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RESUMO 

A deficiência de estrógeno tem mostrado aumentar a remodelação óssea, podendo 

afetar algumas doenças ósseas como a periodontite. A biossíntese desse hormônio 

é catalisada pela enzima aromatase e sua inibição é importante para terapia do 

câncer de mama. Os pacientes que usam inibidores da aromatase como o 

Anastrozol (ANA) mostram maior número de fraturas e menor densidade óssea. 

Considerando, então, o papel do estrógeno na resposta inflamatória e no 

metabolismo ósseo, além dos efeitos adversos do ANA e da periodontite ser 

caracterizada por um processo inflamatório que resulta em perda óssea alveolar, o 

objetivo desse estudo foi de investigar se o ANA afeta a periodontite em ratas 

ovariectomizadas. Para isto, o ANA (0,02, 0,1 e 0,5 mg/kg-v.o.) foi avaliado em um 

modelo de periodontite induzida por ligadura em ratos durante 11 dias. A 

periodontite foi analisada através de macroscopia, de histologia e da atividade de 

mieloperoxidase (MPO). As dosagens séricas de estrógeno, o leucograma, a 

variação de massa corpórea e as funções hepática, renal e esplênica também foram 

consideradas. A ovariectomia reduziu os níveis séricos de estrógeno após 14 dias, 

mas não exacerbou a periodontite ou aumentou a atividade de mieloperoxidase 

(MPO) quando comparada aos animais falso ovariectomizados (F-OVX). Embora o 

ANA não tenha aumentado a perda óssea alveolar (POA), a administração deste 

fármaco por 11 dias aumentou a atividade de MPO. A ovariectomia combinada ou 

não ao ANA não promoveu nenhuma mudança nas funções hepática, renal ou 

esplênica, mas causou uma leucocitose promovida por células mononucleares no 

11º dia. Os animais ovariectomizados que receberam salina (SAL) também 

mostraram maior ganho de massa corpórea e a curva de peso do ANA foi similar à 

curva do SAL. Em conclusão, embora a redução de estrógeno por 25 dias e a 

administração de ANA por 11 dias não tenha aumentado a POA, o ANA aumentou a 

atividade de MPO. 

 

Palavras-chave: Ovariectomia. Anastrozol. Estrógeno. Inflamação. Periodontite. 

Ratos. 
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ABSTRACT 

Estrogen deficiency was shown to increase bone remodeling, may affect some bone 

diseases as periodontitis. Biosynthesis of this hormone is catalyzed by aromatase 

enzyme and her inhibition is important for breast cancer therapy. The patients who 

use aromatase inhibitors as Anastrozole (ANA) show greater number of fractures and 

lower bone density. Since estrogen role in the inflammatory response and the bone 

metabolism, besides those adverse effects of ANA and periodontitis is characterized 

by an inflammatory process that results in alveolar bone loss, the aim of this study 

was to investigate whether ANA affects the periodontitis in ovariectomized rats. For 

this, ANA (0.02, 0.1 and 0.5 mg/kg-v.o.) was evaluated in ligature-induced 

periodontits for 11 days in ovariectomized rats. Periodontitis was analyzed through 

macroscopy, histology and by myeloperoxidase (MPO) activity. Serum dosage of 

estrogen, leukogram, corporal mass variation and liver, renal and spleen functions 

were also analyzed. The ovariectomy reduced the serum levels of estrogen after 14 

days, but did not worsen the periodontitis nor increased MPO activty when compared 

to sham ovariectomized (S-OVX) animals. Although, ANA did not increase alveolar 

bone loss (ABL), administration of this drug for 11 days increased the MPO activity. 

The ovariectomy combined or not with ANA no promoved any changes in liver, renal 

or spleen functions, but caused leukocytosis promoved by mononuclear cells at 11th 

day. Ovaricetomized animals that received saline (SAL) also showed more gain of 

corporal mass and ANA weight curve were similar to SAL curve. In conclusion, 

although the estrogen reduction for 25 days and the administration of anastrozole for 

11 days did not increase the ABL, the ANA increased the MPO activity. 

Keywords Ovariectomy. Anastrozole. Estrogen. Inflammation. Periodontitis. Rats. 
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1 INTRODUÇÃO 

Periodontite 

 A periodontite crônica é uma doença oral prevalente (BURT, 2005), onde a 

porcentagem de brasileiros adultos entre 35 e 44 anos que apresentaram algum 

problema periodontal, tais como sangramento ou presença de bolsas periodontais, 

foi de 78,1% no ano de 2003 (SB Brasil, 2004). É uma condição caracterizada pela 

destruição dos tecidos de sustentação do dente, tais como o ligamento periodontal e 

o osso alveolar (PAGE; KORNMAN, 1997), sendo o desenvolvimento da gengivite o 

primeiro passo para a instalação desta doença (LORENCINI et al., 2009). Durante 

as décadas de 1970 e 1980 grandes avanços foram feitos para elucidar a natureza 

infecciosa da periodontite, no entanto, na década de 1990 percebeu-se que embora 

as bactérias sejam essenciais, elas são insuficientes para que a doença ocorra. 

Assim, os diversos fatores de defesa do hospedeiro, tais como recrutamento de 

neutrófilos e liberação de citocinas, ativados devido a esse desafio microbiano são 

responsáveis pela maior destruição observada na periodontite (PAGE; KORNMAN, 

1997; KINANE et al., 2011).  

 Com o objetivo de destruir os patógenos periodontais e em decorrência da 

interação micro-organismo-hospedeiro, um processo inflamatório é instalado e 

consiste inicialmente pelo recrutamento de células inflamatórias (NUSSBAUM; 

SHAPIRA, 2011) com consequente aumento dos níveis de mieloperoxidase (MPO) 

(MENEZES et al., 2005). Tal evento está associado ao aumento da síntese e 

liberação de diversos mediadores inflamatórios, tais como o de diferentes citocinas 

como fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina-1β (IL-1β) (ASSUMA et al., 

1998; GRAVES; COCHRAN, 2003), IL-6 (JOHANNSEN et al., 2007), IL-18 

(OROZCO et al., 2006), bem como da produção de prostaglandinas (PGs) (AIRILA-

MANSSON et al., 2006) e de óxido nítrico (LEITÃO et al., 2005).  

 Na periodontite, as citocinas e produtos liberados pelas células inflamatórias, 

como espécies reativas de oxigênio liberadas por neutrófilos, influenciam a 

diferenciação e função osteoclásticas, provando a relação entre o estabelecimento 

de uma resposta inflamatória e o processo de destruição óssea observado na 

periodontite (NUSSBAUM; SHAPIRA, 2011). A regulação do metabolismo ósseo 

nesta doença envolve o eixo RANK-RANKL-OPG, sendo RANK o Receptor Ativador 
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de Fator Nuclear kappa B, RANKL, o seu ligante (Ligante de Receptor Ativador de 

Fator Nuclear kappa B) e OPG, osteoprotegerina (COCHRAN, 2008). A literatura 

relata que algumas citocinas, incluindo aquelas envolvidas na progressão da 

periodontite como IL-1β, IL-6, e TNF-α aumentam a expressão de RANKL e 

diminuem a expressão de OPG, o que resultaria, então, em reabsorção aumentada 

do tecido ósseo (NAKASHIMA et al., 2000). De fato, os níveis de RANKL estão 

aumentados em pacientes com doença periodontal (CROTTI et al., 2003; KAWAI et 

al., 2006; WARA-ASWAPATI et al., 2007), enquanto os níveis de OPG encontram-se 

reduzidos nesses pacientes (CROTTI et al., 2003). Foi demonstrado também que a 

expressão de RANKL pode ser diretamente aumentada pela presença do patógeno 

periodontal Porphyromonas gingivalis (REDDI et al., 2011).  

 

Estrógeno e periodontite 

 Tem sido relatado que algumas doenças ou condições sistêmicas específicas 

podem afetar o início, a progressão e a gravidade da doença periodontal, tais como 

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

menopausa (HAAS et al., 2009). Os efeitos prejudiciais da menopausa na saúde 

periodontal estão associados às mudanças hormonais típicas desse período, 

sobretudo à deficiência estrogênica, já que esta se relaciona com o aumento da 

remodelação óssea (AMES et al., 2010), bem como afeta as respostas inflamatória 

(KOH et al., 2001) e imune (TYAGI et al., 2011). Especificamente sobre o 

metabolismo ósseo, a redução nos níveis de estrógeno aumenta o processo de 

reabsorção óssea pelo o aumento numérico da formação osteoclástica e o tempo de 

vida dessas células (NAKAMURA et al., 2007; MARTIN-MILLAN et al., 2010). Uma 

importante citocina relacionada ao aumento da osteoclastogênese durante a 

deficiência estrogênica é o TNF, principalmente pelo aumento do número de células 

T produtoras de TNF promovido por esta condição (ROGGIA et al., 2001). 

Além do TNF, outras citocinas pró-reabsortivas também podem ser 

influenciadas pelos níveis de estrógeno. Cheung et al. (2003) mostraram uma 

redução significante na produção de IL-6, IL-1α e IL-1β após o tratamento de 

osteoblastos com estradiol. Ainda, o estrógeno está relacionado com o aumento da 

expressão e síntese de OPG nos osteoblastos (HOFBAUER et al., 1999) e com a 
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supressão de RANKL (SHEVDE et al., 2000), de forma que durante a supressão 

estrogênica, a síntese de OPG encontra-se diminuída e a de RANKL aumentada, o 

que favorece a diferenciação osteoclástica (D'AMELIO et al., 2008). Especificamente 

sobre a expressão de OPG e RANKL nos tecidos periodontais, Liang et al. (2008) 

mostraram que quando células do ligamento periodontal são tratadas com estradiol 

há um aumento de OPG e diminuição de RANKL, indicando que esse hormônio 

possui propriedade antirreabsortiva no osso alveolar, pela regulação do eixo 

RANKL/OPG nas células do ligamento periodontal.  

 Considerando tais efeitos do estrógeno e a etiopatogenia da periodontite 

crônica compreende-se a relação que é sugerida entre ambas. Justificando ainda 

essa relação, a presença de receptores de estrógeno nos tecidos periodontais 

sugere algum efeito desse hormônio no periodonto. Existem dois tipos de receptores 

de estrógeno, tipo α e tipo β, codificados por genes dos cromossomos 6 e 14, 

respectivamente, podendo ser expressados em níveis semelhantes ou com 

predominância de um subtipo em diferentes tecidos e órgãos (NILSSON; 

GUSTAFSSON, 2011). Jonsson et al. (2004) demonstraram que células do 

ligamento periodontal possuem receptores de estrógeno, mais especificamente o 

receptor tipo β. Embora o tratamento dessas células com estradiol não tenha 

causado aumento na síntese de colágeno ou de DNA por essas células, isto é, não 

tenha interferido na proliferação das células do ligamento periodontal (JONSSON et 

al., 2005), tal condição esteve relacionada com a formação aumentada de nódulos 

mineralizados e com o consequente aumento nos níveis de fosfatase alcalina, um 

marcador de formação óssea (MORISHITA et al., 1999). Resultados semelhantes 

também foram observados por Tang et al. (2008), em que apesar de detectarem a 

presença de RNAm do receptor de estrógeno tipo α, o receptor tipo β foi o subtipo 

predominante nas células do ligamento periodontal e o único cujos níveis de 

expressão aumentaram diante de um estímulo osteogênico. Além disso, esses 

autores também mostraram a formação de nódulos mineralizados após o tratamento 

combinado das células do ligamento periodontal com um estímulo osteogênico e 

com estradiol, acompanhada por uma marcação significante para fosfatase alcalina 

nessas células (TANG et al., 2008). Receptores de estrógeno do tipo β também são 

encontrados nas células do tecido ósseo alveolar, tanto em osteoblastos e 

osteócitos como em osteoclastos, correlacionando-se positivamente com o número 
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de osteoclastos em apoptose no grupo de células tratadas com estradiol, sugerindo 

que o estrógeno pode afetar diretamente na homeostase do osso alveolar, incluindo 

o processo de reabsorção óssea (CRUZOÉ-SOUZA et al., 2009).  

 De fato, tem sido sugerido que mulheres pós-menopáusicas que não fazem 

reposição hormonal possuem risco aproximadamente 2 vezes maior de 

apresentarem periodontite, possuindo um estado periodontal pior que mulheres pré-

menopáusicas (HAAS et al., 2009), como também mulheres sob terapia de 

reposição hormonal parecem ter algum benefício no controle da infecção por 

periodontopatógenos, tais como Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia 

(TARKKILA et al., 2010). O efeito da redução de estrógeno na periodontite também 

tem sido extensamente pesquisado em animais, cuja condição correspondente à 

menopausa em humanos é obtida por modelos de ovariectomia. Alguns desses 

estudos mostram maior perda óssea alveolar nos animais ovariectomizados 

submetidos à periodontite (DUARTE et al., 2004; LIU et al., 2010).  

  

Inibidores da aromatase 

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

superfamília do citocromo P450, que catalisa a conversão dos andrógenos, 

testosterona e androstenediona, nos estrógenos, estradiol e estrona, 

respectivamente (SIMPSON et al., 1994). Essa enzima é encontrada em uma 

variedade de tecidos e órgãos, tais como o ovário (ANTONIO-RUBIO et al., 2011), 

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

(NAWATA et al., 1995), células mesenquimais do tecido adiposo mamário (O'NEILL 

et al., 1988), cérebro (BALTHAZART et al., 2003) e fígado (CASTAGNETTA et al., 

2003), sendo que em mulheres pós-menopáusicas a principal fonte de estrógeno é 

proveniente de sítios extragonadais (CZAJKA-ORANIEC; SIMPSON, 2010). A 

expressão e atividade da aromatase estão aumentadas no tecido adiposo mamário 

maligno em comparação ao tecido normal (CHETRITE et al., 2000), assim, a inibição 

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

de mama positivo para receptores hormonais. 

Existem duas modalidades de tratamento farmacológico para prevenir os 

efeitos do estrógeno, fármacos que têm como alvo os receptores de estrógeno 
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atuando como antagonistas destes, como o tamoxifeno, e fármacos conhecidos 

como inibidores da aromatase, que inibem a biossíntese do hormônio (MILLER et 

al., 2008). Os inibidores da aromatase podem ser classificados em duas categorias: 

esteróides ou tipo I e não-esteróides ou tipo II. Os compostos esteróides são 

análogos dos substratos naturais da aromatase, a androstenediona e a testosterona, 

e ligam-se à enzima através de uma ligação covalente irreversível o que resulta em 

sua inativação permanente, enquanto os compostos não-esteróides interagem de 

forma reversível com a aromatase e a inativação sustentada da enzima depende da 

presença constante do fármaco (OSBORNE; TRIPATHY, 2005). Ainda, de acordo 

com a cronologia do seu aparecimento os inibidores da aromatase designam-se 

como de 1ª, 2ª e 3ª geração.  

O desenvolvimento dos inibidores da aromatase proporcionou uma alternativa 

para terapia endócrina adjuvante de mulheres pós-menopáusicas com câncer de 

mama e resultou no delineamento de pesquisas clínicas com o propósito de avaliar a 

eficácia e segurança deste grupo de fármacos em comparação ao tamoxifeno, 

fármaco padrão para o tratamento adjuvante desta neoplasia (BAUM et al., 2002). 

Em relação à eficácia, uma meta-análise delineada por DOWSETT et al., (2010) 

demonstrou que a utilização de inibidores da aromatase como monoterapia ou em 

combinação com o tamoxifeno está associada à redução das taxas de recorrência 

do câncer de mama em comparação à monoterapia com tamoxifeno, além da 

redução da mortalidade devido à doença quando da combinação de inibidores da 

aromatase com o tamoxifeno. No que concerne à segurança, Amir et al. (2011) a 

partir de uma revisão sistemática com meta-análise concluíram que, comparado ao 

tamoxifeno, o uso de inibidores da aromatase em mulheres pós-menopáusicas com 

câncer de mama em estágio inicial aumenta a probabilidade do desenvolvimento de 

problemas cardiovasculares e fraturas ósseas, assim como diminui o risco de 

trombose venosa e carcinoma endometrial.  

A partir dessa meta-análise (AMIR et al., 2011) percebe-se, portanto, que os 

inibidores da aromatase interferem no metabolismo ósseo, aumentando a taxa de 

fraturas nas pacientes em uso desses medicamentos. Os achados concernentes a 

esse assunto podem ser encontrados em estudos longitudinais que comparam 

fármacos inibidores da aromatase específicos ao tamoxifeno, delineados por 

grandes grupos de pesquisa. O letrozol, por exemplo, é avaliado por um grupo de 
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pesquisa denominada “Breast International Group (BIG) 1-98” (COATES et al., 

2007), o exemestano por “Intergroup Exemestane Study (IES)” (COOMBES et al., 

2007) e o anastrozol por um grupo denominado “The Anastrozole or Tamoxifen 

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

 

Anastrozol 

O anastrozol (Arimidex®), que está no mercado desde 1995, é um potente 

inibidor da aromatase administrado por via oral. É classificado como inibidor da 

aromatase não-esteróide de terceira geração e reduz substancialmente a 

concentração de estrógeno em mulheres pós-menopáusicas com câncer de mama 

positivo para receptores hormonais (GEISLER et al., 1996). A eficácia e a segurança 

do anastrozol em comparação ao tamoxifeno têm sido amplamente avaliadas por um 

grupo de pesquisa denominada grupo ATAC (The Anastrozole or Tamoxifen Alone 

or in Combination), tendo sido sua primeira publicação no ano de 2002 (BAUM et al., 

2002). No primeiro momento deste ensaio clínico, concluiu-se que o anastrozol era 

uma opção efetiva e bem tolerada para o tratamento farmacológico endócrino de 

pacientes com câncer de mama com receptores positivos para hormônio, uma vez 

que em comparação ao tamoxifeno aumentava a sobrevida livre de doença e 

diminuía a incidência de câncer de mama contralateral, além de reduzir a incidência 

de efeitos colaterais, tais como câncer endometrial, sangramento vaginal, eventos 

cerebrovasculares e tromboembólicos (BAUM et al., 2002). No entanto, já com estes 

primeiros resultados foi demonstrado que o tratamento com anastrozol aumentava 

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

2002). Rastelli et al. (2011) também relataram tais desordens musculoesqueléticas, 

incluindo dores musculares, em pacientes que estavam utilizando o anastrozol.  

As publicações seguintes do estudo desenvolvido pelo grupo ATAC 

mostraram resultados semelhantes à primeira no que concerne à eficácia e à 

segurança do anastrozol quando utilizado como tratamento adjuvante do câncer de 

mama em mulheres pós-menopáusicas (BAUM et al., 2003; HOWELL et al., 2005; 

FORBES et al., 2008; CUZICK et al., 2010). É interessante ressaltar que apesar do 

anastrozol promover maior sobrevida livre de doença, aumentar o tempo de 

recorrência e reduzir os casos de câncer de mama contralateral, bem como os de 
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metástases, a taxa de mortalidade total mostrou-se semelhante a do grupo de 

pacientes tratadas com tamoxifeno durante 10 anos de estudo (CUZICK et al., 

2010). No entanto, o conjunto de dados demonstram a eficácia e segurança 

superiores do anastrozol em longo-prazo quando comparado ao tamoxifeno. É 

importante ressaltar ainda que a literatura relata três casos clínicos em que a 

utilização de anastrozol promoveu alterações hepáticas significantes, como hepatite 

(ZAPTA et al., 2006; DE LA CRUZ et al., 2007; INNO et al., 2011). Entretanto, efeitos 

adversos decorrentes do uso do anastrozol nas funções renal e esplênica não foram 

ainda descritos. De fato, a terapia com anastrozol mostrou-se segura em um 

paciente que fazia hemodiálise (LANGENEGGER et al., 2006). 

Especificamente sobre o efeito do anastrozol no osso, em todas as 

publicações do grupo ATAC foi relatada a ocorrência aumentada de fraturas devido 

ao tratamento com anastrozol (BAUM et al., 2002; BAUM et al., 2003; HOWELL et 

al., 2005; FORBES et al., 2008; CUZICK et al., 2010), que pode ser explicada pela 

importância do estrógeno no metabolismo ósseo (EASTELL et al., 2006). Desde o 

início deste ensaio clínico, os pesquisadores envolvidos sugeriram que a menor taxa 

de fraturas em pacientes tratadas com tamoxifeno devia-se ao efeito protetor deste 

fármaco no osso (BAUM et al., 2002). Além disso, durante 10 anos deste estudo 

observou-se que o número de fraturas no quadril foi semelhante entre ambos os 

grupos de tratamento (BAUM et al., 2002; BAUM et al., 2003; HOWELL et al., 2005; 

FORBES et al., 2008; CUZICK et al., 2010), sugerindo que o efeito do anastrozol 

pode ser maior em determinados ossos. Ainda, a ocorrência aumentada de fraturas 

não perdura após o término do tratamento com anastrozol (CUZICK et al., 2010). No 

entanto, tais achados clínicos durante a terapia endócrina com anastrozol são 

importantes, de forma que protocolos sugerem o uso de bisfosfonatos por mulheres 

com baixa densidade mineral óssea que estão em tratamento com inibidores da 

aromatase, incluindo o anastrozol (REID et al., 2008).  

No ano de 2006, também foram publicados pelo grupo ATAC resultados a 

respeito do efeito do anastrozol e do tamoxifeno, bem como da associação destes 

dois medicamentos, na densidade mineral óssea e em marcadores do turnover 

ósseo, indicando que o tratamento com anastrozol diminui a densidade mineral 

óssea no decorrer de 1 e 2 anos, enquanto o tamoxifeno aumenta esta densidade 

(EASTELL et al., 2006). Ainda, a densidade mineral óssea de pacientes que 
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receberam anastrozol apresentou-se menor que em pacientes tratadas com 

tamoxifeno ou com ambos os fármacos, nos dois momentos avaliados. Essa 

redução de densidade mineral óssea no grupo tratado com anastrozol foi 

acompanhada pelo aumento de marcadores do turnover ósseo, aumentando alguns 

marcadores de reabsorção e de formação óssea (EASTELL et al., 2006). Outros 

estudos também têm demonstrado a redução da densidade mineral óssea em 

mulheres com câncer de mama e em uso do anastrozol (RASTELLI et al., 2011), 

justificando os efeitos deste fármaco na integridade óssea e no risco aumentado de 

fraturas não, somente, por este achado, mas também por ele estar relacionado com 

a redução da quantidade de osso cortical (SZABO et al., 2011).  

Assim, considerando que a deficiência de estrógeno afeta a resposta 

inflamatória e o metabolismo ósseo, associado ao fato que o anastrozol aumenta o 

número de fraturas em mulheres pós-menopáusicas, e que a periodontite é 

caracterizada por um processo inflamatório, a qual resulta em perda óssea alveolar, 

objetivou-se avaliar se o anastrozol afeta a perda óssea alveolar na periodontite 

induzida em ratas ovariectomizadas.  
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2 PROPOSIÇÃO 

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito do anastrozol na perda óssea 

alveolar na periodontite induzida em ratas ovariectomizadas. Sendo assim, os 

objetivos específicos foram:  

 Avaliar o efeito do anastrozol (ANA) no periodonto através de análise 

macroscópica do osso alveolar; 

 Avaliar o efeito do ANA no periodonto através de análises histológicas 

do periodonto; 

 Avaliar o efeito ANA no periodonto através de análise da atividade de 

mieloperoxidase; 

 Avaliar o efeito sistêmico do ANA através da análise bioquímica da 

função hepática; 

 Avaliar o efeito sistêmico do ANA através da análise macroscópica do 

fígado, rim e baço; 

 Avaliar o efeito sistêmico do ANA através da análise hematológica e 

variação de massa corpórea. 
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3 CAPÍTULO 

3.1 Capítulo 1 

Effects of anastrozole on ligature-induced periodontitis in ovariectomized rats. 

Iracema Matos Melo, Vilma Lima. 

 

Artigo a ser submetido para Calcified Tissue International.  
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Abstract (150 a 250 palavras) 

Estrogen has an important role in the inflammatory response and  bone metabolism may affect some bone 

diseases as periodontitis which is characterized by an inflammatory process that results in alveolar bone loss. 

Besides some drugs that inhibit the biosynthesis of estrogen as aromatase inhibitors cause a greater number of 

fractures and lower bone density. Thus, the aim of this study was to investigate whether anastrozole (ANA), a 

non-steroidal and third-generation aromatase inhibitor, affects the periodontitis in ovariectomized rats. For this, 

ANA (0.02, 0.1 and 0.5 mg/kg-v.o.) was evaluated in ligature-induced periodontits for 11 days in ovariectomized 

rats. Periodontitis was analyzed through macroscopy, histology and by myeloperoxidase (MPO) activity. Serum 

dosage of estrogen, leukogram, corporal mass variation and liver, renal and spleen functions were also analyzed. 

The ovariectomy reduced the serum levels of estrogen after 14 days, but did not worsen the periodontitis nor 

increase MPO activity when compared to sham ovariectomized (S-OVX) animals. ANA did not increase 

alveolar bone loss (ABL), but increased the MPO activity. The ovariectomy combined or not with ANA did not 

promove any changes in liver, renal or spleen functions, but caused leukocytosis promoved by mononuclear cells  

on the 11
th

 day. Ovaricetomized animals that received saline (SAL) also showed more gain of corporal mass and 

ANA weight curve  was similar to SAL curve. In conclusion, although the estrogen reduction for 25 days and the 

administration of anastrozole for 11 days did not increase the ABL, the ANA increased the MPO activity.  

Keywords Ovariectomy, anastrozole, estrogen, inflammation, periodontitis, rats. 
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INTRODUCTION 

Estrogen deficiency was shown to increase bone remodeling [1] and to affect immune [2] and 

inflammatory [3] responses. In animals, the acute effects of estrogen deprivation are modeled by ovariectomy 

(OVX) that, like menopause in humans, stimulates bone resorption by increasing osteoclast formation [4] and 

life-span of this cell [4, 5]. It has been reported that the cytokine responsible for augmented osteoclastogenesis 

during estrogen deficiency is the Tumor Necrosis Factor (TNF), since the OVX upregulates T cell TNF 

production primarily by increasing the number of TNF-producing T cells [6]. Besides, it has been shown that 

estrogens stimulates gene expression and protein production of osteoprotegerin (OPG) in osteoblasts [7], and 

supress RANK-ligand (RANKL) induced osteoclast differentiation [8]. Thus, during estrogen deficiency, OPG 

synthesis will be down-regulated and RANKL, which was increased, will cause osteoclast activation [9]. 

Biosynthesis of estrogen is catalyzed by the cytochrome P450 aromatase enzyme, which catalyzes a complex 

reaction sequence that results in the conversion of androgens, namely testosterone and androstenedione, into 

estrogens, estradiol, and estrone, respectively [10]. This enzyme is expressed in a variety of tissues, such as 

ovary [11], placenta [12], vascular tissue [13], bone [14], mesenchymal cells of the mammary adipose tissue 

[15], brain [16], and liver [17], and in postmenopausal women, the major source of estrogen is extragonadal sites 

[18]. On the other hand, expression and activity of aromatase are greatly increased in malignant as compared to 

normal breast tissue. Besides, intratumoral concentrations of estrogens are also significantly higher than in 

surrounding normal tissues in breast cancer specimes [19]. Thus, inhibition of aromatase is an  appealing target 

for breast cancer therapy. In fact, aromatase inhibitors are drugs that inhibit the peripheral conversion of 

androgens to estrogens in postmenopausal women [20]. Anastrozole (Arimidex™), which became available in 

1995, is a potent orally active, highly selective, non-steroidal and third-generation aromatase inhibitor that 

substantially reduces estrogen concentration in postmenopausal women with breast cancer [20]. The efficacy and 

safety of this drug have been extensively evaluated by a research group called ATAC (The Anastrozole or 

Tamoxifen Alone or in Combination). The results of this trial have shown that the use of anastrozole is 

associated with a greater number of fractures [21-25]. Patients treated with anastrozole also show lower bone 

density [26], which can be important, specially for patients with some bone diseases, as periodontitis and others. 

Periodontitis is a prevalent oral disease characterized by destruction of conective tissue and alveolar 

bone loss [27, 28]. The immune and inflammatory responses are critical to the pathogenesis of periodontitis and 

are shaped by a number of host-related factors such as neutrophil and cytokines activities [28, 29]. It has been 

reported that some diseases or systemic conditions may influence the progression and severity of periodontal 

disease, as diabetes [30], rheumatoid arthritis [31] and menopause [32]. In relation to menopause, estrogen 

causes an increase in OPG expression and decreased RANKL expression in periodontal ligament cells via 

estrogen receptor beta, suggesting that estrogen may play an important role in exerting antiresorptive effects on 

alveolar bone [33]. Considering that estrogen deficiency may affect the inflammatory response and bone 

metabolism associated to the information that the anastrozole increases the number of fractures in 

postmenopausal women, and that periodontitis is characterized by an immune-inflammatory process that results 

in alveolar bone loss, we decided to investigate whether anastrozole affects the ligature-induced periodontitis in 

ovariectomized rats. 
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MATERIAL AND METHODS 

Animals 

 Forty two female Wistar rats (180 to 220 g) from the Federal University of Ceará breeding facility were 

used throughout the experiments. The animals were maintained on specific cages in temperature-controlled 

rooms and received water and food ad libitum. All procedures and animal treatment were previously approved 

by Institutional Ethics Committee of Federal University of Ceará, Fortaleza-CE, Brazil (Protocol number 69/11).  

 

Experimental protocol 

 Initially, on the day -14, the animals had their ovaries removed or only exposed for the simulation of 

surgical stress. The ovariectomy surgery was performed as Anbinder et al. (2007) [34] with some modification, 

since a portion of the uterus was not removed. After anesthesia with chloral hydrated (300 mg/kg, i.p.), and 

trichotomy of the abdominal region, the skin and musculature were incised longitudinally below the last rib, and 

the ovary was identified and exposed. In the ovariectomized animals, after hemostasis through ligation of uterine 

tubes, ovaries were excised together surrounding fatty tissue. In the sham ovariectomized animals, the ovaries 

were replaced. After 14 days of ovariectomy [35], on day 0, the periodontitis was induced as described by Lima 

et al. (2000) [36]. A nylon (000) thread ligature was placed around the cervix of the second left and right upper 

molar of rats anesthetized with chloral hydrated (300 mg/kg, i.p.). The ligature was then knotted on the 

vestibular side of the tooth, resulting in a subgingival position on the palatal side and supragingival on the buccal 

side. The animals were sacrificed after 11 days of periodontitis induction or 25 days of ovariectomy by offset 

cervical, on day 11.  

 

Experimental groups 

Initially, animals were divided into three groups, Normal, S-OVX and OVX. The Normal (n = 7) group 

did not undergo ovariectomy; S-OVX (n = 7) and OVX (n = 28) were submitted to sham surgery and to bilateral 

ovarietomy, respectively. Briefly the periodontitis induction, the OVX group was divided into four groups with 

seven animals each: saline (SAL), that received by gavage sterile saline solution 0.9% (2 ml/kg) 30 minutes 

before the ligature, and daily for ten days following; anastrazole 0.02 mg/kg (ANA 0.02), anastrazole 0.1 mg/kg 

(ANA 0.1) and anastrozole 0.5 mg/kg (ANA 0.5), which received by gavage anastrozole (Arimidex
TM

, 

Astrazeneca, Newark, DE, USA) dissolved in 0.9% saline solution at doses of 0.02, 0.1 and 0.5 mg/kg [37, 38], 

respectively, 30 minutes before the ligature, and daily for 10 days following, always at the same time. The 

animals of S-OVX group also received by gavage sterile saline solution 0.9% (2 ml/kg) 30 minutes before the 

ligature, and daily for 10 days following. The Normal group did not receive any treatment or saline.  

 

Serum dosage of estradiol 

 On days -14, 0 and 11 blood samples were collected from orbital plexus of ovariectomized animals that 

received saline by heparinized microcapillary tubes, centrifuged (1,800 g x 10 min), and the supernatants were 

stocked at -80 ºC until dosage of estradiol. Estradiol serum concentration was quantitated by automated 

chemiluminescence assay (Advia Centaur XP Siemens) with a sensitivity of 7.0 pg/ml.  
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Macroscopic study of bone tissue 

The animals were sacrificed after 11 days of periodontitis induction by offset cervical, and maxillae 

removed and fixed in 10% neutral formalin for 24 h. The left maxillary half of all groups was then dissected, and 

stained with aqueous methylene blue (1%) in order to differentiate bone from teeth. In order to quantify alveolar 

bone loss (ABL), hemimaxillae were suitably placed in microscope slides to be photographed with a digital 

camera Nikon
™

 (Nikon D40, Melville, NY, USA). The acquired image was sent to the computer program Image 

J (ImageJ 1.44p, National Institute of Health; EUA) for alveolar bone loss analysis, which was measured using a 

modified method described by Goes et al. (2010) [39]. For this, measurements were made along the region 

between the cemento-enamel junction and the alveolar bone crest by an experienced and calibrated examiner in a 

single-blind fashion. All obtained images were compared to millimeter well-known area (0.5x0.5 mm
2
). 

 

Histological procedures  

The animals were sacrificed after 11 days of periodontitis induction by offset cervical, and maxillae 

removed and fixed in 10% neutral formalin for 24 h. The right maxillary half of Normal, S-OVX, SAL and ANA 

0.5 were demineralized in 7% formic acid (Merck
®
, Jacarepaguá, RJ, Brazil) for 10 days. Following this, the 

specimens were dehydrated, embedded in paraffin, and sectioned (sections of 4 m thickness) along the molars 

in a mesio-distal plane for Hematoxylin and Eosin stain. 

 

Histometric analysis 

The furcation area of the second molars was evalueted by light microsocopy (x40) and an image was 

taken of this region. The acquired image was sent to the computer program Image J (ImageJ 1.44p, National 

Institute of Health; EUA) for alveolar bone loss analysis. For this, three linear measurements were made between 

the bone crest and the tooth surface. All obtained images were compared to millimeter well-known measurement 

(1 mm). 

 

Histological analysis 

The histological analysis was made as previously described [36, 40]. The area between the first and 

second molars, where a ligature had been placed, was evaluated by light microscopy (x40 and x400). Parameters 

such as inflammatory cell influx, osteoclast number, and alveolar bone and cementum integrity were analyzed by 

an experienced and calibrated histologist in a single-blind fashion and graded using a well described score 

system as follows: Score 0: absence of or only discrete cellular infiltration (inflammatory cellular infiltration is 

sparse and restricted to the region of the marginal gingiva), few or absence of osteoclasts, preserved alveolar 

process and cementum; Score 1: moderate cellular infiltration (inflammatory cellular infiltration present all over 

the insert gingiva), presence of some osteoclasts, minor alveolar process resorption and intact cementum; Score 

2: accentuated cellular infiltration (inflammatory cellular infiltration present in both gingival and periodontal 

ligament), presence of osteoclasts, accentuated degradation of the alveolar process, and partial destruction of 

cementum; Score 3: accentuated cellular infiltration and total destruction of alveolar process and cementum. The 

data were expressed as the median value followed by range (smaller-larger) of scores [36, 40].  

http://www.whonamedit.com/synd.cfm/2627.html
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Myeloperoxidade (MPO) activity 

MPO activity, a marker for neutrophil presence in inflamed tissue, was also evaluated in sample of 

gingival tissue, using methodology described by Lima et al. (2005) [41]. At sacrifice, Normal, S-OVX, SAL and 

ANA 0.5 groups of animals had a sample of their challenged gingival of left maxillary half removed for analysis 

of MPO activity. The specimens were stored at -80 
o
C until required for assay. For this, the gingival was 

weighed and triturated using a polytron Ultraturrax in ice-cold buffer solution [50 mM NaPO4, 0.5% (w/v) 

hexadecyltrimethylammonium bromide (H-TAB) solid] homogenized, frozen and thawed, and centrifuged at 4 

ºC for 20 min (2,717 g). After that, the aliquot was centrifuged (2,717 g) for 10 minutes at 4 °C and held the 

determination of the MPO activity following the kinetics of the reaction front to hydrogen peroxide. In a 96-

channels 7 µl of supernatant from each sample and 200 µl of coloring reagent were added and prepared just 

before use and composed of ortho-dianisidine hydrochloride (0.167 mg/ml) and hydrogen peroxide (H2O2) 

0.0005% (w/v) in phosphate buffer (50 mM, pH 6.0). Then, the MPO activity was determined by reading 

absorbance at 450 nm and values were expressed as amount of MPO activity per gram of tissue. 

 

Systemic parameters  

Serum dosage of Transaminases (AST and ALT) 

On day 11 of the assay, blood samples were collected from orbital plexus of Normal, S-OVX, SAL and 

ANA 0.5 groups of animals by heparinized microcapillary tubes, centrifuged (1,800 g x 10 min), and the 

supernatants were stocked at -80 ºC until biochemical analysis. Liver function was evaluated through serum 

dosage of Aspartate aminotransferase (AST) and Alanine aminotransferase (ALT). Specific kits were used, and 

methodology followed manufacturer orientations (Labtest


, Lagoa Santa, MG, Brazil).  

 

Liver, renal and spleen indexes 

At sacrifice, the liver, left kidney and spleen of Normal, S-OVX, SAL and ANA 0.5 groups of animals 

were removed and weighed. Values were expressed as the index of the respective organ (wet weight of each 

organ divided by the weight of the animal on the day of sacrifice) [42].  

Leukogram  

On days -14, 0 and 11 the leukogram of Normal, S-OVX and OVX (SAL and ANA 0.5) groups of 

animals were made. The method used for the analysis of white blood cell counts, as well as its subpopulation 

(neutrophil and mononuclear cells) was as follows: 20 l of blood, taken from the rat tail, was added to 380 l 

Turk solution. Total white blood cell counts were performed using a Neubauer chamber and the differential 

counts were made using smears stained by rapid Instant Prov Stain Set
®
 (Newprov Produtos para Laboratório; 

Pinhais, PR, Brazil).  

 

Corporal mass variation 

Animals of Normal, S-OVX, OVX (SAL and ANA 0.5) groups had their body mass measured 

throughout the experimental period. Values were expressed as corporal mass variation with respect to its initial 

mass or the mass prior to induction of periodontitis, as appropriated 
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Statistical analysis 

The data were presented as mean±standard error of the mean (SEM) or median (and range), where 

appropriate. Analysis of variance (Anova) followed by Bonferroni’s test were used to compare means, and 

Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used to compare medians. A P < 0.05 value was considered as 

indicating significant differences. All calculations were performed using GraphPad Prism 5 software (GraphPad 

Prism
™

, Inc., San Diego, CA, USA).  
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RESULTS 

 The removal of the ovaries significantly reduced (P < 0.05) the amount of circulating estrogen after 14 

days of ovariectomy by 31.2%, when compared to baseline levels, and that lasted until the 11
th

 day after the 

induction of periodontitis by 33.2% (Fig. 1). Macroscopically, the experimental periodontitis induced by ligature 

around the cervix of second upper molars of rats during 11 days caused a significant (P < 0.05) alveolar bone 

loss in Sham ovariectomized (S-OVX) animals when compared to Normal group (Table 1) inducing root 

exposition and furcation lesion (Fig. 2a and d). The reduction of seric estrogen promoted by ovariectomy did not 

increase alveolar bone loss in ovariectomized animals that received saline (SAL), when compared to S-OVX 

group (Table 1), with macroscopic aspect similar to that observed in S-OVX group (Fig 2d and g). To 

corroborate these data, the second molar furcation area was evaluated by histometry, and it was observed that the 

ligature induced a significant (P < 0.05) alveolar bone loss in S-OVX animals by 287.5%, when compared to 

normal group (Table 1). Besides, ovariectomy did not increase bone loss in the furcation area compared to S-

OVX (Table 1). Histological analysis (Table 1) also showed significant (P < 0.05) differences in the area 

between the first and second molars of rats submitted to periodontitis and Normal animals. The ligature caused 

an important cell infiltration and intense destruction of alveolar bone, cementum and periodontal ligament after 

11 days of periodontitis in S-OVX (Fig. 2e and f) and SAL (Fig. 2h and i) animals , receiving median scores of 3 

(1-3) and 2 (1-3), respectively, compared to Normal maxillae (Table 1), which presented minimal cell infiltration 

and alveolar bone, cementum and periodontal ligament preservation (Fig. 2 b and c), receiving a median score of 

0 (0-1). There were no significant histological differences between groups S-OVX and SAL (Table 1). In 

addition, the 11 days of experimental periodontitis showed an increase (P < 0.05) of myeloperoxidase (MPO) 

activity in gingival tissues in both S-OVX and SAL groups, when compared to normal rats (Fig. 3), by 409.2% 

and 411.8%, respectively. The reduction in seric estrogen induced by ovariectomy seemed in SAL group did not 

increase MPO activity when compared to S-OVX group, even under periodontitis (Fig. 3).  

 Systemically, the analysis of serum levels of transaminase aspartate aminotransferase (AST) and alanine 

aminotransferase (ALT) showed no change after 25 days of experiment when compared to Normal group, which 

was not submitted to ovariectomy nor to periodontitis (Table 2). In accordance to these findings S-OVX and 

SAL groups showed no significant changes in liver index (Table 2). The renal and spleen indexes of the S-OVX 

and SAL animals also showed no change in these organs (Table 2). The sham ovariectomy and ovariectomy 

surgeries caused an important (P < 0.05) leukocytosis observed from day 0, day of periodontitis induction, until 

day 11 compared to day -14 and to normal group on the 11
th

 day (Fig. 4a). The leukocytosis in S-OVX group 

was due to neutrophilia on days 0 and 11 (Fig. 4c), whereas in ovariectomized animals (SAL) on day 11 

lyphomonocytosis was also observed (Fig. 4e). The experimental peridontitis did not increase the number of total 

leukocytes (Fig. 4a and b), neutrophils (Fig. 4c and d) or mononuclear cells (Fig. 4e and f)  on day 11 when 

compared  to the time before the ligature (day 0). After sham ovariectomy and ovariectomy surgeries, the 

animals showed reduction of corporal mass, following the normal curve of weight in the 5
th

 and 6
th

 days after 

this procedure for SAL and S-OVX animals, respectively (Fig. 5a). Besides, SAL group gained more weight (P 

< 0.05) than S-OVX group, showing a tendency (P > 0.05) to gain more weight than the animals in normal group 

(Fig. 5a). The animals submitted to periodontitis (SAL and S-OVX) also presented reduction of body weight 
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after placement of the ligature, but while the S-OVX animals only followed the normal curve on the 3
rd

 day after 

ligature, SAL animals remained with the weight similar to the normal group (Fig. 5a).  

Effect of anastrozole (ANA) 

 Table 1 shows the macroscopic aspect of the effect of anastrozole (ANA 0.02, 0.1 or 0.5 mg/kg-v.o.) in 

ovariectomized animals submitted to 11 days of experimental periodontitis. It was observed that anastrozole did 

not increase alveolar bone loss compared to ovariectomized animals that received saline (SAL) only, showing 

root exposition and furcation lesion similar to that observed in SAL group (Fig. 2g and j). Complementarily to 

these analyses, the histometric study confirmed that the reduction of seric estrogen promoted by ovariectomy 

combined with anastrozole did not increase bone loss in the furcation area compared to SAL (Table 1). This 

table also shows that the highest dose of anastrazole (ANA 0.5 mg/kg-v.o.) in the periodontium did not increase 

the cell infiltration, destruction of the alveolar bone, the cementum or the periodontal ligament in interproximal 

region on the 11
th

 day, when compared to SAL group. However, the daily administration of ANA 0.5 mg/kg-v.o. 

by the same time demonstrated an important (P < 0.05) increase in myeloperoxidase (MPO) activity in gingival 

tissues, when compared to SAL animals (Fig. 3), by 269.3%.  

Systemically, anastrozole (ANA 0.5 mg/kg-v.o.) did not show significant changes in serum levels of 

AST and ALT (Table 2) compared to SAL or Normal levels. To confirm the liver function, its respective index 

was assessed and this analysis showed no important alteration (Table 2) when compared to SAL or Normal 

groups. The highest dose of anastrozole also did not cause any changes in renal and spleen indexes compared to 

the respective indexes of SAL or Normal groups (Table 2). According to these findings, anastrozole (ANA 0.5 

mg/kg-v.o.) caused no significant changes in the number of total leukocytes (Fig. 4b), neutrophils (Fig. 4d) or 

mononuclear cells (Fig. 4f) when compared to the non treated group (SAL) or immediately before the beginning 

of this treatment (day 0). Besides, the group of rats treated with anastrozole (ANA 0.5 mg/kg-v.o.) showed an 

initial corporal mass loss(P < 0.05) after placement of the ligature compared to Normal body weight curve, but 

did not cause any alteration in mass corporal variation compared to SAL (Fig. 5b). 
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DISCUSSION 

In this study, we have shown that 14 days after ovariectomy, the serum levels of estradiol decreased 

significantly and remained low for the next 11 days. These data are in accordance with a previous study 

demonstrating that one week after removal of the ovaries, the serum levels of estradiol dropped rapidly and 

remaind stable for 3 weeks following [35]. Biosynthesis of this hormone is catalyzed by aromatase enzyme [10], 

which is expressed in a variety of tissues, not only in the ovaries [18]. Thus, the use of anastrozole (Arimidex™), 

a potent orally active, highly selective, non-steroidal and third-generation aromatase inhibitor promotes a further 

reduction in the concentration of estrogen in postmenopausaul women [20]. Considering that the estrogen 

deficiency affects the bone metabolism, improving the process of bone resorption by increased osteoclast 

formation and life-span of this cell [4, 5], we decided to evaluate the effects of anastrozole in a short-term 

ligature-induced periodontitis in ovariectomized rats. The periodontitis was induced by ligature two weeks after 

ovariectomy as previously reported by Liu et al. (2010) [35] and coinciding with low levels of estrogen, but the 

reduction of the seric estrogen promoted only by ovariectomy did not increase the alveolar bone loss, nor 

cementum and periodontal ligament destruction or inflammatory infiltration in rats submitted to 11 days of 

periodontitis. Although studies show that estrogen deficiency in ovariectomized rats is associated with increased 

alveolar bone loss [35, 43], other studies did not find significant differences between ovariectomized and sham 

ovariectomized rats under periodontitis with respect to the alveolar bone loss, even with 30 days of ligature [44, 

45]. Besides, it was found that the reduction in the synthesis of estrogen promoted by ovariectomy associated to 

anastrozole did not increase bone loss, cell infiltration, destruction of cementum and periodontal ligament. The 

effect of anastrozole had not yet been evaluated in a periodontitis model, then these data are important because 

although clinical studies show that this drug is associated to a greater number of fractures [21-25] and lower 

bone density [26], its use did not affect a short-term of experimental periodontits. Additionally, in contradiction 

with the clinical results this drug and letrozole applied in intact female rats for 16 weeks did not change femoral 

and vertebral bone mineral density [38]. Besides, in ovariectomized rats, the anastrozole did not abrogate 

androstenedione-induced bone protective effect [46]. Thus, the clinical and experimental findings to anastrozole 

are apparently different. Since there was no difference between doses of anastrozole in the macroscopic study of 

alveolar bone loss, the highest dose tested of this drug was chosen for remaining analyzes, including for systemic 

evaluation.  

The myeloperoxidase (MPO) activity in gingival tissue was performed to confirm the findings about the 

inflammatory process underlying periodontitis since this enzyme is used as a marker for neutrophil presence in 

inflamed tissue [41]. In accordance to histological results that revealed an intense inflammatory infiltrate in 

animals submitted to periodontitis, the ligature of the second molar for 11 days increased MPO activity 

compared to Normal animals. Although the histological pattern of the animals that received anastrozole has been 

similar to no treated animals (S-OVX and SAL), the MPO activity in gingival tissue was significantly higher in 

those animals, suggesting that ovariectomy associated with anastrozole administration were able to increase the 

activity of this enzyme. In fact, the literature shows the role of estrogen in the inflammatory process, including 

the reduction in MPO activity by supraphysiological doses of 17β-estradiol in mice with colitis induced by 

dinitrobenzene sulfonic acid [47] and the increase in MPO levels aggravated by ovariectomy in sepsis model 

[48]. This is an important finding, because although the alveolar bone loss had not been affected by 11 days 
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anastrozole administration, this drug increased MPO activity in this period, suggesting that anastrozole increased 

neutrophil presence in gingival tissue. Besides, this cell participates in the process of bone destruction that is 

hallmark of periodontitis through release of oxygen radicals, which are considered responsible for osteoclst 

activation [49]. Therefore, the short-time administration of anastrozole in spite of not having caused greater 

alveolar bone loss, increased the inflammatory response underlying to resorptive bone process of periodontitis.  

Systemically, although the literature reports three cases of hepatoxicty due to anastrozole [50-52] the 

low levels of estrogen induced by ovariectomy alone or combined with anastrozole did not cause any alteration 

in liver function, demonstrated by the respective index and by liver transaminases levels. The ovariectomy alone 

or combined with anstrozole also did not induce any changes in renal and splenic functions, showed by their 

indexes. The surgical procedures of sham ovariectomy and ovariectomy promoted an important leukocytosis due 

to an increase in neutrophils, suggesting that surgical manipulation of the animals caused these changes. 

However, on day 11, the amount of mononuclear cells in ovariectomized animals was significantly higher when 

compared with normal animals or with their baseline values. This increase in the number of mononuclear cells 

can be explained by the estrogen deficiency effect in the production of lymphocytes. Although our results did not 

show changes in spleen index, studies have shown that ovariectomy increases the frequency of T and B cells in 

the bone marrow and in the secondary lymphoid organ as spleen [2, 53]. Besides, the periodontitis induction and 

combination of anastrozole with ovariectomy did not promote any alteration in the number of leukocytes, thus 

the data indicate that the administration of anastrozole for 11 days did not increase the effect of estrogen 

reduction on leukogram of animals. The sham ovariectomy and ovariectomy surgeries even as periodontitis 

induction induced an initial corporal mass loss. In fact surgical procedures can induce corporal mass loss in 

animals, in accordance to this Lima et al. (2004) [40] observed that periodontitis induction caused weight loss. 

However, ovariectomized rats showed a tendency to gain more corporal mass than normal animals and gained 

more weight than S-OVX rats. Moreover, anastrozole group presented similar body weight curve to 

ovariectomized animals that received saline. Other experimental studies show that low levels of estrogen are 

associated with more gain corporal mass and obesity in female and male animals [54, 55]. Stubbins et al. (2011) 

[56] also show that ovariectomized mice had a higher propensity of gaining weight and adipocyte diameter even 

as estrogen supplementation caused minimal change in body weight, similar to non ovaricetomized mice, and 

decreased adipocyte diameter. 

In conclusion, although 25 days of ovariectomy alone or combined with the administration of 

anastrozole for 11 days did not increase the alveolar bone loss in a short-term ligature-induced periodontitis in 

rats, the ovariectomy combined with anastrozole increased the myeloperoxydase activity, which indicates an 

increase in the inflammatory response underlying to resorptive bone process of periodontitis.  
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Fig. 1 Effect of ovariectomy on serum levels of estradiol. Ovariectomized animals that received saline (Saline 

group) were examined at days -14, 0 and 11. Data represent the mean value ± standard error of the mean (SEM) 

of estradiol x pg/ml of 4 animals. 
*
P < 0.05 compared to day -14 [Analysis of variance (anova) and Bonferroni’s 

test].  
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Figure 2 

 

 

                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Macroscopic and Histological aspects of Normal rat maxilla (a, b and c) or periodontium of Sham 

ovariectomized (d, e and f) animals submitted to ligature-induced periodontitis or Ovariectomized animals also 

submitted to ligature-induced periodonititis, receiving by gavage (v.o.) Saline (g, h and i), or Anastrozole 0.5 

mg/kg (ANA) (j, k and l), respectively. Animals received Saline or ANA, 30 min before periodontitis induction, 

and daily for 11 d. After the animals were killed, the left maxillary half were then processed for macroscopic 

analysis comparing the area between the cemento-enamel junction and the alveolar bone crest to a well known 

area (0.5 x 0.5 mm
2
). For histological analyses, the right maxillary half maxillae were processed for 

Hematoxylin and Eosin staining (40 x and 400 x magnification). g, pl, c, d and ab mean gengivae, periodontal 

ligament, cementum and alveolar bone, respectively. Asterisks indicate leukocyte infiltration. 
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Figure 3 

                             

Normal S-OVX SAL ANA 0.5
0

5

10

15

20

OVX

Periodontitis

(mg/kg)

# #

#,
*P < 0.05 *#

M
P

O
 a

c
ti

v
it

y 
(U

/m
g

 o
f 

g
in

g
iv

a
l)

 

Fig. 3 Effects of ovariectomy (OVX) and of anastrozole (ANA) on mieloperoxidase (MPO) activity per 

gram of gingival. The groups of animals Normal, Sham ovariectomized (S-OVX), Saline (SAL) and 

Anastrozole (ANA 0.5 mg/kg-v.o.) were examined at day 11. Bars represent the mean value ± standard 

error of the mean (SEM) of Myeloperoxidase (MPO) activity per gram of tissue of 7 animals per group.
 

#
P < 0.05 compared to Normal group and 

*
P < 0.05 compared to Saline (SAL). [Analysis of variance 

(anova) and Bonferroni’s test].  
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Figure 4 
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Fig. 4 Effects of ovariectomy (OVX) (a, c and e) and of anastrozole (ANA) (b, d and f) on leukocyte counts of 

rats. The groups of animals Normal, Sham ovariectomized (S-OVX) and Ovariectomized rats that received 

saline (OVX) were examined at days -14, 0 and 11 (a, c and e). The groups of ovariectomized animals that 

received Saline (SAL) and Anastrozole (ANA 0.5 mg/kg-v.o.) were examined at days 0 and 11. SAL and ANA 

0.5 mg/kg-v.o. were compared with values of all ovariectomized rats at day 0 ( - ) (b, d and f). Points or bars 

represent the mean value ± standard error of the mean (SEM) of total leukocytes (a and b), neutrophils (c and d) 

and mononuclear cells (e and f) x 10
3
/mm

3
. 

#
P < 0.05 compared to Normal and

 *
P < 0.05 compared to day -14. 

[Analysis of variance (anova) and Bonferroni’s test]. 
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Figure 5:  

                      

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Effects of ovariectomy (OVX) (a) and of anastrozole (ANA) (b) on corporal mass variation. The 

body weight of groups of animals Normal, Sham ovariectomized (S-OVX) and Ovariectomized rats that 

received saline (OVX) was measured daily for 25 days (a). The body weight of groups of ovariectomized 

animals that received Saline (SAL) and Anastrozole (ANA 0.5 mg/kg-v.o.) was measured daily for 11 days 

(b). Points represent the mean value ± standard error of the mean (SEM) of corporal mass variation (g) with 

respect to its initial mass. 
#
P < 0.05 compared to Normal group and 

*
P < 0.05 compared to S-OVX. 

[Analysis of variance (anova) and Bonferroni’s test]. 

 

a b 
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Table 1 

 

 

 

 

Table 1: Macroscopic, Histometric and Histopathological Analysis of Rat Maxillae submitted to Periodontitis. 

Groups 

Analysis 
Normal S-OVX 

 

SAL 

 

ANA 0.02 

mg/kg-v.o. 

ANA 0.1 

mg/kg-v.o. 

ANA 0.5 

mg/kg-v.o. 

 

Macroscopic 

 (mm
2
) 

- 5.28 ± 0.44
#
 4.68 ± 0.37

#
 5.15 ± 0.19

#
 5.40 ± 0.38

#
 5.08 ± 0.39

#
 

 

Histometric 

 (mm) 

0.08 ± 0.01 0.31 ± 0.05
#
 0.28 ± 0.03

#
 - - 0.29 ± 0.03

#
 

 

Histological  

(scores) 

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

#
 - - 2 (1-3)

#
 

Ovariectomy was performed and ligature-periodontitis was induced in rats. The groups of animals Normal, Sham 

ovariectomized (S-OVX), Saline (SAL) and Anastrozole (ANA 0.02, 0.1 and 0.5 mg/kg-v.o.) were examined at day 11. 

Macroscopic and histometric data represent the mean value ± standard error of the mean (SEM) of alveolar bone loss on 

vestinular side and on the furcation area, respectively, of 7 rats per group [Analysis of variance (anova) and Bonferroni tests]. 

For histological analysis, region between the first and second molars of right maxillary half in seven animals was considered. 

The data are expressed as the median value followed by range (smaller-larger) of scores [Kruskal-Wallis and Mann-Whitney 

tests]. 
#
P < 0.05 compared to Normal group. 
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Table 2 

 

 

 

 

Table 2: Effects of ovariectomy and of anastrozole (ANA) on systemic parameters of ovariectomized rats 

submitted to a periodontitis. 

             Groups 

Analysis                  Normal S-OVX SAL 
ANA 0.5  

mg/kg-v.o. 

AST (U/l) 161.7 ± 10.9 147.8 ± 7.5 133.4 ± 7.1 133.8 ± 10.7 

ALT (U/l) 95.0 ± 4.0 93.7 ± 8.5 98.6 ± 6.8 97.1 ± 9.5 

Liver index 0.035 ± 0.002 0.039 ± 0.002 0.033 ± 0.002 0.032 ± 0.001 

Renal index 0.003 ± 0.0001 0.003 ± 0.0001 0.003 ± 0.00009 0.003 ± 0.00005 

Spleen index 0.003 ± 0.0004 0.003 ± 0.0004 0.003 ± 0.0001 0.003 ± 0.0002 

Ovariectomy was performed and ligature-periodontitis was induced in rats. The groups of animals Normal, Sham 

ovariectomized (S-OVX), Saline (SAL) and Anastrozole (ANA 0.5 mg/kg-v.o.) were examined at day 11. Data 

represent the mean value ± standard error of the mean (SEM) of serum total transaminases aspartate 

aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) x U/l and of liver, renal and spleen indexes, 

calculated as ratio between the wet weight of organ and corporal mass of animal, of 7 rats per group. [Analysis 

of variance (anova) and Bonferroni’s test]. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A deficiência de estrógeno aumenta o processo de reabsorção óssea, 

potencialmente alterando doenças que afetam o metabolismo ósseo, como a 

periodontite, de forma que estudos experimentais em animais mostram que a 

remoção dos ovários está associada com o agravamento da periodontite induzida 

(DUARTE et al., 2004; LIU et al., 2010). Buscou-se, portanto, demonstrar que a 

redução nos níveis séricos promovida pela ovariectomia em ratas resultaria em 

maior perda óssea alveolar em modelo de periodontite induzida por ligadura. No 

entanto, o grupo de animais ovariectomizados apresentou perda óssea alveolar 

semelhante à do grupo de animais em que os ovários foram somente expostos e 

reposicionados na cavidade abdominal. Este resultado corrobora alguns estudos que 

também mostram que a indução da periodontite em ratas ovariectomizadas não 

aumenta a perda óssea alveolar (MARQUES et al., 2005; VAZIRI et al., 2007). 

Assim, sugerimos que em curto prazo, a redução estrogênica não afeta a perda 

óssea alveolar na periodontite induzida por ligadura em ratas.   

A respeito do efeito do anastrozol na periodontite, embora o seu uso na 

clínica para o tratamento do câncer de mama esteja associado a um número 

elevado de fraturas (BAUM et al., 2002) e a uma menor densidade mineral óssea 

(RASTELLI et al., 2011), a administração deste fármaco por 11 dias em ratas 

ovariectomizadas não aumentou a perda óssea alveolar na periodontite 

experimental. Apesar dos achados clínicos relatados, alguns estudos em animais 

também mostram que o tratamento com o anastrozol não esteve associado à 

redução da densidade mineral óssea (LEA; FLANAGAN, 1998; KUMRU et al., 2007). 

Acreditamos, portanto, que os achados clínicos e experimentais são conflitantes, 

pelo menos em parte, no que concerne ao efeito deste fármaco no metabolismo 

ósseo, o que pode ser explicado, no entanto, pelo maior tempo de utilização do 

anastrozol nos ensaios clínicos. Considerando que os achados clínicos mostram o 

risco de fratura mais elevado em determinados ossos (BAUM et al., 2002) e dada à 

escassez de estudos em animais que analisem o efeito do anastrozol no tecido 

ósseo, pareceu-nos importante a avaliação do efeito do anastrozol no osso alveolar. 

Assim, os resultados deste estudo são relevantes, pois demonstram que a utilização 

do anastrozol por 11 dias não esteve associada ao aumento da perda óssea 

alveolar. É interessante ressaltar os dados encontrados para atividade de 
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mieloperoxidase (MPO) nos animais tratados com anastrozol, embora a redução de 

estrógeno promovida pela ovariectomia não tenha aumentado a atividade dessa 

enzima, quando esta redução foi somada à administração do anastrozol, houve um 

aumento significativo da atividade de MPO, indicando o papel do estrógeno no 

processo inflamatório inclusive naquele subjacente à periodontite.  
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5 CONCLUSÃO 

 A ovariectomia por 25 dias, combinada com a administração de anastrozol por 

11 dias, apesar de não ter causado perda óssea alveolar significante na periodontite 

induzida por ligadura em ratas em um curto período de tempo, aumentou a atividade 

de MPO, o que denota aumento da resposta inflamatória presente.  
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APÊNDICES 

APÊNDICE A 

METODOLOGIA 

Animais 

Foram utilizados 42 ratos Wistar (Rattus novergicus) fêmeas, 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. Os ratos 

receberam ração comercial balanceada própria 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 pelo 

Comitê de Ética Institucional da Universidade Federal do Ceará-CE, Brasil (número 

de protocolo 69/11).  

  

Protocolo Experimental 

 A Figura 1 resume as atividades desenvolvidas durante todo o período 

experimental. Inicialmente, no momento denominado dia -14, os animais tiveram 

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

A cirurgia foi realizada com um método modificado de Anbinder et al. (2007), pois 

não foi retirada uma porção do útero. Após anestesia com hidrato de cloral (300 

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

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

expostos. Nos animais ovariectomizados, após a hemostasia, através de ligadura 

das tubas uterinas, 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. A camada de músculo e, 

posteriormente, a pele foram suturadas com fio de náilon (4.0). Após 14 dias da 

cirurgia de ovariectomia (LIU et al., 2010), no dia 0, a periodontite foi induzida como 
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descrito por Lima et al. (2000), através da inserção de um fio de náilon (3.0) em 

torno dos segundos molares superiores esquerdo e direito de uma rata sob 

anestesia com Hidrato de cloral (300 mg/kg-i.p.). Previamente à passagem do fio, 

uma guia foi utilizada nos espaços interproximais mesial e distal dos dentes citados. 

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). Antes da indução da 

periodontite, foi iniciada a administração diária de solução salina ou de anastrozol. 

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 11 dias após a indução da 

periodontite e 25 dias após a ovariectomia, no momento denominado dia 11.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Leucograma 
Amostras sanguíneas para 

dosagens bioquímicas 
Ovariectomia 

Dia -14 Dia 0 Dia 11 

Leucograma 
Amostras sanguíneas para 

dosagens bioquímicas 
Início da administração de 

salina ou anastrozol 
Indução da periodontite 

Leucograma 
Amostras sanguíneas para 

dosagens bioquímicas 
Sacrifício 

Remoção da gengiva 
Remoção das maxilas 
Remoção de órgãos  

Figura 1: Esquema do protocolo experimental. No dia -14 a ovariectomia foi realizada nos 

animais sob anestesia com hidrato de cloral e 14 dias após este procedimento, no dia 0, a 

periodontite foi induzida por ligadura, bem como iniciada a administração de solução salina ou 

anastrozol. No dia 11, os animais foram sacrificados e a gengiva, maxila, fígado, rim e baço 

foram removidos para posteriores análises. Em todos os momentos foi realizado o 

leucograma e coletado amostras sanguíneas para dosagens bioquímicas.  
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TU 

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. 

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. A seta indica o nó voltado para a face vestibular do 

dente citado. 
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Grupos Experimentais 

 Inicialmente, os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos, Normal, 

Falso ovariectomizado (F-OVX) e Ovariectomizado (OVX). O grupo Normal (n = 7) 

não foi submetido à cirurgia de ovariectomia; os grupos F-OVX (n = 7) e OVX (n = 

28) foram submetidos às cirurgias de falso ovariectomia e ovariectomia bilateral, 

respectivamente. Anteriormente à indução da periodontite, o grupo OVX foi dividido 

de forma aleatória em 4 grupos com 7 animais em cada: Salina (SAL), que recebeu 

por gavagem solução salina 0,9% (2 ml/kg) 30 min antes da colocação da ligadura e 

diariamente pelos 10 dias seguintes; Anastrozol 0,02 mg/kg (ANA 0,02), Anastrozol 

0,1 mg/kg (ANA 0,1) e Anastrozol 0,5 mg/kg (ANA 0,5), que receberam por gavagem 

anastrozol (ArimidexTM, Astrazeneca, Newark, DE, USA), dissolvido em solução 

salina 0,9% nas doses de 0,02, 0,1 e 0,5 mg/kg (HOZUMI et al., 2002; KUMRU et 

al., 2007), respectivamente, 30 min antes da colocação da ligadura e diariamente 

pelos 10 dias seguintes, sempre no mesmo horário. Os animais do grupo F-OVX 

também receberam por gavagem solução salina 0,9% (2 ml/kg) 30 min antes da 

colocação da ligadura e diariamente pelos 10 dias seguintes. O grupo Normal não 

recebeu nenhum tratamento ou solução salina.  

 

Dosagem sérica de estradiol 

 Nos dias -14, 0 e 11 amostras sanguíneas foram coletadas do plexo orbital 

dos animais ovariectomizados que receberam solução salina, com micro-capilares 

heparinizados, centrifugadas (1.800 g x 10 min) e o sobrenadante congelado a -80 

°C até o momento da dosagem de estradiol. A concentração sérica do estradiol foi 

quantificada por um imunoensaio competitivo automatizado (Advia Centaur XP 

Siemens) que utiliza tecnologia quimioluminescente direta, com sensibilidade de 7,0 

pg/ml. O sistema automaticamente coloca 75 µl da amostra e 50 µl de reagente 

anticorpo que contém anticorpo anti-estradiol de coelho e um agente liberador de 

estreóide em uma cubeta e incuba durante 30 min a 37 °C. Em seguida, coloca 50 µl 

de reagente Lite e 250 µl de uma fase sólida, que consistem em um derivado de 

estradiol marcado com éster de acridina e anticorpo IgG anti-coelho monoclonal de 
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rato ligado a partículas paramagnéticas, respectivamente, e incuba durante 19 min a 

37 °C. Após esse passo, separa, aspira e lava as cubetas com água reagente e 

coloca 300 µl de reagente ácido e a mesma quantidade reagente básico para iniciar 

a reação quimioluminescente, responsável pela leitura da quantidade de estradiol 

presente na amostra, expressa em pg/ml.  

 

Estudo macroscópico do tecido ósseo 

 Os animais foram sacrificados 11 dias após a indução da periodontite por 

deslocamento cervical e suas maxilas removidas e fixadas em formol a 10%, durante 

24 horas. A hemiarcada esquerda foi dissecada e corada com azul de metileno a 

1%, com o objetivo de discriminar o osso dos dentes, os quais se coram em menor 

intensidade. Para quantificação da perda óssea alveolar (POA), as hemimaxilas 

foram acomodadas em massa de modelar colocada sobre lâminas de microscópio e 

fotografadas em câmera digital Nikon™ (Nikon D40, Melville, NY, USA). As imagens 

foram lançadas em um programa de computador Image J (ImageJ 1.44p, National 

Institute of Health; EUA) para análise da POA, que foi medida usando uma 

modificação do método descrito por GOES et al., (2010). Assim, a medida foi 

realizada de forma cega por um único examinador calibrado considerando a área 

entre a junção cemento-esmalte e a borda óssea remanescente, sendo esta 

comparada com uma área conhecida (0,5x0,5 mm2) (Figura 4).  
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Procedimentos histológicos 

Os animais foram sacrificados 11 dias após a indução da periodontite por 

deslocamento cervical e suas maxilas removidas e fixadas em formol a 10%, durante 

24 horas. A hemiarcada direita dos grupos Normal, F-OVX, SAL e ANA 0,5 foram 

desmineralizadas com ácido fórmico 7% (Merck®, Jacarepaguá, RJ, Brasil) por 10 

dias. Em seguida, foram desidratadas, incluídas em parafina e cortes seriados de 4 

m foram realizados em micrótomo apropriado no plano mésio-distal dos molares. 

Por fim, as lâminas obtidas foram coradas pelo método hematoxilina e eosina. 

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 1.44p, National Institute 

of Health; EUA) para análise da POA. A quantificação da POA na área de furca foi 

obtida a partir da média de 3 medidas lineares realizadas entre a crista óssea e a 

Figura 4: Desenho esquemático da mensuração da perda óssea 

alveolar na análise macroscópica. Linha vermelha demarcando a 

área entre a junção cemento-esmalte e a borda óssea remanescente 

da hemiarcada esquerda. Esta área obtida em pixels é comparada 

com a área conhecida do quadrado milimetrado, fotografado junto 

com a hemiarcada. 
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superfície do dente (Figura 5), sendo esta comparada com uma medida conhecida 

em milímetros (1 mm). 

 

 

 

 

 

 

Análise histológica 

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, 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):  

Figura 5: Desenho esquemático da mensuração da perda óssea alveolar 

na análise histométrica. Realização da primeira medida linear (1), mais 

medial, entre a crista óssea e a superfície do dente. As demais medidas (2 e 

3) são realizadas a partir do primeiro ponto na crista óssea e à superfície do 

dente em direção mesial e distal. Obtenção da média dessas 3 medidas e 

comparação com uma medida conhecida em milímetros.  
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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. 

 

Atividade da mieloperoxidase (MPO) 

 A atividade de MPO, um marcador da presença de neutrófilos em tecidos 

inflamados, foi avaliada em amostras de tecido gengival, seguindo a metodologia 

descrita por Lima et al., (2005). No sacrifício, amostras do tecido gengival subjacente 

à área desafiada na hemiarcada esquerda foram delicadamente removidas dos 

grupos de animais F-OVX, SAL e ANA 0,5, bem como da área correspondente do 

grupo Normal e mantidas a -80 °C até o momento do ensaio. Para tanto, cada 50 mg 

de tecido gengival foram colocados num tampão de potássio com 0,5% de brometo 

de hexadecitrimetilamônio (H-TAB - pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e 

posteriormente homogeneizados em tubos tipo Eppendorf sob refrigeração. O 

homogenato foi, então, centrifugado a 2,717 g por 20 minutos a 4 C, e o 

sobrenadante foi colhido e centrifugado novamente a 2,717 g por 10 minutos a 4 C. 

Em seguida, 7 µl do sobrenadante de cada amostra foi colocada em uma placa de 

96 poços com 200 µl de um reagente, preparado imediatamente antes da leitura 

(450 nm) no Leitor Automático de Placas (tipo ELISA) e composto por cloridrato de 

orto-dianisidina (0,167 mg/ml) e peróxido de hidrogênio (H2O2) 0,0005% em tampão 

fosfato (50 mM, pH 6,0). Os valores encontrados foram expressos como atividade de 

MPO/g de tecido. 
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Parâmetros sistêmicos 

Índices hepático, renal e esplênico 

 No sacrifício, o fígado, o rim esquerdo e o baço dos animais dos grupos 

Normal, F-OVX, SAL e ANA 0,5 foram removidos e pesados. Os valores foram 

expressos como o índice do respectivo órgão (peso úmido de cada órgão dividido 

pelo peso do animal no dia do sacrifício) (SILVA et al., 2010).  

 

Dosagem sérica das Transaminases hepáticas (AST e ALT) 

No dia 11 do experimento, amostras de sangue foram coletadas do plexo 

orbital dos animais do grupo Normal, F-OVX, SAL e ANA 0,5 com micro-capilares 

heparinizados, centrifugadas (1.800 g x 10 min) e o sobrenadante congelado a -80 

°C até o momento da análise bioquímica. A função hepática foi avaliada pela 

dosagem dos níveis séricos de aspartato aminotransferase (AST) e alanino 

aminotransferase (ALT), utilizando quites específicos e seguindo a metodologia do 

fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). Alíquotas de 50 μl da amostra foram 

incubadas em banho-maria a 37 ºC por 60 minutos para AST e 30 minutos para ALT, 

em seguida foram adicionados 250 μl do reagente de cor e 2,5 ml de solução NaOH. 

Posteriormente, foi determinada diretamente em espectrofotômetro a leitura das 

absorbâncias utilizando comprimento de onda de 505 nm.  

 

Leucograma 

 Nos dias -14, 0 e 11 foi realizado o leucograma dos animais dos grupos 

Normal, F-OVX, OVX (SAL e ANA 0,5). Para essa análise, os animais foram 

anestesiados com hidrato de cloral (300 mg/kg-i.p.). Em seguida, a ponta da cauda 

do animal foi 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 HE usando o quite de coloração Instant Prov Stain 
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Set® (Newprov Produtos para Laboratório; Pinhais, PR, Brasil) para as contagens 

diferenciais.  

 

Variação de massa corpórea 

 Os animais dos grupos Normal, F-OVX e OVX (SAL) tiveram suas massas 

corpóreas medidas durante todo o período experimental. Os valores foram 

expressos como variação de massa corpórea em relação a sua massa inicial. Para 

os dados de variação de massa corpórea de animais submetidos à periodontite ou 

controle, os valores dos grupos de animais Normal e OVX (SAL e ANA 0,5) também 

foram expressos como variação de massa corpórea, porém em relação à massa 

anterior à indução da periodontite.  

 

Análise estatística 

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média (EPM) 

ou mediana seguida de seus valores extremos, quando apropriado. Para 

comparação das médias foram usados os testes de Análise de variância (Anova) e 

de Bonferroni e para comparação das medianas foram usados os testes de Kruskal-

Wallis e Mann-Whitney. Em todas as ocasiões foi a adotado o nível de significância 

p<0,05 e o programa utilizado foi o GraphPad Prism 5 software (GraphPad Prism™, 

Inc., San Diego, CA, USA).  
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