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Resumo

A deficiéncia do hormdnio resulta em alta taxa de remodelacdo éssea na
qual a reabsorcao excede a formacao apresentando, dessa forma, uma perda de
massa 0ssea corpOrea. Em nivel celular, o estrégeno inibe a diferenciacdo de
osteoclastos, que tem por funcéo a regeneracao e remodelacéo do tecido ésseo,
ocasionando diminuicdo no niumero e quantidade de unidades de remodela¢fes
ativas. Estudos preliminares indicam que a osteoporose pode afetar a estrutura
O0ssea de modo geral, afetando a estrutura do condilo. No entanto, a correlacdo
da osteoporose pds-menopausa com as articulacdes temporomandibulares
(ATM) ainda ndo estd totalmente estabelecida. Sendo assim, esse trabalho
consiste do estudo microscopico e radiografico comparativo da mineralizacédo
0ssea do condilo sob supressdo hormonal induzida pela ovariectomia, utilizando
modelo animal. Foram utilizados 36 ratas, divididas em 2 grupos experimentais,
OVX, SHAM. O grupo OVX sofreu ovariectomia bilateral e o grupo SHAM sofreu
0 mesmo tratamento cirargico sem remoc¢ao dos ovarios. Apés 90, 105 e 135 dias
da cirurgia, 6 animais de cada grupo foram eutanasiados com dose letal do
anestésico geral e as pecas removidas para as andalises macroscopica,
radiografica e microscépica. A analise microscopica mostra aumento dos espacos
medulares no decorrer do tempo no grupo OVX. A histomorfometria do tecido
0sseo mostra reducdo na quantidade do tecido 6sseo no grupo OVX periodo de
135 dias em relagdo ao periodo inicial (90 dias) de ambos grupos e também em
relacdo ao grupo SHAM periodo 105 dias (p<0.05, ANOVA, Tukey),

demonstrando que a deficiéncia do estrogénio afeta a mineralizacdo do condilo.

Palavras Chaves (DECS): Condilo Mandibular, Osteoporose, Ovariectomia,

Mineralizacdo Ossea



ABSTRACT

The hormone deficiency results in a high rate of bone remodeling in which
bone resorption exceeds formation thus leading to a bone loss. Provides greater
effects on bone tissue in short-term period of hormone deficiency. At the cellular
level, estrogen inhibits osteoblast differentiation, responsible for the regeneration
and remodeling of bone tissue, leading to a decrease in the number and amount
of active remodeling units. Preliminary studies indicate that osteoporosis can
generally affect bone structure including the structure of the condyle. However,
the correlation of postmenopausal osteoporosis with the temporomandibular joint
(TMJ) is not yet fully established. Thus, this work consists of the microscopic and
radiological study of condyle mineralization under hormonal suppression induced
by ovariectomy, using an animal model. Thirty six rats (albinus wistar) were used,
divided into 2 groups: OVX and SHAM. The OVX group underwent bilateral
ovariectomy and SHAM group underwent the same surgical treatment without
removal of the ovaries . After 90, 105 and 135 days post-surgery , six animals
from each group were euthanized with a lethal dose of general anesthetic and
sample removed for microscopic and radiological analysis. Microscopic analysis
shows increase of medullary spaces over time in the OVX group. The
histomorphometry of bone tissue shows a reduction in the amount of bone tissue
in the OVX group at 135 days compared to the initial period (90 days) of both
groups and also in relation to group SHAM-105 days ( p <0.05, ANOVA , Tukey)

demonstrating that estrogen deficiency affects the mineralization of the condyle.

Keywords: Mandibular condyle, Osteoporosis, Ovariectomy, Bone Mineralization
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1. Introducéo

A osteoporose é uma doenca que vem se observando cada vez mais na
sociedade, se tornando um problema de salude publica, devido ao alto numero de
afetados. O seu principal fator de risco € a deficiéncia estrogénica, tanto que ela é
mais freqlente em mulheres. A osteoporose € caracterizada pela reducdo
substancial da massa O0ssea e desenvolvimento de 0ssos ocos, finos e de
extrema sensibilidade sujeitos a fraturas, causando um comprometimento da forca
0ssea.( MACHADO et al., 2010; GIRO et al., 2010).

A deficiéncia do hormdnio resulta em alta taxa de remodelacdo 6ssea na
gual a reabsorcdo excede a formacéao, apresentando, dessa forma, uma perda
de massa Ossea corpérea também. Ela apresenta maiores efeitos no tecido
0sseo em curto prazo do periodo da deficiéncia do horménio. (FARINA et al.,
2010).

Muitos estudos revelam que a deficiéncia estrogénica provoca
significante alteracdo no metabolismo 6sseo retardando a formagéo e mineralizacao
Ossea. Isso ocorre, pois o estrogeno € o hormbénio feminino que exerce um
importante papel na manutencdo da massa 6ssea. (MACHADO et al., 2010). Em
nivel celular, o estrogeno inibe a diferenciacdo de osteoclastos, que tem por
funcGo a regeneracdo e remodelacdo do tecido 0Osseo, ocasionando
diminuicio no numero e quantidade de unidades de remodelacGes

ativas.(OCARINO et al., 2008).

Sakakura et al.2001, em seu estudo em modelo animal utilizando ratas
ovariectomizadas, constatou que na menopausa, com a deficiéncia do estrégeno se
percebe tanto a perda 6ssea cortical como a medular. Ja no inicio da osteoporose
pos-menopausa também foi observado uma desmineralizacdo 6ssea no coéndilo
da mandibula junto ao alvéolo 6sseo. (SAKAKURA et al.,

2001)

Tanaka et al. 2003, avaliou o corpo da mandibula e o condilo mandibular

com a deficiéncia do estrogeno, em modelo animal e observou que a resposta do



cobndilo mandibular tem uma alteracdo de desmineralizagdo menor. Porém, pelo
fato do condilo mandibular e a coluna vertebral demonstrarem uma correlacdo na
densidade mineral Ossea indica-se a possibilidade da osteoporose geral
alterar a estrutura do condilo. (TANAKA et al. , 2003).

Tanaka et al. 1999, em estudos realizados em ratas ovariectomizadas
(OVX) em comparacdo ao grupo de ratas nao ovariectomizadas (SHAM)
investigou alteracdes no tecido 0sseo do coéndilo por analise histoldgica e
histomorfométrica encontrou reducdo no volume de o0sso alveolar 2 meses

apos a Ovariectomia.

Mikako et al. 1999 utilizando o mesmo modelo animal, analisando o tecido
da regido da mandibula por radiografia, encontrou que no septo inter- radicular do
0sso alveolar do grupo SHAM, as trabéculas formam estruturas de rede ligadas
umas as outras. Ja no grupo OVX, as trabéculas parecem formar ilhas isoladas no
osso grande medular, mostrando uma separacdo no 0sso trabecular de
aproximadamente 4 vezes maior em ratas do grupo OVX do que em ratas do
grupo SHAM.

Em novos estudos de Tanaka et al. 2003 utilizando mesmo modelo
animal foi comprovado, por tomografia computadorizada, gue existe uma
correlacdo na densidade mineral 6ssea entre o condilo mandibular e a coluna
vertebral. Além disso, foi demonstrado que o volume de osso no cbndilo de
ratas OVX é significativamente menor que em ratas SHAM. Esse estudo indica que
a osteoporose pos-menopausa pode alterar todo esqueleto, incluindo a estrutura
do condilo mandibular.

Além de todas as alteracdes citadas acima a osteoporose afeta diretamente
a cavidade oral sendo caracterizadas por: reabsorcéo do processo alveolar, perda
dentaria, doenca periodontal crénica destrutiva, dores relacionadas ao seio maxilar
ou fraturas. As principais alteragcdes podem ser observadas na cortical mandibular,
as quais dependem da idade e da perda éssea presente. (BENSON; PRIHODA,
GLASS, 1991).
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A osteoporose pode acelerar a reabsorgéo alveolar residual apos extracdes
dentérias e causar uma diminui¢do de altura e massa 0ssea do rebordo alveolar dos
0ssos maxilares e mandibulares edéntulos . Pelo menos na primeira fase da
reabsorcdo, sua velocidade pode ser alterada na presenca dessa patologia; nas
fases finais, ndo parece interferir, essa patologia acelera ainda mais uma diminuicao
que ja € comum em areas edéntulas. (KLEMETTI; KOLMAKOV;KROGER, 1994)

Essas alteracBes podem ser observadas pelo proprio cirurgido dentista em
radiografias panoramicas dentérias, ja que costumam ser procedimentos de rotina na
clinica odontoldgica (LEE et al., 2005). A avaliacao das alteracdes osteoporéticas na
cavidade oral a partir de radiografias panoramicas nao apresentam resultados

precisos porem servem para alertar o inicio da doenca.

O cirurgido dentista pode ter importante papel na avaliacdo das alteracfes
osteoporéticas por meio de radiografia panoramicas que podemos seguir duas linhas
de técnicas: indice da Cortical Mandibular , a técnica proposta por Wical e Swoope
em 1974, onde avalia a cortical inferior da mandibula, posterior ao forame mentual,
que relata que quando a altura da cortical for menor que 4mm e a cortical for
classificada como porosa, 0 paciente é de risco para 0 desenvolvimento a
osteoporose; porém, quando a altura da cortical for alta e a cortical for classificada
como cortex normal onde ambos os lados apresentam se com a mesma espessura,
trata-se de um paciente de baixo risco a desenvolver a doenga. (KLEMETTI,
KOLMAKOV; KROGER, 1994).

E a outra técnica para esta avaliacéo é a de indice Panoramico Mandibular
onde é calculado a espessura da cortical pela distancia,relativamente constante,
entre o forame mentual e borda inferior da mandibula. (BENSON;PRIHODA; GLASS,
1991).

A ATM articulacdo a qual esta vinculada ao condilo € uma articulagéo
sinovial permitindo amplos movimentos da mandibula em torno de um osso fixo, que
€ o temporal. (MADEIRA, 2010)
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As partes 0sseas da ATM sdo o condilo, eminéncia articular e a fossa
mandibular do temporal. A remodelacdo O6ssea (deposicdo e reabsorcdo) € um
fendbmeno adaptativo as demandas funcionais, determinadas por forcas mecanicas
aplicadas sobre o 0sso. Na ATM, a remodelacdo pode ocorrer em qualquer idade e
compromete preferentemente as vertentes anterior e posterior da cabega da
mandibula. (MADEIRA, 2010)

Alem da parte 6sse a ATM é composta pela cartilagem articular, disco
articular,capsula articular, membrana sinovial, ligamento temporomandibular e
ligamentos acessorios. A cartilagem tem a principal funcdo de ndo deixar que o
condilo figue em contato direto com a estrutura éssea da fossa mandibular e tambem
gue néo exerca a forca dos movimento condilar diretamente na fossa . (MADEIRA,
2010)

Todos os compomentes da ATM juntos tem por fungbes desenvolver e
executar 0s movimentos da mandibula, como abaixamento e elevacdo da
mandibula, protruséo e retrusdo e lateralidade esses movimentos s6 sdo possiveis

com a uni&o e funcionamento dos componentes da mandibula. (MADEIRA, 2010)

A relacdo da osteoporose poés-menopausa com as articulacbes
temporomandibulares (ATM) ainda ndo esta totalmente elucidada. Nao esta claro
como os tecidos das ATMs séo afetados pela deficiéncia de estrogénio. (TANAKA
et al., 2003). Sendo assim, esse projeto propdem o estudo microscopico e
radiografico comparativo da mineralizacdo 6ssea do coéndilo sob supresséo
hormonal induzida pela ovariectomia, utilizando ratas proposto por Thompson
(1995).
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2. Objetivo

Estudar através da histomorfometria e da radiografia a influéncia
da supressdo hormonal induzida por ovariectomia na mineralizacao

condilar, através de modelo animal.

3.Material e Métodos

3.1 Local e Grupos de Estudo

Foram utilizadas neste estudo 36 ratas adultas Wistar, obtidos do
Biotério da USC, Universidade Sagrado Coracdao. Durante o periodo
experimental, foram mantidas em caixas plasticas, alimentadas com &agua e
racao ad libitum, num ambiente de temperatura e luz controladas (ciclo de 12
horas). Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 2 grupos

experimentais de 18 animais cada, descritos a seguir:
1. OVX - sofreram ovariectomia

2. SHAM OVX - sofreram 0 mesmo tratamento cirlrgico sem a remogao

dos ovarios

3.2. Delineamento Experimental

Os animais do grupo OVX sofreram ovariectomia e 0s animais do grupo
SHAM sofreram a mesma cirurgia sem a remocao dos ovarios. Apés 90. 105 e
135 dias, 6 animais de cada grupo foram eutanasiados com dose letal de

anestésico geral.

3.3. Procedimeontos Cirargicos

3.3.1 Anestesia e Assepsia

Na realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, 0s animais foram

submetidos a anestesia geral com administragdo pré-anestésica de relaxante
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muscular por via intramuscular (IM) de cloridrato de xilazina (Rompum®-Bayer,
S&o Paulo, Brazil) 13mg/kg de peso corpéreo, seguido pela administracédo
intramuscular de anestésico geral de cloridrato de Ketamina (Dopalen® -
Vetbrands) 87mg/kg de peso corporeo.

Apés o0 inicio de acdo da anestesia foram realizados o0s
procedimentos de tricotomia e desinfeccdo na regidao operada com PVPI

(polivinilpiloridona) (Figural).

Figura 1: Rata com tricotomia dos pelos e técnica anestésica e asséptica ja

aplicadas.

3.3.2. Técnica cirargica — Ovariectomia

Foram realizadas ovariectomias bilaterais com incisbes em ambos os
flancos, exposi¢cao dos ovarios e remocdao cirurgica dos mesmos (Figura 2). Em
seguida foi realizada a sutura do plano mais interno com fio reabsorvivel (Vicryl
4-0®, Johnson & Johnson) e da superficie cutanea com fio de seda (Seda 4-
0®, Johnson & Johnson). As cirurgias SHAM (cirurgias ficticias) foram
realizadas expondo-se 0s ovarios e em seguida retornando-os intactos para a
posicao original e foram feitas as suturas por planos, com o objetivo de simular
0 estresse cirargico. Apds as cirurgias, 0s animais receberam dose Unica de
Enrofloxacino (Flotril® 2,5% - Schering-Plough) numa dose de 10,0mg/kg de
peso corporeo por via intramuscular.
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Figura 2 : Cirurgia de ovariectomia. Exposi¢éo do ovario a ser removido no
grupo OVX.

3.4. Preparo das Pecas

Decorrido os periodos de observacdo de 90, 105 e 135 dias seis
animais de cada grupo foram eutanasiados por sobredosagem de anestésico
geral (Ketamina) e as pecas foram retiradas (Figuras 3 e 4).
Subsequentemente, as pecas foram fixadas em formol a 10% por 48 horas e
posteriormente foram feitas as analises macroscopica, radiografica e

microscopica.

Figura 3: Remocéo da peca contendo o Condilo apos a eutanasia
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Figura 4: Fotografia da peca contendo o Condilo

3.5Analise Radiogréfica

Inicialmente as pecas foram envolvidas em lenco de papel para a
retirada do excesso de formol. Foi utilizado o equipamento CRANEX-D
(Soredex , Finlandia) com ponto focal 0,5mm, filtro de aluminio 2,7mm,
Potencial de operacéo do tubo 66 kVp, 10 mA. O equipamento possui receptor

Digital de imagem: CCD com tamanho de pixel de 96 um

3.6 Analise Microscopica

As pecas fixadas em formol a 10% por 48 horas foram descalcificadas
usando EDTA18% (acido etilenodiaminotetracético) e incluidas em parafina. Os
cortes microscopicos foram obtidos no sentido longitudinal, com seis
micrometros de espessura e corados pelo método da hematoxilina/eosina
(H.E.) e Tricbmico de Masson.

As laminas foram observadas no fotomicroscépio Nikon Eclipse 80i,
acoplado a um analisador de imagens (Image Pro-Plus® 5.1). Todas as
imagens foram salvas para posterior andlise cuidadosa de todas as estruturas
e tecidos presentes, observando-se principalmente a neoformacéo 0ssea.

A Histomorfometria foi efetuada utilizando o software ImageJ (NIH
National Institute of Health) por meio de uma grade (reticulo), que é superposta
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a imagem, para a contagem das areas dos tecidos presentes na regido de
interesse (Figuras 5 e 6). Posteriormente sera calculado o percentual relativo a

cada tecido.

Camada Articular

Camada Condrogénica e
Hipertrofica

Figura 5: Fotomicrografia de corte longitudinal do condilo em ampliacéo de 2
vezes, coloracdo HE, demostrando as principais estruturas e a regido 0ssea
(retdngulo) onde procedeu-se a histomorfometria.
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Figura 6: Tela do programa ImageJ com a grade sobreposta a fotomicrografa
da regido 6ssea do céndilo em ampliacdo de 20 vezes, coloracdo HE.
Tamanho da grade de aproximadamente de 17um.

Para a analise do resultado, foi considerada a proporgéo de tecido 6sseo, para
fins de comparacgéo entre os grupos:

0% Tecido 6sseo =

area do tecido dsseo

area total

=100

1)

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e apés
a confirmacéo da normalidade foram submetidos ao teste ANOVA e Tukey
(post hoc). Foram considerados significativamente diferentes quando p<0.05.

4. Resultados

4.1. Analise Macroscoépica

Os espécimes foram  analisados

macroscopicamente

nas



18

suas dimensfes, coloracdo e fotografados. N&o foram notadas

diferengas macroscépicas entres os grupos estudados.

4.2 Andlise Radiografica

A figura 7 mostra a radiografia de pecas referentes ao periodo de 90 dias.

(A) (B)

Figura 7: Radiografia Digital da regido do Céndilo (seta) 90 dias apos a
ovariectomia. (A) Grupo OVX (B) SHAM-OVX.

(A) (B)

Figura 8: Radiografia Digital da regido do Céndilo (seta) 105 dias apos a
ovariectomia. (A) Grupo OVX (B) SHAM-OVX.



(A) (B)

Figura 9: Radiografia Digital da regidao do Céndilo (seta) 135 dias apos a

ovariectomia. (A) Grupo OVX (B) SHAM-OVX.

4.3. Andlise Microscépica

A figura 10 mostra as fotomicrografias da regido éssea do Condilo

de acordo com o grupo e os periodos de estudo.

19



Figura 10 Fotomicrografia da regido 6ssea do céndilo do grupo OVX
(ABBeC)e SHAM (D,Ee F)90 (Ae D), 105 (B e E) e 135 dias(C e F) ap6s a

cirurgia. Ampliacéo 20 vezes. Coloracdo Hematoxilia e Eosina.

A tabela 1 mostra os resultados da histomorfometria de tecido 6sseo
de acordo com o periodo e grupo. Os valores estéo representados pela média

e pelo desvio padrao. Esses resultados estdo também representados em

forma de grafico (figura 11).
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Tabela 1: Média e desvio padréo da porcentagem de tecido ésseo de acordo
com o periodo e grupo.

21

Grupo OVX (%) Grupo SHAM (%)
90 dias 63,4 + 8,0 65,6 £5,9
105 dias 54,1+ 8,7 66,3+ 7,8
135 dias 41,7+7,9 52,0+£6,6
80
70
(b) ()
(a)
o 60 -
O
3
O
(8]
£ 50+
S
(a,b,c)
40

ovX90d SHAM 90d OVX 105d SHAM 105d OVX 135d SHAM 135d

Figura 11: Morfometria do Tecido 6sseo de acordo com os periodos e grupo
de estudo. Letras iguais representam resultados estatisticamente diferentes

(p<0.05, ANOVA, Tukey)
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5. Discussao

A funcdo mais importante do esqueleto é dar apoio estrutural.
Esta funcao est4 relacionada com a capacidade adaptativa do tecido ésseo pois
a mudanca na demanda funcional estimula deposicdo 0ssea. A prevencdo da
perda 6ssea devido ao envelhecimento, a menopausa (alteracbes hormonais),
imobilizacdo, ou estimulantes externos nocivos requer uma compreensao dos

fatores que normalmente regulam a remodelagéo. (ULKU et al., 2012)

O estrogénio é importante para o crescimento e manutencdo do
esqueleto feminino. E 0o hormdnio sexual responsavel em induzir a apoptose
dos osteoclastos e possui um efeito anti-apoptotico em osteoblastos, que
conduzem a formacdo geral do osso. A menopausa leva a deficiéncias de
estrogénio, causando alteracdes na massa Ossea tendo, portanto, grande
importancia na causa de osteoporose em mulheres. (PATULLO et al., 2009).
Os efeitos da osteoporose pés-menopausa tem chamado atencdo de
especialistas em recentes anos, inclusive na odontologia. A deficiéncia do
estrogénio em mulheres que ja passaram pela menopausa pode levar perda

dentéaria e perda da densidade 6ssea do céndilo (ULKU et al.,2012)

Estudos comprovam que em ratas ovariectomizadas ocorre perda de
0SSO esponjoso e posteriores perdas progressivas na massa 0ssea,
mimetizando a condi¢cdo pds menopausa em mulheres. (THOMPSON et al.,
1995). Ulku (2012) relata que em ratas ovarictomizadas ocorre perda 0ssea
tanto no corpo da mandibula como na regido do coéndilo da mandibula e
atribuiu esses achados a deficiéncia do estrogénio. Sakakura et al.2001,
também observou as mesmas alteracdes, constatando que existe uma
correlacdo positiva entre osteoporose e algumas doencas que envolvem a
mandibula, como baixa densidade mineral, reabsor¢cdo éssea e perda de
dentes.

Na cavidade bucal a osteoporose pode provocar muitas alteracées como
deformidades e reducdo da estrutura do dente e sintomas no sistema
maxilomandibular. O Cirurgido Dentista deve se atentar principalmente a idade do

paciente e relatos de perdas de elementos dentarios. Pois o paciente ndo tera
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diagnoéstico de osteoporose odontoldgica, ele terd osteoporose generalizada que
acaba por afetar toda a estrutura 6ssea de seu organismo .

Com essa doenca instalada o profissional deve tomar cuidados especiais no
atendimento e indicacdes clinicas a este tipo de paciente, pois ele esta mais
susceptivel a fraturas e insucessos a respostas de alguns procedimentos.

Tendo o uso de radiografias como exame prévio ,essas podem detectar marcas
radiopacas na arcada dentaria como também, o afilamento da borda da
mandibula inferior e, se isso ocorrer, o paciente tem predisposicdo a osteoporose

e ja deve ser tratado com um certa cautela e uma investigacéo da patologia.

6. Concluséao

Nesse trabalho utilizou-se o0 modelo de ratas ovariectomizadas para o
estudo da mineralizagcdo do condilo com o decorrer do tempo. Os resultados
foram avaliados por microscopia e analise radiografica comparativa da regido

condilar de ratas normais e sob supressao hormonal.

Nas radiografias digitais € possivel notar as estruturas do ramo da
mandibula (figuras 7, 8 e 9). Porém, devido a baixa resolucdo da imagem, nédo
€ possivel notar a desmineralizacdo do céndilo ao longo dos periodos de

estudo.

A analise microscépica (figura 10) mostra aumento de espacos
medulares no decorrer periodos no grupo OVX. Ja no grupo SHAM essas

alterac6es sao menos visiveis.

Os resultados da histomorfometria (figura 11) mostram que houve uma
reducdo na quantidade de tecido 6sseo do periodo inicial (90 dias), em ambos
0S grupos, e do grupo SHAM (105 dias), em relagédo ao grupo OVX 135 dias,
demonstrando que a deficiéncia do estrogénio influencia a desmineralizagédo
O0ssea. Esses resultados mostram que a deficiéncia hormonal afeta ndo apenas
0os o0ssos longos do esqueleto, acarretando alteracbes em regibes do
esqueleto, como o condilo mandibular. Esses resultados corroboram com o
estudo de Tanaka et al.,2003, que mostrou que a osteoporose afeta o

esqueleto de modo geral, alterando também as estruturas do céndilo.
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