CAMILA PORTO DE DECO

INFLUENCIA DA OSTEOPOROSE E ALCOOL NA
OSSEOINTEGRACAO DE IMPLANTES EM RATAS

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Odontologia, Campus de S&o
José dos Campos, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, como parte dos requisitos para obtencio do titulo de MESTRE
pelo Programa de Pés-Graduagéo em BIOPATOLOGIA BUCAL, Area de

Biopatologia Bucal.

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Marchini

Sao José dos Campos
2009



Apresentacao grafica e normalizagcéo de acordo com:

Alvarez S, Coelho DCAG, Couto RAO, Durante APM. Guia pratico para
Normalizacdo de Trabalhos Académicos da FOSJC. S&o José dos
Campos: FOSJC/UNESP; 2008.

D355a Deco, Camila Porto.
Influéncia da osteoporose e alcool na osseointegragdo em ratas /

Camila Porto de Deco. ___ Sdo José dos Campos : [s.n.], 2009.
77%. :l.

Dissertagao (Mestrado em Biopatologia Bucal) — Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos,Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, 2009.

Orientador: Prof. Dr Leonardo Marchini

1. Implante. 2. Etanol 3. Deficiéncia estrogénica. |. Marchini, Leonardo |I.
Universidade Estadual Paulista. Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos. Ill. Titulo

tD74

Ficha catalografica elaborada pelo Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP

AUTORIZAGAO

Autorizo a reproducéo e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por
qualgquer meio convencional ou eletrénico, desde que citada a fonte.

S&o José dos Campos, 16 de julho de 2009.

Assinatura :

E-mail: camilinhaporto@gmail.com



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Leonardo Marchini (orientador)
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos
Universidade Estadual Paulista - UNESP

Profa. Adj. Rosilene Fernandes da Rocha
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos
Universidade Estadual Paulista - UNESP

Profa. Tit. Célia Marisa Rizzatti Barbosa
Faculdade de Odontologia de Piracicaba
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

S&0 José dos Campos, 16 de julho de 2009.



DEDICATORIA

Depois de tanto apoio, eu ndo poderia dedicar a outra pessoa: Renato,
meu amor. Vocé foi quem mais me incentivou a estar aqui. Obrigada por
dividir cada momento comigo e por ser meu exemplo de luta em busca de

um sonho. Sou abeng¢oada por viver ao seu lado!



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, nas pessoas
do diretor e vice-diretor da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos, Prof. Adj. José Roberto Rodrigues e Prof. Dr. Carlos Augusto

Pavanelli.

Ao Programa de Poés-graduacdo em Biopatologia Bucal, na pessoa da
coordenadora Profa. Adj. Cristiane Yumi Koga Ito, cujo trabalho sempre

me serve de exemplo.

A CAPES pela concessao de bolsa que me permitiu a dedicagéo integral

a esta pesquisa.

A Arkema Quimica Ltda e Regiane R. Rossini, e a Titanium Fix e Dra. Ana
Paula Nocentini agradego pelos materiais que tanto contribuiram para

este trabalho.

As secretarias da pés-graduacdo, Rosemary da Fatima Salgado, Erena
Michie Hasegawa, Maria Aparecida Consiglio de Souza e Lilian Faria das
Gracas, e também a bibliotecaria Silvana Alvarez pela prontiddo em nos

atender sempre.

Aos funcionarios do biotério, Lourival Jacobs, Antdnio Domingos Savio
Barbosa Maia Vasconcelos e Marco Antonio Correa Alfredo pela
colaboragdo durante as pesquisas. Sua ajuda foi fundamental na

execucao desse trabalho. Obrigada pelo apoio nos momentos dificeis.



A Profa. Dra. Adriana Aigotti Haberbeck Branddo por estar sempre

disponivel.
Agradecimentos especiais:

Aos colegas Emanuel da Silva Rovai e Mariana Oliveira Franca por
contribuirem trazendo ao ambiente de trabalho ndo apenas sua mao-de-
obra, mas também seu bom-humor e leveza. Agradecimento a Isabel

Chaves e todos os colegas que em algum momento nos ajudaram.

Aos amigos Lilibeth F. de Brito P. Forte, Ana Paula de Lima, Michelle
Roberta V. Silva Reis e Alecsandro de Moura Silva pelas vezes que
ajudaram no biotério e em todo o resto. A Fernanda Bertini Moreira pela

agradavel surpresa da sua amizade.

A Karina Bortolin Lodi por me “emprestar seus alunos” nos dias de

cirurgia e “seu ombro” nos dias em que tudo parecia dar errado.

A amiga Mary Anne M. Barbara agradego por estar sempre presente,
dividindo o trabalho, os problemas e comemorando cada etapa vencida.

Foi um prazer trabalhar com vocé!

A Adriana Mathias Pereira da Silva Marchini agradego pela ajuda
constante. Foi muito bom trabalhar com alguém para quem nunca ha

“tempo ruim”.

A Prof. Tit. Yasmin Rodarte Carvalho pelas inimeras vezes em que me

ajudou, ndo importando quéo atribulado estava seu dia.

A Prof. Dra. Renata Falchete pelas varias vezes em que deixou de lado

seus afazeres para esclarecer minha duvidas.



A Prof. Dra. Luana M. Reis de Vasconcellos pela ajuda imprescindivel em

todas as etapas desta pesquisa. Obrigada por tudo! Tudo mesmo!

Agradecimento especial a Profa. Adj. Rosilene Fernandes da Rocha, pela
ajuda incondicional. Obrigada por me ensinar que essa etapa néo
significa somente crescimento profissional, e me fazer “olhar além”. Vocé

contribuiu muito para meu amadurecimento.

Ao meu orientador Prof. Dr. Leonardo Marchini agradeco por estar
disponivel em todos os momentos. Muito obrigada pela ajuda na etapa
mais dificil do trabalho com os animais. Isso foi muito importante para

mim.

Agradego a todos que, direta ou indiretamente, fizeram parte desse

trabalho.

Agradego a minha sogra Arlete, meu sogro Walter e a Adriana. Obrigada

pelo apoio e pela torcidal

Agradego MUITO a minha mae Ivone, minhas tias Aurélia e Dalva, minha
irma Carol e minha sobrinha Laura. Vocés sdo muito importantes para

mim. Eu nado seria nada sem vocés. Obrigada pelas oragdes e pelo apoio!



Agradegco ao meu avd Ozoério Porto (in memorian). Mais uma vez, faco

minhas, as suas palavras.

“A saudade (Ozorio Porto)

Quando a cidade adormece
e tudo se faz silente,

€ que a saudade aparece
machucando tanto a gente.

E cresce a saudade, cresce,
e fica tdo abrangente,

gue pouco a pouco parece
ser o0 passado presente.

E sendo a saudade assim,
em horas quase sem fim,
vem machucar!... Vem ferir!...

E mal, as vezes, sem cura:
E o que restou da ventura
gue alguém levou ao partir.”

Agradeco a Deus por ser tdo abengoada! Agradeco por esses dois anos,
pelas coisas que aprendi e pelas pessoas que conheci. Esse foi um
periodo de amadurecimento, que com certeza mudou minha maneira de

ver muitas coisas...

Agradeco a Deus também por ter me cedido suas criaturas, seus animais,
por quem tenho o maior RESPEITO. Com toda certeza, posso dizer que,

a cada eutanasia, o sacrificio também foi meu.



“A incompreensdo, mais do que impossibilidade de
compreender, € a impossibilidade de sentir.”

José Narosky



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e ae e e e s s nnnnennnes 10
LISTADE FIGURAS ...ttt 11
LISTA DE QUADROS E TABELAS ..o 12
L INTRODUGAD ..o oei et e an e 14
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt 16
2.1 ConSUMO A€ AICOO0I......oiiiiiiiiiieiiiie e 16
2.2 Osseointegracdo e consumo de AlCoO0l........uuvuecciieiiiiiiiiiiieeiice, 22
A I @ 1] (=ToY o Lo 0 11 = TP 24
2.4 OSSe0integragcao € OSTEOPOTOSE ...uueeeiiiiieiiiieeeeeaes e sieereeeeeee e e e 26
= 0] 10151 [07:1 TSR 33
4 MATERIAIS E METODOS.......ooiieeeeeeteeeeetee et 34
N Y =TSR 34
4.1.1 Grupos experimentaiS ...........ooeeeeeiiieee e 34
4.2 DIta. ..o e ——————————_ 36
4.2 Procedimentos CirlrgiCOS .. .uuiiiiiieeiie e e, 38
4.2.1 ANESEESIA ..t 38
4.2.2 Ovariectomia e cirurgia Sham..........cccooviiiiiiiiiiiiee e 39
4.2.3 Colocacdo dos implantes...........ccceeeeeiiiiiiiieiie e 40
4.2.4 EULANASIA ...euee e 44
4.2.5 Delineamento experimental ... 44
4.3 AvaliaGc8o da 0SSe0INtegraGa0.........ccuuuveeerieieeeee e eiiieiieeeeeee e e e 45
4.3.1 Preparo histolOQIiCO ......uuuiiieiiiiiice e 45
4.3.2 Andlise histomorfométrica.............ccoooi 49
4.4 ANAlISE eStatiSTICA. ..uuueuieiiiiie e 51
S5 RESULTADOS ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e anaaans 52
5.1 Contato direto 0Sso-implante........ccccceeeeiiiiiiiii e, 52
5.2 Alterag8o de peso d0S aNiMAS .....cccueuviiiieiiiieeieeee e 54
5.3 Consumo de rag8o € liqUIdOS .....ccoiivviiiiiiiiiii e 56
S/ AVZ- 1o gl o1 [ ] f o] o 10T 59
B DISCUSSAOD ..ottt eaene e e een e eee e 62
7 CONCLUSAO ..ottt 67
8 REFERENCIAS ..ottt 68
ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa.................. 74
ANEXO B — Alteracao de titulo ......cocceeeiiiiiiiiiice e 75

ABSTRACT e 76



Deco CP. Influéncia da osteoporose e alcool na osseointegracdo em ratas
[dissertagao]. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Séo
José dos Campos, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”: 2009.

RESUMO

O consumo de alcool e a osteoporose, individualmente, podem afetar o
metabolismo &6sseo e ter influéncia negativa sobre tratamentos com
implantes odontologicos, comprometendo sua estabilidade biomecéanica.
Entretanto, os efeitos da associacdo entre esses dois fatores na
osseointegracao de implantes é desconhecido. O objetivo deste trabalho
foi investigar parametros histomorfométricos da osseointegragcdo em ratas
sob consumo de alcool associado a osteoporose. Noventa e seis ratas
foram divididas conforme o tipo de dieta e quanto a presenca ou auséncia
hormonal. Grupo G1: Sham (ovariectomia simulada), agua e ragdo ad
libitum; G2: Sham, rag&o e soluc¢édo de etanol a 20% ad libitum; G3: Sham,
racdo e solugdo de sacarose controladas para assegurar uma dieta
isocalérica & de G2; G4: ovariectomia, agua e ragéo ad libitum; G5:
ovariectomia, racdo e solucdo de etanol a 20% ad libitum; GB6:
ovariectomia, racdo e solugdo de sacarose controladas para assegurar
uma dieta isocalérica a de G5. Cada grupo foi subdividido em A e B, de
acordo com o tempo de osseointegracdo: 4 ou 6 semanas,
respectivamente. Um més apds a ovariectomia ou Sham foi iniciada a
dieta e um més depois foi realizada a cirurgia para colocagdo dos
implantes de titdnio nos fémures dos animais. Apos a eutanasia, os
fémures foram avaliados por histomorfometria para quantificacdo da
superficie de contato direto entre osso e implante. Os grupos G5 e G6
foram os que apresentaram a menor porcentagem de contato direto osso-
implante quando comparados aos demais. Concluséo: A associagéo entre
a deficiéncia estrogénica, provocada pela ovariectomia, e o consumo
cronico de alcool pode prejudicar a osseointegracdo, assim como a
associacado entre deficiéncia estrogénica e reducdo no consumo de
nutrientes.

Palavras-chave: Implante; osseointegracao; etanol; osteoporose.
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1 INTRODUCAO

O consumo de alcool etilico (etanol) apresenta diversos
maleficios a saude humana (Kane; Kumar, 2005) e tem sido motivo de
preocupacao dos agentes de saude publica em todo o mundo.

O 1° Levantamento Nacional sobre os Padrbes de
Consumo de Alcool na Populagédo Brasileira (Laranjeira et al., 2007)
constatou que 52% dos brasileiros podem ser considerados bebedores,
sendo que 27% faz uso ocasional ou raro e 25% faz uso com freqiiéncia
no minimo semanal. Esses dados ressaltam a importancia de se estudar
os efeitos do alcool na populagao brasileira.

Além de sua atuacdo como depressor do sistema
nervosos central, o etanol promove alteragcdes em diversos 6rgaos
(Flemming et al., 2003). Especificamente na regido da boca, dentre outros
efeitos deletérios (Souza et al., 2006 a, b), o consumo de alcool pode ter
uma influéncia negativa sobre tratamentos com implantes, podendo
comprometer a reabilitacdo oral do paciente (Koo et al., 2004; Galindo-
Moreno et al., 2005). Isto ocorre, provavelmente, devido ao fato do seu
consumo afetar o metabolismo ésseo (Sampson, 1999; Turner et al. 2001;
Chakalakkal, 2005), reduzindo a taxa de formacgao éssea, prejudicando a
proliferacao osteoblastica (Chakalakkal, 2005) e aumentando a atividade
osteoclastica (Koo et al., 2004).

Além do consumo crénico de alcool, ha outros fatores que
influenciam o processo de osseointegracdo. Apesar do uso de implantes
dentais apresentar-se hoje como tratamento de eleicédo para pacientes
desdentados, ha restricdes, como quando ocorre demasiada perda 6ssea
alveolar (Keller et al.,, 2004) ou patologias do metabolismo ésseo, a

exemplo da osteoporose.
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A osteoporose compromete a resisténcia 6ssea (Pereira
et al., 2006), podendo acometer qualquer osso, inclusive maxila e
mandibula (Marques Neto, 2005). A colocagdo de implantes dentarios
nesse caso parece possivel (Davarpanah et al., 2003), mas a estabilidade
biomecénica dos implantes, sob estas condi¢des, pode ser comprometida.
Considerando que a osteoporose atinge mais de 50% das mulheres e
20% dos homens acima dos 50 anos de idade (Keen, 2007), faixa etaria
em que a utilizacdo de implantes é alta, a utilizacdo desse tratamento,
nestas condi¢des, precisa ser melhor estudada (Cho et al., 2004; Keller et
al., 2004).

Deste modo, considerando:

a) o elevado consumo de alcool (Laranjeira, 2007);

b) a elevada incidéncia de osteoporose (Keen,
2007);

c¢) a possivel influéncia do consumo de alcool (Koo
et al., 2004; Galindo-Moreno et al., 2005) e da
osteoporose (Cho et al., 2004; Keller et al., 2004)
na aplicagdo de implantes dentarios para
reabilitacdo de pacientes desdentados;

d) a auséncia de trabalhos na literatura consultada
gue avaliem estas duas variaveis conjuntamente
em implantodontia;

e) e a hipétese da associagdo entre essas duas

variaveis dificultar a osseointegragao.

Foi objetivo deste projeto investigar parametros
histomorfométricos da osseointegragdo em ratas sob consumo de alcool e

com deficiéncia estrogénica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consumo de alcool

O consumo crbnico excessivo de alcool pode resultar em
osteopenia e aumentar o risco de osteoporose. Esse habito ndo apenas
aumenta a incidéncia de fraturas provenientes de quedas, como atrasa a
cura da fratura. A osteopenia induzida por alcool resulta principalmente da
diminuigdo da formacéo 6ssea, ao contrario do que ocorre na osteoporose
induzida por deficiéncia estrogénica, em que se tem principalmente um
aumento da reabsorgédo 6ssea. O consumo crénico de alcool parece
afetar a atividade osteoblastica, suprimindo sua diferenciagcédo na medula
6ssea e promovendo adipogénese. Na cura da fratura, o efeito do alcool é
suprimir a sintese de matriz éssea, possivelmente devido a inibicdo da
proliferacao e diferenciacdo das células mesenquimais no reparo 6sseo.
O reparo o6sseo deficiente resulta em pouca resisténcia, dureza e
conteudo mineral (Chakkalakal , 2005).

Apesar dos efeitos deletérios do consumo de alcool no
tecido 6sseo terem sido demonstrados em diversos trabalhos cientificos,
a dose e a frequéncia capazes de desencadear esses efeitos ainda ndo
foram estabelecidas com certeza. Em 2007, Berg et al. publicaram uma
revisdo sistematica da literatura na qual observaram que, quando
comparados a individuos que ndao consumiam bebidas alcodlicas, aqueles
que bebiam até 1 dose de bebida por dia apresentaram menor risco de
fratura da bacia. Ja aqueles que consumiam mais de 2 doses, por dia,
tinham esse risco aumentado. Seus achados sugerem que o consumo

crbnico moderado de bebidas alcodlicas seria benéfico para o tecido
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6sseo, enquanto o consumo crénico exacerbado é que traria maleficios.
Entretanto, os autores afirmam que a literatura disponivel é insuficiente
para definir uma média de consumo de alcool seguramente capaz de
minimizar risco de fratura 6ssea e maximizar densidade Ossea.

Jugdaohsingh et al. (2006) também concluiram, a partir de
uma revisao da literatura, que o consumo moderado de bebidas alcodlicas
esta associado a um aumento na densidade 6ssea. Os autores afirmam
que os mecanismos que desencadeiam esse efeito ainda nido estdo
claros, mas baixas doses de alcool parecem suprimir a reabsor¢éo 6ssea.
Os autores questionam o papel, no tecido &sseo, dos demais
componentes encontrados nos diferentes tipos de bebidas alcodlicas e
sugerem que mais trabalhos sejam feitos com o intuito de esclarecer
essas duvidas.

Segundo Turner et al. (2001b), a deficiéncia estrogénica
acelera a remodelagao 6ssea, causando um desequilibrio que resulta em
reabsorcdo 6ssea. O alcool poderia desacelerar a perda éssea devido a
uma reducdo na remodelagdo éssea. Assim, pequenas quantidades de
alcool poderiam ser benéficas para a saude 6ssea da mulher na
menopausa.

Balzan et al. (2001) concordam com os efeitos benéficos
da ingestdo de doses moderadas de 4alcool, principalmente apés a
menopausa. Entretanto, ndo indicam o uso do alcool uma vez que o risco
de haver efeitos prejudiciais € mais alto que os possiveis efeitos positivos.

Experimentalmente, Sampson (1999) estudou o efeito do
consumo de alcool em longo prazo. Para tanto, o autor dividiu os ratos em
3 grupos: grupo controle- de dieta livre; grupo alcool- em que 35% das
calorias eram oferecidas através de solugdo de etanol; e grupo
isocalérico- tratado com uma solugdo de maltodextrina para substituir as
calorias do etanol. Apos a eutanasia foi feita avaliagdo histomorfométrica

das tibias. O autor observou que, nos animais tratados com alcool, a
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cortical 6ssea apresentava-se mais fina, podendo resultar de redugéo na
atividade osteoblastica.

Turner et al. (2001a) avaliaram o efeito do consumo
moderado de alcool em tibias de ratas. Os animais foram divididos em
grupos que tiveram ingestao calérica de 0, 3, 6, 13 e 35% de alcool. Aos 8
meses de idade, apés 4 meses de tratamento, foi feita a eutanasia. Os
animais que consumiram alcool a 3% apresentaram ganho de peso ao
longo do experimento, enquanto os animais que consumiram alcool a
35% apresentaram perda de peso. Houve reducdo do numero de
osteoclastos no nivel mais baixo de consumo (3% de alcool), mas néo
nos niveis mais altos. Os animais que consumiram alcool apresentaram
adelgagcamento trabecular em comparacdo aos do grupo controle. A
reducdo foi dose-dependente. Os autores concluiram que o consumo
moderado de bebidas alcodlicas pode alterar a remodelacdo Ossea,
promovendo reducdo da espessura trabecular e inibindo proliferacdo de
osteoblastos.

Hogan et al. (2001) avaliaram o efeito do alcool em ratas
de 9 meses de idade apdés o consumo de alcool durante 8 e 14 semanas.
Os animais foram divididos em: grupo alcool (que recebeu solugcido de
etanol a 8,1%), grupo isocalérico e grupo controle. Os autores
observaram que a cortical éssea da regido proximal da tibia estava mais
delgada nos animais que receberam alcool, sendo que esse
adelgacamento foi mais expressivo no grupo que recebeu alcool por 14
semanas. O numero e volume das trabéculas 6sseas também foi menor
no grupo alcool, estando também associado ao tempo de dieta. Os
autores observaram também reducdo de 81% nas propriedades
mecanicas da regido distal da tibia do grupo alcool de 14 semanas, ja a
regido de diadfise deste osso ndo apresentou diferenca. Os autores
concluiram que o consumo de alcool leva a reducédo das propriedades
mecanicas 6sseas e também do volume e numero de trabéculas, sendo

que a duracédo da dieta tem grande importancia na intensidade do efeito.



19

Chakkalakal et al. (2002) estudaram o efeito do consumo
do alcool no reparo 6sseo. Eles utilizaram ratos com idade entre 8 e 10
semanas e os dividiram em 4 grupos: grupo A - recebeu 36% das calorias
em etanol; grupo B - recebeu dieta isocalérica ao A, com as calorias do
alcool substituidas por maltodextrina; grupo C - foi o grupo controle; grupo
D recebeu a mesma dieta de A até o momento em que foi feita a leséo e
depois recebeu dieta isocalérica. Apés 6 semanas do inicio da dieta, foi
feita lesdo 6ssea nas fibulas dos animais. Apés 7 semanas 0s animais
foram eutanasiados. As fibulas foram removidas e foi feita avaliacdo do
reparo 6sseo. Quando as fibulas foram seccionadas no local da leséo, a
area em que o reparo ainda n&o estava completo, no grupo A, foi 30%
maior que no grupo B e 28% maior que no grupo D. O grupo B foi 14%
menor que o grupo C. Os autores concluiram que os animais que
ingeriram alcool apresentaram reparo &sseo deficiente quando
comparados ao que nio ingeriram.

Elmali et al. (2002) também estudaram o efeito do alcool
no reparo 6sseo. Eles dividiram 20 ratos machos em dois grupos: grupo
que recebeu alcool a 7,2% e grupo isocalorico. A dieta foi oferecida
durante 4 semanas, ao fim das quais foi feita lesdo éssea na tibia. Depois
a dieta foi mantida por mais 4 semanas e entdo os animais foram
eutanasiados, tendo a tibia removida para avaliagdo. A densitometria
revelou que o grupo alcool apresentou densidade 6ssea mineral média de
0,11 g/cm?, enquanto o grupo controle apresentou 0,13 g/cm?. A média de
contelido mineral na regido da fratura foi de 0,103 g/cm® no primeiro
grupo e 0,128 glcm® no segundo. As diferencas entre os grupos foram
estatisticamente significativas. Os autores concluiram que os animais que
consumiram alcool apresentaram um atraso no reparo 6sseo devido a
menor densidade 6ssea e menor conteido mineral, o que atrapalhou o
processo de cura da les&o.

Rocha (2005) avaliou o efeito do alcool no fémur de 70

ratos, divididos igualmente quanto ao género. Os animais foram
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separados em grupos: controle; alcool (animais receberam alcool nas
concentragdes de 10, 20 e 30%); e isocalodrico (animais receberam
solucdo de sacarose em concentragao correspondente ao valor cal6rico
da concentragdo alcodlica). Apos 8 semanas de dieta os animais foram
eutanasiados e os fémures avaliados. A autora observou que a espessura
da cortical tanto nos machos como nas fémeas n&o foi alterada; mas a
porcentagem do osso trabeculado diminuiu tanto nas fémeas ingerindo
alcool a 30% como nas trés concentragdes alcodlicas nos machos. A
densidade 6ptica apresentou-se reduzida nas concentracdes de 30%
tanto nos machos como nas fémeas. A autora concluiu que o alcool
promoveu diminuicdo da massa 6ssea e osteopenia.

Torricelli et al. (2007) avaliaram, in vitro, o efeito do
consumo de alcool e da deficiéncia estrogénica na atividade dos
osteoblastos. Os autores isolaram e cultivaram osteoblastos de ratos
divididos em: expostos ao vapor de etanol durante 7 semanas; com
deficiéncia estrogénica provocada por ovariectomia; e controle. Os
autores observaram que a taxa de proliferacdo osteoblastica, assim como
a capacidade sintética dos osteoblastos foram significativamente mais
afetadas pelo alcool que pela deficiéncia estrogénica. Isso levou os
autores a concluirem que o habito de consumir bebidas alcodlicas pode
ser mais deletério para o osso que a deficiéncia de estrogeno.

Nackaerts et al. (2009) avaliaram 663 mulheres com idade
entre 45 e 70 anos, com o objetivo de verificar se o consumo de alcool
afetava a quantidade e qualidade 6ssea mandibular. As mulheres
responderam a um questionario sobre seus habitos, incluindo o consumo
de bebidas alcodlicas, e se submeteram ao exame radiografico. Foram
feitas radiografias periapicais e panoramica, através das quais os autores
obtiveram a largura da cortical 6ssea e padrdes de densidade 6ssea. Os
autores observaram que o consumo de alcool estava relacionado tanto a
redugdo da largura da cortical 6ssea quanto da densidade O&ssea.

Mulheres da mesma idade que consumiam bebidas alcodlicas
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moderadamente apresentaram espessura da cortical 6ssea mandibular
0,27 mm mais finas quando comparadas a mulheres que nunca tiveram o
habito de beber. Individuos que consumiam mais de 14 doses de bebidas
alcodlicas por semana apresentavam condigbes O6sseas piores.

O consumo de alcool influencia também a manutencéo de
peso. Aguiar et al. (2004) observaram a alteracao de peso em animais
submetidos ou ndo ao consumo de alcool. Os autores ofereceram agua
para os animais do grupo controle e alcool para os animais do grupo
experimental. A concentracdo de alcool aumentava semanalmente,
comegando com 5%, e passando para 10, 20 e 40% sucessivamente. Em
um primeiro momento os animais receberam ragcao a vontade, e em um
segundo tempo a quantia de ragdo ofertada passou a ser a metade da
que o grupo controle consumia antes da restricdo. A partir dai os animais
eram pesados semanalmente. Os autores observaram que o ganho de
peso dos animais s6 foi similar, nos dois grupos, quando o grupo alcool
consumia a solugédo a 5 %. Quanto a concentragdo passou a ser de 10%
houve perda de peso, que foi atenuada com a mudanca para
concentracdo de 20% e relacionada a um aumento na oferta cal6rica
através do alcool. Quando a concentragcdo passou a ser de 40%, a perda
de peso voltou a ser maior. Foi observado também que conforme
aumentava a concentragdo de alcool, diminuia o consumo de ragdo. Os
animais que consumiram alcool a 40% ingeriram apenas 32% da ragéo
ingerida pelos animais do grupo controle.

Santolaria et al. (2000) avaliaram 181 homens que
consumiam mais de 80 gramas de etanol por dia e compararam suas
condi¢des de saude as de 43 homens saudaveis nao-etilistas. Os autores
investigaram habitos alimentares, indice de massa corporal, massa
Ossea, presenca de cirrose hepética, dentre outros quesitos. Os autores
observaram que os homens que consumiam alcool apresentavam perda
de massa 6ssea, mas essa perda nao estava relacionada a intensidade

do alcoolismo ou presenca de cirrose hepatica, mas sim a ma-nutricao.



22

Os autores concluiram que a osteopenia alcodlica ¢ uma forma de
osteoporose nutricional.

Segundo Sampson (2002), etilistas severos s&o
frequentemente mal-nutridos, e o alcool induz deficiéncia na producéo de
vitamina D, o que prejudica a saude 6ssea, uma vez que prejudica a
absorcao de célcio. Ha ainda a reducéo na ingestdo de proteinas que,
segundo Rizzoli (2008), s&do fundamentais para manutengcéo da
integridade e fung¢do 6ssea, e cuja reducdo esta associada a diminuicéo

da massa ossea.

2.2 Osseointegracdo e consumo de alcool

Os trabalhos que se seguem avaliaram a influéncia do
alcool na osseointegracdo de implantes. Segundo Branemark (1985),
osseointegracdo é a “insergcao ou conexao aparentemente direta de tecido
o0sseo vital a superficie de um implante, sem tecido conjuntivo
interveniente”.

Bombonato-Prado et al. (2004) avaliaram o reparo da
ferida alveolar pés exodontia em ratos submetidos ou ndo ao consumo de
alcool. O grupo alcool recebeu concentragdes crescentes de alcool até
chegar a 30°GL. (Gay-Lussac), comegando 4 semanas antes da
exodontia e mantidas por periodos que variavam de 1 hora a 6 semanas
até a eutanasia. Foi realizada avaliagdo histolégica e histomorfométrica
através de microscopia eletrénica por luz e por varredura. Os autores
observaram que 0s animais que consumiram alcool apresentaram atraso
significante no reparo das feridas, devido a menor formacgéo éssea.

Koo et al. (2004) avaliaram a osseointegragdo em coelhas
sob consumo de alcool. Os animais foram divididos em 3 grupos: o grupo

1 foi tratado com aguardente de cana de agucar a 20% de etanol durante
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3 semanas no pré-operatorio e 8 semanas no pés-operatoério da cirurgia
para colocacao do implante; o grupo 2 foi tratado com alcool apenas no
periodo pés-operatoério; e o grupo 3 foi o grupo controle, que recebeu
agua, ao invés de aguardente, em todo o periodo. Os animais receberam
doses de um polifluorocromo no periodo pés-operatério e foram
sacrificados 8 semanas ap6s a colocac¢ao dos implantes. As tibias foram
preparadas sem descalcificagcdo e avaliadas em microscopio de luz
fluorescente. Os autores observaram que as areas marcadas com o0s
polifluorocromos e a area de contato direto osso-implante foram
significantemente menores nos grupos que receberam alcool, sendo essa
diferenca estatisticamente significativa quando comparados ao grupo
controle. O grupo controle apresentou média de 64,7% de contato direto
osso-implante, o grupo que consumiu alcool somente no pés-operatério
apresentou 49,2% de contato, e o grupo que consumiu alcool nos
periodos pré e pos-operatédrio apresentou 49,5%. Os autores concluiram
que o alcool promoveu menor contato osso-implante.

Galindo-Moreno et al. (2005) avaliaram, durante 3 anos,
185 pacientes, com idade entre 20 e 68 anos, de ambos 0s sexos, que
receberam 514 implantes. O objetivo do trabalho foi verificar se havia
relacdo entre perda 6ssea peri-implantar e alguns habitos, dentre eles o
consumo de alcool. A perda 6ssea foi avaliada através de radiografia
digital panoramica e técnica de analise de imagem. Doze porcento dos
participantes faziam uso frequente de alcool. Os autores observaram que
pacientes que relatavam consumir quantidade maior que 10 g diarios de
alcool apresentaram, neste periodo de 3 anos, perda de 1,49 mm de osso
marginal aos implantes, valor significativamente maior que o encontrado
em pacientes que nao consumiam alcool: 1,28 mm.

Torricelli et al. (2008) avaliaram, in vitro, os efeitos do
alcool em osteoblastos. Para tanto, os autores expuseram ratos ao vapor
de etanol durante 7 semanas de forma intermitente e depois isolaram

osteoblastos de seu osso trabecular e cultivaram in vitro, em titanio
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comercialmente puro. Os autores observaram que os osteoblastos de
animais expostos ao vapor de etanol tiveram diminuidas sua viabilidade
celular e atividade sintética, quando comparados aos osteoblastos de
animais do grupo controle. Os autores concluiram que o alcool reduz a
capacidade dos osteoblastos de formar osso ao redor do titanio e
sugerem que novas superficies e terapias sejam desenvolvidas para uso

em pacientes alcodlicos.

2.3 Osteoporose

Ao longo de toda vida, o esqueleto é remodelado
continuamente através da reabsorcdo Ossea que se da pelos
osteoclastos, e da formacdo 6ssea que se da pelos osteoblastos. Na
osteoporose ha um desequilibrio na remodelagcdo 6ssea, no qual mais
0sso é reabsorvido do que formado. Essa condicdo leva a baixa massa
Ossea e fragilidade que predispoem o paciente a fraturas. A osteoporose
pode ser primaria ou secundaria. A osteoporose primaria pode ser do tipo
1, quando acomete principalmente osso trabecular e ocorre por um
aumento na reabsor¢cdo Oéssea, principalmente devido a reducgéo
estrogénica, como ocorre nas mulheres pds-menopausa; e tipo 2 que
acomete homens e mulheres de idade avangada e ocorre devido a uma
diminuigdo na formacgao 6ssea, tanto de osso trabecular quanto cortical. A
osteoporose secundaria pode ser observada em pacientes jovens e
idosos e ocorre como conseqiéncia de outras doencas (Lerner, 2006).
Endocrinopatias, desordens digestivas, neoplasias, desordens genéticas
e farmacos sido exemplos de condicdbes que podem levar ao seu
desenvolvimento (Watts, 2004).

A deficiéncia de estrogeno, que ocorre em mulheres na

menopausa, leva a alta taxa de remodelagdo 6ssea que causa redugéo
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do conteudo mineral do osso (Seeman, 2003). A prevencdo da
osteoporose, principalmente nestes casos, deve ser baseada em trés
passos: nutricho adequada; controle do ambiente, para prevencao de
quedas; e bons habitos de vida, incluindo pratica de exercicio fisicos e
evitando habitos como o do alcoolismo (Pereira et al., 2006).

Os mecanismos de acgdo do estrogeno na reabsorgéo
0ssea nao estdo completamente esclarecidos. Estudos mostram que o
estrégeno pode inibir a formagéo de osteoclastos, induzir sua apoptose ou
inibir proteases produzidas pelos mesmos. Qualquer uma dessas formas
diminuiria a reabsorcdo 6ssea. Se o estrdbgeno age diretamente em
osteoclastos, ou indiretamente, através de osteoblastos, ainda é
controverso. Porem pode-se concluir que o estrogeno inibe a reabsorcéo
6ssea agindo em vias relacionadas a formagao, atividade e sobrevivéncia
do osteoclasto (Faloni et al., 2007).

Navarro et al. (2009) avaliaram 1139 mulheres pés-
menopausa com mais de 50 anos, na Espanha, com relagdo a
osteoporose. Elas ndo possuiam diagndstico anterior de osteoporose e
foram questionadas quanto a sua condigdo socioecondmica, além de
serem avaliadas através de radiografias e densitometria 6ssea. Os
autores observaram que 40,6% das mulheres com condi¢cdo
socioecondmica baixa apresentavam osteoporose e 24,7% apresentavam
fratura vertebral, enquanto 35,6% das de classe socioeconémica média
ou alta apresentavam a patologia e 13, 4% tinham fratura vertebral. Os
autores concluiram que a condi¢cao socioecondmica baixa é um fator de

risco para a osteoporose.
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2.4 Osseointegracdo e osteoporose

A osteoporose, de causa tanto pds-menopausa quanto
senil, tem importantes consequéncias em cirurgias como as de colocagao
de implantes dentais. A osseointegracdo é mais demorada em individuos
com osteoporose e a ocorréncia de insucesso em cirurgias, tanto
protéticas quanto ortopédicas reconstrutivas € maior nesses pacientes.
Um dos principais fatores para sucesso da osseointegracéo € a obtencéo
de estabilidade primaria. Quando esta estabilidade ndo é alcangada,
forcas podem provocar micro-movimentagdo no implante, estimulando a
formagéo de tecido fibroso, ao invés de tecido 6sseo. Um osso com boa
qualidade é muito importante para se conseguir a estabilidade primaria.
Alteragbes na micro-estrutura Ossea, como as observadas na
osteoporose, podem impedir uma estabilizagdo primaria firme, téo
necessaria para o sucesso em longo prazo do implante (Marco et al.,
2005).

Lugero et al. (2000) avaliaram a influéncia da osteoporose
na osseointegracéo de implantes de titdnio em coelhos. A osteoporose foi
induzida por deficiéncia de estrogénio, provocada pela ovariectomia.
Todos os animais receberam implante na tibia, que permaneceram por 8
semanas até a eutanasia. A tibia foi removida para ser avaliada por
histomorfometria. Foi realizada densitometria 6ssea na tibia e vértebras
no inicio do experimento e 4 semanas apds a ovariectomia. Os autores
observaram que, nos animais com osteoporose, ndo houve perda de
massa 6ssea na tibia, mas nas vértebras a perda foi de 11%. Além disso,
0S animais com osteoporose apresentaram taxa de aposi¢gao mineral e
volume trabecular significativamente menores que o grupo controle. A
lAmina compacta 6ssea da tibia foi 28% mais densa no grupo controle. Os

autores concluiram que a formacéo éssea foi maior no grupo controle.
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Becker et al. (2000) estudaram a relagcdo entre
osteoporose e a perda do implante. Os autores avaliaram 98 pacientes
divididos igualmente em grupo controle e grupo osteoporose. Os
individuos foram avaliados através de densitometria déssea (DEXA),
medida nas regides proximal e distal da ulna e radio; classificacdo da
quantidade e qualidade 6éssea no momento do implante; e questionario.
Os resultados n&o mostraram associagdo entre os valores da
densitometria e o risco de perda do implante. Ja a quantidade e qualidade
O0ssea locais foram fatores importantes no sucesso da implantag&o.
Implantes colocados em locais com cortical 6ssea fina aumentaram em
130% a chance de perda de ao menos um implante, quando comparados
a implantes colocados em regido de cortical 6ssea mais densa ou area de
osso compacto. Os autores concluiram que a avaliagdo visual da
qualidade do osso no local do implante € melhor que a avaliacdo 6ssea
por densitometria de ossos periféricos.

Friberg et al. (2001) avaliaram osseointegracédo de
implantes dentais em pacientes com osteoporose. Foram avaliadas:
radiografias pré-operatorias, histéria médica, resisténcia da mandibula
durante a perfuracdo 6ssea para colocagdo de implantes, e densidade
O6ssea. Treze pacientes receberam o total de 70 implantes e foram
avaliados por 3 anos e 4 meses. Os pacientes apresentavam osteoporose
nas vértebras, bacia ou ambos. Apenas dois implantes foram perdidos € a
taxa de sucesso, ao fim do experimento, foi de 97% para a maxila e
97,3% para mandibula. Os autores concluiram que implantagcdes em
pacientes com osteoporose na coluna e quadril, mas com boa textura
Ossea local, podem ter sucesso por muitos anos.

August et al. (2001) avaliaram a influéncia do estrégeno
na osseointegragéo de implantes de titdnio. Os 275 pacientes avaliados
foram divididos nos seguintes grupos: mulheres pés-menopausa sem
reposicdo hormonal; mulheres p6s-menopausa com reposicdo hormonal;

mulheres pré-menopausa; homens com menos de 50 anos; e homens
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com 50 anos ou mais. Os pacientes receberam o total de 652 implantes e,
ap6s5 anos, foi avaliado o indice de perda de implantes, por grupo.
Mulheres pés menopausa sem reposi¢do hormonal tiveram o maior indice
de perda de implantes maxilares (13%), mas sé houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparado aos grupos de mulheres
pré-menopausa (6,3%) e homens com mais de 50 anos (7,6%). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos quando foi
considerado o indice de perda de implantes mandibulares. Os autores
concluiram que a deficiéncia de estrégeno pode ser considerada fator de
risco para implantes maxilares.

Duarte et al. (2003) avaliaram 30 ratas, com 90 dias de
idade, a fim de observar o efeito da deficiéncia estrogénica na
osseointegracédo de implantes de titdnio. Para tanto, os autores dividiram
0s animais em dois grupos: ovariectomia e Sham (cirurgia sem remogao
dos ovarios). Vinte e um dias ap6s a ovariectomia ou a cirurgia Sham, os
animais foram submetidos a cirurgia para colocagdo de implantes de
tithnio nas tibias. Foi aguardado um periodo de 60 dias apo6s a
implantagao e os animais foram eutanasiados. As tibias foram removidas
e preparadas por técnica de desgaste. Os autores avaliaram a
porcentagem de contato direto osso-implante e a area dssea cortical e
trabecular. A porcentagem de contato direto osso-implante na cortical foi
em média de 45,61% para o grupo ovariectomizado e de 50,99% para o
grupo controle, ndo tendo havido diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos. Ja com relagdo a porcentagem de contato direto com
osso trabecular, a média foi de 40,28% para o grupo ovariectomizado e
51,75% para o grupo controle, sendo essa diferenga estatisticamente
significativa. Os autores observaram ainda que o0s animais com
deficiéncia estrogénica, promovida pela ovariectomia, apresentavam osso
trabecular menos denso que os animais sem essa deficiéncia. Duarte et
al. (2003) concluiram que a deficiéncia estrogénica tem efeito negativo na

qualidade do osso ao redor do implante, mas que isso nao significa que a
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terapia com implantes deva ser considerada uma contra-indicagao
absoluta para pacientes idosos ou mulheres pés-menopausa.

Keller et al. (2004) avaliaram osseointegracédo de
implantes em coelhos com osteoporose induzida por injecéo
intramuscular diaria de glicocorticbides. Os 40 animais foram divididos
igualmente em: grupo controle; grupo que recebeu glicocorticéides antes
da implantagcdo; grupo que recebeu glicocorticdides simultaneamente a
implantacdo; e grupo que recebeu depois. A porcentagem de contato
direto osso-implante foi respectivamente, de 49%, 24%, 42% e 31% em
cada grupo experimental. Os autores observaram que as inje¢des de
glicorticdides prejudicaram a osseointegracdo e resultaram em
adelgacamento cortical, trabéculas irregulares e prejuizo da formacéo e
mineralizacdo da matriz extracelular. Eles sugerem que a alteracdo da
matriz celular, provocada por essa condi¢cdo induzida de osteoporose,
pode afetar, em longo prazo, a estabilidade dos implantes.

Cho et al. (2004) também estudaram a relagdo entre
osseointegracao de implantes de titanio e a osteoporose. No experimento,
os autores utilizaram 35 ratas divididas igualmente em: grupo Sham
seguida por colocacao de implantes; grupo colocagdo de implantes
seguido por ovariectomia; grupo ovariectomia seguida por colocagéo de
implantes; e grupo ovariectomia realizada no mesmo tempo cirdrgico da
colocagao de implantes. Os implantes foram feitos nas tibias dos animais.
O tempo esperado para osseointegracdo foi de 12 semanas. Apds a
eutanasia as tibias foram removidas, preparadas pela técnica de inclusao
em resina e desgaste, e submetidas a analise histolégica e
histomorfométrica. Os autores observaram que somente os grupos
colocagdo de implantes seguida de ovariectomia e colocacdo de
implantes simultdnea a ovariectomia houve diferenca estatisticamente
significativa com relagcdo aos animais que somente receberam os
implantes (Sham seguido de colocagcéo de implante). Os animais que

receberam ovarietomia e depois implantes apresentaram contato
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semelhante estatisticamente aos animais sem ovariectomia. Os autores
atribuem isso a uma possivel homeostase fisioldgica 6ssea que ocorreria
ap6s a ovariectomia, permitindo deposicdo 6ssea suficiente para a
osseointegracao dos implantes.

Carvalho et al. (2006) avaliaram 45 ratas com a finalidade
de observar o efeito da osteoporose induzida por ovariectomia e da
inalagéo de fumacga de cigarro na osseointegragdo de implantes de titanio
em tibias. Os animais foram dividos em grupos: ovariectomizados; com
cirurgia Sham; e ovariectomizados com exposigdo a fumaga de cigarro.
Os animais do terceiro grupo inalaram fumaca de cigarro durante 4 meses
intermitentemente, sendo 2 meses antes da ovariectomia e 2 meses
depois. Em todos os grupos, os implantes foram colocados no mesmo dia
em que foi feita a ovariectomia, e 60 dias depois foi feita a eutanasia. As
tibias foram retiradas e preparadas por técnica de inclusdo em resina e
desgaste. Foi observada a porcentagem média de contato direto entre
osso-implante no osso cortical e no osso trabecular. Os resultados para
osso cortical nos grupos ovariectomizados, Sham e ovariectomizados com
inalagéo de fumacga foram, respectivamente: 62,05%, 67,09% e 43,59%,
havendo diferenca estatisticamente significativa apenas entre o ultimo
grupo e os demais. Para o osso trabecular, os resultados foram
respectivamente  46,47%, 58,14%, 31,01%, havendo diferenca
significativa entre todos os grupos. Os autores observaram que a
inalagao da fumaca do cigarro associada a deficiéncia estrogénica, exerce
uma influéncia negativa sobre a qualidade éssea ao redor dos implantes.

Alsaadi et al. (2008) avaliaram 412 pacientes com a
finalidade de observar as possiveis causas de perda de implantes apoés 2
anos ou mais de colocadas as proteses. Os autores coletaram dados
através de questionarios e os relacionaram a ocorréncia ou ndo de perda
de implantes. Um dos fatores sistémicos avaliados, através do
questionario, foi a osteoporose. Dezenove dos pacientes tinham

osteoporose e receberam um total de 59 implantes. O indice de sucesso
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para este grupo foi de 86,76%. Os autores observaram que, apesar do
indice de sucesso néo ter sido muito alto nestes pacientes, s6 estavam
significativamente associados a perda do implante, a radioterapia e tipo
de implante utilizado.

Holahan et al. (2008) estudaram se a osteoporose afeta o
indice de sobrevivéncia de implantes dentais osseointegrados. Os autores
avaliaram 192 mulheres com mais de 50 anos, que tinham colocado o
total de 646 implantes. Dentre esse grupo, 57 mulheres tinham
osteopenia e 41 tinham osteoporose. Apdés 5 anos da colocagdo dos
implantes observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa no indice de perda de implantes. Os autores concluiram que
o diagnoéstico de osteoporose e de osteopenia ndo aumentou o risco de
perda do implante.

Shibli et al. (2008) avaliaram histologicamente a superficie
de 2 implantes perdidos de uma paciente com osteoporose tipo I. Os
autores observaram que apenas um implante apresentava osso sadio ao
seu redor e a porcentagem de contato osso-implante foi de 51,25%. Os
autores concluiram que o osso peri-implantar apresentava padrées de
normalidade; entretanto o sucesso dessa terapia, em longo prazo, em
paciente com osteoporose requer mais investigagoes.

Viera-Negroén et al. (2008) fizeram um estudo cujo objetivo
foi comparar a osseointegragdo de implantes de titdnio em animais com e
sem deficiéncia estrogénica pbés-menopausa, e o efeito do bifosfonato
nestes casos. Para isso, 32 ratas foram divididas em grupos: n&o-
ovariectomizadas; ovariectomizadas; nao-ovariectomizadas fazendo uso
de alendronato; e ovariectomizadas com uso de alendronato. Todos os
animais receberam implantes de titdnio na maxila e foram radiografados
0, 7, 14 e 28 dias apds a colocacdo dos mesmos. A eutandsia ocorreu no
vigésimo oitavo dia. Os autores observaram que os grupos que fizeram
uso do alendronato apresentaram densidade Ossea radiografica maior

que os dos demais grupos. Ja o grupo de animais ovariectomizados foi o
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que apresentou pior resultado: 50% dos animais perderam os implantes
nas 2 primeiras semanas e 0s que restaram n&o apresentaram
caracteristicas radiograficas de osseointegracdo. Os autores concluiram
que a osseointegracao foi prejudicada pela deficiéncia estrogénica no

grupo ovariectomizado.



3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo investigar parametros
histomorfométricos da osseointegracdo de implantes de titdnio em ratas

sob consumo de alcool e com deficiéncia estrogénica.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para este trabalho foram utilizadas 96 ratas (Rattus
norvegicus, variagdo albinus, Wistar) com 3 meses de idade. Os animais
foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho-
UNESP. Os animais foram mantidos em temperatura ambiente e
alimentados com dieta sélida e liquida controladas.

O estudo foi realizado em conformidade com as normas
do Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal (COBEA), tendo sido
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP sob protocolo
n°030/2007-PA/CEP.

4.1.1 Grupos experimentais

Noventa e seis animais participaram da pesquisa, sendo
que 9 foram a 6bito, resultando em um n=87 ao fim do experimento.
Foram perdidos 3 animais apds a anestesia, 2 por fratura apds perfuragéo
do osso para colocagdo dos implantes e 4 por complicacbes da

ovariectomia.



tipo de dieta

35

Os animais foram divididos em seis grupos conforme o

oferecida e quanto a presenca ou auséncia hormonal

(Quadro 1). Depois cada grupo foi subdividido em A e B, de acordo com

os diferentes tempos de eutanasia.

Quadro 1 — Divisdo dos grupos experimentais

Dieta — )
Condigdo hormonal Agua Etanol 20% Isocalérica
!
Sham (Ovariectomia G1 G2 G3
simulada)
Ovariectomia G4 G5 G6

a) Grupo 1: Grupo Sham associado a dieta livre: os animais

foram submetidos a ovariectomia simulada (Sham) e
receberam agua e racao ad libitum (n final=15).
- G1A: eutanasia 4 semanas apés implantes (n=8)

- G1B: eutanasia 6 semanas apés implantes (n=7);

b) Grupo 2: Grupo Sham associado ao consumo de alcool: os

animais foram submetidos a ovariectomia simulada e
receberam racéo e solugdo de etanol a 20% ad libitum (n
final=12).

- G2A: eutanasia 4 semanas apés implantes (n=6)

- G2B: eutanasia 6 semanas apés implantes (n=6);

¢) Grupo 3: Grupo Sham associado a dieta isocal6rica: os

animais foram submetidos a ovariectomia simulada e
receberam racéo e solugdo de sacarose controladas para
assegurar dieta isocal6rica ao grupo G2 (n final=15).

- G3A: eutanasia 4 semanas apos implantes (n=8)

- G3B: eutanasia 6 semanas apés implantes (n=7);
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d) Grupo 4: Grupo ovariectomizado associado a dieta livre: os
animais foram submetidos a ovariectomia e receberam
agua e ragao ad libitum(n final=16).

- G4A: eutanasia 4 semanas apés implantes (n=8)
- G4B: eutanasia 6 semanas apés implantes (n=8);

e) Grupo 5: Grupo ovariectomizado associado ao consumo
de alcool: os animais foram submetidos a ovariectomia e
receberam racéo e solugdo de etanol a 20% ad libitum (n
final=14).

- G5A: eutanasia 4 semanas apés implantes (n=7)
- G5B: eutanasia 6 semanas apés implantes (n=7);

f) Grupo 6: Grupo ovariectomizado associado a dieta
isocalorica: os animais foram submetidos a ovariectomia e
receberam ragdo e solugcédo de sacarose controladas para
assegurar dieta isocal6rica ao grupo G5 (n final=15).

- G6A: eutanasia 4 semanas apés implantes (n=8)

- G6B: eutanasia 6 semanas ap6és implantes (n=7).

4.1.2 Dieta

A dieta so6lida empregada para todos os grupos foi a ragao
Labina (Purina, Sdo Paulo - Brasil). Cada animal dos grupos G2 e G5
recebeu 50 gramas de ragdo diariamente. O controle da dieta sélida
desses grupos teve inicio um dia antes dos demais para que no dia
seguinte fosse verificada a quantidade média de rag&o ingerida e essa
quantidade fosse oferecida aos animais dos grupos G3 e G6. Dessa

maneira foi possivel oferecer as mesmas condicbes caldricas e
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nutricionais a esses grupos. Os animais dos grupos G1 e G4 receberam
dieta solida livre.

A dieta liquida dos animais dos grupos G2 e G5 consistiu
em uma solugéo de alcool etilico com alcoolatura de 99,5° (Ecibra, Santo
Amaro - Brasil) na concentracdo de 20%. Inicialmente estes animais
passaram por um periodo de adaptacdo de nove dias (trés dias
recebendo alcool a 5%, trés dias a 10% e trés dias a 15%).
Posteriormente, foram administradas, por oito semanas, solugdes
preparadas diariamente na concentracdo alcodlica de 20%. Os animais
desses grupos nao recebiam agua, caso contrario poderiam evitar o
consumo da solugao alcoodlica. Cada animal desses grupos recebia 50mL
da solucéo alcodlica diariamente.

O controle da dieta liquida dos animais dos grupos G2 e
G5 também teve inicio um dia antes dos demais, para que no dia seguinte
fosse verificada a quantidade média de solugdo alcodlica ingerida e essa
quantidade fosse oferecida aos animais dos grupos G3 e G6. Entretanto
esses ultimos grupos recebiam o valor calérico do alcool através de uma
solugao isocal6rica de sacarose P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de
Janeiro - Brasil). Os animais dos grupos G3 e G6 podiam beber agua a
vontade. Os animais dos grupos G1 e G4 tinham como dieta liquida
apenas agua, que podia ser ingerida livremente.

O tempo de dieta alcodlica, de 8 a 10 semanas, foi assim
definido por ter sido observado que ap6s esse tempo de consumo, ja
seria possivel detectar efeitos deletérios do alcool no osso (Hogan et al.,
2001; Elmali et al., 2002; Bombonato-Prado et al., 2004; Koo et al., 2004;
Rocha, 2005).

A concentracao de alcool a 20% foi escolhida por ter-se
mostrado, previamente, eficaz em proporcionar efeitos ésseos (Aguiar et
al., 2004; Koo et al., 2004; Rocha, 2005). O uso de animais isocaloricos
foi presente em diversos trabalhos como forma de controle, através da

simulagdo da deficiéncia nutricional provocada pelo consumo de alcool
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(Sampson, 1999; Hogan et al., 2001; Chakkalakal et al., 2002; EImali et
al., 2002; Rocha, 2005).

No inicio do experimento e imediatamente antes da
eutanasia todos os animais foram pesados em balanca semi-analitica
com a finalidade de verificar se o tratamento interferiu no desenvolvimento
dos mesmos.

Diariamente foram registrados os valores médios da ragéo
e dieta liquida consumida por gaiola. A partir desses dados, foram
calculadas médias de consumo por animal para os grupos experimentais,

considerando ragédo ingerida (g) e solugéo liquida (mL).

4.2 Procedimentos cirargicos

Os procedimentos cirurgicos foram realizados em sala
cuidadosamente limpa, utilizando-se élcool etilico na concentracdo de
70%; e com instrumentais devidamente esterilizados. O cirurgido e os
auxiliares usaram aventais esterilizados em autoclave, além de materiais

descartaveis como mascaras e luvas estéreis.

4.2.1 Anestesia

Para promover anestesia geral foram utilizados: solugéo
de 13 mg/Kg de cloridrato de xilazina (Anasedan-Vetbrands, Paulinia -
Brasil), substancia com propriedades sedativas e analgésicas, além de
relaxante muscular; e 33 mg/Kg de cloridrato de quetamina (Dopalen-
Vetbrands, Paulinia - Brasil), anestésico geral. A associagdo destes

farmacos foi administrada por via intramuscular.
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4.2.2 Ovariectomia e cirurgia Sham

A ovariectomia é uma forma de inducdo de osteoporose
utilizada por diversos pesquisadores, dentre eles Lugero et al. (2000),
Duarte et al. (2003), Cho et al. (2004), Carvalho (2006) e Viera-Négron et
al. (2008) cujos trabalhos nos serviram como referéncia.

As ratas pertencentes aos grupos G4, G5 e G6 foram
ovariectomizadas aos trés meses de idade. Apds pesagem e anestesia
dos animais, foi realizada ftricotomia da regido abdominal lateral e
antissepsia local com alcool iodado. Para iniciar a ovariectomia, foi
realizada incisdo longitudinal na lateral do corpo, logo abaixo da ultima
costela, proximo a regido dos rins. A incisido teve extensao aproximada de
1 cm na pele. Depois foi feita a incisdo na musculatura subjacente e com
uma pinga buscou-se 0 ovario. Apos sua exposicéo foi realizada ligadura
logo abaixo deste para promoc¢édo de hemostasia. Para isto foi utilizado fio
de seda n° 4 (Ethicon/Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos -
Brasil). Estes procedimentos foram realizados bilateralmente. Os ovarios
foram removidos juntamente com a gordura circundante e pequena
porcao do utero. Ao final dos procedimentos, as camadas musculares e a
pele foram suturadas com fio de seda n° 4 e foi realizada nova antissepsia
com alcool iodado na regido operada.

Nos animais do grupo Sham (G1, G2 e G3) todos os
procedimentos acima foram realizados para simulagcdo do estresse
cirurgico, exceto a ligadura e remogao dos ovarios. Portanto, apds a
exposicdo do ovario, os 6rgdos foram recolocados na cavidade

abdominal.

Ap6s o0 procedimento cirdrgico todos os animais
receberam dose Uunica de antibidtico benzilpenicilina benzatina,

benzilpenicilina procaina, benzilpenicilina potassica, diidroestreptomicina
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base sulfato e estreptomicina base sulfato em ampola de 6.000.000UI
(Pentabiotico Veterinario - FortDodge, Porto Alegre - Brasil), por via
intramuscular na dose de 1,35 mL/kg. Receberam também dose de 1
mg/kg de antiinflamatério (Diclofenaco sddico 75 mg, Voltaren injetavel -

Novartis, Rio de Janeiro - Brasil) por via intramuscular.

Em seguida os animais voltaram para as gaiolas, onde
receberam a dieta correspondente ao seu grupo até o momento de

colocagao dos implantes.

4.2.3 Colocagao dos implantes

Os animais de todos os grupos foram submetidos a
cirurgia para colocagdo de implante osseointegravel 30 dias apos
realizada a cirurgia de ovariectomia ou Sham, dependendo do grupo
experimental. Esse periodo de 30 dias apdés a ovariectomia para
realizacdo da cirurgia para colocacdo de implantes foi determinado a
partir de trabalhos que mostraram que esse tempo é suficiente para
causar alteragdes Osseas por deficiéncia estrogénica (Lugero et al., 2000;
Duarte et al., 2003). Dessa forma, no momento da colocacdo dos
implantes, ja haveria alguma fragilidade éssea.

Utilizou-se  implante  confeccionado sob  medida,
exclusivamente para uso neste experimento. O implante foi confeccionado
em liga de titAnio comercialmente pura e apresentava 2 mm de diametro e
2 mm de comprimento, formato cilindrico, com superficie lisa, usinada e
jateada. Os implantes foram limpos por imersdo em agua destilada e
detergente enzimatico, em cuba ultrassénica, e em seguida submetidos a

concentracdes crescentes de alcool para desidratacdo. Depois foram
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esterilizados em autoclave. Os implantes foram colocados em ambos os

fémures de todos os animais, na regido mais distal.

Antes do procedimento cirurgico foi realizada antissepsia
e anestesia como descrito previamente. Quando necessario, no trans-
operatorio foi utilizado também anestésico local composto por 3% de
cloridrato de prilocaina com felipressina (Citanest 3% com Octapressin -

Dentsply, Petropolis - Brasil).

Apbs anestesia dos animais, os locais cirurgicos dos
fémures de ambos os lados foram submetidos a tricotomia e a antissepsia
com solugédo de alcool iodado. A incisdo apresentou cerca de 2 cm de
comprimento e foi realizada no sentido longitudinal do fémur, expondo sua
regido distal, préxima a articulagdo do joelho. O tecido muscular
subjacente foi divulsionado expondo o periésteo, que foi incisado com a

lamina de bisturi n°® 15, resultando na exposi¢éo da cortical do fémur.

Para a realizagéo da perfuragéo 6ssea para o implante, foi
utilizada uma broca, em formato de langa, para implante de 2.0 mm de
didmetro acoplada em pecga-reta conectados em motores Driller (Dentscler
MC101, Ribeirdo Preto - Brasil). Esta broca teve a fungéo de guia para a
fresa helicoidal também de 2.0 mm de didmetro (Titanium Fix, Sao José
dos Campos, Brasil). Em cada fémur foi realizada uma loja cirurgica

(figura1).

Para evitar o aquecimento decorrente do atrito da broca
com o o0sso, foi mantida irrigagdo com soro fisiologico estéril (cloreto de
sédio a 0,9%) durante todo o procedimento. Os implantes foram
posicionados sob ligeira pressao até que houvesse adaptacdo destes a

cortical éssea (figura 2).

Posteriormente a colocagdo dos implantes, o tecido
muscular e a pele foram suturados em camadas com fio de seda n° 4

(Ethicon/Johnson & Johnson, Sao José dos Campos, Brasil) e novamente
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foi realizada antissepsia com alcool iodado. Os animais receberam dose
Unica de antibiético e antiinflamatério, assim como descrito apés a
ovariectomia. Em seguida os animais voltaram para as gaiolas onde
receberam a dieta correspondente ao seu grupo até a eutanasia, ou seja,
4 ou 6 semanas apos a colocagao dos implantes.

Esse periodo de osseointegracdo de 4 a 6 semanas foi
assim definido por ter sido demonstrado que apds esse tempo ja é
possivel observar osseointegragdo de implantes em ratos (Viera-Negrén
et al., 2008). A escolha de dois tempos de osseointegracdo visou
observar se haveria inter-relacdo entre os fatores, estudados, o tempo e a

qualidade da osseointegracéao.



Figura 1 - Loja 6ssea preparada, em fémur de rata, para inser¢do do implante.

Figura 2 - Implante posicionado em fémur de rata.
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4.2 .4 Eutanasia

Transcorridos 4 (para os subgrupos A) e 6 semanas (para
o subgrupo B) da data de colocagédo dos implantes, todos os animais
foram anestesiados e eutanasiados. A eutanasia foi promovida mediante
ministracdo de dose excessiva de anestésico. Os fémures direito e
esquerdo foram removidos, dissecados e fixados em formol a 10%. O
sucesso da ovariectomia foi confirmado com a observagdo dos cornos

uterinos atrofiados no momento da eutanasia.

4.2.5 Delineamento experimental

A figura abaixo mostra como foi feito o delineamento experimental do

estudo.
Controle da dieta por 8 ou 10 semanas
Ovariectomia | I :
ou Sham Dieta Implantes Eutanasia
I I I I | >
12 sIemanas 16 semIanas 20 seInanas 2I1 ou 26 semanas

Figura 3 - Delineamento experimental
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4.3 Avaliacdo da osseointegragao

4.3.1 Preparo histoldgico

Para o preparo histolégico foi utilizada a técnica de
desgaste para tecido 6ésseo ndo descalcificado (Donath e Breuner, 1982)
modificada. Inicialmente, os fémures foram fixados em formol a 10% e
apo6s 48 horas foram segmentados de forma que se tornassem menores,
facilitando as etapas posteriores. Os segmentos 6sseos onde estavam os
implantes voltaram para a solugao de formol a 10%, onde permaneceram
por mais 48 horas. Os demais segmentos foram armazenados para
futuras avaliagbes.

Apbs este periodo os fragmentos foram lavados em agua
corrente por 24 horas e submetidos a concentragbes crescentes de alcool
de 60%, 70%, 80%), 90% e 100%, para desidratacao.

Os fémures foram mantidos em alcool absoluto por 3 dias
e a seguir imersos em xilol (P.A.) por mais 3 dias para promover
diafanizagdo das pecgas. ApOs este processo as pecgas foram embebidas
em solugdo resinosa de concentracao crescente, para que a penetragao

do material fosse uniforme. Esse procedimento foi dividido em 3 fases:

a) Fase 1: foi preparada solucdo de 85% de
metilmetacrilato (Fluka, Buchs, Suica) e 15% de
dibutilfitalato (Fluka, Buchs, Suica), na qual a peca
permaneceu imersa por 2 dias, em temperatura

ambiente;
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b) Fase 2: foi preparada a mesma solugcdo da fase 1
acrescentando-se 1g de perédxido de benzoila (Arkema
Quimica, S&o Paulo - Brasil) , na qual a peca
permaneceu imersa por 2 dias, em geladeira;

c) Fase 3: foi preparada a mesma solugdo da fase 1
acrescida de 3 g de peroxido de benzoila, na qual a
peca foi incluida, tendo sido mantida em estufa a 37°C
de 2 a 4 dias, tempo necessario para a polimerizacéo

da resina.

Na fase de inclusdo, foram utilizados vidros preparados
previamente com uma camada de aproximadamente 2 mm da mesma
solucéo da fase 3, formando um fundo de resina que evitava que a peca
tocasse o fundo do frasco. As pegas foram colocadas no centro do vidro e
a solugdo vertida vagarosamente até cobrir a fragmento do fémur em
aproximadamente 3 mm.

Todos os passos foram realizados em capela com fluxo
laminar devido a alta toxicidade das substancias utilizadas. Apds a
polimerizacdo, o vidro foi quebrado e obteve-se o bloco com o espécime.

Com o bloco obtido na inclusdo preparado, o proéximo
passo foi obter os cortes que revelariam o osso e o implante. Para isso
cada bloco foi preso na morsa do aparelho de corte Labcut 1010 (Extec,
Enfield - Estados Unidos) e seccionado por meio de um disco diamantado
de 3 polegadas de didmetro. Foram obtidos 2 cortes por espécime, ou
seja cada fémur resultou em 2 cortes e cada animal em 4 cortes (figura 4).

O cortes foram examinados em microscoépio de luz para
escolha do lado a ser analisado e a superficie deste lado foi ligeiramente
lixada em politriz Labpol 8-12 (Extec, Enfield - Estados Unidos) com lixa
d’agua de granulagdo 1200 para polimento. A seguir, os cortes foram
limpos e colados com éster de cianocrilato (Super Bonder-Loctite, S&o

Paulo - Brasil) sobre a Iamina de plexiglass. Para que a camada de cola
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fosse uniforme e o menos espessa possivel, foi utilizada uma prensa no
momento da colagem do corte a lamina.

Ja colados nas laminas, os cortes foram desgastados em
politriz Labpol 8-12 (Extec, Enfield, Estados Unidos), usando lixas d’agua
de numeragé&o 600 e 1200, até obter cerca de 120 microns de espessura.
No decorrer do desgaste, os cortes foram observados em microscopio de
luz para a verificagdo de uma minima espessura com 0 maximo de
detalhes. Por fim, o material foi corado com azul de toluidina a 5% (figura

5) e observado em microscépio de luz.
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Figura 4 - Corte, sem desgaste, evidenciando posicionamento do implante em fémur de
rata.

Figura 5 - Fotomicrografia de fémur com implante osseointegrado. Visao geral.
Coloragédo com azul de toluidina. Magnificag&o original: 10x.
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4.3.2 Analise histomorfométrica

Para andlise quantitativa do tecido 6sseo neoformado
foram feitas imagens através microscopio de luz Zeiss Axiophot 2 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com ocular de aumento de 10x e objetivas
planapo de 20x, sob um foco fixo. As imagens foram digitalizadas por
camera digital acoplada ao microscéopio e avaliada em um monitor de
televisao.

Para padronizagédo das imagens, estas foram captadas na
interface osso-implante. As imagens foram feitas nas mesmas posicées
em todas as laminas. As areas avaliadas foram meésio-cervical, mésio-
apical, apical-central (base do implante), disto-cervical e disto-apical dos
implantes. Como cada lamina permitia a avaliacdo de 5 areas diferentes
do implante e cada animal possuia 4 laminas (2 de cada fémur), foram
avaliadas, no total, 348 laminas ou 1740 areas de interface osso/implante.

As imagens foram transferidas para um microcomputador
para andlise histomorfométrica das estruturas selecionadas. O programa
de imagem utilizado foi o NIH Image-J (versdo Windows 1.31). Foi feita
avaliagcdo da superficie de contato direto osso-implante, para saber se

houve osseointegracao (figura 6) ou nao (figura 7).



50

Figura 6 - Fotomicrografia de implante osseointegrado em fémur de rata. Coloragao de
azul de toluidina. Magnificagéo original: 20x.

Figura 7 - Fotomicrografia de implante ndo-osseointegrado em fémur de rata. Coloragao
de azul de toluidina. Magnificagéo original: 20x.
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4.4 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente com um
nivel de significancia definido de 5%. Logo, todos os intervalos de
confianga, apresentados ao longo do trabalho, foram construidos com
95% de confianga estatistica.

Todos os dados foram analisados inicialmente de forma
descritiva. Para avaliar o efeito dos fatores principais de grupo
experimental e tempo de osseointegracéo (eutanasia) e sua interagdo nos
valores de porcentagem de contato direto osso-implante e alteragdo de
peso foi utilizado o teste GLM (General Linear Models). Para estabelecer
comparagdes entre os grupos foram utilizadas Comparagdes Multiplas de
Tukey. O Teste T-Student Pareado foi utilizado para comparar os
resultados do peso inicial e final. A correlagcdo entre porcentagem de
contato direto osso-implante, alteragdo de peso, consumo de liquido e
consumo de ragdo foi calculada através da Correlagdo de Pearson. Com
relagdo ao valor caldrico, foi utilizado o teste ANOVA e a Comparagao
Multipla de Tukey para especificar as comparagdes entre os grupos.O
teste de Levene foi utilizado para testar a homocedasticidade das

variancias.



5 RESULTADOS

5.1 Contato direto osso-implante

Os grupos G5 (ovariectomia associada ao consumo de
alcool) e G6 (ovariectomia associada a dieta isocal6rica) foram os que
apresentaram a menor porcentagem de contato direto osso-implante
(figura 8), portanto a pior osseointegracédo. Entretanto ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre esses grupos quando
comparados entre si (tabela 1), assim como os demais grupos também

nédo apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre si.

Média de contato direto osso-implante em cada
grupo experimental

70% - 57.9%  57.4%  57.8%
54.1%

60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0%

43.3%  41.2%

G1 G2 G3 G4 G5 G6 p<0.05

Figura 8 - Grafico representativo da porcentagem de osseointegragdo em cada grupo
experimental. Estampas diferentes representam valores estatisticamente
diferentes.
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Tabela 1 - Valores de p para porcentagem de contato direto osso-
implante em cada grupo experimental

Grupos Gl G2 G3 G4 G5
G2 0,751
G3 0,834 1,000
G4 0,713 1,000 1,000
G5 0,002* <0,001* <0,001* <0,001*
G6 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,966

* Diferenca estatisticamente significativa

A analise descritiva da porcentagem de contato direto
osso-implante em cada grupo experimental pode ser observada na tabela
2.

Tabela 2 - Tabela descritiva da porcentagem de contato direto osso-
implante em cada grupo experimental

Grupos Gl G2 G3 G4 G5 G6
Média 54,1% 57,9% 57,4% 57,8% 43,3% 41,2%
Mediana 55,2% 61,1% 61,9% 63,4% 42,5% 40,4%
Desvio Padrédo  30,1% 29,7% 29,4% 31,6% 30,4% 30,2%
1° Quartil 29,4% 35,4% 35,7% 31,5% 16,3% 14,1%
3° Quartil 80,4% 85,8% 80,4% 85,6% 69,6% 66,7%
Int. Confianga 3,4% 3,8% 3.,4% 3,5% 3,6% 3,4%

Nao houve associacéo entre a porcentagem de contato
direto osso-implante e o tempo de eutanasia (p=0,885).

Com relagdo aos grupos experimentais (p=0,508) e ao
tempo de osseointegragao/eutanasia (p=0,688) houve homogeneidade

das variancias.
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5.2 Alteragéo de peso dos animais

Todos os animais, independentemente do grupo,
apresentaram ganho de peso ao longo do experimento (p<0,001). O peso
médio geral aumentou de 277,5 £ 3,75 gramas para 325,8 + 7,46 gramas

(figura 9).

Média de alteracdo de peso (g) dos animais ao longo
do experimento

340

320+

300

280+
260

240

Peso inicial Peso final p<0.001

Figura 9 - Grafico da alteragdo de peso dos animais ao longo do experimento.
Estampas diferentes representam valores estatisticamente diferentes.

Nao houve associacdo entre o ganho de peso dos
animais e o tempo de eutanasia, ou seja 4 ou 6 semanas (p=0,056).

O grupo G4 (ovariectomia associada a dieta livre) foi o
que apresentou maior ganho de peso, seguido por G1 (Sham associado a

dieta livre), como pode ser observado no grafico seguinte (figura 10).
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Média de ganho de peso dos animais de cada grupo
experimental
40%
30.7%
30%- .
19.7%
20%7 * 143%
10.0%
10% -
0% - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ :
G1 G2 G3 G4 G5 G6 <005

Figura 10 - Gréfico representativo do ganho de peso dos animais de cada grupo
experimental. Estampas diferentes representam valores estatisticamente
diferentes, exceto* G1 que é diferente de G3 (p=0,033).

As tabelas 3 e 4 mostram respectivamente os valores de
p e os valores descritivos da alteracdo de peso dos animais em cada

grupo experimental.

Tabela 3 - Valores de p para alteragdo de peso em cada grupo
experimental

Grupos Gl G2 G3 G4 G5
G2 0,050#
G3 0,033* 1,000
G4 0,012* <0,001* <0,001*
G5 0,487 0,788 0,753 <0,001*
G6 0,997 0,143 0,107 0,003 0,785

* Diferenca estatisticamente significativa # Diferenca com tendéncia a ser
estatisticamente significativa.



Tabela 4 - Tabela descritiva da

grupo experimental
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alteragdo de peso dos animais em cada

Grupos G1 G2 G3 G4 G5 G6
Média 19,7% 10,0% 9,9% 30,7% 14,3% 18,0%
Mediana 16,7% 9,3% 8,9% 30,2% 15,2% 19,0%
Desvio Padrao 8,7% 9,4% 5,2% 12,9% 5,3% 9,9%
1° Quartil 13,6% 3,9% 7.1% 20,0% 11,1% 13,0%
3° Quartil 22,9% 18,2% 13,9% 38,4% 16,8% 21,3%
Int. Confianga 1,0% 1,2% 0,6% 1,4% 0,6% 1,1%

5.3 Consumo de ragao e liquidos

O grupo que mais consumiu ragdo também foi G4,

novamente seguido por G1 (figura 11). Nao houve diferenca

estatisticamente significativa entre esses dois grupos, mas

houve

diferenca quando esses foram comparados a todos os demais grupos

(tabela 5).

Consumo médio de racao (g) por animal/dia em cada
grupo experimental

25 20.2 20.6
20-
15 12.9 13.7
10|

5.

0 : : : ;

G1 G2 G3 G4 G5 G6  p<0.05

Figura 11 - Grafico representativo do consumo médio de ragdo por animal/dia em
cada grupo experimental. Estampas diferentes representam valores
estatisticamente diferentes.
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Tabela 5 - Valores de p para consumo de racdo em cada grupo
experimental

Grupos Gl G2 G3 G4 G5
G2 <0,001*
G3 <0,001* 0,794
G4 0,994 <0,001* <0,001*
G5 <0,001* 0,630 1,000 <0,001*
G6 <0,001* 0,129 0,837 <0,001* 0,927

* Diferenca estatisticamente significativa

A tabela 6 mostra os valores descritivos do consumo de

racado em cada grupo experimental.

Tabela 6 - Tabela descritiva do consumo de racéo (g) em cada grupo
experimental

Grupos G1 G2 G3 G4 G5 G6
Média 20,2 11,6 12,7 20,6 12,9 13,7
Mediana 21 12 13 21 13 14
Desvio Padréo 3,78 3,20 2,79 4,50 2,73 2,44
1° Quartil 20 12 12 20 12 13
3° Quartil 22 13 14 23 14 15
Int. Confianga 1,33 1,15 1,02 1,61 0,96 0,87

O grupo G4 foi o que mais ingeriu liquidos, seguido por
G1 (figura 12).
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Consumo médio de liqguido (mL) por animal/dia em
cada grupo experimental
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Figura 12 - Gréfico representativo do consumo médio de ragdo por animal/dia em
cada grupo experimental. Estampas diferentes representam valores
estatisticamente diferentes. *G5 ¢é estatisticamente diferente de G3
(p<0.001) e de G6 (p=0.002).

As tabelas 7 e 8 mostram, respectivamente os valores de
p e os valores descritivos do consumo de liquidos em cada grupo

experimental.

Tabela 7 - Valores de p para consumo de liquidos em cada grupo
experimental

Grupos Gl G2 G3 G4 G5
G2 <0,001*
G3 <0,001* 0,094#
G4 0,044~ <0,001* <0,001*
G5 <0,001* 0,329 <0,001* <0,001*
G6 <0,001* 0,419 0,971 <0,001* 0,002*

* Diferenga estatisticamente significativa # Diferenca com tendéncia a ser
estatisticamente significativa.



Tabela 8 - Tabela descritiva do consumo de liquido (mL) em cada
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grupo
experimental
Grupos Gl G2 G3 G4 G5 G6
Média 26,3 16,8 14,2 29,1 18,7 14,9
Mediana 27 18 14 29 19 15
Desvio Padrao 4,81 3,32 3,24 3,43 3,63 3,90
1° Quartil 25 16 12 27 17 13
3° Quartil 29 19 16 32 21 17
Int. Confianga 1,69 1,19 1,18 1,23 1,28 1,40

5.4 Valor calérico

O consumo calérico médio por animal/dia em cada grupo

experimental pode ser visto na figura 13.

Consumo caldérico (kcal) médio por grupo
experimental

57.3

50,3 49,1

| Ragdo o Liquido |

Figura 13 - Grafico representativo do valor calérico ingerido por animal/dia em cada

grupo experimental. Observe o valor cal6rico fornecido pela ragao, pela
dieta calérica e o valor calérico total.
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As tabelas 9, 10 e 11 mostram, respectivamente, os
valores de p para calorias ingeridas através da rac&o, da dieta liquida e

calorias totais em cada grupo experimental.

Tabela 9 - Valores de p para calorias ingeridas através da ragcdo em
cada grupo experimental

Grupos Gl G2 G3 G4 G5
G2 <0,001*
G3 <0,001* 0,795
G4 0,994 <0,001* <0,001*
G5 <0,001* 0,630 1,000 <0,001*
G6 <0,001* 0,129 0,837 <0,001* 0,927

* Diferenca estatisticamente significativa

Tabela 10 - Valores de p para calorias ingeridas através da dieta
liquida em cada grupo experimental

Grupos Gl G2 G3 G4 G5
G2 <0,001*
G3 <0,001* 0,009*
G4 1,000 <0,001* <0,001*
G5 <0,001* 0,089# <0,001* <0,001*
G6 <0,001* 0,142 0,913 <0,001* <0,001*

*

Diferenca estatisticamente significativa # Diferenga com tendéncia a ser
estatisticamente significativa.

Tabela 11 - Valores de p para calorias totais ingeridas em cada grupo

experimental
Grupos Gl G2 G3 G4 G5
G2 0,767
G3 0,944 0,999
G4 0,998 0,951 0,997
G5 0,003* 0,172 0,069# 0,017*
G6 0,185 0,919 0,730 0,421 0,746

*

Diferenca estatisticamente
estatisticamente significativa.

significativa # Diferenga com tendéncia a ser
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As tabelas 12, 13 e 14 mostram, respectivamente, os
dados descritivos sobre calorias ingeridas através da rac&o, da dieta

liquida e calorias totais em cada grupo experimental.

Tabela 12 - Tabela descritiva de calorias ingeridas através da ragéo (kcal)
em cada grupo experimental

Grupos Gl G2 G3 G4 G5 G6
Média 48,0 27,6 30,2 49,1 30,7 32,7
Mediana 50 29 30 50 31 33
Desvio Padrao 9,0 7,6 6,6 10,7 6,5 5,8
1° Quartil 47 28 27 48 29 30
3° Quartil 53 32 33 55 34 36
Int. Confianga 3,17 2,73 2,42 3,83 2,29 2,08

Tabela 13 - Tabela descritiva de calorias ingeridas através da dieta
liquida(kcal) em cada grupo experimental

Grupos Gl G2 G3 G4 G5 G6
Média 0 23,8 20,1 0 26,6 21,2
Mediana 0 25 20 0 26 21
Desvio Padrao 0 4,7 4,6 0 5,1 5,5
1° Quartil 0 23 18 0 24 18
3° Quartil 0 26 23 0 30 24
Int. Confianca -X- 1,69 1,67 -X- 1,81 1,98

Tabela 14 - Tabela descritiva do total de calorias (kcal) ingeridas em cada
grupo experimental

Grupos G1 G2 G3 G4 G5 G6
Média 48,0 51,3 50,3 49,1 57,3 53,9
Mediana 50 55 48 50 59 55
Desvio Padrao 9,0 11,6 8,4 10,7 9,5 8,9
1° Quartil 47 50 45 48 55 51
3° Quartil 53 58 53 55 62 58

Int. Confianga 3,17 4,14 3,06 3,83 3,35 3,20




6 DISCUSSAO

Nossos resultados sugerem que a osseointegracdo de
implantes de titdnio pode ser prejudicada pela associacdo entre reducéo
estrogénica e consumo de alcool, confirmando a hipétese do experimento.
Em nossa busca, ndo encontramos, na literatura, trabalhos experimentais
que testassem o efeito da interagcdo desses dois fatores na
osseointegracdo de implantes. Portanto iremos discutir separadamente a
influéncia do 4A&lcool e depois da deficiéncia estrogénica na
osseointegracao.

Nossos resultados sobre osseointegracdo e consumo de
alcool podem ser comparados aos de Koo et al. (2004). Ao avaliarem a
osseointegragcdo de implantes de titdnio em animais submetidos ao
consumo crdnico de alcool, os autores observaram que o grupo que
consumiu alcool apresentou menor porcentagem de contato direto osso-
implante, quando comparado ao controle. Esse resultado se contrapde ao
encontrado no presente trabalho, em que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre o grupo que fez consumo de alcool
(G2), o controle (G1) e o isocalérico (G3). Isso pode ter sido ocasionado
por pequenas diferengcas na metodologia empregada. Koo et al. (2004)
trabalharam com implantes rosqueaveis em tibias de coelhas, enquanto
nés trabalhamos com implantes lisos em fémures de ratas. Mas talvez o
fator de maior relevancia seja o periodo de consumo de alcool. Os
animais do experimento de Koo et al. (2004) consumiram alcool por 2 ou
4 semanas além do periodo que nossos animais consumiram. Embora
ndo tenhamos encontrado diferengas na osseointegragéo de nossos ratos
apos 4 ou 6 semanas de consumo de alcool pés-operatorio, talvez essas

2 ou 4 semanas a mais causassem diferenca. Estudos com periodos
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prolongados de consumo de alcool devem ser realizados para que
possamos esclarecer esses resultados.

Nossos resultados sobre osteoporose e osseointegracéo
podem ser comparados aos de Duarte et al. (2003). Os autores também
promoveram deficiéncia estrogénica através da ovariectomia de ratas e
depois utilizaram implantes de titdnio para observar a osseointegragao.
Seus resultados estdo de acordo com os encontrados na presente
pesquisa. Embora os autores tenham encontrado médias de porcentagem
de contato ligeiramente inferiores as encontradas aqui, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, quando se trata
de porcentagem média de contato direto osso-implante, considerando
0sso cortical.

Cho et al. (2004) também avaliaram o efeito da redugé&o
estrogénica, provocada por ovariectomia, na osseointegracdo de
implantes de titanio e apresentam resultados que concordam com os
apresentados por Duarte et al. (2003) e pelo presente trabalho. Embora
os valores de porcentagem de contato direto osso-implante encontrados
tenham sido maiores que os encontrados por nés e por Duarte et al.
(2003), Cho et al. (2004) também ndo encontraram diferenca
estatisticamente significativa entre esses grupos.

Carvalho et al. (2006) também obtiveram resultados
concordantes com os nossos. A porcentagem média de contato direto
0sso cortical-implante nos grupos controle e ovariectomia ndo mostrou
diferenca estatisticamente significativa, quando observado osso cortical.
Apesar de concordantes, os valores de osseointegracdo foram maiores
que os encontrados no presente trabalho.

Keller et al. (2004) encontraram resultados que divergem
dos de Duarte et al. (2003), Cho et al. (2004), Carvalho et al. (2006) e dos
nossos. Ao contrario dos ultimos, Keller et al. (2004) encontraram
diferencga estatisticamente significativa ao comparar a osseointegragéo do

grupo controle aos grupos de animais com condicdo de osteoporose
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induzida. Essa diferenga pode ser devida a diferente metodologia
empregada para indugéo de osteoporose. Enquanto no presente trabalho,
e nos demais supracitados, a osteoporose foi induzida mediante redugéo
estrogénica, provocada por ovariectomia, no trabalho de Keller et al.
(2004) a osteoporose foi induzida através de inje¢des intramusculares
diarias de glicocorticéides. O fato da metodologia empregada por Keller et
al. (2004) induzir a osteoporose por via diferente da redugéo de estrégeno
pode ter sido a razdo pela qual o resultado encontrado foi diferente dos
demais. As vias por meio das quais a redugcdo estrogénica e o uso de
glicocorticoides induzem perda 6ssea sao complexas e sua compreensao
ainda ndo & completa. Entretanto, a diminuigcdo na formacado dssea é
maior com os glicocorticoides, do que com reducdo estrogénica. Os
efeitos 6sseos dos glicocorticoides s&o rapidos (Kanis et al., 2007) e
talvez sejam mais rapidos que os promovidos pela redugédo hormonal.

Os resultados ambiguos encontrados tanto em pesquisas
sobre osteoporose, realizadas em animais quanto em casos clinicos com
humanos, ndo permitem uma conclusédo segura e consensual com relagéao
a sua influéncia sobre tratamentos com implantes. Essa é a razio pela
qual a osteoporose é considerada fator de risco, mas nao fator impeditivo
a esse tipo de tratamento.

Quando consideramos a interacdo entre osteoporose e
consumo de alcool, Balzan et al. (2001), Turner (2001a) e Berg et al.
(2007) consideram que a associacdo de ambos pode ter efeito positivo
sobre o metabolismo 6sseo. Segundo os autores, a deficiéncia
estrogénica aumenta a reabsorcao 6ssea porque acelera a remodelagao
O0ssea e o alcool, por reduzir a remodelagcdo Ossea, provocaria uma
desaceleracdo na perda 6ssea ocasionada pela redugdo hormonal. O
consumo de alcool exerceria um fator positivo para o metabolismo ésseo.
Nossos resultados mostraram que, a0 menos no que concerne a
osseointegracdo ndo houve melhora, pelo contrario, uma vez que o grupo

que associou uso de alcool a ovariectomia (G5) foi o que apresentou pior
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condicdo de osseointegracdo. Entretanto, ndo ha certeza sobre qual seria
a dose capaz de promover esse efeito benéfico. Mais trabalhos devem ser
feitos a fim de se verificar se ha efeito positivo do consumo de alcool
sobre o metabolismo 6sseo em condi¢cdes de redugdo estrogénica e em
que dose. Jugdaohsingh et al. (2006) questiona se esse efeito ndo seria
promovido por outros componentes encontrados nas bebidas e nao ao
alcool.

Além do grupo G5 (ovariectomia associada ao consumo
de alcool), G6 (ovariectomia associada a dieta isocal6rica) também
apresentou a osseointegragdo comprometida, quando comparado aos
demais grupos. Embora esse grupo ndo tenha feito ingestao de alcool, ele
tem em comum com o primeiro o fato de ambos serem ovariectomizados
e terem apresentado redugdo no consumo de racdo. Isso nos leva a
concluir que a associagdo entre redugdo estrogénica e deficiéncia
nutricional, pelo consumo reduzido de ragdo, pode trazer prejuizos ao
metabolismo ésseo e ndo o consumo de alcool per se.

A deficiéncia nutricional associada ao consumo de alcool
ja foi relatada por diversos autores como Santolaria et al. (2000) e
Sampson (2002). A redugao na alimentagao, devido ao etilismo, faz com
que proteinas, vitaminas e minerais, essenciais a uma boa saude 6ssea,
deixem de ser ingeridos (Rizzoli, 2008; Morgan, 2008) e piora a qualidade
Ossea.

Assim como no presente trabalho, Aguiar et al. (2004)
também observaram que o 0s animais submetidos ao consumo de
solucéo alcodlica tiveram menor ingestdo de ragdo quando comparados
aos animais do grupo controle e atribuiram esse fato a um efeito
anoréxico do etanol. Todavia, Aguiar et al. (2004) observaram perda de
peso nos animais que consumiram alcool, ao contrario do que foi
observado no presente estudo. Isso pode ser devido ao fato de que os
animais de Aguiar et al. (2004) recebiam quantidade restrita de ragéo,

enquanto os nossos receberam racdo ad libitum. Devemos lembrar que
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mesmo recebendo ragdo ad libitum, os animais que consumiram alcool,
comeram menor quantidade de racdo que os demais, porque o alcool
supria parte de suas necessidades energéticas.

Assim, como no presente trabalho, Chakkalakal et al.
(2002) e Carvalho et al. (2006) também observaram, em suas pesquisas,
que todos os animais, inclusive os que consumiram alcool, apresentaram
ganho de peso. Esses resultados também s&o concordantes com os de
Elmali et al. (2002), que observaram que, assim como no presente
trabalho, tanto os animais que consumiam alcool, quanto os isocaloricos
apresentaram aumento de peso e nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre eles.

O numero de animais por gaiola pode ter sido uma
limitacdo do trabalho. Devido a auséncia de espaco fisico para abrigar
gaiolas individuais, foram mantidos até 5 animais por gaiola. Essa
condicao deve ser ressaltada, uma vez que se trata de um trabalho que
envolve dieta e nesse caso ndo foi possivel estabelecer a dieta individual,
mas somente por grupo. Contudo, esse quesito, embora importante, ndo
parece ter influenciado sobremaneira os resultados ja que todos os

animais se alimentaram satisfatoriamente e ganharam peso.



7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada neste estudo, a
associacao entre a deficiéncia estrogénica, provocada pela ovariectomia,
e o consumo crénico de alcool prejudicaram a osseointegragédo, assim
como a associacado entre reducdo estrogénica e consumo reduzido de

nutrientes.
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Deco CP. Influence of osteoporosis and alcohol in osseointegration in rats
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Campos, UNESP — Sao Paulo State University; 2009.

ABSTRACT

Alcohol intake and osteoporosis can, separately, affect bone physiology
and have presented negative impacts on dental implant therapy. However,
the effects of the association of both factors in the osseointegration are
unknown. The aim of this study was evaluate osseointegration in rats
alcohol fed and presenting induced osteoporosis. Methodology: Ninety-six
female rats were divided according to diet and hormonal condition. Group
G1: Sham (simulated ovariectomy), food and water ad libitum; G2: Sham,
food and ethanol 20% solution ad libitum; G3: Sham, food and sucrose
solution controlled to warranty an isocaloric diet in relation to G2; G4
ovariectomy, food and water ad libitum; G5 ovariectomy, food and ethanol
20% solution ad libitum; G6: ovariectomy, food and sucrose solution
controlled to warranty an isocaloric diet to G5. The groups were
subdivided according to time of osseointegration 4 or 6 weeks. Implants
surgery was done one month after ovariectomy or Sham. After euthanasia,
the femurs were removed and evaluated by histomorfometry. Results:
Groups G5 and G6 showed the worse osseointegration condition.
Conclusion: The association between estrogen deficiency and alcohol
intake and the association between estrogen deficiency and reduced
intake of nutrients can negatively affect osseointegration.

Keywords: Implant; osseointegration; ethanol; osteoporosis.
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