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RESUMO

CORNELIO, Silvio Sandro. Efeito da dieta hiperlipidica na integridade 6ssea mandibular de
ratas ovariectomizadas. 2010. 92 folhas. Dissertagdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2010.

O aumento da expectativa de vida permite a mulher viver muitos anos apos a
menopausa. Além disso, a mudanga nos habitos alimentares da sociedade moderna tem
determinado o aumento da incidéncia de obesidade e sobrepeso na populacdo. Essas duas
situacdes tém despertado o interesse da comunidade cientifica, visto as repercussoes deletérias
que podem ocorrer com o organismo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
deficiéncia de estrogénio associado a dieta hiperlipidica sobre a integridade 6ssea da
mandibula de ratas. Para tal, ratas Wistar jovens foram avaliadas por citologia vaginal e aos
90 dias de idade, divididas em 4 grupos: Controle (C4%), Controle hiperlipidical 9% (C19%),
Ovariectomizada 4% (OVX4%) e Ovariectomizadal9% (OVX19%). O periodo experimental
comegou com a castracdo (90 d de idade), seguido da alimenta¢do com dieta hiperlipidica, por
30 dias. Ao final desse periodo, apos anestesia, o sangue foi coletado para andlise sérica de
calcio, fosforo, fosfatase alcalina e estradiol. Mandibulas, vértebras L4 e fémures foram
removidos e preparados para analise das propriedades fisicas e biomecanicas. Nao foram
observadas diferencas na ingestdo alimentar, no comprimento corporal nem nas medidas
osseas dos grupos. O célcio sérico diminuiu significativamente nos grupos castrados. O
fosforo diminuiu enquanto, a fosfatase alcalina aumentou em todos os grupos, quando
comparados ao C4%. Dentre os parametros fisicos avaliados alguns apresentaram diferencas
entre os grupos. Nas vértebras L4, os pesos imersos e imidos aumentaram com a castracao e
com a dieta hiperlipidica, enquanto, os percentuais de material organico e mineral
diminuiram. Nas mandibulas, os pesos imersos ¢ umidos ¢ a densidade 6ssea aumentaram
com a castragdo, mas diminuem com a associacdo castracao/dieta hiperlipidica. O volume
0sseo e o percentual de dgua diminuiram com a ingestdo de dieta hiperlipidica. Nenhuma
alteragdo foi observada nos fémures. Nas cinzas das mandibulas os percentuais de magnésio
apresentaram-se significativamente aumentados em todos os grupos. Mas, os de cdlcio e
fosforo ndo variaram. Nos testes biomecanicos de vértebra L4 e fémur ndo foram encontradas
diferengas entre os grupos. No entanto, na mandibula os grupos alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram menor resisténcia a tensao aplicada, em relacao aos grupos de dieta
normolipidica. Ficou evidenciado nessas ratas que a deficiéncia de esterdides sexuais
associada a dieta hiperlipidica influencia de forma negativa a integridade 6ssea mandibular.

Palavras-chave: Mandibula. Dieta hiperlipidica. Ovariectomia. Parametros fisicos. Ensaio
biomecanico. Ratas.



ABSTRACT

Increased life expectancy of women allows her to live many years after menopause.
On the other hand, the western way of life has brought about an increased incidence of obesity
and overweight to people. These two situations have attracted the interest of the scientific
community, given the deleterious consequences that may occur with the body. The aim of this
study was to evaluate the effect of estrogen deficiency associated with high-fat diet on the
mandibular bone integrity of rats. Wistar young rats were previously evaluated by vaginal
cytology and at 90 days old were divided into 4 groups: control (C4%), Control 19% fat diet
(C19%), ovariectomized 4% (OVX4%), ovariectomized and 19% fat diet (OVX 19%). The
experimental period started with castration (90 days old) followed by the implementation of
high-fat diet for 30 days. At the end of this period, after anesthesia blood was collected for
later analysis of serum concentrations of calcium, phosphorus, alkaline phosphatase and
estradiol. Mandibular bone, lumbar column L4 and femurs were removed and prepared for
physical and biomechanical analysis. There were no differences in food intake, body length or
in bone measurements of all groups. Serum calcium decreased significantly in ovariectomized
groups. Phosphorus concentrations decreased and alkaline phosphatase increased in all
experimental groups, compared to C4%. Among the physical parameters evaluated some
differences were showed between the groups. At L4 vertebrae, the immersed and wet weights
increased with castration and the high-fat diet, while the percentage of organic material and
mineral decreased. In mnadibles, the immersed and wet weights and bone density increased
with castration, but decrease with the combination of castration/fat diet. The bone volume and
the percentage of water decreased with the intake of fat diet. No changes were observed in the
femurs. In the ashes of mandibular bones the percentage of magnesium were significantly
increased in all groups. But the calcium and phosphorus did not change. The biomechanical
test of the L4 vertebra and femur were not significant differences between the groups.
However, in mandibular bone, groups fed with high-fat diet had lower resistance to the
applied voltage, compared to normal-fat diet groups. It was evident in these rats that the
deficiency of sex steroids associated with high-fat diet negatively influences mandibular bone
integrity.

Keywords: Mandible. Fat diet. Ovariectomy. Physic parameters. Biomechanical testing. Rats.
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INTRODUCAO

Um dos grandes desafios para o homem nesse inicio de século ¢ conviver com
as grandes mudangas da sociedade, dentre elas o habito alimentar. Essas mudancas
tém se destacado, chamando a aten¢do dos profissionais da area biomédica. A
ingestao de dietas ricas em carboidratos e lipidios representa uma mudanga no estilo
de vida que pode resultar no aumento de massa corporea ¢ o surgimento de
comorbidades que afetam os demais 6rgdos e sistemas do corpo, levando a efeitos
deletérios como doencas neurodegenerativas, complicagdes cardiovasculares,
sindrome metabolica e doencas 6sseas (TAKEDA, 2009; MAURY e cols, 2010).

Dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) “Sintese de
indicadores sociais: uma andlise das condi¢des de vida da populagdo brasileira -
2009” demonstram, claramente, que o envelhecimento da populacdo brasileira se
constitui numa evidéncia demografica, e que este novo paradigma estd em curso
merecendo estudos e politicas publicas especificas adequadas ao novo perfil etario.

Com o envelhecimento, a perda da fung¢do gonadal, bem caracterizada em
mulheres apds a menopausa, determina um menor gasto metabodlico, diminui¢do da
massa magra e um estimulo para acimulo de gordura, o que aumenta o risco de
obesidade e problemas cardiovasculares (OHTA, 2006). Esses acometimentos aliados
as mudangas nos habitos alimentares tém maior impacto sobre as condi¢des de saude
das mulheres apds a menopausa (FRANCA, 2008; [ZMOZHEROVA e cols, 2008;
YAZAR e cols, 2009).

A deficiéncia nas concentracdes de esteroides sexuais séricos, em especial de
estradiol promove uma série de alteracdes metabolicas que, somadas a idade, habitos
alimentares e atividade fisica, levam a maior vulnerabilidade e perda da qualidade
ossea (ZHANG e cols, 2010).

O tratamento odontolégico apos a menopausa, em mulheres que consomem
de maneira excessiva dietas hiperlipidicas, merece especial atengao, principalmente,
quando envolver procedimentos que se relacionem diretamente com a estrutura dssea

devido as alteracdes que possam advir sobre esse tecido.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. TECIDO OSSEO

A massa 0ssea total tem seu pico alcangado, entre 20 e 30 anos de idade. Apos
esse periodo, ocorre um equilibrio tanto na formagdo, quanto na reabsor¢do até mais
ou menos 40 a 50 anos de idade, época em que a reabsor¢do supera a renovagao
6ssea. O processo continuo da renovacao do tecido dsseo no adulto, conhecido como
remodelagem, envolve cerca de 10% da massa dssea total por ano, sendo que o 0sso
trabecular renova-se muito mais rapido que o osso cortical (BERNE & LEVY, 2006).

O osso cortical ¢ compacto e mais denso, compondo cerca de 80% do
esqueleto. Ele ¢ encontrado na parte externa de toda estrutura esquelética, tendo como
funcdo principal fornecer forga mecanica e protecdo, sendo também participante de
respostas metabolicas quando ocorre um déficit mineral severo ou prolongado. O 0sso
trabecular ¢ encontrado nos ossos longos (porcao interna), corpos vertebrais e pelve.
Por ser metabolicamente mais ativo, ele ¢ perdido mais rapidamente que o 0sso
cortical quando o processo de reabsor¢ao ¢ maior que o de formagao, e em especial na
osteoporose (BANDEIRA, 2000)

Nos ossos sdo identificados quatro tipos celulares importantes: osteoblastos,
células de revestimento descendentes dos osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Os
ostedcitos constituem 90% de todas as células 6sseas. Os osteoblastos sdo originarios
de células mesenquimatosas dos quais algumas se diferenciam em células
osteoprogenitoras, dentro do tecido conjuntivo de revestimento. Varias proteinas
morfogenéticas Osseas promovem o desenvolvimento de células osteoprogenitoras,
conduzem sua diferenciacdo em osteoblastos ¢ estimulam seu futuro crescimento. Os
osteclastos se originam das mesmas células precursoras da medula 6ssea que os
monocitos circulantes e os macrofagos teciduais. Este conjunto de células forma o
Osteon e a unidade multicelular basica (BERNE & LEVI, 2006).

A matriz extracelular tem um papel importante na diferenciacdo, na atividade
do tecido dsseo e no processo de mineralizagdo (BARBOZA, 2003). As fibrilas de
colageno estdo dispostas em arranjos regulares, criando uma matriz organica
conhecida como ostedide, onde os ions de calcio e fosforo ficam depositados em

massas amorfas.
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A osteocalcina e a osteonectina, também produzidas pelos osteoblastos,
regulam a qualidade e quantidades finais de osso formado. A adi¢do lenta de ions de
hidroxila e carbonato a fase mineral produz cristais maduros de hidroxiapatita. A
medida que esse osso mineralizado se acumula e envolve o osteoblasto, essa nova
célula incrustada perde grande parte de sua atividade sintética e torna-se um
osteocito interno. A atividade osteoblastica, portanto, ocorre apenas nas superficies
Osseas. Este processo exige concentragcdes plasmaticas normais de ions de célcio e
fosforo. A enzima fosfatase alcalina, proveniente dos osteoblastos também participa
desse processo (BERNE & LEVY, 20006).

Na préatica clinica sao utilizados como marcadores da formagao Ossea, a
fosfatase alcalina total, a fosfatase alcalina dssea, osteocalcina e o peptideo terminal
do coldgeno tipo I. Para a reabsor¢do, os marcadores sdo calcio urinario,
hidroxiprolina urindria, fosfatase acida e moléculas interligadoras do colageno tipo I

(SARAIVA & CASTRO, 2002).

1.1 Remodelacao ossea

O tecido 6sseo se encontra sob constante remodelacdo, substituindo osso velho
por novo. As células encarregadas da reabsorc¢do sdo os osteoclastos, que destroem os
tecidos velhos e os osteoblatlastos que por sua vez, sintetizam tecido novo

(MANDALUNIS, 2006).

Uma sequéncia de eventos esta associada a remodelacdo Ossea. O inicio ¢
determinado por microfraturas orquestradas pelos ostedcitos, por estimulo hormonal
ou por outros fatores que recobrem as células da superficie 6ssea (FULLER, 1998).
Para a reabsor¢do, os osteoclastos aderem a superficie 6ssea mediante moléculas de
adesdo e uma vez aderida a matriz, desenvolvem proje¢des da membrana plasmatica.
Em seguida, ha solubiliza¢do da parte mineral, acidificando o micro ambiente criado
em pH= 4, onde ha bombeamento de ions H' na diregdo do osso. A etapa seguinte é a
digestdo da matriz organica, cujos componentes sdo degradados por
metaloproteinases e catepsinas secretadas pelo osteoclasto. Concomitante a

reabsorcao ocorre formacao do osso, onde os osteoblastos sdo recrutados para o local
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de remodelacao através de diversos estimulos de fatores de crescimento que secretam

nova matriz organica (MANOLAGAS, 2000; MANDALUNIS, 2006).

A regulacdo da remodelagdo dssea se da por acdo de hormonios sistémicos e
locais (Figura 1), fatores de crescimento, citocinas, efeitos da carga mecanica no
esqueleto e efeito piezoelétrico. Esses fatores regulam a remodelacao dssea através de
varios membros da familia dos TNF (fator de necrose tumoral) e estimulos dos
osteoblastos. Fatores como OPG (osteoprotegerina), RANK (receptor ativador de
fator nuclear) ¢ RANK L (ligante) estdo envolvidos no processo. O RANK se
expressa em progenitores osteoclasticos hematopoiéticos, enquanto o RANK-ligante
(receptor activator of NF-KB ligand) se expressa em células de revestimento,
osteoblastos e linfocitos T (ANDERSON, 1997; YASUDA 1998, PIVONKA P e
cols, 2010).

A osteoclastogénese ¢ regulada por fatores locais produzidos por células
estromais da medula Ossea, osteoblastos e células T. Foram observados receptores
para estogenos ERa e ERP nessas células, e sua capacidade em inibir a producao de
fatores estimuladores da formagao de osteoclastos , como as interleucinas, RANK-
ligante, prostaglandina (PGE2), TNF a e B e o GM-CSF (granulocyte macrophage-
colony stimulating factor) (RAMALHO e cols, 2000; HOFBAUER, 2002; BORD,
2003; KONDO e cols, 2009).

REGULAGAO DA REMODELAGAO OSSEA

Progenitoras da matriz 6ssea
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FIGURA 1 - Development of osteoblasts and osteoclasts from bone marrow progenitors. Factors affecting
the development and function of these cells, bone resorption by osteoclast and new bone formation
by osteoblasts. Abbreviations: GH: growth hormone, IGF: insulin like growth factors, PTH: parathyroid hormone.

Adaptado de Valsamis e cols, 2006
(http://www.nutritionandmetabolism.com/content/3/1/36# , acesso em 14/11/2009)
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1.2 Tecido 0sseo e piezoeletricidade

A remodelagdo dssea também pode ser desencadeada em resposta a uma carga
mecanica-efeito piezoelétrico. A palavra piezoeletricidade significa eletricidade de
pressdo, sendo uma polarizacdo elétrica produzida por certos materiais, como
algumas moléculas e cristais, quando submetidas a uma deformac¢do mecanica

(LIRANI, 2005).

A primeira descri¢cdo das propriedades piezoelétricas em humanos foi realizada
em ossos, por FUKADA, 1957. A constatacio da piezoeletricidade do osso foi
determinada a partir da produg¢do de uma polarizagao elétrica (efeito piezoelétrico
direto) sob a agdo de uma carga mecanica. A aplicagdo de for¢as mecanica sobre
espécies bioldgicas, bioestimulacdo, tem um papel importante no reparo do tecido,
porque afeta a atividade celular induzindo o crescimento dsseo e osteogénese

(MENDONCA, 2005; MINARY e cols, 2009)

O estresse mecanico também pode ser produzido por um campo elétrico. O
efeito piezoelétrico inverso ¢ obtido quando um campo elétrico ¢ aplicado a um
material piezoelétrico, como por exemplo, o 0sso, que se deforma mecanicamente. A
producao dessa deformacao atinge a atividade celular por estimular o movimento do
fluido intersticial no osso, contribuindo para o aumento do transporte de nutrientes e

metabolitos (RUBIN, 1996).

1.3 Propriedades biomecanicas do tecido 0sseo

O reparo tecidual ndo ¢ um processo isolado no qual, fatores de crescimento
iniciam a proliferagdo celular, mas uma integracdo de acontecimentos dindmicos
interligados, que vao estar relacionados a regulagdao do reparo 6sseo € mecanismos de
integracdo (MENDONCA, 2005).

A deformacdo mecanica na matriz 6ssea ¢ transmitida para as células do
tecido 6sseo, possibilitando alteragdes na regulagdo, na proliferagdo, na diferenciagao,
na expressao génica e na morfologia celular. Essa deformagdo diminui a reabsor¢do e

aumenta a formagdo de osso na regido que suporta a carga (DUNCAN, 1995;
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GROSS, 1997; PIVONKA ¢ cols, 2010). O estimulo mecanico ¢ importante para
desencadear a resposta Ossea local, havendo uma interacdo entre a intensidade da
deformacdo aplicada e a ativacdo dos osteoblastos. Quanto maior a carga, mais

intensamente ocorrera o crescimento ¢ remodelamento 6sseo (CARVALHO, 2002).

As propriedades mecanicas dos ossos variam com a intensidade da forga
aplicada, a direcdo e a velocidade. Os ossos possuem diferentes propriedades em
diferentes dire¢des, fenomeno conhecido como anisotropia, enquanto os isotropicos
tenderiam a homogeneidade, independente da forg¢a aplicada (HOLANDA ¢ cols,
1999; SKEDROS J e cols, 2006).

A resisténcia e a rigidez do osso sdo maiores na direcdo onde as cargas sao
aplicadas. Isto se aplica principalmente ao osso cortical, no qual Odsteons sdo
orientados na direcdo longitudinal devido ao carregamento que ¢ aplicado nesta

regido. (HOLANDA e cols, 1999)

As propriedades Osseas apresentam caracteristicas que sao determinadas pelas
composi¢des organicas e inorganicas dos 0ssos. A parte mineral atribui a ele rigidez e
dureza, enquanto a parte organica esta relacionada a resiliéncia e elasticidade

(STEVENSON LINDSA, 1998; CONTI e cols, 2009).

Conhecer as propriedades biomecanicas dos o0ssos em nivel experimental
ajuda a ciéncia a planejar novas estratégias de tratamento que possibilitem, mesmo
em individuos com idade avangada, a manutenc¢do da integridade Ossea satisfatoria.
Para isso, as propriedades biomecanicas Osseas sdao estudadas através de testes
especificos, sendo os mais utilizados, o teste de compressao para vértebra L4 e o de
flexdo em trés pontos para fémur e mandibula (PENG e cols, 1994; KATSUMATA e
cols, 1995; LEPOLA e cols, 1996; IKEDA e cols, 2001; CICEK e cols, 2009).

O teste de flexao em trés pontos ¢ realizado a partir da aplicagdo de uma forca
sobre o0 0sso até provocar a fratura, obtendo-se assim a carga maxima suportada por
ele. Sendo o corpo de prova o fémur, a carga maxima ¢ aplicada até sua deformagao
na regido diafisaria, seguida pelo momento da fratura (MOSEKILDE, 1999;
SOGAARD, 1994; CICEK e cols, 2009). Estudos recentes (ALIPPI e cols, 2006;
2009) padronizaram o este teste para aplicacio em mandibulas, ratificando a

metodologia usada e favorecendo estudos futuros.
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2. ACIDOS GRAXOS

Os 4cidos graxos ocorrem na natureza como substancias livres e esterificadas.
A maior parte dos &cidos graxos naturais encontra-se esterificada com o glicerol,
formando triglicerideos ou triacilglicerdis, componentes dos O6leos e gorduras
comestiveis. Os Oleos e as gorduras, misturas relativamente complexa de
triacilglicerdis, sao os lipidios mais amplamente distribuidos na natureza. (VIANNI e
cols, 1996)

Estudos epidemioldgicos mostram uma significativa correlagdo positiva entre
a média de ingestdo de gorduras e a incidéncia de obesidade, comorbidades e fatores
de risco. Além disso, quando se aumenta o consumo de gordura na dieta, como
ocorreu em muitos paises durante os tltimos 30 anos, a incidéncia do ganho de massa
corporal também aumenta (WOODS e cols, 2009). Com as mudangas de habitos
alimentares e maior disponibilidade de alimentos em comparacao aos primérdios da
humanidade, a populacdo mundial estd sendo cada vez mais acometida pelo excesso
de peso. A obesidade ¢ um dos principais problemas de saude publica da atualidade,
apresentando etiologia multifatorial. Estudos transversais realizados nas décadas de
70, 80 ¢ 90 retrataram a transi¢ao nutricional do Brasil, mostrando um declinio na
prevaléncia da desnutricdo e um aumento da prevaléncia de sobrepeso/obesidade em
adultos (BATISTA FILHO e cols, 2003).

No Brasil, o sobrepeso ¢ obesidade ultrapassaram o estado de desnutricao
fazendo com que cada vez mais e precocemente, disturbios que acometiam
principalmente adultos, passassem a existir na infancia e adolescéncia. As transi¢cdes
demograficas, epidemioldgicas e nutricionais ocorridas nas ultimas décadas sdo os
principais fatores que influenciam para o excesso de peso de criancas e adolescentes.
Estas transi¢des levaram a grandes alteragdes no estilo de vida da sociedade.
(RINALDI, 2008). Em seu artigo sobre desnutricdo, MONTE (2000) relatou a
preocupagdo dos estudos cientificos para redug¢do da desnutri¢cao infantil. Um estudo
realizado com adolescentes escolares no municipio de Fortaleza (CAMPOS ¢ cols,
2006), mostrou que a prevaléncia de sobrepeso e obesidade ocorre nas classes de
maior nivel socioecondmico (24,8%) em relacdo as de menor nivel (17,4%). Este
fato deve ser relevante para os projetos e campanhas na area de Satde Publica uma
vez que demonstra ser o problema multifatorial e de grande heterogeneidade. A

identificacdo dos grupos populacionais de risco ¢ os fatores que influenciam a
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presenca dos habitos maléficos a satde na infancia e na adolescéncia sdo medidas de
alta relevancia para o desenvolvimento de politicas, programas e intervencdes que
favoregam o controle de doencas cronicas da vida adulta (NUNES e cols, 2007).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) recomenda por
meio de piramide alimentar, que gordura e 6leos sejam usados com moderacao e que
seu percentual na dieta ndo seja maior que 30% do valor energético total. O guia
alimentar direcionado a populagao brasileira segue as recomendagdes da Organizagao
Mundial de Saude, preconizando que o consumo de lipidios esteja entre 15% e 30%
do valor energético total, enfatizando ainda a diminui¢do da gordura saturada da dieta
para um percentual menor que 10% (POLAKOW e cols, 2007).

O tipo de gordura ingerido na dieta influencia o metabolismo levando as
alteracdes da composi¢do corporal. No entanto, a literatura cientifica ndo tem um
consenso sobre a relagcdo entre o ganho massa corpdrea a composicado lipidica da dieta
(FRANCO 2009). Dietas com grandes quantidades de AGS (4cidos graxos saturados)
levam a um maior acumulo de gordura, quando comparadas as ricas em AGPI (acidos
graxos poliinsaturados). Em animais (hamsters e ratos) estudos relacionam AGPI com
um maior ganho de massa corporal e indu¢do a obesidade quando comparados com
consumo de acidos graxos saturados (HILJO, 1992; LOMBARDO, 2006).

Alteragdes decorrentes da ingestdo de dietas hiperlipidicas podem gerar
hipertrigliceridemia, favorecendo a formacao lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
pequenas e densas e reduzindo as concentragdes séricas de lipoproteinas de alta
densidade (HDL), baixando a sensibilidade a Insulina, a Leptina e a capacidade

oxidativa mitocondrial (POLAKOW e cols, 2007; CORDERO, 2007).

2.1 Acidos graxos e o tecido 0sseo

A dieta rica em acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPI, n-6)
aumenta a concentracdo de acido araquidonico em mandibula e maxila, enquanto as
ricas em acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPI, n-3) protegem o
esqueleto e melhoram as condigdes da osteoporose (ALLAM, 1993; SHEM, 2006).
Os 4cidos graxos n-3 contribuem para o controle da sintese do colesterol, em acao

conjunta com outros acidos graxos da familia n-6 desempenhando atividades
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benéficas que levam, por exemplo, & conversao do tromboxano e prostaciclina, que
sdo potentes vasodilatadores e inibidores da agregacao plaquetaria (VIANNI e cols,
1996).

Em quantidades adequadas, acidos graxos da série n-3 e n-6, apresentam um
efeito benéfico. Dados epidemioldgicos indicam que acidos graxos saturados
contribuem para a redu¢ao da densidade 6ssea em vértebra L4, radio e fémur e para o
aumento do risco de fraturas em jovens e idosos (CORWIN, 2003; CORNISH e cols,
2008).

O aumento da formacgdo 6ssea via AGPI n-6, envolve a expressao de Cbfal
(osteoblast-specific transcription factor), de colageno I, de osteocalcina, de
osteopontina, de sialoproteina dssea e, a diminuicdo de PGE2 (WATKINS e cols,
2001; WEILLER e cols, 2002; KELLY, 2003). Efeito semelhante é encontrado no
crescimento das cartilagens e na atividade de condrocitos. Mas, a resposta depende da
sensibilidade do sitio 6sseo analisado em fun¢do do sexo. Em ratas castradas AGPI n-
3 diminui a atividade osteoclastica, a reabsor¢cdo e a perda de massa Ossea € o
tratamento com estrogeno aumenta o célcio no fémur e reduz a excre¢do urindria de
hidroxipiridinilona (WATKINS e cols, 2001). A absor¢do intestinal de calcio ¢
favorecida por dietas suplementadas com o6leos ricos em acidos graxos insaturados,
mas, ¢ desfavorecida por altas concentragdes de lipideos saturados que aumentam a
excre¢ao renal do calcio, favorecendo a reabsor¢ao ossea (CORWIN, 2003;

GRAHAN e cols, 2009).

A reabsor¢do da maxila e da mandibula implica na maior probabilidade de
perda de dente, além de dificultar a implantagao dentaria. O edentulismo causa a
ingestdo alimentar inadequada, que torna outros aspectos fisioldgicos do

envelhecimento mais deletério as pessoas idosas.

3. ESTROGENIOS: SINTESE, REGULACAO e EFEITOS.

Estrogénio ¢ um termo usado para um grupo de hormonios esterdides com 18
carbonos, que sdo secretados principalmente pelo ovario, € um pouco menos pelas
adrenais. O estrogénio engloba basicamente trés esterdides com estrutura semelhante:

17B-estradiol (E2) , estrona (E1) e o estriol (E3). Desse grupo, o E2 ¢ o principal
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esterdide em humanos que possui propriedades estrogénicas (IGNACIO, 2009,

BERNE & LEVI, 2006).

O E2 (Figura 2) ¢ secretado pelas células da granulosa dos foliculos ovarianos,
desde a menarca até a menopausa. Sua secrecao ¢ regulada pelo eixo hipotalamo-
adeno-hipofise, no qual, em resposta ao hormodnio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), a hipdfise anterior secreta os hormoénios FSH (hormonio foliculo
estimulante) e LH (hormonio luteinizante). O FSH regula o crescimento folicular e a
produgdo crescente do estradiol pelas células da granulosa enquanto o LH, aumenta
a captacao de colesterol pelas células intersticiais da teca folicular estimulando-as a
secretar androgénios, precursores de E2. A etapa final da biossintese de estrogénio ¢
catalisada por uma enzima microssomal chamada citocromo aromatase P450
(P450arom). Apos a ovulagdo, o FSH e principalmente o LH agem nas células da
granulosa e da teca do foliculo rompido, aumentando a sintese de estradiol e em
maior quantidade, da progesterona, pelas células que foram luteinizadas, formando o
corpo lateo. Os hormonios gonadais, nesse periodo, regulam a secrecdo de GnRH,
FSH e LH através de retroalimentagdo negativa. Outro peptideo produzido no ovario,
a inibina, também regula negativamente a secre¢do de FSH (LARREA e cols, 2005;

BERNE & LEVI, 2006; BOBE ¢ cols, 2009).
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Fig.2 Estrutura quimica da molécula do Estradiol (E2)
(HARPER, 1998)
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O estradiol dentre outros efeitos causa, praticamente, todas as alteragdes
somaticas que resultam na aparéncia feminina adulta. E responsavel pelo crescimento
e amadurecimento dos 6rgaos reprodutivos internos, externos, mamas e acelera¢do do
crescimento linear na puberdade afetando a distribuicdo do tecido adiposo
estimulando a sintese e armazenamento de triglicerideos. O esqueleto, os rins, o
figado e os vasos sdo também importantes tecidos alvos dos estrogenos (BERNE &

LEVI, 2006).
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3.1 Estrogénio e estrutura dssea

Os hormoénios sexuais tém importante papel no crescimento 6sseo € na
manutengdo do pico de massa 6ssea (COMPSTOM, 2001). Tanto na ooforectomia em
jovens, ou na menopausa precoce, observa-se perda Ossea acelerada com o
acometimento mais rapido da osteoporose (BORELLI, 1994).

Os estrogenos regulam a expressdo de fatores de crescimento e de citocinas
sintetizadas e secretadas pelos osteoblastos ou pelos osteoclastos. Esses mediadores
se relacionam com o equilibrio fisiologico das células dsseas, determinando um
controle autocrino e paracrino da remodelacdo do tecido 6sseo (TURNER, 1994). O
estradiol limita a taxa de renovagdo d6ssea em adultos, mantendo a formacao Ossea
igual a reabsor¢do. Aumenta a formacao e diferenciacdo dos osteoblastos, sendo esses
efeitos atingidos através dos receptores de estrogeno no osso cortical diferentemente
daqueles no osso trabecular.

A capacidade reprodutora das mulheres comeca a diminuir na quinta década
de vida, sendo que as menstruacdes terminam completamente em torno dos 50 anos.
Por varios anos que precedem a menopausa, a freqiiéncia da ovulagdo diminui,
ocorrendo em intervalos variados e com fluxo diminuido devido aos picos irregulares
de secrecdo de estradiol e secre¢dao inadequada de progesterona durante a fase lutea
(BERNE E LEVI, 2006).

Os sintomas da menopausa ocorrem, em sua maior parte, pela deficiéncia do
estrogénio que resulta em disfungdes menstruais e urogenitais, problemas
vasomotores, distirbios neuropsiquicos, alteracdes da pele e mucosas, gengivites,
comprometimento do sistema nervoso central e alteragdes do metabolismo 0sseo e
cardiovascular (HADJ, 2000).

A deficiéncia estrogénica apds a menopausa leva a reabsorcao 6ssea com mais
intensidade. A atividade e formagdo dos osteoblastos sdo diminuidas, e a apoptose
dos osteoblastos ¢ aumentada. O recrutamento de osteoblastos fica reduzido pela
inibicdo do estradiol sobre a producdo de IL-1, TNF-a e do GM-CSF, todos os quais
sdo linfocinas que estimulam a proliferacdo dos osteoclastos (BERNE & LEVI,
2006). Outro efeito da deficiéncia de esterdides gonadais femininos ocorre sobre a
massa corporal, por aumentar a sintese e deposi¢do de tecido adiposo, no entanto os

possiveis mecanismos centrais e periféricos relacionados ao aumento da ingestdo
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alimentar ¢ no ganho de tecido adiposo que ocorrem nessa condi¢do sdo poucos

esclarecidos (IGNACIO, 2009).

4. ODONTOLOGIA, NUTRICAO E ENVELHECIMENTO.

O crescente numero de idosos no Brasil estd determinando também, maiores
necessidades de assisténcia odontologica. O numero de edéntulos e de necessitados de
protese ¢ bastante alto. Quanto ao acesso aos servigos de saude bucal pode-se
conjecturar que as principais barreiras ao atendimento odontoldgico sdo a baixa
escolaridade, a baixa renda e a escassa oferta de servigos publicos de atengao a saude
bucal voltados a populagao idosa brasileira (MOREIRA, 2005).

Um estudo realizado em Londrina, Parana, avaliando as condi¢bes de satude
bucal da populacdo, mostrou que o numero de proteses orais ¢ bem maior em
mulheres idosas (MESAS, 2006). Por outro lado, ¢ sabido que em algumas regides do
Brasil, o nimero de mulheres obesas ¢ ainda maior se comparado aos homens. A
prevaléncia de estado nutricional inadequado ¢ bastante alto, apresentando inclusive,
um grande nimero de idosos com baixo peso (RAUEN, 2008), o que caracteriza a
existéncia de dois extremos: desnutricdo e sobrepeso. Assim, as mulheres idosas,
portanto deficientes da funcdo gonadal, estdo mais sujeitas ao edentulismo e aos
disturbios nutricionais os quais podem estar associados e provocar alteragdes bucais.

Reconhecidas pelo aspecto cronico, a osteoporose e a doenga periodontal se
destacam no ambito da satde publica pelos impactos sociais determinados pelas
fraturas Osseas e perdas de dentes. A presenca dessas alteragdes é preocupante diante
da possibilidade de estarem relacionadas, visto que ambas podem compartilhar fatores
comuns, modulando seu curso natural (GARCIA, HENSHAW & KRALL, 2001;
YOSHIHARA, 2004; WEY, 2007).

Entender a relagdo entre dietas hiperlipidicas em todo seu contexto,
diminuicao fisioldgica da fungdo gonadal e o tecido 6sseo mandibular promovera um
impacto preventivo em satude publica, pelos possiveis beneficios que o tratamento
pode levar a todos os segmentos da area de saude. Portanto, manter e resguardar a

funcdo mastigatdria, preservando a estrutura 6ssea para suporte dos dentes, oferecer
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tratamento odontologico completo e promover a saude bucal, deve ser meta de todos

os profissionais de Odontologia.

5. MODELOS ANIMAIS DE ESTUDO DE NUTRICAO E
MENOPAUSA.

A remocao bilateral dos ovarios de ratas (ovariectomia) ¢ usada como modelo
de estudo da deficiéncia de esterdides sexuais, simulando a menopausa, sendo esse
estado comprovado pelas baixas concentragdes séricas de estradiol (MOREIRA e
cols, 1997; GOSS e cols, 2009). Sob essa condigdo de hipogonadismo, estudo
realizado em nosso laboratorio mostrou a relagdo com a progressiva reducdo de massa
ossea (ARMADA e cols, 2006).

Ratos submetidos a dieta hiperlipidica, considerada altamente palatavel,
apresentam a partir da terceira semana de ingestio um aumento na quantidade de
tecido adiposo com tendéncia a alteragdes no perfil lipidico (ESTADELLA, 2004). O
sobrepeso ou a obesidade representados pelo ganho significativo de massa corporal e
pela deposicdo abdominal de gordura, quando comparado a dieta padrao, comprova a
eficiéncia do modelo de estudo. Apesar do ganho de massa corporal alguns estudos
mostram que a ingestdo diaria da ragdo pode também permanecer inalterada
(DUARTE, 2006, COSTA e cols 2008).

O conhecimento do papel do estrogénio na fisiologia 6ssea mandibular se
justifica pelo longo periodo de tempo que a mulher vive apoés a menopausa, em
funcdo do aumento da expectativa de vida da populagdo feminina, que na terceira
idade convive com alteracdes cronico-degenerativas que comprometem a qualidade

de vida, em especial por suas conseqiiéncias sobre a integridade dssea.
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6. OBJETIVOS

GERAL

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica associada ao hipoestrogenismo sobre a

integridade 6ssea mandibular de ratas.

ESPECIFICOS

= Analisar parametros biométricos: massas, comprimento corporais e
dimensdes Osseas.
= Analisar as concentracdes séricas de calcio, fosforo e fosfatase alcalina

por colorimetria.

= Avaliar as propriedades fisicas 0sseas de mandibulas comparando-a a de

fémures e vértebras.

=  Analisar o contetido dsseo de célcio, fosforo e magnésio em mandibulas

por fluorescéncia de RX.

= Avaliar a integridade oOssea de mandibulas através de ensaios

biomecanicos, comparando-a a de fémures e vértebras.
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7. MATERIAL E METODOS

Ratas adultas, Wistar, reproduzidas e mantidas no Biotério do Laboratério de
Fisiologia Endocrina, IBRAG/UERJ, tiveram livre acesso a agua e a ragdo comercial
(Agroceres”), até o inicio do experimento. Os animais foram reproduzidos e mantidos
no Biotério do Laboratério de Fisiologia Endocrina, em gaiolas apropriadas de
polipropileno, com temperatura controlada de 25 °C e ciclo claro/escuro de 12 horas.
O periodo experimental comegou com a castragao aos 90 dias de idade, sendo as ratas
previamente avaliadas por quinze dias consecutivos, através da citologia vaginal, que
certifica o funcionamento ovariano.

O protocolo experimental avaliou o consumo de ragdo purificada (AIN 93M)
contendo 19% de 6leo de soja/100g de racdo (ragdo hiperlipidica), por 30 dias, apds a
castragdo. A racdo controle foi manufaturada com 4% de o6leo de soja. Para esse
desenho experimental foram formados quatro grupos:

e Controle (C4%, n=7): ratas alimentadas com ragdo normolipidica, contendo

4% de 6leo de soja

e Controle 19% (C19%, n= 11): ratas alimentadas com rag@o hiperlipidica,

contendo 19% de 6leo de soja

e Ovariectomizada 4% (OVX4%, n= 11): ratas castradas alimentadas com ragao

normolipidica, contendo 4% de 6leo de soja

e Ovariectomizada 19% (OVX19%, n=11): ratas castradas alimentadas com

racdo hiperlipidica, contendo 19% de 6leo de soja

Durante todo o periodo experimental, a partir do desmame, foram verificados,
semanalmente, o comprimento corporal e a ingestdo alimentar.

Ao final dos 30 dias de ingestdo de ragdo manufaturada, as ratas foram
sacrificadas por exsangiiinacdo, sob anestesia com tiopenthal (0,2ml/100gPC) e o

sangue e os 0ssos foram coletados para andlise.
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7.1 Citologia Vaginal
A citologia vaginal ¢ um método de avaliacdo indireta da fun¢do gonadal e avalia o
ciclo estral através das células do epitélio vaginal. Foi realizada durante quinze dias,
tendo inicio aos 75 dias de idade. A coleta diaria do esfregago vaginal utilizou soro
fisiologico e pipetas Pasteur. O esfregago era colocado em ldminas de vidro e
observado a fresco em microscopio Optico. Somente foram consideradas ratas
experimentais que apresentaram ciclo estral regular , que ¢ caracterizado por

apresentar as fases proestro, estro, diestrol e diestroll ,as demais foram descartadas.

7.2 Ovariectomia
Remocao bilateral dos ovarios, sob anestesia com Tiopenthal (0,2ml/100gPC). As

ratas do grupo Controle sofreram apenas o estresse cirargico.

7.3 Producao da raciao AIN93 M
A racdo foi elaborada de acordo com a recomendacdo do American Institute of
Nutrition (AIN), no Laboratério de Fisiologia Enddcrina do Departamento de

Ciéncias Biologicas/IBRAG (Anexo A).

7.4 Coleta de sangue e tecidos
O sangue foi coletado por pungio cardiaca, centrifugado e o soro armazenado a -20°
C. As mandibulas, fémures e a vértebra lombar L4 foram excisados, pesados e

armazenados em soro fisiologico a -20° C, para posterior analise.

7.5 Avaliacao sérica

O soro foi utilizado para a determinacdo das concentracdes de cdlcio, fosforo e
fosfatase alcalina por método colorimétrico, utilizando Kits comerciais (Bioclin). As
concentracdes séricas de estradiol foram determinadas por radioimunoensaio

especifico utilizando Kit comercial (MP BIOMEDICALS, CA, USA).
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7.6 Medidas Osseas

A altura do corpo vertebral (L4) no sentido oro-caldal, o comprimento e o didmetro
dos fémures direitos e as distancias mésio-distal (MD) e vestibulo-lingual (VL) das

hemi-mandibulas direitas, foram aferidas com paquimetro.

7.7 Ensaio fisico
Utilizado para determinar volume e densidade 6ssea, densidade mineral, percentual
6sseo de agua, percentual de material organico e percentual de material mineral.
Apbs excisdo, fémures, hemi-mandibula direita e coluna foram mantidas em salina a -
10°C, para posterior analise. Doze horas antes do inicio do ensaio, os ossos foram
descongelados e colocados em dessecador por 24 horas. Os ossos foram colocados em
Becker contendo 4gua destilada e o peso imerso_foi determinado. Em seguida, os
ossos foram enxugados e pesados, para se obter o peso imido. Apos a medida do peso
imido, os ossos foram colocados na estufa a 100 ° C por um periodo de 24hs, obtendo
0 peso seco. Para obtencdo das cinzas, os ossos foram colocados em Cadinhos de
cerdmica e deixados na Mufla, por 24h a temperatura de 800 °C. A mufla foi
desligada, sendo estabelecido um prazo de mais 24h para retirar os cadinhos e pesa-
los, obtendo-se o peso das cinzas. Nestas, foram avaliadas o conteudo de calcio,
fosforo e magnésio utilizando o método de fluorescéncia com Raios-X, o qual
permitiu quantificar os elementos inorganicos em percentual por massa. O volume
6sseo foi calculado de acordo com o principio dos sdlidos de Arquimedes,
possibilitando o calculo da densidade 6ssea e mineral. Os percentuais de agua,
material mineral e organico foram determinados a partir das formulas de (MARTIN,
1993)
Densidade mineral = Pc (g/cm’)
140,

Densidade 6ssea = Pu (g/cmj)
140

Percentual 6sseo de dgua = 100 x (Pu— Ps) (%)
Pu

Percentual 6sseo de material organico = /00 x (Ps — Pc) (%)
Pu
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Percentual 6sseo de material mineral = 7100 x (Pc) (%)
Pu

Volume 6sseo (VO) = Pu — Pi (cm”

p
Legenda:

p — Densidade da dgua (g/cm3 )
Pc — Peso das cinzas 0sseas (g)
Ps — Peso do osso desidratado (g)
Pi — Peso do osso imerso (g)

Pu — Peso do osso imido (g)

7.8 Ensaio Biomecanico
Doze horas antes dos testes, os ossos foram descongelados e conservados em solugdo
salina at¢ o momento do teste. Os ensaios mecanicos dos corpos de prova vértebra L4
e fémur foram realizados no Laboratorio de Ensaios Mecanicos do IPRJ (Instituto
Politécnico do Rio de Janeiro/UERJ), Nova Friburgo, RJ, em uma maquina de ensaio
universal SHIMADZU AG-I 100kn, a temperatura ambiente. As mandibulas foram
analisadas no Laboratorio do IMA-UFRJ (Instituto de Macromoléculas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro) pela Maquina de Ensaio Universal
INSTRON modelo 5569, de acordo com o descrito por ENGESAETER, EKELAND
& LANGLAND, 1978 € PENG e cols., 1994. Para o ensaio biomecanico, os valores
de carga aplicados descritos em funcao da deformagao foram registrados em software
proprio da maquina produzindo curvas carga-deflexdo (vide Grafico 1). As curvas
apresentam regides distintas, sendo uma de deformacdo eldstica e outra de
deformacao plastica, que correspondem as fases linear e de comportamento variavel,
respectivamente, onde ocorrem deformagdes permanentes no tecido 6sseo (TURNER
& BURR, 2003). Os parametros abaixo podem ser avaliados a partir das curvas
produzidas:

e (Carga maxima: refere-se a maior carga aplicada ao corpo de prova durante o

teste. E expressa em Newton (N).
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e Resiliéncia: refere-se a area sob a curva carga-deflexdo até o limite elastico
(altimo ponto correspondente a fase eldstica da curva), obtida através da
energia absorvida na fase elastica. E expressa em Joule (J)

e Tenacidade: energia mecanica, ou seja, o impacto necessario para levar um
material a ruptura. Tenacidade ¢ uma medida de quantidade de energia que um

material pode absorver antes de fraturar.

R
/ B
F, S
o0 [ /
|/ Grafico 1 : Curva carga-deflexdo. No
= N ) eixo Y a Tens@o ¢ medida em Newton
o £ .f i . , .
2 008 |/ e no eixo X ¢ determinado o
& = Teoupkdads deslocamento da forga. A tenacidade é
I dada a partir do ponto méximo de
F, I_A tensdo (F2) no eixo Y, que gerard um
0,02 2 [iE. elast deslocamento (D2) no eixo X.
0D D: 1 2

Displacement mm

7.9 - Teste de Compressao das Vértebras

Para compressdo das vértebras foram removidos os processos transversos, 0 processo
espinhoso e os arcos vertebrais, obtendo-se assim o corpo vertebral. Para adequacao
ao teste, os corpos vertebrais foram aplanados com lixa d’adgua (norton 160) e a
vértebra foram posicionadas sempre no seu sentido oro-caudal. Os testes foram
realizados com uma pré-carga de 10N para estabilizar o corpo de prova
(SAMNEGARD, AKHTER & RECKER, 2001). A velocidade de aplicacdo da carga
foi constante, 2mm/min, no sentido oro-caudal (MOSEKILDE, DANIELSEN &
KNUDSEN, 1993; KATSUMATA ¢ cols.,1995; IKEDA e cols.,2001), at¢ a

deformacao parcial da vértebra (2/3 da altura média do grupo).

7.10 - Teste de flexdo de trés pontos para fémures

Os fémures foram posicionados sobre dois roletes com didmetro de 3.0mm, acoplados
em apoios com intervalo de 21.7mm. Foram utilizadas uma pré-carga de 5N para
estabilizar o fémur (MOSEKILDE, 1999) e uma célula de carga de capacidade
maxima 100kN, fundo de escala 1000N (1kn) com precisdo de 1% do fundo utilizado.
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A velocidade foi constante, de Imm/min, até a fratura do osso (ENGESAETER e cols
1978; SOGAAED e cols. 1994).

7.11 - Teste de flexdo em trés pontos para mandibulas
As mandibulas foram posicionadas com os molares voltados para cima. As
extremidades das hemimandibulas foram apoiadas em roletes de 1mm de diametro,
que distavam 6mm, formando dois pontos. O terceiro ponto foi o local da fratura,
imediatamente, posterior a parte distal do terceiro molar.

Por avaliacdo e indicacdao técnica de (IMA/UFRJ), foi instituida uma medida
além das preconizadas, anteriormente, por ALIPPI (2006). Tal procedimento
consistiu em mensurar a espessura do ponto de fratura do corpo de prova. A
padronizagdo mais adequada foi o ponto imediatamente posterior ao terceiro molar
até o corpo da mandibula, seguindo o eixo de inclinagdo do elemento dentario. Esta
nova etapa permitiu quantificar com mais exatidao, a relagdo tensdo/espessura para
aferir a flexibilidade da mandibula. Foi aplicada uma pré-carga de 10N, para
estabilizar o corpo de prova, e a célula utilizada possuia capacidade maxima de
100KGF. A velocidade foi constante, 2mm/min, até a fratura do osso (OLIVERA,
2003; ALLIPI, 2006).

7.12 Analise do conteudo inorganico das cinzas
Amostras das cinzas das mandibulas foram analisadas no Laboratério de
Caracterizagdo — Nucleo de Catalise NUCAT/PEQ/COPPE/UFRIJ. As cinzas foram
prensadas em temperatura ambiente e colocadas em pastilhas de 10mm de didmetro,
em seguida analisadas pelo Espectrometro de Fluorescéncia de Rx, Modelo RIGAKU
RIX 3100 com tubo de radio 4KW. Os resultados foram obtidos através do proprio

software do equipamento.

7.13 Analise estatistica
Os resultados foram submetidos a anélise de varidncia univariada (ANOVA), seguida
de testes de comparacao multipla. Todos os resultados foram expressos como média

terro padrao da média, considerando o nivel de significancia de p<0,05.
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Desenvolvimento corporal e ingestao alimentar
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A andlise da evolu¢do do comprimento corporal, desde o desmame até o final do

periodo experimental, ndo mostrou alteracdo entre os grupos (Gréafico 2).

Quanto a avaliagdo do consumo alimentar também nao houve diferenca entre os

grupos (Grafico 3).
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Grifico 2: Evolu¢io do comprimento corporal nos grupos
experimentais e controles.
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Grafico 3: Evolucao do consumo alimentar nos grupos
experimentais e controles.
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Avaliacao sérica de Estradiol

A avaliacdo das concentracdes séricas do Estradiol mostrou uma redugdo
significativa (p< 0,005) nos grupos ovariectomizados (OVX4%=131,0+8,7;
OVX19%= 55,6+6,5), quando comparados aos controles (C4%=131,5+9,15; C19%=
53,0 £7.9), Grafico 4.
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Grafico 4. Avaliacdo das concentragdes séricas de estradiol 30 dias ap6s ingestdo de
racdo manufaturada contendo 4% (racdo normolipidica) ou 19% de dleo de soja
(rag@o hiperlipidica), em ratas deficientes em esterdides sexuais, induzidas por
ovariectomia bilateral(grupos OVX4% e OVX19%), e nos grupos controle recebendo
as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média = EPM. #
p<0,05 C4% vs OVX4%; C4% vs OVX19%; C19% vs OVX4%; C19% vs OVX19%
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Avaliacao sérica de Calcio

As concentragdes séricas de Calcio diminuiram significativamente nos grupos
OVX19% em relagao aos grupos C4% e C19%, mas nao diferiram do grupo OVX4%
(C4% = 86,11£1,622; C19% = 81,87 +1,382; OVX4% = 77,45+ 3,080; OVX19%
=72,23 +2,496), Grafico 5.
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Grafico 5: Avaliagdo das concentragdes séricas de calcio 30 dias apds ingestdo de
racdo manufaturada contendo 4% (racdo normolipidica) ou 19% de o6leo de soja
(ragao hiperlipidica), em ratas deficientes em esterdides sexuais, induzidas por
ovariectomia bilateral (grupos OVX4% e OVX19%) e nos grupos controle recebendo
as mesmas ragoes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média + EPM.

# p<0,05 C4% vs OVX19%; C19% vs OVX19% .
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Avaliacao sérica do Fésforo

As concentracdes séricas de Fosforo apresentaram diminui¢do significativa

nos grupos OVX4%, C19% e OVX19%, como mostrado abaixo.
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Grafico 6: Avaliagdo das concentragdes séricas de fosforo 30 dias apos ingestao de
racdo manufaturada contendo 4% (ra¢do normolipidica) ou 19% de o6leo de soja
(ragdo hiperlipidica), em ratas deficientes em esterdides sexuais, induzidas por
ovariectomia bilateral (grupos OVX4% e OVX19%) e nos grupos controle recebendo
as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdao expressos por média = EPM.

# p<0,05 C4% vs OVX4%; C4% vs C19%; C4% vs OVX19.
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Avaliacao sérica da Fosfatase Alcalina

As concentragdes séricas de fosfatase alcalina se mostraram
significativamente aumentadas nos grupos OVX4%, C19% e OVX19% em relagdo ao
grupo C4% (C4% = 14,81+1,577; C19%=26,2243,287; OVX4%=28,70+3,465;
OVX19%=27,29+3,17), Grafico 7.
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Grafico 7: Avaliagdo das concentragdes séricas de fosfatase alcalina 30 dias apds
ingestao de ragdo manufaturada contendo 4% (ra¢do normolipidica) ou 19% de dleo
de soja (ragdo hiperlipidica), em ratas deficientes em esterdides sexuais, induzidas por
ovariectomia bilateral (grupos OVX4% e OVX19%) e nos grupos controle recebendo
as mesmas ragoes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média + EPM.

# p<0,05 C4% vs OVX4%; C4% vs OVX19%; C4% vs C19% .
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AVALIACOES OSSEAS

Medidas de coluna, féemur e mandibula.

Em relacdo as medidas efetuadas em fémures, vértebras L4 e mandibulas, ndo foram
observadas diferencas significativas em quaisquer dos ossos ¢ medidas efetuadas,
Tabela 1.

Tabela 1: Medidas Osseas

GRUPOS COMPRIMENTO DIAMETRO DO ALTURA DA LARGURA MD LARGURA VL DO ESPESSURA
FEMUR FEMUR VERTEBRA DO CONDILO CONDILO PONTO

FRATURA

MANDIBULA
C 4% 34,24+0,12 2,78+0,87 8,1+0,48 0,93+0,10 3,18+0,09 2,3+0,89
C 19% 34,04+0,18 2,77+0,57 8,98+0,31 0,89+0,09 3,26+0,05 2,5+0,92
OVX 4% 35,95+0,19 2,92:0,04 8,7+0,33 1,04+0,03 3,1£0,07 2,4140,1
OVX19 % | 33,95+0,17 2,86%0,05 8,85+0,28 0,98+0,04 3,1240,12 2,47%0,13

Avaliacdo das medidas 6sseas apos ingestdo de racdo manufaturada contendo 4% (racdo
normolipidica) ou 19% de o6leo de soja (ragdo hiperlipidica), em ratas deficientes em
esteroides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral (grupos OVX4% e OVX19%) e nos
grupos controle recebendo as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por
média = EPM. C = Controle, C19% = Controle com ragao 19%, OVX4%-= ovariectomizada
com ragdo 4% e OVX19% = Ovariectomizada com ragdo 19%.
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Parametros fisicos: peso e volume 6sseo da vértebra L4, fémur e mandibula.

Em vértebras, os pesos imerso e imido mostraram aumento em todos os grupos em
relagdo ao grupo controle C4%. Para ambos os parametros, a dieta hiperlipidica
associada a castracdo apresentou maiores valores, Tabela 2. Em fémures, nenhuma
alteracdo foi observada, Tabela 3. As mandibulas apresentaram aumento do peso
imerso nos grupos C19% e OVX4% em relagao ao C4%, e 0 OVX19% mostrou valor
menor em relagdo ao grupo C4%. Quanto ao peso umido, ficou aumentado no
OVX4% , enquanto os grupos C19% e OVX19 % estavam diminuidos, em relagdo ao
grupo C4%. O volume 6sseo apresentou aumento no grupo OVX19% em relagdo ao

C19, Tabela 4.

Tabela 2: Pesos e Volume Osseo da vértebra L4

GRUPO PESO IMERSO | PESO UMIDO PESO SECO PESO CINZAS VOLUME
OSSEO
C4% 0,2120,02 0,27+0,03 0,18+0,01 0,10+0,0065 0,06£0,010
C 19% 0,27+0,02 * 0,36+0,03 * 0,23+0,01 0,110,0077 0,120,016
OVX 4% 0,30+0,01 * 0,39+0,02 * 0,20+0,01 0,09:£0,0050 0,120,014
OVX19 % 0,310,02 * 0,39+0,02 * 0,19+0,01 0,10+0,0055 0,1£0,007

Avaliag@o dos pesos e volumes 0sseos da vértebra L4 apos ingestdo de ragdo manufaturada contendo
4% (ragdo normolipidica) ou 19% de o6leo de soja (racdo hiperlipidica), em ratas deficientes em
esteroides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral (OVX4% e OVX19%) e nos grupos controle
recebendo as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média £ EPM.* p<0,05,
C4% vs OVX 4%, C4% vs OVX 19%.

Tabela 3: Pesos € Volume Osseo do fémur

GRUPO PESO IMERSO | PESO UMIDO PESO SECO PESO CINZAS VOLUME
OSSEO
C4% 0,49+0,,014 0,72 £0,,025 0,484+0,0056 0,22 £0,0047 0,22 +0,014
C19% 0,42+0,020 0,71 £0,025 0,47+0,012 0,23+0,005 0,28 +0,032
OVX 4% 0,44+0,020 0,67+0,017 0,44 0,,0083 0,22+0,0069 0,22+0,015
OVX19 % 0,46+0,0078 0,65+0,015 0,45+0,0055 0,21+0,0039 0,21+£0,018

Avaliagao dos pesos e volumes 6sseos do fémur apos ingestdo de ragdo manufaturada contendo 4%
(ragdo normolipidica) ou 19% de 6leo de soja (rag@o hiperlipidica), em ratas deficientes em esteroides
sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral (OVX4% e OVX19%), e nos grupos controle recebendo
as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média + EPM.

Tabela 4: Pesos € Volume Osseo da mandibula

GRUPO PESO IMERSO PESO UMIDO PESO SECO PESO CINZAS VOLUME
OSSEO
C4% 0,28 £0,018 0,520,010 0,38 £0,0076 0,24 +£0,0035 0,21%0,0080
C19% 0,30+0,014 O 0,50+0,0077 0 0 0,37+0,0047 0,24+0,00396 0,18+0,012 o
OVX 4% 0,34+0,0041 * O # 0,54+0,0038 * O 0,38+0,0062 0,25+0,0039 0,20+0,0025
OVX19 % 0,27+0,0043 # 0,51+0,0064 o 0,39+0,0068 0,25+0,0045 0,22+0,0070

Avaliagao dos pesos e volumes 6sseos da mandibula apds ingestao de ragdo manufaturada contendo
4% (ragdo normolipidica) ou 19% de o6leo de soja (racdo hiperlipidica), em ratas deficientes em
esteroides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral (OVX4% e OVX19%) e nos grupos controle
recebendo as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média + EPM,* p<0,05,
OVX4% vs OVX19% ; * p<0,05 C4% vs OVX4% ; 0p<0,05 C19% vs OVX4% ; o p<0,05 C19% vs
OVX19%
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Parametros fisicos: densidade e percentuais de agua, material organico e
material mineral da vértebra L4, fémur e mandibula

Na vértebra L4 foi observada uma diminui¢cdo do percentual de material orgénico e
mineral em todos os grupos experimentais, Tabela 5. Em fémures nenhuma diferenca
foi observada, Tabela 6. Na mandibula foi observado aumento da densidade 6ssea nos
grupos C19% e OVX4% em relagdo ao C4%, e diminui¢do do percentual de dgua no

C19% comparado ao C4%.

Tabela 5: Densidades e percentuais de d4gua, material organico e mineral da vértebra
L4

GRUPO DENSIDADE DENSIDADE %AGUA %MATERIAL %MATERIAL
OSSEA MINERAL ORGANICO MINERAL
C4% 4,32+0,39 1,56 0,21 41,14+4,12 31,47+1,54 37354226
C 19% 3,67+0,23 1,02+0,77 42,38+2,20 27.62+0,80 * 28,44+0,94 *
OVX 4% 5.44+1,43 1,36 £0,37 48,16+1,68 25,87+0,53 * 24.71+0,73 *
OVX19 % 3,93+0,25 0,89 +0,09 49,79+1,07 25,06=0,49 * 25,78+0,98 *

Avaliacao das densidades e percentuais de agua, material organico ¢ mineral da vértebra L4 apoés
ingestdo de racdo manufaturada contendo 4% (ragdo normolipidica) ou 19% de 6leo de soja (ragdo
hiperlipidica), em ratas deficientes em esterdides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral
(OVX4% e OVX19%) e nos grupos controle recebendo as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores
sdo expressos por média + EPM,* p<0,05, C4% vs C19%; * p<0,05 C4% vs OVX4% ; * p<0,05 C4%
vs OVX 19%.

Tabela 6: Densidades e percentuais de 4gua, material organico e mineral do fémur

GRUPO DENSIDADE DENSIDADE %AGUA %MATERIAL | %MATERIAL
OSSEA MINERAL ORGANICO MINERAL
C4% 3,04 021 1,32+0,11 30,50+2,25 28,21+0,83 40,83 £1,71
C 19% 3,10+0,30 1,1120,10 32.21+1,92 30,25+0,98 38.32+1,49
OVX 4% 3,09+0,16 1,19+0,07 32,62+1,62 28,46+1,08 38,49+1,27
OVX19 % 333+0,15 1,33+0,09 30,68+1,58 28,75+0,73 39,73+1,09

Avaliacdo das densidades e percentuais de agua, material organico e mineral do fémur apds ingestdo de
ragdo manufaturada contendo 4% (ragdo normolipidica) ou 19% de 6leo de soja (racdo hiperlipidica),
em ratas deficientes em esterdides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral (OVX4% e OVX19%)
e nos grupos controle recebendo as mesmas ragoes (C4% e C19%). Os valores sdao expressos por média

+ EPM.

Tabela 7: Densidades e percentuais de 4gua, material organico e mineral da

mandibula

GRUPO DENSIDADE DENSIDADE %AGUA %MATERIAL | %MATERIAL
OSSEA MINERAL ORGANICO MINERAL

C4% 2,30+0,13 1,080 40,99+0,63 27,08+0,09 47,30+1,06

C 19% 2,8540,13 * 0 0 1,41£0,16 27,93£1,96 * 24.61%1,57 49,07+2,05

OVX 4% 2,70+0 * 1,260 33,711 37 25,28+0,59 46,42+0,61

OVX19 % 2,180 o 1,060 34.26+3,74 27,70+1,01 48,92+0,85

Avaliacdo das densidade e percentuais de agua, material organico e mineral da mandibula apds
ingestdo de ra¢do manufaturada contendo 4% (ragdo normolipidica) ou 19% de 6leo de soja (ragdo
hiperlipidica), em ratas deficientes em esterdides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral, grupos
0OVX4% e OVX19% , e nos grupos controle recebendo as mesmas ragdes (C4%) ou (C19%). Os
valores sdo expressos por média + EPM,* p<0,05, C19% vs OVX 4%; ; ¢ p<0,05 C4% vs C19% ; o
p<0,05 C19% vs OVX19%
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Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos, quanto aos

percentuais de calcio e fosforo nas cinzas das mandibulas. Entretanto, os percentuais

de magnésio apresentaram aumento significativo no grupo OVX19%, em relacdo aos

demais grupos.

Tabela 8: Percentuais de Ca, P e MG nas cinzas das mandibulas.

GRUPO % CALCIO % FOSFORO % MAGNESIO
C4% 50,58 = 0,29 46,00 £ 0,13 167 0,40
C 19% 50,95 = 0,20 4593 + 0,19 181+ 0,01
OVX 4% 50,66 = 0,17 46,15+ 0,14 178+ 0.08
OVX19 % 50,72+ 0,67 46,05+ 0,57 1,02+ 0,04 *

Avaliacdo dos percentuais de Ca, P e Mg nas cinzas da mandibula apds ingestdo de ragdo
manufaturada contendo 4% (ragcdo normolipidica) ou 19% de 6leo de soja (racdo hiperlipidica), em
ratas deficientes em esterdides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral (OVX4% e OVX19%) e
nos grupos controle recebendo as mesmas ragoes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média
+ EPM,* p<0,05, C4% vs OVX19%.
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Avaliacao biomecanica da vértebra L4, fémur e mandibula

Os resultados do teste biomecanico sdao apresentados em fungdo da tensdo maxima e
da carga méaxima. Nao foram observadas diferencas na tensdo méaxima das vértebras
L4 e dos fémures, Graficos 8 ¢ 9, respectivamente. Em mandibulas, os grupos
ovariectomizados apresentaram menor resisténcia a tensdo, sendo este resultado
mostrado no grafico de barras (Graficos 10) e pelas curvas de deformacdo (Grafico

11). A carga maxima aplicada as hemi-mandibulas também foi menor no grupo
OVX19%, Grafico 12.
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Grafico 8: Avaliaco do teste de tensdo maxima na vértebra L4 apds ingestdo de ragdo manufaturada
contendo 4% (rag@o normolipidica) ou 19% de 6leo de soja (racdo hiperlipidica), em ratas deficientes
em esteroides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral (OVX4% e OVX19%) e nos grupos
controle recebendo as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média + EPM.
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Grafico 9 : Avaliagdo do teste de tensdo méaxima no fémur apds ingestdo de racdo manufaturada
contendo 4% (ragdo normolipidica) ou 19% de 6leo de soja (racao hiperlipidica), em ratas deficientes
em esterdides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral (OVX4% e OVX19%) e nos grupos
controle recebendo as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média + EPM.
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Graficos 10 e 11 : Avaliagdo do teste de tensdo maxima na mandibula apos ingestdo de ragdo manufaturada
contendo 4% (racdo normolipidica) ou 19% de dleo de soja (ragdo hiperlipidica), em ratas deficientes em
esteroides sexuais, induzidas por ovariectomia bilateral (OVX4% e OVX19%) e nos grupos controle recebendo
as mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média + EPM. # p<0,05.C4% vs C19%, C4%
vs OVX19%, OVX4% vs OVX19%, OVX4% vs OVX19%.
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Grafico 10 - Avaliacdo da carga maxima empregada para fratura da mandibula apos
ingestao de ragdo manufaturada contendo 4% (ra¢do normolipidica) ou 19% de dleo
de soja (ragdo hiperlipidica), em ratas deficientes em esterdides sexuais, induzidas por
ovariectomia bilateral (OVX4% e OVX19% ) e nos grupos controle recebendo as
mesmas ragdes (C4% e C19%). Os valores sdo expressos por média + EPM. #=
p<0,05. C4% vs OVX19%; OVX4% vs OVX19%; C19% vs OVX19%.
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9. Discussao

As mudancas soOcio-culturais determinaram também alteracdes no
comportamento alimentar em muitos grupos populacionais. O estagio de escassez
alimentar do passado foi substituido pela era da produ¢do alimentar em grande escala.
Ainda que esta produtividade ndo supra a necessidade alimentar das populacdes, as
camadas sociais menos favorecidas se alimentam também de forma inadequada.
Todos estdo cercados de apelos visuais e bastante sugestivos de dietas, nem sempre
saudaveis do ponto de vista nutricional e assim, a quantidade substitui a qualidade.

A grande quantidade de lipidios e carboidratos ingeridos durante as refeigdes
deixa os individuos cada vez menos saudaveis sujeitos aos efeitos deletérios desse
tipo de alimentagdo. O consumo freqiiente destes nutrientes e o aumento de massas
corporais, seguidas de uma série de alteracdes metabolicas, leva os individuos a
obesidade e suas complicagdes (YAZAR e cols 2009; MORO e cols, 2009). As
comorbidades mais associadas a obesidade sdo bem caracterizadas na definicdo da
sindrome metabolica, que envolve os disturbios cardio vasculares, o diabetes mellitus
tipo II, além de doencas neurodegenerativas e as doengas Osseas (MATSUZAWA e
cols, 2003; REISER e cols, 2009), como a osteoporose, que embora seja mais comum
em mulheres magras, acometem também mulheres obesas (WEI e cols, 2007,
TAKEDA, 2008).

Em conjunto com a ingestdo excessiva de alimentos ricos em lipidios, a perda
da funcdo gonadal contribui ainda mais para os efeitos deletérios da perda da
qualidade Ossea, uma vez que o hipoestrogenismo estd associado a osteoporose
(VANHAITEN e cols 2003; HIROAKI, 2006).

O aumento da expectativa de vida e a disponibilidade de recursos tecnologicos
e terapéuticos tém permitido as mulheres viverem mais e, consequentemente, com 0s
efeitos da perda da funcdo gonadal. A associagdo dos dois componentes,
hipoestrogenismo e dieta hiperlipidica podem determinar alteragdes metabolicas mais
sérias, uma vez que a obesidade isoladamente ja induz a producdo de uma série de
substancias pro-inflamatorias que estdo associadas a perda da integridade Ossea
(ENWONWU e cols, 2007; BASTOS ¢ cols, 2009; MAURY cols, 2010).

Tradicionalmente, os ossos avaliados na osteoporose sdo os fémures e a quarta

vértebra lombar (L4) (CURY e cols, 2007). Vértebras, por serem basicamente
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constituidas por ossos trabecular e fémures por terem uma constitui¢do mista sdo os
primeiros locais de expressdao da fragilidade 6ssea. No entanto, essa doenga envolve
todos os o0ssos do corpo em propor¢des diferentes e em periodos de tempo diferentes,
levando a perda da integridade dssea (ZANETE e cols, 2003). A mandibula ndo é um
osso muito estudado sob essas condigdes, visto ter uma constituigdo
predominantemente cortical. Mas, a doenga periodontal que acomete os elementos
dentarios, incluindo também a maxila, pode interagir com curso natural da
osteoporose e vice-versa (INAGAKI KOIJI e cols, 2007). Na doenca periodontal nao
controlada, hd uma série de citocinas e mediadores pro-inflamatorios (SUGIYAMA e
cols, 2007) que agem nao apenas sobre o elemento dentario acometido, mas também
estdo circulantes por todo organismo, podendo agravar a osteoporose, ja que estdo
associados a reabsor¢dao ossea (INAGAKI KOIJI e cols, 2007). Por outro lado, o
paciente com doenca periodontal controlada, sendo portador da osteoporose nao
tratada, pode ter a perda de dentes acelerada em fung¢do da fragilidade dssea
(GIOVANNI e cols, 2009). Assim, para o Cirurgido-Dentista conhecer nao s6 o
protocolo técnico, mas ter também o conhecimento tedrico sobre o curso natural
dessas duas doengas se torna fator determinante para o sucesso do tratamento.

Pacientes que fazem tratamento para osteoporose, utilizando bisfosfonatos,
também devem ter seu tratamento acompanhado de forma mais interativa pelo
Cirurgido-Dentista e o médico, uma vez que alguns procedimentos odontologicos
como, por exemplo, o uso de implantes dentarios, quando ndo realizados e
acompanhados corretamente podem levar a osteonecrose de mandibula (PONTE
FERNANDEZ e cols, 2006, NAIDU e cols, 2008). Sabendo que o nimero de
edéntulos ¢ maior em mulheres, idosas e na maxila (MESAS, 2006) e que,
geralmente, estdo na faixa etdria que ja existe uma perda dssea com concomitante
risco de fratura, a prevencdo e tratamento sdo menos onerosos para os servicos de
saude. Estes, além de ndo suportarem a grande quantidade de pacientes, de maneira
geral, ndo oferecem tratamento odontoldgico completo, incluindo reabilitagdo oral.

Em nosso modelo experimental, a associacdo da dieta hiperlipidica com a
ovariectomia mostrou resultados que nos leva a conjecturar a hipotese de que os
efeitos dessa associagdo tém agdo mais nociva para o tecido dsseo.

Os efeitos deletérios da deficiéncia do estradiol foram determinados pela
remocao cirdrgica bilateral dos ovarios. As concentragdes séricas baixas de estradiol

observadas nos grupos ovariectomizados, confirmam o hipogonadismo instalado
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nesses animais, mimetizando a menopausa natural, conforme relatos da literatura
(ARMADA, 2006; KORSE e cols, 2009 ; KIN e cols 2009).

A perda de esterdides sexuais e/ou a ingestdo de dietas palataveis, como as
dietas hiperlipidicas, estdo associadas ao ganho de massa corporal (COSTA, 2009;
ARMADA, 2006; MARQUES & TAVERA, 1998; TANAKA, 2002; TEOFILO,
2003). Relatos de IKEMOTO (1996) mostraram ganho de massa corporal em
roedores alimentados com 6leo de soja (com composi¢do principal em acidos graxos
n-6), como em nosso laboratério. Em estudo recente, DUARTE (2009) utilizando
dieta com alto teor de 6leo de peixe (rico em acidos graxos n-3), também encontrou
resultados similares.

Apesar do aumento da massa corporal j& estar bastante descrito, nesse estudo
ndo verificamos correlacdo entre hipoestrogenismo e/ou dieta hiperlipidica com o
comprimento corporal ou com a ingestdo alimentar. Nossos resultados corroboram
com os relatos de DUARTE (2006), que também nao verificou hiperfagia, embora as
dietas hiperlipidicas sejam consideradas altamente palataveis. Os relatos sobre o
consumo de dietas de alto teor lipidico sdo conflitantes. Variagdes na fonte lipidica
utilizada na composi¢do da racdo assim como o tempo de ingestdo gera resultados
distintos. Um estudo utilizando ragdo com base em dieta de cafeteria por 28 dias
verificou maior consumo alimentar (EGUCHI e cols, 2008), enquanto outro estudo
utilizando ra¢do com 10% de teor lipidico por 16 semanas observou diminui¢do da
ingestao alimentar (KRESTCHMER, 2005).

A avaliacdo Ossea em ratas castradas tem sido utilizada com o objetivo de
verificar os efeitos de estrogenos (ARMADA, 2006; NIAN, 2006; WERKMAM,
2006; HALICI, 2007, HAM, 2008). Em nossos estudos, a avaliagdo indireta da
integridade dssea determinada a partir das concentragdes séricas de calcio, fosforo e
fosfatase alcalina evidenciou que a deficiéncia de esterdides sexuais e a ingestdo de
dieta hiperlipidica sao fatores que alteram a estrutura 6ssea. Em relacao ao calcio e ao
fosforo, a perda da funcdo gonadal foi um fator determinante para sua diminuigdo,
corroborando relatos anteriores (SHULZ e cols, 1999; TENORIO, 2005; MURTHY e
cols, 2006; HUANG, 2007). A associa¢do da ovariectomia a ingestdo hiperlipidica
determinou maior diminui¢ao do calcio sérico, possivelmente pelo efeito da dieta em
reduzir a absorc¢do intestinal de calcio (GRIEL, 2007). No entanto, ndo evidenciamos
correlacdio entre as concentracdes séricas de célcio, fosforo e fosfatase alcalina. E

possivel que a dieta hiperlipidica e a castracdo estejam influenciando a fungdo
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hepatica de forma mais direta e ativa, alterando as concentragdes totais da fosfatase,
que nao ¢ um fator especifico de atividade Ossea.

Quanto as medidas realizadas nas mandibulas, fémures e vértebras L4 ¢
possivel que a falta de alteragdo seja devido ao periodo experimental, que pode ser
considerado curto. Anteriormente, ARMADA (2006) avaliando ratas e ratos castrados
s0 comegou a observar diferencas morfologicas a partir de 60 dias de castracdo. Em
geral, trabalhos que avaliam ossos ndo determinam medidas dsseas. As Unicas
referéncias que temos conhecimento sobre essas medidas foram realizadas em
féemures de ratos alimentados com dieta contendo 6leo de peixe (SIROIS, 2003) ou
em vértebra L4 de camundongos transgénicos exibindo osteopetrose (ABE, 2000).
Quanto as medidas realizadas em mandibulas, recentemente, verificamos em nosso
laboratério alteracdes mostrando diminuicdo das medidas em ratas apds periodos
cronicos de deficiéncia de esterdides sexuais (ARMADA, 2009). Até onde temos
conhecimento esse pardmetro de andlise ¢ pouco utilizado (KATSUMATA e cols,
1995; IKEDA e cols, 2001; ALLI e cols, 2006), apesar de poder ser um indicador de
alteracdo morfologica.

As alteracdes em alguns parametros fisicos de vértebras L4 e mandibulas podem
ser atribuidas ao efeito da dieta sobre a estrutura Ossea. As alteracdes anatdmicas
evidenciadas, em relacdo aos diferentes diametros dos canais medulares e ao tamanho
do canal mandibular, foram observadas principalmente nos grupos OVX (dado
observado e ndo apresentado). Ja a diminui¢do no percentual de material organico da
coluna, nos animais alimentados com dita hiperlipidica, C19% e OVX19%,
apresentam correlagdo as concentragdes séricas de fosforo e célcio. J& as densidades
O0sseas e minerais das mandibulas, menores nos animais castrados, mostram a
influéncia direta do hipoestrogenismo. Em fémures, a manutengdo desses parametros,
semelhantes ao controle ocorrem, possivelmente, por ser um osso predominantemente
cortical e pelo fato do periodo experimental de um més, ter sido insuficiente para
inferir mudangas significativas. Estudos de ARMADA, 2009 s6 evidenciaram
alteracdes em fémures 120 dias apds a castracdo, ou seja, apos periodo cronico.

Atualmente, o método utilizado para avaliacdo 6ssea com acuracia e precisao
de medidas ¢ a densitometria (DXA, densitometria por absor¢ao de raios X de dupla
energia), tendo sua utilidade ja consagrada para diagndstico e seguimento de doencas
6sseas em adultos (CASTRO, 2004). No entanto, para estudos experimentais, as

técnicas descritas acima ainda vém sendo utilizadas (ARMADA, 2009;
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BERTONCELLO e cols, 2008), dados o custa das técnicas. A analise do contetido
mineral foi realizada apenas nas cinzas das mandibulas, tendo em vista o alto custo da
técnica. Esta ndo mostrou alteracdo para calcio e fosforo, que provavelmente
encontrariamos caso a coluna fosse avaliada. No entanto, surpreendentemente, o
percentual de magnésio estava elevado no grupo OVX19%. Sabemos que metade do
magnésio do corpo ¢ encontrada nos o0ssos (50% em fase mineral e 50% em fase 1abil
em troca com 0 meio extra-0sseo) € a outra parte nos musculos e demais tecidos,
estando relacionado com a atividade neuromuscular e nervosa, transferéncia de
energia, crescimento 6sseo e metabolismo de carboidratos e lipideos (ARAUJO e
cols, 2008). Um estudo em pacientes esquitossomoticos revelou que a reposicao deste
mineral inferiu melhoras na densidade 6ssea (MESQUITA e cols, 2004). Outro
estudo sobre osteoporose experimental em ratas ovariectomizadas (BREM e cols,
2004) detectou niveis inferiores de magnésio, ao exame da densitometria 6ssea. O
mesmo sendo observado em animais castrados com reposicdo hormonal (BREM e
cols, 2005), correlacionando assim os niveis de magnésio a fun¢do gonadal. Em
nosso estudo, verificamos maior correlacdo dos niveis de magnésio com a dieta
hiperlipidica, ja que houve aumento nos grupos OVX19% e C19%, diferindo dos
estudos supracitados.

A avaliagdo da integridade dssea através de testes biomecanicos vem sendo
descrita em fun¢do da carga méaxima aplicada ao corpo de prova (ARMADA, 2009;
ALLIPI, 2006). Mas, em nosso estudo foram avaliadas a tensdo maxima e carga
maxima. A tensdo ¢ a medida de uma carga ou for¢a mecanica aplicada, normalizada
para levar em consideracdo a area da secdo reta. A deformagdo representa a
intensidade da deformacdo induzida por uma tensdo (CALLISTER, 2002). Em
fémures e vértebras L4 ndo foram observadas diferencas. Para os fémures, uma
explicagdo plausivel pode estar relacionada a sua natureza, essencialmente cortical, e
pelo curto tempo do periodo experimental. Para a vértebra L4 ja pode ser percebida
uma tendéncia a4 menor resisténcia nos  grupos  ovariectomizados.
Surpreendentemente, as mandibulas responderam de forma distinta, podendo esta
discrepancia estar relacionada as diferencas anatomicas encontradas, e/ou a
distribuicao da forca mastigatéria, que em roedores ¢ maior na parte anterior € em
humanos na parte posterior. O grupo OVX19% visivelmente apresentou menor
resisténcia a tensdo e a carga maxima, concordando com a menor densidade Ossea,

verificada no teste fisico. Embora a apresentagdo da tensdo maxima através de
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grafico de barras seja mais didatica para demonstrar os resultados, o grafico mais
adequado pra esbogar os mesmos resultados ¢ o grafico de linhas (representado no
Grafico 11)

E preciso ressaltar como o teste biomecanico expresso em fungio da curva de
deformacdo mostra a fragilidade 6ssea claramente perceptivel, quando ha associagdo
da dieta hiperlipidica com o hipoestrogenismo. Este tipo de avaliagdo, levando em
conta ndo so a carga maxima, mas também a espessura do osso no local da fratura foi
realizada pela primeira vez, nesse modelo experimental. Essa metodologia ofereceu
melhor precisdo e acurécia para obtengdo dos resultados, uma vez que a tensdo foi
avaliada em fungao de uma area pré-determinada.

Pode-se questionar se mulheres na menopausa, fazendo uso de alimentacao
rica em lipidios (com sobrepeso ou ndo) também apresentam perda Ossea, mais
precoce, na mandibula. Tal fato, j4 comprovado neste estudo experimental, se
reproduzido em modelos humanos, poderia causar um impacto positivo em termos de
saude publica, pois a deteccao de fragilidade 6ssea bucal por radiografias intra-orais
associadas a outras modalidades de imaginologia, como a obtencdo de imagens por
cone bean, que sdo de menor custo e de mais facil manuseio profissional (TOSONI e
cols, 2004) dispensariam para alguns casos o uso da densitometria dssea (exame mais
utilizado atualmente) (CURY e cols, 2007) e de maior custo.

Assim, para este modelo experimental, observamos que existe uma correlacao
negativa entre a dieta hiperlipidica associada ao hipoestrogenismo. A dieta interferiu
de forma negativa na integridade éssea agravando o que naturalmente ja ocorre na

perda da fun¢do gonadal: a maior reabsorc¢ao Ossea.
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10. CONCLUSAO:

As alteracdes nos parametros fisicos nas mandibulas se correlacionaram com os
parametros biomecanicos avaliados, mas o mesmo nao ocorreu na vértebra L4.

Apesar da diminuicao sérica do calcio e fosforo, o contetido desses elementos ndo se
alterou na mandibula.

O aumento do conteido de magnésio nas cinzas das mandibulas das ratas C19% e
OVX19% sugere uma relagdo da dieta hiperlipidica com esse elemento.

A metodologia para o ensaio biomecéanico da mandibula foi precisa, embora os corpos
de prova apresentassem varidveis anatOmicas, o que teoricamente interfere na
precisdo das analises biomecanicas de maneira geral.

O modelo da avaliagdo 6ssea da mandibula se mostrou um bom pardmetro para
avaliagdo da integridade 6ssea.

O periodo experimental de 30 dias pode ter sido insuficiente para verificar alteracdes
nas medidas Osseas, no entanto foi suficiente para detectar a diminui¢do da
integridade 6ssea da mandibula provando que a associacdo hipoestrogenismo/dieta
hiperlipidica ¢ deletéria para a integridade 6ssea bucal.
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Contetido da racio(g/100g) Dieta controle 4% Dieta hiperlipidica 19%
Caseina' 14(11,2-80%) 14 (11,2 - 80%)
Amido Mitho® 63(56,5) 47,8 (43,07)
Sacarose’ 10 10

Oleo de Soja* 4 19

Fibra® 5 5

Mix Mineral® 3,5(0,73) 3,5(0,73)

Mix Vitaminico’ 1(0,97) 1(0,97)
L-Cistina® 0,18 0,18
Bitartarato de Colina’ 0,25 025
Percentual Energético

Carboidrato 68,2 (273Kcal - 76%) 54,7g (219K cal ~ 50%)
Proteina 11,2g (44,8Kcal - 12%) 11,28 (44,8Kcal - 10.3%)
Lipidio 4g (36Kcal - 10%) 19g (171Kcal - 39%)
Kcal/g 359 (3,6Kcal/g) 435 (4,3Kcal/g)
Acidos graxos (m1)

Saturados 0,53 2,51
Monoinsaturados 1,06 5
Poliinsaturados 2,13 10,1

Descrigéio dos ingredientes: 1 = Farmos®; 2 = Farmos®; 3 =Unifio ®; 4 =Liza ®; 5=
Farmos®; 6 = Prag solu¢Oes® ; 7 =Prag solu¢des®; 8 = Farmos ® ¢ 9 = Pragsolucfes ®.




Purified Rodent Diet AIN-93M

Product Description
A committee of Ameriean Institute of Nutritien (AIN) members
formulated and published the AIN-932M purified diet to provide

nutrients in concentrations required for the maintenance of rats

Composition of Diet Ingredients (Percentage by Weight)

Com Starch
Casein Lactic
Dexirin

AIN-B3 Vitamin Mix
Granular Sugar

46.57
14.00
15.50
1.00

10,00

Mutrient Composition

Amino Acids (% of fotal diet]
Arginine 0.70
Lysine 148
Methionine 0.56
Cystine 0.30
Tryptophan nD.22
Histidine i Liv]
Leucine 1.76
Isoleucine 1.14
Phenylalanine 0.86
Tyrosine D48
Threonine n.Fa
Valine: 1.34
Minerals

Calcium

Phosphorus

Potassium

R B R R

o

Solka Floc-40
Soy O

AIN-B3 Mineral Mix
L- Cystine
Choline Bitartrate

Witamin &
Vitamin 03
Alpha-Tocophenol

Thiamine

Niacin
Pantothenic Acid

Falic Acid
Biotin
Vitamin B12
Vitamin K

Gross Energy

Guaranteed Analyses

Cruge Protein
Crude Fat
Cruge Fiber
Ash

5.00
4.00
3.50
0.18
0.25

£55

§§§§§§§§§§

Kcallgm

Minimum
Minimum
Marmum

Mairnum

69

4.00
1.00
BE.42
B.44
6.79
3054
16.18
1280.00
6.83
2.80
0.22

0.77

4.00

17.0%
T.0%
5.0%
4.0%
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UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES
COMISSAO DE ETICA PARA G CUIDADOC E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® CEA/238/2008 sobre "A influéncia de
dieta hiperlipidica, contendo oleo poliinsaturado (soja), sobre a
remndelagdo Ossea, massa corporal, memoéria e aprendizado, apés
perda de fungado gonadal”, sob a responsabilidade de Celly Cristina A.
Nascimentc Saba, estd de acordo com 0s Principios FEticos na
Experimentacdo  Animal adotados pelo  Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de
Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de
Biologia Roberto Alcadntara Gomes da UERJ (CEA), em 30/07/2008. Este
certificado expira em 30/07/2010.

¢

St

Rio de Janeiro, 30 de Julho de 2008,

¢ 27

s AT
.‘A/// JEEps "/L/V N V%
(N Ao /,/

Prof. Antonioc Carlos da Siiva
Coordenador — CEA/IBRAG/UERJ

Rua Prof, Manogl de Abrey, 48 - Maracand - CEP. 20 550-170 - Rio de Janeiro, RJ - Brasil
Telefone 2587-6488 -
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Name Max_Force
Units N
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Mean 285,094
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Deviation \
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_3-1 . 248125
Mean | 248 125 ‘
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Standard ;00000
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10 -1 J 70,6250 ;
. Mean | 70,6250 | /
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Shape: Area -
Area Height
mm2 mm
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Shape: Rod
| Diameter Lower Support
Units mm_ mm
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Instituico Instituto de Macromoléculas/UFRJ
Lab. LAPTEC
Data do teste 02/10/06
Operador Victor Pita
Temperatura 23
Umidade 50%
Nome Gl Controle
Span 6.00000 mm
Diametro 2.00000 mm
Flexdao 3 pontos
300
E L
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-100 t | t t t t t y t t t t t t
=20 =10 n 10 20 2N a0 5N AN 70
riexure strain (%)
Maximum Flexure stress Max. Flex Strain Modulus of Elasticity Lo;ti ftrrzéi:;:m
(MPa) (%) (MPa) “(N)
1 243.97258 62.58 1776.94 -127.74
2. 114.28523 6049 - -131.47
3 159.45198 16,04 - -83.49
4. 230.31285 60.15 - -120.59
5 254,96718 6235 e -133.50
6 148.10422 64.36 1032.38 -103.22
Mean 191.84901 54.33 1404.66 -116.67
Standard 58.58251 18.81893 526.48515 19.60744
Deviation
Minimum 114.28523 16.04 1032.38 -133.50
Maximum 254.96718 64.36 1776.94 -83.49
Range 140.68195 48.32 744.56 50.01
Extension at Maximum Flexure strain at Break Energy at Break
Flexure stress Flexur(aNIlPSat;ength (Standard) (Standard)
(mm) (mm/mm) (€))]
1 094 68.31 0.62535 0.13729
2 -0.73 37.31 0.60345 0.12321
3 -2:11 159.45 0.16045 0.02013
4 -0.84 48.00 0.60152 0.12685



Mean
Standard
Deviation
Minimum
Maximum
Range

Extension at Maximum
Flexure stress
{(mm)

-0.65
-0.88
-1.02

0.54168

-2.11
-0.65
1.46

Flexural Stréngth
(MPa)

13.30
80.99
67.89

50.72780

13.30
159.45
146.15

Page 2 of 2

Flexure strain at Break
(Standard)
(mm/mm)

0.62295
0.64362
0.54289

0.18800

0.16045
0.64362
0.48317

Energy at Break
(Standard)
3
0.12324

0.11761
0.10805

0.04357

0.02013
0.13729
0.11717
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Institu igﬁo

Instituto de Macromoléculas/UFRJ

Lab. LAPTEC
Data do teste 02/10/06
Operador Victor Pita
Temperatura 23
Umidade 50%
Nome Gl Controle
Span 5.00002 mm
Diametro 2.00000 mm
Flexd3o 3 pontos
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=720 =10 n 1n 20 n an SN AN 70
riexure strain (%)
, . Load at Maximum Extension at Maximum
Maxrmum(l\lj'ls:;ﬂe stress Max. F(Ioe/::)Stram ‘Flexure stress ‘Flexure stress
(N) (mm)
1 50.56641 ) 61.63 _ -107.23 - _ -0.78
2 39.28421 61.47 -83.30 -0.69
3 186.28654 68.89 -117.05 _-0.49
4 22.05142 69.50 -42.24 -0.28
5 42.23004 67.46 i -65.28 -0.37
6 36.97278 59.89 -95.15 -0.44
Mean 62.89857 64.81 -85.04 =051
gta‘!da.rd 61.15903 4,26994 27.72832 0.19180
eviation
Minimum 22.05142 59.89 =117.05 -0.78
Maximum 186.28654 69.50 -42.24 -0.28
Range 164.23512 9.62 74.81 0.50
Flexure stress at Break Flexure strain at Break )
(Standard) (Standard) M°d“'”?h§,§:§°mat‘c)
(MPa) (mm/mm)
1 _ 33.29254 . 0.61540 155.48501
2 26.90815 0.61465 167.64668
3 -2.19544 0.68783 1530.09642
4 5.35369 0.69456 161.97965



ot

Slexure stress at Break
(Standard)
(MPa)
12.56794
22.96929
16.48269

13.57490

-2.19544
33.29254
35.48798

Flexure strain at Break
(Standard)
(mm/mm)

0.67456
0.59873
0.64762

0.04257

0.59873
0.69456
0.09583

Page 2 of 2

Modulus (Automatic)
(MPa)

242.31701
192.90080
408.40426

550.43210

155.48501
1530.09642
1374.61141



Flexure stress at Break  Flexure strzin at Break Modhsts (Artmatic)

(Standard) {(S@ndarc) iy
(MPa) .
5 12.56794 o
6 22.96929
Mean 16.48269
Standard 13.57490
Deviation
Minimum ~ -2.19544 155.48501
Maximum - 33.29254 ; 1530.09642
Range - - 35.48798 0.09583 1374.61141

Page 2 of 2



Mean

Standard

Deviation
Minimum
Maximum
Range

oeNGOTUVnhW

Extension at Maximum
Flexure stress
(mm)

-1.51
-0.70

o

W

~J
gl VAN % I N o)
(=0 l# (o))

Aexural Strength
{MPa)

206.13
74.21

81.98696

20.20
231.10
210.90

Page 2 of 2

Flexure strain.at Break
(Standard)
(mm/mm)

0.12544
0.37312
0.38194
0.41346
0.51982
0.64280
0.36748

0.19176

0.06027
0.64280
0.58253

Energy at Break
(Standard)
(1)
0.02389
0.07378
0.05243
0.11139
0.07829
0.07791
0.06475

0.03530

0.00621
0.11139
0.10518





