UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

«JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARACATUBA

71
4g

Nathalia Januario de Araujo

Avaliacao da Fosfatase Alcalina em Ratos
Alcoolizados Portadores de Periodontite

Experimental

Aracatuba — SP
2014



Nathalia Januario de Araujo

Avaliacao da Fosfatase Alcalina em Ratos
Alcoolizados Portadores de Periodontite

Experimental

Trabalho de Conclusdo de Curso como parte
dos requisitos para a obtencido do titulo de
Graduaciao em Odontologia da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”.

Orientador: Prof. Ass. Dr. Juliano

Milanezi de Almeida

Aracatuba — SP
2014



Dedicatoria

Ofereco esta conquista a Deus, por me dar forca, saude, iluminar meus caminhos e me
proporcionar o melhor que eu sempre sonhei, a minha mae Maria Madalena Januario, por
ser minha maior inspiragdo, a mulher mais dedicada e guerreira que conhego, que ndo mede
esforgos por mim com seu amor incondicional, as minhas tias Albertina e Izabel Januario, por
toda dedica¢do e amor que me deram durante toda minha vida, ao meu irmdo Samuel
Januario, por toda prote¢do e amizade que me oferece, “desde sempre pra sempre”, e ao meu
companheiro Lucas Munhoz, por todo amor, companheirismo e lealdade nesses anos juntos,
sempre me apoiando e incentivando em todos os momentos. Por todos estes motivos e por
inumeros outros que eu dedico a vocés, ndo so mais esta conquista como todo meu amor e

imensa gratiddo por toda minha vida.



Agradecimentos

Agradego a Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, pela oportunidade de realizar este curso e esta

pesquisa.

A disciplina de Periodontia e ao departamento de Cirurgia e Clinica Integrada da Faculdade
de Odontologia de Aragatuba, Universidade do Estado de Sao Paulo - UNESP, Aragatuba, Sdo

Paulo, Brasil.

A Banca Examinadora, Prof. Dr. Juliano Milanezi de Almeida, Prof. Adj. Celso Koogi Sonoda,
e a Doutouranda Vivian Cristina Noronha Novaes, pela disponibilidade em avaliar o meu

trabalho. Contribuindo imensamente para minha formagado.

A Prof." Ass. Dr." Suely Regina Mogami Bomfim pela disponibilidade e dedicacdo e por ser

fundamental na realizacdo desta pesquisa.

Ao mestrando Fabrizio Cabrera Pazmiiio, pela dedicagdo e execugdo de varios procedimentos

na realizag¢do desta pesquisa.

A todos os professores, técnicos, assistentes e amigos que influenciaram de maneira direta na

minha trajetoria e contribuiram de forma inestimavel para minha formagado.



Agradecimentos Especiais

Ao meu orientador Prof. Dr. Juliano Milanezi de Almeida, agradeco por ter me recebido e

acolhido como orientada, por ter contribuido de forma imensuravel para o meu aprendizado e

formagdo. Por ser aléem de um orientador, ser um conselheiro, um amigo. Obrigada por toda
. 9 A L : -

paciéncia com meus “chororos’, por todo tempo e dedica¢do que me disponibilizou e por ser

um exemplo de professor, profissional e pessoa. Tenho grande admiragdo e gratiddo por tudo

que me proporcionou nesse tempo que trabalhamos juntos.

A minha “chefa” Vivian Cristina Noronha Novaes, por ter me ajudado em absolutamente
todas as etapas do TCC, pela sua dedicag¢do e paciéncia comigo, pela sua disponibilidade,
nunca se negou em me ajudar, sempre se empenhando em fazer o melhor para meu
aprendizado. Sou imensamente grata por todo seu carinho e dedicagdo e por apesar de tantos
compromissos, dedicar grande parte do seu tempo para me ensinar. Um grande exemplo de

profissional e uma grande amiga.

Ao Prof. Dr. Alvaro Francisco Bosco, por sua grande bondade e humanidade. Sou eternamente
grata pelo seu gesto no qual negociou o fornecimento de todo material de periodontia e
cirurgia com a empresa Golgran, que foi fundamental para dar continuidade ao meu curso

com enorme motivagao.

A minha grande amiga Luisa Salzedas, que num dos momentos mais dificeis da minha vida, se
motivou em me ajudar, procurando ajuda de todas as formas possiveis e junto com o professor
Alvaro conseguiram a doagdo dos materiais odontologicos, obrigada pela amizade, companhia

e lealdade de tantos anos

Ao Vice-Diretor Prof. Wilson Roberto Poi, por agir além das funcoes de um professor e vice
diretor e se tornar um grande amigo, disposto a me ajudar durante toda minha graduagdo, nos

momentos mais dificeis sempre encontrou uma maneira de me amparar.



Ao meu avo Alberto Januario, obrigada por sempre me apoiar, me incentivar, por todas as
historias que me conta e que alegra meus dias, por todas oragoes e agradego por ser o avo

coruja que eu tanto amo.

A empresa Golgran, pelo fornecimento dos instrumentais de cirurgia e periodontia, que foi de

fundamental importancia para a minha formagao.

Aos meus sogros Eva e Junior Munhoz, por me acolherem na familia, pelo carinho e afeto que

me ddo, por me fazerem sentir como uma filha.

A minha amiga de todas as horas Priscila Bronzato, que desde o comego da nossa graduagdo
nos identificamos e permanecemos com uma amizade verdadeira até hoje e que vou levar para
a vida toda. Obrigada por todos os conselhos, ajudas, caronas, almogos e principalmente pela

linda amizade.

As minhas amigas Adriele, Amanda, Ana Paula, Barbara, Camila, Flavia, Natdlia Pollyanna,
Tamires, Tamara e todas outras que me apoiam e me incentivam cada uma a sua maneira,

todas muito especiais e importantes na minha vida.

A todas as pessoas, amigos, conhecidos, familiares que estiveram comigo nesta caminhada, me
apoiando, incentivando e desejando o meu melhor, e por todo esse apoio e admiragdo que eu
me esfor¢co para me tornar uma profissional de qualidade e poder retribuir a todos com meu

trabalho e dedicacdo.



Epigrafe

“Nas grandes batalhas da vida, o primeiro passo para a vitoria é o

desejo de vencer.” Mahatma Gandhi



Araujo, NJ. Avaliacio da Fosfatase Alcalina em Ratos Alcoolizados Portadores de
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Resumo

O uso de marcadores dos processos metabolicos em curso no tecido 6sseo, como a Fosfatase
Alcalina (FA), podem elucidar questdes relacionadas a influéncias sistémicas sobre a doenca
periodontal. O presente estudo teve por objetivo avaliar os niveis séricos de FA em ratos
alcoolizados portadores de Periodontite Experimental (PE). Para isso, 80 ratos (Wistar) machos
foram divididos em dois grupos experimentais (n= 40), sendo Grupo NA: animais nao
alcoolizados, submetidos a administragdo de apenas agua; Grupo A: animais alcoolizados
submetidos a administragdo de solugdo alcoolica (36%). Apdés 30 dias do inicio das
administracdes, todos os animais de ambos os grupos foram submetidos a adaptacdo de um fio
de algodao ao redor dos primeiros molares inferiores para a indu¢ao da PE. A avaliacdo da FA
sérica foi realizada pelo método cinético. Foram obtidas amostras sanguineas por puncao
cardiaca previamente ao inicio da administra¢ao das solugdes alcoolicas, no dia da indugao da
PE, e nos periodos de 3, 7, 15 e 30 dias apds indu¢ao da PE. Os dados coletados foram
submetidos a analise estatistica (ANOVA, Teste Tukey; p<0,05). Na andlise intragrupo, no
Grupo NA houve queda nos niveis de FA aos 7 e 15 dias quando comparado ao -30 e 0 dias.
No Grupo A houve queda em todos os periodos quando comparado ao -30 dias. Na andlise
intergrupo, o Grupo A apresentou menor nivel de FA aos 30 dias quando comparado ao Grupo
NA no mesmo periodo. Concluiu-se que o uso abusivo de alcool teve efeito negativo nos niveis
séricos de FA em animais portadores de PE, podendo ser uma via responsavel pela exacerbacao

da PE.

Palavras-chave: Fosfatase Alcalina. Doencas Periodontais. Alcoolismo. Ratos.



Araujo, NJ. Evaluation of Alkaline Phosphatase in intake-alcoholic rats with Experimental
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Abstract

The use of markers of metabolic processes taking place in the bone tissue, such as Alkaline
Phosphatase (AP), may elucidate issues related to systemic influences on periodontal disease.
The present study aimed to evaluate the serum levels of AP in intake-alcoholic rats with
Experimental Periodontitis (EP). 80 rats (Wistar rats) were divided into two experimental
groups (n = 40). Group NA: non-alcoholic rats; Group A intake-alcoholic rats with alcoholic
solution (36% v/v). 30 days after the start of alcoholic solution, in all animals in both groups a
cotton thread was placed around the first molars to induce EP. The AP evaluation of serum was
carried out by a kinetic method. Blood samples were collected by cardiac puncture before the
start of administration of alcoholic solutions, on the induction of EP, and the periods of 3, 7, 15
and 30 days after induction of EP. The data were subjected to statistical analysis (ANOVA,
Tukey test, P <0.05). In the intragroup analysis, the Group NA showed decreased levels of AP
at 7 and 15 days compared to -30 and 0 days. In Group A there was a decrease in all periods
compared to -30 days. In the intergroup analysis, Group A showed lower levels of AP at 30
days when compared to NA Group in the same period. It was concluded that the abusive use of
alcohol had a negative effect on serum levels of AP in rats with EP and may be responsible for

the exacerbation of EP.

Keywords: Alkaline Phosphatase. Periodontal Diseases. Alcoholism. Rats.
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1 Introducao

A Doenga Periodontal (DP) ¢ uma doenca multifatorial causada pela presenga de
bactérias e seus produtos, associada a resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro (PAGE;
KORNMAM, 1997). Estas bactérias podem causar danos diretamente ao periodonto e também
indiretamente por ativar uma variedade de respostas imunologicas no hospedeiro que resultam
em destruicdo dos tecidos periodontais (DEAS et al., 2003). A DP se caracteriza pela destruicao
da estrutura de suporte dos dentes, incluindo o ligamento periodontal, o osso alveolar e os
tecidos gengivais (KINANE, 2001). Existem varios fatores que podem influenciar na
progressdo da DP, incluindo fatores individuais, comportamentais, sistémicos, genéticos e a
composicao microbiana do biofilme dentario. Dentre os fatores comportamentais incluem o
fumo, fator s6cio econdmico, nutricional, psicologico e consumo excessivo de alcool (NUNN,

2003).

O élcool ¢ uma substancia que vem sendo consumida, excessivamente, em todo o
mundo. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS — WHO, 2004) estima que 2 bilhdes de
pessoas consumam bebidas alcoolicas. No Brasil, este consumo ¢ de 8,6 litros per capita entre
os anos de 1961 — 2000. O consumo de bebida alcoolica no Brasil cresceu 154,8% per capita,
colocando o Brasil entre os 25 paises que mais consomem bebida alcodlica (WHO, 2004). O
alcoolismo ¢ uma doenca cronica com evolucao lenta, levando em média de 15 a 20 anos para
apresentar evidéncias clinicas. E considerado pela OMS a terceira causa de morte no mundo,
estando atras do cancer e doengas cardiovasculares, tornando-se, desta forma, um problema de
Satde Publica (WHO, 1992). O impacto do consumo excessivo de alcool no sistema
imunologico e o aumento da predisposicdo a ocorréncia de diversas infecgdes tem sido
apontado na literatura (DURYEE et al., 2007; SALERNO et al., 2001; SZABO, 1999). O
consumo abusivo de alcool estd associado a redugdo na resposta do hospedeiro em relacdo a
suas defesas antimicrobianas, imunidade antiviral e reparo a traumas ou injurias (SZABO,
1999). Além das fortes evidéncias de que a ingestdao de alcool pode causar sérios danos a saude
geral, estudos tém sugerido que o consumo de alcool pode contribuir também para efeitos
nocivos na cavidade oral, como caries, perda de dentes, cancer de orofaringe e o

desenvolvimento da DP. (ENBERG et al., 2001; HARRIS et al.,1996; LARATO DC, 1972).

A literatura tem ressaltado a importancia de se avaliar os efeitos adversos do alcool
sobre o periodonto (CLARKE; HIRSCH, 1995; HEITZ-MAYFIELD et al., 2005;
STANFORD; REES, 2003). Estudos clinicos (AMARAL et al., 2008; AMARAL et al., 2011;



13

LAITINEN etal., 1991; TEZAL etal., 2001; TOMOFUIJI et al., 2008) e em animais (DANTAS
et al., 2012, MIJARES et al., 2012; TORRUNG et al., 2005) relatam uma intima associa¢ao
entre o consumo abusivo de alcool e DP, comprovando que esta relagao tem um efeito negativo
nos tecidos periodontais. Por outro lado, outros estudos (SURKIN et al. 2014; SZABO et al.,
1999), demonstram uma associagdo limitada ou mesmo inexistente entre DP e consumo de
alcool. O mecanismo exato pelo qual o consumo abusivo de alcool afeta os tecidos periodontais
nao esta totalmente elucidado. Entretanto, hé principios biologicos que podem explicar que o
alcool pode influenciar a resposta do hospedeiro por prejuizo aos neutrofilos, macrofagos e
funcdo das células T, bem como aumento da frequéncia de infec¢des (CHRISTEN et al., 1983),
além de possuir efeito toxico sobre o figado e interferir com o metabolismo proteico

(TAUBMAN et al., 2007).

A atividade do tecido dsseo de formacgao e reabsor¢do pode ser avaliada por meio de
marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo. Tais marcadores sdo empregados na pratica
clinica ha muitas décadas, em especial o estudo da Fosfatase Alcalina (FA) (VIEIRA, 1999). A
FA ¢ uma enzima hidrolase que pode hidrolisar a ligacdo éster do composto de fosfato organico
em condi¢des alcalinas e desempenha um importante papel na calcificagao dos 0ssos. A enzima
hidrolisa ndo s6 as substancias que inibem a calcificagdo, tais como pirofosfato e o ATP, mas
também ¢ indispensavel para a producdo do aumento da concentracdo de fosfato necessario
para a cristalizag@o de hidroxiapatita (ANDERSON ,1989). Além disso, a elevada atividade da
FA correlaciona com a formagao de matriz em osteoblastos, antes do inicio da mineralizacao
(GERSTENFELD et al.,1987). A FA também ¢ um importante indicador da formagao Ossea e
um marcador fenotipico para osteoblastos. No tecido 6sseo a FA exerce provavelmente um
papel na deposic¢ao de fosfato de célcio, pois esta enzima frequentemente apresenta-se elevada
em muitos distirbios 0sseos, incluindo doenca de Paget e osteomalécia (ROSKOSKIJR, 1997),
onde os niveis da FA podem ser diagnosticados através de exames sanguineos

(SILVERTHORN, 2010).

Em razao da FA funcionar como um marcador da atividade 6ssea, uma correlagao entre
as variagOes nos niveis de FA e a influéncia do consumo cronico de alcool na regulagdo ossea
pode ser sugerida. Além disso, diversos estudos tém demostrado a relagdo entre a variagao nos
niveis de FA ¢ a DP (CHAPLLE et al., 1999; GILBERT et al., 2003; GOES et al., 2012;
NASSAR et al., 2008; TOTAN et al., 2006). Seu nivel esta correlacionado com a severidade da
DP e tem a particularidade de estar envolvida na inflamacgao e no processo de regeneragao, as

mudancas nos niveis sdo devidas as alteragdes nos tecidos, como um resultado da relagao
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hospedeiro-parasita ou interagdo hospedeiro-bactéria (SANIKOP et al, 2012). Do mesmo
modo, outros estudos que utilizaram animais alcoolizados a variagdo nos niveis de FA também
foi observada (BROULIK et al., 2010; CALLACI et al., 2009; CUI et al., 2006). Em estudo
clinico, Tezal et al. (2001), demonstraram que o consumo abusivo de alcool pode levar a
diminui¢ao nos niveis de FA no soro e estimular a reabsor¢do 6ssea. Porém, os dados que
correlacionem as varia¢des dos niveis de FA e a influéncia do consumo cronico de alcool na

DP sao escassos.

Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar a influéncia do alcoolismo nos niveis

séricos de FA em animais portadores de periodontite experimental (PE).
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2 Materiais e Métodos

2.1 Animais

No presente estudo foram utilizados 80 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar)
machos, pesando aproximadamente 260g, provenientes do biotério central da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP -
Aragatuba. Os animais apresentaram-se saudaveis e em condi¢des de se submeterem aos
procedimentos experimentais. Estes animais foram mantidos em gaiolas plasticas com no
maximo cinco animais cada, separados de acordo com o grupo experimental e, alimentados
com ragdo e agua ad libitum. Todos os protocolos descritos foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, (processo n° FOA-00636-
2013) (Anexo A). A pesquisa foi realizada seguindo as normas do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal e a legislagao em vigor.

2.2 Sedacio e Anestesia

Para inducdo da PE, inicialmente os animais foram pesados para proporcionar
corretamente a dose do anestésico a ser administrado. Os animais receberam anestesia geral,
obtida pela associacdo de 70 mg/kg de Cloridrato de quetamina (Vetaset — Fort Dodge lowa —
USA) e 6 mg/kg de Cloridrato de xilazina (Coopazine — Coopers Sao Paulo — Brasil) (Fig.1),
aplicados intramuscular no biceps femoris da pata direita. Nos casos em que ndo se obteve o
necessario efeito do anestésico, a anestesia foi suplementada com a metade da dose inicial

aplicada.

2.3 Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 2 (dois) grupos experimentais. Os

grupos foram definidos de acordo com os seguintes tratamentos:
Grupo NA = 40 ratos ndo alcoolizados

Grupo A = 40 ratos alcoolizados
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Ap6s 30 dias do inicio da administragdo do dlcool nos animais do Grupo A, todos os

animais de ambos os grupos foram submetidos a indug@o da Periodontite Experimental (PE).

2.4 Administracio do Alcool

Os animais do Grupo A receberam soluciao alcoolica na concentracdo de 36% v/v
seguindo a metodologia de D’Souza et al., 2010 e alimento ad [libitum. O inicio da
administracao da solucao alcoodlica foi realizado 30 dias antes da indugdo da PE, permanecendo

até o final do experimento (Fig.2).

2.5 Método de Inducio da Periodontite Experimental (PE)

Apods anestesia geral, todos os animais foram posicionados em mesa operatoria
apropriada, a qual permitiu a manutengao da abertura bucal dos ratos facilitando o acesso aos
dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma sonda e pin¢a modificada, foi
adaptado um fio de algoddo numero 24 (Corrente Algoddo n° 24; Coats Corrente, SP, Brasil)
ao redor dos primeiros molares inferiores, distribuido randomicamente entre o lado direito e
esquerdo, ao nivel do sulco gengival, e mantidos por meio de nos cirtrgicos (Fig. 3). Esta
ligadura atuou como irritante gengival favorecendo o acumulo de placa bacteriana (Johnnson,

1975).

2.6 Coleta Sanguinea e Periodos de Analise

Foram coletados 3 ml de sangue por pungdo cardiaca (Fig. 4) de todos os animais nos
momentos -30 dias (Baseline), 0 dias (imediatamente antes da inducao da PE) e em 10 animais

de cada grupo aos 3, 7, 15 e 30 dias ap6s inducao da PE.

Apos as coletas sanguineas de 3, 7, 15 e 30 dias, os animais foram eutanasiados em

cada periodo por meio de dose letal de anestésico (Thiopental 150 mg/kg).
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2.7 Linha do Tempo

Administracio
das solicdes

alcoolicas Instalagdo

| da ligadura

(Base Line) |
- 30 dias 0 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
] | . [ [ [

@ Coleta sanguinea

2.8 Obtencao do Soro e Analise da Fosfatase Alcalina (FA)

Apbs a coleta sanguinea, as amostras contendo 3 ml de sangue foram colocadas em
tubos contendo gel de separagdo (Fig. 5) e permaneceram em repouso por um periodo de 20
min. Apés esse periodo as amostras foram centrifugadas (Centribio-TDLS0-2B, Diadema, SP,

Brasil) (Fig. 6) com 3000 RPMs por 10 minutos para obtengdo do soro.

O soro obtido foi aliquotado em 2 tubos e congelado em -20° C até o momento da

andlise. O volume de 20 pL foi utilizado para determinacdo da FA.

A determinacao da FA sérica foi realizada pelo método cinético de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brasil) (Fig. 7) e analisados em

espectrofotometro semi-automatizado (SB-190 Celm, Barueri,SP, Brasil) (Fig. 8).

Em pH alcalino, a FA do soro, hidrolisa o p-nitrofenilfosfato liberando o p-nitrofenol
e fosfato inorganico. A quantidade produzida de p-nitrofenol que tem elevada absorbancia em
405nm ¢ diretamente proporcional a atividade enziméatica da FA na amostra de acordo com a

metodologia modificada de McComb et al., 1981.

Em seguida foi realizado o preparo do Reagente de Trabalho (RT) utilizando os dois
reagentes distribuidos adequadamente no kit de FA (Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brasil). Para
o preparo do RT o conteudo do frasco do reagente 2 foi transferido para um frasco do reagente
1 e homogeneizado por inversdo. O RT ¢ estavel por 30 dias em temperatura entre 2 — 8°C. O

preparo do RT no momento da utilizacao confere maior estabilidade na forma liquida original
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e manutencdo das condi¢des Otimas da reagdo, permitindo a utilizacao direta dos reagentes em

sistemas automaticos.

Apo6s o preparo do RT, em um tudo Teste foi pipetado 1,0ml do RT. Em seguida foi
adicionando 0,02 ml da amostra, homogeneizado e transferido imediatamente para a cubeta
termostatica a 37 + 0,2 °C, aguardando 1 min. Apo6s os referidos procedimentos o aparelho de
espectofotdmetro semi-automatico (SB-190 Celm, Barueri,SP, Brasil) realizou a leitura dos

resultados da FA.

2.9 Analise estatistica dos resultados

A hipoétese de ndo haver diferenca estatisticamente significante nos niveis de FA entre
os diferentes grupos e periodos foi testada (Bioestat 5.0, Windows XP, Sonopress Brazilian
Industry, Manaus, AM, Brasil). Ap6s analise da normalidade dos dados pelo teste Shapiro-Wilk
(p<0,05), a andlise intragrupo e intergrupo foi realizada pela analise de variancia a dois critérios
(ANOVA p<0,05). Quando o ANOVA detectou diferenca estatistica as comparagdes multiplas
foram realizadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3 Resultados
3.1 Analise da Fosfatase Alcalina

Os resultados estdo apresentados nas figuras 9 e 10. Na analise intragrupo, ao
compararmos os diferentes periodos, observou-se que o Grupo NA apresentou queda nos niveis
de FA com diferenga estatisticamente significante aos 7 e 15 dias (p<0,05) quando comparado
ao Base Line e 0 dias. O Grupo A apresentou queda nos niveis de FA com diferenga estatistica

significante (p<0,05) aos 0, 3, 7, 15 e 30 dias quando comparado ao Base Line (Fig. 9).

Na analise intergrupos foi observado que o Grupo A apresentou menor nivel de FA aos
30 dias apds a indugdo da PE, com diferenca estatisticamente significante (p<0,05) quando

comparado ao Grupo NA no mesmo periodo (Fig. 10).
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4. Discussao

Na periodontia moderna, a identificacdo de fatores modificadores na resposta do
hospedeiro ¢ fundamental no sucesso da terapéutica periodontal. Com relagdo a DP e o consumo
abusivo de alcool, estudos (AMARAL et al., 2008; TOMOFUIJI et al., 2008) revelam que as
destruicdes periodontais observadas em pacientes que fazem uso abusivo de alcool sdo
independentes do indice de placa, uma vez que os pacientes alcoolicos apresentavam indices de
placa semelhante aos ndo alcoolicos. Além disso, evidéncias cientificas (CHAVASSIEUX et
al., 1993; D'SOUZA et al., 2010; MARCHINI et al., 2012) comprovam que os prejuizos 0sseos
sao decorrentes de alteragdes sist€émicas provocadas pelo consumo abusivo de alcool sendo

estes dose dependentes.

O uso de metodologias que possam quantificar substancias que podem representar os
processos metabdlicos em curso no tecido 6sseo, decorrentes de fendomenos fisiologicos ou
patolédgicos, podem elucidar questdes relacionadas a influéncia sistémica sobre a DP. Podemos
definir os marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo como substincias que retratam a
formagdo ou a reabsor¢ao 6ssea, sendo a FA um marcador do processo de formagdo ossea e
fruto da sintese dos osteoblastos (VIEIRA, 1999). Dentro destes principios diversos estudos
relataram alteragdes nos niveis de FA relacionados a DP (GILBERT et al., 2003; JUNIOR,
2006; KELES et al., 2005) e também ao consumo abusivo de alcool (BROULIK et al., 2010;
CALLACI et al., 2009; CUI et al., 2006)

No presente estudo foi utilizado um modelo animal para reproducao da associagdo do
consumo abusivo de alcool e DP. Modelos animais sdo necessarios para provar a relagdo de
causa/efeito e testar o potencial terapéutico de novas tecnologias. O modelo de indugdo do
alcoolismo adotado no presente estudo foi pelo livre acesso dos animais a solugdo alcdolica na
concentracao de 36% (v/v) (COLEMAN et al., 2008). Este modelo apresenta como vantagem
de ser um método pratico para longos periodos de exposi¢ao ao alcool, fisiologico e promover
um quadro de alcoolismo semelhante ao observado em humanos (D’SOUZA et al, 2010).
Adicionalmente, Klausen et al. (1989) afirmaram que a estrutura periodontal do homem ¢
semelhante a estrutura dos ratos, razdo pela qual esses animais sdo adequados a pesquisas
envolvendo questdes periodontais. Page & Schroeder (1982) referiram-se a periodontite em
ratos, considerando que sua estrutura oral e fisioldgica, bem como a patogénese das doencas

periodontais, ¢ mais semelhante a do ser humano do que a de outros roedores e/ou animais.
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Desta maneira, no presente estudo, ao compararmos os diferentes periodos no mesmo
grupo, observou-se que o Grupo NA apresentou queda nos niveis de FA com diferenca
estatistica significante nos periodos de 7 e 15 dias quando comparado aos periodos Base Line
e 0 dias (Indugao da PE). Este resultado estd de acordo com o apresentado por Goes et al.,
(2012) que avaliou a FA em animais apds a indu¢do da DP, verificando queda nos niveis de
FA, intensa perda 6ssea alveolar e destruicao do ligamento periodontal. O mesmo foi observado
no estudo de Nassar et al., (2008) que também observaram a queda nos nives de FA nos animais
com DP induzida quando comparado aos animais saudaveis sem DP. Estudo em humanos
também mostrou o mesmo resultado, como o apresentado por Gilbert et al. (2003), que ao
avaliar a dosagem de FA 6ssea no soro de pacientes com DP, observaram que esta foi menor

quando comparada com a dosagem de pacientes saudaveis.

Por outro lado, diversos estudos demonstraram um aumento nos niveis de FA associado
a DP, confrontando os resultados observados no presente estudo. Isso pode ser explicado em
razao de que quando a DP se torna cronica, os niveis de FA podem se tornar elevados, como
apresentado no estudo de Amaral, (2013), no qual observou que a Fosfatase alcalina ¢ uma
enzima presente principalmente nas fases finais da cicatrizacdo periodontal, portanto nio se
espera encontrar a sua atividade acentuada durante as fases iniciais da doenga periodontal. Da
mesma forma, Slovik et al., (1984) ao avaliarem a remodelagdo 6ssea por meio de medigdes de
osteocalcina no soro sanguineo em pacientes hospitalizados, observaram elevados niveis de FA
associado ao processo de renovagdo Ossea. Auxiliar a esses estudos, Junior, (2006) demostrou
que a atividade da FA foi maior em individuos com periodontite cronica quando comparada
com individuos saudaveis. A atividade da FA aumenta em pH basico e na presenca de célcio, o
qual atua como cofator da enzima. Portanto, o pH alcalino e a alta concentracdo de célcio em
pacientes com doenca periodontal cronica podem contribuir para o aumento da atividade dessa

enzima (CHAPLLE et al., 1999; TOTAN et al., 2006).

Ainda na andlise intragrupo, com relagdo ao Grupo A do nosso estudo, este apresentou
queda nos niveis de FA com diferenca estatistica significante no periodo de 0 dias, quando
comparados ao Base Line, o que representa uma diminui¢do da atividade da FA relacionada
apenas ao consumo abusivo do alcool. Este resultado esta de acordo com Cui et al., (2006), que
estudou o efeito do alcool sobre a diferenciacao de células troncos da medula 6ssea de rato e
foi verificado uma diminuicao do nivel de FA, nos animais que receberam concentragdes
crescentes de etanol. Colaborando também para nosso resultado, Callaci et al. (2009)

verificaram em um estudo experimental em modelo animal, diversas alteragdes relacionadas ao
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metabolismo 6sseo decorrentes da exposi¢ao cronica do alcool, entre elas a redugdo da atividade
da FA e diminuigdo significativa na expressao de reguladores da ativacdo osteoblastica, assim
como de proteinas morfogenéticas, concluindo que o alcoolismo perturba a expressao de genes
responsaveis pela remodelagcdo 6ssea e consequentemente, promove a perda da homeostase,

podendo levar a uma perda da integridade 6ssea.

No presente estudo, ao realizamos a analise intergrupos, o Grupo A apresentou menor
nivel de FA aos 30 dias apos a inducdo da PE, com diferenga estatisticamente significante
quando comparado ao Grupo NA no mesmo periodo. Como apresentado anteriormente, a queda
nos niveis de FA, foi observada em diversos estudos experimentais tanto ap6s a inducao da DP
(GOES et al., ;2012; NASSAR et al., 2008), como apds o uso abusivo de alcool (CUI et al.,
2006; CALLACI et al. 2009). Portando, diante dos nossos resultados, podemos inferir que o
uso abusivo de alcool associado a DP poderia retardar o processo de cronifica¢do da PE, o que
iria influenciar na progressao da PE. Khocht et al., (2003) em estudo clinico também sugeriram
que o abuso de alcool, agrava a doencga periodontal. Broulik et al. (2010), verificaram que além
da diminui¢@o da FA nos grupos de animais tratados cronicamente com etanol, também também
foi observada a diminui¢do de 12% da resisténcia mecanica Ossea ¢ redu¢dao de 10% da
densidade mineral 6ssea, além de decréscimo da espessura cortical 6ssea, quando comparado
ao grupo controle. Neste mesmo estudo os niveis de célcio e fosforo também se apresentaram
diminuidos. No estudo de Tezal et al. (2001), foi demonstrado que o alcool além de levar a
diminui¢do nos niveis de FA no soro, também pode estimular a reabsor¢ao dssea, e apresentar
um efeito toxico direto sobre os tecidos periodontais. Estes resultados estdo de acordo com
estudo de Souza et al. (2011), que observou uma relagdo entre o consumo de altas doses de

alcool e a reducdo do suporte 0sseo periodontal na PE.

Desta forma, a literatura tem ressaltado a importancia de se avaliar a relacdao entre o
alcool e a DP. Sendo assim, a identificagdo dos fatores modificadores, como os fatores
comportamentais na resposta do hospedeiro com relagdo ao consumo abusivo de alcool ¢ de
fundamental importancia na terapéutica periodontal. Como apresentado em diversos estudos
encontrados na literatura, o uso abusivo de alcool tem demostrado influéncia negativa na DP
(TEZAL et al. 2001; KHOCHT et al., 2003; DE SOUZA et al., 2011), o que pode estar
relacionado com resultados encontrados no presente estudo. Sendo a FA um importante
indicador da formagdo 6ssea € um marcador fenotipico para osteoblastos, pode se sugerir uma

correlagdo entre as variacoes nos niveis de FA e a influéncia do consumo cronico de alcool na
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regulagdo Ossea. As variagdes dos niveis de FA sdo de fundamental importancia para avaliar as

alteracdes e a severidade da DP.
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5 Conclusao

Assim, dentro dos limites do presente estudo pode se concluir que o uso abusivo de
alcool tem efeito negativo nos niveis séricos de FA, podendo ser uma das vias responsaveis

pela exacerbagdo da DP.
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Fig 1. Frascos de Xilazina (6mg/Kg) e Quetamina (70 mg/Kg).

Fig 2. Solucdo Alcodlica Acondicionada em Bebedouro
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Fig 3. Indugdo da Periodontite Experimental

Fig 4. Puncao Cardiaca



Fig 5. Frasco com gel separador

Fig 6. Centrifuga
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Fig 9. Figura representativa da variagao dos niveis de FA em funcdo dos periodos.
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Fig 10. Figura representativa de Média e Desvio Padrao dos Niveis de
FA nos diferentes grupos. ANOVA seguido pelo poés teste de Tukey
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