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RESUMEN
El objetivo de este estudio fue evaluar Se evalud el efecto de la deficiencia de estrégenos
asociada con dieta hiperlipidica sobre la integridad de la mandibula de ratas.

Para este experimento se selecionaron Ratas Wistar fueron divididas en 4 grupos: Control
(C4%), Control hiperlipidical9% (C19%), ovariectomizadas 4% (OVX4%) y Ovariectomizada 19%
(OVX19%). El experimento empezd con la castracion (90 dias), seguida de dieta hiperlipidica
durante 30 dias. Al fin, la sangre fue recogida para el andlisis de los niveles séricos de calcio,
fosforo, fosfatasa alcalina y estradiol.

El fosforo disminuyd cuando hay aumento de la fosfatasa alcalina en todos los grupos en
comparacién con el C4%. En las vértebras L4, los pesos inmersos y himedos aumentaran con
la castraciéon y la dieta hiperlipidica, mientras que el porcentaje de materia organica y
minerales disminuyeron. En las mandibulas, los pesos inmersos, humedos y la densidad dsea
aumentaran con la castracion, pero disminuyeron con la combinacién de castracion / dieta. En
las cenizas de las mandibulas, el porcentaje de magnesio aumenté significativamente en todos
los grupos. En las pruebas biomecdnicas de las vértebras L4 y fémur no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos. Sin embargo, los grupos alimentados con dieta
hiperlipidica tuvieron una menor resistencia a la tensién aplicada en la mandibula. Dentro de
las limitaciones del estudio, se puede notar que en estas ratas, la deficiencia de esteroides



sexuales asociada con la dieta hiperlipidica influye negativamente sobre la integridad del
hueso mandibular.

PALABRAS CLAVE: Integridad dsea, dieta hiperlipidica, ovariectomia, andlisis biomecanico y
aceite de soya

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of estrogen deficiency associated with a high
fat diet on bone integrity of the jaw of rats. The pregnant rats were evaluated by vaginal
cytology were 90 days old, divided into four groups: Control (C4%), Control hiperlipidical9%
(C19%), ovariectomized 4% (OVX4%) and Ovariectomized19% (OVX19%). The experiment
began with castration (90 days), followed by feeding with a high fat diet for 30 days. At the
end, blood was collected. Jaws, vertebrae L4 and femur were removed and prepared for
analysis. There were no differences in food intake, the body length or in bone measurements.
Serum calcium decreased in the castrated groups. The level of phosphorus decreased and
alkaline phosphatase increased in all groups. Some differences were observed among physical
parameters. L4 vertebrae, immersed and wet weights increased with castration and the high
fat diet, while the percentage of organic material and mineral decreased. In the jaws,
immersed and wet weights and bone density increased with castration, but decreased with the
combination spaying/fat diet. Bone volume and percentage of water decreased with intake of
high fat diet. In the ashes of the jaws percentages of magnesium were increased in all groups,
without changes in calcium and phosphorus. Groups fed with high-fat diets had lower
resistance to the applied voltage in the jaw. It was demonstrated in these rats that, the
deficiency of sex steroids associated with a high fat diet negatively influences mandibular bone
integrity.
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INTRODUCCION

Un gran desafio para el hombre en este nuevo siglo esta en convivir con los cambios de la
sociedad, entre ellos los habitos alimentares, que llaman la atencion de los profesionales del
area biomédica. La ingestion de dietas ricas en hidratos de carbono y lipidos, representa un
cambio en el estilo de vida que suelen resultar en aumento de masa corporal y aparicion de
comorbilidades que afectan a otros érganos y sistemas del cuerpo, dando lugar a efectos
perjudiciales, como las enfermedades neurodegenerativas, complicaciones cardiovasculares,
el sindrome metabdlico y enfermedades 6seas™”. Datos del Instituto Brasilefio de Geografia y
Estadistica (IBGE) "Sintesis de indicadores sociales: un analisis de las condiciones de vida de la
poblacién brasilefia - 2009" demuestran claramente que el envejecimiento de la poblaciéon
brasilefa es una evidencia demogréfica, y que este nuevo paradigma sigue en curso y merece
politicas especificas publicas adecuadas al nuevo perfil etario. Con el envejecimiento, la
pérdida de la funcidon gonadal, que se caracteriza en las mujeres posmenopadusicas,
proporciona un menor gasto de energia, disminucién de la masa magra y un estimulo para la
acumulacién de grasa, lo que aumenta el riesgo de obesidad y enfermedades
cardiovasculares®. Estos cambios en conjunto con las alteraciones alimenticias tienen un
mayor impacto en la salud de las mujeres posmenopdusicas™. La deficiencia de las
concentraciones séricas de esteroides sexuales, especialmente el estradiol promueve una serie
de cambios metabdlicos que, sumados a los antiguos hdbitos de alimentacién y actividad fisica,
conduce a una mayor vulnerabilidad y pérdida de calidad 6sea®.

El tratamiento odontoldgico después de la menopausia en las mujeres que consumen dieta
hiperlipidica, merece una atencion especial, sobre todo cuando se trata de procedimientos que



se relacionan directamente con la estructura del hueso debido a los cambios que puedan
surgir en el tejido.

MATERIALES Y METODOS

Ratas adultas, ratas, criadas y mantenidas en el Laboratorio de Fisiologia Animal y endocrina,
UERJ, tuvieron libre acceso al agua y al alimento comercial , racion agroceres® para ratas, Sdo
Paulo — SP , que contiene como niveles de garantia: Humedad (max) 13% , Proteina cruda
(minimo) 22% , Extracto Etéreo (minima) 4% , La materia fibrosa (maximo) 8% , Materia
mineral (maximo) 9% , Calcio (Max) 1,40% , Fdsforo (minimo) 0.80%. Descripcién de los
ingredientes en la racidn: cloruro de sodio (sal comun); maiz integral; La harina de soja; El
salvado de trigo; Fosfato dicdlcico; Carbonato de calcio; DL-metionina; L-lisina HCL; aditivo
antioxidante; Mineral y Vitamina Premezcla hasta el comienzo del experimento. El
experimento empezd con la castracién a los 90 dias de edad, y con ratas previamente
evaluadas por quince dias consecutivos, mediante citologia vaginal, que certifica el
funcionamiento del ovario.

El protocolo experimental evalud la ingesta de racion purificada (AIN 93M), que contiene 19%
de aceite de soya/100g de racion (hiperlipidica) durante 30 dias después de la castracion. La
racién del control se fabricé con aceite de soya, con contenido de 4% de aceite de soya. Si
prepararan las raciones en acuerdo con AIN9311’ Para este disefio experimental, se formaron
cuatro grupos: Control (C4%, n = 7): las ratas alimentadas con una racion normolipidica con
contenido de 4% de lipidos en el aceite de soya. Control de 19% (C19%, n = 11): ratas
alimentadas con racidn hiperlipidica con 19% de aceite de soya. Ovariectomizado 4%
(OVX4%, n = 11): ratas castradas alimentadas con una raciéon normolipidica con contenido de
4% de aceite de soya. Ovariectomizado 19% (OVX19 %, n = 11): ratas castradas alimentadas
con racidn hiperlipidica con contenido de 19% de aceite de soya. A finales de los 30 dias de la
ingestién, las ratas fueron sacrificadas por desangrado bajo anestesia con Tiopental
(0,2ml/100gPC) y la sangre y huesos fueron recogidos para su analisis.

CITOLOGIA VAGINAL: Se llevé a cabo durante quince dias y empezd a los 75 dias de edad. Se
recogié los frotis vaginales utilizando pipetas Pasteur y solucion salina considerando ratas
experimentales, las que mostraron ciclo estral normal. Ovariectomia: La extirpacion bilateral
de los ovarios, bajo anestesia con Tiopental (0,2ml/100gPC). Las ratas del grupo control
experimento sdlo el estrés quirdrgico. Coleccion de sangre y tejido: La sangre fue colectada
por puncidn cardiaca. Las mandibulas, fémures y vértebras lumbares L4 fueron extirpados,
pesados y almacenados en solucién salina a 20 ° C para su posterior andlisis.

EVALUACION DEL SUERO: Se utilizé para la determinacién de calcio, fésforo y fosfatasa alcalina
por el método colorimétrico, utilizando kits comerciales (Bioclin). Las concentraciones séricas
de estradiol se determinaron por radioinmunoensayo especificos utilizando kit comercial (MP
Biomedicals, CA, EE.UU.). Medidas del hueso: la altura del cuerpo vertebral (L4) sentido Oro-
caldal, la longitud y el didmetro del fémur derecho y las distancias mesiodistal (MD) y
vestibulolingual (VL), de la mitad derecha de la mandibula se midieron con un calibrador.
ENSAYO FiSICO: Después de la escisién, fémur, la mitad derecha de la mandibula y la vértebra
se mantuvieron en una solucién salina a - 100 C para su posterior analisis. Ensayo
Biomecdnico: para la prueba de biomecdnica, los valores de la carga aplicada se describieron
en funcién de la tension registrada en el software de la maquina. Prueba de compresion de las
vértebras: Para la compresion de las vértebras fueron retiradas las apdfisis transversas,
espinosas y los arcos vertebrales, obteniendo asi el cuerpo vertebral. Ensayo de flexion de



tres puntos en el fémur: El fémur se coloco sobre dos rodillos para alcansar el apoyo, siendo el
tercer punto en el medio de la diafisis. Ensayo de flexién en tres puntos de mandibulas:

Las mandibulas han sido posicionadas con los molares hacia arriba. Los extremos de la
mandibula se apoyaran en los rodillos, formando dos puntos. El tercer punto fue el sitio de la
fractura inmediatamente después de la parte distal del tercer molar. El andlisis del contenido
de cenizas: se analizaron en el Laboratorio de Caracterizacidén del Centro de Catalisis NUCAT/
PEQ/COPPE/UFRI. Las cenizas fueron analizadas por espectrémetro de fluorescencia de Rx. El
analisis estadistico: Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA), seguidos
de pruebas de comparacion multiples. Todos los resultados fueran expresos como error
satandard y media, teniendo en cuenta el nivel de significacién de p <0,05.

RESULTADOS

CONSUMO ALIMENTARIO

Nuestro estudio no ha encontrado una correlacidon entre la baja de estrégenos y/o la dieta
hiperlipidica, con el tamafio del cuerpo o con la ingesta de alimentos, no habiendo diferencias
significativas entre los grupos, como lo que confirma los informes®.

Para el calcio y el fésforo, la pérdida de la funcién gonadal fue un factor determinante para su
disminucién, lo que confirma estudios previos ******. Hubo disminucién de los niveles séricos
de estradiol, calcio y de fdsforo y aumento de los niveles de fosfatasa alcalina en suero
(TABLA 1).

TABLA 1: EVALUACION SERICA

GRUPOS ESTRADIOL CALCIO FOSFORO FOSFATASA
ALCALINA
C4% 131,549,147 86,11+1,622 11,94+1,095 14,81+1,577
C19% 131,048,741 81,87+1,382 7,253+0,6656 * 26,273,287 *
OVX4% 52,98+7,85 * 77,4543,080 8,098+0,6850 * 28,703,465 *
OVX19% 55,60£6,51 * 72,23+2,496 * 5,604+0,8272 * 27,29+3,171 *

Concentraciones séricas de Estradiol, Calcio, Fosforo y Fosfatasa Alcalina. Los valores se
expresan como media * SEM *P<0,05. Estradiol: C4% vs OVX4%; C19% vs OVX19%. Fésforo y
Fosfatasa alcalina: C4% vs OVX4%; C4% vs C19%; OVX 4% vs OVX19%.

MEDIDAS OSEAS

Medidas de la vértebra L4, fémur y mandibula: no hubo diferencias significativas en los
prametros evaluados para las medidas tomadas (tamafio, didmetro, ancho, alto y espesor) En
el andlisis de parametros fisicos, se encontraron diferencias significativas en el peso sumergido
de las vértebras (C4%vsOVX4%; C4%vsOVX19%) y mandibulas (peso humedo de las vértebras
y mandibulas, volumen éseo de la mandibula).

CENIZAS
Para las cenizas de las mandibulas, hubo diferencia significativa para el percentual de
Magnesio, que se presenté aumentado en el grupo OVX19%. (TABLA 2).

TABLA 2: PORCENTAJES de Ca, Py Mg EN LAS CENIZAS DE LAS MANDIBULAS.

GRUPO % CALCIO % FOSFORO % MAGNESIO
C4% 50,58 + 0,29 46,00 £ 0,13 1,67 + 0,40
C19% 50,95 + 0,20 45,93 + 0,19 1,81+ 0,01
OVX 4% 50,66 + 0,17 46,15 +0,14 1,78 + 0,08
OVX19 % 50,72 + 0,67 46,05+ 0,57 1,92 +0,04 *




Evaluacion del porcentaje de Ca, P y Mg en las cenizas de la mandibula (racién normolipidica
4%) o aceite de soja 19% (racion hiperlipidica) en ratas deficientes en los esteroides sexuales,
inducidas por la ovariectomia bilateral (OVX4 % y% OVX19) y en los grupos control que
recibian las mismas raciones (C4% y C19%). Los valores se expresan como media + SEM, * p
<0,05,% frente a C4%.

EVALUACION BIOMECANICA
En el fémur y vértebras L4 no se encontraron diferencias significativas entre los grupos. Para

Ias mandibulas, diferentemente, podemos observar alteraciones entre los grupos C4% vs
C19%, C4% vs OVX19%; OVX4% vs OVX19% y OVX4%vsOVX19%. (FIGURA 1).

FIGURA 1 : PRUEBA BIOMECANICA
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Figura 1: Prueba Tensién maxima en el fémur , vértebra L4 vy la mandibula en ratas con
deficiencia de los esteroides sexuales (OVX) y (c) los controles después de la ingestién de
alimentos que contienen fabricado 4% (normolipidica) o el 19% soya (aceite de la grasa).
Expresan estos valores como media + SEM, * p <0,05,%

DISCUSION

Com la gran cantidad de lipidos y la ingesta de carbohidratos durante las comidas, la gente se
queda cada vez menos sana y sujetas a los efectos nocivos de esto tipo de alimentacion. El
consumo frecuente de estos nutrientes y el aumento de masa corporal, seguido por una serie
de cambios metabdlicos llevan a la obesidad y sus complicaciones™. Las co-morbilidades mas
asociadas con la obesidad estan bien caracterizadas en la definicidon del sindrome metabdlico,
ademéas de las enfermedades dseas***®, como la osteoporosis, que afectan también las



mujeres obesas'®". Junto con el consumo excesivo de alimentos ricos en lipidos, la pérdida de

la funcidn gonadal contribuye ain mas a los efectos nocivos de la pérdida de la calidad dsea,
ya que el hipoestrogenismo esta asociado a la osteoporosis®. El aumento de la esperanza de
vida y la disponibilidad de recursos tecnolégicos y terapéuticos han permitido a las mujeres a
vivir mas tiempo y por lo tanto con los efectos de la pérdida de la funciéon gonadal. La
asociacion de los dos componentes, el hipoestrogenismo y la dieta hiperlipidica pueden llevar
a alteraciones metabdlicas mas graves, ya que solo la obesidade induce la produccién de una
serie de sustancias pro-inflamatorias que se asocian con la pérdida de la integridad
6sea®®'*?° Tradicionalmente, los huesos evaluados en la osteoporosis son el fémur vy la
cuarta vértebra lumbar (L4) *°, por seren los primeros sitios de expresién de la fragilidad dsea.
Sin embargo, esta enfermedad afecta a todos los huesos del cuerpo en diferentes niveles y en
diferentes periodos de tiempo, lo que lleva a la pérdida de la integridad désea *'. El hueso
mandibular no es ampliamente estudiado bajo estas condiciones, por poseer una constituciéon
predominantemente cortical, ademas de la enfermedad periodontal afectar a los dientes,
incluyendo también la mandibula, interactuando con el curso natural de la osteoporosis, y
viceversa”. En nuestro modelo experimental, la asociaciéon de la dieta hiperlipidica con la
ovariectomia mostrd resultados que nos llevan a conjeturar la hipétesis de una accién mas
perjudicial para el hueso. Los efectos nocivos de la deficiencia de estradiol se determinaron
mediante la extirpacion quirurgica bilateral de los ovarios. Los niveles séricos bajos de estradiol
observados en los animales ovariectomizadas confirman el hipogonadismo, imitando la
menopausia natural 2?*. La pérdida de los esteroides sexuales y / o la ingesta de dietas
sabrosas, como las dietas hiperlipidicas se asocian con un aumento de masa corporal ",
Ikemoto®® demostré un aumento de peso corporal en ratones alimentados con aceite de soja,
como en nuestro laboratorio. Estudio reciente, mediante dieta rica en aceite de pescado (rico
en acidos grasos n-3), encontrd resultados similares®. A pesar del aumento en la masa
corporal ser bien descrito, en este estudio no se encontrd ninguna correlacidn entre la
privacion de estrogeno y/o la dieta hiperlipidica, con la extension corporal o con la ingesta de
alimentos. En nuestros estudios, la evaluaciéon indirecta de la integridad ésea determinada a
partir de las concentraciones séricas de calcio, fésforo y fosfatasa alcalina mostré que la
deficiencia de esteroides sexuales e ingesta de dieta hiperlipidica son factores que afectan la
estructura dsea. En relacién al calcio y fésforo, la pérdida de la funciéon gonadal ha sido un
factor determinante para su reduccién, lo que confirma los relatos anteriores™ ' La
combinacion de los resultados de la ovariectomia con el consumo de dieta hiperlipidica
determind una mayor disminucion en el calcio sérico, posiblemente por el efecto de la dieta
en reducir de la absorcion intestinal de calcio®. En relacién a las medidas adoptadas en las
mandibulas, fémures y vértebras L4 es posible que la falta de alteraciones se justifique por el
corto periodo de experimentacidon. Recientemente detectamos cambios que indican una
reduccion de las medidas mandibulares en ratas después de periodos de deficiencia crénica de
esteroides sexuales *. Sin embargo, estos parametros son muy poco utilizados 3839, aunque
sea indicador de cambios morfoldgicos. Las ateraciones en algunos pardmetros fisicos de las
vértebras L4 y mandibulas pueden ser atribuidas al efecto de la dieta sobre la estructura dsea.

Las alteraciones anatomicas de diametros y tamafios de los canales medulares y del canal
mandibular, fueran evidenciadas principalmente en los grupos OVX. La disminucién en el
porcentaje de material organico de las vértebras, en los animales C19% y OVX 19% se
correlacionan con las concentraciones séricas de fdosforo y calcio. Las densidades minerales
Oseas de las mandibulas, en los animales castrados, muestran la influencia directa de la
privacion de estrogenos. En el fémur, el mantenimiento de estos parametros, al igual que el
control se producen, posiblemente por este ser un hueso cortical y por el hecho del periodo
de prueba de un mes fue corto para inferir cambios. El analisis del contenido de minerales se
realizd solamente en las cenizas de las mandibulas que no ha mostrado ninguna alteracion en
el calcio y fosforo. Sorprendentemente, el porcentaje de magnesio fue mayor en el grupo de



0OVX19%. Mitad del magnesio del cuerpo se encuentra en los huesos y la otra en musculos y
otros tejidos®. Encontramos niveles mds altos de magnesio correlacionando con la dieta
hiperlipidica, ya que hubo un aumento en los grupos de OVX19% y C19%. La evaluacién de la
integridad dsea a través de pruebas biomecdnicas han sido descritas en términos de carga
aplicada al cuerpo de prueba®. Evaluamos la tensién maxima y la carga maxima llevando en
cuenta la medida de una carga o fuerza aplicada, normalizado para ubicar el drea transversal,
ademds de la intensidad de la deformacién inducida por una tensién®. No hubo alteraciones
en las vertebras ni en el fémur. Para el Ultimo, por su naturaleza principalmente cortical y el
corto tiempo de prueba. Sorprendentemente, las mandibulas respondieron de manera
diferente posiblemente por las variables anatdémicas y/o distribucién de la fuerza
masticatoria, que en roedores es mayor en la regién anterior y en humanos en la regién
posterior de la mandibula. El grupo OVX19% mostrd claramente menor resistencia a la
traccidén y la carga maxima, de acuerdo con la menor densidad dsea, observada en la prueba
fisica. Cabe destacar que la prueba biomecdnica expresa una fragilidad 6sea claramente
visibles cuando hay una asociacion de la dieta hiperlipidica con el hipoestrogenismo. Este tipo
de evaluacidn, teniendo en cuenta no sélo la carga maxima, sino también el grosor del hueso
en el sitio de la fractura se realizé por primera vez en este modelo experimental. Asi, para este
modelo experimental, se observé que existe una correlacién negativa entre la dieta
hiperlipidica asociada con la privacidon de estrégenos. La dieta influencié negativamente la
integridad dsea exacerbando lo que ya ocurre naturalmente en la pérdida de la funcién
gonadal: una mayor absorcidn dsea.

CONCLUSION

Se demostrd que la deficiencia de esteroides sexuales asociada con la dieta hiperlipidica
influye negativamente sobre la integridad del hueso mandibular, a pesar de non detectar en
esto periodo diferencias en las medidas dseas.
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