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RESUMO 

Tamoxifeno (TMX) e anastrozol (ANA) são fármacos moduladores dos receptores de 
estrógeno e inibidores da aromatase, respectivamente, utilizados na terapia do câncer 
de mama, com repercussões no tecido ósseo. Avaliou-se o efeito do TMX e do ANA 
na periodontite induzida por ligadura em ratas ovariectomizadas (OVX).Inicialmente, 
170 ratas Wistar foram falso-ovariectomizadas (F-OVX) ou OVX. No dia 7, a 
periodontite foi induzida por ligadura (náilon 3.0) do 2°molar superior esquerdo, e 
contralateral como controle. Grupos de animais receberam por gavagem água 
destilada (Normal, F-OVX e OVX), TMX (OVX/TMX 1, 3 e 9 mg/kg) ou ANA (F-
OVX/ANA 0,5 ou OVX/ANA 0,02, 0,1 e 0,5 mg/kg), diariamente, por 28 dias, quando 
foram eutanasiados. A gengiva foi analisada por dosagens de atividade de 
mieloperoxidase (MPO) e de TNF-α por ELISA, e a reabsorção óssea alveolar (ROA) 
por macroscopia, histometria, histologia, e imunohistoquímica para TNF-α, RANKL, 
OPG e TRAP. Sistemicamente, foram avaliados o fêmur por histologia; as dosagens 
séricas de estradiol (EST), fosfatases alcalinas total (FAT) e óssea (FAO); o 
leucograma; o peso úmido do útero (PUU) e a variação de massa corpórea (VMC). A 
OVX causou hipoestrogenia em relação aos valores basais e de F-OVX; não sendo 
alterada por TMX, mas reduzida por ANA. O PUU foi reduzido nos animais OVX, 
OVX/TMX, OVX/ANA e F-OVX/ANA em relação aos animais Normal e F-OVX. A 
ligadura do 2º molar induziu ROA (macroscopia e microscopias), aumento dos níveis 
gengivais de MPO e TNF-α, das imunomarcações de RANKL, razão RANKL/OPG e 
TRAP, e redução de OPG e FAO. A hipoestrogenia por OVX aumentou somente a 
MPO em relação a F-OVX. TMX reduziu a ROA, além da MPO, da imunomarcação 
para TNF-α, RANKL e TRAP, e a razão RANKL/OPG; aumentou os níveis de FAO, e 
manteve os níveis de OPG semelhantes ao Normal. O ANA em animais F-OVX não 
alterou os parâmetros avaliados. Porém, quando combinada à OVX, a hipoestrogenia 
adicional vista no grupo OVX/ANA, apesar de não ter aumentado MPO e TNF-α em 
relação ao observado em animais OVX não tratados, aumentou a ROA, associada ao 
aumento de MPO em relação aos animais F-OVX, bem como aumento de RANKL, 
razão RANKL/OPG e TRAP; e diminuiu ambas OPG e FAO. A análise do fêmur 
mostrou que a OVX não promoveu alterações significantes nesse osso em 
comparação ao Normal e F-OVX, assim como de animais tratados com TMX.O ANA 
promoveu alterações no fêmur de animais F-OVX e OVX, com presença de tecido 
conjuntivo fibroso na epífise, inflamação no periósteo e espaços medulares amplos, 
sobretudo no de animais OVX. A periodontite induziu leucocitose, à custa de neutrofilia 
e linfomonocitose, e somada à OVX observou-se aumento dessa leucocitose. Esta foi 
prevenida pelo TMX, e não alterada por ANA. Por fim, a OVX promoveu maior ganho 
de peso em relação ao de animais Normais e F-OVX. OVX/TMX resultou em menor 
ganho de peso, e OVX/ANA, curva semelhante ao de OVX. Em suma, a modulação 
de receptores de estrógeno por TMX preveniu reabsorção óssea por reduzir a 
resposta inflamatória e potencialmente favorecendo a formação óssea, via modulação 
de citocinas osteoclastogênicas, ao passo que a inibição da síntese estrógeno por 
ANA, além de aumentar a destruição óssea, ainda reduziu os mecanismos formadores 
ósseos. 

Palavras-chave: Reabsorção óssea. Periodontite. Ovariectomia. Tamoxifeno. 
Anastrozol.  

  



 

 

ABSTRACT  

Tamoxifen (TMX) and anastrozole (ANA) are selective estrogen receptor modulators 
and aromatase inhibitors drugs, respectively, used in the therapy of breast cancer, 
impacting on the bone tissue. The effect of TMX and ANA on the ligature-induced 
periodontitis in ovariectomized (OVX) rats was evaluated. Initially, 170 Wistar rats were 
sham-ovariectomized (S-OVX) or OVX. On day seven, periodontitis was induced by 
ligature (nylon 3.0) on the upper left second molar and the contralateral one as control. 
Groups of animals received through gavage distilled water (Normal, S-OVX, and OVX), 
TMX (OVX/TMX 1, 3, and 9 mg/kg) or ANA (S-OVX/ANA 0.5 or OVX/ANA 0.02, 0.1, 
and 0.5 mg/kg), daily, for 28 days, when were subjected to euthanasia. The gingiva 
was analyzed through dosages of myeloperoxidase activity (MPO) and TNF-α by 
ELISA, and the alveolar bone resorption (ABR) was assessed by macroscopic, 
histometric, histological, and immunohistochemical analysis for TNF-α, RANKL, OPG, 
and TRAP. Systemically, the following parameters were analyzed: the femur by 
histological analysis, estradiol serum dosages (ESD), total alkaline phosphatase 
(TALP) and bone alkaline phosphatase (BALP), the leukogram, the uterus wet weight 
(UWW), and body mass variation (BMV). The OVX caused hypoestrogenism in relation 
to basal values and S-OVX animals; without altering by TMX, but reduced by ANA. 
The UWW was reduced in OVX, OVX/TMX, OVX/ANA and in the S-OVX/ANA animals 
in relation to normal and S-OVX animals. The second molar ligature caused ABR 
(macroscopic and microscopies), increase in the gingival levels of MPO and TNF-α, in 
the immunolabelling for RANKL, ratio RANKL/OPG and TRAP, and reduction of OPG 
and BALP. The hypoestrogenism due to OVX increased only MPO in relation to the S-
OVX. TMX reduced the ABR, besides the MPO, the immunolabelling for TNF-α, 
RANKL, and TRAP, with a lower ratio of RANKL/OPG, and increased the BALP levels, 
maintaining the OPG levels close to the normal group values.  ANA in S-VOX animals 
did not altered the evaluated parameters. However, when combined with OVX, the 
additional hypoestrogenism seen in the OVX/ANA group, albeit it did not increase the 
MPO and TNF-α in relation to what was observed in non-treated OVX animals, it did 
increase the ABR associated with the increase in the MPO in relation to S-OVX animals 
as well as the rise in the RANKL, RANKL/OPG ratio, and TRAP, and it reduced both 
OPG and BALP. The femoral analysis showed that the OVX did not promote significant 
bone alterations in comparison with the Normal and S-OVX groups, as well as 
compared with TMX-treated animals. ANA promoted changes in the femur of S-OVX 
and OVX animals, with presence of fibrous connective tissue in the epiphysis, 
inflammation in the periosteum and broad spinal spaces, especially in OVX animals. 
The periodontitis induced leukocytosis at the expenses of neutrophilia and 
lymphomonocytosis, and added to OVX observed a leukocytosis increasing. This was 
prevented by TMX and did not alter by ANA. Finally, the OVX promoted a higher weight 
gain in relation to the Normal and S-OVX animals. OVX/TMX resulted in lower weight 
gain, and OVX/ANA, curve similar to that of OVX. In summary, the modulation of 
estrogen receptors by TMX prevented the bone resorption due to a reduction in the 
inflammatory response and potentially favoring the bone formation via the modulation 
of osteoclastogenic cytokines, while the estrogen synthesis inhibition by ANA, besides 
increasing bone destruction, it even reduced the mechanisms of bone formation.  

 

Keywords: Bone resorption. Periodontitis. Ovariectomy. Tamoxifen. Anastrozole. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Diversas doenças ósseas crônicas são debilitantes e, portanto, requerem 

atenção em saúde pública. Dentre estas, incluem-se as osteoporoses e as 

periodontites. A primeira é uma doença óssea metabólica sistêmica caracterizada por 

uma redução na massa e na qualidade ósseas e deterioração da sua microarquitetura. 

Clinicamente, é a maior responsável pelo aumento de fraturas ósseas e sua 

característica redução da densidade mineral do tecido ósseo é especialmente comum 

na fase pós-menopausa ou em resposta a terapias imunossupressoras (HERNLUND 

et al., 2013; CHOI et al., 2016). A periodontite crônica consiste em uma resposta 

imunoinflamatória de origem microbiana subjacente aos tecidos periodontais, 

culminando na destruição de osso alveolar, ligamento periodontal e cemento radicular 

(PAGE; KORNMAN, 1997; SANZ; WINKELHOFF, 2011; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 

2013). É uma doença de alta prevalência mundial (BURT, 2005), e responsável pelas 

maiores perdas dentárias em adultos, incluindo o território brasileiro (SB BRASIL, 

2004 e 2010).  

Embora a etiologia da osteoporose pós-menopausa e a periodontite sejam 

diferentes, as perdas ósseas que ocorrem em ambas as doenças compartilham várias 

características em comum. Como os receptores de estrógenos são expressos em 

células ósseas e imunes, tem sido considerada a hipótese de que a deficiência de 

estrogênio pode influenciar a remodelação óssea alveolar com processos 

inflamatórios, uma vez que as células do ligamento periodontal expressam receptores 

específicos para estrogênios (CAO et al., 2007), de tal modo que a osteoporose tem 

sido identificada como um indicador de risco da doença periodontal (TEZAL et al., 

2000; HASS et al., 2009; BERTULUCCI et al., 2012; LAMONTE et al., 2013). De fato, 

tem sido relatado que a deficiência estrogênica favorece a reabsorção óssea por 

aumento da osteoclastogênese (D'AMELIO et al., 2008; LIU et al., 2010), e 

combinadas às condições tipicamente inflamatórias, como na periodontite (PAGE; 

KORNMAN, 1997; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013), pode resultar em aumento da 

destruição do aparato periodontal. 

Nesse contexto, fármacos que afetem a interação do estrógeno com seu 

receptor, como os moduladores seletivos dos receptores do estrógeno (MSRE), ou os 

que diminuam a síntese estrogênica, como os inibidores da aromatase (IA), podem 
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interferir no efeito desse hormônio no tecido ósseo. De fato, a literatura tem mostrado 

que os MSRE, como o tamoxifeno (TMX), e os IA, como o anastrozol (ANA), 

apresentam efeitos protetores ou deletérios no osso, respectivamente (LOVE et al., 

1992; BAUM et al., 2002). A maioria desses estudos demonstram os efeitos desses 

fármacos em ossos como o fêmur, a tíbia e a vértebra, e os considerando o osso 

alveolar são bastante escassos, havendo apenas um ensaio clínico em que os 

parâmetros periodontais em pacientes tratados com IA foram avaliados (EAGLE et al., 

2016), o que evidencia um campo, embora muito importante, ainda pouco explorado. 

Este fato somado às diferenças morfológicas e funcionais entre o osso alveolar e o 

fêmur evidenciam a carência de estudos que avaliem a resposta inflamatória nosso 

alveolar, sob os efeitos do tamoxifeno e do anastrozol, fármacos utilizados no 

tratamento do câncer de mama e relacionados a efeitos benéficos e deletérios nesses 

ossos, respectivamente. Assim sendo, este trabalho buscou investigar as 

repercussões da modulação de receptores de estrógenos, por TMX, e da inibição da 

aromatase, por ANA, nas respostas inflamatória e reabsortiva inerentes à periodontite 

induzida por ligadura em ratas ovariectomizadas (OVX). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1  Metabolismo ósseo 

Macroscopicamente, o sistema ósseo aparenta ser estático, no entanto, em 

nível microscópico, configura-se como um tecido extremamente dinâmico, estando em 

contínuo processo de remodelação óssea, que consiste em uma atividade equilibrada 

e integrada entre osteoclastos, osteoblastos e osteócitos, a fim de substituir o osso 

antigo por um osso novo (ERIKSEN, 2010; ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016). Este 

processo é regulado tanto por fatores locais, quanto sistêmicos, de forma que desvios 

significativos neste equilíbrio resultam em reabsorção ou formação ósseas 

aumentadas (ERIKSEN, 2010).  

Particularmente sobre a reabsorção do osso, o ligante do receptor ativador 

do fator nuclear κB (RANKL), presente na superfície de osteoblastos e osteócitos, liga-

se ao receptor ativador do fator nuclear κB (RANK) presente na superfície celular de 

pré-osteoclastos, promovendo a diferenciação, a maturação e a ativação dessas 

células (KHOSLA, 2001; PACIFICI, 2010; NAKASHIMA et al., 2011). A 

osteoprotegerina (OPG) é outro receptor no qual o RANKL pode se ligar, de forma que 

consiste em um importante fator antiosteoclastogênico, pois compete com o RANK 

pela ligação ao RANKL (KHOSLA, 2001; PACIFICI, 2010). A diferenciação 

osteoclástica também é regulada pelo fator estimulador de colônia de macrófagos (M-

CSF), que agindo sobre seu receptor (cFMS), é essencial para proliferação, 

sobrevivência e fusão de células mononucleadas precursoras de osteoclastos, assim 

como pelo aumento da sobrevivência de osteoclastos maduros (TAKAYANAGI, 2007; 

PACIFICI, 2010).  

Considerando os fatores locais que afetam a remodelação óssea, 

especificamente a reabsorção óssea, o RANKL e o M-CSF são essenciais para a 

renovação osteoclástica fisiológica, enquanto citocinas adicionais são responsáveis 

pela suprarregulação de osteoclastos. De fato, tal processo envolve diversas células, 

citocinas e receptores, estando, portanto, intrinsicamente relacionado ao sistema 

imune e à resposta inflamatória (PACIFICI, 2010; BRAUN; SCHETT, 2012). Nesse 

contexto, o eixo RANK/RANKL/OPG é estimulado ou inibido por diferentes 

mediadores, sendo a reabsorção óssea facilitada na presença de mediadores 

inflamatórios como as interleucinas-1β (IL-1β), IL-6, e o fator de necrose tumoral α 

(TNF-α), uma vez que estes aumentam a expressão de RANKL e diminuem a 
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expressão de OPG (NAKASHIMA et al., 2000). A IL-17 também favorece a reabsorção 

óssea por agir sinergicamente aumentando a expressão de RANK em precursores de 

osteoclastos (ADAMOPOULOS et al., 2010) e de RANKL em osteoblastos 

(ADAMOPOULOS; BOWMAN, 2008). O aumento de citocinas não está relacionado 

ao aumento da reabsorção óssea somente por facilitar a interação RANK/RANKL, mas 

também por aumentar a produção de M-CSF, como tem sido descrito para o TNF-α 

(ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016).  

No que concerne aos fatores sistêmicos que afetam o metabolismo ósseo, 

há alguns hormônios, tais como: o estrógeno, o andrógeno e o paratormônio (LI et al., 

2007; ALMEIDA et al., 2017). Particularmente sobre o estrógeno, tem sido relatado 

que a deficiência estrogênica favorece a osteoclastogênese (D'AMELIO et al., 2008), 

com consequente aumento da reabsorção óssea (LIU et al., 2010). Assim, a redução 

nos níveis de estrógeno aumenta a reabsorção do tecido ósseo pelo aumento no 

número de osteoclastos e o tempo de vida dessas células (MARTIN-MILLAN et al., 

2010; NAKAMURA et al., 2007), sendo o TNF-α uma citocina importante relacionada 

ao aumento da osteoclastogênese durante a deficiência de estrógeno, devido, 

sobretudo, ao aumento numérico de células T produtoras de TNF (ROGGIA et al., 

2001), com o possível adicional na expressão de RANKL. Consistente com esse 

possível aumento de RANKL, em situações de deficiência estrogênica, Eghbali-

Fatourechi et al. (2003) relataram o aumento da produção de RANKL por células T em 

mulheres pós-menopausa em comparação ao observado em mulheres pré-

menopausa.  

O estrógeno relaciona-se com o tecido ósseo também por interferir nos 

osteoblastos, prevenindo a apoptose dessas células (KOUSTENI et al., 2001). O 

tratamento de osteoblastos com estradiol também promove uma redução significante 

da produção de citocinas pró-reabsortivas, tais como IL-6, IL-1β e IL-1α (CHEUNG et 

al., 2003). Além disso, o estrógeno está relacionado com a diferenciação osteoclástica 

devido ao aumento da síntese e expressão de OPG nos osteoblastos (HOFBAUER et 

al., 1999), assim como à supressão do RANKL (SHEVDE et al., 2000), de forma que 

durante a deficiência estrogênica, a síntese de OPG encontra-se reduzida e a de 

RANKL aumentada, favorecendo a osteoclastogênese (D'AMELIO et al., 2008). 

Ademais, vários estudos também demonstraram o aumento de células B 

na medula óssea de roedores, em situações de redução dos níveis circulantes de 
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estrógeno, o que pode indicar a importância dessas células na perda óssea que ocorre 

em decorrência da deficiência estrogênica (ALMEIDA et al., 2017). Essa hipótese 

pode ser suportada pelo aumento de osteoclastos e reabsorção óssea em 

camundongos por meio da elevação de células B, promovida pela administração de 

IL-7 (MIYAURA et al., 1997), bem como pela prevenção do aumento de osteoclastos 

e da reabsorção em camundongos ovariectomizados, cuja produção de RANKL por 

células B foi completamente inibida (ONAL et al., 2012).  

Percebe-se, portanto, que a redução dos níveis circulantes de estrógeno e 

condições inflamatórias estão relacionadas ao favorecimento de processos 

reabsortivos. De fato, a associação entre os baixos níveis de estrógeno, observados 

em mulheres que passaram pela menopausa, e o desenvolvimento da osteoporose 

tem sido descrita desde 1940, quando Fuller Albright cunhou o termo osteoporose 

pós-menopausa (ALBRIGHT; BLOOMBERG; SMITH, 1940). No que concerne às 

condições inflamatórias interferindo nos processos reabsortivos, algumas doenças 

tipicamente inflamatórias são associadas à reabsorção óssea, como artrite reumatoide 

(SAPIR-KOREN; LIVSHITS, 2016) e periodontite (PAGE; KORNMAN, 1997; YUCEL-

LINDBERG; BÅGE, 2013). Além disso, pode haver associação entre a deficiência 

estrogênica e tais condições, interferindo, portanto, na reabsorção óssea subjacente 

(SAPIR-KOREN; LIVSHITS, 2016; HASS et al., 2009; LAMONTE et al., 2013).  

 

2.1.1 Osteoporose pós-menopausa 

A osteoporose é definida, pelo Instituto Nacional de Saúde, como uma 

desordem esquelética caracterizada pelo comprometimento da força óssea que 

predispõe a pessoa ao aumento do risco de fraturas (ALMEIDA et al., 2017), sendo 

resultante do desacoplamento entre a formação de osso mediada por osteoblastos e 

a reabsorção desse tecido mediada por osteoclastos (D'AMELIO et al., 2008). Nesse 

contexto, é considerado normal o valor de densidade mineral óssea de 0 a -1 desvio 

padrão do encontrado na população de adultos jovens (escore T); aplicado a o termo 

de osteopenia para os valores entre -1,0 e 2,5 e fornecido o diagnóstico de 

osteoporose quando o valor de densidade mineral óssea for menor que -2,5 desvio 

padrão (KANIS et al., 1994).   
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De forma geral, mulheres apresentam duas fases de perda óssea 

relacionadas à idade. A primeira inicia-se na menopausa e ocorre, sobretudo, no osso 

trabecular, em decorrência da deficiência estrogênica, sendo resultante do aumento 

desproporcional da reabsorção óssea em comparação à formação. Após 4 a 8 anos, 

a segunda fase inicia-se, exibindo uma perda óssea mais lenta e persistente, 

resultante principalmente do decréscimo na formação do tecido ósseo (RIGGS; 

KHOSLA; MELTON, 2002). Russo (2001), em revisão de literatura, afirmou que, 

devido à redução dos estrógenos em decorrência da cessação da função ovariana 

característica da menopausa, mulheres passam a perder massa óssea acima de 1% 

ao ano, sendo que algumas chegam a perder 5% e, no final de 5 anos, estão com 

perda superior a 25%, caracterizando a osteoporose pós-menopausa. A perda óssea 

associada à redução estrogênica na menopausa é mais crítica na coluna vertebral, 

quando comparada aquela observada no quadril e no corpo total (RECKER et al., 

2000), assim como é mais proeminente no osso trabecular em relação ao cortical 

(FERRETI et al., 2010; SHIN et al., 2012, BRITTON et al., 2014; ALMEIDA, et al., 

2017).  

Existe, portanto, diferenças nas taxas de perda óssea antes e após a 

menopausa. Além disso, existem diferenças na remodelação óssea conforme o osso, 

se no esqueleto axial ou apendicular (RIGGS et al., 1986). Riggs et al. (1986) 

demonstraram que a densidade mineral óssea da coluna lombar, caracterizada 

sobretudo por osso trabecular, diminui mesmo antes da menopausa, o que foi mínimo 

no rádio, caracterizado sobretudo por osso cortical, cuja densidade mineral óssea 

reduziu somente após a menopausa.  

Além dos fatores já descritos de como a deficiência estrogênica que ocorre 

na menopausa pode aumentar a reabsorção óssea, a literatura também tem 

demonstrado que a osteoporose pós menopausa pode ser compreendida pela 

diminuição da sensibilidade do osso à carga mecânica, uma vez que o receptor de 

estrógeno (RE) melhora à resposta desse tecido à carga mecânica, independente da 

ligação do hormônio (AGUIRRE et al., 2007; WINDAHL et al., 2013). Assim, 

provavelmente os baixos níveis de estrógeno afetam essa resposta por diminuírem a 

expressão do seu receptor (ALMEIDA et al., 2017).   

Em contrapartida, tem sido relatado que a carga mastigatória pode 

contrabalançar o efeito da redução de estrógeno no osso alveolar (TANAKA et al., 
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2000; KURODA et al., 2003). Aparentemente, as forças fisiológicas da mastigação 

estão relacionadas à manutenção da massa, espessura e densidade ósseas, bem 

como do volume ósseo (BRESIN; KILIARIDIS; STRID, 1999; VON WOWERN; 

HJORTING-HSANSEN; STOLTZE, 1979; SHIMARA et al., 1991). A origem 

embrionária membranosa dos ossos maxilares também tem sido ressaltada para 

justificar os menores efeitos da hipoestrogenia pós-menopausa nesses ossos (YANG, 

PHAM; CRABBE, 2003). No entanto, alguns estudos mostram relação entre a 

densidade mineral óssea sistêmica e a densidade mineral óssea oral (JEFFCOAT et 

al., 2000; SOUTHARD et al., 2000). Percebe-se, portanto, que os efeitos da 

diminuição dos níveis circulantes de estrógeno no osso alveolar não são totalmente 

estabelecidos, tornando-se necessária investigação da repercussão da menopausa, 

não somente em ossos como as vértebras e o fêmur, mas também nos maxilares.  

Nesse contexto, o modelo de ovariectomia em ratas tem sido amplamente 

utilizado para estudar os efeitos da menopausa na massa óssea, microestrutura 

trabecular e risco à fratura, uma vez que mimetiza as várias características 

observadas clinicamente (FROST; JEE, 1992; WRONSKI et al., 1989; MOSEKILDE, 

1995). Esse modelo de remoção dos ovários também é extensamente utilizado para 

a investigação dos efeitos da hipoestrogenia no osso alveolar, submetido ou não à 

periodontite (LIU et al., 2010; BEZERRA et al., 2013). 

 

2.1.2 Periodontite 

A periodontite crônica é uma doença inflamatória de alta prevalência 

mundial (BURT, 2005), incluindo o território brasileiro (SB BRASIL, 2004), 

caracterizada pela destruição progressiva dos tecidos de suporte dos dentes, tais 

como o ligamento periodontal e o osso alveolar (PAGE; KORNMAN, 1997). Essa 

doença envolve a interação entre produtos bacterianos e numerosas populações 

celulares e mediadores inflamatórios em indivíduos susceptíveis (Figura 1) (PAGE; 

KORNMAN, 1997; SANZ; WINKELHOFF, 2011; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013).  
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Figura 1: Patogênese da periodontite. O lipopolissacarídeo (LPS) de membrana estimula a liberação 

de aminas vasoativas e fator de necrose tumoral-α (TNF-α), seguida pelo recrutamento de outras 

células inflamatórias, que liberam diversas interleucinas (IL), TNF- α, prostaglandina E2 (PGE2) e 

metaloproteinase de matriz (MMP). Essas citocinas inflamatórias favorecem a reabsorção óssea por 

estimularem a diferenciação de pré-osteclastos (pré-OC) em osteoclastos maduros, pela interação do 

ligante do receptor ativador do fator nuclear κ-B (RANKL) com seu receptor (RANK) e do fator 

estimulador de colônia de macrófagos (M-CSF) como seu receptor (cFMS), assim como por diminuírem 

a expressão de osteoprotegerina (OPG). Baseado em YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013. 

 

Inicialmente, diante do desafio microbiano, os mastócitos liberam aminas 

vasoativas e TNF-α pré-formado, assim como ocorre o aumento da liberação de 

mediadores inflamatórios por células residentes do tecido gengival, aumentando a 

permeabilidade vascular e a expressão de moléculas de adesão. Diante disso, ocorre 

o recrutamento de células inflamatórias para a gengiva, como neutrófilos, macrófagos 

e linfócitos (YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013). Os neutrófilos representam a primeira 

linha de defesa contra os patógenos periodontais, no entanto, essas células também 

participam da destruição do periodonto (NUSSBAUM; SHAPIRA, 2011), uma vez que 

liberam uma variedade de fatores, como espécies reativas de oxigênio, colagenases 

e outras proteases (KINANE; PRESHAW; LOOS, 2011; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 

2013), assim como são capazes de produzir diversas citocinas, como o TNF-α 
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(NATHAN, 2006; KINANE; PRESHAW; LOOS, 2011; PRESHAW; TAYLOR, 2011;). 

Nesse cenário, ocorre a destruição dos tecidos periodontais, o que favorece a invasão 

desses tecidos por macrófagos e linfócitos (KINANE; PRESHAW; LOOS, 2011; 

YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013). De fato, o infiltrado neutrofílico diminui com a 

progressão da doença, havendo predominância de linfócitos na periodontite (KINANE; 

PRESHAW; LOOS, 2011). 

Percebe-se, portanto, que citocinas pró-inflamatórias possuem papel 

fundamental na patogênese dessa doença. Assim, a IL-1β e o TNF-α, sintetizados não 

somente por linfócitos, mas também por macrófagos, fibroblastos, células endoteliais, 

células epiteliais e osteoblastos (GRAVES; COCHRAN, 2003), assim como uma 

grande variedade de outros mediadores inflamatórios, como IL-6, IL-17, 

prostaglandina E2, metaloproteinases de matriz e óxido nítrico são responsáveis pela 

destruição dos tecidos mole e duro periodontais (LIMA et al., 2008; KINANE; 

PRESHAW; LOOS, 2011; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013).  

Particularmente, sobre a destruição dos tecidos duros periodontais, essas 

interleucinas e o TNF-α, que estão aumentados na periodontite, favorecem a 

reabsorção óssea por facilitarem a osteoclastogênese e a ativação osteoclástica, por 

meio do aumento da expressão de RANK e RANKL e da diminuição da expressão de 

OPG (NAKASHIMA et al., 2000; ADAMOPOULOS; BOWMAN, 2008; 

ADAMOPOULOS et al., 2010). Portanto, assim como na osteoporose, a regulação do 

metabolismo ósseo nesta doença também envolve o eixo RANK/RANKL/OPG 

(COCHRAN, 2008). Estudos pré-clínicos têm demonstrado o papel do RANKL, 

produzido por células T ativadas, em modelos de periodontite (TENG et al., 2000; 

TENG, 2002), assim como, têm relatado a expressão de RANKL sendo diretamente 

aumentada pela presença do patógeno periodontal Porphyromonas gingivalis 

(REDDI; BROWN; BELIBASAKIS et al., 2011). Além disso, clinicamente, há relatos de 

que os níveis de RANKL são mais elevados em pacientes com doença periodontal 

(CROTTI et al., 2003; KAWAI et al., 2006; WARA-ASWAPATI et al., 2007), associado 

à redução dos níveis de OPG (CROTTI et al., 2003).  

Considerando, ainda, a patogênese da periodontite, algumas doenças ou 

condições sistêmicas específicas podem afetar seu início, progressão e gravidade, 

tais como diabetes (CHEN et al., 2010), artrite reumatoide (MIRRIELEES et al., 2010) 

e a menopausa ou osteoporose pós-menopausa, sendo esta última considerada um 
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indicador de risco da doença periodontal (TEZAL et al., 2000; HASS et al., 2009; 

BERTULUCCI et al., 2012; LAMONTE et al., 2013). Particularmente, os efeitos 

prejudiciais da menopausa na saúde periodontal devem-se à redução estrogênica 

típica desse período e, portanto, são decorrentes dos resultados dessa supressão no 

metabolismo ósseo (ALMEIDA et al., 2017) e nas respostas inflamatória (CHEUNG et 

al., 2003) e imunológica (TYAGI et al., 2011), com consequente aumento da 

reabsorção óssea, o que explica a osteoporose ser apontada como indicador de risco 

da periodontite. Assim, de forma semelhante ao que ocorre nos demais ossos do 

esqueleto, o estrógeno apresenta papel protetor nos ossos maxilares, demonstrado 

tanto pela presença de RE nos tecidos periodontais (JONSSON et al., 2004; TANG et 

al., 2008; NEBEL et al., 2011), quanto pelo aumento dos níveis de OPG e diminuição 

dos níveis de RANKL, após o tratamento de células do ligamento periodontal com 

esse hormônio (LIANG et al., 2008).   

Os efeitos da deficiência estrogênica não são observados somente no osso 

alveolar. Na realidade, as mudanças hormonais, seja em situações fisiológicas, como 

na gravidez ou na menopausa, ou não-fisiológicas, como em casos de reposição 

hormonal, promovem alterações no periodonto. Particularmente, na menopausa, a 

redução dos níveis séricos de estrógeno torna o epitélio periodontal mais fino e 

atrófico, mais suscetível aos processos inflamatórios, típicos da doença periodontal 

(SACARDINA; MESSINA, 2012). Adicionalmente, mulheres sob terapia de reposição 

hormonal parecem ter algum benefício no controle da infecção por 

periodontopatógenos, como Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia 

(TARKKILA et al., 2010).   

Nesse contexto, fármacos que interfiram na interação do estrógeno com 

seu receptor, ou na síntese desse hormônio podem repercutir nos efeitos do estrógeno 

no metabolismo ósseo, a saber fármacos utilizados no tratamento hormonal do câncer 

de mama positivo para receptores hormonais, como os moduladores seletivos dos 

receptores hormonais (MSRE) e os inibidores da aromatase (IA) (LOVE et al., 1992; 

BAUM et al., 2002), e consequentemente, interferir no desenvolvimento de doenças 

ósseas, como a osteoporose e a periodontite.  

2.2 Moduladores seletivos dos receptores de estrógeno (MSRE) 

A terapia hormonal do câncer de mama positivo para receptores hormonais 

envolve abordagens diferentes, como o bloqueio dos receptores de estrógeno (RE) 



29 

 

por meio de moduladores seletivos dos RE (MSRE), como o tamoxifeno (TMX); a 

redução dos níveis circulantes de estrógeno, pela depleção da síntese periférica 

extragonadal desse hormônio através de inibidores da aromatase (IA), como o 

anastrozol (ANA) e a degradação de RE, por infrarreguladores seletivos desses 

receptores, como o fulvestranto (SINI et al., 2016), sendo as duas principais 

estratégias terapêuticas a modulação dos RE e a inibição da biossíntese do estrógeno 

(LUMACHI; SANTEUFEMIA; BASSO, 2015). Independente da abordagem escolhida 

dentre essas opções, todas objetivam antagonizar o crescimento tumoral promovido 

pelo estrógeno, em mulheres pré e pós-menopausa, a depender da classe 

farmacológica em questão, e estão bem estabelecidas como possibilidades de terapia 

hormonal adjuvante do câncer de mama (ROSSI; PAGANI, 2015; GLÜCK, 2016; SINI 

et al., 2016). 

Os MSRE são fármacos que apresentam atividade agonista ou antagonista 

sobre os RE, a depender do tecido alvo (LEWIS; JORDAN, 2005, AN et al., 2016), 

desenvolvidos na década de 1970 para o tratamento do câncer de mama (COLE; 

JONES; TODD, 1971; WARD, 1973). De forma geral, esses compostos apresentam 

efeitos semelhantes ao do estrógeno no osso, fígado e sistema cardiovascular e 

efeitos contrários ao desse hormônio no cérebro e na mama, justificando o seu uso 

no tratamento do câncer de mama positivo para receptores hormonais. Além disso, os 

MSRE apresentam atividade mista no útero, variável, conforme o fármaco (LEWIS; 

JORDAN, 2005; AN et al., 2016).  

Ainda não é completamente compreendido como esses fármacos podem 

apresentar efeitos distintos de acordo com o tecido e células nos quais estão ligados, 

entretanto, Lewis e Jordan (2005), em revisão de literatura, relataram três 

mecanismos que possivelmente explicam a farmacodinâmica dos MSRE. Assim, 

acredita-se que após a interação do fármaco com o receptor, este possa apresentar 

diferentes conformações; que exista expressão diferenciada de proteínas regulatórias 

e do próprio RE, bem como ativação de genes sem ser por elementos responsivos ao 

estrógeno (LEWIS; JORDAN, 2005).  

De fato, o estrógeno possui seus efeitos mediados por dois tipos de 

receptores, REα e REβ, diferenciados principalmente por sua porção N-terminal 

(HALL; MCDONNELL, 1999), o que justifica algumas diferenças de resposta na 

presença de ligantes (LEWIS; JORDAN, 2005). Esses receptores são codificados por 
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genes dos cromossomos 6 (REα) e 14 (REβ), e apresentam diferenças na expressão 

tecidual, podendo ser expressos em níveis semelhantes ou com predominância de um 

subtipo em diferentes tecidos e órgãos, o que também explica as respostas distintas 

dos MSRE, conforme o tecido nos quais estão ligados (LEWIS; JORDAN, 2005; 

NILSSON; GUSTAFSSON, 2011).  

Nesse contexto, a literatura tem relatado que, enquanto os REα estão 

principalmente expressos em mama, células tecais de ovário, osso, epidídimo, 

estroma da próstata, fígado, tecido adiposo, rim e adrenal, os REβ estão 

principalmente expressos em epitélio da próstata, bexiga, células granulosas do 

ovário, pulmão, cólon, tecido adiposo e sistema imune (KUIPER, 1997; PATERNI et 

al., 2014). Ambos os subtipos estão marcadamente presentes nos sistemas 

cardiovascular e nervoso central, bem como são igualmente importantes para o 

desenvolvimento e função dos ovários e proteção do sistema cardiovascular 

(PATERNI et al., 2014). Ainda, Nelson, Wardell e McDonnell (2013) ressaltam que o 

REα é o mais importante mediador das ações do estrógeno no tecido ósseo, embora 

também seja encontrado o subtipo β. Por outro lado, apesar de o REα ser encontrado 

na gengiva e nas células do ligamento periodontal, o REβ é o subtipo predominante 

nesses sítios (JONSSON et al., 2004; TANG et al., 2008; NEBEL et al., 2011).  

Os MSRE são classificados em gerações, conforme desenvolvimento e 

liberação para uso no mercado, sendo a primeira geração representada pelo TMX e 

utilizada primariamente para o tratamento do câncer de mama positivo para 

receptores hormonais. As demais gerações, segunda e terceira, foram desenvolvidas 

considerando os efeitos semelhantes ao do estrógeno no tecido ósseo que os MSRE 

apresentam, objetivando o tratamento da osteoporose. Fármacos como raloxifeno e 

bazedoxifeno são representantes da segunda e terceira gerações de MSRE, 

respectivamente, e diferem do TMX, sobretudo por não apresentarem atividade 

agonista nos receptores de estrógeno presentes no útero (AN, 2016). Os MSRE 

também podem ser classificados conforme o grupo químico dos quais fazem parte, a 

saber: os trifeniletilenos, benzotiofenos, tetrahidronaftilenos, indols e benzopiranos, 

que determinam diferenças de afinidade e efeito tecidual, tanto entre os fármacos, 

quanto entre os fármacos e o estradiol (BRYANT, 2002).  
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2.2.1 Tamoxifeno (TMX) 

O TMX, quimicamente pertencente ao grupo dos trifeniletilenos, foi o 

primeiro MSRE desenvolvido, sendo por este motivo classificado como MSRE de 

primeira geração (BRYANT, 2002; AN, 2016). Esse fármaco passa por um processo 

de bioativação, mediado pelas enzimas do citocromo P450 (CYP) (DESTA et. al., 

2004), resultando na formação de metabólitos ativos, que apresentam diferenças em 

relação à afinidade pelo RE e à potência após ligado a este (LIM et al., 2005; 

JOHNSON et al., 2004), sendo considerando, assim, um pró-fármaco (MURDTER et 

al., 2011). Os principais metabólitos do TMX são o N-desmetil-tamoxifeno e o 4-

hidroxi-tamoxifeno, formados por reações de fase 1 do metabolismo, catalisadas por 

CYP3A4/5 e CYP2D6, respectivamente (DESTA et. al., 2004). Relatos anteriores 

demonstraram que o 4-hidroxi-tamoxifeno apresenta maior afinidade e potência de 30 

a 100 vezes maior que a do TMX na supressão do crescimento celular dependente de 

estrógeno (BORGNA; ROCHEFORT, 1981; COEZY; BORGNA; ROCHEFORT, 1982). 

Metabólitos secundários são, ainda, formados a partir do N-desmetil-

tamoxifeno e do 4-hidroxi-tamoxifeno, dentre estes, o 4- hidroxi N-desmetil-tamoxifeno 

(endoxifeno), cuja afinidade pelo RE e efeito antiestrógeno têm se mostrado 

semelhantes ao do 4-hidroxi-tamoxifeno (DESTA et. al., 2004; JOHNSON et al., 2004; 

LIM et al., 2005). O TMX e seus metabólitos são, subsequentemente, metabolizados 

a outros metabólitos de fase 1, assim como a conjugados, por reações de 

biotransformação de fase 2, sendo eliminados nas fezes, bile e urina (LIEN et al., 

1989; MURDTER et al., 2011).  

Considerando as particularidades da farmacodinâmica do TMX, tem sido 

relatado que o REα é o seu principal alvo, enquanto o papel do REβ ainda está sendo 

investigado, ao passo que pacientes que apresentam tumores sem quantidades 

significativas do subtipo α desse receptor raramente respondem ao tratamento com 

esse fármaco (LEWIS; JORDAN, 2005; THOMAS; GUSTAFSSON, 2011). Nesse 

contexto, a literatura mostra que, embora o estrógeno induza alterações 

conformacionais em seus receptores, que favoreçam a ligação de co-ativadores nos 

subtipos α e β e co-repressores no subtipo β, o TMX recruta co-repressores quando 

ligado no REα, mas não no REβ (SMITH; NAWAZ; MALLEY, 1997; WEBB et al., 2003; 

THOMAS; GUSTAFSSON, 2011). Além disso, Hall e McDonnell (1999) ressaltaram 
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que a atividade agonista parcial do TMX nos REα é abolida com a co-expressão de 

REβ.  

O uso clínico do TMX foi primeiramente descrito no tratamento do câncer 

de mama no ano de 1971, quando Cole et al. trataram 46 mulheres com idade entre 

30 e 89 anos, por mais de 3 meses, e observaram redução substancial do tamanho 

do tumor e evidências radiológicas da regressão de metástases pulmonares ou 

ósseas em 10 pacientes (COLE et al., 1971). Anos depois, foi aprovado para o 

tratamento do câncer de mama avançado, inicialmente no Reino Unido, em 1973, 

seguida por liberação pela associação norte americana “Food and Drug 

Administration” (FDA), em 1977 (PARK; JORDAN, 2002).  

Nas décadas de 1980, o TMX foi aprovado como terapia adjuvante do 

câncer de mama em mulheres pós-menopausa, associado ou não ao tratamento 

quimioterápico; sendo liberado para uso em mulheres pré-menopausa no ano de 

1990. Esse fármaco também foi aprovado, em 1998, para a prevenção da ocorrência 

do câncer de mama em mulheres, pré e pós-menopausa, com alto risco para o 

desenvolvimento dessa neoplasia (PARK; JORDAN, 2002). Outra possibilidade 

terapêutica do TMX é seu uso neoadjuvante no tratamento do câncer de mama (DAM 

et al., 2016). Nesse contexto, durante muitos anos, o TMX tem sido o pilar do 

tratamento do câncer de mama positivo para receptores hormonais (SINI et al., 2016), 

reduzindo substancialmente a ocorrência de recidivas dessa neoplasia, assim como 

as taxas de mortalidade decorrente da doença (EARLY BREAST CANCER 

TRIALISTS’ COLLABORATIVE GROUP, 2005).  

O tratamento clínico adjuvante com o TMX, comumente, tem a duração de 

5 anos e seus efeitos persistem após esse período, reduzindo consideravelmente as 

taxas de recidiva durante a primeira década e de mortes decorrentes do câncer, em 

um terço, nos 15 primeiros anos (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS’ 

COLLABORATIVE GROUP, 2011).  Considerando estes mesmos parâmetros de 

avaliação da eficácia do TMX, o tempo de tratamento por 5 anos apresenta melhores 

resultados em relação ao tratamento por 1 a 2 anos, embora esse tempo também seja 

efetivo (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS’ COLLABORATIVE GROUP, 2005). 

Resultados do estudo “Adjuvant tamoxifen: Longer against shorter (ATLAS)” 

demonstraram que a continuação do tratamento com TMX por mais 5 anos, 

totalizando 10 anos de tratamento, promoveu maior redução de recidivas e mortes 
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quando comparado ao tratamento por 5 anos. Diante disso, esse grupo de 

pesquisadores sugeriu que o tratamento com TMX seja de 10 anos, particularmente 

em mulheres pré-menopáusicas, pois neste grupo de pacientes o risco de efeitos 

adversos, como complicações vasculares e desenvolvimento de câncer endometrial, 

é menor (DAVIES et al., 2013).  

Em relação a estes efeitos adversos, a utilização do TMX tem sido, de fato, 

associada ao aumento das ondas de calor típicas da menopausa e a alterações no 

endométrio, relacionadas ao risco aumentado de desenvolvimento de câncer 

endometrial invasivo, hiperplasia endometrial com ou sem atipias, leiomiomas, pólipos 

e endometriose, assim como corrimento e sangramentos vaginais, devido, sobretudo, 

a sua ação mista nos receptores de estrógeno do útero. Além disso, têm sido relatadas 

complicações vasculares, como embolia pulmonar e trombose venosa profunda 

(FISHER et al., 1998; PEREZ-MEDINA et al., 2011; RUNOWICZ et al., 2011). 

Especificamente sobre a ação semelhante ao do estrógeno, o TMX 

apresenta efeitos protetores no tecido ósseo, observados tanto em estudos com 

animais, quanto em estudos com humanos. De fato, na década de 1980, estudos em 

ratas, ovariectomizadas ou não, demonstraram que o TMX não causou efeitos 

semelhantes à deficiência estrogênica no osso, por outro lado, manteve a densidade 

óssea estável nas ratas cujos ovários haviam sido removidos (JORDAN; PHELPS; 

LINDGREN, 1987; TURNER et al., 1987). Perry et al., em 2005, também mostraram 

que a administração diária de TMX nas doses de 0,1, 1,0 e 10 mg/kg, durante 28 dias 

em camundongos não-ovariectomizados promoveu a formação de novo osso 

esponjoso. Ainda, quando administrado a camundongos ovariectomizados, o TMX 

aumentou a densidade mineral óssea, o conteúdo mineral ósseo e a resistência 

biomecânica em fêmures e vértebras lombares (CHEN et al., 2011; NUNEZ et al., 

2004), assim como aumentou o volume de osso trabecular (SUGIYAMA et al., 2010). 

Resultados semelhantes também foram observados no osso de ratas Wistar 

ovariectomizadas que receberam TMX em doses diárias de 2 e 4 mg/kg por 3 meses, 

com prevenção da redução da massa óssea e aumento da densidade e do conteúdo 

mineral ósseos (CZERNY et al., 2003).  

Clinicamente, os resultados em relação ao efeito do TMX no tecido ósseo 

mostraram-se semelhantes aos achados em animais, sendo observada tanto a 

preservação da densidade mineral óssea em mulheres pós-menopáusicas que usam 
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tal medicamento para o tratamento de câncer de mama (LOVE et al., 1992), como o 

aumento dessa densidade no decorrer do tratamento com TMX (KALDER, et al., 

2014). Adicionalmente, em comparação ao placebo, o tamoxifeno reduziu a taxa de 

fraturas decorrentes da osteoporose (FISHER et al., 2005).   

2.3 Inibidores da aromatase (IA) 

Os IA, outra possibilidade de tratamento hormonal do câncer de mama, são 

fármacos que inibem a biossíntese do estrógeno, apresentando, portanto, mecanismo 

de ação diferente daquele dos MSRE, que agem via receptor (SINI et al., 2016).  A 

síntese do estrógeno é catalisada pela aromatase, uma enzima da superfamília do 

CYP (CYP19A1) que catalisa a conversão dos andrógenos, testosterona e 

androstenediona, em estrógenos, estradiol e estrona, respectivamente (SIMPSON et 

al., 1994). Essa enzima é encontrada em uma variedade de tecidos e órgãos, tais 

como ovário (ANTONIO-RUBIO et al., 2011), tecido adiposo (BULUN; SIMPSON, 

1994) placenta (KELLIS; VICKERY, 1987), tecido vascular (HARADA et al., 1999), 

osso (NAWATA et al., 1995), além de células mesenquimais do tecido adiposo 

mamário (O'NEILL; ELTON; MILLER, 1988), cérebro (BALTHAZART et al., 2003), 

fígado (CASTAGNETTA et al., 2003) e fibroblastos da pele (BERKOVITZ; BROWN; 

FUJIMOTO, 1987). Entretanto, em mulheres pós-menopausa a principal fonte de 

estrógeno é proveniente dos sítios extragonadais (CZAJKA-ORANIEC; SIMPSON, 

2010), sobretudo do tecido adiposo (NELSON; BULUN, 2001). 

Considerando essas fontes não ovarianas de síntese do estrógeno, 

associada à expressão de receptores hormonais no tecido adiposo mamário malignos 

(HOWLANDER et al., 2014), bem como às expressão e atividade aumentadas da 

aromatase nesse tecido em comparação ao tecido normal (CHETRITE et al., 2000), a 

inibição dessa enzima configura-se em um importante manejo para o tratamento do 

câncer de mama positivo para esses receptores hormonais. Nesse contexto, o 

desenvolvimento dos IA proporcionou outra possibilidade de terapia endócrina 

adjuvante do câncer de mama, particularmente de mulheres pós-menopausa, e 

resultou no delineamento de pesquisas clínicas com o propósito de avaliar a eficácia 

e a segurança desses fármacos em comparação aos MSRE, sobretudo ao TMX 

(GEISLER et al., 1996; BAUM et al., 2002; DOWSETT et al., 2010; RYDÉN et al., 

2016). 
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Em relação à eficácia, uma meta-análise delineada por Dowsett et al. 

(2010) demonstrou que a utilização de IA como monoterapia ou em combinação com 

o TMX está associada à redução das taxas de recorrência do câncer de mama em 

comparação à monoterapia com TMX, além da redução da mortalidade devido à 

doença quando da combinação de IA com o TMX. Rydén et al. (2016) mostraram, 

também por uma meta-análise, que embora as diferenças absolutas tenham sido 

relativamente pequenas, a monoterapia por 5 anos com IA aumentou as taxas de 

sobrevida livre de doença e sobrevida global, em relação à monoterapia com TMX. 

Considerando os tratamentos iniciados pela administração de TMX, durante os 

primeiros 2 a 3 anos, seguida pela administração de IA até o 5º ano, ou vice-versa, há 

um aumento da sobrevida livre de doença em comparação à monoterapia com TMX 

por 5 anos, mas não em relação à monoterapia com IA (RYDÉN et al., 2016).   

No que concerne à segurança, Amir et al. (2011), a partir de uma revisão 

sistemática com meta-análise, concluíram que, comparado ao TMX, o uso de IA como 

tratamento do câncer de mama diminui o risco de trombose venosa e carcinoma 

endometrial; no entanto, aumenta a probabilidade do desenvolvimento de problemas 

cardiovasculares e fraturas ósseas, dado os IA interferirem no metabolismo ósseo, 

aumentando a taxa de fraturas nas pacientes em uso desses medicamentos. Os 

achados concernentes ao efeito dos IA no osso podem ser encontrados em estudos 

longitudinais que comparam diferentes IA ao TMX, delineados por grandes grupos de 

pesquisa, como: o “Breast International Group 1-98” (COATES et al., 2007), 

“Intergroup Exemestane Group” (COOMBES et al., 2007) e “The Anastrozole or 

Tamoxifen Alone or in Combination (ATAC)” (BAUM et al., 2002).  

Os IA são classificados em duas categorias: esteroidais ou tipo I e não-

esteroidais ou tipo II. Os compostos esteroidais, representados por formestano e 

exemestano, são análogos dos substratos naturais da aromatase, a androstenediona 

e a testosterona, e ligam-se à enzima de forma covalente e irreversível, o que resulta 

em sua inativação permanente, sendo por esse motivo também chamados de 

inativadores. Os compostos não-esteroidais, representados por aminoglutetimida, 

fadrozol, letrozol, anastrozol e vorozol, interagem de forma reversível com a 

aromatase e a inativação sustentada da enzima depende da presença constante do 

fármaco no organismo. Ainda, de acordo com a cronologia do seu desenvolvimento, 

os IA designam-se como de 1ª, 2ª e 3ª geração, sendo a aminoglutetimida de 1ª; o 
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formestano e o fadrozol, de 2ª; e o exemestano, letrozol, anastrozol e vorozol, de 3ª 

geração (SAAD et al., 2002; OSBORNE; TRIPATHY, 2005).   

2.3.1 Anastrozol (ANA) 

O ANA é um derivado triazol (SMITH; DOWSETT, 2003), classificado como 

IA não-esteroide de terceira geração, e um potente IA administrado por via oral, que 

reduz substancialmente os níveis circulantes de estrógeno, em aproximadamente 

97%, em mulheres pós-menopausa com câncer de mama positivo para receptores 

hormonais (GEISLER et al., 1996, 2002). Esse fármaco é principalmente metabolizado 

no fígado, sofrendo oxidação à hidroxianastrozol por CYP3A4 e em menor extensão, 

por CYP3A5 e CYP2C8. Uma vez formado, esse metabólito sofre glucoronidação, por 

ação das enzimas UGT1A4, UGT1A3 e UGT2B7, sobretudo da UGT1A4 (KAMDEM 

et al., 2010), sendo os 3 principais metabólitos do ANA detectados no plasma de 

pacientes, o hidroxianastrozol e os conjugados de anastrozol e de hidroxianastrozol 

(INGLE et al., 2010).  

O tempo de uso clínico do ANA, assim como o do TMX, comumente é de 5 

anos (GEISLER et al., 1996). Vale ressaltar que ambos os fármacos podem ser 

utilizados combinados, com os primeiros 2 a 3 anos de tratamento com o TMX, sendo 

trocado pelo ANA até completar o 5º ano, e vice-versa (RYDÉN et al., 2016). A 

literatura tem relatado que o ANA pode ser usado tanto como tratamento adjuvante 

do câncer em mulheres pós-menopausa (BAUM et al., 2002), como também no 

tratamento neoadjuvante dessas neoplasias (DAM et al., 2016). Ainda, Mocellin et al. 

(2015) relataram que o ANA é uma alternativa para prevenção do câncer de mama e 

em mulheres de alto risco.  

O ANA, no mercado desde 1995 (GEISLER et al., 1996), foi aprovado como 

medicamento de primeira linha na terapia de mulheres pós-menopausa com câncer 

de mama, como terapia adjuvante dessas neoplasias em estágios iniciais, em 2002 

pelo FDA, uma vez que os IA, incluindo o ANA, têm se mostrado superiores ao TMX 

(DOWSETT et al., 2010; RYDÉN et al., 2016; BAUM et al., 2002). De fato, a eficácia 

e a segurança do ANA em comparação ao TMX têm sido amplamente avaliadas por 

um grupo de pesquisa denominado grupo “The Anastrozole or Tamoxifen Alone or in 

Combination” (ATAC). Já em sua primeira publicação, no ano de 2002, foi 

demonstrando que o ANA era uma opção efetiva e bem tolerada para a terapia 

endócrina de pacientes com câncer de mama positivo para receptores hormonais, 
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uma vez que em comparação ao TMX aumentava a sobrevida livre de doença e 

diminuía a incidência de câncer de mama contralateral, assim como reduzia a 

incidência de efeitos colaterais, como: câncer endometrial, sangramento vaginal, 

eventos cerebrovasculares e tromboembólicos (BAUM et al., 2002). No entanto, esses 

primeiros resultados também demonstraram que o tratamento com ANA aumentava 

desordens musculoesqueléticas e fraturas, principalmente na coluna (BAUM et al., 

2002).  

As publicações seguintes do grupo ATAC corroboraram os resultados 

preliminares descritos por BAUM et al. (2002), demonstrando eficácia e segurança 

superiores do ANA em relação ao TMX quando utilizado como tratamento adjuvante 

do câncer de mama em mulheres pós-menopausa (BAUM et al., 2003; HOWELL et 

al., 2005; ATAC, 2008; CUZICK et al., 2010). Especificamente sobre o efeito do ANA 

no osso, publicações desse grupo relataram a maior ocorrência de fraturas em 

pacientes tratadas com esse fármaco (BAUM et al., 2002; BAUM et al., 2003; 

HOWELL et al., 2005; ATAC, 2008; CUZICK et al., 2010), que, no entanto, não 

perduram após o término do tratamento (CUZICK et al., 2010). Estes achados podem 

ser explicados considerando a importância do estrógeno no metabolismo ósseo 

(EASTELL et al., 2006) e os pesquisadores envolvidos nesse ensaio clínico sugerem 

que a menor taxa de fraturas em pacientes tratadas com TMX deve-se ao efeito 

protetor, semelhante ao estrógeno, que o TMX apresenta no osso (BAUM et al., 2002). 

Além disso, no período de acompanhamento de 10 anos, foi observado que os casos 

de fraturas no quadril foram semelhantes entre os grupos tratados com ANA e TMX, 

de forma que seja possível que os efeitos da redução estrogênica promovida pela 

ANA possam ser maiores em determinados ossos (BAUM et al., 2002; BAUM et al., 

2003; HOWELL et al., 2005; ATAC, 2008; CUZICK et al., 2010).  

Os efeitos do ANA no osso são observados tanto quando comparado aos 

efeitos do TMX nesse tecido, como também em diversos estudos que avaliam o ANA 

sem compará-lo a nenhum outro fármaco, com animais e, sobretudo, em humanos. 

Especificamente em relação ao uso do ANA, tem sido associado, à maior ocorrência 

de fraturas que em relação ao TMX, e também à redução da densidade mineral óssea 

(DMO) no decorrer de 1 a 2 anos de tratamento, enquanto o TMX aumenta essa DMO. 

Ainda, essa redução de DMO é acompanhada pelo aumento de marcadores de 
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turnorver ósseo, tanto de reabsorção, como também de formação ósseas (EASTELL 

et al., 2006).  

A literatura apresenta poucos estudos em animais acerca do efeito do ANA 

no osso, e ainda com resultados conflitantes entre si. Assim, enquanto há relatos que 

o tratamento de ratas não ovariectomizadas por 4 semanas com ANA na dose de 0,2 

mg/kg-gavagem reduz a densidade óssea no fêmur desses animais e aumenta os 

níveis séricos de fosfatase ácida tartarato resistente (TRAP) e cálcio, indicando 

aumento da reabsorção óssea (VEKARIYA; KAUR; TIKOO, 2013), existem relatos que 

uso de ANA por 16 semanas, nas doses de 0,1 e 0,2 mg/kg-gavagem não altera a 

DMO na vértebra ou no fêmur de ratas não ovariectomizadas (KUMRU et al., 2007).  

Clinicamente, o ANA tem evidenciado induzir efeitos deletérios no tecido 

ósseo em pacientes, visto que diversos ensaios clínicos têm mostrado redução da 

DMO no decorrer do tratamento com ANA, em diferentes ossos, tais como trocânter, 

vértebras lombares e quadril, já a partir do primeiro ano (SERGI et al., 2012; KALDER 

et al., 2013; TAKEUCHI et al., 2014) ou mesmo mais precocemente, aos 6 meses, no 

fêmur (RASTELLI et al., 2011). Além disso, há relatos de que pacientes não 

osteoporóticas desenvolveram osteoporose aos 24 meses de tratamento com ANA 

(SERGI et al., 2012). Szabo et al. (2011) também relataram redução do conteúdo total 

ósseo, e especificamente de osso cortical, de forma que esses autores sugeriram que 

este achado justifique o risco aumentado de fraturas em pacientes em uso do ANA.  

Considerando os efeitos adversos do ANA no osso durante a terapia 

endócrina do câncer de mama, diversos protocolos sugerem o uso de bisfosfonatos 

por mulheres com baixa DMO, osteopênicas e osteopóroticas (REID et al., 2008), tais 

como o risedronato e o alendronato (SESTAK et al., 2014; GREENSPAN et al., 2015; 

INOUE et al., 2015). Além de bisfosfonatos, também tem sido recomendado o uso de 

denosumab durante a terapia com IA, particularmente para mulheres osteoporóticas 

(OTTANELLI, 2015).  

  



39 

 

3 JUSTIFICATIVA  

Diversas doenças podem acometer o sistema ósseo, pelo favorecimento 

ou detrimento dos processos de reabsorção e formação ósseas. Dentre as doenças 

reabsortivas, destacam-se a osteoporose a periodontite, doenças prevalentes e que 

podem ser modificadas por fatores locais e sistêmicos, tais como processos 

inflamatórios e a deficiência estrogênica típica da menopausa. 

A utilização de fármacos que modulem os receptores de estrógeno ou 

inibam a síntese desse hormônio afetam a homeostase óssea e, portanto, podem 

interferir nas doenças decorrentes desse desequilíbrio. Dentre estes fármacos, o 

tamoxifeno e o anastrazol têm sido cada vez mais utilizados devido à elevada 

prevalência de cânceres de mama positivos para receptores hormonais. O tamoxifeno, 

ao modular os receptores de estrógeno no osso apresenta efeitos protetores nesse 

tecido, enquanto o anastrozol, ao reduzir a síntese de estrógeno, promove efeitos 

deletérios no osso, como aumento da taxa de fraturas, devido à redução da densidade 

mineral óssea.  

De maneira geral, esses fármacos são bastante estudados em diferentes 

ossos do esqueleto, como fêmur, tíbia e vértebras, os quais possuem origem 

embrionária semelhante, endocondral. Ao passo que os efeitos desses fármacos no 

osso alveolar, cuja origem embrionária é membranosa, não têm sido explorados, 

havendo um único estudo que investigou a correlação de parâmetros clínicos 

periodontais ao uso de inibidores da aromatase. Ao nosso conhecimento, essa 

pesquisa consiste no primeiro trabalho pré-clínico em que se avaliaram os efeitos do 

tamoxifeno e do anastrozol no osso alveolar submetido à periodontite em ratas 

ovariectomizadas.  
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4 OBJETIVOS 

4.3 Objetivo geral  

Avaliar os efeitos da modulação dos receptores de estrógeno por 

tamoxifeno (TMX) e da inibição da síntese desse hormônio por anastrozol (ANA) na 

periodontite induzida por ligadura em ratas hipoestrogênicas por ovariectomia.  

 

4.4 Objetivos específicos  

 Avaliar os efeitos da ovariectomia na resposta inflamatória vista na periodontite 

por ligadura em ratas;  

 Avaliar os efeitos do TMX e do ANA na resposta inflamatória da periodontite 

por ligadura em ratas hipoestrogênicas;  

 Avaliar as repercussões sistêmicas do TMX e do ANA nos níveis séricos de 

estradiol e de fosfatases alcalinas total e óssea, no leucograma, no peso úmido 

uterino, na variação massa corpórea e nos fêmures de ratas hipoestrogências.  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Animais 

Foram utilizadas 170 ratas Wistar (Rattus novergicus), com massa 

corpórea entre 180 e 220 gramas. Esses animais foram procedentes do Biotério 

Central do Campus do Pici – UFC, transferidos para o Biotério Setorial do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia (FaMed, UFC-Fortaleza), e mantidos em 

gaiolas apropriadas, com o máximo de 6 animais em cada uma delas. As ratas 

receberam ração comercial balanceada própria à espécie e água à vontade, e 

permaneceram nas mesmas condições ambientais durante os experimentos. Todos 

os esforços foram realizados no sentido de diminuir o número de animais e seu 

sofrimento, com base nas orientações para pesquisas com animais, e o estudo foi 

aprovado pela Comissão de Ética em uso de Animais da Universidade Federal do 

Ceará-CE, Brasil (número de protocolo 84/13).  

5.2 Fármacos, reagentes e anticorpos 

Para as abordagens farmacológicas, foram utilizados o Cloridrato de 

Tamoxifeno 20 mg (Citrato de TamoxifenoTM, Salutas Pharma GmbH, Barleben, 

Alemanha), e o Anastrozol 1 mg (Arimidex, Astrazeneca™, Newark, DE, EUA), ambos 

diluídos em água destilada (H2Od).  

Para anestesia dos animais, foi utilizada a combinação de quetamina 

(Cetamin, Syntec®, Hortolândia, SP, Brasil) com cloridrato de xilazina (Xilazin, 

Syntec®, Hortolândia, SP, Brasil). O formol, o álcool etílico absoluto, o EDTA e a 

solução pronta de hematoxilina de Harris, utilizados nas diferentes análises, foram 

obtidos da Dinâmica (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil). 

O brometo de hexadeciltrimetilamônio (H-TAB), a albumina sérica bovina 

(BSA), a tetrametilbenzidina (TMB) e o Tween-20 foram comprados da Sigma (St 

Louis, Missouri, EUA). 

Para os ensaios imunológicos por Elisa, foram utilizados kits da R&D 

Systems (Minneapolis, MS, EUA) para TNF-α. Para os ensaios de imunohistoquímica 

foram utilizados os anticorpos primários policlonais de cabra TNF-α, TRAP, RANKL e 

OPG, com os respectivos secundários anti-cabra e sistema ABC, todos fornecidos 

pela Santa Cruz (Dallas, TX, EUA) e diluídos no diluente de anticorpo com redução 
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de background da DAKO (Carpinteria, CA, EUA). O sistema de coloração para 

imunohistoquímica, cromógeno 3,3`diaminobenzidine DAB/peróxido, foi adquirido da 

DAKO (Carpinteria, CA, EUA). 

Para quantificação dos níveis séricos das enzimas fosfatases alcalinas, foi 

utilizado o kit do fabricante LABTEST (Labtest, Lagoa Santa-MG, Brasil). O kit de 

coloração utilizado para realização do leucograma dos animais foi obtido da Instant 

Prov Stain Set® (Newprov Produtos para Laboratório, Pinhais, PR, Brasil). 

 

5.3 Protocolo experimental 

Inicialmente, no momento denominado dia 0, os animais tiveram seus 

ovários removidos ou somente expostos para simulação do estresse cirúrgico. Após 

anestesia com a combinação de quetamina (90 mg/kg-im) e cloridrato de xilazina (10 

mg/kg-im) e tricotomia da região abdominal, a pele e o músculo foram incisados 

longitudinalmente abaixo da última costela. Os ovários foram, então, identificados e 

expostos (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Fotografia ilustrando a ovariectomia. Após a hemostasia, através de ligadura (seta) da 
tuba uterina (TU), os ovários foram removidos juntamente com o tecido adiposo circunvizinho. Arquivo 
pessoal. 

 

TU 
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Nos animais ovariectomizados, após a hemostasia, por meio de ligadura 

das tubas uterinas com fio de seda (4.0; TechNew®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), os 

ovários foram removidos juntamente com o tecido adiposo circunvizinho (Figura 2). 

Nos animais falso-ovariectomizados, os ovários foram expostos e reposicionados na 

cavidade abdominal (ANBINDER et al., 2007). A camada de músculo e, 

posteriormente, a pele foram suturadas com fio de náilon (4.0; Procare®, Barueri, SP, 

Brasil).  

Uma semana após a cirurgia de ovariectomia (LIU et al., 2010), no dia 7, a 

periodontite foi induzida como descrito por Lima et al. (2000), através da inserção de 

um fio de náilon (3.0; Procare®, Barueri, SP, Brasil) em torno do segundo molar 

superior esquerdo de uma rata sob anestesia com a combinação de quetamina (90 

mg/kg-im) e  cloridrato de xilazina (10 mg/kg-im). Previamente à passagem do fio, uma 

guia foi utilizada nos espaços interproximais mesial e distal do dente citado.  Logo em 

seguida, o fio foi passado, de forma que o nó cirúrgico ficou voltado para a face 

vestibular da cavidade oral do animal, resultando em uma posição sub-gengival no 

lado palatino e supra-gengival no lado vestibular (Figura 3). A hemiarcada 

contralateral foi utilizada como controle sem ligadura. No dia 0, foi iniciada a 

administração diária de H2Od, de Anastrozol (ANA) ou de Tamoxifeno (TMX). Os 

animais foram eutanasiados por overdose de anestésico, 21 dias após a indução da 

periodontite e 28 dias após a ovariectomia (LIU et al., 2010), no momento denominado 

dia 28.  

 

                         

Figura 3: Fotografia ilustrando a indução da periodontite. A periodontite foi induzida pela inserção 
do fio de náilon 3.0 em torno do 2º molar superior esquerdo, com o nó voltado para a face vestibular do 
dente citado. Arquivo pessoal. 
 



44 

 

A Figura 4 resume o protocolo experimental.  

 

    

Figura 4: Esquema do protocolo experimental. No dia 0, foi iniciada a administração de água 
destilada (H2Od), de tamoxifeno (TMX) ou de anastrozol (ANA), bem como foi realizada a ovariectomia 
(OVX) nos animais, sob anestesia com a combinação de quetamina e cloridrato de xilazina. Sete dias 
após este procedimento, no dia 7, a periodontite foi induzida por ligadura. No dia 28, os animais foram 
eutanasiados e a gengiva, maxila, fêmur e útero foram removidos para posteriores análises. Nos dias 
0 e 28, foi realizado o leucograma e coletadas amostras sanguíneas para dosagens de fosfatase 
alcalina óssea e estradiol.  
 

5.4 Grupos experimentais  

5.4.1 Grupo Normal 

Grupo constituído por 10 ratas que não foram submetidas às cirurgias de 

ovariectomia e de indução da periodontite. Esses animais foram acompanhados 

durante todo o período experimental, sendo eutanasiados no final deste. 
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5.4.2 Grupo falso-ovariectomizado (F-OVX) 

Para cada tratamento, houve um grupo constituído por 10 ratas falso-

ovariectomizadas e submetidas à periodontite. Os animais receberam por gavagem 

H2Od (2 ml/kg) diariamente por todo o período experimental, sendo então, 

eutanasiados 21 dias após a indução da periodontite. 

5.4.3 Grupo ovariectomizado (OVX) 

Para cada tratamento, houve um grupo constituído por 10 ratas 

ovariectomizadas e submetidas à periodontite. Os animais receberam por gavagem 

H2Od (2 ml/kg) diariamente por todo o período experimental, sendo então, 

eutanasiados 21 dias após a indução da periodontite. 

5.4.4 Grupo OVX tratado com TMX (OVX/TMX) 

Esse grupo foi constituído por 3 subgrupos com 10 ratas ovariectomizadas 

em cada e submetidas à periodontite. Os animais receberam por gavagem TMX nas 

doses de 1, 3 e 9 mg/kg (CZERNY et al., 2003; GOSS; QI; HU, 2009; PERRY et al., 

2005), respectivamente, diariamente por todo o período experimental, sendo então, 

eutanasiados 21 dias após a indução da periodontite. 

5.4.5 Grupo F-OVX tratado com ANA (F-OVX/ANA) 

Esse grupo foi constituído por 10 ratas F-OVX submetidas à periodontite. 

Os animais receberam por gavagem ANA na dose de 0,5 mg/kg, diariamente por todo 

o período experimental, sendo então, eutanasiados 21 dias após a indução da 

periodontite. 

5.4.6 Grupo OVX tratado com ANA (OVX/ANA) 

Esse grupo foi constituído por 3 subgrupos com 10 ratas ovariectomizadas 

em cada e submetidas à periodontite. Os animais receberam por gavagem ANA nas 

doses de 0,02; 0,1 e 0,5 mg/kg (HOZUMI et al., 2002; KUMRU et al., 2007; VEKARIYA; 

KAUR; TIKOO, 2013), respectivamente, diariamente por todo o período experimental, 

sendo então, eutanasiados 21 dias após a indução da periodontite. 
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5.5 Parâmetros avaliados na doença periodontal experimental 

5.5.1 Análise macroscópica do osso alveolar 

Após 21 dias da indução da periodontite, os animais foram eutanasiados 

(LIU et al., 2010) e suas maxilas removidas e fixadas em formol tamponado a 10%, 

durante 24 horas. Em seguida, as maxilas foram separadas em duas hemiarcadas, 

dissecadas e coradas com azul de metileno a 1%, com o objetivo de discriminar o 

osso dos dentes, os quais se coram em menor intensidade (LIMA et al., 2000; LIMA 

et al., 2004). Para a quantificação da reabsorção óssea alveolar (ROA), estas 

hemiarcadas esquerdas foram acomodadas com massa de modelar em lâminas para 

posterior registro fotográfico em câmera digital. As imagens foram, então, avaliadas 

junto ao programa de computador Image J (ImageJ 1.48x, National Institute of Health; 

EUA), considerando demarcação desde a ponta de cúspide até a borda óssea 

remanescente, subtraída da respectiva área da hemiarcada contralateral normal. Essa 

área foi comparada à outra previamente conhecida (5 x 5 mm2)  (GUIMARÃES et al., 

2016) (Figura 5).  

                                  

Figura 5: Desenho esquemático da mensuração da área de reabsorção óssea alveolar na 

análise macroscópica. Linha vermelha demarcando a área entre a ponta de cúspide e a borda 

óssea remanescente da hemiarcada submetida à periodontite e da contralateral normal. Essas áreas, 

obtidas em pixels, são subtraídas e comparadas com a área conhecida do quadrado milimetrado, 

fotografado junto com as hemiarcadas. 

5.5.2 Análises histológicas 

As análises histológicas foram realizadas em cortes seriados da 

hemiarcada maxilar. Para tanto, o mesmo protocolo de indução da periodontite foi 

novamente realizado nos grupos F-OVX, OVX, OVX/TMX 9 mg/kg, F-OVX/ANA 0,5 
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mg/kg e OVX/ANA 0,5 mg/kg, com 10 animais em cada grupo, totalizando um 

adicional de 50 animais. Para tanto, as hemiarcadas foram submetidas à 

desmineralização com EDTA a 10%, por aproximadamente 30 dias. Posteriormente, 

essas foram suspensas em banho em água corrente por 12 horas e desidratadas em 

banhos sucessivos de etanol. As peças foram, então, incluídas em parafina para 

realização de cortes longitudinais seriados de 4 m em micrótomo apropriado. As 

lâminas obtidas foram coradas pelo método hematoxilina e eosina. 

5.5.2.1 Análise histométrica 

A área de furca do segundo molar foi considerada para avaliação 

histométrica. Para tal, imagens foram obtidas dessa região em microscópio (x40) e 

lançadas em um programa de computador Image J (ImageJ 48x, National Institute of 

Health; EUA) para quantificação da área entre o ponto mais alto da crista óssea 

remanescente e o teto da furca (Figura 6), sendo esta comparada com uma medida 

conhecida (GUIMARÃES et al., 2016). 

                             

Figura 6: Desenho esquemático da mensuração da reabsorção óssea alveolar na análise 
histométrica. Reabsorção óssea alveolar correspondente ao valor da área entre o ponto mais alto da 
crista óssea remanescente e o teto da furca, comparada a um valor conhecido em mm2.  
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5.5.2.2 Análise histológica semiquantitativa  

Para a análise histológica da hemiarcada, a região entre os 1º e 2º molares 

do periodonto de proteção e do periodonto de sustentação foi considerada (x40 e 400), 

sendo avaliados os aspectos inflamatórios como presença/intensidade de infiltrado 

celular e de osteoclastos, além do estado de preservação do processo alveolar e do 

cemento, atribuindo-se escores que variaram de 0 a 3, de acordo com a intensidade 

dos achados (LIMA et al., 2000):  

Escore 0: Infiltrado celular ausente ou discreto; escassos ou raros osteoclastos; 

processo alveolar preservado; cemento preservado.  

Escore 1: Infiltrado celular moderado; presença de alguns osteoclastos; 

pequena reabsorção do processo alveolar; cemento preservado. 

Escore 2: Infiltrado celular acentuado; presença de grande número de 

osteoclastos; processo alveolar com reabsorção acentuada; destruição parcial de 

cemento.  

Escore 3: Infiltrado celular acentuado; presença de um número aumentado de 

osteoclastos; processo alveolar ausente; destruição total do cemento. 

5.5.2.3 Análise imunohistoquímica do periodonto 

Para tal análise, os mesmos blocos utilizados na análise histológica foram 

cortados em cortes seriados (4 m) em lâminas com poli L-lisina (Probe on Plus®) 

adequadas para a técnica de imunohistoquímica. Em seguida, os cortes seriados 

foram desparafinizados em estufa a 60 ºC, re-hidratados e imersos em tampão de 

citrato 0,1 M (pH 6,0) sob aquecimento a 60-100 ºC em banho-maria, por 30 minutos. 

Após o resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foi feita 

lavagem com solução tamponada de fosfato (PBS), seguida pelo bloqueio da 

peroxidase endógena, com solução de H2O2 a 3% para todos os anticorpos. Para a 

imunohistoquímica para marcação de OPG, RANKL e TRAP, previamente a 

incubação com o anticorpo primário, foi realizado o bloqueio de proteína com albumina 

sérica bovina (BSA) a 5%. A seguir, a incubação com um dos anticorpos primários 

anti-TNF-α, anti-OPG, anti-RANKL e anti-TRAP, diluídos nas concentrações de 1:100 

no diluente de anticorpo com redução de background da Dako, foi feita overnight. Após 

a lavagem, foi feita incubação com anticorpo (secundário) biotinilado anti-IgG, também 

diluído no diluente de anticorpo com redução de background da Dako, por 30 minutos. 
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Durante esse período, o complexo ABC foi preparado, para incubação posterior, 

conforme instruções do fabricante. Após nova lavagem com PBS, uma coloração com 

o cromógeno 3,3`diaminobenzidine DAB/peróxido foi feita, seguida por uma nova 

contracoloração com hematoxilina de Harries. Os controles negativos foram 

processados simultaneamente como descritos acima, sendo que o primeiro anticorpo 

foi substituído por PBS-BSA 5%. Por fim, foi realizada a desidratação em uma série 

de concentrações de alcoóis, e clareamento em xilol das amostras e finalmente, as 

respectivas montagens das lâminas e lamínulas. 

A região interproximal entre o primeiro e segundo molares, bem como a 

área de furca desses dentes foi considerada para análise das lâminas obtidas por 

imunohistoquímica. Para tal, imagens de 2 campos da região interproximal e 3 campos 

de cada região de furca foram obtidas em microscópio (x400) e lançadas em um 

programa de computador Image J (ImageJ 48x, National Institute of Health; EUA) para 

quantificação das células imunomarcadas, utilizando a ferramenta “cell counter”. As 

células foram contadas de forma cega. Os dados foram apresentados como número 

de células imunomarcadas para TNF-α, OPG, RANKL ou TRAP por campo.  

5.5.3 Análise da atividade de mieloperoxidase (MPO) 

Após a eutanásia dos animais utilizados para análise histológica, 

delicadamente foram removidas amostras do tecido gengival subjacente à área 

desafiada na hemiarcada esquerda, bem como na hemiarcada direita dos animais F-

OVX, mantidos a -80 ºC em freezer e posteriormente homogeneizados e processados 

para a análise em Leitor Automático de Placas da atividade da mieloperoxidase, 

enzima abundante nos grânulos azurófilos dos neutrófilos. Essa enzima tem sido 

utilizada como um marcador quantitativo da infiltração de neutrófilos ativos nos 

processos inflamatórios em vários tecidos, e foi realizado protocolo usando uma 

versão modificada de Bradley; Christensen; Rothstein, 1982 (LIMA et al., 2005).  

Para isso, a gengiva de animais foi pesada e triturada usando Polytron 

Ultraturrax em solução tampão, sob resfriamento com gelo [100 mM (p/v) NaCl, 15 

mM (p/v) EDTA; 20 mM (p/v) NaPO4; pH: 4,7] e o homogenato será centrifugado a 4 

ºC durante 15 min (3 g). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 oC para o 

ensaio de ELISA. O pellet foi, então, ressuspendido em solução hipotônica [900 µl de 

0,2% (p/v) NaCl; 900 µl de 1,6% (p/v) NaCl; 900 µl de 5% (p/v) glicose] e centrifugado 
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novamente a 4 ºC durante 15 min (3 g). O pellet final foi ressuspendido numa solução 

tampão [50 mM NaPO4, 0,5% (p/v) brometo de hexadeciltrimetilamônio (H-TAB) 

sólido; pH: 5,4], homogeneizado e centrifugado novamente a 4 °C durante 15 min 

(10 g). O sobrenadante foi usado para o ensaio de MPO usando tetrametilbenzidina 

(1,6 mM) e H2O2 (0,5 mM), e a concentração de MPO foi determinada por meio da 

medição da mudança da absorbância a 450 nm. Os valores foram expressos em 

quantidade de atividade de MPO por grama de gengiva em comparação à curva 

padrão de neutrófilos, obtidos da cavidade peritoneal de ratos através da indução da 

migração neutrofílica pela injeção intraperitoneal de carragenina (300 µg por animal). 

A curva padrão relacionando número de neutrófilos (>90% de pureza) e absorbância 

foi obtida por processamento de neutrófilos purificados, como descrito acima, e 

ensaiado por atividade de MPO. 

5.5.4 Análise de ELISA para TNF-α 

O sobrenadante obtido no ensaio de MPO foi utilizado para quantificar os 

níveis TNF-α por ELISA. Inicialmente, placa de 96 poços foi incubada overnight a 4 °C 

com anticorpo anti-TNF-α, diluído em PBS na concentração de 1:1000. A placa foi, 

então, lavada com solução tampão PBS/Tween-20 (0,05%) e incubada por 4 h com 

BSA 1% para bloqueio de proteína. Em seguida, as amostras foram adicionadas e a 

curva padrão foi adicionada em várias diluições e incubada overnight a 4 ºC. A placa 

foi, então, lavada três vezes com solução tampão PBS/Tween-20 (0,05%) e incubada 

com anticorpo monoclonal biotinilado anti-TNF-α (1:1000 com BSA/Tween 1%). Após 

o período de incubação à temperatura ambiente por 2 h, a placa foi lavada e 100 μl 

do complexo HRP-estreptavidina diluído 1:5000 foram adicionados. Decorridos 20 

min, o reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD, 50 μl) foi adicionado e a placa foi 

incubada na ausência de luz a 37 ºC por 20 min. A reação enzimática foi interrompida 

com H2SO4 (1M) e a densidade óptica foi medida a 490 nm em leitor de placas tipo 

ELISA. A concentração da citocina contida nas amostras foi calculada a partir de uma 

curva padrão com 11 pontos, obtida por diluição seriada, sendo a concentração inicial 

de 4000 pg/ml. O resultado foi expresso em picograma de citocinas por miligrama de 

tecido (CUNHA et al., 1993). 
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5.6 Análise histológica do fêmur 

Para a avaliação histológica, o fêmur direito dos animais utilizados para 

análise histológica da maxila foi removido e dissecado, fixado em formol tamponado 

a 10%, durante 24 horas, e submetido à desmineralização com EDTA a 10%. 

Posteriormente, foi suspenso em banho em água corrente por 12 horas e desidratadas 

em banhos sucessivos de etanol. As peças foram, então, incluídas em parafina para 

realização de cortes longitudinais seriados de 5 m em micrótomo apropriado. As 

lâminas obtidas foram coradas pelo método hematoxilina e eosina e analisadas por 

patologista experiente, de forma cega. Após a descrição das características feita pelo 

patologista, o sistema de escores abaixo foi desenvolvido para fornecer uma análise 

semiquantitativa: 

 Escore 0: Sem alterações na epífise ou no periósteo.  

 Escore 1: Presença de tecido conjuntivo fibroso com raros ou sem osteoclastos 

na epífise.  

 Escore 2: Presença de tecido conjuntivo fibroso com raros ou sem osteoclastos 

na epífise, além de espaços medulares amplos.  

 Escore 3: Presença de tecido conjuntivo fibroso com raros ou sem osteoclastos 

na epífise, além de espaços medulares amplos e inflamação no periósteo.    

5.7 Parâmetros sistêmicos  

5.7.1 Dosagem sérica de estradiol 

Nos dias 0 e 28, amostras sanguíneas foram coletadas do plexo orbital dos 

animais dos grupos F-OVX, OVX, OVX/TMX 9 mg/kg, F-OVX/ANA 0,5 mg/kg e 

OVX/ANA 0,5 mg/kg, com microcapilares heparinizados, centrifugadas (1.800 g x 10 

min) e o sobrenadante congelado a -80 °C até o momento da dosagem de estradiol, 

realizado pelo método de quimioluminescência. 

5.7.2 Dosagem sérica da fosfatase alcalina óssea (FAO) 

Nos dias 0 e 28, amostras sanguíneas foram coletadas do plexo orbital dos 

animais dos grupos F-OVX, OVX, OVX/TMX 9 mg/kg, F-OVX/ANA 0,5 mg/kg e 

OVX/ANA 0,5 mg/kg, com micro-capilares heparinizados, centrifugadas (1.800 g x 10 

min) e o sobrenadante congelado a -80 °C e a atividade osteoblástica foi avaliada 
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através da dosagem indireta da isoforma óssea da Fosfatase Alcalina Total (FAT), 

Fosfatase Alcalina Óssea (FAO). A quantificação foi  feita utilizando a metodologia da 

inativação térmica de amostras (MOSS; WHITBY, 1975), por meio de “Kits” do 

fabricante LABTEST. O procedimento de dosagem de Fosfatase Alcalina total como 

descrito a seguir: 

Após a identificação dos tubos de ensaio em Branco, Amostra e Padrão, 

adicionou-se, em todos os tubos, a quantidade de 250 μl do tampão e 25 μl de 

substrato. Posteriormente, adicionou-se 25 μl da amostra nos tubos assim 

identificados e 25 μl de padrão no tudo assim identificado inicialmente. Após 

homogeneização, todos os tubos foram submetidos ao aquecimento indireto a 37 ºC 

por 10 min. Em seguida, adicionou-se 1 ml do reagente de cor em todos os tubos para 

que fossem efetuadas as leituras espectrofotométricas em 590 nm. A FAO é 

determinada pela diferença da dosagem da FAT (constituída pelas isoformas: 

hepática, entérica e óssea) subtraída da dosagem realizada com a amostra aquecida 

a 56 ºC por 10 min, seguindo a mesma sequência de passos descritos acima 

5.7.3 Leucograma 

Nos dias 0 e 28, os animais dos grupos F-OVX, OVX, OVX/TMX 9 mg/kg, 

F-OVX/ANA 0,5 mg/kg e OVX/ANA 0,5 mg/kg sob anestesia com a combinação de 

quetamina (90 mg/kg-im) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg-im) tiveram a ponta da 

cauda do animal seccionada com uma tesoura. A primeira gota de sangue foi 

desprezada e 20 l de sangue foram diluídos em 380 l de Líquido de Turk, para a 

realização da contagem do número total de leucócitos, utilizando câmara de 

Neubauer. Adicionalmente, outra gota de sangue foi colhida para a confecção do 

esfregaço corado pelo método hematoxilina e eosina para as contagens diferenciais 

usando kit de coloração. 

5.7.4 Análise do útero  

Na eutanásia, o útero dos animais foi removido e pesado. Os valores foram 

expressos como o índice uterino (peso úmido do órgão dividido pelo peso do animal 

no dia da eutanásia) (SILVA et al.,  2010). 
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5.7.5 Análise da variação de massa corpórea 

Todos os animais tiveram suas massas corpóreas medidas no dia 0, antes 

da exposição ou remoção dos ovários, e após esta, diariamente, durante todo o 

período experimental. Os valores encontrados foram expressos como a variação de 

massa corpórea (g) em relação à massa inicial. 

5.8 Análise estatística 

Os resultados paramétricos, de acordo com a normalidade, foram 

expressos em média (Me) ± erro padrão da média, e para comparações entre os 

grupos foram utilizados One Way Anova seguida pelo teste de Bonferroni ou Two Way 

Anova seguida pelo teste de Tukey. Os dados não paramétricos foram expressos 

como Mediana (Md) seguida dos seus valores extremos, e os testes estatísticos 

aplicados foram Kruskal-Wallis e Dunn. Em todas as situações, foi adotado o nível de 

significância p<0,05. O software utilizado foi o GraphPadPrism® versão 6.0, com cópia 

autorizada (La Jolla-CA, EUA). 
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6 RESULTADOS 

6.1 Efeitos da ovariectomia em animais submetidos à periodontite 

A tabela 1 mostra que após 28 dias de remoção dos ovários, houve redução 

significante (p<0,05) dos níveis séricos de estradiol em 50,35%, quando comparados 

aos valores basais (Normal), e em 43,20% em relação aos animais falso-

ovariectomizados (F-OVX), caracterizando, assim, um estado de hipoestrogenia. 

Corroborando esses achados, os animais ovariectomizados (OVX) apresentaram 

índice uterino significantemente menor (p<0,05) que o de animais Normais e F-OVX, 

em 53,14% e 59,91%, respectivamente.  

Tabela 1 – Efeitos da ovariectomia nos níveis séricos de estradiol e índice 
uterino de ratas submetidas à periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 

  Periodontite 

Estradiol 
(pg/ml) 

33,9±6,2 29,7±3,1 16,8±1,1#,* 

Índice uterino 
(x10-3) 

3,9±0,0007 4,6±0,0003 1,8±0,0001#,* 

Os animais foram ovariectomizados (OVX) e a periodontite induzida por ligadura do molar superior 7 
dias após a ovariectomia. Os animais foram eutanasiados 28 dias após a remoção dos ovários. Os 
valores representam a média±erro padrão da média dos níveis séricos de estradiol e índice uterino 
(razão entre peso úmido do órgão e o peso dos animais no dia da eutanásia) de animais Normais 
(valores basais ou um grupo de animais não manipulados), de animais falso-ovariectomizados (F-OVX) 
e OVX, de 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste de Bonferroni. #,*p<0,05 em relação ao Normal e 
ao F-OVX, respectivamente. 
 

Macroscopicamente, a ligadura do segundo molar superior esquerdo 

causou importante reabsorção óssea alveolar (ROA) (tabela 2) nos animais F-OVX, 

com exposição radicular e lesão de furca (figura 7B). A redução sérica do estradiol 

induzida pela ovariectomia (OVX) não aumentou a ROA em relação à observada no 

grupo F-OVX (tabela 2), com aspectos semelhantes entre ambos os grupos (p>0,05; 

figura 7B e 7C). Confirmando esses achados, a histometria da área de furca do 

segundo molar indicou que a periodontite induzida por ligadura aumentou (p<0,05) a 

área entre o teto da furca e a crista óssea remanescente nos animais F-OVX ou OVX, 

em 451,72% e 448,28%, respectivamente, quando comparada à área correspondente 

contralateral (Normal) de animais F-OVX (tabela 2), indicando ROA significante nessa 

região. A ovariectomia não aumentou a ROA na região de furca em relação à 

observada em animais F-OVX (tabela 2).



55 

 

                   

 

Figura 7: Aspectos macroscópico (A-C) e histológico (D-F) da maxila Normal (A e D) ou da maxila de animais falso-ovariectomizados (B e E) ou 
ovariectomizados (C e F) submetidos à periodontite. Os animais foram ovariectomizados e a periodontite induzida por ligadura do molar superior 7 dias 
após a ovariectomia. Após a eutanásia, no 28º dia, as maxilas foram processadas para análise macroscópica ou histológica (coloração com hematoxilina e 
eosina; magnificação de 40X; barra representa 20 µm). g, lp, ao, c e d representam gengiva, ligamento periodontal, osso alveolar, cemento e dentina, 
respectivamente. Os asteriscos indicam infiltrado leucocitário e a seta indica reabsorção óssea alveolar. 
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Somando aos achados da macroscopia e da histometria do osso alveolar, 

a análise histológica do periodonto demonstrou que a indução da periodontite em 

animais F-OVX e OVX, considerando a região entre primeiro e segundo molares, 

causou (p<0,05) intenso infiltrado inflamatório leucocitário na gengiva e no ligamento 

periodontal, acentuada ROA, destruição parcial do cemento radicular, com poucos 

osteoclastos, em relação ao periodonto normal sem ligadura, caracterizado por 

infiltrado inflamatório ausente ou esparso restrito na região da gengiva marginal, 

ausência ou poucos osteoclastos, e processo alveolar e cemento radicular 

preservados [Normal: Md=0 (0-0); F-OVX: Md=2 (1-3); OVX: Md=2,5 (1-3)] (tabela 2, 

figura 7D, E e F). A ovariectomia não aumentou a ROA na região de furca em relação 

à observada em animais F-OVX (tabela 2). A ovariectomia, contudo, não aumentou o 

infiltrado inflamatório, a ROA e a destruição do cemento radicular na região 

considerada, quando comparada ao periodonto de animais F-OVX (p>0,05; tabela 2, 

figura 7E e F).  

 

Tabela 2 – Efeitos da ovariectomia nos aspectos macroscópicos e 
microscópicos do periodonto de ratas submetidas à periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 

  Periodontite 

Macroscopia 
(mm2) 

- 5,32±0,26 5,59±0,23 

Histometria 
(mm2 x 10-7) 

5,8±0,6  32,0±3,8# 31,8±4,8# 

Histologia periodonto 
(escores) 

0 (0-0) 2 (1-3)# 2,5 (1-3)# 

Os animais foram ovariectomizados (OVX) e a periodontite induzida por ligadura do molar superior 7 
dias após a ovariectomia. Os animais foram eutanasiados 28 dias após a remoção dos ovários. Os 
valores representam a média±erro padrão da média da reabsorção óssea alveolar (macroscopia), da 
área na região de furca do 2º molar superior (histometria) ou a mediana (valores extremos) dos escores 
(histologia) de maxila contralateral de animais falso-ovariectomizados (Normal), maxila desafiada de 
animais falso-ovariectomizado (F-OVX) ou OVX, de 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste de 
Bonferroni ou Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. #p<0,05 em relação ao Normal. 

 
Particularmente quanto ao infiltrado inflamatório leucocitário aumentado 

visto histologicamente, observou-se que a indução da periodontite resultou no 

aumento (p<0,05) da atividade de mieloperoxidase (MPO), uma enzima utilizada como 

marcador da presença neutrofílica, em 45,45% e 418,18% no tecido gengival de 

animais F-OVX ou OVX, respectivamente, em relação à observada no tecido de 

hemiarcadas normais (tabela 3), indicando um aumento da quantidade de neutrófilos 

ativos nesse tecido. A OVX promoveu um aumento adicional (p<0,05) da atividade de 
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MPO no tecido gengival em 256,25% em relação à observada no grupo F-OVX (tabela 

3).  

Quanto aos níveis de TNF-α avaliados por Elisa, os animais F-OVX e OVX 

apresentaram valores maiores (p<0,05) dessa citocina no tecido gengival quando 

comparados ao tecido gengival normal (F-OVX: 221,05% e OVX: 210,53%) (tabela 3). 

A OVX não aumentou os valores de TNF-α em relação aos observados em animais 

F-OVX (tabela 3). Corroborando esses achados, as imunomarcações de TNF-α no 

periodonto de animais F-OVX e OVX submetidos à periodontite foram maiores 

(p<0,05) quando comparadas às do periodonto normal sem ligadura, assim como a 

OVX não aumentou essas imunomarcações em relação às de periodonto de animais 

F-OVX (tabela 4, figuras 14 e 25).  

Tabela 3 – Efeitos da ovariectomia na atividade de mieloperoxidase (MPO) e nos 
níveis de TNF-α no tecido gengival de ratas submetidas à periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 

 - Periodontite 

MPO  
(Ux103/mg de gengiva) 

0,33±0,03 0,48±0,05# 1,71±0,48#,* 

TNF-α  
(pg/mg de gengiva) 

0,19±0,07 0,61±0,07# 0,59±0,13# 

Os animais foram ovariectomizados (OVX) e a periodontite induzida por ligadura do molar superior 7 
dias após a ovariectomia. Os animais foram eutanasiados 28 dias após a remoção dos ovários. Os 
valores representam a média±erro padrão da média da atividade de MPO e dos níveis de TNF-α no 
tecido gengival de maxila contralateral de animais falso-ovariectomizados (Normal), maxila desafiada 
de animais falso-ovariectomizado (F-OVX) ou OVX, de 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste de 
Bonferroni. #,*p<0,05 em relação ao Normal e ao F-OVX, respectivamente. 

 

Considerando os marcadores de metabolismo ósseo, observou-se 

aumento significante da imunomarcação para RANKL em hemiarcadas de animais F-

OVX e OVX em relação à observada em hemiarcada normal, não desafiada com a 

ligadura (tabela 4, figuras 15 e 26). Esse aumento foi acompanhado pela redução 

(p<0,05) da imunomarcação para OPG no periodonto de animais submetidos à 

periodontite, F-OVX e OVX, quando comparada à imunomarcação do periodonto 

normal (tabela 4, figuras 16 e 27), o que de fato está coerente com a razão entre 

RANKL/OPG, que se encontra aumentada naqueles animais, em relação aos animais 

em que a periodontite não foi induzida (Normal) (tabela 4). Corroborando, foi 

observado um aumento (p<0,05) de células imunomarcadas para TRAP na maxila de 

animais F-OVX e OVX em relação ao periodonto Normal (tabela 4, figuras 17 e 28). A 

OVX, por sua vez, não interferiu nas imunomarcações para RANKL (figuras 15 e 26), 
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OPG (figuras 16 e 27), RANKL/OPG e TRAP (figuras 17 e 28) quando comparadas às 

imunomarcações observadas no periodonto de animais F-OVX (tabela 4). 

Além dos ossos alveolares, foram também avaliados os fêmures quanto 

aos efeitos da ovariectomia em ratas submetidas à periodontite por ligadura. A 

redução dos níveis séricos de estradiol nos animais OVX por 28 dias não causou 

alterações significantes (p>0,05) na epífise e no periósteo do fêmur desses animais, 

em relação ao fêmur de animais Normais ou F-OVX [Normal: Md= 0 (0-0); F-OVX: 

Md=0 (0-0); OVX: Md=0 (0-1); p<0,05]. De forma interessante, alguns animais OVX 

apresentaram tecido conjuntivo fibroso com raros ou ausência de osteoclastos na 

epífise do fêmur (tabela 5, figura 8).  

Tabela 4 – Efeitos da ovariectomia na marcação imunohistoquímica (IHQ) para 
TNF-α, RANKL, OPG, RANKL/OPG e TRAP no periodonto de ratas submetidas à 
periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 

  Periodontite 

IHQ - TNF-α 
(células/campo) 

34,06±5,19 89,5±9,21# 79,96±8,69# 

IHQ - RANKL 
(células/campo) 

8,03±2,93 40,94±3,25# 39,88±3,44# 

IHQ - OPG 
(células/campo) 

67,25±4,65 45,53±4,38# 41,31±6,03# 

IHQ - RANKL/OPG 
(células/campo) 

0,13±0,05 0,94±0,16# 0,93±0,20# 

IHQ - TRAP 
(células/campo) 

1,67±0,30 3,19±0,19# 3,15±0,43# 

Os animais foram ovariectomizados (OVX) e a periodontite induzida por ligadura do molar superior 7 
dias após a ovariectomia. Os animais foram eutanasiados 28 dias após a remoção dos ovários. Os 
valores representam a média±erro padrão da média do número de células marcadas para TNF-α, 
RANKL, OPG e TRAP, assim como a razão RANKL/OPG de 3-8 campos por lâmina na maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados (Normal), maxila desafiada de animais falso-
ovariectomizado (F-OVX) ou OVX, de 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste de Bonferroni. #p<0,05 
em relação ao Normal. 
 

 
Tabela 5 – Efeitos da ovariectomia nos aspectos microscópicos do fêmur de 
ratas submetidas à periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 

  Periodontite 

Histologia fêmur 
(escores) 

0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 

Os animais foram ovariectomizados (OVX) e a periodontite induzida por ligadura do molar superior 7 
dias após a ovariectomia. Os animais foram eutanasiados 28 dias após a remoção dos ovários. Os 
valores representam a mediana (valores extremos) dos escores de análise de fêmur de animais 
Normais, falso-ovariectomizado (F-OVX) ou OVX, de 7-10 animais por grupo. Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney, p>0,05. 
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Figura 8: Aspecto histológico do fêmur de animais Normais (A) ou falso-ovariectomizados (B) e 
ovariectomizados (C) submetidos à periodontite. Os animais foram ovariectomizados e a 
periodontite induzida por ligadura do molar superior 7 dias após a ovariectomia. Após a eutanásia, no 
28º dia, os fêmures foram processados para análise histológica (coloração com hematoxilina e eosina; 
magnificação de 40X; barra representa 500 µm).  

Sistemicamente, as dosagens séricas da fosfatase alcalina óssea (FAO), 

um marcador indireto da atividade osteoblástica, bem como seus respectivos níveis 

de fosfatase alcalina total (FAT) foram avaliados. A indução da periodontite em 

animais F-OVX ou OVX promoveu redução significante dos níveis séricos de FAT e 

FAO (F-OVX: 75,28% e 82,86%; OVX: 71,98% e 77,91%, respectivamente), em 

relação aos valores basais Normais (tabela 6). A ovariectomia não diminuiu os valores 

de ambas as enzimas em relação aos observados em animais F-OVX (tabela 6), 

corroborando os achados macro e microscópicos observados nos animais OVX, cuja 

remoção dos ovários não promoveu aumento de reabsorção óssea em relação à 

induzida nos animais F-OVX. 

Considerando os demais parâmetros sistêmicos, a indução da periodontite 

resultou em leucocitose (p<0,05), à custa de neutrofilia e linfomonocitose em animais 

F-OVX ou OVX, comparados aos valores basais Normais (tabela 6). Além disso, a 

redução dos níveis séricos de estradiol nos animais OVX aumentou (p<0,05) a 

leucocitose em comparação à observada no grupo F-OVX, devido a uma 

linfomonocitose (tabela 6).   
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Tabela 6 – Efeitos da ovariectomia nos níveis séricos de fosfatases e no 
leucograma de ratas submetidas à periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 

  Periodontite 

FAT 
(U/L) 

169,5±5,8 41,9±4,2# 47,5±3,3# 

FAO  
(U/L) 

131,3±5,5 22,5±3,5# 29,0±3,8# 

Leucócitos totais 
(células x103/mm3) 

11,46±0,23 14,98±0,87# 19,43±1,04#,* 

Neutrófilos 
(células x103/mm3) 

1,30±0,08 3,38±0,37# 3,55±0,47# 

Mononucleares 
(células x103/mm3) 

10,15±0,20 11,60±0,68# 15,88±0,76#,* 

Os animais foram ovariectomizados (OVX) e a periodontite induzida por ligadura do molar superior 7 
dias após a ovariectomia. Os animais foram eutanasiados 28 dias após a remoção dos ovários. Os 
valores representam a média±erro padrão da média dos níveis séricos de fosfatase alcalina total (FAT) 
e óssea (FAO) e do número total de leucócitos, neutrófilos e mononucleares basais (Normal), de 
animais falso-ovariectomizados (F-OVX) e OVX, de 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste de 
Bonferroni. #,*p<0,05 em relação ao Normal e ao F-OVX, respectivamente. 

 

Ao longo de todo o período experimental, os animais tiveram suas massas 

corpóreas avaliadas. Observou-se que animais normais apresentaram aumento 

progressivo até 28º dia. Os animais F-OVX e OVX, ambos os grupos submetidos aos 

procedimentos cirúrgicos, apresentaram queda significante de massa corpórea na 24ª 

h, quando comparados aos seus valores basais e a valores de animais Normais. O 

grupo F-OVX retomou seus níveis basais no 5º dia, e o grupo OVX, no 3º dia. No 7º 

dia, devido a novo trauma cirúrgico em decorrência da ligadura periodontal, os animais 

F-OVX e OVX apresentaram leve perda de peso (p>0,05), retomando a cinética de 

ganho de massa corporal anterior. Os animais F-OVX apresentaram aumento 

progressivo, sem atingir os valores dos animais Normais, ou dos animais OVX. 

Enquanto isso, os animais OVX, com hipoestrogenia, tiveram suas massas corpóreas 

semelhantes às de animais Normais por volta do 11º dia (p>0,05), e ultrapassando os 

valores dos Normais a partir do 24º até o 28º dia. Quando comparados aos animais 

F-OVX, o grupo OVX apresentou-se com maior ganho de peso desde o 5º dia, e assim 

permaneceram até o 28º dia (figura 9). 
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Figura 9: Efeito da ovariectomia na variação de massa corpórea de animais submetidos à 
periodontite. Os animais foram ovariectomizados (OVX) e a periodontite induzida por ligadura do molar 
superior 7 dias após a ovariectomia. Os animais tiveram suas massas corpóreas aferidas, diariamente, 
até o dia 28, quando foram eutanasiados. Os valores representam a média±erro padrão da média da 
variação de massa corpórea em relação à massa inicial de 7-10 animais por grupo. Two-Way ANOVA 
e teste de Tukey. #,*p<0,05 em relação ao Normal e aos animais falso-ovariectomizados (F-OVX), 
respectivamente.  
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6.2 Efeitos do tamoxifeno (TMX) em animais ovariectomizados submetidos à 

periodontite 

O tratamento com a maior dose de TMX, durante 28 dias de ovariectomia 

(OVX) e 21 dias de periodontite, não promoveu redução adicional (p>0,05) nos níveis 

séricos de estradiol em relação à redução promovida pela OVX. De forma semelhante, 

o TMX não reduziu (p>0,05) o índice uterino em relação ao índice uterino de animais 

OVX (tabela 7).  

Tabela 7 – Efeitos do Tamoxifeno (TMX) nos níveis séricos de estradiol e no 
índice uterinos de ratas ovariectomizadas e submetidas à periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 
OVX  

TMX 9 
mg/kg 

  Periodontite 

Estradiol  
(pg/ml) 

33,92±6,2 29,7±3,1 16,8±1,1#,* 13,5±4,3#,* 

Índice uterino 3,9±0,0007 4,8±0,0004 2,0±0,0002#,* 2,1±0,0001#,* 
Os animais foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por 
ligadura do segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. Os valores representam a média±erro 
padrão da média dos níveis séricos de estradiol, do índice uterino (razão entre peso úmido do órgão e 
o peso dos animais no dia da eutanásia) basais (Normal), de animais falso-ovariectomizados (F-OVX), 

ovariectomizados não tratados (OVX) ou tratados com TMX de 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste 

de Bonferroni. #,*p<0,05 em relação ao Normal e ao F-OVX, respectivamente. 

 

A figura 10 mostra que o tratamento com TMX, nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg, 

reduziu (p<0,05) a ROA de forma significante em relação à ROA observada nos 

animais F-OVX em 25,29%, 29% e 25,71%, respectivamente, assim como àquela 

obtida nos animais OVX, em 23,76%, 27,55% e 24,20%, respectivamente, diminuindo 

a exposição radicular e a lesão de furca (figura 11B, C, D). Considerando que as 3 

doses utilizadas diminuíram a ROA de forma semelhante, foi selecionada a maior dose 

de TMX para as demais análises. Corroborando os achados macroscópicos de ROA, 

a avaliação por histometria do 2º molar superior revelou que o TMX 9 mg/kg diminuiu 

(p<0,05) a área entre o teto da furca e a crista óssea remanescente, quando 

comparada à correspondente de animais F-OVX e OVX, em 51,56% e 51,26%, 

respectivamente, indicando redução da ROA nessa região (tabela 8).  



63 

 

                           

R
e

a
b

s
o

r
ç

ã
o

 Ó
s

s
e

a
 A

lv
e

o
la

r
 (

m
m

2
)

F -O V X - TM X  1 TM X  3 TM X  9

0

2

4

6

8

(m g /k g )

O V X  (2 8  d ia s )

P e r io d o n t ite  (2 1  d ia s )

*
§

*
§

* , §
P < 0 ,0 5

*
§

 
 
Figura 10: Efeito do tamoxifeno (TMX) na reabsorção óssea alveolar (ROA) em animais 
ovarictomizados (OVX) submetidos à periodontite. Os animais foram OVX e tratados com TMX 
durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias após a 
ovariectomia. Os valores representam a média±erro padrão da média da ROA de animais falso-
ovariectomizados (F-OVX) ou OVX não tratados ou OVX tratados com TMX (OVX/TMX) de 7-10 
animais por grupo. One-Way ANOVA e teste de Bonferroni. *,§p<0,05 em relação ao F-OVX e ao OVX, 
respectivamente.   
 
 
 

Tabela 8 – Efeitos do Tamoxifeno (TMX) nos aspectos microscópicos do 
periodonto de ratas ovariectomizadas e submetidas à periodontite.  

Parâmetros Normal F-OVX OVX 
OVX  

TMX 9  
mg/kg 

  Periodontite 

Histometria 
(mm2 x 10-7) 

5,8±0,56  32,0±3,8# 31,8±4,8# 15,5±2,8#,*,§ 

Histologia 
(escores) 

0 (0-0) 2 ( 1-3)# 2,5 (1-3)# 1 (0-2)#,*,§ 

Os animais foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por 
ligadura do segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. Os valores representam a média±erro 
padrão da média da área na região de furca do 2º molar superior ou a mediana (valores extremos) dos 
escores de maxila contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila 
desafiada de animais falso-ovariectomizados não tratados (F-OVX) ou ovariectomizados não tratados 
(OVX) e tratados com TMX (OVX/TMX) de 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste de Bonferroni ou 
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. #,*,§p<0,05 em relação ao Normal, ao F-OVX e ao OVX, 
respectivamente. 
 

 
A análise histológica confirmou o efeito protetor (p<0,05) demonstrado pelo 

TMX nas análises por macroscopia e histometria de periodonto de animais tratados 

em relação aos daqueles que não receberam tratamento (F-OVX e OVX), com 

redução do infiltrado inflamatório leucocitário, limitado à gengiva inserida, poucos e 
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esparsos osteoclastos, mínima ROA e cemento radicular intacto [F-OVX: Md=2 (1-3); 

OVX: Md=2,5 (1-3); TMX=1 (0-2)] (tabela 8, figura 11F, G, H). 

Particularmente, sobre o infiltrado inflamatório leucocitário reduzido no 

periodonto de animais tratados com TMX, observou-se que o tratamento com este 

fármaco preveniu em 61,52% (p<0,05) o aumento de atividade de MPO gengival em 

relação à observada no tecido de hemiarcadas de animais OVX (figura 12A). Em 

relação à quantificação de TNF-α por Elisa, o TMX não alterou os níveis dessa citocina 

no tecido gengival quando comparados aos do tecido gengival de animais OVX ou F-

OVX (figura 12B).  Por outro lado, nas análises de imunohistoquímica, o TMX reduziu 

significantemente as imunomarcações para esta citocina quando comparadas às de 

animais F-OVX (p<0,05), não sendo diferentes (p>0,05) de animais normais ou OVX 

(figuras 13A e 14). 
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Figura 11: Aspectos macroscópico (A-D) e histológico (E-H) da maxila de animais ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com 
tamoxifeno (TMX). Os animais foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 
7 dias após a ovariectomia. Após a eutanásia, no 28º dia, as maxilas de animais Normais (A e E), falso-ovariectomizados (B e F), OVX (C e G) e OVX tratados 
com TMX (D e H) foram processadas para análise macroscópica ou histológica (coloração com hematoxilina e eosina; magnificação de 40X; barra representa 
20 µm). g, lp, ao, c e d representam gengiva, ligamento periodontal, osso alveolar, cemento e dentina, respectivamente. Os asteriscos indicam infiltrado 
leucocitário e a seta indica reabsorção óssea alveolar. 
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Figura 12: Efeitos do tamoxifeno (TMX) na atividade de mieloperoxidase (A) e nos níveis de TNF-
α (B) no tecido gengival de animais ovariectomizados (OVX) e submetidos à periodontite. Os 
animais foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por 
ligadura do segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. Os valores representam a média±erro 
padrão da média da atividade de MPO (A) e dos níveis de TNF-α (B) no tecido gengival de maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais 
falso-ovariectomizados (F-OVX) ou OVX não tratados ou OVX tratados com TMX (OVX/TMX) de, no 
mínimo, 7-10 animais por grupo. One-Way ANOVA e teste de Bonferroni. #,*,§p<0,05 em relação ao 
Normal; ao F-OVX e ao OVX, respectivamente.  

 

Em relação aos marcadores ósseos, o TMX reduziu de forma significante 

as imunomarcações para RANKL quando comparadas as de animais F-OVX e OVX 

(figuras 13B e 15). Nesse contexto, enquanto as imunomarcações para OPG foram 

reduzidas para F-OVX e OVX (p<0,05), o TMX não mostrou redução significante 

(p>0,05), quando comparadas às de animais normais (figuras 13C e 16). Em conjunto, 

esses achados sugerem o efeito protetor do TMX no tecido ósseo, o que de fato está 

coerente com a razão entre RANKL/OPG, que se encontra reduzida em relação à 

observada nos animais F-OVX e OVX (figura 13D). Corroborando, o TMX reduziu 

significantemente as imunomarcações para TRAP, quando comparadas às de F-OVX 

ou OVX, e semelhantes às de animais normais (p>0,05) (figuras 13E e 17).  
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Figura 13: Efeitos do tamoxifeno (TMX) na imunomarcação para TNF-α (A), RANKL (B), OPG (C), 
RANKL/OPG (D) e TRAP (E) no periodonto de animais ovariectomizados (OVX) e submetidos à 
periodontite. Os animais foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi 
induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. Os valores representam 
a média±erro padrão da média do número de células marcadas para TNF-α (A), RANKL (B), OPG (C) 
e TRAP (E), assim como a relação RANKL/OPG (D) de 3-8 campos por lâmina na maxila contralateral 
de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais falso-
ovariectomizados (F-OVX) ou OVX não tratados ou OVX tratados com TMX (OVX/TMX) 7-10 animais 
por grupo. One-Way ANOVA e teste de Bonferroni. #,*,§p<0,05 em relação ao Normal; ao F-OVX e ao 
OVX, respectivamente. 
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Figura 14: Aspectos imunohistoquímicos da marcação para TNF-α na maxila de animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com tamoxifeno (TMX). Os animais 
foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. As fotomicrografias representam a maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais 
falso-ovariectomizados (F-OVX) ou OVX não tratados ou OVX tratados com TMX (OVX/TMX). As 
maxilas foram processadas para análise imunohistoquímica nos aumentos de 200x (barra representa 
100 µm) e 400x (barra representa 50 µm). Setas representam células marcadas. 
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Figura 15: Aspectos imunohistoquímicos da marcação para RANKL na maxila de animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com tamoxifeno (TMX). Os animais 
foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. As fotomicrografias representam a maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais 
falso-ovariectomizados (F-OVX) ou OVX não tratados ou OVX tratados com TMX (OVX/TMX). As 
maxilas foram processadas para análise imunohistoquímica nos aumentos de 200x (barra representa 
100 µm) e 400x (barra representa 50 µm). Setas representam células marcadas. 
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Figura 16: Aspectos imunohistoquímicos da marcação para OPG na maxila de animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com tamoxifeno (TMX). Os animais 
foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. As fotomicrografias representam a maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais 
falso-ovariectomizados (F-OVX) ou OVX não tratados ou OVX tratados com TMX (OVX/TMX). As 
maxilas foram processadas para análise imunohistoquímica nos aumentos de 200x (barra representa 
100 µm) e 400x (barra representa 50 µm). Setas representam células marcadas. 
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Figura 17: Aspectos imunohistoquímicos da marcação para TRAP na maxila de animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com tamoxifeno (TMX). Os animais 
foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. As fotomicrografias representam a maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais 
falso-ovariectomizados (F-OVX) ou OVX não tratados ou OVX tratados com TMX (OVX/TMX). As 
maxilas foram processadas para análise imunohistoquímica nos aumentos de 200x (barra representa 
100 µm) e 400x (barra representa 50 µm). Setas representam células marcadas. 
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Quando os fêmures foram avaliados, o tratamento com a maior dose de 

TMX, assim como nos grupos F-OVX e OVX, não promoveu alterações significantes 

nas epífises e nos periósteos, apresentando aspecto histológico semelhante a 

fêmures normais (tabela 9, figura 18).  

Tabela 9 – Efeitos do Tamoxifeno (TMX) nos aspectos microscópicos do fêmur 
de ratas ovariectomizadas e submetidas à periodontite.  

Parâmetros Normal F-OVX OVX 
OVX  

TMX 9  
mg/kg 

  Periodontite 

Histologia  
(escores) 

0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0,5 (0-1) 

Os animais foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por 
ligadura do segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. Os valores representam a mediana 
(valores extremos) dos escores de análise do fêmur de animais Normais, falso-ovariectomizados (F-
OVX), e ovariectomizados não tratados (OVX) ou tratados com TMX (OVX/TMX) de 7-10 animais por 

grupo). Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, p>0,05. 

 

 

Figura 18: Aspecto histológico do fêmur de animais ovariectomizados submetidos à 
periodontite e tratados com tamoxifeno (TMX). Os animais foram OVX e tratados com TMX (9 
mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias após 
a ovariectomia. Após os animais terem sido eutanasiados, no dia 28, os fêmures de animais Normais 
(A), falso-ovariectomizados (B) e OVX não tratados (C) ou tratados com TMX (D) foram processados 
para análise histológica (coloração com hematoxilina e eosina; magnificação de 40X; barra representa 
500 µm).  

Sistemicamente, a figura 19 mostra que o TMX aumentou (p<0,05) os 

níveis séricos de FAT em 114,4% e 89,5% e, de FAO em 233,7% e 158,7% quando 
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comparados aos do grupo F-OVX e OVX, respectivamente, indicando que o TMX está 

associado a um aumento da atividade de osteoblastos, corroborando, assim, os 

achados macro, microscópicos e de imunomarcação para OPG de proteção óssea 

observados nos animais tratados.  

F
o

s
fa

ta
s

e
 A

lc
a

li
n

a
 T

o
ta

l 
(U

/L
)

N o rm a l F O V X - T M X  9  m g /k g

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

*

O V X  (2 8  d ia s )

P e r io d o n t ite  (2 1  d ia s )

# #

# §

# , * , §
P < 0 ,0 5

F
o

s
fa

ta
s

e
 A

lc
a

li
n

a
 Ó

s
s

e
a

 (
U

/L
)

N o rm a l F O V X - T M X  9  m g /k g

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

*

O V X  (2 8  d ia s )

P e r io d o n t ite  (2 1  d ia s )

#
#

# §

A B

 
Figura 19: Efeito do tamoxifeno (TMX) nos níveis séricos de fosfatases em animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite. Os animais foram OVX e tratados com TMX (9 
mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias após 
a ovariectomia. Os valores representam a média±erro padrão da média dos níveis séricos de fosfatase 
alcalina total (FAT; A) e óssea (FAO; B) basais (Normal) e de animais falso-ovariectomizados (F-OVX) 
ou OVX não tratados ou OVX tratados com TMX (OVX/TMX) de 7-30 animais por grupo. One-Way 
ANOVA e teste de Bonferroni. #,*,§p<0,05 em relação ao Normal, ao F-OVX e ao OVX, respectivamente.  

 

Considerando os demais parâmetros sistêmicos, o TMX preveniu o 

aumento adicional do número total de leucócitos circulantes promovido pela 

ovariectomia. Assim, o TMX reduziu (p<0,05) a leucocitose, à custa da redução do 

número de neutrófilos e mononucleares em relação à quantidade dessas células nos 

animais OVX (tabela 10).  

Ao longo de todo o período experimental, os animais tiveram suas massas 

corpóreas avaliadas. Enquanto os animais OVX apresentaram ganho progressivo de 

massa corporal desde o 1º dia, observou-se que animais tratados com TMX 

apresentaram queda significante de massa corpórea na 24ª h, decorrente do trauma 

cirúrgico, apresentando tendência a retomar seus valores basais até o 7º d (p>0,05). 

Nesse dia, porém, novo trauma cirúrgico por ocasião da indução da periodontite 

causou nova queda de massa corpórea nos animais, e o TMX não preveniu tal queda, 

porém, novamente, recomeçou sua tendência a retornar aos seus valores basais, 
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atingindo-os por volta do 13º dia em diante, contudo, não mais atingindo os valores de 

ganho de massa corporal dos animais OVX (figura 20).  

Tabela 10 – Efeitos do Tamoxifeno (TMX) no leucograma de ratas 
ovariectomizadas e submetidas à periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 
OVX  

TMX 9 
mg/kg 

  Periodontite 

Leucócitos totais 
(células x103/mm3) 

12,10±0,34 16,95±1,47# 21,62±1,30#,* 16,10±1,68#,§ 

Neutrófilos  
(células x103/mm3) 

1,46±0,12 3,58±0,63# 4,15±0,56# 3,37±0,62# 

Mononucleares 
(células x103/mm3) 

10,63±0,30 13,37±1,13# 17,47±0,99#,* 12,73±1,20#,§ 

Os animais foram OVX e tratados com TMX (9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por 
ligadura do segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. Os valores representam a média±erro 
padrão da média do número total de leucócitos, neutrófilos e mononucleares basais (Normal), de 
animais falso-ovariectomizados (F-OVX), ovariectomizados não tratados (OVX) ou tratados com TMX 

de 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste de Bonferroni. #,*,§p<0,05 em relação ao Normal, ao F-OVX 

e ao OVX, respectivamente. 
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Figura 20: Efeito do tamoxfieno (TMX) na variação de massa corpórea de animais 
ovarictomizados (OVX) e submetidos à periodontite. Os animais foram OVX e tratados com TMX 
(9 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias 
após a ovariectomia. As massas corpóreas aferidas, diariamente, até o dia 28, quando foram 
eutanasiados. Os valores representam a média±erro padrão da média da variação de massa corpórea 
em relação à massa inicial de animais OVX não tratados ou tratados com TMX (OVX/TMX) 7-10 animais 
por grupo. Two-Way ANOVA e teste de Tukey. §p<0,05 em relação ao OVX. 
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6.3 Efeitos do anastrozol (ANA) em animais ovariectomizados ou não 

submetidos à periodontite 

A ovariectomia (OVX) causou redução significante dos níveis séricos de 

estradiol, quando comparados aos valores basais (Normal), enquanto que no grupo 

F-OVX, esses níveis não foram alterados (p>0,05). O tratamento com a maior dose 

de ANA em animais F-OVX, durante 28 dias, promoveu redução significante nos níveis 

séricos de estradiol em relação aos níveis basais (Normal) e aos dos grupos F-OVX 

ou OVX não tratados (Normal: 68,84%; F-OVX: 64,35% e OVX: 37,23%), indicando 

que somente a supressão química da produção desse hormônio foi capaz de reduzir 

seus níveis circulantes a valores inferiores aos obtidos pela remoção dos ovários 

(tabela 11).  Os animais com OVX, os quais apresentam níveis baixos de estradiol, e 

tratados com ANA 0,5 mg/kg, apresentaram redução (p<0,05) adicional dos níveis 

séricos de estradiol em 63,69% quando comparada à redução obtida somente pela 

ovariectomia, e em 42,48% quando comparada à redução induzida somente pelo 

tratamento com ANA, no grupo F-OVX/ANA (tabela 11). Corroborando esses achados, 

o índice uterino de animais F-OVX tratados com ANA foi 53,85% e 58,14% menor 

(p<0,05), quando comparado ao de animais dos grupos Normal e F-OVX não tratado, 

respectivamente (tabela 11). Embora o grupo OVX/ANA não tenha apresentado 

redução adicional no índice uterino em relação à observada nos animais OVX, 

apresentou valores menores (p<0,05) desse índice quando comparado ao de animais 

Normal e F-OVX não tratados, em 48,72% e 46,51%, respectivamente (tabela 11). Em 

conjunto, a hipoestrogenia induzida por OVX foi somada à redução química de 

estradiois pelo ANA, resultando em uma redução final de 79,94%, quando 

comparados aos níveis basais (Normal).  
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Tabela 11 – Efeitos do Anastrozol (ANA) nos níveis séricos de estradiol e no 
índice uterinos de ratas ovariectomizadas e submetidas à periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 
F-OVX 

ANA 0,5 
mg/kg 

OVX  
ANA 0,5 

mg/kg 

  Periodontite  

Estradiol  
(pg/ml) 

33,9±6,2 29,7±3,1 16,8±1,1#,* 10,6±1,3#,*,§ 6,1±0,7#,*,§,+ 

Índice uterino 3,9±0,0007 4,3±0,0003 1,7±0,0001#,* 1,8±0,0001#,* 2,0±0,0002#,* 

A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior, 7 dias após a ovariectomia. Os 
animais receberam ANA durante os 28 dias. Os valores representam a média±erro padrão da média 
dos níveis séricos de estradiol e do índice uterino (razão entre peso úmido do órgão e o peso dos 
animais no dia da eutanásia) basais (Normal), de animais falso-ovariectomizados não tratados (F-OVX), 
tratados com ANA (F-OVX ANA), ovariectomizados não tratados (OVX) ou tratados com ANA (OVX 

ANA) 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste de Bonferroni. #p<0,05 em relação ao Normal; *,§,+p<0,05 

em relação ao F-OVX, ao OVX e ao F-OVX ANA 0,5, respectivamente.  

 

A figura 21 mostra que os animais F-OVX, somente submetidos à 

periodontite, tratados com a maior dose de ANA não apresentaram aumento da ROA 

em relação à observada nos animais F-OVX não tratados, apresentando, portanto, 

aspecto macroscópico semelhante ao deste último grupo (figura 22B e D). A redução 

adicional dos níveis séricos de estradiol promovida pelo tratamento de animais OVX 

com ANA, por sua vez, aumentou (p<0,05) a ROA dos animais que receberam ANA 

nas doses de 0,1 e 0,5 em relação à ROA dos grupos F-OVX e OVX não tratados, 

bem como a do grupo F-OVX tratado com ANA (F-OVX: 31,54% e 30,73%; OVX: 

21,35% e 20,60%; F-OVX/ANA: 33,23% e 32,41%, respectivamente) (figuras 21 e 22), 

apresentando maiores exposição radicular e lesão de furca (figura 21). Considerando 

que as 2 maiores doses utilizadas aumentaram a ROA de forma semelhante, foi 

selecionada a maior dose de ANA para as demais análises.  

A avaliação por histometria do 2º molar superior revelou que o ANA 0,5 

mg/kg não aumentou (p>0,05) a área entre o teto da furca e a crista óssea 

remanescente em animais F-OVX ou OVX, quando comparada à correspondente de 

animais F-OVX ou OVX não tratados (tabela 12). A análise histológica também 

mostrou que o tratamento de animais F-OVX ou OVX com ANA 0,5 mg/kg não esteve 

relacionado à maior destruição periodontal desses animais em relação aos 

respectivos grupos não tratados [F-OVX: Md=0 (0-0); OVX: Md=0 (0-1); F-OVX/ANA: 

Me=3 (2-3); OVX/ANA: Me=2 (1-3)] (tabela 12, figura 22).  
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Figura 21: Efeito do anastrozol (ANA) na reabsorção óssea alveolar (ROA) em animais 
ovarictomizados (OVX) submetidos à periodontite. Os animais foram OVX e tratados com ANA 
durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias após a 
ovariectomia. Os valores representam a média±erro padrão da média da ROA de animais falso-
ovariectomizados não tratados (F-OVX) ou tratados com ANA (F-OVX/ANA) e ovariectomizados não 
tratados (OVX) ou tratados com ANA (OVX/ANA), no mínimo, de 7-10 animais por grupo. One-Way 
ANOVA e teste de Bonferroni. *,§,+p<0,05 em relação ao F-OVX, ao OVX e ao F-OVX/ANA, 
respectivamente.  

 

Tabela 12 – Efeitos do Anastrozol (ANA) nos aspectos microscópicos do 
periodonto de ratas ovariectomizadas e submetidas à periodontite.  

Parâmetros Normal F-OVX OVX 
F-OVX 

ANA 0,5 
mg/kg 

OVX  
ANA 0,5 

mg/kg 

  Periodontite 

Histometria 
(mm2 x 10-7) 

5,8±0,56 32,0±3,8# 31,8±4,8# 34,9±6,6# 31,4±3,9# 

Histologia 
(escores) 

0 (0-0) 2 (1-3)# 2,5 (1-3)# 3 (2-3)# 2 (1-3)# 

Os animais foram OVX e tratados com ANA durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. Os valores representam a média±erro padrão da 
média da área na região de furca do 2º molar superior ou a mediana (valores extremos) dos escores 
de maxila contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de 
animais falso-ovariectomizados não tratados (F-OVX) ou tratados com ANA (F-OVX ANA) ou 
ovariectomizados não tratados (OVX) e tratados com ANA (OVX ANA) de 7-10 animais por grupo. 
ANOVA e Teste de Bonferroni ou Kruskal-Wallis e Mann- Whitney. #p<0,05 em relação ao Normal.
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Figura 22: Aspectos macroscópico (A-E) e histológico (F-J) da maxila de animais ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com 
anastrozol (ANA). Os animais foram OVX e tratados com ANA (0,5 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 
7 dias após a ovariectomia. Após a eutanásia, no 28º dia, as maxilas de animais Normais (A e F), falso-ovariectomizados (B e G), OVX (C e H), e F-OVX ou 
OVX tratados com ANA (D e I; E e J, respectivamente) foram processadas para análise macroscópica ou histológica (coloração com hematoxilina e eosina; 
magnificação de 40X; barra representa 20 µm). g, lp, ao, c e d representam gengiva, ligamento periodontal, osso alveolar, cemento e dentina, respectivamente. 
Os asteriscos indicam infiltrado leucocitário e a seta indica reabsorção óssea alveolar. 
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Considerando o infiltrado inflamatório subjacente à periodontite 

experimental, enquanto os animais F-OVX tratados com ANA não apresentaram maior 

atividade de MPO no tecido gengival, em relação à observada em animais F-OVX ou 

OVX não tratados, os animais OVX tratados com ANA apresentaram maior (p<0,05) 

atividade dessa enzima em 243,51 e 282,25%, quando comparada à observada em 

animais F-OVX não tratados ou tratados com ANA, respectivamente, indicando um 

aumento de neutrófilos ativos na gengiva daqueles animais. A redução adicional dos 

níveis circulantes de estradiol promovida pelo ANA nos animais OVX, não aumentou, 

por sua vez, a atividade de MPO, em relação à encontrada nos animais OVX não 

tratados (figura 23A).  

Em relação aos níveis gengivais de TNF-α por Elisa, o tratamento com ANA 

não aumentou os valores de TNF-α, tanto em animais F-OVX como em animais OVX, 

quando comparados aos respectivos animais não tratados com ANA (figura 23B). 

Corroborando esses achados, nas análises de imunohistoquímica, o tratamento de 

animais F-OVX ou OVX com ANA não aumentou as imunomarcações para TNF-, 

quando comparadas às de animais F-OVX ou OVX não tratados com ANA, sendo 

diferentes apenas dos níveis de imunomarcações de animais normais (p<0,05) 

(figuras 24A e 25).   
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Figura 23: Efeitos do anastrozol (ANA) na atividade de mieloperoxidase (A) e nos níveis de TNF-
α (B) no tecido gengival de animais ovariectomizados (OVX) e submetidos à periodontite. Os 
animais foram OVX e tratados com ANA durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia.  Os valores representam a média±erro padrão da 
média da atividade de MPO (A) e dos níveis de TNF-α (B) no tecido gengival de maxila contralateral de 
animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais falso-
ovariectomizados não tratados (F-OVX) ou tratados com ANA (F-OVX/ANA) e OVX não tratados ou 
tratados com ANA (OVX/ANA) 7-10 animais por grupo. One-Way ANOVA e teste de Bonferroni. #p<0,05 
em relação ao Normal; *,+p<0,05 em relação ao F-OVX e ao F-OVX/ANA, respectivamente.  
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Em contrapartida, embora o tratamento de animais F-OVX com ANA não 

tenha aumentado as imunomarcações para RANKL em relação às observadas em 

animais não tratados F-OVX ou OVX, a redução adicional de estradiol obtida em 

animais OVX tratados com ANA aumentou essas imunomarcações quando 

comparadas às de animais Normais, F-OVX, F-OVX/ANA e OVX (figuras 24B e 26).  

Enquanto as imunomarcações para OPG foram reduzidas para F-OVX, F-

OVX/ANA e OVX (p<0,05) quando comparadas somente às de animais normais 

(p<0,05), as imunomarcações para OPG no grupo de animais OVX e tratados com 

ANA apresentaram redução significante (p<0,05) em relação às imunomarcações de 

animais normais, como também, em comparação às de animais apenas com 

periodontite (F-OVX) (figuras 24C e 27). Essas alterações são coerentes com a razão 

RANKL/OPG que, embora não tenha sido aumentada nos animais F-OVX/ANA em 

relação aos F-OVX e OVX não tratados, aumentou (p<0,05) nos animais OVX tratados 

com ANA em relação aos animais F-OVX tratados ou não com ANA e OVX não 

tratados (figura 24D). Concernente ao TRAP, apesar de não ter havido significância 

estatística, observou-se que o ANA tendeu a aumentar o número de células 

imunomarcadas para o TRAP, em animais OVX, quando comparados aos respectivos 

grupos não tratados, apresentando aumento somente em comparação às 

imunomarcações no periodonto normal (figuras 24E e 28). 
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Figura 24: Efeitos do anastrozol (ANA) na imunomarcação para TNF-α (A), RANKL (B), OPG (C), 
RANKL/OPG (D) e TRAP (E) no periodonto de animais ovariectomizados (OVX) e submetidos à 
periodontite. Os animais foram OVX e tratados com ANA (0,5 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite 
foi induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. Os valores representam 
a média±erro padrão da média do número de células marcadas para TNF-α (A), RANKL (B), OPG (C) 
e TRAP (E), assim como a relação RANKL/OPG (D) de 3-8 campos por lâmina de maxila contralateral 
de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais falso-
ovariectomizados não tratados (F-OVX) ou tratados com ANA (F-OVX/ANA) e OVX não tratados ou 
tratados com ANA (OVX/ANA) 7-10 animais por grupo One-Way ANOVA e teste de Bonferroni. 
#,*,§p<0,05 em relação ao Normal; ao F-OVX e ao OVX, respectivamente. 
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Figura 25: Aspectos imunohistoquímicos da marcação para TNF-α na maxila de animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com anastrozol (ANA). Os animais 
foram OVX e tratados com ANA (0,5 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. As fotomicrografias representam a maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais 
falso-ovariectomizados não tratados (F-OVX) ou tratados com ANA (F-OVX/ANA) e OVX não tratados 
ou tratados com ANA (OVX/ANA). As maxilas foram processadas para análise imunohistoquímica nos 
aumentos de 200x (barra representa 100 µm) e 400x (barra representa 50 µm). Setas representam 
células marcadas.   
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Figura 26: Aspectos imunohistoquímicos da marcação para RANKL na maxila de animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com anastrozol (ANA). Os animais 
foram OVX e tratados com ANA (0,5 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. As fotomicrografias representam a maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais 
falso-ovariectomizados não tratados (F-OVX) ou tratados com ANA (F-OVX/ANA) e OVX não tratados 
ou tratados com ANA (OVX/ANA). As maxilas foram processadas para análise imunohistoquímica nos 
aumentos de 200x (barra representa 100 µm) e 400x (barra representa 50 µm). Setas representam 
células marcadas. 
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Figura 27: Aspectos imunohistoquímicos da marcação para OPG na maxila de animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com anastrozol (ANA). Os animais 
foram OVX e tratados com ANA (0,5 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. As fotomicrografias representam a maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais 
falso-ovariectomizados não tratados (F-OVX) ou tratados com ANA (F-OVX/ANA) e OVX não tratados 
ou tratados com ANA (OVX/ANA). As maxilas foram processadas para análise imunohistoquímica nos 
aumentos de 200x (barra representa 100 µm) e 400x (barra representa 50 µm). Setas representam 
células marcadas. 
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Figura 28: Aspectos imunohistoquímicos da marcação para TRAP na maxila de animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite e tratados com anastrozol (ANA). Os animais 
foram OVX e tratados com ANA (0,5 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. As fotomicrografias representam a maxila 
contralateral de animais falso-ovariectomizados não tratados (Normal), maxila desafiada de animais 
falso-ovariectomizados não tratados (F-OVX) ou tratados com ANA (F-OVX/ANA) e OVX não tratados 
ou tratados com ANA (OVX/ANA). As maxilas foram processadas para análise imunohistoquímica nos 
aumentos de 200x (barra representa 100 µm) e 400x (barra representa 50 µm). Setas representam 
células marcadas.  
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Considerando a avaliação dos fêmures, enquanto a redução devida 

somente à ação farmacológica do ANA na síntese de estradiol (F-OVX/ANA) não 

tenha promovido aumento significante da reabsorção óssea na maxila de animais 

submetidos à periodontite, tal redução química de estradiol promoveu alterações 

significantes (p<0,05) no aspecto histológico dos fêmures desses animais, em relação 

ao fêmur de animais F-OVX ou normais, apresentando tecido conjuntivo fibroso na 

epífise e ausência ou raros osteoclastos [F-OVX: Md=0 (0-0); OVX: Md=0 (0-1) e 

FOVX/ANA: Md=1 (0-2), tabela 13, figura 29]. A redução da síntese de estradiol 

promovida pela remoção cirúrgica dos ovários, associada à redução farmacológica 

promovida pelo ANA resultou em características histológicas significantemente 

diferentes daquelas dos grupos F-OVX ou OVX, ambos não tratados, como também 

do grupo F-OVX/ANA, com tecido conjuntivo fibroso, com raros ou sem osteoclastos 

na epífise dos fêmures, além de espaços medulares amplos e inflamação no periósteo 

[OVX/ANA: Md=3 (2-3), tabela 13, figura 29].  

 

Tabela 13 – Efeitos Anastrozol (ANA) nos aspectos microscópicos do fêmur de 
ratas ovariectomizadas e submetidas à periodontite.  

Parâmetros Normal F-OVX OVX 
F-OVX  

ANA 0,5 
mg/kg 

OVX  
ANA 0,5 

mg/kg 

  Periodontite 

Histologia 
(escores) 

0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 1 (0-2)#,* 3 (2-3) #,*,+,§ 

Os animais foram OVX e tratados com ANA durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do 
segundo molar superior 7 dias após a ovariectomia. Os valores representam a mediana (valores 
extremos) dos escores de análise de fêmur de animais Normais, falso-ovariectomizados não tratados 
(F-OVX) ou tratados com ANA 0,5 mg/kg (F-OVX/ANA), e de ovariectomizados não tratados (OVX) ou 
tratados com ANA (OVX/ANA), de 7-10 animais por grupo. Kruskal-Wallis e Mann- Whitney. #,*,+,§p<0,05 
em relação ao Normal, F-OVX, F-OVX/ANA e OVX, respectivamente. 
 
 

Sistemicamente, a figura 30 mostra que o tratamento de animais F-OVX 

com ANA não promoveu redução adicional nos níveis séricos de FAT e FAO, em 

relação à promovida pela indução da periodontite em animais F-OVX ou OVX não 

tratados. Por outro lado, o tratamento de animais OVX com ANA intensificou a redução 

dos níveis séricos de FAT e FAO em 24,55% e 36,27%, respectivamente, em relação 

à redução promovida pela indução da periodontite em animais OVX não tratados. 
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Figura 29: Aspecto histológico do fêmur de animais ovariectomizados submetidos à 
periodontite e tratados com anastrozol (ANA). Os animais foram OVX e tratados com ANA (0,5 
mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias após 
a ovariectomia. Após os animais terem sido eutanasiados, no dia 28, os fêmures de animais Normais 
(A), falso-ovariectomizados não tratados (B) ou tratados com ANA 0,5 mg/kg (D), e de ovariectomizados 
não tratados (C) ou tratados com ANA (E) foram processados para análise histológica (coloração com 
hematoxilina e eosina; magnificação de 40X; barra representa 500 µm). 
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Considerando os demais parâmetros sistêmicos, nos quais os animais com 

28 dias de F-OVX ou OVX e 21 dias de periodontia apresentaram leucocitose, à custa 

de neutrofilia e linfomonocitose, o tratamento com ANA em animais F-OVX ou OVX 

não alterou a leucocitose observada no dia 28, nem a neutrofilia ou linfomonocitose, 

respectivamente (tabela 14).  
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Figura 30: Efeito do anastrozol (ANA) nos níveis séricos de fosfatases em animais 
ovariectomizados (OVX) submetidos à periodontite. Os animais foram OVX e tratados com ANA 
(0,5 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias 
após a ovariectomia. Os valores representam a média±erro padrão da média dos níveis séricos de 
fosfatase alcalina total (FAT; A) e óssea (FAO; B) basais (Normal) e de animais falso-ovariectomizados 
não tratados (F-OVX) ou tratados com ANA (F-OVX/ANA) e OVX não tratados ou tratados com ANA 
(OVX/ANA) de 7-10 animais por grupo. One-Way ANOVA e teste de Bonferroni. #,§p<0,05 em relação 
ao Normal e ao OVX, respectivamente. 

 

Ao longo de todo o período experimental, os animais tiveram suas massas 

corpóreas avaliadas. Os animais OVX apresentaram queda significante de massa 

corpórea na 24ª h, decorrente do trauma cirúrgico, retomando ganho progressivo de 

massa até o 28º dia. De forma semelhante, os animais OVX e tratados com ANA, 

também apresentaram ganho de massa corpórea. Os animais F-OVX, apenas 

tratados com ANA, apresentaram cinética de ganho de massa corpórea semelhante 

ao de animais OVX não tratados até o 17º dia, quando então, esses animais tiveram 

menor ganho de massa corpórea até o 28º dia (figura 31). 
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Tabela 14 – Efeitos do Anastrozol (ANA) no leucograma de ratas 
ovariectomizadas e submetidas à periodontite. 

Parâmetros Normal F-OVX OVX 
F-OVX 

ANA 0,5 
mg/kg 

OVX  
ANA 0,5 

mg/kg 

  Periodontite  

Leucócitos 
totais  

(células x103/mm3) 
10,7±0,27 13,2±0,72# 16,1±1,24#,* 14,4±0,96# 17,0±1,07#,* 

Neutrófilos 
(células x103/mm3) 

1,1±0,12 3,2±0,43# 2,7±0,76# 3,4±0,66# 3,7±0,43# 

Mononucleares 
(células x103/mm3) 

9,6±0,23 10,0±0,49 13,5±0,85#,*,+ 11,1±0,70 14,3±1,26#,*,+ 

A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior, 7 dias após a ovariectomia. Os 
animais receberam ANA durante os 28 dias. Os valores representam a média±erro padrão da média 
do número total de leucócitos, neutrófilos e mononucleares basais (Normal), de animais falso-
ovariectomizados não tratados (F-OVX), tratados com ANA (F-OVX/ANA), ovariectomizados não 

tratados (OVX) ou tratados com ANA (OVX ANA) 7-10 animais por grupo. ANOVA e Teste de 

Bonferroni. #p<0,05 em relação ao Normal; *,+p<0,05 em relação ao F-OVX e ao F-OVX/ANA 0,5, 
respectivamente.  
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Figura 31: Efeito do anastrozol (ANA) na variação de massa corpórea de animais 
ovarictomizados (OVX) e submetidos à periodontite. Os animais foram OVX e tratados com ANA 
(0,5 mg/kg) durante 28 dias. A periodontite foi induzida por ligadura do segundo molar superior 7 dias 
após a ovariectomia. As massas corpóreas dos animais foram aferidas, diariamente, até o dia 28, 
quando foram eutanasiados. Os valores representam a média±erro padrão da média da variação de 
massa corpórea em relação à massa inicial de animais falso-ovariectomizados tratados com ANA (F-
OVX/ANA) e OVX não tratados ou tratados com ANA (OVX/ANA) 7-10 animais por grupo. Two-Way 
ANOVA e teste de Tukey. §p<0,05 em relação ao OVX.  
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7 DISCUSSÃO  

Neste estudo, foram utilizados dois modelos animais, um deles, o de 

ovariectomia (OVX), o qual induz um estado de hipoestrogenia, semelhante ao 

observado em mulheres especialmente pós-menopausa, e o modelo de indução de 

reabsorção óssea alveolar, que mimetiza as principais características da periodontite 

crônica em humanos. A literatura tem relatado que a supressão ovariana, tal como 

ocorre em mulheres pós-menopausa, afeta o metabolismo ósseo, favorecendo a 

osteoclastogênese (D'AMELIO et al., 2008), comum em doenças ósseas como a 

osteoporose (ALBRIGHT; BLOOMBERG; SMITH, 1940) e a periodontite (TEZAL et 

al., 2000; HASS et al., 2009; BERTULUCCI et al., 2012; LAMONTE et al., 2013). 

Logo, os 28 dias de remoção de ovários (OVX) induziram o estado de 

hipoestrogenia caracterizado pela redução de cerca de 50% dos níveis séricos de 

estradiol, bem como pela redução do peso úmido relativo do útero, aqui definido por 

índice uterino dos animais ovariectomizados (OVX). Esses dados estão de acordo 

com outros autores, os quais relataram que a ovariectomia reduziu os níveis desse 

hormônio decorridos 28 dias da cirurgia (LIU et al., 2010; SHIN, et al., 2012), assim 

como foi observada diminuição significante do peso do útero desses animais 

(VEKARYA; KAUR; TIKOO, 2013; LAMAS et al., 2015).  

Tem sido demonstrado que a hipoestrogenia experimental pode surgir a 

partir de uma semana de OVX (LIU et al., 2010), enquanto que a periodontite induzida 

por ligadura é caracterizada por apresentar pico de reabsorção óssea alveolar a partir 

do 7º dia (LIMA et al., 2000). Desse modo, a periodontite induzida nesse estudo, após 

1 semana de OVX, foi considerada  ter sido iniciada concomitantemente com o estado 

de hipoestrogenia estabelecido (LIU et al., 2010). A partir de então, o fio permaneceu 

em torno do 2º molar durante 21 dias, coincidindo com os 28 dias de OVX.  

Para efeitos comparativos, a periodontite foi induzida em animais, além de 

OVX, também nos que não foram submetidos previamente à OVX, isto é, em animais 

falso-ovariectomizados (F-OVX). Neste caso, ambas as hemiarcadas foram utilizadas: 

a com a ligadura, como controle (positivo), e a contralateral, denominada Normal. 

Dessa forma, observou-se um aumento da reabsorção óssea alveolar (ROA) induzida 

por ligadura, quando comparado às hemiarcadas contralaterais, sem a ligadura, tanto 

nos animais OVX, como nos F-OVX. Apesar de não ter se observado diferenças 
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significantes entre ambos os grupos OVX e F-OVX por análise direta de toda a face 

vestibular das hemiarcadas, estas foram coerentes com os achados por histometria 

nas respectivas regiões de furca dos segundos molares no período estudado. Vale 

salientar, no entanto, que de forma geral, os dados obtidos foram compreensíveis, 

uma vez que a periodontite por si só induz uma intensa ROA em decorrência da 

permanência da ligadura (MARTINS et al., 2016).  

Sabe-se que o modelo animal de ligadura em molares induz uma resposta 

inflamatória à presença de micro-organismos diversos subjacente à área ligada, 

caracterizada por infiltrado inflamatório leucocitário no tecido gengival e por 

reabsorções óssea alveolar e cementária, mimetizando as principais características 

da periodontite em humanos (LIMA et al., 2000 e 2004; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 

2013). De fato, as análises histológicas desse estudo evidenciaram, além das intensas 

reabsorções óssea alveolar e cementária, o aumento de leucócitos nos tecidos 

gengivais considerados entre os primeiro e segundo molares dos animais. De maneira 

complementar, foi observado que o tecido gengival subjacente à ligadura apresentou 

um intenso aumento da atividade da mieloperoxidase (MPO), enzima abundante em 

grânulos azurófilos de neutrófilos (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982; 

LIMA et al., 2005). Tais aspectos estão de acordo com outros estudos descritos por 

nosso grupo em que a periodontite induzida por ligadura aumentou a atividade MPO 

na gengiva, bem como aumentou o infiltrado leucocitário no periodonto (GOES et al., 

2014; GUIMARÃES et al., 2016). Sabe-se que a permanência da ligadura resulta em 

acúmulo de bactérias e seus produtos induzem o recrutamento de neutrófilos para o 

local da lesão (GUIMARÃES et al., 2016), e estes são fundamentais para a defesa do 

organismo contra patógenos periodontais, bem como favorecem a continuidade do 

processo imunoinflamatório (BEZERRA et al., 2000; LIMA et al., 2004).  

Entretanto, quando os agentes lesivos não são debelados a contento, os 

neutrófilos passam, então, a participar da destruição dos tecidos do periodonto de 

sustentação (NUSSBAUM; SHAPIRA, 2011). A participação dessas células na 

destruição periodontal tem sido descrita, assim como para outras condições, como 

sepse (CZAIKOSK et al., 2016) e artrite reumatoide (MARTELLI-PALOMINO et al., 

2016), especialmente a partir da degranulação de diversas enzimas líticas e proteínas. 

De fato, os neutrófilos apresentam um papel importante na transição de gengivite 

estabelecida para periodontite crônica (NUSSBAUM; SHAPIRA, 2011).  
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Assim como os neutrófilos, os quais dominam o processo inflamatório 

inicial, monócitos também migram da corrente sanguínea para o foco da lesão e, 

então, são diferenciados em macrófagos. Os macrófagos são capazes de exercer 

diversas funções no organismo; além de fagocitose, atuam como células 

apresentadoras de antígenos e liberação de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-, 

IL-1 e IL-6 (PRESHAW; TAYLOR, 2011; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013). 

Dentre as citocinas pró-inflamatórias, destaca-se o TNF-α (GRAVES; 

COCHRAN, 2003; KINANE; PRESHAW; LOOS, 2011; PRESHAW; TAYLOR, 2011), 

que exerce um papel crítico no processo de reabsorção óssea por facilitação da 

osteoclastogênese e da ativação osteoclástica (NAKASHIMA et al., 2000). TNF é 

produzido principalmente por macrófagos, e também por uma grande variedade de 

outras células, incluindo células linfoides, mastócitos, células endoteliais, fibroblastos 

e tecido neuronal (BREMER, 2013).  

Neste estudo, os animais com periodontite apresentaram elevação dos 

níveis gengivais de TNF-α e da marcação imunohistoquímica para essa citocina no 

periodonto, o que estão de acordo com relatos prévios da literatura que associam a 

ROA com aumento dos níveis de TNF-α (GUIMARÃES et al., 2016; MARTINS et al., 

2016), e com estudos em que houve uma inibição significante da ROA pela utilização 

de inibidores seletivos dessa citocina (LIMA et al., 2004). Sabe-se que o TNF-, uma 

citocina pró-inflamatória, consiste em um mediador primário que induz a produção de 

mediadores secundários, tais como quimiocinas, prostaglandinas e enzimas líticas, 

que promovem a amplificação da inflamação. Portanto, o TNF- é essencial, para o 

início da resposta inflamatória e para a destruição subsequente dos tecidos moles e 

duros periodontais (GRAVES; COCHRAN, 2003). Assim, o papel da inflamação nos 

processos reabsortivos não envolvem somente a elevação de uma molécula 

isoladamente. De fato, a superfamília do TNF consiste em um grande grupo de 

ligantes e receptores relacionados estrutural e funcionalmente, que exercem efeitos 

nas respostas imunes. Dentre as moléculas dessa família, destacam-se o RANKL e a 

OPG (PACIFICI, 2010; RICHARD et al., 2015), cujas expressões são aumentadas ou 

reduzidas dependentemente do TNF-, respectivamente (NAKASHIMA et al., 2000).  

O RANKL, um fator chave na diferenciação e ativação dos osteoclastos, é 

encontrado na forma solúvel e presente na superfície de uma variedade de células, 
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como osteoblastos, osteócitos e linfócitos T e B (KHOSLA, 2001; KAWAI et al., 2006; 

PACIFICI, 2010; NAKASHIMA et al., 2011). Tem sido demonstrado que as duas 

formas de RANKL, ligada à membrana celular ou a solúvel, são detectadas em lesões 

periodontais, sendo os linfócitos B e T as principais fontes de RANKL ligado à 

membrana em pacientes com periodontite (KAWAI et al., 2006). No entanto, os 

mecanismos subjacentes à formação e o papel do RANKL na sua forma solúvel em 

pacientes com doença periodontal não haviam sido estabelecidos. Nesse contexto, 

recentemente, foi demonstrado que a clivagem de RANKL ligado à membrana, 

sobretudo, de linfócitos B, por meio da atividade da enzima conversora de TNF-, está 

ativamente envolvida na osteoclastogênese em pacientes com doença periodontal 

(KANZAKI et al., 2016), corroborando a importância dessas moléculas na patogênese 

dessa doença.  

Ademais, tem sido evidenciado que os linfócitos T-helper (Th) 17, por 

produzirem IL-17, além de possuírem um papel importante na estimulação de RANKL 

(LEE, 2013), têm sido relacionados ao aumento do RNA mensageiro de TNF- 

(JOVANOVIC et al., 1998) e, quando da combinação de ambas as citocinas, IL-17 e 

TNF-, foi observada estimulação da reabsorção óssea em ossos longos em fêmur 

de camundongos (VAN BEZOOIJEN et al., 1999).  

Prosseguindo com os nossos dados, foram observados aumento da 

imunomarcação para RANKL e diminuição da imunomarcação para OPG, com 

consequente aumento da razão RANKL/OPG. Esses achados estão de acordo com 

Guimarães et al. (2016) que, em modelo semelhante, relacionaram a ROA aumentada 

nos animais não tratados ao aumento da expressão de RANKL, diminuição da 

expressão de OPG, bem como ao aumento da sua razão RANKL/OPG. Tal razão 

aumentada indica maior diferenciação e ativação de osteoclastos, por facilitar a 

interação RANK/RANKL (NAKASHIMA et al., 2000; KHOSLA, 2001; PACIFICI, 2010). 

De fato, quando se avaliou a imunomarcação para fosfatase ácida tartarato-resistente 

(TRAP), observou-se um aumento significante dessa enzima, o que está de acordo 

com Guimarães et al. (2016). A fosfatase ácida tartarato-resistente tipo 5 (TRAP ou 

Acp5) é uma enzima encontrada em humanos e em diversas espécies de murinos. 

Sua ocorrência inclui vários tipos de tecidos, como ossos e cartilagens (HAYMAN et 

al., 2000; HAYMAN; COX, 2003). TRAP é altamente expressa em condroblastos e em 

osteoclastos e, portanto, é usado como um marcador histoquímico para estas últimas 
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células (BURSTONE, 1959; MINKIN, 1982; GUIMARÃES et al., 2016; 

PANAGOPOULOS et al., 2017; YAMANAKA, et al., 2006). 

Sabe-se que a destruição óssea pode resultar tanto por um aumento da 

reabsorção óssea, como de uma redução do anabolismo ósseo, ou por uma 

combinação de ambos os processos (ERIKSEN, 2010). Nesta pesquisa, foi verificado 

que a destruição óssea induzida na periodontite foi acompanhada por redução dos 

níveis séricos da fosfatase alcalina total (FAT) em relação aos valores basais. A FAT 

é constituída por 3 isoformas principais, a hepática, a entérica, bem como a fosfatase 

alcalina óssea (FAO). Esta última consiste em um importante marcador indireto da 

atividade osteoblástica, portanto, dos processos de formação do osso, sobretudo na 

fase de mineralização (COLEMAN et al., 2008; MIKAMI et al., 2010; WHYTE, 2010). 

Neste estudo, os níveis séricos de FAO foram significantemente reduzidos após 21 

dias de periodontite em animais F-OVX. Em corroboração, observou-se redução da 

imunomarcação de OPG nesse período. A OPG é uma molécula que se encontra na 

forma solúvel e também presente em osteoblastos. Sua interação com o RANKL 

impede a ligação deste ao RANK, consequentemente, reduzindo a atividade 

osteoclástica. Então, quando a OPG se encontra em baixos níveis, como nesta 

pesquisa, indica o favorecimento de processos reabsortivos (KHOSLA, 2001; 

PACIFICI, 2010). Recentemente, demonstramos ocorrer redução dos níveis séricos 

de FAO após a indução da periodontite em ratos, coincidente com o aumento da ROA 

nesses animais (GOES et al., 2014; GUIMARÃES et al., 2016). Assim, os baixos níveis 

séricos de FAO indicam que o potencial anabólico pode estar comprometido nesse 

modelo. 

Em suma, a ROA observada em animais submetidos à periodontite ocorreu 

devido ao aumento da resposta imunoinflamatória, caracterizada pelo aumento do 

número de neutrófilos e de TNF-α, o que favoreceu a osteoclastogênese em 

detrimento da atividade de osteoblastos. 

Em sequência, foi considerado o efeito da periodontite em animais 

submetidos previamente à OVX, um modelo padrão ouro para a indução de 

osteopenia/osteoporose em animais (FROST; JEE, 1992; WRONSKI et al., 1989; 

MOSEKILDE, 1995). Foi observado que no 28º dia o estado de hipoestrogenia per si 

não aumentou a reabsorção óssea alveolar (ROA) nas análises macroscópica, 

histométrica e histológica quando comparados à periodontite em animais F-OVX. 
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Entretanto, a periodontite observada nos animais cujos ovários foram removidos foi 

acompanhada pelo aumento significante de atividade de MPO, esta além daqueles 

observados no tecido gengival de animais F-OVX, denotando aumento do infiltrado 

neutrofílico (LIMA et al., 2005). A literatura mostra que a atividade dessa enzima é 

influenciada pelos níveis de estrógeno. Tais níveis apresentam-se reduzidos por 

doses suprafisiológicas de 17β-estradiol em camundongos com colite induzida por 

ácido dinitrobenzeno sulfônico, o que indicou que o estradiol apresentou efeitos anti-

inflamatórios nesse modelo de sepse, embora a literatura mostre que os efeitos do 

estradiol em inflamações intestinais sejam complexos e conflitantes (VERDU et al., 

2002).  Ainda, animais ovariectomizados apresentam aumento da atividade de MPO, 

tanto em modelo de sepse (ALBAYRAK et al., 2011) como de feridas cutâneas 

(COSKUN et al., 2014), quando comparados àqueles cujos ovários não foram 

removidos.  

O aumento no número de neutrófilos ativos nos animais OVX, no entanto, 

não foi seguido por aumento de TNF-α, de marcadores relacionados aos processos 

de reabsorção, RANKL e TRAP, ou de alterações nos de formação ósseas, OPG e 

FAO, além daqueles observados em animais F-OVX. Por conseguinte, a 

hipoestrogenia por OVX não causou aumento de ROA em animais submetidos à 

periodontite, quando comparados ao grupo de animais com periodontite F-OVX. Em 

relação aos nossos achados, apesar de não ser o que esperávamos, os mesmos não 

estão completamente dispares da literatura. Embora estudos com protocolos 

semelhantes ao utilizado nesta pesquisa, ou abordando maiores períodos de tempo 

de ovariectomia, como de 35 a 84 dias, e periodontite variando entre 7 e 14 dias, 

demonstrem que animais ovariectomizados apresentaram maior ROA (LIU et al., 

2010; GARCIA et al., 2013; LUO et al., 2014), nossos resultados estão de acordo com 

diversos outros estudos, nos quais também não se observaram diferenças 

significantes de ROA entre animais F-OVX e OVX, inclusive nos estudos onde foram 

considerados tempos semelhantes ou maiores de ovariectomia, desde 30 até 150 

dias, associados a 30 ou 35 dias de periodontite por ligadura, sem haver aumento da 

ROA ou diminuição da DMO (ORRICO et al., 2005; MARQUES et al., 2005; ANBIDER 

et al., 2007; VAZIRI et al., 2007; BEZERRA et al., 2013). Adicionalmente, o estudo de 

Amadei et al. (2011), avaliando a periodontite com 30, 60 e 90 dias em animais 

ovariectomizados, somente aos 90 dias, a ROA macroscópica foi aumentada, 
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enquanto que nos períodos de 30 e 60 dias, a ROA manteve-se semelhante aos 

animais F-OVX. Assim sendo, consideramos que nossos resultados estão de acordo 

com a maioria de estudos, não obstante às diferenças relacionadas à grande 

variedade de protocolos empregados.  

Por outro lado, sabe-se que existem algumas diferenças entre os ossos 

maxilar e mandibular e os demais ossos do organismo, como o fêmur, mais 

extensamente avaliado nesse modelo de osteoporose induzida por ovariectomia. 

Assim, Yang, Pham e Crabbe (2003) ressaltaram, a diferença embrionária da tíbia e 

da mandíbula para justificarem o maior efeito da redução estrogênica, promovida por 

16 semanas de ovariectomia, sobre a tíbia. De fato, foi relatado que enxertos ósseos 

obtidos de ossos de origem endocondral, que têm como exemplos a tíbia e o fêmur, 

perderam mais volume que aqueles obtidos de ossos de origem membranosa, como 

é o caso dos maxilares (ZINS; WHITAKER, 1983). Além dessas diferenças 

embrionárias, tem sido relatado que a carga mastigatória pode contrabalançar o efeito 

da redução de estrógeno no osso alveolar (TANAKA et al., 2000; KURODA et al., 

2003). Aparentemente, o estresse mecânico promovido pela mastigação é crucial para 

a manutenção da estrutura e do volume ósseos, pois a extração dos dentes superiores 

em animais normais, bem como a imobilização mandibular causaram modificações 

osteoporóticas na mandíbula ou osteopênicas, respectivamente (VON WOWERN; 

HJORTING-HSANSEN; STOLTZE, 1979; SHIMARA et al., 1991).  

No presente estudo, embora os fêmures de animais OVX não tenham 

apresentado alterações significantes, quando comparados aos de animais Normal e 

F-OVX, foram pontuadas algumas alterações no grupo OVX, como presença de tecido 

conjuntivo fibroso e raros osteoclastos, o que sugeriu o efeito precoce da 

hipoestrogenia nesse osso em relação à maxila em alguns animais OVX. 

Possivelmente, um maior tempo de avaliação confirmaria esses resultados ou, ainda, 

como descrito adiante, tais alterações serem importantes quando da associação da 

ovariectomia com a redução medicamentosa da síntese de estrógeno.  

 

A redução dos níveis circulantes de estrógeno, tal como vista nos animais 

OVX, além de ser importante em mulheres que passaram pela menopausa, 

considerando as possíveis repercussões ósseas que essa hipoestrogenia pode 
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causar (ALMEIDA et al., 2017), é relevante, ainda, em mulheres com câncer de mama 

positivo para receptores hormonais. De fato, a relação do câncer de mama com os 

níveis de estrógeno já foi relatada há mais de um século, quando em 1986 o médico 

George Beatson demonstrou que a remoção dos ovários em uma paciente pré-

menopausa esteve associada com a redução do tumor (BEATSON, 1986), que pode 

ser compreendida pela grande expressão de receptores hormonais, estrógeno e 

progesterona, em aproximadamente 70% dos casos de câncer de mama 

(HOWLANDER et al., 2014). Nesse contexto, a manipulação hormonal é a pedra 

angular do tratamento dessas neoplasias positivas para tais receptores (SINI et al., 

2016), de forma que a modulação dos receptores de estrógeno por fármacos como o 

tamoxifeno, ou a inibição da biossíntese desse hormônio por fármacos como o 

anastrozol são as principais abordagens terapêuticas do câncer de mama (LUMACHI; 

SANTEUFEMIA; BASSO, 2015). Além disso, as possíveis repercussões ósseas 

decorrentes da deficiência ovariana podem ser moduladas por esses fármacos.  

Os efeitos do tamoxifeno (TMX) têm sido investigados tanto em situações 

de hipoestrogenia, em mulheres pós-menopausa e em ratas ovariectomizadas, como 

em situações em que os níveis circulantes de estrógeno estão dentro da normalidade, 

em mulheres pré-menopausa e ratas cujos ovários não foram removidos (COLE et al., 

1971; PARK; JORDAN, 2002; CHEN et al., 2011; PERRY et al., 2005; SUGIYAMA et 

al., 2010). Particularmente, no presente estudo foram avaliados os efeitos do TMX em 

ratas ovariectomizadas. Foi observado que o TMX não interferiu nos níveis séricos de 

estradiol, o que condiz com seu mecanismo de ação que consiste na modulação dos 

receptores de estrógeno, sem alterar a síntese desse hormônio (LEWIS; JORDAN, 

2005). A literatura relata que o TMX apresenta ação mista nos receptores de 

estrógeno (RE) no útero (LEWIS; JORDAN, 2005, AN et al., 2016), o que está 

relacionado a alterações endometriais, como hiperplasia e risco aumentado de 

desenvolvimento de câncer invasivo em mulheres sob tratamento (FISHER et al., 

1998; PEREZ-MEDINA et al., 2011; RUNOWICZ et al., 2011). Tais alterações também 

foram observadas em estudos com animais que receberam TMX por um período de 3 

a 4 meses, refletidas pela hipertrofia do epitélio uterino e proliferação glandular 

endometrial, com consequente aumento no peso desse órgão (SIKOSKI et al., 2007; 

GOSS; QI; HU, 2009; HAMID; KHURSHID; BUTT, 2015). Outros autores, utilizando 

doses excessivamente elevadas, como 20 e 200 mg/kg, demonstraram 
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microscopicamente alterações uterinas com 3 dias de tratamento, mas não em nível 

de peso do órgão (SCHWEIKART et al., 2014). No presente estudo, utilizando dose 

máxima diária de 9 mg/kg, durante 28 dias, não foram constatadas alterações no peso 

úmido do útero murino dos animais OVX/TMX em relação ao de animais OVX, 

sugerindo que o tempo de tratamento não foi suficiente para que alterações em nível 

macroscópico fossem observadas.  

Além do efeito misto que o TMX apresenta nos RE do útero, favorecendo 

sua hipertrofia, tem sido descrito que esse fármaco também apresenta ação agonista 

quando ligado nos RE do osso (LEWIS; JORDAN, 2005). Assim, foi observado que o 

tratamento com TMX nas diferentes doses preveniu, de forma significante, a ROA em 

relação à reabsorção óssea em animais F-OVX ou OVX avaliada macroscopicamente, 

sendo corroborada pela menor ROA na área de furca e na região interproximal vistas 

nas análises histométrica e histológica, respectivamente.  

Considerando a patogênese da periodontite, reproduzida pelo modelo 

utilizado no presente trabalho, acredita-se que o TMX apresentou efeito protetor 

ósseo, inicialmente, por reduzir o processo inflamatório, demonstrado por redução da 

atividade de MPO, do infiltrado leucocitário e da imunomarcação para TNF-α. Em 

seguida, esse efeito anti-inflamatório resultou em menor atividade osteoclástica, 

demonstrada pela redução da imunomarcação para TRAP, assim como o 

favorecimento da atividade osteoblástica, demonstrado pelo aumento de FAO, devido 

à redução de RANKL e à manutenção de OPG nos níveis normais, com consequente 

redução da razão RANKL/OPG.  

Os efeitos protetores do TMX no tecido ósseo são explicados pela sua ação 

semelhante à do estrógeno nesse tecido (LEWIS; JORDAN, 2005), demonstrado tanto 

em ensaios clínicos (LOVE et al., 1992; FISHER et al., 2005; KALDER, et al., 2014), 

como em animais. Especificamente, os estudos pré-clínicos mostram prevenção dos 

efeitos deletérios no osso decorrentes da ovariectomia (JORDAN; PHELPS; 

LINDGREN, 1987; TURNER et al., 1987; CZERNY et al., 2003), como aumento da 

DMO, do conteúdo mineral ósseo, da resistência biomecânica e do volume de osso 

trabecular em animais OVX (CHEN et al., 2011; NUNEZ et al., 2004; SUGIYAMA et 

al., 2010), assim como pela formação de osso esponjoso em animais não OVX 

(PERRY et al., 2005), o que sugere que o TMX protege o tecido ósseo não apenas 
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por reduzir os mecanismos reabsortivos, mas também por favorecer os anabólicos 

ósseos.  

Apesar da literatura não explicar completamente como os moduladores 

seletivos dos receptores de estrógeno (MSRE) apresentam efeitos distintos de acordo 

com os tipos de tecido e células nos quais estão ligados, têm sido relatadas diferenças 

de ação do TMX, conforme esteja ligado no REα ou REβ (SMITH; NAWAZ; MALLEY, 

1997; WEBB et al., 2003; THOMAS; GUSTAFSSON, 2011). Isso indica que a 

expressão diferenciada de determinado subtipo de RE em um dado tecido 

corresponde às diferentes respostas agonista, antagonista ou mista do TMX. Além 

disso, tem sido descrito que o TMX apresenta preferência por REα, enquanto que seu 

efeito farmacológico em nível de REβ ainda carece de maiores investigações (LEWIS; 

JORDAN, 2005; THOMAS; GUSTAFSSON, 2011). Sabe-se que as ações do 

estrógeno no tecido ósseo são mediadas, sobretudo, via REα (NELSON; WARDELL; 

MCDONNELL 2013; WANG et al., 2016), enquanto a ligação ao REβ possivelmente 

resulte em supressão da sinalização osteogênica promovida pelo estrógeno em 

osteoblastos (WANG et al., 2016). Portanto, sugere-se que o efeito agonista relevante 

do TMX no osso seja via REα, justificando, assim, seu perfil protetor encontrado no 

presente estudo, de diminuição da ROA em animais OVX.  

Vale ressaltar que, como explicitados anteriormente, os efeitos do TMX são 

ditos tecido-dependentes (LEWIS; JORDAN, 2005), e são raros os estudos que 

avaliaram seus efeitos em tecidos periodontais. Lewko e Anderson (1986) relataram 

que o TMX apresentou ação semelhante à do estrógeno quando cultivado com células 

do ligamento periodontal, sobretudo fibroblasto-like, inibindo o crescimento destas. 

Em contrapartida, em culturas com fibroblastos gengivais tem sido demonstrado que 

este fármaco apresenta efeitos antagonistas (TILAKARATNE; SOORY, 1999; 

SOORY; TILAKARATNE, 2003). No entanto, não há relatos de efeitos do TMX sobre 

as células inflamatórias de tecidos periodontais. Porém, considerando outros tecidos, 

a literatura mostra que enquanto o TMX aumenta a atividade fagocítica de neutrófilos 

isolados de sangue venoso de humanos (CORRIDEN et al., 2015), também reduz a 

atividade de MPO e, portanto, o infiltrado neutrofílico em um modelo de injúria da 

medula espinhal (WEI; MA, 2014), o que corrobora os nossos dados, os quais 

mostram que o TMX reduziu a presença dessas células no tecido gengival, 

demonstrada pela redução da atividade de MPO. 
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Em relação à expressão dos RE nos tecidos moles periodontais, apesar do 

REα ser encontrado na gengiva e nas células do ligamento periodontal, o REβ é o 

subtipo predominante nesses sítios (JONSSON et al., 2004; TANG et al., 2008; 

NEBEL et al., 2011), o que pode indicar menor ação do TMX nesses tecidos (LEWIS; 

JORDAN, 2005; THOMAS; GUSTAFSSON, 2011). De fato, apesar da 

imunomarcação para TNF-α ter sido diminuída no periodonto dos animais OVX 

tratados com TMX, os níveis gengivais dessa citocina não foram reduzidos em relação 

aos de animais, também submetidos à periodontite, OVX ou F-OVX. Nesse contexto, 

enquanto o tecido gengival e as células do ligamento periodontal expressem 

principalmente REβ, o fato do ligamento periodontal estar em íntimo contato com o 

osso alveolar, cujos efeitos ocorrem predominantemente via REα (NELSON; 

WARDELL; MCDONNELL 2013; WANG et al., 2016), pode justificar a redução de 

TNF-α no ligamento periodontal e a não redução na gengiva.  

Não existem relatos na literatura sobre os efeitos do TMX nos níveis de 

TNF-α nos tecidos periodontais, no entanto, assim como observado no presente 

estudo, tais efeitos diferem conforme a célula considerada para avaliação. Assim, 

enquanto Yazgan et al. (2016) demonstraram que os níveis séricos dessa citocina não 

foram reduzidos com o tratamento subcutâneo de ratas OVX com 1 mg/kg de TMX, 

em modelo de peroxidação lipídica em eritrócitos, Lamas et al. (2016) relataram que 

o mesmo tempo de tratamento de ratas OVX com mesma dose de TMX administrado 

por gavagem esteve associado à redução de TNF-α no modelo de disfunção endotelial 

vascular.  

Em conjunto, os dados do presente estudo indicam que o TMX apresentou 

efeito anti-inflamatório, reduzindo infiltrado neutrofílico e TNF-α, possivelmente via 

REα. Essas alterações inflamatórias, por conseguinte, afetam indiretamente o 

processo de reabsorção óssea subjacente à periodontite, por diminuírem a expressão 

de RANKL. De fato, nossos resultados sugerem que o TMX reduziu a atividade de 

osteoclastos, corroborada pela redução da imunomarcação para TRAP, 

provavelmente em decorrência da diminuição de RANKL, mediador responsável pela 

diferenciação e ativação dessas células. O efeito protetor do TMX no osso alveolar, 

no entanto, não ocorreu somente por inibição da reabsorção, mas também pelo 

favorecimento da formação óssea, demonstrado pela manutenção dos níveis normais 

de OPG e pelo aumento da FAO.  Esses dados estão de acordo com o estudo de 
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Michael et al. (2007), que mostrou que o TMX reduziu a ativação de osteoclastos, 

tanto diretamente, quanto indiretamente via osteoblastos, aumentando a produção de 

OPG, e com o estudo de Shevde et al. (2000), que mostrou que o TMX apresentou 

atividade semelhante ao estrógeno, reduzindo a diferenciação de osteoclastos 

positivos para TRAP devido à redução de RANKL.  

Os efeitos do TMX também foram avaliados no fêmur, não mostrando 

alteração significante em relação ao fêmur de animais OVX. Considerando que não 

foram observadas diferenças significantes entre os animais cujos ovários foram 

removidos e aqueles Normais ou F-OVX, compreende-se por quê o fêmur de animais 

OVX tratados com TMX apresentou características normais.  

Em suma, os presentes dados indicam que o TMX, ao modular 

seletivamente os receptores de estrógeno, reduziu a ROA por diminuir a resposta 

inflamatória, resultando em menor diferenciação e ativação osteoclásticas, e 

favorecendo da formação óssea.  

 

Nesse sentido, percebendo-se que a modulação dos receptores de 

estrógenos em animais com hipoestrogenia causou alterações importantes no sentido 

de minimizar os efeitos ósseos deletérios vistos na maxila submetida à periodontite, 

buscou-se, então, saber quais seriam os efeitos ósseos não apenas da modulação de 

receptores, mas sim, da inibição maior possível de estrógenos. Daí, portanto, a 

escolha por se utilizar o anastrozol (ANA), um inibidor da aromatase, cuja redução dos 

níveis de estrógenos em mulheres pós-menopausa é de aproximadamente 97% 

(GEISLER et al., 1996 e 2002). Considerando o mecanismo de ação do ANA, que 

diferente do TMX, não age por modulação dos receptores de estrógeno, mas por 

inibição da biossíntese desse hormônio, foi decidido avaliar os efeitos desse fármaco 

não, somente, em animais OVX mas também em animais F-OVX, a fim de se 

investigar se a inibição da aromatase nesses animais resultaria em hipoestrogenia 

capaz de promover alterações ósseas significativas. 

O anastrozol (ANA), diferentemente do TMX, promoveu redução 

significante dos níveis circulantes de estradiol em animais ovariectomizados (OVX) ou 

não (F-OVX), corroborada pela redução do índice uterino desses animais. Embora 

esse fármaco não seja indicado para pacientes pré-menopausa (SMITH; DOWSETT, 
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2003), a literatura tem mostrado que sua utilização em animais cujos ovários não 

foram removidos está relacionada à redução dos níveis séricos de estradiol (KUMRU 

et al., 2007) e do índice uterino (VEKARYA; KAUR; TIKOO, 2013), sugerindo, assim, 

que somente a inibição farmacológica da síntese de estradiol já é suficiente para o 

estabelecimento de um estado de hipoestrogenia, com valores circulantes desse 

hormônio inferiores aos obtidos pela ovariectomia. A aromatase, enzima alvo do 

anastrozol e responsável pela biossíntese do estrógeno, não é encontrada somente 

nos ovários, mas em uma variedade de tecidos e órgãos (ANTONIO-RUBIO et al., 

2011; BULUN; SIMPSON, 1994; KELLIS; VICKERY, 1987; HARADA et al., 1999; 

NAWATA et al., 1995; O'NEILL; ELTON; MILLER, 1988; BALTHAZART et al., 2003; 

CASTAGNETTA et al., 2003; BERKOVITZ; BROWN; FUJIMOTO, 1987), de forma que 

a sua supressão pelo ANA nesses sítios extraovarianos é importante no tratamento 

de mulheres pós-menopausa com câncer de mama positivo para receptores 

hormonais. De fato, foi observado nesta pesquisa que a combinação entre inibição da 

síntese de estradiol por ovariectomia e por inibição química pelo ANA promoveu 

redução aquém dos níveis circulantes desse hormônio em animais somente OVX, tal 

como um efeito de adição.  

Também diferente do TMX, o ANA, nas duas maiores doses de 0,1 e 0,5 

mg/kg, aumentou a ROA macroscópica em animais OVX, quando comparados aos 

animais não tratados OVX ou não (F-OVX) e também em relação a animais tratados 

com ANA, sem OVX (F-OVX/ANA). Isso, possivelmente, foi devido à inibição adicional 

da síntese de estradiol promovida pela combinação da OVX com a supressão química 

da produção desse hormônio pelo ANA que, assim, resultou em níveis mais baixos 

ainda de estradiol. A repercussão desses achados foi notada no osso alveolar 

submetido à periodontite. De fato, os baixos níveis deste hormônio observados pela 

inibição da sua síntese, seja somente pela ovariectomia ou apenas pelo tratamento 

com ANA, tais abordagens isoladamente não foram capazes de aumentar a ROA. 

Tem sido descrito que a deficiência estrogênica favorece a reabsorção óssea, via 

interferência no eixo RANK/RANKL/OPG (D’AMELIO et al., 2008), sendo este o 

mecanismo mais importante que relaciona o tratamento com IA e o aumento de 

processos reabsortivos (GEISLER; LONNING, 2010). Assim, a ROA aumentada no 

grupo de animais OVX tratados com ANA pode ser explicada pelo favorecimento da 

osteoclastogênese, devido tanto pela redução da síntese de OPG, como também pelo 
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aumento da síntese de RANKL (D'AMELIO et al., 2008), em decorrência do aumento 

da produção da citocina pró-reabsortiva TNF-α (ROGGIA et al., 2001), que ocorrem 

em resposta à supressão estrogênica (ROGGIA et al., 2001; D'AMELIO et al., 2008; 

GEISLER; LONNING, 2010).  

Entretanto, esse aumento de ROA conferido pela combinação OVX e ANA 

não foi acompanhado por incrementos de seus respectivos valores encontrados na 

histometria ou nos aspectos histológicos. Tal falta de aumentos, além dos seus 

valores quando separados pode explicar o porquê de não ter se percebido 

incrementos nas atividades de MPO, como também nos níveis já elevados de TNF- 

em tecidos gengivais. 

De fato, os animais OVX tratados com ANA apresentaram maior 

imumonomarcação para RANKL e menor imunomarcação para OPG, quando 

comparados a animais com periodontite que receberam apenas ANA (F-OVX), 

submetidos a OVX ou apenas F-OVX. Como explicitado anteriormente, aumento de 

RANKL somada à redução de OPG indicam aumento de atividade reabsortiva, 

coerente com o consequente aumento da razão RANKL/OPG e da tendência ao 

aumento da imunomarcação para TRAP, indicando aumento da atividade 

osteoclástica. Corroborando, os animais OVX tratados com ANA demonstraram 

menores níveis séricos do marcador de formação óssea, FAO, indicando possível 

favorecimento da atividade osteoclástica em detrimento da atividade osteoblástica, o 

que justifica a maior destruição óssea alveolar demonstrada pela análise 

macroscópica. 

Os dados do presente trabalho estão de acordo, portanto, com os efeitos 

da hipoestrogenia no metabolismo ósseo (GEISLER; LONNING, 2010), e com o 

aumento de TRAP, demonstrado por Vekarya, Kaur, Tikoo (2013). Considerando, no 

entanto, a avaliação acerca dos efeitos do ANA no eixo RANK/RANKL/OPG, a 

literatura é escassa e não relata a quantificação dessas moléculas diretamente no 

tecido ósseo. Ren et al. (2012) demonstraram a não alteração dos níveis de RANKL 

e OPG quando do tratamento de osteoblastos humanos com ANA na concentração 

de 100 µmol/L por até 48 h, associado também a não alteração de FAO. De forma 

geral, tem sido descrito o aumento de marcadores tanto de reabsorção, quanto de 

formação ósseas durante a terapia com ANA, o que justifica o aumento do turnover 
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ósseo, incluindo o aumento dos níveis séricos de FAO (EASTELL et al, 2006) e de 

OPG, esta última, particularmente em pacientes com metástase óssea (MARTINETTI 

et al., 2004), embora também seja relatada a redução de FAT e FAO após o 

tratamento com ANA (TAXEL et al., 2001; LIU et al., 2014). 

Interessantemente, os efeitos da hipoestrogenia promovida pelo ANA 

associado ou não à ovariectomia ocorreram mais precocemente no fêmur em relação 

à maxila, uma vez que os baixos níveis de estradiol observados no grupo F-OVX/ANA, 

os quais foram menores que aqueles dos animais somente OVX, promoveram 

alterações nesse osso, sem causar aumento da ROA. Corroborando, a literatura 

sugere sobre os efeitos diferentes da redução de estrógeno nos maxilares dos demais 

ossos do organismo, serem devidos à proteção promovida pela função mastigatória 

sobre o sistema estomatognático (TANAKA et al., 2000; VON WOWERN; HJORTING-

HSANSEN; STOLTZE, 1979; SHIMARA et al., 1991), bem como devido às diferenças 

embrionárias entre osso alveolar e o fêmur (YANG; PHAM; CRABBE, 2003). A 

redução adicional da síntese de estradiol promovida pela remoção dos ovários, 

associada à redução farmacológica promovida pelo ANA, por sua vez, resultou em 

maiores alterações no fêmur, com espaços medulares mais amplos e inflamação no 

periósteo, em relação às observadas no grupo F-OVX/ANA.  

A literatura apresenta poucos estudos em animais avaliando o efeito do 

ANA no tecido ósseo, e estes apresentam resultados distintos entre si. Além disso, 

não existe nenhum relato considerando o osso alveolar. Assim, particularmente sobre 

os estudos em animais cujos ovários não foram removidos, enquanto Kumru et al. 

(2007) não tenham demonstrado alteração da DMO em vértebras e fêmur após o uso 

de ANA por 16 semanas, nas doses de 0,1 e 0,2 mg/kg, Vekariya, Kaur e Tikoo (2013) 

mostraram que o tratamento por 4 semanas com ANA na dose de 0,2 mg/kg promoveu 

redução da densidade óssea no fêmur associada ao aumento dos níveis séricos de 

TRAP, indicando o aumento da reabsorção óssea, o que corrobora os nossos 

achados. Vale ressaltar que Kumru et al. (2007) sugeriram que a ausência de efeitos 

deletérios no osso tenha sido devido ao aumento de androstenioda, um andrógeno 

que possui efeito protetor ósseo. Considerando animais OVX, nossos dados 

corroboram com os de Lea e Fanagam (1998), que mostraram que a administração 

de ANA na dose de 0,1 mg/kg por 90 dias foi associada à maior redução do volume 

ósseo da tíbia em relação à observada nos animais OVX que não receberam ANA.  
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Por outro lado, existem diversos ensaios clínicos mostrando o aumento da 

taxa de fraturas em pacientes pós-menopausa com câncer mama positivo para 

receptores hormonais (BAUM et al., 2002; BAUM et al., 2003; HOWELL et al., 2005; 

ATAC, 2008; CUZICK et al., 2010), associado à diminuição da DMO, em diferentes 

ossos, tais como trocânter, vértebras lombares e quadril, já a partir do primeiro ano 

(SERGI et al., 2012; KALDER et al., 2013; TAKEUCHI et al., 2014) e, mesmo mais 

precocemente, aos 6 meses, no fêmur (RASTELLI et al., 2011). Especificamente 

sobre o osso alveolar, a literatura recente traz um único ensaio clínico, longitudinal, 

que avalia o estado periodontal de pacientes em tratamento com IA, incluindo 

exemestano, anastrozol e letrozol, comparadas a mulheres pós-menopausa sem 

câncer de mama. De acordo com o presente trabalho, esse estudo relata que os IA 

aumentam a profundidade de sondagem e a perda de inserção clínica, diminuindo os 

níveis ósseos radiográficos nos diferentes tempos avaliados (EAGLE et al., 2016). 

Diante do exposto, embora o fêmur seja um osso relacionado à resistência 

e capaz de suportar grandes pressões, pode ser sugerido que o ANA tenha promovido 

reabsorção óssea mais precocemente no fêmur, quando comparado aos maxilares, 

pelo fato desses últimos encontrarem-se sob constantes estímulos mastigatórios. De 

fato, tem sido relacionado que a estimulação física como um todo, durante exercícios 

físicos, pode render menores perdas ósseas em condições cujo processo reabsortivo 

está aumentado (MISHRA; MISHRA; DEVANSHI, 2015; TEJERO et al., 2016), bem 

como favorecer o aumento da DMO em atletas (CREIGHTON et al., 2001). 

 

Sistemicamente, foi observado que a indução da periodontite promoveu 

leucocitose, à custa de neutrofilia e linfomonocitose comparados aos valores basais, 

tal como já relatado por Guimarães et al. (2016). Entretanto, vale salientar que a 

leucocitose vista nos animais OVX com periodontite foi maior que a dos F-OVX, com 

predomínio de leucócitos mononucleares apenas aos 28 dias. Esses achados estão 

de acordo com resultados prévios do nosso grupo de pesquisa, em que foi mostrado 

que a ovariectomia esteve relacionada ao aumento do número de linfócitos circulantes 

(MELO, 2012). Este aumento no número de células mononucleares pode ser 

entendido pelo efeito da hipoestrogenia na produção de linfócitos, uma vez que a 

ovariectomia aumenta o número de linfócitos T e B na medula óssea e em órgãos 

linfoides secundários, como o baço (GARCIA-PEREZ et al., 2006; TYAGI et al., 2011). 
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Além disso, Ligeiro de Oliveira et al. (2004), utilizando um modelo de inflamação 

pulmonar alérgica em animais, relataram que a ovariectomia aumenta o número de 

células mononucleadas não somente na medula óssea, mas também no sangue 

periférico. Por outro lado, o tratamento com TMX, considerando seu efeito modulador 

de receptores de estrógenos, preveniu o aumento de leucocitose promovido pela 

ovariectomia, enquanto que o ANA, inibindo a aromatase, e, por conseguinte, 

reduzindo a produção de estradiol, não promoveu aumento adicional no número de 

leucócitos circulantes.  

Por fim, os procedimentos cirúrgicos para remoção ou exposição dos 

ovários causaram uma perda inicial significante de massa corpórea, retomando os 

níveis basais com o passar dos dias, tal como já constatado em estudos prévios do 

nosso grupo de pesquisa (MELO, 2012), possivelmente relacionado com o trauma 

cirúrgico sob anestesia geral. Seguido esse momento, outra leve redução de massa 

corpórea ocorreu após o procedimento de colocação da ligadura no 2º molar, como 

também já descrito (LIMA et al., 2000 e 2004), novamente, sob anestesia geral. Além 

disso, a hipoestrogenia, promovida pela ovariectomia associada ou não ao ANA, 

esteve associada ao maior ganho de massa corpórea, o que está de acordo com os 

de Anbinder et al. (2007) e Amadei et al. (2011). Paradoxalmente, esse aumento não 

foi observado no grupo F-OVX/ANA, embora a literatura também relate que a redução 

de estrógeno promovida somente pelo ANA possa aumentar a massa corpórea de 

animais (VEKARYA; KAUR; TIKOO, 2013), o que não possui confirmação na clínica, 

visto que o ANA não é indicado para o tratamento de câncer de mama em mulheres 

com função ovariana normal (SMITH; DOWSETT, 2003). Em contrapartida, o TMX 

reduziu essa variação de massa corpórea. De fato, Lampert et al. (2013) 

demonstraram que o TMX reduziu o ganho de massa corpórea e o acúmulo 

retroperitoneal de tecido adiposo em ratas OVX, devido à menor ingestão de ração 

padronizada e a menor eficiência calórica. Ainda, Liu et al. (2015) justificam a redução 

de massa gorda em camundongos tratados com TMX pela produção de espécies 

reativas de oxigênio que promovem o aumento de apoptose, autofagia e 

desdiferenciação de adipócitos.  

Em suma, os mecanismos pelos quais o TMX e o ANA afetam o processo 

reabsortivo ósseo na periodontite sob hipoestrogenia podem ser observados na figura 

32.  
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Figura 32: Mecanismos de ação propostos para os efeitos do tamoxifeno (TMX) e o anastrozol 
(ANA) no tecido ósseo. A reabsorção óssea que ocorre na periodontite caracteriza-se por ser uma 
reabsorção óssea induzida pelo processo inflamatório, em que mediadores inflamatórios, como TNF-
α, induzem a ativação osteoclástica via RANKL. O TMX promoveu proteção óssea por reduzir a 
atividade de mieloperoxidase (MPO), o que indica redução do número de neutrófilos teciduais, e a 
liberação de TNF-α, resultando em menor ativação osteoclástica e favorecimento do processo formativo 
ósseo, visto pelo aumento de fosfatase alcalina óssea (FAO). O ANA por não reduzir citocinas 
osteoclastogênicas, como TNF-α e RANKL, ao contrário, por aumentar RANKL e diminuir OPG, 
promoveu maior destruição óssea e reduziu os mecanismos formadores ósseos, observado pela 
redução de FAO.  
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8 CONCLUSÃO  

A ovariectomia, embora tenha induzido o estado de hipoestrogenia, não 

aumentou a reabsorção óssea alveolar na periodontite induzida por ligadura em 

animais em até 4 semanas.  

O tamoxifeno apresentou um perfil protetor no osso maxilar, reduzindo a 

reabsorção e favorecendo a formação ósseas, provavelmente, dependente do 

processo inflamatório via modulação de citocinas osteoclastogênicas. Por outro lado, 

o anastrozol apresentou um perfil deletério no osso maxilar, aumentando a reabsorção 

e reduzindo a formação ósseas, por inibir a síntese de estrógeno, não prevenindo, 

assim, o processo inflamatório.  

Sistemicamente, o fêmur foi mais suscetível aos efeitos da inibição da 

síntese de estrógeno em sítios extragonadais, por ANA, quando comparado aos 

maxilares. A hipoestrogenia aumentou a linfomonocitose e o ganho de massa 

corpórea dos animais, não sendo alterados pelo ANA, porém, prevenidos por TMX. 
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APÊNDICE A – CONTROLES NEGATIVOS NAS ANÁLISES 

IMUNOHISTOQUÍMICAS PARA TNF-α, RANKL, OPG, TRA

 

Controles negativos de imunohistquímica para TNF-α (A); RANKL (B), OPG (C) e TRAP (D). 
Magnificação de 200x.  
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ANEXO A – APROVAÇÃO NA COMISSÃO ÉTICA EM PESQUISA ANIMAL 

 

 


