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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C = Grau Célsius

Ca = Célcio

Ca/P = Relagéao calcio/fésforo
Caqo (PO4)sOH2 = Hidroxiapatita
CV% = Coeficiente de variagdo em porcentagem
Fluid oz = Fluid ounce (unidade de volume que equivale a cerca de 29,57
mililitros)

g/kg = Gramas por quilograma
g/ml = Gramas por mililitro

H = Hidrogénio

IC = Intervalo de confianca

IL-1 = Interleucina 1

IL1-B = Interleucina 1-beta

IL-6 = Interleucina-6

kcal/g = Quilocalorias por grama
kV = Quilovolts

Li = Litio

Max = Maximo

mg/Kg = Miligrama por quilograma
Min = Minimo

mm = Milimetro

mM = Milimolar

N = Tamanho da amostra

O = Oxigénio

OPG = Osteoprotegerina

Ovz = Ovariectomia



Ovz alcool = Ovariectomia associada a ingestao de solug¢ao alcodlica 20%
Ovz iso = Ovariectomia associada a dieta isocaldrica

Ovz livre = Ovariectomia associada a dieta livre (dgua e racao a vontade)

P = Fésforo
Q1 = 1° quartil
Q3 = 3° quartil

RANK = Receptor ativador de fator nuclear Kappa B

RANKL = Ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa B

Sham = Ovariectomia simulada

Sham alcool = Ovariectomia simulada associada a ingestdo de solugao
alcodlica 20%

Sham iso = Ovariectomia simulada associada a dieta isocalérica

Sham livre = Ovariectomia simulada associada a dieta livre (dgua e racéo
a vontade)

Si = Silicio

TNF-a = Fator de necrose tumoral alfa

v/v = Volume/volume

MEDX = Espectrobmetro de microfluorescéncia de raios-X por energia

dispersiva



Marchini AMPS. Influéncia do alcoolismo cronico e da deficiéncia
estrogénica sobre a variagdo de estequiometria da hidroxiapatita na crista
Ossea alveolar de ratas [dissertacédo]. S&do José dos Campos: Faculdade
de Odontologia de Sdo José dos Campos, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2010.

RESUMO

Os o0ssos sdo compostos por um tipo mineralizado de tecido conjuntivo, constituido
principalmente pelos elementos quimicos calcio (Ca) e fosforo (P) que se organizam
formando cristais de hidroxiapatita. Patologias ou condi¢des que afetem o tecido podem
alterar a quantificacdo destes elementos e consequentemente a composi¢édo
estequiométrica da hidroxiapatita. Estudos recentes sugerem que, tanto o alcoolismo
cronico, quanto a deficiéncia estrogénica, podem afetar os ossos em geral, inclusive o
0sso alveolar, e aumentar a suscetibilidade do individuo & progressédo da doenca
periodontal. O principal objetivo deste trabalho foi verificar possiveis alteragdes na
relagdo Ca/P, na regido da crista 6ssea alveolar, em ratas submetidas ao alcoolismo
cronico e/ou a deficiéncia estrogénica induzida por ovariectomia. Cinquenta e quatro
ratas, (Rattus norvegicus, variagdo albinus, Wistar), foram inicialmente divididas em dois
grupos: ovariectomizadas (Ovz) ou Sham operadas. Um més apds as cirurgias, os
grupos foram subdivididos, de acordo com a dieta, e receberam o0s seguintes
tratamentos: a) alcool a 20% b) dieta isocal6rica e c) dieta livre. Oito semanas depois do
inicio do tratamento dietético, os animais foram sacrificados e as mandibulas removidas.
As amostras foram cortadas no sentido longitudinal, na regido da crista 6ssea alveolar,
entre o primeiro e o segundo molar, para verificagdo das concentracbes de Ca, P e da
relacdo Ca/P mediante a utilizagdo de um espectrofotdbmetro de microfluorescéncia de
raios-X (EDX). Os dados obtidos pela espectrometria foram avaliados pela analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. Os grupos com
dieta livre apresentaram os maiores valores médios na relagdo Ca/P, e os com controle
dietético, os menores. O grupo Ovz dieta livre foi o que mais ganhou peso, mais
consumiu ragdo e que apresentou maiores valores na relagdo Ca/P (média de 2,03 +
0,04). No entanto, estes valores ndo foram considerados estatisticamente diferentes
(p>0,05) do Sham dieta livre (média de 2,01 + 0,01). O grupo Ovz alcool foi o que
apresentou os menores valores na relagao Ca/P (média de 1,92 £ 0,06), sendo o Unico
estatisticamente diferente (p<0,001) do Sham dieta livre. Conclui-se que a ovariectomia
associada ao consumo de alcool a 20% alterou significativamente a estequiometria da
hidroxiapatita, levando a uma diminui¢cdo nos valores da relagdo Ca/P.

Palavras-chave: Alcoolismo. Ovariectomia. Osteoporose. Periodonto.
Espectrometria de fluorescéncia. Calcio. Fésforo.



1 INTRODUGCAO

Os o0ssos sao compostos por um tipo mineralizado de
tecido conjuntivo cujos principais elementos quimicos constituintes sao o
célcio (Ca) e o fésforo (P), que se organizam formando cristais de
hidroxiapatita (Clarke, 2008). Condi¢des fisiologicas, patolégicas ou
ligadas ao estilo de vida, que porventura afetem o tecido, podem alterar a
concentragcdes destes elementos e consequentemente a estequiometria
da hidroxiapatita (Zaichick; Tzaphlidou, 2003; Tzaphlidou et al., 2006;
Moe, 2008). Ainda s&o poucos os estudos que se propdem a verificar o
padrdo de distribuicdo do Ca e P no tecido 6sseo. No entanto, novas
pesquisas nesta area poderiam ajudar a entender melhor o padrdo de
mineralizagdo 6ssea e a sua relacdo com determinadas doengas, como
por exemplo, a osteoporose (Fountos et al., 1999; Zaichick; Tzaphlidou,
2003; Tzaphlidou et al., 2006).

A osteoporose é uma importante desordem O&ssea
metabdlica, cujo fator etiolobgico mais frequente é a deficiéncia
estrogénica, que ocorre principalmente em mulheres apds a menopausa
(Pereira; Mendonga, 2006). Esta condicéo gera alteracées no padrao de
remodelagdo 6ssea, com predominio do processo de reabsor¢do, o que
pode alterar a homeostase do Ca e P e diminuir a densidade mineral
ossea (Meunier; Boivin, 1997; Boivin; Meunier, 2003; Moe, 2008). Apesar
da importancia da deficiéncia estrogénica na etiologia da osteoporose,
esta € uma doenca multifatorial, que envolve varios outros fatores de
risco, entre eles o consumo excessivo de alcool (Templeton, 2005;
Pereira; Mendonga, 2006).

A doencga periodontal é uma alteragédo imuno inflamatéria

que afeta as estruturas que suportam os dentes, cujo fator etiolégico
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primario € a placa bacteriana, mas que pode ser modulada por fatores
sistémicos, que alteram a maneira pela qual o hospedeiro reage ao
agente agressor (Taubman et al., 2005; Kim; Amar, 2006; Alonso, 2009;
Pizzo et al., 2009). Os efeitos da deficiéncia estrogénica e do consumo
excessivo de alcool sobre a qualidade éssea sdo mais claramente
compreendidos e estudados em ossos longos, no entanto, alguns
pesquisadores sugerem que, tais condigbes, também possam afetar o
osso alveolar e aumentar a suscetibilidade do hospedeiro a progresséo da
doencga periodontal (Dervis, 2005; Amaral et al., 2008; Irie et al., 2008;
Kuo et al., 2008).

Apesar da importdncia do Ca e P como principais
constituintes da fase mineral 6ssea e das possiveis implicacbes da
deficiéncia estrogénica e do consumo excessivo de alcool sobre o
desenvolvimento da doencga periodontal, na revisdo de literatura deste
trabalho, nao foram encontradas pesquisas que se propusessem a avaliar
as concentragdes destes elementos quimicos, especificamente na regido
da crista 6ssea alveolar, uma estrutura cuja integridade é importante para
a manutencao da saude do periodonto.

Levando em consideragéo estudos prévios realizados nos
laboratorios da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos -
UNESP (Alonso, 2009; Deco, 2009), a hipétese deste trabalho é de que a
ovariectomia, associada ao consumo de alcool, possa influenciar
negativamente a qualidade do osso alveolar e, possivelmente, alterar sua

composi¢cao quimica mineral.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Deficiéncia estrogénica, consumo excessivo de alcool e seus

efeitos sobre 0s 0ssos.

A osteoporose, uma doencga cujo fator etiologico mais
comum € a deficiéncia estrogénica que ocorre apds a menopausa, € uma
desordem esquelética crénica, caracterizada por um comprometimento da
resisténcia Ossea, cujo tratamento pode ter custos elevados,
especialmente relacionados a maior predisposicdo dos individuos a
diversos tipos de fraturas, o que pode gerar um aumento da morbidade e
mortalidade (Pereira; Mendonga, 2006; Boonen; Singer, 2008; Cole et al.,
2008). Embora a osteoporose seja considerada a doenca O&ssea
metabdlica mais comum, o numero de estudos sobre a prevaléncia no
Brasil ainda é pequeno (Frazdo; Naveira, 2006). Por outro lado, uma
pesquisa desenvolvida pela National Osteoporosis Foundation, nos
Estados Unidos, estima que, em 2002, cerca de 10 milhdes de
americanos com 50 anos de idade ou mais ja tenham sido afetados pela
doencga, sendo quase 80% deste grupo composto por mulheres. Estima-
se ainda que, se esforcos ndo forem feitos no sentido de controlar o
problema, estes numeros podem chegar a aproximadamente 14 milhdes
em 2020 (National Osteoporosis Foundation, 2010).

O consumo excessivo de alcool também & um importante
problema de saude publica que contribui fortemente para etiologia e
manutencédo de varios problemas sociais e econdmicos encontrados no
Brasil (Galduréz; Caetano, 2004). Carlini et al. (2006) através de um

levantamento epidemiolégico envolvendo 108 cidades brasileiras
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concluiram que a prevaléncia de entrevistados classificados como
dependentes do alcool, no ano de 2005, alcangou 12,3% da amostra. Em,
2001 a prevaléncia obtida em um estudo semelhante havia sido de
11,2%. De acordo com este trabalho, ter-se-ia, em 2005,
aproximadamente 6.268.000 pessoas dependentes do alcool (Carlini et
al., 2002; Carlini et al., 2006).

Estes dados epidemiologicos ressaltam a importancia de
conhecer, mais profundamente, os efeitos da deficiéncia estrogénica e do
consumo excessivo de alcool, assim como suas possiveis implicagdes na
saude da populagéo.

O estrégeno € um horménio regulador do metabolismo
0sseo cujo principal mecanismo de acao esta relacionado a diminuicéo da
formacao e sobrevivéncia de osteoclastos. No entanto, também é capaz
de estimular a formacédo éOssea, agindo em receptores presentes nos
osteoblastos (Faloni; Cerri, 2007).

A diminuicdo da formagdo de osteoclastos ocorre
principalmente devido a atuagédo do estrégeno na via RANK/RANKL/OPG
(receptor ativador de fator nuclear Kappa B / ligante de RANK /
osteoprotegerina). Inicialmente o estrbgeno atua sobre células
osteoprogenitoras (da linhagem osteoblastica) levando a diminuigdo dos
niveis de RANKL e aumento de OPG. Esta ultima compete com o RANKL
ligando-se ao mesmo e tornando-o menos disponivel. Células precursoras
de osteoclastos tém em suas superficies receptores para RANK e a
ligagdo entre RANK e RANKL estimula o processo de formagédo de
osteoclastos. No entanto, na presencga do estrégeno, as taxas de RANKL
disponiveis diminuem o que inibe a formacdo osteoclastica e
consequentemente a reabsorgédo o6ssea (Faloni; Cerri, 2007; Horner,
2009).

Além da acdo sobre a via RANK/RANKL/OPG o
estrégeno atua sobre células T e monocitos diminuindo a expressao de

importantes citocinas estimuladoras da atividade osteoclastica tais como



19

TNF-o (fator de necrose tumoral alfa), IL-1 (interleucina-1) e IL-6
(interleucina-6) (Lerner, 2006; Faloni; Cerri, 2007). A presenca deste
hormoénio, também interfere na sobrevivéncia de osteoclastos
favorecendo a morte destas células por apoptose, o que contribui, de
maneira adicional, para a inibicdo dos processos de reabsor¢cao 6ssea
(Faloni; Cerri, 2007; Folkestad et al., 2009; Horner, 2009).

Os mecanismos do efeito estimulatério do estrogénio
sobre o processo de formacgédo éssea sdo menos compreendidos. No
entanto, acredita-se que este hormonio tenha um efeito regulador sobre a
atividade osteoblastica, ja que receptores de estrogénio encontrados em
osteoblastos tém sido relacionados a expressao de genes envolvidos na
sintese da matriz 6ssea (Lerner, 2006; Faloni; Cerri, 2007).

Se por um lado, a presenca de estrégeno atua diminuindo
a formacado e a de sobrevivéncia de osteoclastos, inibindo a reabsorgéo
Ossea, a deficiéncia estrogénica estimula este processo. A atividade
coordenada entre osteoblastos formadores de osso e osteoclastos que o
reabsorvem é um processo denominado remodelacdo dssea, que é
importante ndo apenas para a manutencdo da massa 0ssea, mas também
na reparacdo de microdanos, na prevengdao do acumulo de o0sso
envelhecido e na homeostase mineral. Tem sido sugerido que na
deficiéncia estrogénica ha uma elevagédo das taxas de remodelagao
Ossea, caracterizada por um aumento tanto do numero de osteoclastos,
quanto do numero de osteoblastos, no entanto, ha um decréscimo na
habilidade individual dos osteoblastos para produzirem novo 0sso, 0 que
causa um desproporcional aumento da reabsor¢cdo em relacdo a
formacgao 6ssea (Lerner, 2006).

A diminuigdo da densidade mineral 6ssea induzida pelo
consumo excessivo de alcool parece ser diferente daquela que ocorre na
osteoporose ap6s a menopausa. Estudos com humanos, animais e
culturas de células sugerem que o excesso de alcool provoque um efeito

toxico dependente na atividade osteoblastica com poucas interferéncias
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na atividade osteoclastica. Desta forma, nova formacdo de osso é
suprimida enquanto pequenas mudangas ocorrem na reabsorcao (Turner,
2000; Chakkalakal, 2005).

Além do efeito direto do uso abusivo do alcool sobre as
células 6sseas € possivel que seu uso crénico possa também interferir,
indiretamente, na regulacdo de outras substancias que alteram o
metabolismo do tecido, tais como, a vitamina D, horménios da
paratiredide e a calcitonina. Tais alteracbes poderiam ser consideradas
fatores adicionais para instalagcdo da osteopenia ou osteoporose
relacionada ao abuso do alcool (Sampson, 1997).

Rocha (2005) avaliou o efeito do consumo crénico de
alcool no fémur de ratos machos e fémeas. Para tanto, os animais foram
divididos, por género, em sete grupos com cinco animais cada. Os grupos
foram: controle, que recebeu agua e ragao a vontade; alcool, que recebeu
alcool nas concentragdes de 10, 20 e 30% (v/v) diluido na agua oferecida
para beber; e isocal6rico, cuja dieta era adaptada afim de que os animais
ingerissem a mesma quantidade de calorias dos grupos que receberam
alcool. Apés oito semanas de dieta os animais foram sacrificados e os
fémures avaliados. A autora observou que a espessura da cortical, tanto
nos machos como nas fémeas, nao foi alterada. No entanto, a
porcentagem de osso trabeculado diminuiu tanto nas fémeas ingerindo
alcool a 30% quanto nas trés concentragdes alcodlicas nos machos e que
a densidade Optica apresentou-se reduzida somente nas concentragdes
de 30% tanto nos machos como nas fémeas. Por outro lado, deve-se
salientar que, neste estudo, a autora teve dificuldades de trabalhar com
animais ingerindo alcool 30%, ja que muitos deles acabaram morrendo
antes do final do experimento, provavelmente devido as altas doses de
alcool administradas.

Hogan et al. (2001) avaliaram, em ratas de nove meses, o
efeito da dieta alcodlica, durante oito e quatorze semanas, nas quais 0s

animais néo recebiam alcool diluido na agua de beber e sim na forma de
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um liquido dietético, adequado nutricionalmente, contendo etanol (8.1%
v/v; método de Lieber-DeCarli). Foram feitas analises morfoldgicas,
histomorfométricas e testes biomecanicos para avaliar a qualidade 6ssea
na tibia e fémur dos animais. O estudo demonstrou que o consumo
cronico de alcool levou a uma diminuigéo significativa nas propriedades
do osso medular e que estes efeitos dependeram da duragédo de uso do
alcool, sendo mais significativos nos ratos que receberam alcool por 14
semanas.

Callaci et al. (2006) estudaram os efeitos de altas
concentragbes sanguineas de alcool (simulando os efeitos do alcool em
individuos alcodlatras ou apdés uma bebedeira) sobre as vértebras de
ratas ovariectomizadas associados ao tratamento com hormdnio da
paratiredide. Noventa e seis ratas adultas (400 g), divididas em dois
grupos com quarenta e oito animais cada, foram submetidas a
ovariectomia bilateral ou cirurgia Sham. Um més apds a cirurgia os
animais foram divididos em quatro grupos e tratados por duas a quatro
semanas. O primeiro grupo recebeu uma solugao fisiolégica, o segundo
foi tratado com solugdo alcodlica a 20% (3 g/kg de peso, via
intraperitoneal, trés vezes por semana), o terceiro recebeu tratamento
com paratormdnio e o ultimo grupo recebeu uma associacédo do horménio
com o alcool. Apos o tratamento, coletou-se o sangue dos animais para a
mensuragdo da concentracdo de alcool e as vértebras foram removidas
para verificagdo do nivel de densidade Ossea mineral, avaliacdo da
microarquitetura trabecular e andlise da resisténcia vertebral a
compressdo. Os autores concluiram que o tratamento com alcool causou
significativa perda 6ssea vertebral adicional nas ratas ovariectomizadas e
que os efeitos do alcool e da deficiéncia estrogénica poderiam ser
compensados pelo tratamento com o paratorménio.

Rosa et al. (2008) investigaram se o consumo cronico de
etanol seguido pela subsequente exposicdo ao etanol em cultura de

células afetava a diferenciacdo osteoblastica. Oito ratos adultos foram
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tratados com etanol ou agua (controle). Os animais receberam etanol de 5
a 20% (v/v) (0,85-3,45mM) na agua de beber. A concentragcéo do etanol
foi sendo aumentada em 5 % por semana, durante um periodo de quatro
semanas, até que a concentragdo a 20% fosse alcangada. O alcool a 20%
foi mantido por um periodo de quinze dias. Células tronco da medula
Ossea, obtidas do fémur dos animais controle e tratado, foram cultivadas e
a elas foi dada suplementacdo ou nao de etanol. A morfologia celular,
proliferacdo e viabilidade, conteudo proteico total, atividade da fosfatase
alcalina e formagéao de nodulos semelhantes ao osso foram avaliados. Os
autores observaram que o etanol afetava diretamente a funcdo dos
osteoblastos, inibindo o processo de mineralizagcado da matriz 6ssea, o que
pode ser verificado por uma diminuicdo na formagdo de noédulos
semelhantes ao osso nos grupos tratados com etanol.

Callaci et al. (2009) observaram, em ratos machos, os
efeitos da administragdo intraperitoneal de alcool (3g/kg), durante trés
dias consecutivos semanais, por uma ou quatro semanas (para simular os
efeitos de altas doses de alcool administradas de forma aguda ou
cronica). Apdés quatro semanas de tratamento, houve uma significativa
diminuicdo da densidade 6ssea mineral medular, avaliada por tomografia
computadorizada quantitativa, e um decréscimo da resisténcia a testes de
compressdo. Neste estudo, os autores também verificaram, mediante a
utilizagcao de técnicas de biologia molecular, que as expressdes de varios
genes importantes para os processos de formacéo e reabsorcao éssea,
ficaram significativamente perturbadas pelo tratamento com alcool.

Alvisa-Negrin et al. (2009) verificaram, em humanos, que
o0 consumo elevado de alcool é prejudicial ao tecido 6sseo. Os autores
observaram os efeitos do alcoolismo e da abstinéncia sobre a qualidade
Ossea, utilizando variados parametros de avaliagdo, tais como,
densitometria 6ssea em diversos sitios e analises bioquimicas de
marcadores da remodelacao 6ssea. O estudo mostrou, claramente, que o

consumo excessivo de alcool prejudica a qualidade 6ssea e que a
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abstinéncia, associada a mudancgas no estilo de vida, pode melhorar os
parametros avaliados.

E importante ressaltar que apesar da maioria das
pesquisas indicarem que o consumo cronico e elevado de alcool esta
relacionado a perda da qualidade 6ssea, ainda existem alguns estudos
conflitantes

Kidder e Turner (1998) trabalharam com ratas adultas de
seis meses de idade, ovariectomizadas ou Sham operadas, submetidas a
dieta alcoodlica. Os animais receberam uma dieta liquida modificada
(Lieber-DeCarli) suplementada isocaloricamente com maltose/dextrano ou
contendo 13 e 35% do total de calorias derivadas do alcool por dois
meses. Neste estudo, a ovariectomia aumentou significativamente os
indices de remodelagcédo Ossea resultando em perda de osso trabecular,
mas o consumo de alcool ndo causou efeitos adicionais prejudiciais
significativos. Os pesquisadores realgcaram o fato de terem utilizado
animais de seis meses de idade, um modelo que, segundo eles, simularia
a idade de uma mulher ap6s a menopausa. Isto porque, outros estudos
tém mostrado que os efeitos prejudiciais sobre a qualidade Ossea
parecem ser maiores em individuos ou animais mais jovens,
especialmente naqueles em fase de crescimento, que ainda nao

passaram pelo periodo de maturacao 6ssea (Chakkalakal, 2005).

2.2 Deficiéncia estrogénica, consumo moderado de alcool e seus

efeitos sobre 0s 0ssos.

Se por um lado, a maioria das evidéncias mostra que o
consumo excessivo de alcool esta relacionado a um maior risco de

fraturas osteoporéticas e perda de qualidade éssea, por outro, pesquisas
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recentes indicam que o consumo moderado parece ter efeitos benéficos
sobre a densidade mineral 6ssea (Berg et al., 2008).

Berg et al. (2008), em revisao de literatura, observaram
que, comparando-se com a abstinéncia, pessoas que consomem uma
dose ou menos de alcool por dia, parecem ter menor risco de fraturas de
quadril e que o consumo de mais de duas doses de alcool por dia esta
associado a um maior risco para este tipo de fratura. Os autores
consideraram que uma dose padrédo seria equivalente a 14 g de alcool
puro ou 0,6 fluid oz.

Os efeitos precisos do moderado consumo de alcool
sobre o metabolismo 6sseo ainda permanecem desconhecidos, mas
acredita-se que isto possa estar relacionado a alteragbes hormonais
indiretas a longo prazo (Berg et al., 2008). Dentro desta linha de pesquisa,
alguns autores tém sugerido que o consumo moderado de alcool poderia
ter efeito protetor sobre a perda éssea ap6s a menopausa (Purohit, 1998;
Macdonald et al., 2004; Epstein et al.,, 2007; Berg et al., 2008). No
entanto, este efeito parece deixar de ocorrer quando o consumo de alcool
€ elevado (Callaci et al., 2006; Epstein et al., 2007). Essa associagéo é
ainda mais evidente em mulheres que fazem uso moderado de alcool
juntamente com terapia para reposicdo hormonal e pode estar
relacionada com niveis elevados de estradiol circulante (Ginsburg et al.,
1996; Purohit, 1998).

Ginsburg et al. (1996) verificaram se o consumo
moderado de alcool aumentava os niveis de estradiol na circulagdo em
mulheres ap6s a menopausa que estavam recebendo ou nao terapia para
reposicao hormonal. Os autores verificaram que o alcool ndo modificou de
forma significativa os niveis de estradiol nas mulheres do grupo controle
(que nao receberam terapia para reposigao hormonal). Por outro lado, a
ingestdo de alcool levou a uma significativa elevagcdo dos niveis de
estradiol (aumento de cerca de 300%) em mulheres que receberam

terapia para reposicdo hormonal. No entanto, é importante avaliar
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possiveis riscos e beneficios deste tipo de associacao, isto porque uma
grande elevacdo dos niveis de estradiol poderia eventualmente estar
correlacionada com maior risco de desenvolvimento de cancer de mama
(Puhohit, 1998; Cummings et al., 2009).

Sampson e Shipley (1997) estudaram o efeito do
consumo moderado de alcool sobre a densidade 6ssea mineral em ratas
ovariectomizadas aos trés meses de idade, tratadas por gavagem,
diariamente, com 0,38g/kg de alcool, por 6 semanas. Segundo os autores,
a quantidade de alcool utilizada no estudo equivaleria, em humanos, a
ingestdo de duas tagas de vinho por dia. Os autores observaram,
mediante analises morfologicas e histomorfométricas do fémur e tibia, que
havia significativas diferencas nos ossos das ratas ovariectomizadas, no
entanto, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos dietéticos.

Recentemente, Tucker et al. (2009) verificaram os efeitos
do consumo de cerveja, vinho e licor sobre a densidade 6ssea mineral e
concluiram que o moderado consumo de alcool pode exercer efeitos
benéficos sobre a qualidade 6ssea, em homens mais velhos (média de
idade 61,5 anos) e em mulheres apds a menopausa (média de idade 62,5
anos). No entanto, estes beneficios parecem ser mais evidentes no
consumo de cerveja e vinho se comparados ao licor, 0 que sugere que
fatores adicionais ao alcool poderiam exercer o efeito protetor. O silicio,
presente em altas concentragcdes na cerveja, e o resveratrol, no vinho,
tém sido as substancias mais freqientemente relacionadas aos efeitos
benéficos destas bebidas alcodlicas sobre a qualidade 6ssea (Liu et al.,
2005; Jugdaohsingh et al., 2006; Tucker et al., 2009; Zhou et al., 2009)

A literatura revisada sobre o assunto mostrou que os
resultados de estudos que observaram os efeitos do alcool sobre a
qualidade 6ssea sdo muito diversificados dependendo da dose, idade do

animal, tipo de dieta ou de bebida alcodlica administrada, métodos de
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avaliagdo e associagdo com outros fatores, tais como, deficiéncia

estrogénica ou terapias para reposi¢do hormonal.

2.3 Relacéo entre alcoolismo, nutricdo e qualidade 6ssea

O alcool € uma substancia com baixo valor nutricional,
mas elevado teor energético (7,1 kcal/g). Individuos alcodlatras
normalmente ndo tém uma dieta equilibrada e, muitas vezes, substituem
alimentos importantes do ponto de vista nutricional pelo alcool, ja que este
provoca uma sensacgao de saciedade, o que acaba levando a um quadro
de desnutricdo conhecida como primaria. Além disto, o alcoolismo pode
causar complicagbes gastrointestinais que causam ma digestdo e ma
absorcao de nutrientes, mesmo que o aporte seja adequado, o que gera
um tipo de desnutricdo conhecida como secundaria (Lieber, 2000; Moreno
Otero; Cortés, 2008).

Os quadros de desnutricdo causados pelo alcoolismo
podem interferir na saude geral do individuo e favorecer a instalagéo e
agravamento de diversas patologias, inclusive osteoporose. Os nutrientes
mais frequentemente citados na literatura como importantes na
manutencédo da saude 6ssea sao o calcio e a vitamina D, mas ha outros
como o fosforo, fluor, ferro, zinco, cobre e boro, potassio, magnésio,
zinco, vitaminas A, C, E, K e as proteinas. Assim um aporte ou absor¢ao
inadequada destes nutrientes pode prejudicar a qualidade o6ssea e
favorecer a instalagéo da osteoporose (Miggiano; Gagliardi, 2005; Bonjour
et al., 2009; Heaney, 2009).

Pesquisas que pretendam verificar a influéncia do alcool
sobre o tecido 6sseo devem levar em consideracao os efeitos prejudiciais
de possiveis alteragdes nutricionais geradas pelo alcoolismo. Em animais,

uma maneira eficiente de tentar controlar esta variavel & utilizar um grupo
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isocaldrico ao grupo alcool a fim de procurar estabelecer um pareamento
nutricional. Nestes casos a dieta é adaptada de forma que seja oferecida
aos animais a mesma quantidade de calorias dos grupos tratados com
alcool (Rocha, 2005; Alonso, 2009; Deco, 2009).

Deco (2009) avaliou os efeitos do consumo crbnico de
alcool e da deficiéncia estrogénica, por ovariectomia, sobre a
osseointegracdo de implantes de titdnio em ratas, utilizado como
controles grupos isocal6ricos (para simular os efeitos de uma deficiéncia
no aporte nutricional) e com dieta livre. A osseointegragdo ficou
prejudicada no grupo no qual a deficiéncia estrogénica foi associada ao
consumo cronico de alcool bem como no grupo no qual a deficiéncia
estrogénica foi associada a dieta isocalérica. A autora concluiu que a
deficiéncia estrogénica foi capaz de prejudicar a osseointegragdo apenas
quando foi associada ao consumo crénico de alcool ou a deficiéncia no
aporte nutricional.

E interessante observar que o tipo de dieta também pode
interferir na qualidade &6ssea. Halade et al. (2010) observaram efeitos
negativos de uma dieta rica em gorduras, contendo éleo de milho a 10%,
sobre a qualidade 6ssea, em ratas de 12 meses de idade, tratadas por um
periodo de 6 meses. Os autores verificaram uma diminui¢cao significativa
da densidade 6ssea mineral na tibia e fémur, além de um aumento da
expressao de citocinas osteoclastogéncias, tais como TNF-a e IL-6, em
cultura de células do bago e da medula 6ssea, quando animais tratados

foram comparados aos do grupo controle.

2.4 Deficiéncia estrogénica, alcool e alteracdes periodontais

A manutencdo da integridade do osso alveolar é muito

importante para a conservagao da saude periodontal e sua reabsorgéo
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leva a mobilidade e perda dentaria. A placa bacteriana € o fator etiolégico
primario para o desenvolvimento da doenga, mas a severidade e a
resposta ao tratamento podem ser alteradas dependendo de como o
hospedeiro responde ao agente agressor (Pizzo et al., 2009). Alguns
autores sugerem que, tanto a deficiéncia estrogénica quanto o consumo
excessivo de alcool, poderiam afetar a resposta do hospedeiro
potencializando a perda 6ssea em decorréncia da doenca periodontal
(Faloni; Cerri, 2007; Amaral et al., 2008). Na deficiéncia estrogénica e nos
processos inflamatérios, mecanismos celulares e moleculares
semelhantes levam a perda Ossea. Isto poderia justificar a possivel
relacdo entre ovariectomia e perda de insergao periodontal, encontrada
em alguns estudos (Duarte et al., 2004; Takayanagi, 2005; Faloni; Cerri,
2007). Sabe-se que o alcoolismo também afeta a resposta as infecgdes,
alterando a producgao de citocinas e a imunidade celular o que poderia
contribuir para o agravamento da doencga periodontal (Szabo, 1999).

Apesar de varios autores sugerirem uma associagao
positiva entre osteoporose e perda éssea oral, as informacdes disponiveis
sao insuficientes para que haja um consenso definitivo sobre o assunto,
que ainda precisa ser melhor estudado (Elsubeihi; Heersche, 2002;
Dervis, 2005; Geurs, 2007; Kuo et al., 2008). Segundo Kuo et al. (2008), é
possivel que a perda 6ssea sistémica associada a osteoporose também
possa afetar o osso alveolar e sua porosidade o que levaria a uma maior
suscetibilidade a reabsorgcdo 6ssea na regido. Os autores fizeram uma
revisao de literatura sobre o assunto e alertam que, apesar da maioria dos
estudos sugerir uma relagdo positiva entre osteoporose e doenca
periodontal, as conclusdes de muitos destes trabalhos necessitam de uma
interpretacdo cautelosa, devido as limitagcbes de muitos desenhos
experimentais, tamanho das amostras e controle inadequado de outros
fatores conflitantes.

Anbinder et al. (2006) avaliaram os efeitos da deficiéncia

estrogénica como fator de risco para a progressao da doenga periodontal.
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O estudo foi conduzido em ratas ovariectomizadas ou Sham operadas
que receberam ou nao inducédo de periodontite por ligadura. Os animais
dos grupos que receberam a ligadura tiveram significativa diminuicdo do
suporte 6sseo, maior perda 6ssea alveolar e envolvimento de furca. Por
outro lado, ndo foram observadas diferencas entre os animais
ovariectomizados ou Sham operados. Segundo os autores, baseados nos
resultados deste estudo, a deficiéncia estrogénica ndo poderia ser
considerada um fator de risco para doenca periodontal.

Yoshinari et al. (2006) investigaram os efeitos da
ovariectomia na progressao da periodontite induzida por ligadura em ratas
ovariectomizadas, Sham operadas ou controle. Os autores observaram
que nos animais ovariectomizados os tecidos periodontais mostraram
severa inflamacao e reabsorcado 6ssea alveolar, além de diminuigdo da
densidade Ossea mineral. Concluem que a osteoporose pode afetar a
progressdo da doenga periodontal em ratas e sugerem que estudos
futuros sejam feitos para esclarecer quais os mecanismos moleculares
que determinam ambas as doengas em animais experimentais.

Nicopoulou-Karayianni et al. (2009) verificaram, em
estudo epidemioldgico, no qual foram avaliadas 665 mulheres com idades
variando entre 45 a 70 anos, uma associagao positiva significativa entre
osteoporose e perda dentaria, mesmo depois de ajustar efeitos de fatores
conflitantes, tais como, idade e fumo.

Dvorak et al. (2009) fizeram um estudo com ovelhas
idosas submetidas a ovariectomia, restricdo de calcio/vitamina D e
administracdo de metilprednizolona (grupo tratado). A qualidade dos
tecidos periodontais dos animais foi comparada com os de ovelhas
adultas nao tratadas (grupo controle). Os pesquisadores verificaram que o
tratamento associado a idade afetou significativamente os tecidos
periodontais, com perda do suporte conjuntivo e reabsorcdo Ossea

alveolar. Os autores sugerem que estudos adicionais sejam realizados
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para determinar o impacto isolado da idade, ma nutricdo, hipogonadismo
e aplicagao de glicocorticoides na progressao da doenga periodontal.

Estudos que mostrem o papel do alcool sobre os ossos da
cavidade oral ainda sdo muito restritos, no entanto, a literatura sugere que
possa haver uma correlagdo positiva entre o consumo de alcool e a
progressdo da doenga periodontal (Souza et al., 2006; Amaral et al.,
2008; Irie et al., 2008; Alonso, 2009).

Souza et al. (2006) avaliaram os efeitos do consumo de
alcool sobre o suporte periodontal na periodontite induzida por ligadura.
Os animais receberam alcool diluido na agua oferecida para beber nas
concentragdes 10, 20 e 30% (v/v). Os grupos foram divididos de forma
que os animais recebessem dieta alcodlica ou isocal6rica bem como
presencga ou auséncia de ligadura. Apos o sacrificio, as mandibulas foram
radiografadas e analisadas por um programa de imagens
computadorizado. Os resultados demonstraram que o consumo de alcool,
em animais que receberam ligadura, pode ter um efeito direto na perda
Ossea alveolar aumentando o desenvolvimento da doenga periodontal e
um efeito indireto nos tecidos periodontais em consequéncia da ma
nutrigdo.

Irie et al. (2008) trabalharam com ratos machos de dez
semanas que foram alimentados, por oito semanas, com um liquido
nutritivo onde o etanol representava 36% dos valores caléricos totais da
dieta (liquido dietético de Lieber-DeCarli). Dependendo do grupo, os
animais foram tratados com dieta alcodlica ou isocalérica e receberam ou
nao inducdo de periodontite por ligadura quatro semanas antes do
término do periodo experimental. Os autores observaram que o consumo
isolado de etanol, mesmo sem a indug¢ao da doencga periodontal, foi capaz
de causar migracdo apical do epitélio juncional, reabsor¢cédo O&ssea
alveolar, maior infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares, aumento do

dano oxidativo e exacerbacgéo da producédo de TNF-a.
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Amaral et al. (2008) avaliaram individuos alcoodlatras e
nao alcodlatras para verificar os efeitos do habito na progressdo da
doenca periodontal. Os autores verificaram uma associacao positiva entre
a dependéncia do alcool e o agravamento da doenga, mesmo quando
foram estatisticamente controlados outros fatores, tais como, idade, placa,
ganho salarial, educacgéao, condi¢des de moradia e o fato do individuo ser
ou nao fumante.

Alonso (2009) trabalhou com ratas ovariectomizadas
submetidas ao consumo de alcool a 20% e verificou a influéncia destes
fatores sobre a crista 6ssea alveolar de ratas, na presenca ou auséncia
de periodontite induzida por ligadura. A autora observou perda 6ssea e
processo inflamatério, quando o alcool foi associado a deficiéncia

estrogénica, na auséncia de indugéo da doenga periodontal.

2.5 Relacéo entre alteracdes nutricionais e doenca periodontal

Estudos recentes sugerem que alteracbes na dieta
também poderiam interferir na resposta do hospedeiro a progressao da
doenca periodontal (Enwonwu; Ritchie, 2007; Chapple, 2009; Jenzsch et
al., 2009; Reynolds et al., 2009).

Melhorias na qualidade da dieta podem ter um efeito
positivo sobre os tecidos periodontais, melhorando a resposta do
hospedeiro a inflamacédo e diminuindo sua suscetibilidade a progresséao
da doencga. Possivelmente, isto esta relacionado ao fato de que processos
inflamat6rios crénicos provocam stress oxidativo, com aumento da
demanda por uma dieta rica em minerais e vitaminas antioxidantes
(Enwonwu; Ritchie, 2007; Chapple, 2009). Segundo Chapple (2009),
dietas ricas em carboidratos refinados e gorduras saturadas podem estar

associadas a respostas hiperinflamatérias, por outro lado, as ricas em
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antioxidantes, tais como carotenodides, polifenois e vitaminas, auxiliam na
diminuigc&o da inflamacgao.

Jenzsch et al. (2009) investigaram a influéncia de um
programa de intervengao nutricional, por um periodo de 12 meses, em
mulheres com sindrome metabdlica e periodontite crénica. Os autores
propuseram as pacientes uma dieta composta basicamente por folhas,
frutas, graos, batatas, legumes e lacticinios e o consumo de carnes,
peixes e ovos era limitado a uma ou duas por¢cdes por semana. Nao
foram observadas mudancas no padrédo de higiene oral nem na
quantidade de patogenos periodontais, presentes no fluido crevicular,
durante o estudo. No entanto, houve uma significativa melhoria nos
parametros clinicos de avaliagdo da saude periodontal, associada a
reducao na expressao de algumas citocinas pré inflamatérias como IL1-8
e IL-6.

Reynolds et al. (2009) estudaram os efeitos de uma dieta
com restricdo caldrica, em primatas machos e fémeas, na evolugéo
natural da doenca periodontal cronica (sem indugao de periodontite). Os
animais foram tratados por um periodo de 13 a 17 anos e divididos em
grupos controle e com restricdo calérica. Ambos receberam uma dieta
suplementada com vitaminas e sais minerais, com a diferenca de que o
grupo com restricdo cal6rica recebeu 30% menos calorias que o controle.
Apds avaliagdes clinicas, microbioldgicas e da expressao de mediadores
quimicos do processo inflamatério, os autores observaram que os machos
exibiam maiores riscos de desenvolvimento de doenga periodontal e que
a dieta com restricdo calorica reduziu o risco de periodontite em machos,
mas ndao em fémeas. Enwonwu (2010), em uma carta ao editor,
comentando o estudo acima mencionado, sugere que as diferencas
encontradas entre machos e fémeas poderiam ser em parte atribuidas a

acdes protetoras do estrégeno no ultimo grupo.
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2.6 O padrdo de mineralizacdo O0ssea e a andlise por espectrometria

de fluorescéncia de raios-X por energia dispersiva.

O osso é um tipo especializado de tecido conjuntivo
formado por 50% a 70% de minerais, 20% a 40% de matriz organica, 5%
a 10 % de agua e menos de 3% de lipidios. Os principais elementos
constituintes da fase mineral sdo o Ca e o P, que se organizam formando
cristais de hidroxiapatita [Ca1p (PO4)sOH>] (Clarke, 2008). A hidroxiapatita
sintética estequiométrica apresenta razdo molar Ca/P de 1,67 (Ciobanu et
al., 2009; QOliveira et al., 2009), calculada considerando-se 10 mols de Ca
para 6 mols de P; e relagcdo Ca/P em porcentagem de peso de 2,16
(Tzaphlidou et al.,, 2006), calculada levando-se em consideragédo o
numero de mols e as massas molares do Ca (40,08 g/mol) e do P (30,97
g/mol). Nos tecidos bioldgicos duros, ha um desvio desta estequiometria e
outros ions também podem estar presentes, como por exemplo, os
carbonatos, os fosfatos acidos e o magnésio sendo decorrentes de
substituicdes no grupo hidroxila (Clarke, 2008). Como estas substituices
tém sido encontradas com frequéncia, alguns autores preferem utilizar o
termo apatita carbonatada n&o estequiométrica para definir a composicao
principal da fase mineral 6ssea (Boivin; Meunier, 2003; Kourkoumelis;
Tzaphlidou, 2010). Comparando-se com a hidroxiapatita geologica, os
cristais 6sseos sdo pequenos (medindo aproximadamente 200 A em suas
maiores dimensdes), pobremente cristalinos e mais soluveis (Clarke,
2008). Esta solubilidade permite a manutencao da homeostase mineral, ja
que o tecido 6sseo € reservatorio de ions com importantes funcdes
metabdlicas (Clarke, 2008; Moe, 2008).

A composi¢ao quimica e fisica da estrutura éssea mineral
nao é estatica e pode ser modificada (Kuhn et al., 2008). No individuo
adulto, o grau de mineralizagdo depende, principalmente, das taxas de

remodelagdo e das altera¢des na atividade de osteoblastos e osteoclastos
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durante este processo. Em casos de aumento das taxas de remodelagéo,
como ocorre na deficiéncia estrogénica, ndo ha tempo suficiente para que
0 0sso alcance sua mineralizagdo completa antes de ser reabsorvido
prematuramente pelos osteoclastos, o que pode afetar a resisténcia
mecanica e a densidade 6ssea mineral (Meunier; Boivin, 1997; Boivin;
Meunier, 2003). Isto parece ser mais evidente quando um aumento das
taxas de remodelagdo ocorre em superficies o6sseas recentemente
formadas. Nesses casos, € grande a probabilidade do osso ser
reabsorvido antes que a mineralizagdo completa tenha sido alcangada
(Ciarelli et al., 2003).

Conhecer a distribuicdo dos principais elementos
quimicos presentes na composicdo do tecido ésseo pode ajudar a
entender melhor o padrao de mineralizag&o do tecido e a sua relagdo com
determinadas patologias, como a osteoporose. A determinacdo das
concentragcdes de Ca, de P ou de ambos e a relagéo existente entre estas
concentragcbes, pode fornecer uma medida sensivel das mudancas
ocorridas na fase mineral Ossea, contribuindo para uma melhor
compreensao de alteragbes ocorridas na presenca de desordens Osseas.
(Fountos et al., 1999; Zaichick; Tzaphlidou, 2003; Tzaphlidou et al., 2006).

Existem numerosas técnicas que permitem estudar a
composicao quimica elementar do tecido ésseo (Zaichick; Tzaphlidou,
2003). A analise por espectrometria de fluorescéncia de raios-X por
energia dispersiva é uma técnica n&o-destrutiva que permite uma
avaliacdo qualitativa e semiquantitativa dos elementos quimicos
presentes em uma amostra. Dessa forma, em tecidos mineralizados, tais
como ossos e dentes, é especialmente utii na avaliagcdo das
concentragbes de Ca e P presentes na amostra e na determinagéo da
relacdo entre essas concentragbes, representando uma importante
ferramenta para o entendimento do padrédo de mineralizacédo do tecido
(Carvalho et al., 2009; Oliveira et al., 2009; Senra, 2009).
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A analise por espectrometria de fluorescéncia de raios-X
baseia-se no principio da excitacdo dos atomos que compde uma
determinada amostra a partir de uma fonte de radiagao eletromagnética
de alta energia (por exemplo, raios-X provenientes de um alvo metalico).
Tal fonte excita os elétrons das camadas mais internas causando ejecéo
dos mesmos ou migragdo para uma camada superior, criando lacunas
eletrbnicas e gerando instabilidade atdmica. Para que o atomo volte ao
seu estado fundamental, é necessario que elétrons das camadas
posteriores (de niveis superiores de energia) preencham as lacunas
criadas. O resultado desta transicdo de elétrons é a emissao de energia
na forma de uma radiagdo secundaria fluorescente. O detector do
aparelho (espectrémetro) capta a energia do féton emitido e distingue
esta radiagdo que é caracteristica, bem definida e depende do numero
atdbmico do elemento quimico presente na amostra. (Todd; Chettle, 1994;
Maliska, 2010; Wikipedia, 2010).

Peng et al. (1997) estudaram os efeitos da ovariectomia
em ratas sacrificadas até 40 semanas apOs a operagdo. Os autores
analisaram a regido distal do fémur por energia dispersiva de raios-X e
nao observaram diferencgas significativas nas concentragdes de Ca e P,
quando os animais ovariectomizados foram comparados aos Sham
operados. No entanto, verificaram que havia um decréscimo transitorio
nas concentragdes de magnésio apos ovariectomia.

Tanaka et al. (2001) verificaram os efeitos da
ovariectomia, na reparacéo Ossea, apds extragdo dentaria em ratas. Na
analise por energia dispersiva de raios-X, os autores ndo observaram
diferencas nas concentracbes de Ca, P e na relagdo Ca/P, quando os
animais ovariectomizados foram comparados aos Sham operados, trinta e
sessenta dias apds as exodontias.

Reddy Nagareddy e Lakshmana (2005) observaram, por

energia dispersiva de raios-X, uma significativa diminuicdo da relagéo
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Ca/P no fémur de ratas ovariectomizadas que receberam dieta deficiente
em Ca em relagdo a animais Sham operados que receberam dieta livre.

Suvorova et al. (2007) analisaram amostras de vértebras
de individuos com osteoporose utilizando microscopia eletrénica (de
transmissao e varredura) e energia dispersiva de raios-X. Os autores
verificaram o crescimento excessivo de um material organico, néao
mineralizado, criando desordens no 0sso osteoporético e sugerem que
isto poderia levar a uma dilatagdo anormal do tecido, gerando micro
fissuras, diminuicdo da densidade mineral e maior predisposicédo as
fraturas.

Moffat et al. (2008), estudaram o relacionamento entre
estrutura e funcédo na interface osso ligamento de amostras retiradas da
area de juncéo entre fémur e tibia em ossos bovinos. Nesta regido, o
ligamento esta conectado ao osso através de uma interface cartilaginosa.
Os autores verificaram as propriedades mecanicas compressivas de
regides mineralizadas e ndo mineralizadas da interface cartilaginosa e
compararam os resultados obtidos com a presenga e distribuicdo de
minerais na regiao, mediante a utilizacdo de energia dispersiva de raios-X
acoplada a um microscopio eletrénico de varredura. Picos de Ca e P
foram detectados apenas na regido de fibrocartilagem mineralizada e
osso adjacente. Comparando estas analises com testes biomecanicos a
microcompressdo, os autores observaram que as regides de interface
calcificada exibiram propriedades mecanicas compressivas
significativamente mais altas que as regibes nao calcificadas, o que foi
atribuido a presenca de minerais na regiao.

Senra (2009) avaliou a qualidade do reparo 6sseo em
ratas ovariectomizadas ou Sham operadas recebendo ou ndo tratamento
com risedronato. Lesdes désseas foram realizadas no fémur de animais
ovariectomizados ou submetidos a cirurgia Sham. O sacrificio ocorreu 18,
45 e 90 dias apos a realizagéo das lesbes. Entre outras andlises, foi feito

um mapeamento da distribuicdo do Ca e do P, durante os tempos de
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reparo estudados, utilizando-se para isto o mesmo espectrdmetro de
microfluorescéncia de raios-X que sera utilizado neste trabalho (Shimadzu
uEDX-1300 - Kyoto - Japan). Dentro da area de mapeamento foram
obtidas médias das concentracbes de Ca e P em um total de 10 pontos,
contidos em uma linha de 0,5 mm de comprimento, que foi selecionada no
osso pré existente e dentro do calo Osseo. Tais médias foram
posteriormente utilizadas para o calculo da relagdo Ca/P. A autora
verificou que a ovariectomia diminuiu a concentracdo de Ca e P e a
relacdo Ca/P somente no inicio da reparacdo (aos 18 dias). Ja aos
noventa dias, nos animais ovariectomizados, foi observada uma maior
relacdo Ca/P dentro do que fora do calo ésseo.

Recentemente, Yan et al. (2010) avaliaram, em um estudo
piloto, o efeito da aplicagdo de dois fatores de crescimento para
tratamento de lesbes de furca classe Il artificialmente criadas em caes. O
0sso alveolar em regeneracao foi avaliado mediante analises histolégicas,
histomorfométricas e por energia dispersiva de raios-X. Os autores
verificaram que a relacdo Ca/P e a porcentagem de regeneracao
periodontal foram mais altas nos grupos tratados quando comparadas aos
grupos controle. Segundo eles, os resultados sugerem que, a aplicagéo
dos fatores de crescimento, pode melhorar a qualidade e a quantidade de
0SSO em regeneracgao na regiao de furca.

Apesar da importancia de conhecer as alteragcbes da fase
mineral 6ssea diante de doencgas que afetem a qualidade do tecido, ainda
sdo poucos os estudos que fazem este tipo de avaliagdo. Além disto, na
revisdo de literatura deste trabalho, ndo foram encontradas pesquisas que
avaliassem as concentracbes de Ca e P e a relacdto Cal/P
especificamente na regido da crista éssea alveolar, uma estrutura cuja

integridade é importante para a manutencéo da saude periodontal.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar, utilizando a técnica
analitica de microespectrometria de fluorescéncia de raios-X por energia
dispersiva, possiveis alteragdes na estequiometria da hidroxiapatita,
mediante mensuracao das concentragbes de Ca, P e da relagdo Ca/P, na
regido da crista Ossea alveolar, em ratas ovariectomizadas e/ou

submetidas ao alcoolismo crénico.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para este trabalho foram utilizadas 54 ratas (Rattus
norvegicus, variacdo albinus, Wistar) com quatro meses de idade. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos - UNESP, mantidos em temperatura ambiente e
alimentados com dieta solida e liquida controladas, dependendo do grupo
experimental.

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal e submetido & aprovacéo pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos -
UNESP sendo aprovado sob protocolo n°021/2008-PA/CEP (Anexo A).

4.1.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em seis grupos, com nove
animais em cada, de acordo com o tipo de cirurgia realizada e de dieta
administrada, conforme pode ser visto no Quadro 1. O tratamento
dietético foi feito por 8 semanas e, para melhor controla-lo, foram

colocados apenas 3 animais por gaiola.
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Quadro 1 - Grupos experimentais

Grupos Dieta livre Alcool Isocalérico
Ovariectomia simulada (Sham) | G1 (n=9) G2 (n=9) G3(n=9)
Ovariectomia (Ovz) G4 (n=9) G5(n=9) G6 (n=9)

Grupo Sham - os animais foram submetidos a ovariectomia simulada (os ovarios foram
expostos, mas nao retirados).

Grupo Ovz - os animais foram submetidos & deficiéncia estrogénica mediante a retirada
dos ovarios.

Grupo com dieta livre - os animais receberam agua e racédo a vontade.

Grupo alcool - os animais receberam alcool a 20% e racéo a vontade.

Grupo isocalérico - os animais receberam dieta liquida e soélida com a mesma
quantidade de calorias ingeridas pelo grupo alcool no dia anterior.

4 1.2 Dieta dos animais

A dieta s6lida empregada para todos os grupos foi a ragao
Labina® (Purina do Brasil, Paulinia), cuja composi¢do pode ser verificada
no Quadro 2. Para G2 e G5, que receberam alcool, foram fornecidos 50
gramas de ragdo diariamente por animal. No dia seguinte, as porcdes
restantes foram pesadas, e foi obtida a quantidade média de racéo
ingerida, que foi fornecida para os animais G3 e G6, que sdo isocaldricos.
G1 e G4 receberam dieta soélida livre, sendo registradas as quantidades

médias consumidas.
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Quadro 2 — Composicao da dieta padréo Labina® (Purina do Brasil)

Umidade (Max) 13,0%
Proteina Bruta (Min) 23,0%
Extrato Etéreo (Min) 4,0%
Matéria Fibrosa (Max) 5,0%
Matéria Mineral (Max) 10,0%
Calcio (Max) 1,3%
Fosforo (Min) 0,85%

Fonte: Purina do Brasil’

Aos animais G2 e G5 foi oferecido alcool etilico ABS.ACS-
99,5° (Ecibra, Sao Paulo). Inicialmente estes animais passaram por
periodo de adaptacéo de nove dias (trés dias ingerindo alcool a 5%, trés
dias a 10% e trés dias a 15%). Posteriormente, foram administradas, por
oito semanas, solugbes preparadas diariamente na concentragao
alcodlica de 20%.

Os grupos G2 e G5, que receberam alcool, iniciaram um
dia antes de G3 e G6, que sdo isocaldricos, quando foram fornecidos
50ml de solucao alcodlica por animal. No dia seguinte, a solugao restante
foi medida, sendo registrada a média ingerida. Entdo, os grupos
isocaloricos receberam uma solugdo de sacarose P.A. (Vetec Quimica
Fina LTDA, Rio de Janeiro) cuja concentragcéo continha, em ml, a mesmas
calorias da solugao de alcool a 20%. A solugao isocalorica foi preparada
dissolvendo-se 266 g de sacarose em 1 litro de agua e os calculos foram
feitos levando-se em consideragdo a concentragcdo alcodlica utilizada no

presente estudo (20%), a densidade do alcool absoluto (0,787g/ml) e os

"Purina do Brasil. Labina [home page on the internet]. [cited 2010 May 13]. Available
from: http://www.nutrimentospurina.com.br/produtos_labina_labina.asp
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valores caléricos da sacarose (4,1 kcal/g) e do alcool (7,1 kcal/g). Além da

solucgédo isocaldrica, os grupos G3 e G6, receberam agua a vontade.

4.2 Procedimentos Cirurgicos

Os procedimentos cirurgicos foram realizados em sala
cuidadosamente limpa, utilizando-se alcool 70%, € com instrumentais

devidamente esterilizados.

4.2.1 Anestesia

Os farmacos utilizados nos procedimentos anestésicos e
suas respectivas concentragdes foram: cloridrato de xilazina 2,3g/100ml
(Anasedan® - Vetbrands, Jacarei), substancia sedativa e relaxante
muscular; e Cloridrato de Ketamina 1,16g/10ml (Dopalen® - Vetbrands,
Jacaréi), um anestésico geral.

Inicialmente foi preparada uma solugdo com 0,8 ml de
cloridrato de xilazina e 0,5 ml de cloridrato de Ketamina. Para promover a
anestesia geral cada animal recebeu, por via intra muscular, 0,1ml/100g
de peso da solugado previamente preparada, de forma que um animal de

300 g recebeu 0,3 ml da solugao.



43

4.2.2 Ovariectomia e cirurgia Sham

As ratas pertencentes aos G4, G5 e G6 foram
ovariectomizadas aos quatro meses de idade. ApsOs anestesia, depilagao
da regido abdominal lateral e anti-sepsia com alcool iodado, os animais
sofreram incis&o cirurgica longitudinal com extensao aproximada de 1 cm
na pele e musculatura da regido lateral do corpo, proxima ao nivel dos
rins e abaixo da ultima costela. Para este procedimento foi utilizada
lamina de bisturi n°15. O ovario foi exposto e, realizou-se uma ligadura
logo abaixo do mesmo, com fio de seda n° (Ethicon® - Johnson &
Johnson, Sdo José dos Campos), sendo este procedimento realizado
bilateralmente. Realizou-se, entdo, a remocg&o dos ovarios, juntamente
com a gordura circundante e pequena porc¢ao do utero (Figura 1). Ao final
dos procedimentos, as camadas musculares e a pele foram suturadas
com fio de seda n° (Ethicon® - Johnson & Johnson, Sdo José dos
Campos). Por fim, foi realizada nova anti-sepsia com alcool iodado na

regiao operada.

Figura 1 - Ovariectomia: a) Incisao cirdrgica; b) exposi¢cdo do ovario; c) remogao do
ovario



44

Nos animais do grupo Sham, para simulacao do estresse
cirargico, todos os procedimentos acima foram realizados, exceto a
ligadura e remog¢ao dos ovarios. Portanto, ap6s a exposi¢cdo do ovario, 0os
orgaos foram recolocados na cavidade abdominal.

ApOs as cirurgias os animais receberam o antibidtico
benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina, benzilpenicilina
potassica e diidroestreptomicina base sulfato em ampola de 6.000.000UlI
(Pentabiodtico® - FortDodge, Porto Alegre) na dose de 1,35ml/kg. Também
receberam o antiinflamatério ndo esteroidal diclofenaco so6dico 75mg
(Voltaren® - Novartis, Rio de Janeiro), na dose de 1mg/kg. Ambos os

farmacos foram administrados em dose unica e por via intramuscular.
4.2.3 Sacrificio

Transcorridas oito semanas do inicio da administragédo
das dietas, todos os animais foram anestesiados e decapitados, antes da

remoc¢ao das mandibulas.

4.2.4 Cronograma de procedimentos

ngrlec_;tomla ou Sham Inicio do tratamento (dieta) . Sacnﬂcm
Animais com 4 meses Animais com 5 meses Animais com 7 meses

1 1 1
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4.3 Avaliacdes de alteracdes de peso corpdéreo e padrdo de consumo

dietético

4.3.1 Peso corporeo

No inicio do experimento e imediatamente antes do
sacrificio todos os animais foram pesados em balangca semi-analitica
(Micronal B600) com a finalidade de verificar possiveis alteragbes de peso
corpéreo em porcentagem. Tais alteragcées foram mensuradas de acordo

com a féormula abaixo:

Alteracdes no peso: (%) =_Peso final — Peso inicial x 100

Peso inicial

4.3.2 Padrao de consumo dietético

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

considerando ragao ingerida e solucéo liquida.
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4.4 Preparo das amostras

Apos o sacrificio, as mandibulas foram colocadas em soro
fisioloégico e congeladas -20°C. Posteriormente, todas as amostras foram
descongeladas, limpas e colocadas em solu¢ao de formol a 10% por 24
horas, visando facilitar a padronizagdo do procedimento de fixagéo, afim
de que todas recebessem exatamente o mesmo tratamento quimico. A
fixacdo de amostras biolégicas em solugbes a base de formol,
previamente a analise por energia dispersiva de raios-X, ja foi
preconizada por outros autores (Tanaka et al., 2001; Arnold; Gaengler,
2007; Suvorova et al.,, 2007; Yan et al., 2010). Apdés a fixacdo, as
mandibulas foram lavadas em agua, secas e congeladas em embalagens
individuais a -20°C. Apenas as hemimandibulas do lado direito foram
analisadas no presente trabalho, as do lado esquerdo receberam o
mesmo tratamento, porém, permaneceram congeladas para realizagdo de
estudos posteriores.

As amostras foram cortadas por desgaste na regido da
crista 0ssea alveolar entre o 1° e 2° molar inferior. Para conseguir uma
melhor padronizagado dos cortes o incisivo foi previamente retirado e a
face interna do corpo da mandibula aplainada mediante a utilizagdo de

uma broca diamantada utilizando alta rotagéo (Figura 2).
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Figura 2 - Fotografia da mandibula do animal sendo preparada mediante a utilizagéo de
uma broca diamantada: a) incisivo sendo retirado; b) aplainamento da face
interna do corpo da mandibula

As mandibulas foram fixadas com resina acrilica
quimicamente ativada (Jet® - Classico, Campo Limpo Paulista), em uma
placa de placa de vidro, de tal forma que as superficies disto lingual do 1°
molar e mésio lingual 2° molar, na regido da crista 6ssea alveolar,
estivessem apoiadas na superficie da placa sem a presenga de bascula.
A base de resina serviu como apoio para que, posteriormente, as
amostras fossem cortadas com uma angulagdo relativamente
padronizada (Figura 3). Na face oposta a superficie de interesse foi
realizado um apoio para os dedos do operador a fim de protegé-los

durante os procedimentos posteriores (Figura 4).
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Figura 3 - Amostra da mandibula fixada com resina acrilica quimicamente ativada, em
uma placa de vidro. As superficies disto lingual do 1° molar e mésio lingual do
2° molar ficaram apoiadas na superficie da placa.

Figura 4 - Amostra da mandibula fixada em resina acrilica mostrando o apoio para os
dedos do operador, a fim de protegé-los durante os procedimentos de
desgaste.
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Para realizacdo dos desgastes foram utilizadas lixas
d’agua n° 1200 acopladas a uma politriz (Labpol 8-12 - Extec), refrigerada
com agua e ajustada para realizar 200 rota¢des por minuto. As superficies
das lixas foram analisadas e trocadas periodicamente a fim de evitar a
presenca de irregularidades nos cortes. Todos os desgastes foram
realizados em intervalos de 5 segundos até que a parte interna da cortical
da crista 6ssea alveolar existente entre as raizes distal do 1° molar e
mesial do 2° molar pudesse ser visualizada. Este intervalo tinha duas
finalidades: evitar o aquecimento da amostra e observar com relativa
exatiddo o momento em que a parte interna da cortical da crista 6ssea
alveolar foi encontrada. Para que as analises fossem feitas em uma area
mais central da crista 6ssea, a regido foi novamente desgastada, por mais
trinta segundos, sempre respeitando o intervalo de 5 segundos entre um
desgaste e outro. Durante os intervalos, a qualidade superficial dos cortes
foi analisada com o auxilio de um estereomicroscopio (Stemi 2000-C -
Zeiss).

Ap6s o término dos procedimentos de desgaste as
amostras foram colocadas em um Becker contendo 200 ml de agua
destilada e levadas a uma cuba ultra-sénica por 20 minutos (em 2 ciclos
de 10 minutos), visando retirar eventuais impurezas impregnadas na

superficie da amostra durante a preparacéo das mesmas.

4.5 Microespectrometria de fluorescéncia de raios-X

Os procedimentos descritos no item anterior (preparo das
amostras) permitiram que a regido de interesse, no caso a crista 6ssea
alveolar, fosse observada em uma superficie plana, o que foi fundamental
durante o mapeamento por espectrometria de fluorescéncia de raios-X.

Isto porque o espectrometro assume que as diferengas entre as



50

intensidades dos picos nos espectros da amostra desconhecida e do
padrdo sejam relacionadas unicamente a diferencas de composi¢édo ou
teor elemental. Assim, irregularidades na superficie da amostra podem
influenciar a interacao dos elétrons e a propagacao dos raios-X (Maliska,
2010).

As concentragbes de Ca e P e proporgéo relativa Ca/P
presentes na area de interesse foram mensuradas mediante a utilizagéo
de um espectrdmetro de microfluorescéncia de raios-X por energia
dispersiva (MEDX 1300 Shimadzu - 50 uym) (Figuras 5 e 6). A amostra foi
excitada por meio de um feixe de raios-X caracteristico proveniente de um
tubo de rédio acoplado a um sistema computadorizado. O diametro do
feixe focado sobre a amostra foi de 50 um. A contagem da radiagéo feita

por um detector semicondutor de Si (Li) refrigerado por nitrogénio liquido.

Figura 5 - Espectrémetro de microfluorescéncia de raios-X por energia dispersiva (WEDX
1300 Shimadzu — 50p).
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Figura 6 - Visualizagdo da amostra ja cortada mediante a utilizagdo de uma cémara
acoplada ao espectrémetro de fluorescéncia de raios-X. O laser indica a
regido a ser analisada.

Inicialmente as amostras foram mapeadas em uma area
retangular, que incluiu a crista 6ssea alveolar, o que originou uma janela
com 0,80 X 0,60 mm (40X30 pontos com passos de 20 um) (Figura 7). A
tensdo foi de 15 kV com ajuste automatico da corrente. O tempo
necessario para o mapeamento de cada amostra foi de aproximadamente
260 minutos. A calibracdo do equipamento utilizou, como referéncia, um
reagente comercial certificado de hidroxiapatita Caqo(PO4)s(OH)2
(Aldrich®, grau de pureza 99.999% sintética). A relacao Ca/P, em
porcentagem de peso, utilizada para comparar os resultados obtidos foi
2,16, calculada a partir da estequiometria. Os calculos foram obtidos
considerando-se 10 mols de Ca com massa molar 40,08 g/mol e 6 mols
de P com massa molar 30,97 g/mol. As medidas foram coletadas
utilizando-se os parametros fundamentais de emissédo de raios-X
caracteristicos dos elementos quimicos Ca e P. Os elementos O

(oxigénio) e H (hidrogénio) foram utilizados para balango quimico.
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Figura 7 — Regido da crista 6ssea alveolar ap6s o mapeamento. Amostra do grupo Sham
dieta livre. a) mapeamento do calcio; b) mapeamento do fosforo.

4.5.1 Analise semiquantitativa em linha

Para a andlise semiquantitativa, apés a obtencdo da
imagem do mapeamento, foi tragcada uma linha de 0,3 mm de
comprimento, no centro da crista 6ssea alveolar, aproximadamente 0,1
mm abaixo da ponta crista, na qual foram obtidas as médias das
concentracbes de Ca e P presentes. Tais médias foram utilizadas para a
realizagédo do calculo da relagéo Ca/P. Esta regido foi escolhida por tratar-
se de uma area relativamente homogénea da amostra para ambos os

elementos quimicos (Figuras 8 e 9).
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0 16mm_ CaKa 0.80 x 0.60mm 0.231 nmn P Ka 0.80 x 0.60mm 0.056

Figura 8 — Linha AB de 0,3 mm de comprimento, tragada no centro da crista 6ssea
alveolar, aproximadamente 0,1 mm abaixo da ponta da crista. Amostra do

grupo Sham dieta livre. a) mapeamento do calcio; b) mapeamento do
fosforo.
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Figura 9 — Andlise das concentragdes de Ca e P na linha AB. Neste caso, a média das
concentracdes de Ca e P foram 29,407 % e 14,626 %, respectivamente, e a
relagdo Ca/P calculada foi 2,011. Amostra do grupo Sham dieta livre.
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4.5.2 Analise descritiva

Na analise descritiva, foi observado se havia diferencas
visualmente evidentes entre as amostras dos diferentes grupos
experimentais. Para tanto, foi necessaria uma padronizagao da escala
de cores, utilizando como parametros os maiores € menores valores
das concentracbes de Ca e P, em porcentagem, encontrados na

totalidade das amostras durante os mapeamentos.

4.5.3 Colaboracbes

Estas analises foram realizadas no Laboratério de
Espectroscopia Vibracional Biomédica na Universidade do Vale do
Paraiba (UNIVAP, Séao José dos Campos - SP), com a colaboragao da

Profa. Dra. Ana Maria do Espirito Santo.

4.6 Andlise estatistica

Os dados relativos ao peso e dieta dos animais nédo
apresentaram distribuicdo normal e foram submetidos a testes néo
paramétricos (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Wilcoxon).

Os dados obtidos pela espectrometria apresentaram
distribuicdo normal e foram avaliados pela analise de varidncia (ANOVA)
e teste de Tukey.

Todas as comparagdes foram feitas com um nivel de

significancia de 5%.
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Também foram apresentadas analises descritivas de
valores, tais como, médias, medianas, desvios padrdo e coeficientes de

variagao.



5 RESULTADOS

5.1 Variacdes no nUmero de amostras por grupo

Durante o experimento algumas amostras foram perdidas
ou suas analises descartadas, o que alterou o numero final de amostras
analisadas (Tabela 1). Dois animais morreram antes do final do
tratamento; 2 amostras foram perdidas durante os procedimentos de
desgaste e nem chegaram a ser mapeadas; 8 amostras foram
descartadas em fungdo de problemas apresentados durante o
mapeamento (falhas na padronizacdo dos cortes ou dificuldade de
encontrar adequadamente a regido da crista éssea alveolar, mesmo apo6s

a analise ter sido repetida).

Tabela 1 — Variagdo do numero de amostras por grupo

Grupo | N° de amostras iniciais | N° de amostras finais

Sham livre
Ovz livre
Sham alcool
Ovz alcool
Sham iso
Ovz iso

© © © © © ©
o XN ENENEN
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5.2 Alteragcdes no peso dos animais

Os valores das alteragcbes de peso em percentual foram
comparados conforme descritos nas tabelas 2 e 3 (testes de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%). Em todos os
grupos houve um ganho no peso médio dos animais durante o
experimento. Pode-se observar que o grupo no qual houve maior ganho
do peso, em percentual, foi o OVZ dieta livre (ganho médio de 30,9%
12,6%), sendo considerado estatisticamente diferente de todos os

demais.

Tabela 2 - Analise descritiva comparando o ganho de peso em percentual
nos varios grupos experimentais

Peso (Ganho%) Sham Ovz Sham Ovz Sham Ovz
livre livre alcool alcool iso iso

Média 19,9% 30,9% 15,9% 13,9% 11,1% 17,3%
Mediana 19,8% 27,8% 18,8% 15,0% 11,5% 14,8%
Desvio Padréo 6,2% 12,6% 5,1% 9,2% 5,0% 11,3%
Q1 17,1% 23,9% 12,0% 10,0% 8,3% 10,4%
Q3 23,5% 35,7% 19,6% 18,3% 14,9% 18,5%
N 8 8 9 9 9 9
IC 4,3% 8,7% 3,4% 6,0% 3,3% 7,4%
Valor de p 0,003*
Q1 - 1° quartil
Q3 - 3° quartil

N - tamanho da amostra (considerando-se o numero de animais em cada grupo)
IC - intervalo de confianga
* valor considerado estatisticamente significativo
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Tabela 3 - Valores de p comparando o ganho de peso em percentual

| Ovzlivre | Sham élcool | Ovz alcool | Sham iso | Ovz iso
Sham livre 0,036 * 0,177 0,112 0,009 * 0,178
Ovz livre 0,004 * 0,009 0,001 * 0,027 *
Sham élcool 0,479 0,070 # 0,626
Ovz alcool 0,251 0,825
Sham iso 0,171

* diferenca estatisticamente significativa
# os valores de p estédo proximos do limite de aceitagéo (tendéncia a diferenga)

Também foi feita a analise referente ao peso dos animais
por valor absoluto, comparando os dados obtidos no inicio (ovariectomia
ou cirurgia Sham) e no final do experimento (sacrificio). Para esta analise
foi utilizado o teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%, pois se
tratam de dados pareados nos quais 0 mesmo individuo & pesquisa e
controle de si mesmo. Verificamos que houve um aumento

estatisticamente significativo de peso em todos os grupos (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparagéo entre os pesos iniciais e no sacrificio por grupo
experimental

Peso | Média | Mediana | Desvio Padréo | Q1 | Q3 | N | IC | Valor de p

(?vz Inicial 278,9 270 16,9 270 300 9 11,1 0011 *
alcool Sacrificio  317,8 325 32,4 305 345 9 212

sz Inicial 270,6 270 24,3 260 280 9 159 0008 *
ISO Sacrificio 316,1 310 28,0 310 330 9 18,3 '

sz Inicial 2731 270 16,2 268 290 8 11,3 0012 *
livre Sacrificio 356,3 355 25,7 338 378 8 17,8 ’
$ham Inicial 262,2 260 21,7 240 280 9 14,2 0.008 *
alcool Sacrificio 303,3 310 19,0 285 315 9 124 ’
Sham Inicial 266,1 270 21,3 260 280 9 13,9 0.008 *
iso Sacrificio  295,0 290 17,7 285 305 9 11,5 ’
Sham Inicial 248,1 243 24,0 229 270 8 16,7 0012 *
livre Sacrificio 297,5 290 31,3 279 326 8 21,7 ’

Q1 - 1° quartil

Q3 - 3° quartil

N - tamanho da amostra (considerando-se o numero de animais em cada grupo)
IC - intervalo de confianga
* valores considerados estatisticamente significativos
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5.3 Variagdes na ingestao de racao

Os dados relativos ao consumo de ragao foram descritos
e comparados nas tabelas 5 e 6 (testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney
com nivel de significancia de 5%). O grupo que mais consumiu ragao foi o
Ovz dieta livre (18,6 g + 1,46) sendo diferente estatisticamente de todos
os demais com excecao do Sham dieta livre. Apesar de nao haver
diferenca estatistica entre o Sham dieta livre e o OVz dieta livre, deve-se
considerar que o valor de p esta muito proximo do limite de aceitagcéo o
que indica uma tendéncia a diferenca (p=0,058). Observou-se, também,
que o0s grupos isocaléricos consumiram toda a racdo que lhes foi
oferecida, o que fez com que houvesse uma equivaléncia no consumo de
racao entre os grupos Ovz alcool e Ovz isocalérico e Sham alcool e Sham
isocaldrico, que consumiram respectivamente em média 12,81 g + 1,44 e
12,91 g £ 1,58.

Tabela 5 - Comparacgéo entre os grupos experimentais para ingestéo de
racao em gramas

Racao (g/dia/animal) Sham Ovz Sham Ovz Sham Ovz
livre livre alcool alcool iso iso

Média 16,84 18,46 12,91 12,81 12,91 12,81

Mediana 16,19 18,48 12,62 12,60 12,62 12,60

Desvio Padréo 2,08 1,46 1,58 1,44 1,58 1,44

Q1 15,52 17,51 12,26 12,21 12,26 12,21

Q3 18,11 19,83 12,71 13,31 12,71 13,31

N 8 8 8 8 8 8

IC 1,44 1,01 1,09 1,00 1,09 1,00

Valor de p <0,001*

Q1 - 1° quartil

Q3 - 3° quartil

N - tamanho da amostra (considerando a média de ragéo ingerida durante as 8 semanas
de tratamento)

IC - intervalo de confianca

* valor considerado estatisticamente significativo
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Tabela 6 - Valores de p para ingestdo de ragao

| Ovzlivre | Sham &lcool | Ovz &lcool | Shamiso | Ovziso
Sham livre 0,058 # 0,005 * 0,002 * 0,005 * 0,002 *
Ovz livre 0,001 * 0,001 * 0,001 * 0,001 *
Sham élcool 1,000 1,000 1,000
Ovz alcool 1,000 1,000
Sham iso 1,000

* diferenca estatisticamente significativa
# os valores de p estédo proximos do limite de aceitagéo (tendéncia a diferenga)

5.4 Variacdes na ingestéo de liquidos

Os dados relativos ao consumo de liquidos foram
descritos e comparados nas tabelas 7 e 8 (testes de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%). Os liquidos avaliados
foram solugéo de alcool (20%), solugdo de sacarose (26,6%) e agua, em
relacdo aos grupos alcool, isocal6rico e dieta livre respectivamente.
Apesar de termos oferecido aos grupos isocaloricos uma solugdo de
sacarose equivalente a solugdo alcodlica consumida pelos grupos alcool,
verificamos que os animais n&o ingeriram todo o liquido a eles
disponibilizado. O grupo Ovz alcool ingeriu uma média de 16,24 ml + 1,41
de solugao alcodlica por dia/animal, ja o Ovz isocalérico ingeriu 11,37 ml £
1,38 de solugédo isocalérica, sendo esta diferenca estatisticamente
significativa. O grupo Sham alcool ingeriu 17,13 ml £ 1,89, ja o grupo
Sham isocalorico ingeriu 10,52 ml £ 1,30, sendo a diferenga considerada
estatisticamente significativa. Por outro lado, quando comparamos o
grupo Sham alcool com o Ovz alcool ou o Sham isocal6rico com o Ovz
isocalorico ndo verificamos diferencgas significativas entre eles (p=1,41 e

0,227 respectivamente).
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Tabela 7 - Comparagéo entre os grupos experimentais para ingestéo de
liquidos em mililitros

Liquido (ml/dia/animal) | Sham Ovz Sham Ovz Sham Ovz
livre livre alcool alcool iso iso

Média 32,02 24,98 17,13 16,24 10,52 11,37

Mediana 31,69 24,58 16,93 15,90 10,38 11,05

Desvio Padrdo 3,48 3,16 1,89 1,41 1,30 1,38

Q1 30,51 22,39 16,48 15,24 9,78 10,37

Q3 33,61 27,68 17,04 16,77 10,96 12,27

N 8 8 8 8 8 8

IC 2,41 2,19 1,31 0,98 0,90 0,95

Valor de p <0,001*

Q1 - 1° quartil

Q3 - 3° quartil

N - tamanho da amostra (considerando a média de liquidos ingeridos durante as 8
semanas de tratamento)

IC - intervalo de confianga

* valor considerado estatisticamente significativo

Tabela 8 - Valores de p para ingestéao de liquidos

| Ovzlivie | Sham alcool | Ovz alcool | Sham iso Ovz iso
Sham livre 0,002 * 0,001 * 0,001 * 0,001 * 0,001 *
Ovz livre 0,001 * 0,001 * 0,001 * 0,001 *
Sham alcool 0,141 0,001 * 0,001 *
Ovz alcool 0,001 * 0,001 *
Sham iso 0,227

* diferenga estatisticamente significativa

5.5 Célculo da média de alcool ingerida por kg de peso/dia

Avaliou-se também a quantidade de alcool absoluto
consumida por Kg de peso de animal/dia conforme descrito na Tabela 9.
Este calculo foi feito considerando animais com peso aproximado de 300
gramas. Os resultados indicam que os animais consumiram o equivalente

a 8,76 g de alcool absoluto por kg de peso/dia.
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Tabela 9 — Valores médios da ingestao de alcool por dia/animal

Ingestao de alcool OVZ élcool Sham alcool | Média

Média da ingestédo de solucdo alcodlica 20% 16,24 ml 17,13 mi 16,69 mi
(por animal/dia em ml)

Média da ingestao de alcool absoluto 3,25 ml 3,43 ml 3,34 ml
(por animal/dia em ml)

*Média da ingestéo de alcool absoluto 25649 2,709 26349
(por animal/dia em gramas)

**Média da ingest&o de alcool absoluto 8,52¢ 8,999 8,76 g
(por Kg de peso/dia em gramas)

*considerando-se que 1000 ml de alcool equivalem a 787 g, conforme informacdes do
fabricante

** 0s célculos levaram em consideragao um animal com peso médio de 300 g.

5.6 Andlise descritiva das amostras ap6s a padronizacdo da escala

de cores

Ap6s o mapeamento de todas as amostras, verificou-se
que os maiores valores encontrados para as concentracdes de Ca e P em
porcentagem de peso foram 78,34% e 26,25% e os menores foram
0,035% e 0,000% respectivamente. Estes valores foram utilizados para
padronizar a escala de cores na area mapeada. Levando em
consideragcdo apenas a analise descritiva por inspegéo visual, n&o foi
possivel afirmar que existiam diferencas evidentes entre os grupos

experimentais (Figura 10).
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Figura 10 - Exemplo de imagens do mapeamento obtidas ap6s a padronizac&o da escala
de cores. A coluna da esquerda mostra 0 mapeamento para o elemento
quimico Ca e a da direita para o P (em % de peso). As letras representam os
diferentes grupos experimentais. a) Sham dieta livre; b) OVZ dieta livre; ¢)
Sham alcool; d) OVZ alcool; €) Sham Isocalérico; f) OVZ isocalérico
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5.7 Andlise semiquantitativa dos dados obtidos pela espectrometria

Os dados obtidos pela espectrometria foram avaliados
pela analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. As comparagdes
foram feitas por paridade inter grupos com nivel de significancia de 5%
(p<0,05).

5.7.1 Analise das concentracdes de Ca em porcentagem de peso

A analise das concentragbes de Ca em porcentagem de
peso pode ser visualizada nas Tabelas 10 e 11 e na Figura 11. Os
menores valores médios foram obtidos no grupo Ovz alcool (média de
27,71% £ 1,13), o qual foi considerado estatisticamente diferente dos
demais grupos, com exceg¢éo dos isocaldricos. Por outro lado, as maiores
concentragbes de Ca foram obtidas na analise do grupo Ovz dieta livre
(média de 31,21% £ 0,74), o qual foi considerado estatisticamente

diferente dos demais grupos, com excec¢ao do Sham dieta livre.
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Tabela 10 - Andlise descritiva para o elemento quimico Ca (em
porcentagem de peso) nos varios grupos experimentais

Grupos N | Média Desvio padréo Mediana CV%
Sham livre Ca 7 30,39 0,76 30,47 2,50 %
Ovz livre Ca 7 31,21 0,74 31,34 2,37 %
Sham alcool Ca 7 29,92 0,86 29,63 2,87 %
Ovz alcool Ca 8 27,71 1,13 27,63 4,08 %
Sham iso Ca 7 27,76 0,48 27,69 1,73 %
Ovziso Ca 6 28,03 0,75 28,03 2,68 %
N= tamanho da amostra

CV%= coeficiente de variagdo em porcentagem

Tabela 11 - Valores de p para o elemento quimico Ca

Grupos | Ovz livre | Sham alcool ‘ Ovz alcool | Sham iso Ovz iso
Sham livre p>0,05 p>0,05 p<0,001 ***  p<0,001 ***  p<0,001 ***
Ovz livre p<0,05 * p<0,001 ***  p<0,001 ***  p<0,001 ***
Sham alcool p<0,001 ***  p<0,001 ***  p<0,001 ***
Ovz alcool p>0,05 p>0,05
Sham iso p>0,05

p>0,05 — diferengas estatisticamente nao significativas
p<0,05 * — diferengas estatisticamente significativas
p<0,001 *** — diferengas estatisticamente muito significativas
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Figura 11 - Média e desvio padrdo dos valores das concentracbes de Ca, em
porcentagem de peso, em cada um dos grupos experimentais.

5.7.2 Andlise das concentracdes de P em porcentagem de peso

A analise das concentracées de P em porcentagem de
peso pode ser visualizada na Tabelas 12 e 13 e na Figura 12. Os
menores valores médios foram obtidos no grupo Sham isocal6rico (média
de 14,12% % 0,25), o qual foi considerado estatisticamente diferente dos
demais grupos, com excec¢do do Ovz alcool e OVZ isocalérico. Por outro
lado, as maiores concentragdes de P foram obtidas na analise do grupo
Ovz dieta livre (média de 15,37% = 0,28), o qual foi considerado
estatisticamente diferente dos demais grupos, com exceg¢do do Sham

dieta livre e Sham alcool.
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Tabela 12 - Andlise descritiva para o elemento quimico P (em
porcentagem de peso) nos varios grupos experimentais

Grupos N | Média Desvio padréao Mediana CV%

Sham livre P 7 15,15 0,39 15,11 2,57 %
Ovz livre P 7 15,37 0,28 15,41 1,82 %
Sham alcool P 7 14,97 0,41 14,86 2,74 %
Ovz alcool P 8 14,44 0,39 14,35 2,70 %
Sham iso P 7 14,12 0,25 14,12 1,77 %
Ovziso P 6 14,20 0,22 14,12 1,55 %

N= tamanho da amostra
CV%= coeficiente de variagdo em porcentagem

Tabela 13 - Valores de p para o elemento quimico P

Grupos | Ovzlivre | Sham &lcool | Ovz alcool | Shamiso | Ovziso
Sham livie  p>0,05 _ p>0,05 0<0,001 ™ p<0,001 ** _ p<0,001
Ovz livre p>0,05 p<0,001 *** p<0,001 *** p<0,001 ***
Sham alcool p<0,05 * p<0,001 *** p<0,001 ***
Ovz alcool p>0,05 p>0,05
Sham iso p>0,05

p>0,05 — diferencgas estatisticamente nao significativas
p<0,05 * — diferengas estatisticamente significativas
p<0,001 *** — diferengas estatisticamente muito significativas
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Figura 12 - Média e desvio padrdao dos valores das concentracbes de P, em
porcentagem de peso, em cada um dos grupos experimentais.

5.7.3 Andlise da relagao Ca/P

A anadlise da relagcdo Ca/P pode ser visualizada na
Tabelas 14 e 15 e na Figura 13. Os menores valores médios foram
obtidos no grupo Ovz alcool (média de 1,92 £ 0,06), o qual foi considerado
estatisticamente diferente dos demais grupos, com exceg¢do do Sham
isocalérico. Por outro lado, os maiores valores na relacao Ca/P foram
obtidos na analise do grupo Ovz dieta livre (média de 2,03 £ 0,04), o qual
foi considerado estatisticamente diferente dos demais grupos, com
excecao do Sham dieta livre e Sham alcool. Deve-se observar também
que, em relagdo ao grupo Sham dieta livre o grupo Ovz alcool foi o Unico
que apresentou valor estatisticamente diferente (p<0,001), caracterizado

por uma diminui¢ao da relagao Ca/P.
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Tabela 14 - Analise descritiva para a relacdo Ca/P nos varios grupos

experimentais

Grupos N | Média Desvio padréo Mediana CV%
Sham livre Ca/P 7 2,01 0,01 2,01 0,50 %
Ovz livre Ca/P 7 2,03 0,04 2,02 1,97 %
Sham alcool Ca/P 7 2,00 0,01 2,00 0,50 %
Ovz élcool Ca/P 8 1,92 0,06 1,90 3,13 %
Sham iso Ca/P 7 197 0,02 1,97 1,02 %
Ovz iso Ca/P 6 1,97 0,03 1,98 1,52 %
N= tamanho da amostra

CV%= coeficiente de variagdo em porcentagem

Tabela 15 - Valores de p para a relagao Ca/P

Grupos | Ovzlivre | Shamalcool | Ovzlcool | Shamiso | Ovziso
Sham livre p>0,05 p>0,05 p<0,001 *** p>0,05 p>0,05
Ovz livre p>0,05 p<0,001 *** p<0,05 * p<0,05 *
Sham alcool p<0,001 *** p>0,05 p>0,05
Ovz alcool p>0,05 p<0,05 *
Sham iso p>0,05

p>0,05 — diferencgas estatisticamente nao significativas
p<0,05 * — diferengas estatisticamente significativas
p<0,001 *** — diferengas estatisticamente muito significativas
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Figura 13 - Média e desvio padréo dos valores da relagcdo Ca/P em cada um dos grupos
experimentais.



6 DISCUSSAO

Neste estudo, a metodologia referente ao tratamento dos
animais foi baseada em experimentos prévios realizados no
Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP (Rocha, 2005; Alonso,
2009; Deco, 2009). A relativa padronizagdo do tratamento facilitou a
comparacgao dos resultados com outros trabalhos.

Os resultados sugerem que os animais foram submetidos
a um consumo crénico e excessivo de alcool (média de 8,76 g de alcool
por kg de peso/dia). O valor € préximo ao preconizado por Broulik et al.
(2009) em cujo experimento os animais consumiram 7,6 g de etanol
95%/kg de pesol/dia. Segundo estes autores, isto seria o equivalente ao
consumo diario de 1 litro de vinho ou 2,5 litros de cerveja para um homem
adulto. Por outro lado, a quantidade de alcool consumida por nossos
animais foi aproximadamente 23 vezes maior que a preconizada por
Sampson e Shipley (1997), que realizaram um trabalho no qual os autores
verificaram os efeitos do consumo moderado de etanol, tratando ratas por
gavagem com 0,38 g de alcool por kg de peso/dia (segundo eles, isto
seria 0 equivalente ao consumo diario de aproximadamente 2 tacas de
vinho a 12% para uma mulher com cerca de 63 kg). Estes dados sao
importantes, ja que a maioria dos pesquisadores parece acreditar que os
efeitos prejudiciais do alcool sobre o tecido 6sseo s6 podem ser
verificados diante do consumo excessivo e ndo no consumo moderado
(Berg et al., 2008; Alvisa-Negrin et al., 2009).

A variacao de estequiometria da hidroxiapatita foi avaliada
mediante a mensuragéo da relagédo Ca/P a partir das concentragdes, em

percentagem de peso, dos elementos Ca e P isoladamente. Os valores



72

médios encontrados para a relagédo Ca/P variaram de 1,92 £ 0,06 a 2,03 £
0,04, menores que a relagcdo molar da hidroxiapatita sintética, em
porcentagem de peso, que €& de 2,16. Esses resultados ja eram
esperados, visto que a fase inorganica 6ssea € formada por uma apatita
carbonatada pobremente cristalina ndo estequiométrica (Boivin; Meunier,
2003; Kourkoumelis; Tzaphlidou, 2010). Valores préximos aos verificados
no presente trabalho, foram observados por Hu et al., 2002, que
encontraram uma relacado Ca/P de 1,96 + 0,02 na mandibula de caprinos.
Segundo Zaichick e Tzaphlidou (2003), a analise da relagdo Ca/P, quando
comparada as concentragbes de Ca e P isoladamente, mostra menores
valores de desvio padrao e coeficiente de variagdo, podendo ser mais
confiavel para o diagnéstico de desordens 6sseas. No presente estudo,
na maioria dos grupos experimentais, também foram observados menores
valores de desvio padrao e coeficiente de variagédo para a relagao Ca/P.
Estudos sugerem que, tanto o alcool quanto a deficiéncia
estrogénica, podem afetar o osso alveolar e aumentar a suscetibilidade do
hospedeiro a progressao da doencga periodontal (Dervis, 2005; Amaral et
al., 2008; Irie et al., 2008; Kuo et al., 2008). Em relagdo aos grupos com
dieta livre, as concentracbes de Ca, P e a relagdo Ca/P diminuiram
significativamente quando o alcool foi associado a deficiéncia estrogénica.
Além disto, o grupo Ovz alcool foi o Unico que apresentou diferenca
significativa nos valores da relagdo Ca/P, quando comparado ao controle
que nao recebeu tratamento (Sham dieta livre). Por outro lado, quando
avaliado o grupo Sham alcool, ndo houve uma diminuicao significativa da
relacdo Ca/P em relacdo aos grupos com dieta livre, apenas a
porcentagem de Ca foi estatisticamente menor quando comparada ao
grupo Ovz dieta livre. Desta forma, nas condi¢cbes deste experimento,
uma significativa alteragdo na estequiometria da hidroxiapatita foi
conseguida quando o alcool a 20% foi associado a deficiéncia
estrogénica, o que ndo aconteceu com o consumo isolado de etanol. Um

efeito aditivo do alcool, associado a ovariectomia, influenciando
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negativamente a qualidade éssea, ja havia sido observado por outros
autores em veértebras (Callaci et al., 2006), na osseointegracédo de
implantes de titdnio (Deco, 2009) e nos tecidos periodontais (Alonso,
2009). Alonso (2009) verificou, mediante analises histoldgicas e
histomorfométricas, uma exacerbacdo da perda déssea e do processo
inflamatério, na crista 6ssea alveolar, em ratas ovariectomizadas que
receberam etanol a 20%.

Os mecanismos moleculares e celulares que levariam ao
efeito aditivo da deficiéncia estrogénica associada ao consumo excessivo
de alcool ainda n&do estdo bem esclarecidos. No entanto, ambas as
condi¢gdes tém sido isoladamente associadas a aumento da expresséo de
importantes citocinas consideradas osteoclastogénicas como IL-1, IL-6 e
TNF-a. (Deviere et al., 1989; McClain; Cohen, 1989; Khoruts et al., 1991;
Szabo, 1999; Lerner, 2006; Faloni; Cerri, 2007; Irie et al., 2008).
Adicionalmente, € possivel que também haja uma interferéncia na
regulacdo da via RANK/RANKL OPG, mediante aumento da expresséao de
RANKL e diminuigdo de OPG (Faloni; Cerri, 2007; Callaci et al., 2009;
Folkestad et al., 2009; Horner, 2009). Outros trabalhos poderiam observar
a expressao destas proteinas e a possivel influéncia das mesmas na
composi¢cdo quimica da fase inorganica 6ssea, quando o alcool estiver
associado a deficiéncia estrogénica. Deve-se considerar, também, o
possivel efeito tdxico do consumo excessivo de alcool sobre a atividade
osteoblastica, o que poderia contribuir como fator adicional, para
alteragbes no processo de mineralizacao na regido (Chakkalakal, 2005;
Rosa et al., 2008).

Teoricamente, esperava-se que nos animais
ovariectomizados, em fungdo da deficiéncia estrogénica, houvesse
tendéncia a diminuigdo nas porcentagens de minerais tais como Ca e P,
devido ao aumento do processo de remodelagdo éssea, com predominio
da reabsorcéo e decréscimo da densidade mineral (Burnell et al., 1982;
Meunier; Boivin, 1997; Boivin; Meunier, 2003; Lerner, 2006). Isto
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realmente aconteceu com o0s animais ovariectomizados que foram
submetidos a um controle dietético (Ovz alcool e Ovz isocal6rico). No
entanto, ndo ocorreu com 0s animais ovariectomizados que receberam
dieta livre, grupo no qual foram observados os maiores valores na relagao
Ca/P. Yan et al. (2010) verificaram, em um estudo piloto, que maiores
valores na relagdo Ca/P, podem estar relacionados a um aumento dos
indices de regeneragao periodontal em defeitos de furca previamente
criados, e associaram estes achados, a uma melhoria da qualidade
ossea.

Deve-se notar que o grupo Ovz dieta livre apresentou
caracteristicas interessantes que o diferenciou dos demais, pois foi o que
mais ganhou peso e também foi 0 que mais consumiu ragdo. Outros
autores também verificaram um aumento no peso corporal em animais
ovariectomizados, quando comparados a grupos Sham operados (Richard
et al., 1987; Kimura et al., 2002; Vasconcellos et al., 2004; Alonso, 2009;
Deco, 2009; Senra, 2009; Zoth et al.,, 2010). Se por um lado a
ovariectomia aumenta a ingestdo de alimentos e o ganho de peso,
pesquisas demonstram que o tratamento com estradiol reverte estes
efeitos (Richard, 1986; Richard et al., 1987; Guyard et al., 1991). Estudos
com animais knockout verificaram que o estrogénio pode ser importante
para a manutencdo da homeostase lipidica (Heine et al., 2000; Jones et
al., 2000). Animais deficientes para receptores para estrogénio do tipo o
apresentavam hiperplasia e hipertrofia de adipécitos, resisténcia insulinica
e intolerancia a glicose (Heine et al., 2000) e os deficientes para a
aromatase, enzima responsavel pela biossintese de estrogénio
apresentaram aumento da adiposidade abdominal, do volume dos
adipdcitos, hiperleptinemia, hiperinsulinemia e hipercolesterolemia (Jones
et al., 2000).

Os resultados deste experimento ndo permitem elucidar
de forma clara quais motivos levaram a obtencdo de maiores valores na

relacdo Ca/P, nos animais ovariectomizados que receberam dieta livre,
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em relacdo aos demais grupos submetidos a deficiéncia estrogénica. No
entanto, uma possivel explicacdo pode estar associada ao fato dos
animais terem consumido significativamente mais ragdo que os com
controle dietético. Ha evidéncias de que o exercicio fisico possa estar
relacionado a um aumento da densidade 6ssea mineral em mulheres
apos a menopausa (Bonaiuti et al., 2002). Da mesma forma, é possivel
que, com o aumento da ingestdo de ragao, a maior incidéncia de forgas
mastigatoérias sobre o o0sso alveolar tenha alterado localmente o
metabolismo 6sseo na regido. Patullo et al. (2009) sugerem que a
hipofungcdo mastigatéria, com consequente diminuicdo da intensidade das
forcas oclusais, poderia estar relacionada a uma diminuicdo da massa
Ossea e a efeitos deletérios sobre a qualidade do osso mandibular.

Adicionalmente, o maior consumo de rag&o por parte do
grupo Ovz dieta livre, levou a um maior aporte de nutrientes importantes
para manutencdo da qualidade oOssea, incluindo Ca e P (Miggiano;
Gagliardi, 2005; Bonjour et al., 2009), o que poderia ajudar a entender os
elevados valores na relagdo Ca/P. Outra explicacdo pode estar na
influéncia do ganho de peso sobre o tecido ésseo. Alguns pesquisadores
sugerem que, apOds a menopausa, mulheres com sobrepeso conservam
melhor a massa 6ssea se comparadas as mais magras (Cifuentes et al.,
2003; Shapses; Riedt, 2006; Petzel, 2007). A leptina, uma citocina
secretada por células adiposas, tem sido estudada como potencial
moduladora dos efeitos protetores do tecido adiposo sobre 0s 0ssos
(Petzel, 2007).

No entanto, € importante salientar que, apesar do grupo
Ovz dieta livre ter apresentado os maiores valores médios na relagéo
Cal/P, estatisticamente diferente dos demais grupos ovariectomizados
(Ovz alcool e Ovz isocal6rico), ele nédo foi diferente do Sham dieta livre.
Desta forma, ndo foi possivel afirmar que, em relacdo a animais nao
tratados, houve alteragdo da estequiometria da hidroxiapatita, quando a

deficiéncia estrogénica foi associada a dieta livre.
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Alguns autores sugerem que alteragdes na dieta possam
interferir na resposta do hospedeiro a progressao da doencga periodontal
(Enwonwu; Ritchie, 2007; Chapple, 2009; Jenzsch et al., 2009; Reynolds
et al., 2009). Possivelmente, isto esta relacionado ao fato de que
processos inflamatérios crénicos provocam stress oxidativo, com aumento
da demanda por uma dieta rica em minerais e vitaminas antioxidantes
(Enwonwu; Ritchie, 2007; Chapple, 2009). No presente trabalho, os
animais dos grupos isocaléricos tiveram uma significativa diminuicao das
porcentagens de Ca e P se comparados a ambos os grupos com dieta
livre, e da relagcdo Ca/P, se comparados ao grupo Ovz dieta livre. Os
efeitos da restricdo dietética também foram verificados por outros autores.
Reddy Nagareddy e Lakshmana (2005) observaram uma diminuicdo da
relacdo Ca/P no fémur de animais ovariectomizados que receberam uma
dieta deficiente em Ca, se comparados ao Sham operados com dieta
livre. Uma possivel relacao entre dietas deficientes em Ca, aumento da
inflamacéo, perda 6ssea alveolar e maior risco de desenvolvimento da
doenga periodontal também tém sido proposta na literatura. (Hildebolt,
2005). Apesar de néo termos oferecido aos animais uma ragao deficiente
em Ca, o menor consumo de ragdo nos grupos com controle dietético,
diminuiu o aporte deste e de outros nutrientes, em relagdo aos grupos
com dieta livre.

No presente estudo, verificamos também, que os menores
valores médios na relacdo Ca/P e nas concentragbes de Ca e P
isoladamente, foram obtidos nos grupos com controle dietético (Ovz
alcool, Ovz isocal6rico, Sham alcool e Sham isocalérico), e os maiores,
nos grupos com dieta livre. Estes achados reforgam a idéia de que a dieta
pode ter tido um papel importante nas variacbes estequiométricas da
hidroxiapatita encontradas neste experimento. No entanto, mais estudos
sd0 necessarios para que esta afirmagao tenha uma maior confiabilidade
estatistica, ja que, no que se refere a relacao Ca/P, apenas o grupo Ovz

alcool foi estatisticamente diferente de ambos os grupos com dieta livre.
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A qualidade da dieta também pode interferir na resposta
do hospedeiro a doenga periodontal. Neste experimento, os animais dos
grupos isocaloricos receberam uma solugao de sacarose, o que pode ter
influenciado parcialmente os resultados, visto que, dietas ricas em
carboidratos  refinados, tém sido associadas a respostas
hiperinflamatorias, o que poderia aumentar a suscetibilidade do
hospedeiro ao desenvolvimento da doencga periodontal (Chapple, 2009).

Diferentemente do que foi proposto em outros trabalhos,
neste experimento, ndo foi realizada indugdo de doenga periodontal por
ligadura (Souza et al., 2006; Irie et al., 2008; Alonso, 2009). Este desenho
experimental levou em consideragéo resultados previamente observados
por Irie et al. (2008), os quais verificaram que o consumo isolado de
etanol, mesmo sem a indugéo da doenca periodontal, foi capaz de causar
migrac&o apical do epitélio juncional, reabsorgcdo Ossea alveolar, maior
infiltragéo de leucdcitos polimorfonucleares, aumento do dano oxidativo e
exacerbacéo da producao de TNF-a.

Uma das limitagbes deste trabalho foi de nao ter
conseguido que os animais do grupo isocalérico ingerissem exatamente a
mesma quantidade de kcal do grupo alcool quando considerada a
ingestao de liquidos. Assim, o grupo isocalérico ingeriu menor volume de
sacarose se comparado ao grupo alcool, o que fez com que o primeiro
grupo tivesse uma dieta ainda mais restrita em calorias se comparado ao
segundo. Mudangas na inclinagdo dos bebedouros ou alteracbes na
forma de administracdo da dieta liquida poderiam ser consideradas em
futuros estudos. Por outro lado, em relacédo a alimentacdo solida, que
propiciou o aporte nutricional de Ca e P, o objetivo deste trabalho foi
plenamente alcangado, pois os animais dos grupos isocaléricos ingeriram
a mesma quantidade de rag&o dos grupos alcool.

Este é um estudo inovador, ja que na revisédo de literatura
deste trabalho, ndo foram encontradas outras pesquisas que se

propusessem a verificar as concentracdes de Ca e P, especificamente na
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regido da crista d6ssea alveolar, o que dificulta a interpretagdo dos
resultados do ponto de vista clinico, histolégico ou molecular. Desta
forma, mais pesquisas sao0 necessarias para estabelecer com
confiabilidade a aplicacdo destes resultados. Novos trabalhos, ja em
andamento nos laboratorios Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos - UNESP, em ratas que receberam o mesmo tratamento
proposto neste estudo, pretendem elucidar, utilizando ferramentas

histolégicas e imunoistoquimicas um pouco mais a respeito do assunto.



7 CONCLUSAO

A analise dos resultados possibilitou concluir que, em
ratas, a ovariectomia associada ao consumo de alcool a 20%, levou a
uma alteragdo na estequiometria da hidroxiapatita, caracterizada por
significativa diminuicdo da relacdo Ca/P, na regido da crista déssea

alveolar.
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ABSTRACT

Bones are composed of mineralized tissue constituting mainly of calcium (Ca) and
phosphorous (P). These elements are organised forming crystals of hydroxyapatite.
Some conditions or pathologies affecting this tissue, may alter the quantitative distribution
(or presence) of these elements; and consequently the stoichiometric composition of
hydroxyapatite. Recent studies suggest that chronic alcoholism as well as estrogenic
deficiencies may affect bones in general (including alveolar bone), and in doing so
increases individuals’ susceptibility in developing progressive periodontal disease. The
main objective of this research was to verify possible alterations in Ca/P ratios (in the
alveolar bone crest region), in laboratory rats subjected to chronic alcoholism and/or
estrogen deficiency induced by ovariectomy. Fifty four rats (Rattus norvegicus, of the
albinus, Wistar variety), were initially divided into two groups: ovariectomized (Ovz), and
Sham operated (Sham). A month after surgery the two groups were sub-divided
(according to their diet), and received the following dietary intervention: (a) alcohol at
20%, (b) isocaloric diet and (c) free diet. Eight weeks after the commencement of the
dietetic treatment, the animals were sacrificed and their jaws removed. Samples were
then cut in a longitudinal direction, in the alveolar bone crest region (between the first and
second molar), in order to verify Ca and P concentrations and Ca/P ratios using micro-
fluorescence X ray spectrometry (EDX). Data obtained with spectrometry were evaluated
by analysis of variance (ANOVA) and Tukey tests with significance levels of 5%. The free
diet groups presented the highest average values of Ca/P ratios, and the groups with diet
restrictions presented the smallest average values. The Ovz free diet group was the
group with the greatest weight gain, a greater consumption of food volume and presented
highest values of Ca/P ratios (average of 2.03 + 0.04). These values were not, however,
considered statistically different (p>0.05) from the free diet Sham group (average of 2.01
+ 0.01). The alcohol Ovz group presented lower values for Ca/P ratio (average of 1.92 +
0.06), being the only group statistically different (p<0.001) from the free diet Sham group.
From the results, it can be concluded that ovariectomy in association with alcohol
consumption at 20%, significantly alters the stoichiometry of hydroxyapatite; leading to a
reduction of Ca/P ratios.

Keywords: Alcoholism. Ovariectomy. Osteoporosis. Periodontium.
Fluorescence Spectrometry. Calcium. Phosphorous.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO  EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	SUMÁRIO
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	RESUMO
	1 INTRODUÇÃO
	2 REVISÃO DA LITERATURA
	3 PROPOSIÇÃO
	4 MATERIAIS E MÉTODOS
	5 RESULTADOS
	6 DISCUSSÃO
	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIA
	ANEXO
	ABSTRACT

