, o que foi evidenciado apds o periodo de um més,
independente da idade da rata. A deficiéncia do calcio também provocou
diminuicdo da densidade O&ssea trabecular. Quanto ao osso cortical,
somente foi observada diminuicdo da densidade 6ssea mineral nas ratas
que sofreram a OVX aos seis meses de idade e foram sacrificadas num
periodo maior. Os autores sugerem que a massa Ossea trabecular
comeca a diminuir imediatamente ap6s a OVX, no entanto, alteragdes no
0sso cortical requerem um tempo maior.

Para avaliar os efeitos da deficiéncia do estrogeno obtida
por meio da ovariectomia, bem como da sua reposi¢ao, e os efeitos do
célcio nos ossos trabeculares e corticais, Jiang et al.®® (1997), realizaram
um estudo com cento e cinglenta ratas, que foram submetidas a testes
biomecanicos e densitométricos das vértebras L1, L4 e do fémur. Os
animais foram divididos em grupos experimentais, um dos quais foi
simplesmente ovariectomizado, sendo o outro ovariectomizado, porém,
com reposicao do estrégeno, e outros dois grupos ovariectomizados com
dieta deficiente em calcio, porém, com ou sem a reposi¢cao hormonal. Os
autores observaram que houve uma maior perda 6ssea no grupo
ovariectomizado com dieta deficiente em calcio, seguido do grupo
simplesmente ovariectomizado e do grupo com deficiéncia em calcio. A
reposicdo com estrégeno promoveu maior densidade éssea mineral,
estatisticamente significante em todos os locais avaliados. A resposta do
0sso trabecular a deficiéncia do estrégeno é maior que a do 0sso cortical.
O tratamento com estrégeno apds a ovariectomia em ratas promoveu uma
aposicao 6ssea na cortical, conferindo altos valores a densidade éssea,
algumas vezes superior até mesmo ao grupo sham operado.

Lane et al.®® (1998) monitoraram in vivo as alteragées no

0sso trabecular causadas pela deficiéncia do estrogeno por varios
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periodos apds ovariectomia. Para este trabalho foram utilizadas quarenta
ratas ovariectomizadas ou sham operadas aos seis meses de idade. Em
periodos de tempo compreendidos entre cinco e cinqiienta dias pdés-
ovariectomia, as ratas tiveram suas tibias e fémures analisados por meio
de X-ray tomographic microscopy (XTM). Esta técnica foi desenvolvida
pelos autores para avaliar tridimensionalmente o osso trabecular in vivo.
Apoés o ultimo periodo do experimento, os animais foram sacrificados para
analise histomorfométrica dos ossos previamente estudados. Os autores
observaram que a perda da conectividade trabecular ocorre rapidamente
apds a ovariectomia, com 27-31% entre os dias trés-oito, 38-40% nos dias
29-33 e 50-60% no qlinquagésimo dia. O volume do osso trabecular
também diminuiu significativamente apdés a ovariectomia, numa
porcentagem de 25% no dia oito e acima de 50% no 50° dia. Os animais
sham operados ndo exibiram alteragdes significativas no osso trabecular
durante o periodo experimental. Os autores também observaram uma
excelente correlacdo entre a analise por XTM com a histomorfometria.
Concluiu-se que periodos muito curtos apés a deplecdo do estrégeno
(menos de cinco dias) sao suficientes para promover significante
deterioragdo estrutural do osso trabecular, havendo necessidade de
considerar uma rapida intervengdo com agentes que possam prevenir
essas alteracoes.

Para evidenciar a excessiva perda éssea decorrente da
deplecao de estrogeno associada a dieta com baixa concentracao de
calcio, Namkung-Mattai et al.*® (2001), propuseram um modelo de estudo,
com ratas ovariectomizadas aos dois meses de idade. Segundo os
autores, ap6s um més da OVX foi confirmada a presenca de osteoporose
nas vértebras e fémures. Neste mesmo trabalho, os autores avaliaram o
processo de reparagao 6ssea poés-fratura nessas ratas com osteoporose,
evidenciando diminuicdo das propriedades mecanicas nos 0ssos das
ratas OVX, bem como alteragées qualitativas na formacao do calo ésseo,
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sugerindo um retardo no processo de reparo 6sseo em ratas com
osteoporose.

Deyhim et al.?®* (2003) avaliaram a densidade 6ssea
mineral e as propriedades mecanicas da quarta vértebra lombar, tibia e
fémur de 32 ratas submetidas a ovariectomia ou sham operadas. Os
autores observaram que apds quarenta dias da ovariectomia houve
reducdo da densidade Ossea mineral de todos 0s 0ssos estudados
comparados aos do grupo controle. Por meio de testes mecanicos, foi
constatada que a forca necessaria para promover a fratura éssea foi
significativamente menor no grupo ovariectomizado comparado ao
controle. Com isso os autores concluiram que apds a ovariectomia ha
reducao da densidade Ossea mineral e uma maior susceptibilidade a
fratura, pois os 0ssos tornaram-se mais frageis.

Em modelo experimental com coelhos, Cao et al.’

" em
2004, evidenciaram os efeitos da OVX na qualidade do osso mandibular.
Analisando uma regido edéntula, os autores observaram alteracées na
estrutura do osso trabecular, com diminuicdo do numero de trabéculas e
aumento dos espacgos entre as mesmas, aumento de areas de erosao na
superficie 6ssea, além de aumento do indice de aposicao éssea. Dessa
forma os autores concluiram que esse aumento no ritmo de remodelagao
Ossea acarretou em perda de tecido 6sseo trabecular, sugerindo que o
mesmo pode ocorrer em mulheres apds a menopausa.

A diminuigao da densidade 6ssea mineral na tibia e fémur
de ratas OVX foi prevenida com a TRH/E (1,25mg/Kg/dia de
etinilestradiol) (ARSHAD et al.®, 2004).

Em modelo experimental com ratas OVX, Burt-Pichar et al.’,
em 2005, demonstraram significante e rapida reducao da massa 6ssea
trabecular em tibias. Ap6s 14 dias da OVX, os autores identificaram
histomorfometricamente, diminuicdo no numero de trabéculas Osseas,
aumento da atividade d&ssea, evidenciada por maior quantidade de

superficies com osteoclastos, e parametros de formacado éssea. Neste
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mesmo trabalho os autores também avaliaram a inervacdo do tecido
0sseo por imunohistoquimica, constatando uma dramatica reducdo na
inervacao Ossea decorrente da deplecao do estrogeno com a OVX.
Assim, os autores sugeriram a possivel participacdo de reguladores
neurais na perda 6ssea durante a osteoporose.

A terapia de reposicdo hormonal tem sido utilizada tanto
na prevengdo quanto no tratamento da osteoporose, exercendo uma
protecao efetiva da perda éssea pds-menopausa. Tem sido demonstrado
que este horménio ndo somente previne a perda déssea apds a
menopausa, como também pode acrescentar algum ganho em pacientes
com osteoporose estabelecida (TURNER et al.", 1994; MODESTO
FILHO et al.®?, 1996; GAMBACCIANI & CIAPONI*’, 2000).

2.3 Estrogeno

A palavra estrégeno tem origem do Latim Oestrus ou do
Grego Oistros, ‘desejo louco”. Foi introduzida na lingua inglesa em
meados de 1890. (RUGGIERO & LIKIS, 2002'%; SHOHAM &
SHACHTER'®, 1996). O estrégeno é um horménio da classe dos
esterdides, que exerce influéncia no crescimento, diferenciacéo, e fungéo
de muitos tecidos, como os que compdem o sistema reprodutor tanto
feminino quanto masculino, além de desempenhar importante papel na
regulacdo 6ssea e no sistema cardiovascular (KUIPER et al.®®, 1997;
RUGGIERO & LIKIS'®, 2002). Produzido pelos ovarios, pelo cortex da
adrenal, e perifericamente através da conversdo da gordura pela
androstenediona, apresenta-se sob trés principais formas. O 17B-estradiol
(estradiol ou E2), produzido pelos ovarios, é o estrégeno encontrado em
maior quantidade e o mais potente, pois apresenta maior afinidade pelos

receptores de estrégeno. O estrone (E1) que € menos potente que o
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estradiol, e o estriol (E3), produzido pela placenta durante a gravidez, no
entanto, encontrado em pequena quantidade em mulheres ndo gravidas
(RUGGIERO & LIKIS™?? 2002). Os horménios esterdides sdo essenciais
para o desenvolvimento esquelético e manutencao da integridade éssea
ao longo da vida adulta (MUNDY®2, 1993; COMPSTON?, 2001). Além de
agir sobre o metabolismo ésseo, tem sido atribuida ao estrogeno uma
fungdo preventiva no desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(WASSMANN et al.”’, 2001).

Os mecanismos de acao do estrégeno na prevencdo da
reabsorgdo 6ssea ndo estdo ainda totalmente esclarecidos (MUNDY®®,
1993; PAYNE et al.'%, 1997; COMPSTON?, 2001), porém, sabe-se que
os efeitos atribuidos ao estrégeno sdao mediados por citocinas, e
envolvem a interagdo receptor/ligante (COMPSTON®, 2001;
SRIVASTAVA et al.'®, 2001).

Dois tipos de receptores para o estrogeno (ERa e ERB)
tém sido identificados, tanto em mulheres quanto em homens,
apresentando distribuicdo diferente nos tecidos (KUIPER et al.®®, 1997;
RUGGIERO & LIKIS'?, 2002). Embora esses dois tipos de receptores
compartilhem muitas fungbes similares ha diferencas em seus
mecanismos reguladores de transcricdo, afinidades de ligacéo
antagonista, e de localizacdo (KUIPER et al.®®, 1997; CASSIDY'3, 1999).
O ERa € expressado no utero, ovario, glandulas mamarias, testiculo,
epididimo, figado, rim, sistema cardiovascular, sistema nervoso central,
trato urogenital, adrenal e ossos, sendo o maior responsavel pelos efeitos
do estrégeno no osso trabecular tanto em homens quanto em mulheres
(RUGGIERO & LIKIS'® 2002; TIVESTEN et al.'* 2005). O ERB é
encontrado no trato gastrintestinal, cérebro, pulmao, sistema
cardiovascular, trato urogenital, osso, e também nos tecidos do aparelho
reprodutor, sendo o ovario e prdstatas os tecidos que mais expressam o
ERB (RUGGIERO & LIKIS™? 2002; KUIPER et al.?® 1997). A
complexidade desta distribuicdo torna-se importante a medida que os



27

moduladores seletivos de receptor de estrégeno (SERMs) podem
competir tanto com ERa quanto com ERB exercendo atividade agonista
ou antagonista (RUGGIERO & LIKIS'®, 2002). O 17B-estradiol € um

estrogeno de acao rapida que apresenta cinco vezes mais a
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das citocinas envolvidas na sua diferenciagdo. Outro importante
mecanismo que justifica o aumento da reabsorcdo Ossea com a
deficiéncia do estrégeno foi relatado por Hughes et al.>®> em 1996. Os
autores demonstraram que o 17B estradiol promoveu apoptose de
osteoclastos maduros bem como de seus precursores. Assim tem sido
relatado que o estrogeno inibe a reabsorcédo 6ssea por induzir a apoptose,
tanto direta quanto indiretamente (FOUNTAS et al.®3, 2004).

Varias citocinas estdo envolvidas no processo de
reabsor¢cdo Ossea. Na homeostasia normal, a IL-6 produzida pelos
osteoblastos estimula a reabsorcdo pelos osteoclastos. O estrégeno
reprime a producdo de IL-6, assim, ha diminuicdo da atividade
osteoclastica, e conseqiientemente a promocao de efeito benéfico na
densidade 6ssea (REDDY''*, 2001).

Gray*® (1989) demonstrou a presenca de receptor de
estrogeno nas células da linhagem dos osteoblastos, evidenciando uma
estimulacao direta deste hormbnio na secrecio de TGFB, na
concentracdo de IGFs e na reducao da atividade da fosfatase alcalina por
essas células.

Embora o tratamento com estrégeno tenha proporcionado
uma reducdo na perda de osso trabecular, Tivesten et al."*® (2004)
demonstraram que este horménio retardou o crescimento longitudinal das
tibias e fémures de ratas OVX. Segundo os autores, os disturbios no
crescimento 6sseo longitudinal estdo associados com alteragdes nos
niveis de IGF-I. Foi demonstrado pelos autores que a reposicdo hormonal
com estrogeno, em ratas OVX, reduziu os niveis séricos de IGF-I.

Payne et al.'® (1993) realizaram um estudo para verificar
a presenca de IL-8 e IL1 no fluido gengival de mulheres na pré-
menopausa ou pés menopausa com TRH/E (grupo estrégeno suficiente),
e mulheres na pdés-menopausa sem reposi¢cdao hormonal (grupo estrégeno
deficiente), a fim de estabelecer uma correlacdo entre essas citocinas

envolvidas na etiopatogenia da destruicdo periodontal com a presenca do
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estrogeno. Segundo os autores, a IL-8 foi detectada em 76,9% das
mulheres estrégeno deficientes, e em 30,8% das mulheres estrégeno
suficientes. Similarmente, a IL1B foi detectada em 92,3% das mulheres
estrégeno deficientes, e em 23,1% das mulheres estrégeno suficientes.
Os autores observaram também que o nivel dessas citocinas em
mulheres estroégeno deficientes foi maior quando comparado as mulheres
estrogeno suficientes, sugerindo que o estrégeno exerce influéncia na
producéo local de IL-8 e IL-1 B.

Reinhardt et al.''® (1998) fizeram um trabalho com
mulheres na pdés menopausa com e sem evidéncia de doencga periodontal,
para avaliar a relagdo entre a IL1-B, um dos mais potentes mediadores
quimicos relacionados com a reabsorcao Ossea, presente no fluido
gengival, com o nivel sérico de estrégeno, bem como com a progressao
da doenca periodontal. Segundo os autores o estrogeno reduziu a
quantidade de IL-1B presente no fluido gengival de pacientes com
periodontite progressiva, sugerindo uma possivel interacdo do estrégeno
com macrofagos deprimindo a producao local de IL1-(.

Crump et al.?' (2002) utilizando um modelo experimental
de periodontite in vivo, observaram que o estrogeno foi capaz de regular o
efeito da estimulacdo dos osteoclastos por LPS de Escherichia coli.
Lipopolissacarideo (LPS) € um componente da parede das bactérias
Gram negativas, capaz de estimular a resposta inflamatéria e a atividade
osteoclastica. Esse agente pré-inflamatério quando introduzido na calvaria
de ratos promoveu um aumento no numero de osteoclastos. Quando
associado ao estrogeno, apds 14 dias, houve uma diminuicdo no numero
de osteoclastos. Os autores concluiram que esse modelo experimental €
efetivo para se estudar os efeitos inflamatérios da reabsorcao éssea. Os
resultados sugerem que o estrégeno pode inibir diretamente ou exercer
influéncia sobre os produtos de secrecao dos macrofagos.

O estrogeno também induz a producéo de proteina éssea

morfogenética, BMP, uma citocina da familia TGF- (Fator de crescimento
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transformador B) que apresenta efeito osteoindutor (GRAY*®, 1989;
COMPSTON?, 2001).

A rapida perda éssea seguida da menopausa pode ser
prevenida ou inibida pelo tratamento com estrégeno (MUNDY®, 1993)
que continua sendo o método mais efetivo no tratamento dos sintomas
pds menopausa, bem como na prevencao da osteoporose (NORDERYD
et al.102, 1993.) Tem sido sugerido que a terapia com o estrégeno pode
levar a um aumento na massa 6ssea (MUNDY®, 1993). Apresenta ainda
como vantagens a reducdo dos sintomas da menopausa, a melhora no
perfil lipidico, e a redugéo do risco de doenca cardiovascular (CASSIDY'®,
1999; WASSMANN et al.’', 2001). Gambacciani & Massimo® (2000)
relataram que a TRH/E pode reduzir em até 60% os riscos de fratura apos
a menopausa.

Os efeitos da administracdo do estradiol imediatamente
apos a OVX, no processo de remodelacao 6ssea do fémur de ratas, foram

estudados por Sims et al.'®

em 1996. Os autores observaram inibicdo da
perda dssea e supressao dos indices de formagédo e reabsorcdo com a
administracdo do 178 estradiol, tanto com uma dose de 8ug/kg quanto
com uma dose de 20 pg/kg por dia durante um periodo de seis a 21 dias.

Em avaliacao do processo de reparacao 6ssea ao redor de
implante de titanio colocado na tibia de ratas OVX, Qi et al.''? (2004)
verificaram que a reposigdo estrogénica influenciou de forma positiva o
processo. Assim, os autores concluiram que a TRH/E pode ser
considerada uma forma efetiva de atenuar o impacto da osteoporose na
osteointegracao.

Os beneficios da TRH com o estrogeno parecem
extrapolar para os tecidos bucais (PAGANINI-HILL'®, 1996; PAYNE et
al.'® 1997; JIANG et al.?®, 1997; TILAKARATNE & SOORY'*, 1999;
CIVITELLI et al.” 2002; YANG et al.’*®, 2003).

Estudos tém demonstrado que o uso do estrégeno na

terapia de reposicdo hormonal parece diminuir o risco de doenca
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periodontal em mulheres (GRODSTEIN et al*’, 1996; JEFFCOAT®, 1998;
NORDERYD et al.102, 1993; RONDEROS et al.'®, 2000).

O estrégeno, ao contrario da progesterona, promove uma
diminuicao na sintese de prostaglandina nos tecidos gengivais, além de
exercer efeitos anabdlicos importante, como a estimulacdo do
metabolismo do colageno e estimulacdo da angiogénese. Em trabalho
realizado com cultura de fibroblastos gengivais humanos, Tilakaratne &

44 (1999) observaram que o estrégeno foi capaz de induzir a

Soory
conversao da testosterona para sua forma biologicamente ativa (DHT- 5a
diidrotestosterona), exercedendo efeitos metabdlicos, contribuindo para
reparacao do tecido conjuntivo e exercendo funcdes osteogénicas. Os
achados desse trabalho indicam a habilidade do estrégeno para induzir

atividades anabolicas nos tecidos.

2.4 Relacao entre a osteoporose e a periodontite

A periodontite caracteriza-se pela reabsorcdo do 0sso
alveolar, destruicao das fibras do ligamento periodontal e migracéao apical
do epitélio juncional, em decorréncia de mecanismos inflamatérios
relacionados a infeccdo microbiana. Clinicamente caracteriza-se pela
formacao de bolsas periodontais, perda de inser¢cdao, sangramento a
sondagem, exsudacao, mobilidade dentaria que pode acarretar na perda
do dente (LASCALA & MOUSSALLI®, 1999; KINANE et al.”’, 2005;
NYMAN & LINDHE'%, 2005).

Os conceitos atuais em relacao a etiologia e a patogénese
da doenca periodontal sdo derivados, principalmente, dos resultados de
estudos epidemiol6gicos, andlises de material de autopsia e bidpsia,

avaliagdo clinica e experimentos animais. Observagbes resultantes de
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estudos epidemioldgicos indicam de forma consistente que a ocorréncia e
a extensdo da doenca periodontal aumentam com a idade (KINANE et
al.”!, 2005). A prevaléncia da periodontite aumenta em individuos mais
velhos (PAGANINI-HILL', 1996; LASCALA & MOUSSALLI®®, 1999), que
também sdo mais susceptiveis a doencas sistémicas como a
osteoporose.

A organizacao dos tecidos periodontais de ratos (epitélio
gengival, epitélio sulcular, epitélio juncional, fibras colagenas, cemento e
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Elovic et al.?® (1994) reportaram alteragdes dsseas
decorrentes da deplecao de estrégeno nos maxilares. Os autores
realizaram um trabalho com quarenta e duas ratas, ovariectomizadas ou
sham operadas, ndo observando alteracbes significantes, quanto a
densidade 6ssea mineral, area éssea ou rigidez, na mandibula de ratas
OVX ou sham operadas. No entanto, constatou-se que a remocgao dos
dentes antagonistas influenciou a resisténcia mecanica da mandibula. A
extragcdo dos molares superiores resultou em uma diminuicdo de 25% na
rigidez da mandibula de ratas OVX, comparadas comas ratas sham
operadas. Dessa forma os autores concluiram que a OVX combinada com
a extracdo dos dentes antagonistas provocou alteracdes significantes na
mandibula.

Mediante exames radiograficos, clinicos e microscépicos,
Johnson et al.’* (1997) avaliaram a relagcdo entre a deficiéncia do
estrogeno com a inflamacao periodontal e perda éssea alveolar em
ovelhas OVX e sham operadas. Os autores observaram uma significante
perda de insercao e de 0sso alveolar apds noventa dias, alteracdes estas,
que foram mais acentuadas apds um anos da ovariectomia. Concluiram
que a deficiéncia do estrogeno pode resultar em significante perda 6ssea
alveolar.

Moriya et al.*® (1998) conduziram um estudo a fim de
determinar a relacdo entre a osteoporose experimental e a perda 6ssea
alveolar induzida por meio da ovariectomia em ratas com dieta normal ou
com deficiéncia de calcio. Foram utilizadas vinte ratas, ovariectomizadas
ou sham operadas com apenas quatro semanas de idade. Por meio de
exames radiograficos, apés um més da cirurgia, os autores observaram
que a densidade 6&ssea mineral da tibia e fémur das ratas
ovariectomizadas submetidas a uma dieta normal foi maior que das ratas
ovariectomizadas ou mesmo sham operadas com dieta deficiente em
calcio. No osso alveolar, tanto da maxila quanto da mandibula, os autores

constataram que nao houve uma diferenca estatisticamente significante
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entre os grupos. Dessa forma, os autores concluiram que a osteoporose
isoladamente nao corresponde a um fator principal de destruicdo 6ssea
periodontal.

Alteracdes no osso trabecular do condilo mandibular foram

observadas por Tanaka et al.'®

, em 1999. Os autores avaliaram a regido
subcondral e central dos cbéndilos de sessenta e quatro ratas
ovariectomizadas ou sham operadas, sacrificadas aos sete, 14, trinta e
sessenta dias. Segundo os autores, no grupo sham o volume ésseo das
regides subcondral e central aumentaram com o tempo, embora a
remodelacdo 6ssea tenha permanecido baixa. O volume ésseo da regido
subcondral do grupo OVX diminuiu aos sete dias, retornando aos niveis
do sham a partir do décimo quarto dia. Na regido central, o volume 6sseo
permaneceu inalterado até os sessenta dias, quanto foi constatada uma
diminuicdo estatisticamente significante, quando comparado ao grupo
sham. Dessa forma os autores concluiram que a deficiéncia de estrégeno
alterou a dindmica 6éssea do cdndilo, induzindo uma perda oéssea
transitoria na regido subcondral, enquanto na regido central inibiu 0 ganho
0sseo.

Hidaka et al.>® (2000) realizaram um estudo para verificar a
ocorréncia de alteracées no periodonto de ratas com trés meses de idade,
submetidas a ovariectomia ou sham operadas, e medicadas com
estrogeno, fitoterapicos ou placebo durante um periodo de sete semanas.
Foi analisada a densidade 6ssea da mandibula, bem como o aspecto do
trabeculado 6sseo alveolar e espago do ligamento periodontal por meio
de microscopia eletrénica de varredura. Os autores observaram que a
ovariectomia induziu alteragdes nos tecidos periodontais e osso alveolar
da mandibula. A administracdo do fitoterapico nao reverteu essas
alteragbes, no entanto o 178 estradiol alterou tanto a superficie 6ssea
alveolar quanto o ligamento periodontal, conferindo as ratas um aspecto

do trabeculado 6sseo semelhante ao grupo sham operado.
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Hunziker et al.*® (2000) conduziram um estudo para avaliar
as alteragdes na mandibula apds a ovariectomia, bem como o efeito de
agentes anti-reabsortivos. Foram avaliadas 82 ratas ovariectomizadas ou
sham operadas aos trés meses de idade, divididas em oito grupos, que
receberam apds o periodo de um ano, tratamento com diversos agentes.
Os autores observaram que alguns dos agentes utilizados, entre eles o
estrogeno e o paratormbénio administrado em doses intermitentes,
promoveram alteracées na mandibula e ossos longos.

Hara et al.>® (2001) avaliaram as alteragdes ésseas do
palato duro, mandibula e tibia de ratas ovariectomizadas com dieta
normal e com deficiéncia de calcio. Apés 14 semanas da cirurgia
(ovariectomia ou sham) as ratas foram sacrificadas e os autores puderam
observar que a auséncia dos horménios ovarianos provocou alteracoes
na dindmica éssea da mandibula e tibia, porém no palato duro ndo foram
observadas alteracdes significativas. Entretanto, a dieta deficiente de
célcio induziu perda 6ssea e aumento da remodelacao 6ssea em todos 0s
0ssos estudados, independente da ovariectomia.

Para avaliar morfologicamente os efeitos da ovariectomia
na reparacdo 6ssea alveolar pds-extracdo dentaria, Tanaka et al.'®
(2001) realizaram um estudo com ratas de seis meses de idade, que
tiveram seus primeiros molares extraidos sete dias apés a OVX. A
reparagdo do alvéolo dentario foi avaliada em MEV (microscopia
eletrénica de varredura), BSE (backscattered electron microscopy) e EDX
(energy-dispersive X-ray), aos sete, trinta e sessenta dias apds a
extracdo. Os autores observaram que aos trinta e sessenta dias a
reabsorcdo 6ssea ao redor do alvéolo das ratas ovariectomizadas foi
significantemente maior quando comparada ao grupo sham. No entanto,
uma analise morfométrica no interior do alvéolo demonstrou que a
quantidade de osso neoformado foi semelhante nos dois grupos. Da
mesma forma, ndo foi encontrada diferenga estatisticamente significante

na porcentagem de célcio e fésforo entre os grupos. Os autores sugeriram
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que a deficiéncia do estrégeno pode ser considerada um fator de risco
para uma deficiente reparacao 6ssea pds-extracao dentéria.

Para investigar as alteracbes qualitativas e quantitativas
dos osteoclastos no periodonto de ratas, Kawamoto et al.”’ (2002)
realizaram um trabalho com 24 ratas, concluindo que a deficiéncia do
estrogeno, obtida por meio da ovariectomia, induziu a osteoclastogénese
no periodonto desses animais. As alteracbes quantitativas dos
osteoclastos foram prevenidas pela reposicao do estrégeno.

Os efeitos da deplecdo do estrogeno, obtida por meio da
ovariectomia, bem como do uso da sinvastatina na reparacdo Ossea
mandibular, foram avaliados por Junqueira et al.®> em 2002. Os autores
observaram que nas ratas OVXs houve uma diminui¢do na capacidade de
reparacao 6éssea quando comparada ao grupo controle sem o tratamento
medicamentoso.

Com o objetivo de estabelecer a relacao entre a deficiéncia
de estrégeno obtida por meio da ovariectomia e a perda dentéaria, Tanaka
et al."* (2002) realizaram um estudo com 24 ratas com quatro meses de
idade. Foi analisado histomorfometricamente o aspecto estrutural do
trabeculado 6sseo alveolar da mandibula apdés dois meses da
ovariectomia. Segundo os autores, a deficiéncia do estrégeno causou
uma significante diminuicdo da massa Ossea alveolar na regiao inter-
radicular do primeiro molar das ratas. Os autores sugeriram que essas
alteracdes podem acelerar a destruicdo do osso alveolar contribuindo
para perda dentaria.

Kuroda et al.®* (2003) realizaram um trabalho comparando
os efeitos da deficiéncia do estrégeno, obtida por meio da OVX, na
densidade 6ssea do fémur e da mandibula em ratas. Ap6s um periodo de
109 dias, foi observado que os fémures das ratas OVX apresentaram
maior radioluscéncia comparada aos do grupo controle (sham operadas),
ao passo que na mandibula a radioluscéncia foi semelhante nos dois

grupos. No entanto os autores observaram que na mandibula, houve uma
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diferenga regional na densidade déssea mineral; a regidao condilar das
ratas OVX apresentaram uma densidade 6ssea mineral 14% menor que
nas ratas sham operadas, e na regidao dos molares, embora menos
evidente, também foi constatada uma maior perda 6ssea trabecular nas
ratas OVX.

Alteracdes no trabeculado 6sseo da regidao de furca do
primeiro molar inferior foram observadas por Tanaka et al.'*', em 2003.
Os autores compararam por meio de imagens obtidas por micro CT e
confocal laser scanning microscope, os aspectos histomorfométricos do
trabeculado ésseo do septo inter-radicular de ratas OVX e sham operadas
apés um ano. Segundo os autores, o volume Osseo, bem como a
espessura das trabéculas foi significantemente menor no grupo OVX.
Dessa forma concluiu-se que houve uma perda de osso trabecular, na
regidao do septo inter-radicular um ano apés a OVX, tendo sido observada
também uma fragmentacao das trabéculas 6sseas.

Para avaliar os efeitos da deficiéncia do estrogeno na

1.7 em 2003 realizaram

micro-arquitetura da mandibula e tibia, Yang et a
um estudo com 24 ratas submetidas a ovariectomia (n=12) ou sham
operadas (n=12). Por meio de imagens obtidas por tomografia
computadorizada, verificou-se um decréscimo significante no volume do
trabeculado 6sseo, e aumento dos espagos medulares nas ratas
ovariectomizadas, tanto na mandibula quanto na tibia. Segundo os
autores, houve uma correlagdo positiva entre esses dois 0ss0s, no que se
refere a quantidade de espacgos inter-trabeculares e ao aspecto das
trabéculas Osseas. Entretanto, ndo foi observada uma correlacao
estatisticamente significante entre o volume ésseo e a espessura das
trabéculas nesses dois ossos. Os autores sugerem que 0 padrao micro-
arquitetural da mandibula pode predizer o padrao micro-arquitetural dos

0ssos longos.
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Duarte et al.*® (2004) avaliaram o impacto da deficiéncia
do estr6geno, bem como da sua reposicdo na reabsorcao Ossea
resultante da periodontite experimental. Cinglienta e oito ratas foram
divididas em quatro grupos, sendo o primeiro deles constituido pelas ratas
sham operadas e os outros trés formados por ratas ovariectomizadas,
recebendo placebo, estrégeno ou calcitonina. Apés 21 dias da
ovariectomia foram colocadas ligaduras ao redor da coroa dos primeiros
molares de um dos lados da mandibula, que foram mantidas por sessenta
dias. Os animais foram sacrificados e os autores analisaram os dentes
com e sem a ligadura. Foi observado que nos dentes sem ligadura, as
ratas com deficiéncia de estrégeno (grupo ovariectomizado)
demonstraram perda éssea alveolar na regido de furca. Este efeito
negativo foi restabelecido com a terapia estrogénica. Em contrapartida,
nos dentes com a ligadura a terapia com o estrégeno nao foi capaz de
evitar os efeitos negativos no osso alveolar. Os autores concluiram que a
terapia com o estrodgeno imediatamente ap6s a ovariectomia conferiu
protecdo contra os efeitos negativos da deficiéncia do estrégeno no osso
alveolar. No entanto, ndo foi eficaz na prevencao da reabsorcao éssea
induzida pela periodontite.

Em humanos, os efeitos da osteopenia/osteoporose, na
perda éssea alveolar, nos tecidos periodontais € na perda dentaria, tém
sido estudados por diversos autores (KRIBBS et al.®’, 1989; KRIBBS®,
1990; ELDERS et al.?’, 1992; NORDERYD et al.'%, 1993, KLEMENTTI et
al.”, 1994; PAGANINI-HILL'%, 1996; GRODSTEIN et al.*’, HILDEBOLT
et al.”>>* 1997; TAGUCHI', 1999; PAYNE et al.'®, 1997; PILGRAN et
al.'"", 1999; REINHARDT et al.""’, 1999; RONDEROS et al.’®°, 2000;
TEZAL et al.'®, 2000, INAGAK et al.*’, 2001; CIVITELLI et al.”®, 2002;
OHTA et al.'®, 2002; GUR et al.*®, 2003; MOHAMMAD et al.*®, 2003).

Para avaliar a relacdo entre as massas O&sseas
esqueléticas e mandibulares, Kribbs et al.®' (1989) conduziram um estudo

com 85 mulheres com idade variando entre os cinqienta e 84 anos, que
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apresentavam osteoporose. As condicdes bucais das pacientes foram
avaliadas por meio de exame clinico e radiografico. O exame clinico
constava de andlise de profundidade de bolsa periodontal, recessao
gengival, indice de sangramento e inflamacao gengival. Radiografias
periapicais, com escala de aluminio, foram realizadas para determinacao
da massa 6ssea mandibular por microdensitometria; radiografias oclusais
possibilitaram a determinacdo da espessura do rebordo alveolar, e
radiografias panoramicas, para mensuracao da espessura do 0sso cortical
no angulo da mandibula. Foi demonstrada uma relagéo significante entre
a massa 6ssea mandibular, densidade e espessura de cortical com a
massa 6ssea esquelética. No entanto a perda 6ssea resultante da doenca
periodontal ndo esteve relacionada com a osteoporose.

Kribbs® (1990) realizou um estudo com 112 mulheres,
com idade compreendida entre cinqlienta e 85 anos, para comparar o
0sso mandibular daquelas com osteoporose com o das mulheres normais.
Foram avaliados a massa 6ssea mandibular, espessura da cortical 6ssea,
namero de dentes presentes e condicdo periodontal. Segundo o autor,
foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre a
populacao osteoporética e a populagdo normal, no que se refere a massa
O6ssea mandibular, espessura da cortical e nimero de dentes. Quanto a
condigédo periodontal, foram avaliados a profundidade de bolsa, recesséao
gengival e indice de sangramento. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre as populacdes estudadas. O autor
concluiu que embora a massa 6ssea da populacdo com osteoporose
tenha sido menor, a osteoporose parece nao ter influéncia na
etiopatogenia da doenca periodontal.

Elders et al? (1992) compararam as condicdes
periodontais com a densidade 6ssea lombar e espessura da cortical do
metacarpo, de 286 mulheres com idade compreendida entre 46 e 55
anos, que nao faziam reposicdo hormonal. Segundo os autores, nao foi

observada relacao entre a ocorréncia de periodontite com a massa 6ssea
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esquelética. Os autores concluiram que embora a perda da massa 6ssea
ndo desempenhe papel relevante no inicio da doenga periodontal, ndo
pode ser excluida a possibilidade de uma vez estabelecida a periodontite,
esta perda, desempenhar algum efeito na sua severidade.

NORDERYD et al.'%%(1993) realizaram um estudo para
determinar uma possivel associacao entre a terapia estrogénica e as
condicbes gengivais e periodontais em mulheres na faixa etaria
compreendida entre os cinqlienta e 64 anos. Foram avaliadas as
condicbes bucais como quantidade de placa, indice de sangramento
gengival, presenca de calculo subgengival, profundidade de bolsa, nivel
de insercao periodontal e altura do osso alveolar em 228 mulheres. Os
resultados indicaram que o indice de sangramento gengival foi
significantemente menor nas mulheres que faziam terapia com estrégeno;
entretanto ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes no nivel de insercdo periodontal e quantidade de perda
0ssea quando comparado ao grupo controle.

Para verificar a relagcdo entre a periodontite avancada,
profundidade de bolsa e numero de dentes, com a condicdo mineral
esquelética ou a densidade 6ssea da cortical da mandibula, Klementti et
al.”* (1994) conduziram um estudo com 227 mulheres finlandesas, com
idade compreendida entre os 48 e 56 anos. Embora os autores néo
tenham encontrado relacdo entre a quantidade de dentes e densidade
O6ssea mineral esquelética, foi observado que os individuos que
apresentaram maior densidade 6ssea mineral retinham mais dentes com
bolsas periodontais profundas. Dessa forma os autores sugeriram que o
tratamento periodontal em pessoas com uma boa densidade 6ssea deve
ser motivado.

Mulheres com osteoporose severa apresentam trés vezes
mais chance de serem edéndulas, do que as mulheres sadias. Esta
constatacdo foi feita por Paganini-Hill
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anos. Foram consideradas informacdes quanto a histéria médica, estilo de
vida, habitos, uso do estrdgeno para terapia de reposicdo hormonal,
saude dentaria, numero de dentes, numero de visitas ao dentista,
usuarias de protese total, entre outras. Segundo o autor, o uso de prétese
total foi maior em mulheres mais velhas que nao faziam reposicao
hormonal estrogénica. A autora sugere que o estrdgeno além de prevenir
a osteoporose, também exibe efeitos benéficos nos ossos alveolares,
estando relacionado com a diminuicao de edentulismo.

Para examinar a relagdo entre a perda dentaria e o fator
hormonal, Grodstein et al.*’ (1996) realizaram um estudo em que foram
acompanhadas 42.171 enfermeiras, no periodo pés-menopausa, durante
dois anos. Foram colhidas informacbées quanto ao uso de horménio,
quantidade de dentes presentes e dentes perdidos. Segundo os autores 0
risco de perda dentéria foi menor entre as mulheres que fizeram reposicao
hormonal, principalmente naquelas que continuavam fazendo no periodo
em que foi realizada esta pesquisa. O uso do horménio exibiu forte
associacgao inversa com a perda de trés dentes ou mais.

Estudando uma populagcdo de 135 mulheres na pos
menopausa, Hildebolt et al.>* (1997) ndo detectaram correlagdo
significativa entre perda dentaria e densidade éssea mineral vertebral.

Payne et al."® (1997) realizaram um estudo longitudinal
para determinar a associacao entre o nivel do estrégeno, em um grupo de
mulheres p6s-menopausa, com a densidade éssea alveolar, durante o
periodo de um ano. Por meio de exames radiograficos, os autores
verificaram que a deficiéncia de estrégeno relacionou-se a uma maior
diminuicdo da densidade Ossea alveolar. Além disso, as mulheres que
estavam fazendo TRH/E exibiram maior freqléncia de sitios que
demonstraram ganho de densidade éssea.

Em estudo com 85 mulheres pds-menopausa exibindo boa
saude bucal, Pilgram et al.'"" (1999) propuseram avaliar a relagéo entre a

profundidade de bolsa e recessao gengival, com a altura da crista éssea
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alveolar. As mulheres foram divididas em dois grupos, um dos quais fazia
TRH/E e o outro recebia placebo. Os autores fizeram exames clinicos e
radiograficos em periodos diferentes e observaram que apés dois anos
houve uma fraca correlacao entre os niveis de insercao periodontal com a
altura da crista éssea, concluindo que as alteragdes na altura do 0sso,
bem como no nivel de insercdo periodontal estavam mais relacionadas
com a idade do que com a resposta a TRH/E.

Com a proposicao de estudar a relacdo entre a perda
dentaria e a perda 6ssea generalizada, Taguchi et al."® (1999) realizaram
um estudo com 91 mulheres japonesas com idade compreendida entre os
quarenta e 68 anos. Foram comparadas a densidade éssea mineral da
terceira vértebra lombar, com radiografias panoramicas, considerando-se
a quantidade de dentes presentes, a largura e morfologia da cortical
O0ssea mandibular e a perda éssea alveolar. Os autores concluiram que a
perda de dentes posteriores esta associada com a diminuigdo da altura do
0sso alveolar e da densidade 6ssea mineral, como conseqliéncia da
perda 6ssea generalizada em mulheres idosas.

Com o propdésito de avaliar a influéncia do estrogeno, bem
como da osteopenia/osteoporose, na doenca periodontal, Reinhardt et
al.'"”, em 1999, realizaram um estudo longitudinal com uma populagéo de
75 mulheres na pds-menopausa. Foram mensurados os niveis séricos de
estrogeno, a densidade éssea mineral da espinha lombar para detecgéo
da osteoporose, e avaliadas as condi¢cdes periodontais, tais como indice
de placa, indice de sangramento gengival, nivel de insercao clinica e
profundidade de bolsa, durante um periodo de dois anos. Os autores
observaram que embora o indice de placa tenha sido maior no grupo
estrogeno suficiente, a inflamacgao nao foi tdo acentuada, sugerindo que o
estdégeno apresenta efeitos inibitérios na resposta inflamatéria dos tecidos
periodontais. Em contrapartida, o grupo de mulheres com
osteopenia/osteoporose apresentou uma resposta inflamatéria mais

acentuada a placa bacteriana. A progressdo da doenca periodontal
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mostrou-se numericamente maior no grupo osteopénico/ostoporético,
porém nao foi estatisticamente significante. Quando considerada a
suficiéncia ou deficiénica do estrogeno nas mulheres com
osteopenia/osteoporose, os autores constataram que os individuos com
deficiéncia do estrégeno apresentaram maior tendéncia a perda de
insercdo clinica. Os autores concluiram que a suplementacdo com
estrogeno esta relacionada ao menor grau de inflamacao gengival e de
perda de insercao clinica em mulheres osteopénicas/osteoporéticas.

Ronderos et al.®® (2000) em estudo realizado entre 1988-
1994, numa amostra de 11.655 pessoas, avaliaram a possivel associacao
entre a doenca periodontal, a densidade 6ssea femural e a terapia de
reposicao estrogénica. Como critérios utilizados para verificacdo da
doenca periodontal foram considerados a profundidade de bolsa, o nivel
de insercao clinica, o indice de célculo e sangramento gengival. Segundo
os autores, na presenca de irritantes locais ha maior perda Ossea
periodontal em pacientes com osteoporose do que em individuos normais.
Os autores também observaram que as mulheres que faziam reposicéao
estrogénica apresentaram menor perda de insercao quando comparadas
aquelas que nunca tinham usado o horménio. Dessa forma concluiu-se
que na presenca de grande quantidade de calculo, as mulheres com
osteoporose apresentam maior risco de perda da inser¢ao periodontal, e
este risco pode ser atenuado pela terapia de reposicdo estrogénica.

Tezal et al." (2000) realizaram um estudo a fim de
verificar a relacdo entre a osteoporose e a doenca periodontal. Foi
analisada a densidade dssea mineral do fémur e espinha lombar, e
comparada com a perda éssea da regido interproximal dos dentes, com a
profundidade de bolsa periodontal, inser¢cdo clinica, sangramento
gengival, indice de placa e presenca de calculo, em setenta mulheres na
pds-menopausa. Os autores verificaram uma relacdo estatisticamente
significante entre a perda 6ssea alveolar e a densidade 6ssea mineral do

fémur. Os autores concluiram que a densidade mineral éssea esquelética



44

esta relacionada com a perda de osso alveolar inter-proximal e em menor
grau com a perda de insercao clinica, o que justifica incluir a osteopenia
pds-menopausa como um fator de risco para a doenca periodontal.

Em estudo com cento e noventa mulheres japonesas no
periodo de pré e pés menopausa, Inagak et al.>’ (2001) constataram uma
relagdo significante entre a quantidade de dentes presentes e a
densidade 6ssea. Foi observado que a proporcdo de mulheres com
menos de vinte dentes aumentou de 7%, naquelas que apresentaram
densidade éssea normal, para 32%, quando a densidade déssea estava
baixa. Também foi constatado que a medida que a densidade éssea
diminui, hd uma maior tendéncia ao desenvolvimento de periodontite
moderada a grave. Esses resultados indicam que a densidade éssea
sistémica esta relacionada com a doencga periodontal e o risco de perda
dentaria.

Para determinar até quando os efeitos positivos do
estrogeno observados no esqueleto podem ser obtidos nos 0ssos
maxilares, Civitelli et al.”® (2002), realizaram um estudo com 135 mulheres
entre 41 e setenta anos de idade, sem evidéncia de doenga periodontal.
Estas mulheres foram divididas em dois grupos, um deles incluindo
aquelas que faziam uso diario de estrogeno conjugado (Premarim®) e/ou
usavam o estrogeno combinado com o acetato de medroxiprogesterona
(Prempro®) e no segundo grupo, mulheres fazendo uso de placebo.
Foram avaliadas a altura da crista 6ssea alveolar, a massa 6ssea alveolar
e a densidade 6ssea da espinha e fémur. Ap6s o periodo de trés anos os
autores puderam concluir que a reposicdo estrogénica aumentou
significantemente a massa éssea alveolar comparada ao grupo placebo.
Houve uma correlacdo positiva entre as mudancgas na altura da crista
Ossea alveolar e densidade 6ssea na espinha lombar e fémur nos
pacientes tratados com estrogeno, indicando que o aumento da
densidade dssea sistémica é acompanhado de aumento na altura da

crista 6ssea alveolar. Os autores concluiram que a terapia de reposi¢ao
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estrogénica constitui fator benéfico adicional na melhora da saude 6ssea
dos maxilares.

Tanto a menopausa fisiolégica quanto a ooforectomia
representam situagdes de risco para a reabsorcdo 6ssea. Ohta et al.'®
(2002) realizaram um trabalho para verificar em qual dessas situacoes
ocorre maior perda déssea, e se ha relagdo entre o tempo decorrido
dessas situacdbes com a reabsorcdo 6ssea. Os autores avaliaram
mulheres na po6s-menopausa recente (menos de trés anos), poés-
menopausa por mais de trés anos, e mulheres que sofreram ooforectomia
nos mesmos periodos. Segundo os autores, a reabsorcdo 6ssea foi mais
acentuada nas mulheres que sofreram ooforectomia, principalmente nos
primeiros trés anos.

Avaliando uma populagédo de 1.171 mulheres na poés-
menopausa, Gur et al.*® (2003) verificaram uma relagdo entre a densidade
O0ssea lombar com a quantidade de dentes presentes. As mulheres
edéndulas apresentaram uma significante diminuicdo na densidade 6ssea
lombar quando comparadas as mulheres com mais de dez dentes. Os
autores sugeriram que uma melhora no estilo de vida, nas estratégias
nutricionais para prevenir e tratar a osteoporose pode ter beneficio
adicional na reducdo da perda dentaria. E ainda extrapolam afirmando
qgue a periodontia convencional em mulheres na pdés menopausa somente
tera resultado na prevengdo da perda dentaria se combinado com um
tratamento efetivo para doencgas 6sseas.

Para investigar a relacdo entre a densidade 6ssea com a
condicdo periodontal, Mohammad et al.*® (2003) realizaram um estudo
com trinta mulheres, duas delas exibindo osteoporose, vinte com
osteopenia e oito normais. Foram realizados exames intra-bucais e
avaliados a quantidade de dentes presentes, indice de placa bacteriana,
profundidade de bolsa periodontal e nivel de insercao clinica. Segundo os
autores, houve uma correlacdo negativa estatisticamente significante

entre a densidade 6ssea com a perda dentaria e insercao clinica, ou seja,
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos da falta de
estrogeno ovariano, bem como dos diferentes tempos de inicio da terapia
de reposicao hormonal, na evolugcdo da periodontite induzida em ratas

ovariectomizadas.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais experimentais

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), e foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da FOSJC-UNESP (Anexo A).

Foram utilizadas 73 ratas adultas (Rattus norvegicus, var.
albinus, Wistar), com trés meses de idade, peso aproximado de 250g,
fornecidas pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP. As ratas foram mantidas em gaiolas, alimentadas com
racdo Purina e agua ad libitum. Os animais foram identificados com
pequenas perfuracdes nas orelhas para controle e comparagao do peso,
que foi medido em gramas, e obtido imediatamente antes da
ovariectomia, no dia da colocagédo da ligadura nos molares, e no dia do

sacrificio.

4.2 Procedimentos cirdrgicos

Os procedimentos cirargicos foram realizados na sala de
cirurgia do Biotério da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos — UNESP, devidamente limpa. Utilizou-se alcool 70% para

assepsia da mesa cirdrgica e o0s instrumentais foram devidamente
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esterilizados. Os cirurgides e auxiliares usaram avental e

material de protecdo como mascara e luvas descartaveis.

4. 2.1 Anestesia

As ratas foram anestesiadas com solu¢do de Rompun®
(Bayer do Brasil) e Dopalen® (Agribrands do Brasil Ltda.). Apds pesagem,
essas receberam uma mistura de 13mg/kg de Rompun® (solugdo aquosa
a 2% de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3tiazina), que é um
sedativo analgésico e relaxante muscular, e 33mg/kg de Dopalen®

(ketamina base) um anestésico geral, por via intramuscular.

4.2.2 QOvariectomia

Aos trés meses de idade, 65 ratas foram
ovariectomizadas (Figura 1). A técnica cirlrgica consistiu em anestesia
geral, conforme previamente especificado, depilacao da regido abdominal
lateral, anti-sepsia com &lcool iodado, incisdo longitudinal da pele e
musculatura, préxima a linha dos rins e abaixo da ultima costela. O ovario
foi identificado, exposto, e a hemostasia foi realizada por meio da ligacao
da parte superior do utero com fio de seda 4-0 (Ethicon/ Johnson &
Johnson). O ovario, juntamente com a gordura circundante, e pequena
porcdo do Utero foram excisados. As camadas musculares foram
suturadas com fio de sutura absorvivel Catgut 4-0 (Cirumédica) e a pele
com fio de seda 4-0 ( Ethicon/ Johnson & Johnson). Estes procedimentos
foram realizados bilateralmente. Os oito animais restantes (grupo sham)
sofreram a incisao cirargica com exposi¢cao dos ovarios, porém, estes nao
foram extirpados, mas sim recolocados na cavidade abdominal,

posteriormente suturada.
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FIGURA 1 -Procedimentos para ovariectomia 3 a) incisdo da .pelé e
A,agﬁ—u\, L —Ly - - 4 f,;,-_v—»\—l;*:..f» ,;L—rfw 4

superior da trompa com fio de seda 4-0; d) aspecto
macroscopico do ovario excisado juntamente com a gordura
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4.3 Grupos experimentais

Apbs a ovariectomia, as sessenta e cinco ratas foram
divididas em cinco grupos (Grupos G0, G1, G2, G3 e G4) com 13 animais
em cada, e receberam o tratamento ou placebo em periodos diferentes.
Cada grupo foi subdividido em dois (E0 e CO, E1 e C1, E2 e C2, E3 e C3,
E4 e C4), de forma que nos animais incluidos nos subgrupos “E” (oito
animais em cada) foi realizada a terapia de reposicdo hormonal
estrogénica (TRH/E), e os dos subgrupos “C” (cinco animais em cada)
corresponderam ao controle de cada periodo. Os subgrupos
experimentais (EO, E1, E2, E3 e E4) receberam por via subcutanea, em
dias alternados, uma dose de 5ug de 17 B-estradiol/100g de peso. O
horménio foi diluido em 6leo de soja (Liza®), sendo injetado um volume
de 0,1ml em cada animal. Os animais dos subgrupos controles (CO, C1,
C2, C3, e C4) receberam por via subcutanea, em dias alternados 0,1ml de
6leo de soja (placebo). Nos animais do subgrupo EO foi iniciada a
reposicdo hormonal estrogénica imediatamente apds a ovariectomia. Os
animais dos subgrupos E1, E2, E3, e E4 iniciaram o tratamento apds uma,
duas trés e quatro semanas, respectivamente, apos a ovariectomia. Esse
tratamento foi mantido até a data do sacrificio. Os animais dos subgrupos
Co, C1, C2, C3, e C4 receberam o placebo nos periodos
correspondentes. As oito ratas incluidas no grupo sham nao receberam

qualquer tratamento (Figura 2).
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GO (n=13) - Inicio da TRH/E/placebo imediatamente a EO - n=8
OVX C0-n=5
G1 (n=13) - Inicio apds uma semana E1-n=8
C1-n=5
G2 (n=13) - Inicio apds 2 semanas E2 - n=8
C2-n=5
G3 (n=13) - Inicio apds 3 semanas E3 - n=8
C3-n=5
G4 (n=13) - Inicio apds 4 semanas E4 - n=8
C4-n=5
Sham - (Falso ovariectomizado — sem { n=8
tratamento)

FIGURA 2 — Esquema representativo dos grupos experimentais, controles e
sham em funcao do periodo de inicio do tratamento/placebo.

4.4 Inducao da periodontite

Apoés o periodo de um més da ovariectomia, todas as ratas
foram anestesiadas novamente para colocacdo de uma ligadura com fio
de algodao para costura (Coats-Corrente — Sdo Paulo, SP, Brasil) ao
redor das coroas dos segundos molares superiores de ambos os lados,
na regido cervical (REIS''®, 2002; ANBINDER?, 2004). Este procedimento
foi realizado apds imobilizagdo dos animais em uma mesa metélica
apropriada, que os manteve com a boca aberta (Figura 3). A ligadura foi
mantida por cinco semanas, tempo adequado para o desenvolvimento da
doenca periodontal (REIS'"®, 2002; ANBINDER?, 2004). Durante este
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periodo os animais passaram por duas verificacdes da

estabilidade da ligadura no sulco gengival.
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4.5 Massa corporea dos animais

Cinco ratas de <cada grupo foram selecionadas
aleatoriamente para controle da massa corpérea. Os animais foram
pesados em balanca digital (Micronal B600-Sao Paulo, SP, Brasil) em trés
momentos: no dia da OVX ou da cirurgia sham, no dia da insercao da
ligadura para indugdo da periodontite (trigésimo dia ap6s a OVX ou
cirurgia sham) e no dia do sacrificio (sexagésimo quinto dia). O percentual
do ganho de massa corpérea, no trigésimo e sexagésimo quinto dia, foi
calculado conforme Figura 4.

Aumento de massa corporal (%) = [Peso final (no 302 ou 65° dia) — Peso inicial] x100

Peso inicial

FIGURA 4 — Foérmula utilizada para calcular o percentual de ganho de peso das
ratas, apos trinta ou 65 dias das cirurgias OVX ou Sham.

4.6 Sacrificio dos animais

Imediatamente antes do sacrificio as ratas foram
anestesiadas para verificacdo da mobilidade dentaria, que foi realizada
por dois examinadores previamente calibrados. Posteriormente foram
retirados aproximadamente 3ml de sangue da artéria aorta abdominal
para dosagem dos niveis de estradiol, mensurados por meio de

125| (

radioimunoensaio com Diagnostic Product Corporation, Estradiol TKE

21). A seguir os animais foram decapitados em guilhotina, para remocgao
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das maxilas, mandibulas e tibias, que foram acondicionadas em solugao

de formol a 10% para fixagdo. As maxilas foram divididas na porgéao

mediana do palato, e o lado direito seguiu para descalcificacdo e posterior

analise microscépica. A hemimaxila esquerda foi utilizada para avaliacdo

macroscopica da perda éssea alveolar, do envolvimento de furca e para

andlise radiografica do suporte alveolar. As tibias e as mandibulas néao

foram processadas,

sendo armazenadas em formol para futuros

trabalhos. O esquema dos procedimentos experimentais realizados em

cada grupo, em funcédo do tempo esté ilustrado na Figura 5.

Subgrupos
grup o

G1 G2 G3 G4

EO TRH/E El TR, E2 TRH/E E3 TRH/E E4 TRH/E

CO Pla§ebo Cl Pl%:a/tl::o C2 ilacebo C3 Placebo C4 Pﬁcebo
IIIIIII 4 4 4 4 EEEEEEEEEEEEEEEER

1 T I 1 I
. TEMPO 0
Periodos (Idade: 3 meses) 1 semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas 9 semanas
Procedimentos T T T

Ovariectomia Inducdo da doenga Sacrificio.
(experimentais e periodontal - inser¢do Pesagem dos
controles). Falsa da ligadura. em todos animais
OVX (sham). os animais. Pesagem
Pesagem dos

animais.

FIGURA 5 — Esquema representativo dos grupos em funcao do tempo e dos

procedimentos experimentais.
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4.7 Avaliacao macroscopica:

4.7.1 Grau de mobilidade dentaria.

Esta avaliagdo foi realizada nos segundos molares
maxilares de ambos os lados. Foi avaliado por dois examinadores
previamente calibrados, imediatamente antes do sacrificio:

Os escores utilizados foram:

0- Mobilidade ausente

1- Mobilidade discreta

2- Mobilidade moderada

3- Mobilidade intensa

4.7.2 Grau de envolvimento de furca.

Para visualizagdo e estabelecimento de escores para o
grau de envolvimento de furca foi realizada maceracdo das hemimaxilas
esquerdas. O tecido mole foi separado do tecido ésseo por meio da
imersao em agua fervente e posterior acondicionamento das hemimaxilas
em solucédo de papaina 1% (Sigma-Saint Louis, Missouri, EUA) por trés
dias. O remanescente de tecido mole foi removido mecanicamente. O
grau de envolvimento de furca foi analisado nos segundos molares
maxilares do lado esquerdo.

Os escores considerados foram os seguintes:

0- Envolvimento de furca ausente

1- Perda Ossea horizontal ndo envolvendo toda a

extensao da area da furca.

2- Perda 6ssea horizontal de lado a lado na area de furca.
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Essa avaliagédo foi realizada em estereomicroscépio, com
o auxilio de uma lima kerr n® 8, previamente curvada.

4.7.3 Perda 6ssea alveolar

Para andlise da perda déssea alveolar, foi determinada a
area (em mm?) entre a juncdo cemento-esmalte e o topo da crista 6ssea
alveolar do segundo molar superior esquerdo. A demarcacdo da jungao
cemento-esmalte, fez-se através da imersao das hemimaxilas em solugao
de azul de metileno 1% (Labsynth-Diadema, SP, Brasil), de acordo com
Klausen et al.”® (1989). Posteriormente, as pecas foram posicionadas com
cera utilidade (Epoxiglass-Diadema, SP, Brasil) com a face vestibular
voltada para cima, de modo a obter o paralelismo entre as cuspides bem
como entre as raizes vestibulares e palatinas. As imagens foram obtidas
em estereomicroscopio com aumento de 25x, com camera digital,
conforme Figura 6. A area (em mm?) entre a juncdo cemento-esmalte e o
topo da crista éssea alveolar (Figura 6) foi determinada utilizando-se o
programa Image J 1.31p. Todas as medidas foram tomadas por dois
examinadores previamente calibrados. Para a analise estatistica foi
utilizada a média dos valores obtidos pelos dois examinadores para cada

amostra.

4.8 Avaliacao radiografica

4.8.1 Suporte alveolar

Para avaliacdo do suporte Osseo alveolar foram

realizadas radiografias das hemimaxilas esquerdas utilizando-se o
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sistema de radiografia digital direta intrabucal RVGui (Trex-Trophy
Radiology Inc, Marne-la-Vallée, France), trabalhando em regime de
65KVp e 7mA, com distancia foco-objeto de 30cm, tempo de exposicao de
0,063s e incidéncia do feixe de raios X por lingual (Figura 7). As pecas
foram posicionadas sobre o sensor com cera utilidade (Epoxiglass-
Diadema, SP, Brasil) de modo que pudesse ser obtido o paralelismo entre
as cuspides linguais e vestibulares, que deveriam estar sobrepostas na
imagem radiogréfica, assim como as raizes. As imagens foram obtidas
utilizando-se o programa de computador Trophy 2000 (Optiview; Trex-
Trophy) que acompanha o sistema RVGui.

Foram determinadas as medidas das distancias lineares
entre o apice radicular e o fundo do defeito ésseo (segmento AC, Figura
7), entre o apice radicular e a ponta da cuspide (segmento AB, Figura 7) e
o angulo entre estes dois segmentos (angulo CAB, Figura 7), obtidas com
o auxilio do programa Imaged 1.31p (National Institute of Health — USA —
http:/rsb.inf.nih.gov/ij/Javal.31 03). Todas as medidas foram tomadas

duas vezes, pelo mesmo examinador, em momentos distintos.
A porcentagem de suporte ésseo foi determinada
conforme a férmula ilustrada na Figura 8 (ANBINDER?, 2004).

Suporte 6sse0(%)= ACcos(CAB)x100
AB

FIGURA 8 - Formula utilizada para célculo do percentual de suporte 6sseo distal.
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FIGURA 6 — Avaliacdo macroscépica da perda 6ssea alveolar: a) imagem
obtida com camera digital em estereomicroscdpio, evidenciando o aspecto
macroscépico da perda Ossea alveolar; b) mesma imagem anterior
com marcagdo da area entre a juncdo cemento-esmalte e o topo da crista
Ossea alveolar.

FIGURA 7 — Avaliacao radiogréafica do suporte 6sseo alveolar: a) radiografia
da hemimaxila esquerda; b) mesma imagem anterior com marcagcao
das medidas lineares realizadas.
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4.9 Avaliacao microscopica descritiva e histomorfométrica

As hemimaxilas direitas, apdés a fixacdo, foram
desmineralizadas em EDTA (acido etilendinetrilo tetracético sal dissddico
dihidratado - Titriplex 1II® p.a - Merck-KgaA, Darmstadt, Alemanha) e
hidréxido de sodio P.A. (Merck-KgaA, Darnstadt, Alemanha). As pecas
foram preparadas para inclusdo em parafina, com a face palatina paralela
ao plano de corte. Realizaram-se cortes seriados com 5um de espessura,
abrangendo as raizes mesiais e distais do segundo molar superior,
evidenciando a regido de furca. Foram obtidos aproximadamente
quarenta cortes, que foram corados com hematoxilina e eosina (HE),
conforme Figura 9.

A analise descritiva foi realizada em microscopia 6ptica,
com énfase na regido dos segundos molares, levando-se em
consideracao varios aspectos do tecido ésseo, do ligamento periodontal,
presenca de migracdo epitelial, reacao inflamatéria, estabelecidos
conforme Quadro 1 (apéndice).

Para a andlise histomorfométrica foi utilizado o software
Leica Qwin (Quantitative Imaging Solution, Leica Microsystems).
Primeiramente foram obtidas imagens digitalizadas de dez cortes
separados por cerca de 20um entre si, de cada hemimaxila. Com o auxilio
do software Leica Qwin foi estabelecido um retangulo com uma area de
0,37mm?, a partir da regido mais periférica do cemento na bifurcacdo das
raizes (Figura 10). O tecido ésseo contido nesse retangulo foi isolado com
o auxilio do programa Adobe Photoshop 7.0 (Figura 11) e a porcentagem
de osso foi mensurada utilizando-se o software Leica Qwin (Figura 11). As

medidas foram realizadas em dois momentos distintos. Para a analise
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estatistica considerou-se a média dos valores da porcentagem da area
dos dez cortes avaliados durante as duas leituras.
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FIGURA 9 — Fotomicrografia de fragmento da hemimaxila
direita; vista panoramica dos molares. Aumento original 25x.H.E.

segundo molar; padronizagédo da
area a partir do cemento. Aumento
original 100x.H.E.

FIGURA 10 — Regiao de furca do

200 jm

a b
FIGURA 11 — a) tecido 0sseo
recortado com auxilio do

programa Adobe Photoshop 7.0;
b) quantificacdo da porcentagem
de tecido 6sseo0 com auxilio
do programa Leica Qwin.
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4.10 Analise estatistica

Em atencdo as proposicoes estabelecidas, a analise
estatistica dos dados obtidos das avaliagbes radiograficas, macroscépicas
e histomorfométrica, foram realizadas em trés partes.

Na primeira, foram considerados os efeitos dos diferentes
periodos de inicio do tratamento/placebo. Para tal abordagem, realizou-se
um experimento fatorial do tipo 2x5, cujos fatores (variaveis
independentes) foram: condicdo experimental e periodos de inicio do
tratamento/placebo. O primeiro fator, condicdo experimental, apresenta
dois niveis: subgrupos experimentais (TRH/E) e subgrupos controles
(placebo). O segundo fator, periodos de inicio do tratamento, apresenta
cinco categorias: imediato, uma, duas, trés, quatro semanas ap6s a OVX
ou GO, G1, G2, G3 e G4, respectivamente. Os dados foram submetidos a
estatistica descritiva (média, mediana e desvio padrao) e inferencial: teste
de andlise de variancia (ANOVA), teste t-Student, teste de Mann-Whitney
e teste de comparagao multipla de Tukey.

Na segunda parte, foram considerados os efeitos da
ovariectomia: presenca dos ovarios (sham) ou auséncia (subgrupos
experimentais) nos diferentes periodos de inicio da TRH/E: imediato, uma,
duas, trés e quatro semanas ap6s a OVX, ou EO, E1, E2, E3, E4,
respectivamente. Os dados foram submetidos a estatistica descritiva
(média, mediana e desvio padrao) e inferencial: teste de Dunnett, testes
de Kruskal Wallis e teste de comparacdes Mdltiplas de Dunn.

Na terceira parte, foram considerados os efeitos da
ovariectomia, presenca do ovario (grupo sham) ou auséncia (subgrupos
controles). Previamente foram efetuados nos subgrupos controles, os
testes de analise de variancia ANOVA, comparacao multipla de Tukey e
Sinais de Postos de Wilcoxon. Quando ndo se constatava diferenca

estatisticamente significante entre os subgrupos controles, estes eram
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agrupados em um unico grupo controle, de forma que pudesse, por meio
do teste tStudent, ser comparado com o grupo sham. Havendo diferenca
estatisticamente significante entre os dados dos subgrupos controles,
estes eram comparados separadamente com o grupo sham de acordo
com o periodo de inicio da aplicacdo do placebo, através do teste de
Dunnett, para valores paramétricos, ou dos testes de Kruskal Wallis e
teste de Comparagdes Multiplas de Dunn, para os valores nao
paramétricos.

Para a analise comparativa da porcentagem de ganho de
massa corporea das ratas, foi estudado também o fator tempo, com dois
niveis (dia trinta e dia 65). Os dados obtidos na andlise de massa
corporea foram submetidos a analise estatistica descritiva e a inferencial:
analise de variancia, ANOVA. Apés o teste ANOVA, quando necessério,
aplicou-se o teste de comparacdo multipla de Tukey para os efeitos que
resultaram significativos.

O nivel de significancia (p) adotado foi o valor de 5% para
todos os testes. Para a realizacdo das andlises, foram utilizados os
programas computacionais MINITAB for Windows, versao 13.1 (2000,
Minitab Inc., State College, PA, EUA), STATISTICA for Windows 5.5
(2000, StatSoft Inc., Tulsa, OK,EUA) e STATISTIX for Windows versao
8.0 ( 2003- Analytical Softeware-Tallahassee, FL, EUA).



5 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados conforme descritos em
Material e Métodos. Na primeira abordagem serdo considerados o0s
efeitos dos diferentes periodos de inicio do tratamento. Seréo
comparados os valores obtidos dos subgrupos experimentais com o0s
subgrupos controles, nos respectivos periodos de inicio da TRH/E ou
placebo, respectivamente. Na segunda, serao considerados os efeitos da
presenca dos ovarios (grupo sham) ou auséncia (subgrupos
experimentais) em cada periodo de inicio da TRH/E, e numa terceira
abordagem serao considerados os efeitos da presenca do ovario (grupo
sham) ou auséncia (subgrupos controles).

5.1 Massa corpoérea

Os valores referentes a porcentagem de ganho de massa
corporea dos animais, no trigésimo e sexagésimo quinto dia apos a OVX,
foram submetidos a andlise estatistica descritiva, e os resultados podem
ser observados nas Tabelas 1 e 2.

Para o teste ANOVA, levaram-se em consideracdo os
fatores de estudo condicdo experimental (subgrupos experimentais e
controles), e os periodos de inicio do tratamento (GO, G1, G2, G3, G4).

Os resultados dos dados referentes a porcentagem de ganho de peso
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submetidos a ANOVA, no trigésimo e sexagésimo quinto

dia, estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 1 — Estatistica descritiva referente aos valores de porcentagem de
ganho de massa corp6rea no trigésimo dia

Grupos n Média Desvio padrao
Co 5 15,87 0,03
C1 5 15,96 0,04
C2 5 12,60 0,04
C3 5 18,10 0,07
C4 5 13,75 0,04
EO 5 05,74 0,017
E1 5 10,02 0,19
E2 5 08,26 0,033
E3 5 06,93 0,030
E4 5 14,90 0,05
Sham 5 10,49 0,04

n: nimero da amostra

Tabela 2 — Estatistica descritiva referente aos valores de porcentagem de
ganho de massa corpérea no sexagésimo quinto dia

Grupos n Média Desvio Padrédo
Co 5 21,95 0,039
C1 5 19,03 0,063
Cc2 5 21,05 0,075
C3 5 19,19 0,067
C4 5 21,34 0,076
EO 5 08,22 0,048
E1 5 12,92 0,028
E2 5 14,48 0,062
E3 5 11,10 0,025
E4 5 13,58 0,037
Sham 5 13,57 0,028

*p,0,05
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Tabela 3 — Resultado da ANOVA para os dados de porcentagem de
ganho de peso no trigésimo dia

Fonte de variagao Grau de Soma dos Quadrado F p
liberdade quadrados médio

Condigao experimental 1 0.04627 0.04627 28.87 00001

Periodo 4 0.01031 0.00258 1.61 0.1912

Condigédo experimental/ 4 0.02441 0.00610 3.81 0.0103

Periodo*

Residuo 40 0.06412 0.00160

Total 49 0.14511

p<0,05

Tabela 4 — Resultado da ANOVA para os dados de porcentagem de
ganho de peso no sexagésimo quinto dia

Fonte de variagdo Grau Soma  dos Quadrado F p
de quadrados médio
liberdade
Condigao experimental 1 0.08930 0.08930 28.95  0.0001
Periodo 4 0.00640 0.00160 0.52 0.7227
Condicdo experimental/ 4 0.00939 0.00235 0.76 0.5567
Periodo
Residuo 40 0.12340 0.00308
Total 49 0.22849
p<0,05

Os resultados para medidas de ganho de massa corporea
no trigésimo dia revelaram que os subgrupos que iniciaram a TRH/E até a
terceira semana pés OVX (EO, E1, E3 e E2), tiveram menos ganho de
peso que todos 0s subgrupos controles e 0 subgrupo experimental que
iniciou a TRH/E na quarta semana apés a OVX (Figura 12). Foi observada
diferenca estatisticamente significante com relacdo a condigao
experimental, ou seja, subgrupos que realizaram a TRH/E (experimentais)
ou subgrupos que receberam o placebo (controles) (p=0,0130). O teste de



comparacao multipla de Tukey revelou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos EO com CO0, C1, C3 e E4 no
trigésimo dia (Tabela 5)

Com relacao ao fator periodo de inicio da TRH/E néo foi
constatada diferenca estatisticamente significante (p=0,1912).

30 dias
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FIGURA 12 — Médias referentes a porcentagem de ganho de peso apés 30 dias
da OVX.
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Tabela 5 - Teste de Tukey para os dados de ganho de massa corp6rea no
trigéssimo dia apés a OVX

Subgrupos Periodo Média Grupos homogéneos*
de inicio

Controle C3 0.1811 A

Controle C1 0.1596 A B

Controle Co 0.1587 A B

Experimental E4 0.1490 A B C

Controle C4 0.1375 A B C D

Controle Cc2 0.1261 A B C D

Experimental E1 0.1003 A B C D

Experimental E2 0.0826 B C D

Experimental E3 0.0693 C D

Experimental EO 0.0575 D

*médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente

No periodo de 65 dias apos a OVX, todos os grupos que
fizeram TRH/E, independente do periodo de inicio, tiveram uma
porcentagem de ganho de peso menor que os grupos controle (Figura
13). Houve uma diferenca estatisticamente significante entre os
subgrupos experimentais e controles.

O teste de Tukey revelou que a média da massa corporea
do subgrupo EO foi estatisticamente menor que a média dos subgrupos
CO0, C2 e C4, no sexagésimo quinto dia pés OVX (Tabela 6).
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FIGURA 13 — Médias referentes a porcentagem de ganho de peso apds 65 dias

da OVX.

Tabela 6 - Teste de Tukey para os dados de ganho de massa corpérea no
sexagésimo quinto dia

Subgrupos Periodo Média  Grupos homogéneos*
de inicio
Co 0.2196 A
C4 0.2134 A
Controles c2 0.2105 A
C3 0.1919 A B
C1 0.1903 A B
E2 0.1448 A B
E4 0.1358 A B
Experimentais E1 0.1293 A B
E3 0.1110 A B
EO 0.0822 B

*médias seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente

Considerando-se os efeitos da ovariectomia, presenca
dos ovarios (grupo sham) ou auséncia (subgrupos experimentais em
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diferentes periodos de inicio da TRH/E), foi aplicado o teste de Dunnett
nao tendo sido observada diferenga significante entre os grupos nem no
trigésimo, nem no sexagésimo quinto dia apdés a OVX, demonstrando que
a aplicacao do estrégeno, independente do periodo proporcionou um
ganho de massa corpo6rea equivalente a do grupo sham.

De acordo com a terceira abordagem, foi previamente
aplicado a analise de variancia ANOVA nos subgrupos controles, e uma
vez nao tendo sido observada diferenca estatistica entre os valores,
efetuou-se o teste t-Student, para comparar os valores do grupo sham
com os dos subgrupos controles, que formaram um Unico grupo controle.
Aos trinta dias apdés a OVX néo foi observada diferenga estatisticamente
significante com relacdo ao ganho de massa corpérea entre 0s grupos
sham e controle (p=0.095). No entanto no sexagésimo quinto dia apds a
OVX os animais do grupo controle exibiram um significativo ganho de
massa corporea comparados aos do grupo sham (p=0.017)

5.2 Dosagem hormonal

Os resultados da ovariectomia foram confirmados por dois
procedimentos. Primeiramente, foi realizada autépsia de alguns animais
selecionados aleatoriamente de cada grupo no momento do sacrificio. O
sucesso da OVX foi comprovado pela atrofia uterina e auséncia dos
ovarios. O segundo procedimento foi a analise da concentracdo sérica do
estradiol, realizada por radioimunoensaio.

Primeiramente, serdo realizados breves comentarios a
respeito do aspecto uterino de algumas ratas, selecionadas
aleatoriamente, no momento do sacrificio. Observou-se no grupo sham a
presenca dos dois ovarios devidamente posicionados no abdémen, e o

utero em forma de “V”, com aspecto bastante semelhante entre as ratas
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(Figura 14), embora tenham sido notadas discretas alteragdes no
didametro, entre elas. Nos subgrupos experimentais, independente do
periodo de inicio da TRH/E, observaram-se as ligaduras com o fio de
seda, préximas ao local em que foram excisionados os ovarios; o uUtero
apresentava-se hiperplasico em todos o0s animais analisados, com
coloracdo mais avermelhada, comparado aos outros grupos (Figura 15).
As ratas dos subgrupos controle também exibiram a presenca da ligadura
e auséncia dos ovarios. Atrofia uterina e uma coloragdo mais pélida do
utero, foram caracteristicas comuns observadas em todas as ratas
avaliadas neste grupo (Figura 16).

A mensuracdo dos niveis de estradiol possibilitou uma
analise comparativa entre os grupos, realizada de acordo com as trés
abordagens previamente citadas.

Efetuado o teste tStudent, foi possivel identificar
diferenca significante apenas entre o0s subgrupos experimentais e
controles nos periodos GO, G1 e G2 (Tabela 7). Estes dados demonstram
gue o0s niveis séricos de estradiol nos animais que comecaram a TRH/E
na terceira e quarta semanas nao diferiram estatisticamente dos animais

que receberam apenas placebo.



72

FIGURA 14 — Aspecto do utero de uma das ratas sham operadas; notar a
presenca dos ovarios (—) e o aspecto do utero em forma de “V”.

FIGURA 15 — Aspecto do utero de uma rata do subgrupo experimental;
observar as ligaduras com fio de seda no local em que foram
excisionados 0s ovarios (—) .

FIGURA 16 — Atrofia do Utero de uma rata incluida no subgrupo
controle; notar também a auséncia dos ovarios (—) .
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Tabela 7 -Teste t- Student comparando o nivel sérico de
estradiol entre subgrupos experimentais com controle

n  Experiment t(Student);
] Controle al (gl =11)
Periodo (GC) (GE) n T .
GO - Imediato 15.06 5 31.6 8 265 0.022*
G1 -1 Semana 6.68 5 385 8 249 0.030*
G2 — 2 Semana 0.45 5 1249 8 3.63 0.004*
G3 — 3 Semana 1.41 5 8.97 8 1.72 0.114
G4 - 4 Semana 1.38 5 9.37 7 194 0.081
*p<0.05

Os valores do grupo sham foram comparados com os dos
subgrupos experimentais com o teste de Dunnett. (Tabela 8), ndo tendo
sido observada diferenca estatisticamente significante entre eles.

Tabela 8 — Teste de Dunnett comparando o nivel sérico de estradiol entre
grupo sham com subgrupos experimentais

Grupos Média Limite inferior Diferenca  Limite superior

Sham 24.916

EO 31.595 -12.276 6.679 25.633

E1 38.536 -5.334 13.620 32.574

E2 12.489 -31.382 -12.427 6.527

E3 8.968 -34.903 -15.949 3.006

E4 9.367 -35.169 -15.549 4.071
Alpha 0.05

Critical D Value 2.619

Para a terceira abordagem, como foi identificada uma

diferenca estatistica intra subgrupos controles, estes nao foram
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agrupados, e por isso foi realizado o teste de Dunnett para comparar os
valores do grupo sham com os subgrupos controles nos diferentes

periodos (Tabela 9).

Tabela 9 — Teste de Dunnett comparando o nivel sérico do estradiol do
grupo sham com os subgrupos controles

Grupos Média Limite inferior Diferenca Limite superior

Sham 24.916

Co 15.062 -18.656 -9.854* -1.053
C1 6.878 -26.840 -18.038* -9.237
Cc2 0.452 -33.266 -24.464* -15.663
C3 1.414 -32.304 -23.502* -14.701
C4 1.380 -32.338 -23.536* -14.735

Alpha 0.05

Critical D Value 2.707

Os dados revelaram que o nivel de estradiol das ratas
incluidas no grupo sham diferiu estatisticamente do nivel dos subgrupos
controles em todos os periodos.

Para analisar a possivel diferenca entre o nivel de estradiol
das ratas incluidas nos subgrupos experimentais de acordo com o0s
diferentes periodos de inicio da TRH/E, foi proposta ainda, neste caso,
uma quarta abordagem, comparando os valores dos subgrupos
experimentais entre si. Para isto foi realizada a andlise de variancia —
ANOVA e uma vez tendo sido os resultados significativos, aplicou-se e o
teste de comparacgao multipla de Tukey (Tabela 10).
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Tabela 10 — Teste de Tukey para os valores

médios dos diferentes
periodos de inicio da TRH/E

Periodo Média Grupos homogéneos*
E1 38.536 A
EO 31.595 A
E2 12.489 B C
E4 9.3671 B C
E3 8.9675 C

*médias seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente

Como pode ser observado, os animais que iniciaram a
TRH/E imediatamente (EQ) ou uma semana apés a OVX (E1) exibiram
nivel de estradiol significativamente mais elevado que os demais

subgrupos.

5.3 Avaliacao macroscopica

5.3.1 Grau de mobilidade dentaria

Os escores de mobilidade dentaria dos segundo molares
maxilares do lado direito e esquerdo de todos os grupos foram
submetidos a analise estatistica. A comparacao entre os valores do lado
direito e esquerdo, em cada grupo foi realizada utilizando-se o teste de
sinais de postos de Wilcoxon. Nao foi verificada diferenga significante
entre os valores medianos.

Para a comparacdo entre os escores referentes a
mobilidade dentaria dos subgrupos experimentais com o0s respectivos
controles nos diferentes periodos de inicio do tratamento/placebo, foram
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analisados os segundo molares da maxila esquerda, sendo proposto o
teste estatistico de Mann-Whitney, ndo tendo sido observada diferenca
significante entre os grupos (Tabela 11)

Tabela 11 - Teste de Mann-Whithey comparando os escores de
mobilidade dentaria dos subgrupos experimentais com os
controles

Subgrupos EOXCO0 E1xC1 E2xC2 E3xC3 E4 x C4

P 0.71 0.62 0.94 0.72 1.00
p<0.05

Os escores referentes a mobilidade do grupo sham foram
comparados com o0s dos grupos experimentais de cada periodo. Apos o
teste de Kruskal-Wallis, verificou-se que os valores medianos das cinco
condi¢des ndo diferem (kw=4.75; gl=5; p=0.4).

Mediante o teste de comparacdo multipla de Dunn (5%)
nao foi verificada diferenca estatisticamente significante entre o grupo
sham e os subgrupos experimentais (Tabela 12).

Tabela 12 — Comparagdo multipla de Dunn analisando os valores de
mobilidade dentaria entre o grupo sham e os subgrupos
experimentais

Grupos Valores z Valores criticos p
EO 0.00000 <2.57583 1.00
E1 1.40184 < 2.57583 0.16
E2 0.00000 < 2.57583 1.00
E3 0.70092 < 2.57583 0.48

E4 1.40184 < 2.57583 0.1610
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Aplicando-se o teste de Mann-Whitney verificou-se que o
grupo sham também ndo apresentou diferenca estatisticamente

significante com relacao ao grupo controle (Tabela 13).

Tabela13 — Resultado Mann-Whitney, comparando mobilidade dentario do
grupo sham com o controle

Grupos N Mediana
Sham 8 1.0000
Controle 25 1.0000

p=0.5932 > 0.05

5.3.2 Grau de envolvimento de furca

Na avaliacdo do grau de envolvimento de furca as pecas
foram classificadas com scores variando apenas entre 1 e 2. Com o teste
estatistico de Mann Whitney nao foi estabelecida nenhuma diferenca
significante entre as condicbes experimentais e controles nos respectivos

periodos (Tabela 14).

Tabela 14- Teste de Mann Whitney, comparando os scores de
envolvimento de furca entre subgrupos experimentais e
controles

Subgrupos EOXxCO E1xC1 E2xC2 E3 x C3 E4 x C4

p 0.72 1.00 0.88 0.43 0.52

Os valores medianos do grupo sham foram comparados

com os dos subgrupos experimentais em cada periodo do teste estatistico
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de Kruskal-Wallis. Verificou-se que os valores medianos das cinco
condicbes comparadas nao diferem estatisticamente (Kw=4.70; gl=5;
p=0.454).

Da mesma forma, mediante o teste de comparacao
multipla de Dunn (5%) nao foi verificada diferenga estatisticamente
significante entre o grupo sham e o0s subgrupos experimentais, com
excecado do E1, em que foi observada diferenca significantes quanto ao
grau de envolvimento de furca (Tabela 15).

Tabela 15 — Comparagdo multipla de Dunn analisando os scores de
envolvimento furca entre o grupo sham e o0s subgrupos
experimentais

Grupos Valores z Valores criticos p

EO 1.32759 <2.57583 0.1843

E1 1.99139 < 2.57583 0.0464

E2 1.32759 < 2.57583 0.1843

E3 1.32759 < 2.57583 0.1843

E4 0.66380 < 2.57583 0.5068
p<0.05

Os scores referentes ao grau de envolvimento de furca do
grupo sham foram também comparados com os do grupo controle, ndo

tendo sido observada diferenga significante (Tabela 16).
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Tabela 16 — Resultado Mann-Whitney comparando os scores de
envolvimento furca entre o grupo sham e o controle

Grupos N Mediana
Sham 8 2.0000
Controle 25 2.0000

p=0.1161 > 0.05

5.3.3 Perda 6ssea alveolar

A avaliacdo macroscopica dos espécimes revelou
reabsorgcdo 6ssea predominantemente vertical ao redor de todas as raizes
do segundo molar, envolvendo também as raizes distais do primeiro e
mesiais do terceiro molar. Em alguns espécimes a reabsorcdo éssea
estendeu-se para a regiao de furca do primeiro e terceiro molares.
Observou-se perda oOssea mais acentuada na regido vestibular,
comparada a lingual, exibindo aspecto de uma grande concavidade,
estendendo-se do primeiro ao terceiro molares. Em alguns espécimes a
reabsorcado apresentou-se mais horizontalizada.

Previamente a andlise estatistica da perda 6ssea alveolar,
foi realizado o Test t pareado para avaliar a calibracdo entre os dois
examinadores, ndo tendo sido constatada diferenca estatisticamente
significante entre eles. Para a analise estatistica da perda éssea alveolar
foi utilizada a média dos valores obtidos pelos dois calibradores para cada
amostra.

A comparacdo entre os valores obtidos dos subgrupos
experimentais e controles nos respectivos periodos foi submetida ao
Teste tpareado (Tabela 17).
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Tabela 17 - Comparacao entre 0os subgrupos experimentais e controles,
quanto a perda 6ssea alveolar, com o teste t Student

Periodo Cor]trple n Experjm_ental . t(Student)
Média Média p

GO — Imediato 2.027 5 1.834 8 0.348

G1 -1 Semana 1.609 5 1.808 8 0.291

G2 -2 Semana 1.521 5 1.849 8 0.047

G3 — 3 Semana 1.640 5 1.973 8 0.035

G4 - 4 Semana 1.860 5 1.766 8 0.643

O grupo sham foi

comparado com 0s subgrupos

experimentais por meio da Comparacao Mdultipla de Dunnett, ndo tendo

sido observada diferenca entre os grupos (Tabela 18).

Tabela 18 — Comparacao mdltipla de Dunnett analisando os scores de
perda 6ssea alveolar entre o grupo sham e o0s subgrupos

experimentais

Subgrupos Média  Limite superior  Diferenca Limite inferior
Sham 1.6741

EO 1.8339 -0.2601 0.1598 0.5797

E1 1.8079 -0.2861 0.1338 0.5537

E2 1.8489 -0.2451 0.1748 0.5947

E3 1.9728 -0.1213 0.2986 0.7185

E4 1.7655 -0.3285 0.0914 0.5113

Alpha 0.05

Critical D Value 2.614
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A comparacao do grupo sham com os subgrupos controles
foi realizada por meio do Teste t ndo pareado, que também nao diferiu

estatisticamente (Tabela 19).

Tabela 19 — Teste tnédo pareado

Grupos n Média Desvio padréao
Controle 25 1.731 0.339
Sham 8 1.674 0.404

p= 0.694

5.4 Avaliacao radiografica

A avaliagdo radiografica permitiu observar um mesmo
padrao de reabsorcédo éssea entre os grupos, predominantemente vertical
nas proximais do segundo molar superior, com envolvimento de furca,
chegando a atingir as raizes distais do primeiro e mesiais do terceiro
molar.

Calculado o suporte 6sseo em dois momentos distintos,
conforme a férmula descrita em Material e Método (Figura 10) foram
obtidas as médias de cada amostra para a analise estatistica. A avaliagao
da calibracdo intra-examinador foi realizada utilizando-se o Teste t
pareado para cada subgrupo. Nao foi encontrada diferenca
estatisticamente significante intra-examinador.

Considerando-se a  primeira  abordagem, foram
comparados os valores médios de reabsorcdo éssea alveolar entre os
subgrupos experimentais e 0s subgrupos controles, nos diferentes
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periodos de inicio do tratamento/placebo, aplicando-se o Teste t pareado
(Tabela 20).

Tabela 20 - Teste t-Student, comparando os valores de reabsorcao 6ssea
alveolar entre subgrupos controles versus experimentais
segundo o periodo

] , t(Student); (gl =11)
Periodo Controle (GC) Experimental(GE)

T Y
GO - Imediato 40,204 40,487 0,09 0,93
G1 -1 Semana 43,565 43,277 0,09 0,93
G2 — 2 Semana 40,624 41,866 0,42 0.68
G3 - 3 Semana 42,157 40,932 0,35 0,73
G4 - 4 Semana 38,384 41,283 1,38 0,20

p<0.05

Os dados revelaram que nao houve diferenca
estatisticamente significante na reabor¢cdo O6ssea alveolar entre os
subgrupos experimentais e controles independentemente do periodo de
inicio do tratamento/placebo.

Da mesma forma, na segunda abordagem, comparando-
se os valores do grupo sham com os subgrupos experimentais em cada
periodo, ndo foi constatada diferenca significante. Esta analise foi
realizada utilizando-se o Teste de Comparacdao Multipla de Dunnett
(Tabela 21).
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Tabela 21 - Teste Dunnett, comparando os valores de reabsorcao 6ssea
alveolar entre o grupo sham e os subgrupos experimentais,
segundo o periodo

Grupos Média Limite inferior Diferengca Limite superior
Sham 41.443

EO 40.487 -7.219 -0.956 5.306

E1 43.277 -4.429 1.834 8.096

E2 41.866 -5.840 0.423 6.686

E3 40.932 -6.774 -0.511 5.752

E4 41.282 -6.423 0.161 6.102

Alpha 0.05

Critical D Value 2.614

Foi realizado o teste ANOVA para avaliar se havia
diferenca entre os subgrupos controles, e uma vez nao tendo sido
detectada essa diferenca (p=0.5921) estes foram agrupados em um unico
grupo, possibilitando a realizagdo do teste t ndo pareado para

comparagao com o grupo sham.

Tabela 22- Teste t-Student, comparando os valores de reabsorcao 6ssea
alveolar entre grupos sham e controle

Grupos n Média Desvio padrao
Controle 25 40.99 5.09
Sham 8 41.44 1.87

p = 0.81>0.05

T=-0.25

Os dados revelaram que nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos.
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5.5 Avaliacao microscoépica

Durante o processo de desmineralizacdo e preparacao
histolégica, alguns espécimes foram perdidos, reduzindo o numero de
amostras. Os aspectos microscopicos da regido dos segundos molares
superiores, descritos de acordo com Quadro 1, revelaram caracteristicas
bastante semelhantes entre os grupos, e serdao descritos a seguir.

Os cortes microscopicos revelaram fragmento de maxila
contendo trés molares seccionados no sentido mesio-distal (Figura 17). A
analise foi realizada com énfase na regidao dos segundos molares, que
exibiram nas regides interproximais biofilme microbiano, aderido ao
cemento (Figura 18). Foram analisados os tecidos que compdem tanto o
periodonto de protecdo quanto o de sustentacao.

A gengiva na regidao interproximal apresentava-se
revestida por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, na maioria
das vezes, hiperplasico (Figura 19). Os cortes revelaram migragcéao
epitelial em direcdo apical, e presenga de infiltrado inflamatdrio
predominantemente mononuclear, variando de discreto a intenso, e em
localizagdo sub-epitelial. Uma caracteristica bastante comum observada
entre os espécimes foi a presenca de pélos na regiao interproximal, ora
incluidos no tecido conjuntivo, desencadeando uma resposta inflamatéria
com formagdo de pequenos granulomas tipo corpo estranho, ora na
superficie do epitélio, muitas vezes revestidos por biofilme microbiano
(Figura 20). A lamina prépria, de tecido conjuntivo fibroso, exibia densos
feixes de fibras colagenas, ora dispostos aleatoriamente, ora paralelos
entre si, possibilitando a identificacdo de grupos de fibras do ligamento
gengival, como as interdentarias ( Figura 21).

As cristas alveolares exibiram reabsorcdo Ossea,
apresentando-se quase sempre retificadas ou inclinadas (Figura 22), com

presenca de osteoclastos em lacunas de reabsorcao 6ssea. Na regiao de
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furca foram observadas discretas diferencas entre o0s subgrupos
experimentais, controles e o grupo sham. Assim sendo, sera feita uma
descricao abordando as caracteristicas comuns, procurando enfocar os
aspectos mais relevantes e caracteristicos de cada um deles.

Presenca de epitélio na regido de furca (Figura 23) foi
observada em aproximadamente 56% dos espécimes dos subgrupos
controles, 57% dos experimentais e 77% dos espécimes do grupo sham.
O epitélio apresentava-se na maioria das vezes hiperplasico, com
espongiose e exocitose; ndo raro, observava-se a presenca de pélos, ora
incluidos no epitélio, ora na lamina prépria, permeados por infiltrado
inflamatério predominantemente monocuclear (Figura 24). Em alguns
espécimes, o epitélio apresentava-se como ilhotas ou pequenos corddes
isolados, com aspecto quiescente, interpretado como resto epitelial de
Malassez (Figura 25).

O aspecto das fibras do ligamento periodontal na regiao
compreendida entre o topo do septo 6sseo inter-radicular e a superficie
do cemento mostrou-se bastante variado. Na maior parte dos espécimes
as fibras organizavam-se em densos feixes dispostos paralelamente ao
topo do septo Osseo (Figura 26). Este aspecto foi observado em
aproximadamente 39% dos espécimes dos subgrupos experimentais, em
64% dos subgrupos controles, e em 44% dos espécimes do grupo sham.
Por vezes foram observadas fibras inter-radiculares preservadas, com
aspecto de leque a partir do septo 6sseo em direcdo ao cemento (Figura
26). Nos espécimes dos subgrupos experimentais, controles e grupo
sham este aspecto foi observado em aproximadamente 33%, 17%, e
33%, respectivamente. Uma organizagdo mais irregular, por vezes com
feixes de fibras mais frouxas e dispostas de forma aleatéria, foi ainda
observada em aproximadamente 12%, 8,5% e 11% dos espécimes dos
subgrupos experimentais, controles ou grupo sham, respectivamente
(Figura 26). Os demais espécimes exibiram aspecto morfoldégico misto,

com feixes de fibras colagenas ora dispostos paralelamente ao topo do
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septo 6sseo, ora em leque. O ligamento periodontal apresentava-se
intensamente celularizado, exibindo nas porcées laterais feixes de fibras
obliquas bastante espessas, inserindo-se nitidamente no cemento lateral
e 0sso alveolar (Figura 26).

Em alguns espécimes notou-se a presenca de pélos na
regiao de furca, com formacao de granuloma tipo corpo estranho, com
células gigantes multinucleadas. O septo 6sseo também apresentou
aspecto variado, ora exibindo contorno regular, ora irregular com areas de
reabsorcado (Figura 27). Na maioria dos espécimes, tanto dos subgrupos
experimentais, quanto nos controles ou grupo sham, foram observados
poucos espacos medulares, caracterizando um tecido 6sseo mais
compacto (Figura 32). Em alguns espécimes, entretanto, foi observada
maior presenca de espacos medulares, por vezes formando amplos
canais medulares de permeio a matriz 6ssea (Figura 27). O tecido 6sseo
apresentava-se revestido por osteoblastos volumosos cubdides ou com
aspecto plasmocitéide (Figura 28). Maior quantidade de linhas reversas foi
observada nos espécimes dos subgrupos experimentais e grupo sham
quando comparada aos subgrupos controles (Figura 29).

O cemento na regiao de furca também se apresentou ora
com contornos bastante regulares, ora com aspecto mais irregular,
exibindo areas de reabsorcdo. Presenca de osteoclastos na regido do
septo Osseo inter-radicular foi menos pronunciada que nas regides
interproximais (Figura 28). Em alguns espécimes foi observada
exuberante presenca de osteoclastos, porém observou-se a formacao de

abscesso periapical decorrente de necrose pulpar por carie (Figura 30).
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xila_no_sentido
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a A b
FIGURA 18 - Fotomicrografia abrangendo as regides interproximais do
segundo molar: a) biofime bacteriano (—¥); b) detaihe da

area evidenciando intimo contato do biofilme com o cemento
(=»). Aumento original 100x e 400x, respectivamente. HE
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molares a) wsta panoramlca b) detalhe da fotomlcrografla
anterior evidenciando hiperplasia do epitélio (=). Aumento
original 100x e 200x, respectlvamente HE.

EIOLIRDA 20 Aspent—\n Aan roasniA~s —dn-—u-;\:l.man Ao cnciinda 1 —\\
Riperpiasia do epitélio (*) € infiltrado infl TaMaToo SUbe epFeI‘=|=|a

(-)) b) maior aumento da fotomicrografia anterior
evidenciando—granutoma—tipo—corpo—estranho—conmcéluta——
gigante multinucleada envolvendo pélo (w); c) proliferagéo
epitelial e presenga de pélo incluido na lamina propria (=.): d)

pélo envolvido por biofime bacteriano (w). Aumento original

~200x, 630x, 200x e 400x, respectivamente.
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- F D2 SNy 3
—————————————FGURA 21 =Aspecto dasfibras—gengivais —interdentarias:—a)—aspecto

panoramico das fibras e hiperplasia epitelial ; b) detalhe
da fotomicrografia anterior com densos feixes de fibras
colagenas, inseri ¢ 0
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FIGURA 22 - Aspectos da regido interproximal: a) reabsorgéo horizontal
da crista 6ssea alveolar (=) e epitélio gengivalmigradoe —————
hiperplasico (*); b) reabsorcdo inclinada da crista 6ssea

alveolar (). Aumento original T00x. HE.

FIGURA 23 - Aspectos da_regido _de furca:. a) presenca de epitélio
exibindo hiperplasia: b) auséncia de epitélio e fibras
periodontais  inserindo-se  do topo do septo 6sseo
ao cemento. Aumento original 200x. HE.
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FIGURA 24 - Diferentes aspectos da migracéo epitelial da regido de furca:
a) epielioc com espongiose, exocitose € presengade pelos
(a)incluidos tanto no epitélio quanto na lamina propria,
que exibe infiltrado inflamatério predominantemente

mononuclearhb)_pelo mdwdono:emtelm:hjpﬂ;zlasmt(v

FIGURA 25 - Regiégde fG'ca : @) vista panoramica com resto epitelial de
Malassez (+); b) detalhe da_fotomicrografia anterior.
Aumento original 100x e 630x, respectivamente. HE
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furca: a) fibras colagenas dispostas paralelamente ao topo
do septo 6sseo ( = ); b) fibras interradiculares dispostas em
forma de leque a partir do topo do septo 6sseo em dire¢éo
ao cemento ( »); c)densos feixes de fibras colagenas
dispostos de forma irregular a partir do topo do septo dsseo;
= “petieadinal Tslerst e
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FIGURA 27 - Aspectos do septo 6sseo na regido de furca: a) tecido

6sseo compacto exibindo contorno regular (- ); b)

contorno irregular do_septo " o0sseQ (= ) com presenca qe

linhas reversas (¢ );c) tecido ésseo compacto (= );

d) presenca de espagos medulares no sepio  0Sseo
FUTenoonomar T




FIGURA 28 - Aspecto -
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das células oésseas presentes no septo
interradicular: a) aspecto panoramico exibindo maior
regularidade da—superficie di 3 i

(=) ; b) osteoblastos cubdides (=); c) osteoblastos mais

volumosos com aspecto plasmocitéide (»); d) osteoblastos

com aspecto plasmocitéidé () e osteociasto no canal
o

1 &, Il
THEGUT WOremaduna

de Howship ( » ). Aumento original 100X, 200x, 200, 400X,
etivamente—rE

4005820
“ooXs

BIUK-FESPE e
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FIGURA 29 - Aspectos da remodelagdo no septo 6sseo_interradicular: a)
presencga de linhas reversas (2); b) numerosos osteoclastos
na superficie 6ssea ( » ); c) numerosas linhas reversas (=)
e osfeoclastos (» ). Aumento original 200x,_200x e 400x

respectivamente. HE.
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evidenciando a preseng¢a de numerosos osteoclastos junto
ao o0sso alveolar ( » ). Aumento original 25x, 100x, 25x,
100x, 630x, respectivamente. HE.
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5.6 Analise histomorfométrica

Baseado nos valores obtidos das médias realizadas nas
duas leituras foi possivel comparar a porcentagem de tecido 6sseo na
regidao de furca, nos subgrupos experimentais e controles, bem como
entre estes e o grupo sham. Para a comparagao entre os subgrupos
experimentais e controles nos diferentes periodos de inicio da TRH/E ou

placebo, respectivamente, foi realizado o Teste tde Student (Tabela 23).

Tabela 23 - Comparacao entre os subgrupos experimentais e controles
nos diferentes periodos de inicio do tratamento

Periodos Controle n Experimental n  t(Student); (gl =8)

Média Média T p
GO - Imediato 51.54 4 52.28 6 0.16 0.880
G1 - 12 Semana 49.6 4 61.51 6 1.62 0.144
G2 -22Semana 57.72 4 52.04 6 1.11 0.301
G3-32Semana  56.87 4 53.98 6 0.64 0.538
G4 -42Semana 51.44 4 55.73 6 1.03 0.334

A comparacdo entre o grupo sham e os subgrupos

experimentais foi realizada com o auxilio do teste de Dunnett.
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Tabela 24 — Comparacao multipla de Dunnett, analisando os valores de
porcentagem o&ssea na regido de furca dos segundo
molares superiores. Comparacdo do grupo sham com 0s
subgrupos experimentais

Subgrupos Média Lower bound  Diferenca  Upper bound

Sham 58.343

EO 52.283 -14.078 -6.060 1.958

E1 61.510 -4.851 3.167 11.184

E2 52.037 -14.324 -6.307 1.711

ES3 53.977 -12.384 4.367 3.651

E4 55.732 -10.629 -2.612 5.406
Alpha 0.05

Critical D Value 2.657

Os valores médios da porcentagem 6ssea do grupo sham

foram comparados com o controle utilizando-se o teste estatistico t de

Student. Embora nao tenha sido evidenciada diferenca estatistica entre os

grupos, o nivel de significancia foi muito proximo (Tabela 25).

Tabela 25 — Resultados dos valores de porcentagem éssea do grupo
sham e grupo controle, apés a aplicacao do teste t-Student

Sham

Controle

t(Student); (gl =23)

t

Y

58.34

6

53.5

20

1.88

0.073




6 DISCUSSAO

Neste trabalho foram  analisados o0s  aspectos
macroscopicos, radiograficos, histoldgicos e histomorfométricos da regido
periodontal dos segundos molares maxilares de sessenta e cinco ratas
ovariectomizadas, submetidas a terapia de reposicdo hormonal com
estrogeno iniciada em diferentes periodos, ou que receberam placebo nos
periodos correspondentes. Mais oito ratas compuseram o grupo sham,
onde foi realizada a simulagdo da OVX. Os resultados revelaram que néao
houve diferenca estatisticamente significante em nenhum dos paradmetros
avaliados, com excecdo da massa corpérea dos animais e quanto ao nivel
de estradiol sérico.

Baseado em evidéncias na literatura, que revelaram maior
perda O0ssea esquelética apds a menopausa, bem como nos tecidos de
suporte dentario, lancou-se a hipétese que a terapia com o estrogeno,
iniciada precocemente apo6s a OVX, pudesse atenuar essa perda, e dessa
forma influenciar a progressao da doenca periodontal. Assim sendo, serao
discutidas essas evidéncias encontradas na literatura e posteriormente as
possiveis causas que possam justificar os achados.

Ap6s a menopausa, com a auséncia dos hormonios
ovarianos, em especial o estrégeno, observa-se uma aumento do ritmo de
remodelacdo Ossea, e consequentemente uma perda éssea gradativa,
podendo culminar com um quadro de osteoporose (NEVITT'® 1994;
BURR et al.? 1997; GALLAGHER et al.*®, 2002). O ritmo de remodelagéo
0ssea no osso alveolar € maior que nos ossos longos (KATBURIAN &
ARANA®®, 1999). Dessa forma, é de se supor que um distlrbio sistémico
na reabsorcdo e formacdo o&ssea deva manifestar alteracdes

precocemente no processo alveolar comparado a outros sitios.



Para comprovar o papel de um horménio na patogénese
ou na evolugcdo de qualquer doenga, primeiramente o horménio deve
estar presente no tecido alvo. Segundo, um receptor especifico deste
horménio deve existir no tecido alvo. Terceiro, a auséncia do horménio no
tecido alvo deve estar relacionada a evolugdo da doenca. Finalmente, a
reposicao do horménio deve induzir uma resposta (SEKO et al.'?®, 2005).

A luz dos conhecimentos atuais, esta clara a presenca,
bem como a participacdo do estrogeno no metabolismo &sseo
(CANALIS', 1983; GRAY*®, 1989; MUNDY®8, 1993; HUGHES et al.*®,
1996; KUIPER et al.®, 1997; COMPSTON?, 2001; SRIVASTAVA et al.'®,
2001; JARVINEN et al.>, 2003; ERBEN et al.?®, 2004; FERRARI et al.’’,
2004; GOSS et al.**, 2004; Ql et al."'?, 2004; SOMJEN et al."®, 2004).

Quanto a presenca de um receptor especifico, até o inicio da
década de oitenta acreditava-se que o estrégeno agia no tecido 6sseo
indiretamente (CANALIS', 1983), pois ndo havia sido identificado
receptor para este horménio nas células 6sseas. Em 1987, foi observado
efeito direto do estrégeno em células osteoblasticas (GRAY*®, 1989) o
que foi confirmado por outros autores, descrito em extenso trabalho de
revisdo, realizado por Compston®, em 2001. Estudos recentes relataram
a presenca de receptor ERa e ERB no osso (FOUNTAS et al.*®, 2004),
tendo sido relatada sua presengca em osteoblastos e osteoclastos
(COMPSTON®, 2001). A presenca de receptor ERa também foi
demonstrada em macréfagos (VEGETO et al.'*’, 2004).

A deficiéncia do estrégeno, causada principalmente pela
diminuicdo das func¢des ovarianas apds a menopausa, esta intimamente
relacionada ao desenvolvimento da osteoporose (TURNER et al.'*¢, 1994;
MOST et al.*’, 1997; BANDEIRA et al.’, 2000.; COMPSTON?, 2001;
BROWN & JOSSE’ , 2002; GALLAGER et al.*®, 2002;). A TRH/E tem sido
demonstrada como meétodo altamente eficaz na sua prevengdo, pois
exerce uma protecao efetiva da perda 6ssea apds a menopausa (CHOW
et al.'’, 1992; TURNER et al.'*®, 1994; MODESTO FILHO et al.*?, 1996;
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SIMS et al.'®?, 1996; GAMBACCIANI & CIAPONI*’, 2000; CIVITELLI et
al.”®, 2002; NIELSEN et al.’', 2004; TIVESTEN et al.'*®, 2004). Como
beneficios adicionais da TRH/E estao incluidos os efeitos protetores de
lesdo vascular e arterioesclerose (FLORIAN et al.®?, 2004), e a
capacidade de reduzir os niveis séricos do colesterol (FROLIK et al.,
1996; JUNQUEIRA et al.%®, 2002), promovendo diminuicdo em até 50% da
probabilidade de doenca cardiaca apés a menopausa (TURNER et al.'®,
1994), embora trabalhos alertem para o risco aumentado de cancer
endometrial e de mama. Segundo Turner et al.'*® (1994) a mortalidade e
morbidade decorrentes de doencas coronarias excedem amplamente as
neoplasias malignas de mama e utero.

A manutencdo da integridade do tecido Osseo dos
maxilares, em especial do tecido 6sseo do processo alveolar, é
fundamental para uma adequada sustentacdo e suporte dos dentes.
Trabalhos na literatura revelaram maior probabilidade de perda dentaria
em mulheres com menor densidade 6ssea mineral (TAGUCHI et al.™’,
1999; MOHAMMAD et al.®®, 2003), embora outros ndo tenham
demonstrado essa relagdo (ERNSHAW et al.?®, 1998; BOLLEN et al.’
2004). A hip6tese de que alteragbes no tecido O6sseo, decorrentes da
deplecao do estrégeno, possam afetar os ossos maxilares, e dessa forma,
influenciar a evolugcao da doenca periodontal, tem motivado a realizacao
de varias pesquisas. No entanto, o significado clinico da perda 6ssea
sistémica, em contribuir com a perda 6ssea dos maxilares e dentes
permanece incerto.

Uma associacdo entre a osteopenia/osteoporose e a
periodontite tem sido relatada em diversos trabalhos realizados em
humanos (KLEMETTI et al.”*, 1994; MOHAMMAD et al.**%* 1996 e 1997;
HILDEBOLT et al.”’®, 1997; PAYNE et al."®, 1999; PILGRAM et al.'"",
1999; TEZAL et al.', 2000; INAGAK et al.*’, 2001; MOHAMMAD et al.®,
2003). Outros autores ndo encontraram esta relacdo (KRIBBS®, 1990;

ELDERS et al.?’, 1992). Associacdo entre a densidade 6ssea esquelética
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e a perda de insercao clinica somente foi encontrada em mulheres com
alto indice de célculo (RONDEROS et al.'®, 2000). Os autores verificaram
que na presenca de fatores irritantes locais, as mulheres com
osteoporeose apresentaram maior risco para perda de insergao
periodontal, e que este risco pode ser atenuado com a TRH/E.

Trabalhos na literatura suportam evidéncias de que a
TRH/E em mulheres apdés a menopausa pode reduzir o risco de
alteragdes periodontais, como a gengivite (NORDERYD et al.'%?, 1993;
REINHARDT et al.'"”, 1999), a perda de insercéo clinica (RONDEROS et
al.”?®, 2000), e a perda déssea alveolar (PAYNE et al.'®, 1997; CIVITELLI
et al.’®, 2002 ). Os beneficios da TRH/E também foram evidenciados na
prevencdo da perda dentaria (GRODSTEIN et al.*’, 1996; PAGANINI-
HILL'%”, 1996; KRALL et al.”’, 1997). No entanto, alguns autores alertam
para a necessidade de mais estudos que comprovem a eficacia da TRH/E
na prevencao da periodontite em mulheres na pés menopausa (KRALL"®,
2001; ZEEMAN et al.”’, 2001; ALBANDAR', 2002; HAIMOV-KOCHMAN
et al.*®, 2004), uma vez que trabalhos em humanos apresentam muitas
variaveis.

Modelos experimentais com ratos sdao extremamente
pertinentes e relevantes, tanto para o estudo da osteopenia/osteoporose
(KALU et al.®’,1989; KALU®®, 1991; FROST & JEE®, 1992), quanto da
periodontite (KLAUSEN et al.”, 1989; KLAUSEN"?, 1991; KNUT"®, 1994;
SHOJI et al.’®, 1995; KUHR et al.®*, 2004; LISTGARTEN®, 1975;
RICARDO'®, 2002), pois refletem aspectos muito similares destas
condicées em humanos.

Weinberg & Bral'®? (1999), questionaram os modelos de
estudo em ratos para periodontite, uma vez que o0s incisivos destes
animais nao apresentam raiz e exibem um crescimento continuo. A
arcada dentaria dos ratos é constituida por um incisivo e trés molares em
cada quadrante; os molares guardam bastante semelhanca com os

dentes humanos, embora exibindo um crescimento continuo, este é
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extremamente lento comparado ao do incisivo (SCHOUR & MASSLER'®,
1993). Também foram discutidas as possiveis diferencas nos padrdes da
patogénese da periodontite em ratos, bem como na atuacido de fatores
locais, como a impactacdo de pélos no periodonto, podendo contribuir
para a progressao da doenca (WEINBERG & BRAL'®2, 1999). No entanto,
Klausen’® (1991) atestou que a estrutura e organizacdo dos tecidos
periodontais dos molares dos ratos (epitélio gengival, epitélio juncional,
fibras colagenas, cemento e 0sso alveolar) sdo bastante semelhantes aos
dos humanos, com excec¢ao da presenca de queratina no epitélio sulcular.
Segundo o autor, considerando os aspectos anatémicos do periodonto na
regido dos molares, o desenvolvimento e composicéao da placa bacteriana
e a histopatologia da periodontite, pode-se afirmar que esse modelo
experimental é bastante razoavel para o estudo da doenca periodontal
humana. O autor enfatizou, entretanto, a importancia da combinacao de
diversos métodos diagndsticos para estudar a periodontite em ratas, uma
vez que um unico método isolado pode ser insuficiente para abordar
todos os aspectos da periodontite animal.

Desta forma, para estudar os efeitos da TRH/E iniciada em
diferentes periodos apés a OVX na evolucdo da periodontite, foram
propostas, neste trabalho, avaliacbes macroscépicas, como grau de
mobilidade dentaria, grau de envolvimento de furca e perda Ossea
alveolar, avaliagdo radiografica, para analisar o suporte 6sseo alveolar,
bem como avaliacao histolégica e histomorfométrica.

Nos modelos experimentais para o estudo da perda 6ssea
apds a menopausa, observa-se uma rapida fase de perda 6ssea, que
coincide com o maximo aumento do ritmo de remodelacdo, e posterior
declinio desse ritmo (WRONSKI et al.’*, 1988; KALU®®, 1991; TANAKA et
al.', 2003), & semelhanga do que ocorre com a mulher apés a
menopausa, que exibe perda 6ssea mais acentuada no primeiro ano apos
a menopausa, sendo o metabolismo ésseo afetado por mais dois ou trés
anos (OHTA et al.'®, 2002).
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A opcgéo por realizar a OVX em ratas com trés meses de
idade, baseou-se nesses modelos experimentais. Kalu®® (1991) observou
que esse periodo foi adequado para o estudo da perda 6ssea decorrente
da deplecdo do estrogeno. Também para a avaliacdo das possiveis
alteragbes no periodonto decorrentes da falta dos horménios ovarianos,
este parece ser um periodo ideal (MARQUES®, 1998). O periodo de
sacrificio de 35 dias apods a colocagdo da ligadura foi determinado em
funcdo de ter sido demonstrado suficiente, tanto para inducdo da
periodontite (RICARDO'"®, 2002; REIS''®, 2002; ANBINDER?, 2004),
quanto das alteragdes nos maxilares (MARQUES®, 1998).

A perda Ossea decorrente da deficiéncia do estrogeno,
obtida pela OVX experimental, foi demonstrada em varios trabalhos
(WRONSKI et al.”™* 1988; KALU et al.®’, 1989; KALU®, 1991; FROLIK et
al®, 1994; OMI & EZAWA'® 1995; ARJMANDI et al’, 1996;
WIMALAWANSA et al.™™®, 1996.; JAHANGIRI et al.”’®, 1997; JIANG et
al.?®®, 1997; LANE et al.?®, 1998; HARA et al.*’, 2001; HUNZIKER et al.”,
2000; NAMKUNG-MATTHAI et al.®®, 2001; TANAKA et al.'*, 2002;
DEYHIM et al.*, 2003; KURODA et al.®*, 2003; TANAKA et al."', 2003.;
TEOFILO et al."*, 2003.; YANG et al.'®®, 2003; CAO et al.’?, 2004). Sao
varios os mecanismos que regulam essa perda. Kalu, et al.®”, em 1989,
relataram que a depleg¢édo do estrégeno provoca diminuicdo da absorcéo
de calcio pelo intestino e aumento da remodelacdo déssea, com a
reabsorcdo excedendo a formacdo. Mais recentemente, foi sugerida a
participacdo da regulacdo neural na perda O6ssea que caracteriza a
osteoporose, visto que foi identificada significativa diminuicdo na
inervacdo 6ssea esquelética em ratas OVX (BURT-PICHAT et al.®, 2005).
Mecanismos moleculares e genéticos tém sido associados com a perda
6ssea decorrente da falta dos horménios ovarianos (FERRARI et al.®’,
2004).
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Uma caracteristica interessante da perda éssea observada
apds a menopausa, ou obtida em modelos experimentais, é a influéncia
dos diferentes sitios do esqueleto, a maior ou menor possibilidade de
perda O6ssea. A OVX em ratas nao demonstrou alteracoes
histomorfométricas significantes no palato duro, porém, na mandibula e

tibia estas foram observadas (HARA et al.>°, 2001). Yang et al.',

em
2003, mesmo verificando alteragcdes no osso trabecular de mandibula e
tibia de ratas OVXs, constataram diferencas no comportamento de perda
0sseo nestes dois sitio. Ao analisar as alteragdes na microarquitetura
O0ssea decorrentes da OVX nesses 0ssos, 0s autores verificaram
correlacdo positiva apenas entre a forma das trabéculas 6sseas e a
presenca de espacos entre elas. O volume 6sseo, bem como a espessura
das trabéculas da mandibula e tibia, ndo apresentaram correlagéo
estatisticamente significante. Da mesma forma, Tedfilo et al."*?, em 2003
constataram que os 0ssos longos sdao mais afetados pela deficiéncia do
estrogeno comparados aos 0ssos dos maxilares.

Também parecem estar bem estabelecidas na literatura as
diferentes respostas do tecido 6sseo trabecular e cortical, a deficiéncia do
estrogeno. Turner et al.'® (1994) constataram que a OVX induziu uma
diminuicao da densidade 6ssea mineral, provocando rapida perda de 0sso
trabecular, porém, as alteracbes no osso cortical ocorrem muito
lentamente. Varios autores relataram perda de osso trabecular apés a
OVX experimental (KALU et al.®’, 1989; KALU®®, 1991; TURNER et al.'*,
1994; FROST & JEE®, 1992; HARA et al.*°, 2001; CAO et al.'?, 2004;
BURT-PICHAT et al.?, 2005), corroborando com os trabalhos realizados
em humanos, que também constatam essa caracteristica. Hara et al.*?
(2001) demonstraram que a deplecao do estrégeno decorrente da OVX,
associada a uma dieta com baixa concentracdao de caélcio, também
provocou perda 6ssea cortical.

A deplegédo do estrogeno, decorrente da OVX também
influencia o processo de reparacdo (JAHANGIRI et al.’® 1997; TANAKA et
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al.”®®, 2001;JUNQUEIRA et al.®®, 2002; SILVEIRA™' 2004). Silveira™',
em 2004, demonstrou que a OVX prejudicou a reparacao de defeito 6sseo
realizado em tibias de ratas; foi constatada menor densidade radiografica
nos animais OVXs bem como alteragdes morfométricas, que revelaram
menor porcentagem de tecido ésseo neoformado, apés 21 dias, nos
defeitos Osseos da tibia de ratas OVXs, comparadas as ratas sham
operadas.

Nos ossos maxilares as alteragdes 6sseas decorrentes da
OVX experimental tém sido descritas na literatura (ELOVIC et al.?®, 1994;
JAHANGIRI, et al.”®, 1997; JOHNSON et al.®*, 1997; MORIYA et al.*®,
1998; GOLUB et al.®®, 1999; TANAKA et al."®, 1999; HIDAKA et al.*?,
2000; HUNZIKER®®, 2000; HARA et al.”°, 2001; TANAKA et al.'®®, 2001;
TANAKA et al."*, 2002; KAMAWOTO"?, 2002; JUNQUEIRA et al.®®, 2002;
KURODA et al.®, 2003; YANG et al.'®® 2003; CAO et al.’?, 2004;
DUARTE et al.?®, 2004). Marques™ (1998) encontrou caracteristicas
evidentes de alteragcdo no metabolismo 6sseo, na regidao dos molares
superiores de ratas ovariectomizadas na idade de sessenta e noventa
dias, analisadas ap6s quarenta dias da OVX. Segundo o autor, a
deficiéncia estrogénica interferiu na morfologia 6ssea maxilar.

Cao et al."? (2004) verificaram que embora o volume de
tecido ésseo trabecular bem como a espessura das trabéculas ésseas na
mandibula de coelhas OVXs nao tenham diferido das sham operadas,
foram observadas diferengas histomorfométricas significantes quanto ao
namero de trabéculas e os espacos entre elas. Os animais OVXs
apresentaram diminuicdo das trabéculas 6sseas e aumento do espaco
entre elas, demonstrando sinais de perda déssea na mandibula
decorrentes da deficiéncia do estrégeno. Observacdes semelhantes foram

feitas por Yang et al.'®

, em 2003, que ao compararem as alteragdes na
microarquitetura 6ssea decorrentes da OVX na mandibula e tibia de ratas,
verificaram correlacdo positiva apenas entre a forma das trabéculas

Osseas e a presenca de espacos entre elas. O volume ésseo, bem como
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a espessura das trabéculas da mandibula e tibia, ndo apresentaram
correlagao estatisticamente significante.

No presente estudo, a auséncia de alteracdes
significativas na histomorfometria éssea entre os grupos experimentais,
controle e sham, pode ser atribuida, em parte, ao local escolhido para a
analise, visto que significante perda 6ssea foi observada na regiao inter-
radicular de primeiros molares inferiores por outros autores (TANAKA et
al.', 2003, DUARTE et al.?3, 2004). Alteracdes significativas na crista
Ossea e septo désseo inter-radicular do primeiro molar da maxila, foram
constatadas por Marques®, 1998. A opcéo pela avaliagdo do septo 6sseo
do segundo molar superior, no presente estudo, foi em funcao de ja ter
sido estabelecido um modelo experimental de periodontite eficaz nesta
regidao, com a indugédo da doenca por meio da insercdo de ligadura com
fio de algoddo, em cinco semanas (RICARDO'®, 2002; REIS''®, 2002;
ANBINDER?, 2004). A escolha da area, estabelecendo-se um retangulo a
partir do cemento na furca abrangendo o tecido 6sseo do septo inter-
radicular foi decorrente da facilidade de padronizagédo e reprodugéo. No
entanto, foi observado que o septo ésseo do segundo molar superior
apresenta-se bastante estreito, e muitas vezes o0 0sso alveolar adjacente
a raiz distal encontrava-se bastante proximo do osso alveolar adjacente a
mesial, ndo evidenciando a presenca de tecido &sseo trabecular
interposto. Dessa forma, o aspecto do septo inter-radicular do segundo
molar superior muitas vezes era de tecido 6sseo compacto, com poucos
espacos medulares. Uma vez que os efeitos da deficiéncia de estrégeno
sdo mais evidentes em tecido 6sseo trabecular comparado ao tecido
6sseo cortical (KURODA et al.®*, 2003), isto pode ter contribuido para os
nossos achados negativos.

Moriya et al.?

, em 1998, constataram que a diminuicdo na
densidade 6ssea mineral do osso alveolar de ratas estd mais relacionada
ao tipo de dieta (baixo teor de calcio), do que a deficiéncia do estrégeno

obtida pela OVX. Constatacdo semelhante foi realizada por Teodfilo et
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al.", em 2003. Os autores observaram que um periodo de cinco

semanas apos a OVX foi insuficiente para promover alteragdes désseas,
tanto na maxila quanto na tibia de ratas OVXs. No entanto, nas ratas com
dieta com baixo teor de calcio, foi constatada diminuicdo de 30 a 40% da
massa 0ssea da maxila e 17% da massa Ossea da tibia, alertando
novamente para a importancia do tipo de dieta na inducao da perda éssea
nos maxilares. Estendendo-se o periodo para onze semanas apos a OVX,
foi observada em animais com dieta normal, uma perda de massa 6ssea
de 14% nas tibias, mas ndo nas maxilas. Novamente, quando da dieta
pobre em calcio, uma perda da massa éssea de 30% foi observada em
ambos 0s 0sso0s. Assim, o periodo de avaliacdo ap6s a OVX também
deve ser levado em consideracao para obtencao das alteracdes. Yang et
al.”®® em 2003, constataram alteracdes na microarquitetura éssea da
mandibula apés quatro meses da OVX. Segundo Glikmann & Quintarelli*?
(1960) as evidéncias de alteracdes no periodonto ocorreram apds trés
meses da OVX. Da mesma forma, avaliando as alteragdes na regido de
septo 6sseo de primeiro molar inferior, de ratas OVXs, Duarte et al.?®
(2004) encontraram alteracées O6sseas apds oitenta e um dias da OVX.
Porém, alteracdes significativas no periodonto de sustentacao, na maxila,
apos 40 dias da OVX foram encontradas por Marques®, em 1998. Na
tibia e fémur, alteragbes na estrutura éssea foram demonstradas no
periodo de apenas cinco dias apés a OVX (LANE et al.®®, 1998).

Um outro fator que possivelmente possa justificar os
achados do presente trabalho, fundamenta-se nas caracteristicas

fisiologicas adaptativas dos maxilares dos ratos. Tanaka et al.'*,

em
2003, discutiram o crescimento dos ossos dos ratos, abordando a alta
atividade de formacao 6ssea dos maxilares com a progressao do tempo,
comparada a dos o0ssos longos. Segundo os autores, em 0ssos longos, o
volume ésseo tende a diminuir apos o periodo de crescimento do rato, o
que nao foi evidenciado nos maxilares. Ao contrario, ao longo de seis

meses, 0s autores observaram maior atividade de formagdo éssea nos
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maxilares de ratas normais. Este fato seria resultante da carga mecanica,
decorrente dos esforcos mastigatérios. Uma vez tendo sido relatada a
influéncia de esforcos oclusais na dindmica 6ssea em ratas OVXs
(ELOVIC et al.?8, 1994; TANAKA et al.'® 1999; TANAKA et al.'*', 2003),
os resultados negativos obtidos em nosso estudo poderiam também ser
justificados pela presenca das forcas mastigatérias, que provavelmente
modularam a perda éssea freqientemente observada apés a OVX em
outras partes do esqueleto. Provavelmente, este € um dos motivos que
levou varios pesquisadores a ndao encontrar diferencas tao significativas
nos 0ssos maxilares, comparando-os a outros 0ssos do esqueleto.
(MORIYA et al.®®, 1998; HARA et al.>®, 2001; KURODA et al.®*, 2003;
TEOFILO et al.', 2003; YANG et al.'™® 2003). Forcas mecanicas
aplicadas sobre 0 0sso, influenciam o volume e estrutura éssea (KURODA
et al.®*, 2003). Assim, forcas oclusais podem atenuar a influéncia da
deficiéncia do estrégeno no tecido 6sseo dos maxilares (ELOVIC et al.?,
1994). Kuroda et al® (2003) detectaram diferencas regionais na
densidade 6ssea de ratas OVXs. Na regidao condilar, as ratas OVXs
exibiram diminuicdo de 14% da densidade 6ssea comparadas as sham
operadas; no entanto, na regido dos molares essa diferenga foi menor, e
na cortical ndo foi verificada diferenca entre os grupos. Embora o
mecanismo exato que explique essa menor susceptibilidade de perda
Ossea decorrente da deficiéncia do estrogeno na regidao dos molares néao
esteja bem esclarecido, parece clara a participacao das forcas oclusais na
prevencdo da perda 6ssea nesta condicdo patolégica. Elovic et al.?®
(1994) realizando a extracao do dente antagonista, e excluindo assim as
forcas oclusais mastigatérias, evidenciaram maior diminuigdo da rigidez
mandibular em ratas OVX. Cao'?, em 2004, analisando o tecido 6sseo em
regidao edéndula da mandibula de coellhas OVXs, ou seja, livre de
esfor¢cos oclusais, também constatou alteracées histomorfométricas
caracteristicas de perda 6ssea. No entanto, Duarte et al.**, em 2004,
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observaram alteracbées no tecido ésseo alveolar de ratas OVXs; mesmo
em presenca de esforcos mastigatérios e dieta padrao.

Os efeitos da deplecdo do estrogeno no periodonto
também tém sido estudados (GLICKMAN & QUINTARELLI*?, 1960;
JOHNSON et al.®*, 1997; MARQUES®, 1998; HIDAKA et al.’?, 2000;
ANBINDER? 2004; DUARTE et al.?3, 2004). Entretanto, poucos estudos
avaliaram a relacdo direta entre a doenga periodontal e suas sequelas
apos a OVX, bem como a influéncia da terapia de reposicdo hormonal nos
tecidos periodontais. (ZEEMAN et al.’™’, 2001; ANBINDER et al.?, 2004;
DUARTE et al.%, 2004).

Aumento do espaco ocupado pelo ligamento periodontal
foi verificado em ratas OVX, comparado com ratas sham operadas ou que
receberam TRH/E (HIDAKA et al.>?, 2000), porém, ndo foram observadas
diferencas na densidade 6ssea mineral da regiao do céndilo mandibular
entre os grupos. A distancia entre o cemento e 0 0sso alveolar, ou seja, a
largura do ligamento periodontal em ratas sham foi de aproximadamente
96,8um enquanto ratas OVX foi de 157um (HIDAKA et al.”?, 2000). Em
ovelhas, maior profundidade do sulco gengival, bem como maior
quantidade de sitios exibindo sulcos profundos (4 a 6mm) foi verificada
em animais OVXs, comparada aos animais controles (JOHNSON et al.®,
1997). Os resultados obtidos no presente estudo vao ao encontro dos
resultados obtidos por Anbinder? (2004) que ndo observou relagéo entre a
OVX e as alteracoes no tecido 6sseo ou periodontal apds inducdo da
periodontite, contrariando o trabalho de Duarte et al.?® (2004) que
relataram significante perda éssea na regidao de furca do primeiro molar
inferior apds a indugéo da periodontite em ratas OVX, comparadas a ratas
sham operadas. Os efeitos da TRH/E na evolugédo da peridontite em ratas
OVXs foram recentemente descritos por Duarte et al.?® (2004). A
administracdo do estrégeno imediatamente apds a OVX foi eficiente na
protecdo contra a perda 6ssea alveolar resultante da OVX; no entanto,

uma vez induzida a periodontite, a TRH/E n&o foi suficiente para proteger
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contra a perda éOssea alveolar. Os autores concluiram que embora o
tratamento com estrégeno tenha se mostrado eficaz na redug&o do ritmo
de remodelacao 6ssea apdés a OVX, uma vez existindo algum fator local
predisponente para a doenca periodontal, a administracao do estrégeno é
ineficaz para protecao da perda éssea alveolar.

Em extenso trabalho de revisdo da literatura, Turner et
al.'®, em 1994, discutiram os efeitos do estrégeno nos tecidos ésseos. Os
autores chamaram a atencao para as diferentes respostas ao estrégeno
nos diversos sitios do esqueleto, justificando tal diferenca a atividade
metabdlica de cada o0sso, suprimento sanglineo, populacdo de célula
osteoprogenitora, demanda de remodelacdo éssea ou magnitude de
forcas mecénicas atribuidas aos diferentes sitios. Diferentes respostas da
tibia e osso alveolar de ratos, frente a administragdo de drogas inibidoras
da reabsorcdo dssea, foram observadas por Gotcher & Jee® (1981).
Embora a droga tenha prevenido a perda 6ssea nestes dois sitios, os
efeitos na tibia foram bem mais evidentes que nos ossos alveolares. Os
autores atribuem este fato aos diferentes estimulos para reabsorcdo em
cada sitio.

Os efeitos do estrogeno na prevencgao da perda 6ssea pos
OVX sdo evidentes na literatura (CANALIS', 1983; GRAY*®, 1989;
TURNER et al.'*, 1994; HUGHES et al.>®, 1996; SIMS et al.'®, 1996;
FROLIK et al.**, 1996; ARJMANDI et al.’, 1996; JIANG et al.?®, 1997;
MOST et al.”’, 1997; COMPSTON®, 2001; SRIVASTAVA et al."®, 2001;
JARVINEN et al.”, 2003; DUARTE et al.?’, 2004; ERBEN et al.?°, 2004;
GOSS et al.**, 2004; QI et al."'?, 2004; TIVESTEIN'*, 2004; SPALDING
et al.’™* 2005). Tivestein et al."*®, em 2004, observaram que os efeitos de
hormonios sexuais no tecido 6sseo estdao na dependéncia do parametro
0sseo investigado, ou seja, podem ser aditivos (como ocorreu no 0SSO
trabecular), ou sem efeito (no osso cortical) ou ainda exibir um efeito

antagonista (no crescimento 6sseo longitudinal).
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Os mecanismos envolvidos na prevencao da perda éssea
atribuida ao estrégeno sdo complexos e controversos. Na década de
oitenta os trabalhos relatavam que o estrogeno embora estando
relacionado a diminuicdo da reabsorcao 6ssea, ndao exercia efeito direto
na formacéo 6ssea nem na reabsorcdo (CANALIS'!, 1983). O estrégeno é
um horménio que regula a expressado do gene da interleucina 6 (IL-6), de
forma a reprimi-lo. A IL-6 é uma citocina que desempenha papel
fundamental na remodelacdo Ossea. Produzida por osteoblastos e
mondécitos, promove a diferenciacéo e ativacdo de osteoclastos (STEEVE

et al.’*®

, 2004). A expressao do gene IL-6 é regulada por varios
hormonios, citocinas e seus fatores de transcricdo. A IL-1 e TNFa ativam
sua expressao, ao passo que o estrogeno e glicocorticoide a reprimem.
Desta forma, o aumento da IL-1 e TNFa observado na periodontite
(OATES et al.'®, 2002) e a diminuicdo do estrégeno decorrente da OVX,
promovem um aumento da expressdo da IL-6, da reabsorcdo e da
formacdo Ossea. Reinhardt et al.''®, em 1994, demonstraram que
condicbes clinicas que levam a diminuicdo dos niveis de estrogeno,
possibilitam um aumento na producao local de citocinas como a IL-183 e
IL-6.

Um dos mecanismos de acao do estrogeno na prevengao
da perda 6ssea é através da inibicdo da osteoclastogénese (KAWAMOTO
et al.’”®, 2002). O estrégeno interfere na diferenciacdo dos clastos
(SRIVASTAVA et al.”®® 2001) e, além disso, induz a apoptose de
osteoclastos, e dessa forma pode exercer efeito preventivo na perda
6ssea apds a menopausa (HUGHES et al.*°, 1996).

Wimalawansa et al.”®®, em 1996, verificaram perda de
densidade 6ssea mineral (dual x-ray absorptiometry - DXA) na vértebra,
apos seis semanas da OVX. O estrogeno reverteu essa perda para
valores semelhantes aos do sham. Os efeitos da reposicao estrogénica
também foram avaliados por Arjmandi et al.® (1996). Os autores
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observaram diminuicdo da densidade 6ssea no fémur e vértebra. Tanto o
E2 quanto a soja preveniram essa perda (ARJMANDI et al.?, 1996).

A administracdo precoce de agentes que possam suprimir
o aumento do ritmo de remodelacao éssea, decorrente da deficiéncia do
estrogeno, é bastante importante, uma vez que a deterioracdo da
microarquitetura do osso trabecular em tibias de ratas ja foi detectada
num periodo de apenas cinco dias da OVX (LANE et al.?®, 1998).

A idéia de avaliar os diferentes periodos de inicio da
TRH/E foi baseada na hip6tese de que o estrégeno talvez pudesse nao
apenas prevenir a perda 6ssea, mas talvez recuperar ao menos em parte,
0 0ss0 perdido.

Os efeitos anabdlicos do estrogeno no tecido ésseo foram
observados por Chow et al."” (1992). Os autores verificaram aumento do
volume ésseo em tibia de ratas OVXs tratadas com o estrégeno. Embora
tenha sido demonstrado que o estrégeno proporcionou aumento de
volume 6sseo em ratas OVX (CHOW et al.'”, 1992), alguns autores
relataram que o estrégeno ndo apresentou capacidade de reverter a
perda 6ssea decorrente da OVX (HUNZIKER et al.>®, 2000). A TRH/E
iniciada um ano ap6s OVX proporcionou diminuicdo da formacao éssea,
demonstrando a capacidade do estrogeno, mesmo administrado apés um
ano da OVX, de alterar o metabolismo 6sseo. Os autores ndo observaram
ganho de tecido 6sseo, mas sim, em fungdo da inibicao da formacgao
O0ssea, as ratas que receberam o hormbnio apresentaram menor
quantidade de osso que as ratas OVX. Embora os autores infiram que na
doencga periodontal, devido ao maior ritmo de remodelagdo Ossea, o
estrogeno possa ser benéfico por inibir remodelacdo 6ssea, nao foram
feitas consideracbes quanto a sua capacidade de inibir a reabsorgao,
efeito este, que deveria ser mais relevante no que se refere a prevencao
de perda 6ssea (HUNZIKER et al.*®, 2000).

Em experimento paralelo, realizou-se a analise da

porcentagem éssea na epifise da tibia das ratas incluidas no presente
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estudo (SPALDING et al."”®*, 2005). Foi constatado que o periodo de 65
dias apdés a OVX foi suficiente para promover perda éssea na tibia.
Encontrou-se diferenca significante entre os subgrupos experimentais e
controles. Os subgrupos experimentais que iniciaram a TRH/E
imediatamente (E0), e uma semana apés a OVX (E1), apresentaram
maior porcentagem d&éssea comparados aos respectivos subgrupos
controles. Nos subgrupos experimentais também observou-se que houve
uma diminuicdo na porcentagem de osso de acordo com o periodo de
inicio do tratamento. Dessa forma, o subgrupo que recebeu estrégeno no
momento da OVX apresentou porcentagem de trabéculas Osseas
significativamente maior aos 65 dias do que o subgrupo que recebeu o
estrogeno a partir da quarta semana ap6s a OVX, demonstrando que o
periodo de inicio da TRH/E foi importante na preservagao de tecido ésseo
trabecular apés a OVX.

As dosagens de estrébgeno utilizadas em modelos
experimentais foram bastante discrepantes na literatura, variando de
1,5ug/dia a 250pg (CHOW et al.’’, 1992; FROLIK et al.®*, 1996; SIMS et
al.'®®, 1996; JAHANGIRI et al.®®, 1997; HUNZIKER et al.’®, 2000;
KAWAMOTO et al.”’, 2002; KOYAMA et al.”®, 2002; DUARTE et al.?,
2004; ERBEN et al.?®, 2004; FLORIAN et al.*?, 2004; TIVESTEN et al.'®,
2004; SOMJEM et al.'®, 2004). Neste trabalho o 178 estradiol foi utilizado
na dose de 5ug/100g de peso em dias alternados, injetado por via
subcutanea, baseado no trabalho de Koyama et al.”® (2002).

Erben et al.?® (2004) discutiram em seu trabalho as vias de
administracdo do estrégeno, relatando que os pellets de estradiol de
liberagdo lenta, colocados subcutaneamente mostraram uma dosagem
sérica hormonal ndo linear, e dessa forma os autores optaram pela
utilizacdo de aplicacées subcutaneas do hormoénio diluido em veiculo
oleoso. De acordo com os autores, a menor dose de estrégeno, de
aplicacao subcutanea, capaz de manter o peso uterino em ratas OVX foi

de 1,5um/kg. No entanto, embora efetivo para manter o peso uterino e



115

restaurar os niveis séricos hormonais, o tratamento com estrégeno nesta
dosagem, por quatro meses, nao foi eficaz em promover protecdo da
perda 6ssea tanto do 0sso cortical quanto trabecular.

Os efeitos da deficiéncia do estrégeno, bem como de sua
reposicao sobre a massa corpérea também foram relatados em varios
estudos. Apds a menopausa, com a diminui¢do das fungdes ovarianas, a
mulher apresenta maior tendéncia a ganhar massa corporea, o que pode
acarretar o aumento no indice de hipertensdo, diabetes e doencas
coronarias observadas nesta populagdo (DUBNOV et al.?*, 2003). Varios
estudos com modelos animais comprovam que a auséncia dos hormdnios
ovarianos esté relacionada ao ganho de massa corpérea (ELOVIC et al.?,
1994; ARJMANDI et al.®, 1996; WIMALAWANSA et al.'*®, 1996; YONEDA
et al."®, 1998; CHEN & HEIMAN', 2001; WALLEN et al."°, 2002;
ARSHAD et al.*, 2004; COLOMBO', 2004; TIVESTEN et al.’*, 2004). O
ganho de massa corpoérea, resultante da OVX, pode ser prevenido com a
TRH/E (FROLIK et al.®*, 1996; TIVESTEN et al.'**, 2004).

O presente estudo demonstrou que no periodo de trinta
dias ap6s a OVX ndo houve diferenca estatisticamente significante na
porcentagem de ganho da massa corpérea entre 0S Qrupos
ovariectomizados que néao fizeram TRH/E e sham, o que contradiz o
trabalho de Chen & Heiman'® (2001) que observaram ganho de massa
corpérea num periodo de 24 dias apdés a OVX. No entanto, ap6s o
periodo de 65 dias, observou-se maior porcentagem de ganho de massa
corpérea nas ratas ovariectomizadas do grupo controle comparada ao
grupo sham, confirmando as evidéncias na literatura (FROLIK et al.®,
1996; COLOMBO'", 2004; FLORIAN et al.??, 2004; GOSS et al.*, 2004;
Ql et al."*?, 2004).

O aumento de massa corporea, observado apdés a OVX
possivelmente estad relacionado a hiperfagia decorrente da falta dos
horménios ovarianos (YONEDA et al.’®, 1998). Quando h& um controle

na dieta de animais ovariectomizados, o ganho de peso é semelhante ao
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ganho de peso do animal sham operado (JAHANGIRI et al.>®, 1997;
KURODA et al.®*, 2003; ERBEN et al.?®, 2004). Essa maior porcentagem
de massa corpOrea parece ocorrer para promover uma protecdo parcial
contra a osteopenia em 0ssos longos.

O ganho de massa corpérea apds a ovariectomia esta
primariamente associado ao aumento no numero de adipécitos. Tem sido
postulado que isso pode ser uma forma compensatéria da diminuicdo dos
niveis séricos de estrogeno (JAHANGIRI et al.®®, 1997), j& que uma das
formas de estrébgeno (estrone) € produzida via conversdo da
androstenedione nos tecidos adiposos (RUGGIERO & LIKIS', 2002). Os
hormonios sexuais modulam o ganho de peso e o0 consumo de alimentos
(YONEDA et al.”® 1998; ECKEL & GEARY?, 2001; WALLEN et al.,
2002).

O mecanismo exato da acdao do estrogeno na massa
corporea, bem como na distribuicdo do tecido adiposo no organismo, nao
est4d completamente elucidado (SHIMIZU et al.’?’, 1997). O estrégeno
parece modular a excitabilidade dos neur6nios no nucleo ventromedial do
hipotdlamo, exercendo efeito hipofagico (SHIMIZU et al.'?’, 1997;
WALLEN et al.’™, 2002). Butera et al.'® (1996) demonstraram que o
estrogeno age também no nlcleo paraventricular do hipotalamo,
aumentando os efeitos de um polipeptidio do intestino relacionado a
saciedade, sugerindo assim um mecanismo neural através do qual o
estrogeno influencia o comportamento alimentar. Qutro possivel
mecanismo de acao do estrogeno € a regulacdo da obesidade por acéo
direta sobre o tecido adiposo. O estrdgeno parece regular a expressao do
gene ob nos adipdcitos (YONEDA et al.’®, 1998), dessa forma podendo
causar uma diminuigdo nos niveis de leptina circulante. Esse horménio,
sintetizado principalmente a partir do tecido adiposo tem por funcao
regular a ingestao de alimentos, estando relacionado a reducao da massa

gordurosa, bem como a normalizagdo dos niveis de glucagon e insulina
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(SHIMIZU et al."®”, 1997; YONEDA et al.'™®, 1998; CHEN & HEIMAN",
2001).

Apbés a menopausa foi observado que ocorre uma
diminuigdo no nivel de leptina (SHIMIZU et al.'®, 1997). Geary &
Asarian® (2001) demonstraram a acdo do estrégeno sobre o glucagon.
Este horménio, produzido no pancreas esté relacionado a saciedade, e o
estrogeno foi capaz de potencializar a agdo do glucagon, promovendo
maior diminuicdo da fome em ratas OVX. Dessa forma os autores
consideram também esse mecanismo de acao do estrégeno no controle
da fome.

No presente estudo, a administracdo do estrogeno
influenciou de maneira significativa o peso das ratas, concordando com a
literatura consultada. Foi observado que as ratas que iniciaram a TRH
imediatamente a ovariectomia apresentaram menor ganho de peso que
as ratas do grupo ovariectomizado controle e as ratas que iniciaram a
TRH/E 4 semanas apos a OVX. A porcentagem de ganho de massa
corpoérea nas ratas sham operadas equiparou com a das ratas incluidas
nos grupos experimentais, independente do periodo de inicio da TRH.

A atrofia uterina e o peso do utero tém sido utilizados
como parametro para confirmar o sucesso da OVX (MOST et al.%’, 1997;
HIDAKA et al.’?, 2000; HUNZIKER et al.>®, 2000; NAMKUNG-MATTHAI et
al.*®, 2001; KAWAMOTO et al.”’, 2002; KOYAMA'®, 2002; ARSHAD et
al., 2004; DUARTE et al.?®, 2004; TIVESTEN et al.'*, 2004; BURT-
PICHAT et al.?, 2005). Hughes et al.>®>, em 1996, demonstraram que ratas
que sofreram OVX tiveram o peso uterino aproximadamente cinco vezes
menor que no grupo sham, e dez vezes menor que no grupo em que foi
feita reposicdo hormonal com o 178 estradiol, duas vezes por semana.
Erben et al.®® (2004) demonstraram que baixas doses de estrégeno
(1,5ug/kg/dia) aplicadas subcutaneamente durante quatro meses, foram
suficientes para tornar o peso uterino das ratas OVX semelhantes ao das
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ratas sham. A TRH/E aumenta o peso uterino quando comparado ao
sham (ARSHAD et al.%, 2004).

No presente trabalho, além da constatacdo da atrofia
uterina, o sucesso da OVX foi confirmado pelo nivel de estradiol sérico.

Observou-se que na auséncia dos ovarios (subgrupos
controles) o nivel de estradiol foi significantemente menor comparado aos
animais que apresentavam os ovarios (grupo sham). Este dado foi util
para comprovar a eficacia da OVX, uma vez que foi observada diminuicdo
significativa do nivel de estradiol plasmatico na ratas OVXs. Da mesma
forma, esta anéalise também foi importante para demonstrar que o periodo
de inicio da TRH/E teve influéncia na manutencdo do nivel sérico de
estradiol, ou seja, os subgrupos experimentais (OVX — TRH/E) que
iniciaram a reposicao hormonal até as duas primeiras semanas apos a
OVX, apresentaram um nivel sérico de estradiol estatisticamente maior do
que o dos subgrupos controles (OVX — placebo). Os subgrupos
experimentais que iniciaram a TRH/E na terceira e quarta semana
apresentaram nivel de estradiol proximos ao dos subgrupos controles. No
entanto, ndo foi observada diferenca significante entre o grupo sham e os
subgrupos experimentais, independente do periodo de inicio da TRH/E.
Estes achados talvez possam ser explicados pela variagdo normal de
estradiol que ocorre normalmente em ratas, de acordo com a fase do ciclo
estral (Koyama’®, 2002).



7 CONCLUSOES

Diante do proposto e de acordo com o modelo experimental utilizado neste
estudo, concluiu-se que:

a) a deplecdo do estrégeno, decorrente da OVX, ndo foi fator
agravante na evolucdo da periodontite induzida por ligadura
nos segundos molares da maxila de ratas;

b) a TRH/E independente do periodo de inicio ndo teve relagao

com a evolug¢do da periodontite induzida.
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Apéndice A- Quadro referente aos aspectos histolégicos analisados em cada grupo.

ANALISE DESCRITIVA DOS ASPECTOS MICROSCOPICOS

Animal

Tecidos mineralizados — tecido 6sseo e cemento

Septo 6sseo

Cemento

Regularidade
do contorno

Linhas
reversas

Espacos
medulares

Ostebcitos e
osteoblastos

Osteoclastos

Regularidade

Espessura

Presenca de
reabsorcéo

Rata 1

Rata 2

Rata 3

Rata 4

Rata 5

Rata 6

Rata 7

Rata 8

Tecidos moles — lig

amento periodontal e polpa dentéria

Animal

Aspecto das
fibras do
ligamento

Celularidade
do ligamento

Infiltrado
inflamatério

Presenca de
epitélio

Biofilme
bacteriano

Vasos
sanglineos

Areas
hemorragicas

Polpa dentaria

Rata 1

Rata 2

Rata 3

Rata 4

Rata 5

Rata 6

Rata 7

Rata 8




SPALDING, M. Effect of different periods of estrogen replacement
therapy onset on the progression of experimental periodontitis in
ovariectomized rats. 2005.145f. Tese (Doutorado em Biopatologia Bucal,
Area Biopatologia Bucal) — Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista, Sdo José dos Campos, 2005.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effect of different periods of estrogen
replacement therapy onset on the progression of experimental periodontitis in
ovariectomized rats. Sixty five female Wistar rats were ovariectomized and
divided into two groups, experimental and control that received 178 estradiol or
vehicle, respectively. Each group was subdivided into five subgroups that started
the treatment immediately, one, two, three and four weeks after the ovariectomy.
Another eight rats underwent sham surgery. A month after ovariectomy or sham
surgeries, a cotton ligature was placed around the maxillary second molars. Thirty
five days after ligature placement, the animals were killed. It was analyzed the
macroscopic, radiographic, microscopic and histometric aspects of the periodontal
area. The results indicated that estrogen-deficient state may not have a direct
effect on the alveolar bone adjacent to the maxillary second molar roots. Under
the conditions of this experiment, estrogen replacement therapy did not delay the
progression of induced periodontitis.

KEYWORDS: Estradiol; periodontal diseases; ovariectomy; osteoporosis,
rats.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

