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RESUMO

Objetivo: A relagao da osteoporose com pds-menopausa
¢ controversa, mas pode ser um fator de risco para doenga
periodontal. Assim o objetivo deste projeto foi avaliar a
influéncia da deficiéncia de estrégeno nos tecidos periodontais
de ratas ovariectomizadas com peridontite induzida. Material
e método: Quarenta ratas com 8 semanas de vida foram
divididas aleatoriamente em 4 grupos: 1) Grupo controle; 2)
Grupo ligadura; 3) Grupo ovariectomia; 4) Grupo ovariectomia
e ligadura; sendo que todos os animais receberam dieta
padrao e agua a vontade. Aos 70 dias de vida os animais
foram anestesiados e foi realizada a indugao da doenga
periodontal, sendo apds este procedimento aos 79 dias de vida,
as ratas também foram submetidas a anestesia e a cirurgia de
ovariectomia. Aos 100 dias de vida, as ratas foram sacrificadas
sendo retiradas as hemimandibulas esquerda e direita de cada

rata para analises histomorfométrica e radiografica, bem como
amostras do tecido gengival para avaliar os tecidos periodontais.
Resultados: Os resultados demonstraram que na analise
radiografica e histomorfométrica do osso alveolar dos primeiros
molares inferiores nos grupos onde foi feita a indugao da doenga
periodontal por ligadura, houve maior perda déssea alveolar
significativamente (p<0.05). Em rela¢do as concentra¢des de
citocinas, os grupos que foram ovariectomizadas apresentaram
concentragdes maiores estatisticamente significante em relagao
aos demais (p<0.05). Conclusao: Assim pode-se concluir que a
deficiéncia de estrégeno poderia contribuir para uma evolugao
mais rapida da perda 6ssea alveolar em ratas ovarietomizadas.

Palavras-chaves: Periodontite; menopausa; osteoporose;
ovariectomia

INTRODU(;AO

A menopausa, referida como a tltima menstruagao, é um
periodo de inatividade reprodutiva, que confere as mulheres
queda na produgao hormonal, principalmente do estradiol,
impedindo a proliferacdo do endotélio. Tal ciclo do sistema
reprodutor feminino, também conhecido por climatério
traz consequéncias bioldgicas, psicoldgicas e sociais’. Uma
das consequéncias da menopausa ¢ a reducao da producao

Rev Odontol Bras Central 2019; 28(84): 4-9

estrogénica, uma vez que o estrogeno ¢ responsavel por um
conjunto de fungdes, fora o eixo reprodutivo, como a modulacao
do metabolismo 6sseo e mineral, cardiaco e fung¢ao vascular,
cogni¢do e da memoria, entre outros?.

Posteriormente a menopausa, as consequéncias biolégicas
aparecem na forma de algumas doencas devido as alteragdes
hormonais, que entre essas, sao responsaveis pela diminuigao da
massa Ossea, caracterizando as mulheres uma susceptibilidade
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a desenvolver osteoporose®. Essa doenga dssea - metabdlica,
considerada uma disfuncao sistémica, altera a microarquitetura
dos ossos, inclusive os da face®.

A osteoporose, apos a menopausa, esta diretamente relacionada
ao hipoestrogenismo, acarretando aceleragao da atividade de
reabsor¢ao e aumentando o turn-over desse tecido, levando a uma
perda dssea excessiva, atingindo ossos da maxila, mandibula e
0ssos longos. A osteoporose tem sido evidenciada e sua correlacao
com a periodontia pode ser devido a diminui¢ao na densidade da
massa Ossea esquelética, massa dssea alveolar interproximal e a
perda de insercao clinica em pacientes com doenga periodontal’.

Outra doenga que afeta grande proporcao da populagao
¢ a periodontite, com sua natureza polimicrobiana orquestra
um mecanismo complexo de inflamacao que é caracterizado
por destruicao das fibras coldgenas, outros constituintes
da matriz do ligamento periodontal e do osso alveolar, em
conjunto com a formagao de bolsas periodontais®”. E causada
predominantemente por bactérias que liberam endotoxinas que
ativam citocinas pro-inflamatoérias (interleucina 1 - IL1; fator de
necrose tumoral alfa - TNF-a; entre outras) que afetam os tecidos
de suporte dos dentes®'.

Lopes et al.? (2008) e Passos et al.™® (2010) concluiram, que o
conhecimento atual sobre a osteoporose pds-menopausa ser um
fator de risco para a doenga periodontal, ainda é insuficiente
e requer mais estudos sobre o tema e também sobre os reais
mecanismos biolégicos que relacionam essas evidéncias.

Ha controvérsias em estudos na relagdo da osteoporose na
pds-menopausa como sendo um fator de risco para doenga
periodontal'*!®. Bem como, tem se estudado nas ultimas décadas
os efeitos dos fitoestrédgenos, apesar de nao ter sido descrito
claramente qual seu mecanismo de agao'. Logo, o objetivo deste
estudo foi avaliar a influéncia da deficiéncia de estrégeno nos
tecidos periodontais de ratas ovariectomizadas com peridontite
induzida.

MATERIAL E METODO

Animais

Foram utilizadas 40 ratas Wistar (peso corporal entre 180-
350 g) provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude (CCBS) da Universidade Estadual do
QOeste do Parana (UNIOESTE). Os animais foram mantidos em
biotério setorial do laboratério de Fisiologia e Biofisica do CCBS,
em caixas individuais em ambiente com ciclo claro-escuro (luzes
acesas as 07:00 horas e apagadas as 19:00 horas) e temperatura
controlados. As ratas foram separadas em caixas individuais
em grupos de 3-5 por caixa (41 cm de comprimento X 34 cm de
largura X 17 cm altura), sendo que todas receberam dieta padrao
e agua a vontade por todo o periodo experimental.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNIOESTE (parecer 18/16 de 13/05/2016),
estando de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao
Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos, cada grupo
contendo 10 ratas, totalizando 40 ratas para o experimento.
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1. Grupo Controle (CON);

2. Grupo Ligadura (LIG): onde foi induzida a doenga
periodontal por ligadura;

3. Grupo Ovariectomia (OVX): ratas submetidas a
ovariectomia;

4. Grupo Opvariectomia e Ligadura (OVX+LIG): ratas
submetidas a ovariectomia e onde foi induzida doenca
periodontal por ligadura.

Inducdo da Doenga Periodontal

Aos 70 dias de vida os animais foram anestesiados (xilazina
0,04mL/100g e quetamina 0,08mL/100g), e posicionados em
mesa operatdria apropriada, a qual permitiu a manutengao da
abertura bucal dos ratos facilitando o acesso aos dentes da regido
posterior da mandibula. Com o auxilio de uma pin¢a modificada
e de uma sonda exploradora, foi colocado um fio de algodao
numero 40 ao redor do primeiro molar inferior direito. Esta
ligadura atuou como irritante gengival por 30 dias, favorecendo
o acamulo de placa bacteriana e consequente desenvolvimento
da doenga periodontal?.

Ovariectomia

Aos 79 dias de vida, os animais foram anestesiados (xilazina
0,04mL/100g e quetamina 0,08mL/100g) e posteriormente foi
realizada uma incisdo na pele entre a tltima costela e a coxa.
Foi realizada uma ligadura logo abaixo da tuba uterina e o
ovario foi isolado e retirado. As camadas muscular e cutanea
foram suturadas separadamente. O ovario do lado oposto foi
removido através do mesmo processo. Apos a cirurgia, as ratas
foram tratadas com pentabiotico (Fort Dodge, 0,1mL / rato, im)
e analgésico (meglumina Fluxinin, Banamine; Schering-Plough,
2,5 mg /kg, sc) e colocadas em gaiolas individuais.

Descalcificagdo, processamento histoldogico e inclusido em
blocos de parafina

Apoés a eutandsia dos animais, as hemimandibulas do
lado direito obtidas foram fixadas em solugdao de formol
a 10% por 24 horas. Apds este periodo, foram lavadas em
agua corrente por 1 hora e imersas em solugao de acido
férmico preparado da seguinte forma: para cada litro de
solucgdo, 820mL de agua destilada e 180ml de acido férmico
a 85% (Acido féormico 85% P.A., cod. 288, lote 0907252,
Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil). As pecas foram
mantidas na solucdo descalcificadora por aproximadamente
7 dias, ja que a temperatura ambiente interfere no tempo
de descalcificagao. As pegas foram avaliadas diariamente a
fim de se verificar o grau esperado de descalcificagdo. Apds
este intervalo de tempo, as pecas foram novamente lavadas
em agua corrente por 1 hora e foi feito o processamento
histolégico automatico por aproximadamente 12 horas
(Processador automatico de tecidos, Leica Microsystems®
TP1020, Nussloch, Alemanha), onde as pecas foram imersas
em formol (para fixagao), alcool (para desidratacdo) e xilol
(para diafinizagdo ou clareamento). A partir deste, foi feita a
inclusdo das pegas e obtengao de blocos de parafina (Parafina
Purificada, céd. 1228, lote 1008459, Vetec Quimica Fina, Rio
de Janeiro, Brasil). Os mesmos foram cortados em micrétomo
semi-automatico (Hestion®, ERM3000, DaintreeScientific,
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St. Helens, Austrélia) e obtidos cortes de 7um que foram
montados em laminas histoldgicas e corados pela técnica
histoquimica de Hematoxilina e Eosina.

Histomorfometria do osso

A medida da crista dssea alveolar foi realizada através de
um microscoépio (Leica Microsystems, Suica) acoplado a um
computador, o que permitiu capturar as imagens, através
do software LazEz®. Foi realizada uma medida da menor
distancia entre o 4pice da crista 6ssea alveolar vestibular e a
juncao cemento-esmalte, utilizando um programa analisador
de imagens Image Tools 3.0 (University of Texas Health Science
Center, San Antonio, TX, USA ). As medidas foram repetidas
uma vez por dia, em trés dias diferentes, e entao foi feito a média
entre os valores.

Anadlise Radiogrifica

Logo ap6s o sacrificio, a hemimandibula do lado esquerdo de
cada animal foi retirada, fixada em formol tamponado (pH 7,2)
durante 48 horas. As hemimandibulas foram colocadas com olado
lingual sobre o filme radiografico periapical (AGFA DENTUS®,
Ultraspeed) e posicionados para que as cspides vestibulares e
linguais dos primeiros molares fiquem no mesmo plano vertical.
Foi utilizado aparelho de raio X GE — 1000, regulado para 15mA,
65Vp, 18 impulsos, distancia foco/filme de 50 centimetros com
incidéncia de raio X perpendicular as pegas. Para processamento
dos filmes, foram utilizados revelador e fixador Kodac® no
respectivo processamento de tempo/temperatura e digitalizadas
através de um “scanner” para dispositivos (Polaroid Sprint Scan
35 Plus, Polaroid). As imagens digitalizadas foram analisadas
em 3 medidas no programa Image Tools 3.0 (University of Texas
Health Science Center, San Antonio, TX, USA) e posteriormente
realizada uma média entre elas, através de uma medida linear,
que percorreu a distancia da jun¢do cemento-esmalte até a
crista dssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior
esquerdo da rata, com as medi¢Oes em pixels.

Andlise da Expressdo da Interleucina 6 (IL-6) e do Fator de
Necrose Tumoral o (TNF-a)

O tecido gengival em torno do primeiro molar inferior do lado
esquerdo da hemimandibula, submetido ou ndo para a colocagao
de ligacao, foi analisada pelo ensaio imunoabsorvente de enzima
(ELISA) para detectar a presencga das citocinas IL-6 e TNF-a. As
proteinas totais foram extraidas das amostras do tecido gengival,

Tabela 1 - Analise histomorfométrica do primeiro molar inferior direito das ratas e
analise radiografica do lado mesial do primeiro molar inferior esquerdo das ratas
da distancia jungao cemento-esmalte até a crista 6ssea alveolar de todos os grupos.
Os valores representam a média + desvio padrao e estdo expressos em pixels.

Analises
Grupos

Radiogréfica Histomorfométrica
CON 12,76 £ 2,04 A 263,95+ 3,52A
LIG 18,36 £ 1,01 B 352,77 £ 10,95 B
ovX 16,20 £ 0,42 C 295,24 + 2,50 C
OVX+LIG 20,26 +1,71D 391,83 +7,62D

Letras diferentes significam que os dados sdo estatisticamente diferentes dentro do
mesmo parametro com p<0.05 e os testes utilizados foram 0 ANOVA e o Teste de TUKEY.
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utilizando um tampao de extracdo contendo como base um
detergente de cocktail inibidor de protease. Subsequentemente,
as proteinas foram quantificadas usando o método de Bradford.

Analise Estatistica

Para a analise estatistica, todos os valores numéricos foram
expressos como média + desvio padrdao. Em um primeiro
momento foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a
distribuicdo de normalidade dos dados. Apds a verificagdo
da normalidade dos dados, foram realizados o teste ANOVA
e subsequentemente o teste Tukey com p<0,05 para avaliar a
diferenca entre os grupos.

RESULTADOS

A andlise radiografica e histomorfométrica do osso alveolar
dos primeiros molares inferiores (Tabela 1), demonstraram que
no nos grupos onde foi feita a indugao da doenca periodontal por
ligadura, houve maior perda dssea alveolar significativamente
(p<0.05), demonstrando a agao da periodontite induzida sobre o
tecido 6sseo. Como também, destaca-se o grupo OVX+LIG onde
a perda dssea alveolar foi mais significativa estatisticamente
(p<0.05) do que nos demais grupos. Pode-se observar também
que os grupos em que a periodontite ndo foi induzida, mas
foram submetidos a ovariectomia (OVX) nota-se uma perda
Ossea significante (p<0.05) se comparados ao grupo controle,
podendo sugerir uma inducao da osteoporose.

A dosagem de citocinas do tecido gengival (Tabela 2),
demonstraram que nos grupos onde foi realizada a cirurgia
de ovariectomia, houve aumento significativo na concentragao
das citocinas (p<0.05), em relacdo aos demais grupos. Destaca-
se também o grupo OVX+LIG onde as concentracdes de IL-6 e
TNF-a foram significativamente maiores quando comparadas
aos demais grupos (p<0.05), podendo sugerir a acdao da
deficiéncia de estroégeno relacionado ao aumento de citocinas
pro-inflamatdrias sobre os tecidos periodontais.

DISCUSSAO

A menopausa é um evento natural e inevitavel, periodo o qual
se define por 12 meses sem menstruagao®'®", apresentando uma
fase de transicao gradual, da reprodutiva para a ndo reprodutiva,
podendo ter seu inicio aos 35 anos e terminando aos 65 anos.
No entanto, por volta dos 40 anos, é que as agdes enddcrinas
sofrem alteracOes consideraveis, ocorrendo a exaustao dos
foliculos ovarianos e uma dissincronizagao dos sinais neuronais

Tabela 2 - Dosagem de citocinas do tecido gengival do primeiro molar inferior
esquerdo das ratas. Os valores representam a média + desvio padrdo e estdo
expressos em pg/mL.

Andlises
Grupos

TNF-o IL-6
CON 3,78 £ 1,44 A 22,72 £ 16,75A
LIG 597 + 1,058 65,63+ 10,71B
OVX 7,16 £ 1,08 C 81,71+ 18,17 C
OVX+LIG 12,24 £1,19D 119,16 + 23,07 D

Letras diferentes significam que os dados sdo estatisticamente diferentes dentro do
mesmo parametro com p<0.05 e os testes utilizados foram 0 ANOVA e o Teste de
TUKEY.
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no hipotdlamo e sistema nervoso central, a perda total da
atividade folicular ovariana, acometendo a estrutura e fungao
do ovario*!8¥,

A menopausa traz consequéncias biopsicossociais e faz
parte do processo de envelhecimento feminino. Nao sendo
considerada uma doenga, os sinais e sintomas associados
a esse periodo podem ter seu tratamento através de
terapéuticas especificas para aliviar tais sinais'. Esses sinais e
sintomas consistem principalmente pela queda do horménio
estrégeno e podem ser caracterizados por fogachos, suores
noturnos, disturbios do sono, oscilagdes de humor, déficits
cognitivos, ansiedade, fadiga entre outros. Em consequéncia
a menopausa, doencas tardias podem surgir, dentre elas,
doengas cardiovasculares e a osteoporose®.

A osteoporose é definida como uma doenga esquelética
sistémica, caracterizada por uma diminuicdo da massa
Ossea e deterioragdo da microarquitetura, com consequente
aumento da fragilidade dssea e maior suscetibilidade as
fraturas®*?'. Embora a deficiéncia do estrogeno, ter sua
acao antirreabsortiva do tecido ésseo bem conhecida, seu
mecanismo de acao nao é bem esclarecido, mas sabe-se que os
hormonios sexuais tém um importante papel no crescimento
6sseo e na manutengdo do pico de massa 6ssea**'*. Logo
justifica-se a realizacao deste estudo para observar a influéncia
da deficiéncia de estrégeno na contribuicdo de um aumento
na perda dssea alveolar em ratas com periodontite induzida

Em nosso estudo a indugdo da menopausa, através
da técnica de ovariectomia demonstrou ser efetiva na
diminuicao da acdo estrogénica, como pode-se observar,
nos resultados da Tabela 1. Os resultados demonstraram um
aumento significativo da perda 6ssea alveolar nos grupos em
que a ovariectomia foi realizada em comparacao ao grupo
controle, com destaque maior quando observado o grupo
que foi ovariectomizado recebeu a indugao da periodontite
experimental.

As alteragdes hormonais nas mulheres, a exemplo da
menopausa, podem ser mediadores de inflamacao dos tecidos
periodontais. A interagdo da progesterona com o estrégeno e
suas oscilagdes apresenta alteragdes clinicas no periodonto,
uma vez que suas células sdo tecidos alvo dos hormonios
esterdides™ sendo a redugdo dos estrogénios séricos poderia
promover maior perda dssea trabecular do que cortical, como
demonstrado em nosso estudo (Tabela 1).

Ha presenca de receptores estrogénicos em osteoblastos
e a principal acdo desse hormdnio ¢ na reabsor¢ao dssea.
Esses receptores do estréogeno podem realizar uma ligagao
aos receptores dos osteoblastos e inibir a liberagao de fatores
estimuladores dos osteoclastos ou ainda aumentar a atividade
dos fatores dos mesmos. Também, o estrégeno inibe citocinas
(interleucinas 1 e 6 e TNF-a), bem como fatores locais
produzidos pelo osteoblasto, que estimulam a chegada dos
osteoclastos nas unidades de remodelacdo dssea e promovem
maior atividade desta linhagem celular**-*. Esta afirmagao vai
de acordo com os resultados de nosso estudo (Tabela 2), onde
foi demonstrado que nos grupos onde foi realizada a cirurgia
de ovariectomia houveaumento significativo na concentragao
de IL-6 e TNF-a, com destaque ainda maior quando associada
a peridontite experimental, sugerindo que a deficiéncia de
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estrogeno poderia estar contribuindo para uma evolugao
acelerada da perda de tecido 6sseo alveolar nas ratas.

A acumulacao local de bactérias e de seus fatores
derivados podem estimular uma reagao inflamatoria local na
periodontite e a ativagao do sistema imune inato. As células
imunes secretam citocinas que promovem a maturagao de
osteoclastos, o que leva a um desequilibrio no metabolismo
6sse0®?. No entanto, estes processos levam tempo para
ocorrer. Portanto, as ratas do grupo OVX+ LIG apresentaram
aumento de IL-6 e TNF-a que poderia estimular aumento
da reabssorgdo Ossea osteoclastica na deficiéncia de
estrogénios®?. Este conceito esta de acordo com os resultados
apresentados anteriormente que sugeriam alteracdes celulares
dos linfécitosT e B, induzindo pela diminuig¢ao do estrogénio,
o aumento da produgao local de citocinas ativos dsseas e,
finalmente, resultando na progressao de periodontite??.

Pallos et al.’® (2006) pesquisaram se a menopausa era um
fator de risco para a periodontite. Das 46 mulheres avaliadas,
entre 44 e 68 anos de idade, houve uma avaliagdo de
parametros periodontais comparado aos niveis de estréogeno
e da densidade éssea mineral, logo o estudo demonstrou
dados que ndo correlacionavam a doenga periodontal com
a menopausa e osteoporose. Entretanto Bertulucci et al.”®
(2013) pesquisaram a mesma relagdao, demonstrado no
estudo com 99 mulheres na pés-menopausa, na qual avaliou-
se a condicao periodontal e comparou-a com a osteoporose
pela avaliagdo da densidade mineral éssea. Os resultados
demonstraram que o grupo de mulheres com osteoporose,
apresentou maior percentual de doenca periodontal e teve
como conclusdo que a osteoporose pode ter uma influéncia na
condicao periodontal, por haver relagao entre periodontite e
osteoporose em mulheres na pds-menopausa. Este estudo foi
semelhante ao realizado por Mohammad e Brunsvold® (1996),
que em estudo de relagdo entra a osteoporose pds-menopausa
e a doenca periodontal, observaram-se 20 mulheres entre
as idades de 50 a 75 anos, onde as condi¢des periodontais
foram comparadas a densidade dssea mineral e sugeriram
que a osteoporose como doenga sistémica pode contribuir
para doenga periodontal, corroborando com os resultados
demonstrados neste estudo (Tabela 1).

CONCLUSAO

Dentro dos limites de nosso estudo em relagdo a outras
analises, podemos concluir que a deficiéncia de estrégeno poderia
contribuir, com o aumento IL-6 e TNF-a para uma evolucao
mais rdpida da perda dssea alveolar em ratas ovarietomizadas,
tornando-se assim um fator de risco para o desenvolvimento da
periodontite.
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ABSTRACT

Aim: The relation of osteoporosis on the post-menopause is
controversial; however, it can be a risk factor for the periodontal
disease. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
influence of the estrogen deficiency on the periodontal tissues of
female ovariectomized rat with induced periodontitis. Materials
and methods: Forty rats with 8 weeks of life were randomly
divided into 4 groups: 1) Control group; 2) Ligature group; 3)
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Ovariectomized group; 4) Ovariectomized and ligature group;
that being that all the animals were treated in a standard diet
and water available all time. When reaching 70 days of life, the
animals were anesthetized and a periodontal disease induction
was carried, after this procedure, when reaching 79 days of life,
the rats were also submitted to anesthesia and went through the
ovariectomy surgery. When reaching 100 days of life, the female
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rats were sacrificed, at when the left and right hemimandible
of each rat were taken for radiographic and histomorphometric
analysis, as the samples of the gingival tissue to evaluate the
periodontal tissue. Results: The results highlighted that the
radiographic and histomorphometric analysis of the lower
alveolar bone first molars of the groups in which the induction
of the periodontal disease by ligature, there was higher alveolar
bone loss significantly (p<0.05). When it comes to the relation of

the cytokine concentration, the groups that were ovariectomized
presented significant higher concentration when compared to the
others (p<0.05). Conclusion: In this way, we could conclude that
the estrogen deficiency could contribute to the quicker evolution
of the alveolar bone loss on female ovariectomized rats.

Keywords: Periodontitis, osteoporosis,
ovariectomy.
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