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Alonso JMSL. Influéncia do consumo cronico de etanol 20% na doenga
periodontal induzida em ratas com deficiéncia estrogénica [tese de
Doutorado]. Sao José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos, UNESP; 2009.

RESUMO

Condicbes sistémicas do hospedeiro podem modular a resposta
inflamatéria  periodontal, determinando variacdo em relacdo a
susceptibilidade individual e velocidade de progressdo da doenga
periodontal. Dentre os fatores sistémicos adquiridos, a osteoporose e o
alcoolismo sao descritos na literatura, como indicadores de risco para a
perda éOssea associada a doenca periodontal. Este estudo objetivou
analisar, para ratas Wistar, a influéncia do consumo crénico do etanol
20% associado a deficiéncia estrogénica considerando aspectos
histologicos e histomorfométricos. Foram utilizadas sessenta ratas, com
aproximadamente noventa dias, divididas em dois grupos correlacionados
a cirurgia (OVZ) ou simulacao cirurgica de ovariectomia (SHAM). Cada
grupo foi dividido em trés subgrupos: (C) dieta controle, (A) dieta alcodlica
20% e (l) solugéo isocaldérica ao etanol 20%. Apds trinta dias da
castracdo, iniciou-se a dieta e inducdo de periodontite experimental no
primeiro molar inferior esquerdo, as quais foram mantidas por 56 dias. As
regides interproximais entre primeiro e segundo molar inferior esquerdo e
o sitio contralateral sem indugdo da doenca periodontal foram avaliadas
quanto ao nivel ésseo, perda de insergcéo e caracteristicas inflamatorias.
Os resultados demonstraram que em relagéo a significancia para SHAM-
C e OVZ-C, a deficiéncia hormonal n&o foi capaz de induzir ou agravar a
perda Ossea na doenca periodontal, mas acarretou alteragbes
inflamatdrias importantes. Considerando os grupos SHAM e OVZ e a
auséncia de doenca periodontal, o etanol acarretou perda Ossea e
alteragbes inflamatérias para ambos os grupos, sendo observada maior
severidade quando combinado a ovariectomia. Nas ratas com periodontite
induzida, OVZ ou SHAM, o consumo de etanol 20% n&o influenciou a
perda O6ssea e perda de inser¢cdo. Notou-se maior contribuicdo da
deficiéncia nutricional (A e |) para a severidade da inflamacao periodontal
quando combinada a deficiéncia estrogénica.

Palavras-chave: Alcoolismo. Osteoporose. Doengas periodontais.

Ovariectomia.
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1 INTRODUCAO

A doenga periodontal é uma alteragéo imuno-inflamatoéria
das estruturas de tecido de suporte dos dentes, iniciada pelo biofilme
dental e alterada por fatores intrinsecos ou adquiridos pelo individuo.
Dentre os fatores moduladores para a progressdo da periodontite a
osteoporose, a osteopenia e o alcoolismo vém sendo considerados pela
literatura como importantes indicadores de um maior risco para a
periodontal.

Os resultados de estudos em modelos animais sugerem
que o consumo abusivo do etanol aumenta a susceptibilidade as
infecgbes bacterianas e influencia diretamente os niveis de calcio, fosforo
e magnésio, implicando ou agravando patologias 6sseas, neurologicas e
dermatolégicas (Szabo,1999; Crews et al., 2006; Moe, 2008).

O impacto do alcoolismo é frequentemente maior para
mulheres e, especialmente quando associado a deficiéncia estrogénica
interfere negativamente na remodelacdo Ossea, acentuando as
deficiéncias comumente observadas para mulheres com osteopenia ou
osteoporose (Epstein et al., 2007; Dettling et al., 2008).

Neste sentido, o consumo crénico do etanol por pacientes
com deficiéncia estrogénica, pode influenciar diretamente o potencial
imunolégico e alterar fungbes metabdlicas importantes para a
homeostasia ossea, 0s quais, associados  as bactérias
periodontopatogénicas, seriam capazes de acelerar o processo de
reabsorcdo Ossea observado na doenga periodontal (Kovacs;
Messingham, 2002; Crews et al., 2006).

O presente trabalho se justifica pela possibilidade de

verificar o efeito conjunto e possivelmente potencializador, da deficiéncia
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estrogénica e do uso cronico do alcool, na periodontite induzida em ratas.
O modelo de periodontite induzida em ratas castradas padroniza variaveis
como idade, consumo alcodlico, intensidade do fator hormonal,
interferéncia de outros fatores de risco e possibilidade de controle

dietético, os quais dificultariam os estudos em humanos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alcoolismo

2.1.1 Efeitos sistémicos

Para se definir um adequado termo para o abuso do
alcool, um comité com 23 membros multidisciplinares do Conselho
Nacional de Alcoolismo e Dependéncias de Drogas de New Jersey e a
Sociedade Americana de Medicina Adicional conduziram um estudo de
dois anos, no qual foi criada, por consenso, uma definicdo revisada que
fosse cientificamente valida, clinicamente aplicavel e compreendida pelo
publico em geral. Assim o alcoolismo foi considerado como termo popular
cientificamente aceito e engloba dois disturbios: o abuso e a dependéncia
do alcool, sendo que o abuso se distingue da dependéncia pelo controle
sobre a bebida alcodlica; no entanto, apresenta as mesmas
consequéncias a longo prazo e € um fator de risco para a dependéncia. O
alcoolismo foi definido como uma doenga cronica caracterizada pelo
consumo excessivo e/ou dependéncia de bebidas alcodlicas,
apresentando fatores etiol6gicos genéticos, psicosociais e ambientais, os
quais sao capazes de influenciar e desenvolver manifestacdes sistémicas.
Esta patologia foi caracterizada como progressiva e fatal, bem como
tendo impacto na sociedade geral (Morse; Flavin, 1992).

Os efeitos do alcoolismo sao relevantes sistemicamente e
inclui ma nutricdo, disturbios de memoria, perda do equilibrio, doengas

hepaticas (incluindo cirrose e hepatite), desordens gastrintestinais,
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hipertensdo arterial, fraqueza/atrofia muscular (incluindo o coragéo),
anemia, hipoglicemia, desordens de coagulacédo, queda da imunidade,
desordens reprodutivas e patologias 6sseas. De modo pessoal incluem
depressao, problemas conjugais, profissionais, pedofilia e afastamento da
familia e amigos. Para a sociedade gera uma série de problemas como
homicidios, suicidios, acidentes rodoviarios e crimes violentos (Addorolato
et al., 1997; WHO, 1999; Al-Sanouri et al., 2005; Gonzales-Reimers et al.,
2005; Epstein et al., 2007).

Para a Organizagdo Mundial de Saude, o abuso do alcool
(mais apropriadamente referido como etanol) € um dos fatores de maior
contribuicdo para a mortalidade de homens, especialmente jovens e de
meia idade. E geralmente acompanhado pelo uso de outras substancias
como nicotina, maconha, cocaina, anfetaminas, heroina, sedativos e
ansioliticos (WHO, 1999).

Segundo levantamento feito por Galdur6z et al. (2005)
abrangendo 107 cidades brasileiras com mais de duzentos mil habitantes,
dos 8589 entrevistados com idades entre 12 a 65 anos, o consumo do
etanol ja fora efetuado por pelo menos 77,3% dos homens e 60,6% das
mulheres, sendo que estas propor¢cdes se mantiveram estaveis nas
diferentes faixas etarias estudadas.

Depois de ingerido, o etanol é absorvido em pequena
quantidade no estdbmago e o restante, aproximadamente 80%, no
intestino. As enzimas alcool desidrogenase (ADH) e aldeido-
desidrogenase (ALDH,) contribuem no processo de biotransformacgao do
etanol. Fatores como proporcédo de etanol consumido, presenca de
alimentos no estdmago, tipo de bebida alcodlica e fatores genéticos
influenciam a capacidade de absor¢ao estomacal. No figado ocorre cerca
de 80% da biotransformacgéo, onde também participam as enzimas ADH e
ALDH;, sendo o etanol oxidado em acetaldeido (um bioproduto altamente
reativo e toxico, que contribui para o dano hepato-celular) e depois em

acetato, o qual é metabolizado em nicotinamida adenina dinucleotideo
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(NAD") e oxidado por uma série de reagdes mitocondriais, inclusive por
tecidos que nao contém ADH, como cérebro, coragdo e musculos. Uma
segunda via ndo oxidativa, resulta em &cidos graxos e lipidios. As
diferentes vias de metabolismo contribuem para o dano tecidual direto
(decorrentes de efeitos na sinalizagdo de proteinas e desordens na
membrana celular) e patologias observadas em alcoolistas (Zakhari,
20006).

Embora o etanol tenha alto valor calérico (7,1kcal/g), suas
calorias sédo consideradas “vazias”, sem relagdo com nutrientes como
proteinas, minerais ou vitaminas. O consumo abusivo gera depreciagao
do sistema nervoso e introduz habitos alimentares irregulares com perda
na qualidade da dieta, o que agrava o estado nutricional do individuo
(Santolaria et al., 2000; Lieber, 2003).

Aléem disso, a utilizagdo energética do etanol é,
geralmente, ineficiente devido a ativagdo do sistema de oxidagado celular
microssomal. Este efeito ativa neurotransmissores e altera a sinalizacao
quimica da dopamina e serotonina, contribuindo com a vulnerabilidade a
dependéncia, intoxicacao e a perda de peso observada em alcoolistas. Os
sinais de intoxicacdo sao frequentemente evidentes quando o individuo
apresenta niveis de etanol no sangue maiores que 100mg/dL (Schreiber,
2001).

Considerando que as fraturas sdao um achado bastante
comum em alcoolistas, constituindo até mesmo um indicador do
alcoolismo, Gonzales-Reimers et al. (2005) avaliaram 81 alcoolistas
cronicos (consumo minimo de 150g/dia por cinco anos) hospitalizados e
42 pacientes controles, e observaram que a alta prevaléncia para fraturas
de costelas em alcoolistas cronicos (49,3%) foi mais dependente do estilo
de vida peculiar como: emprego, lazer, membros familiares alcoolistas,
estado civil, alimentagdo irregular e quantificagdo da dependéncia
alcodlica em relagdo ao indice de massa corporea, densidade GOssea

mineral e hormonios séricos envolvidos na homeostasia 6ssea.
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Também o estado nutricional relacionado ao alcoolismo
foi discutido por pesquisadores como fator de risco no desenvolvimento
de doencas sistémicas, causando importantes danos no cérebro, cerebelo
e nervos periféricos (Nicolas et al., 2000; Garcia-Valdecasas-Campelo et
al., 2007).

Destas alteragdes, Nicolas et al. (2000) constataram, por
meio de exames neuroldgicos, exames sanguineos e indice de massa
corpérea, uma significativa atrofia cerebelar nos alcoolistas, com maior
significAncia quando o consumo diario de etanol era maior que 140g/dia
por mais de dez anos, sendo que a presenca de ma nutricdo foi associada
com um risco seis vezes maior para esta significativa reducéo cerebelar.

Para Garcia-Valdecasas-Campelo et al. (2007) em estudo
de 36 alcoolistas crénicos que consumiam mais de 150g de etanol/dia por
mais de cinco anos, a relacdo da atrofia cerebral e/ou cerebelar,
verificadas por tomografia computadorizada e, sua possivel relagdo com
horménios sexuais, citocinas, estado nutricional, idade e disfuncao
hepatica existe, porém de baixa significancia, sugerindo que outros
fatores como quantidade de etanol consumido, genética, vitaminas e
micronutrientes possam estar envolvidos em sua patogénese.

Das alteragcbes sistémicas, devido ao uso do etanol,
descritas na literatura, as alteragdes neurologicas (especialmente
encefalopatia de Wernicke e encefalopatia hepatica), respiratorias
(principalmente pneumonia e sindrome da insuficiéncia respiratéria
aguda), gastrintestinais (como Ulceras, varizes esofagianas, ascites,
cirrose hepatica e pancreatite), cardiovasculares (como cardiomiopatia,
disritmia atrial e ventricular e angina) e metabdlicas/renais (como
glomerulonefropatia, hipocalcemia, hipomagnesemia, hipofosfatemia,
hipoglicemia, cetoacidose e acidose latica) sdo listadas como sendo as
principais alteragbes que necessitam de cuidados intensivos (Al-Sanouri
et al., 2005; Zakari, 2006).
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Outro agravante a ser considerado, é que o consumo
cronico do etanol aumenta o risco para tumores do sistema digestivo e
respiratorio, especialmente quando combinado com fumo, e predisposicao
genética. Diversos fatores, dentre estes idade e fatores hormonais,
contribuem para a patogénese do tumor associado ao etanol,
especialmente a sintese de acetaldeido pela enzima ADH e ADH,,
podendo atuar na replicagdo do DNA, induzindo danos ou mesmo
alterando a sua formacéo (Seitz, 2007).

Embora o uso moderado do etanol esteja associado com
elevado risco de infarto do miocardio, Mukamal et al. (2006) observaram
em estudo prospectivo de 16 anos com 8867 homens, que o consumo do
etanol (5 a 29 g/dia) associado a pelo menos trés fatores para o baixo
risco a doencga coronariana (como dieta adequada, atividade fisica regular
e nao fumar) tendia a ser similar ao baixo risco observado para homens
com estilo de vida saudavel com abstinéncia alcodlica ou que consumiam
entre 15 e 29,9 g/dia.

O Instituto Nacional de Abuso do Alcool e Alcoolismo
(NIAAA), nos Estados Unidos, definiu os limites de uso do etanol por
“‘dose padrao”. Essa dosagem foi considerada para bebidas alcodlicas,
quando estas contém mais que 14g de etanol puro, sendo considerado
como baixo risco a ingestédo diaria de menos de 12 ounces (0z) de cerveja
doméstica, por conter aproximadamente 5% de etanol (equivalente a
350mL ou 340g), 50z de vinho, por conter aproximadamente 12% de
etanol (equivalente a 150mL ou 141g) e 1,50z de licor por conter
aproximadamente 40% de etanol (equivalente a 40 mL ou 42g). Também
considerado baixo risco o consumo generalizado de sete tacas por
semana quando homens e mulheres tiverem mais que 65 anos. Tal
dosagem é considerada ndo problematica se o individuo for saudavel,
sem uso de medicagbes que reajam negativamente com o etanol e que

nao pretenda dirigir (Epstein et al., 2007).
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2.1.2 Efeitos relacionados aos géneros

Fisiologicamente mulheres de todas as idades sdo mais
susceptiveis aos efeitos de bebidas alcodlicas que os homens. Isso
devido a uma menor quantidade de agua corporea que um homem de
mesmo peso, menor massa muscular e menor nivel da enzima alcool
desidrogenase, responsavel pela biotransformacdo do etanol no
estdmago. Sendo comum observar na literatura estudos que indicam para
0 género feminino maior neurotoxicidade, maior debilidade sistémica e
importantes sequelas como depressdo, doencas cardiovasculares,
neoplasias malignas, doengas hepaticas e patologias 6sseas (Epstein et
al., 2007).

As diferengcas entre os géneros nado estdo apenas
associadas a susceptibilidade ao etanol, mas também a sua
farmacocinética, conforme observado por Dettling et al. (2008) em estudo
com 47 homens saudaveis (idade média de 25 * 6,1 anos e consumo
médio de etanol de 1,50 * 0,88 g/kg de peso corporeo, por semana) e 61
mulheres saudaveis (idade média de 24 * 2,4 anos e consumo médio de
etanol de 0,94 * 0,96 g/kg de peso corpdreo, por semana). Segundo 0s
autores a biotransformacao foi alterada pelos niveis de progesterona,
estradiol e testosterona. Foi observado que mulheres com maiores niveis
de progesterona eliminavam significativamente mais etanol que mulheres
com menores niveis de progesterona ou que homens.

Assim como a biotransformacg&o do etanol é influenciada
pelos géneros, o etanol também pode interferir diretamente no equilibrio
hormonal e fungéo reprodutiva feminina ou masculina via sistema neuro-
hormonal e indiretamente via hepatica ou deficiéncia de acido félico
devido a diminuigdo da absorgao intestinal e aumento da excrec¢édo renal
(Kovacs; Messingham, 2002; Augustynska et al., 2007; Wallock-Montelius
et al., 2007; Dettling et al., 2008).
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Segundo dados avaliados por Wallock-Montelius et al.
(2007) quanto a relagdo do consumo de etanol 40%, por Yucatan
micropig, durante 14 semanas e os efeitos no sistema reprodutor
masculino, o consumo crénico de etanol reduziu o peso dos testiculos e
epididimos, concentragcdo do esperma testicular, contagem total de
espermatozoides e niveis séricos de horménio foliculo estimulante (FSH).
Foram observadas evidéncias histolégicas de lesbes testiculares ou
incompleta progressao da espermatogénese.

De acordo com os resultados obtidos por Augustynka et
al. (2007) com trinta mulheres com idade média de 36 * 6 anos (as quais
tinham em média trés anos de dependéncia alcodlica), o disturbio
hormonal e alteragées no ciclo ovariano com o consumo de etanol por
trinta dias, seguidos de desintoxicagdo, ocorreu mesmo diante da
abstinéncia alcodlica. Mais que 50% das mulheres tiveram um aumento
anormal de prolactina e diminuicdo de progesterona e luteotropina
(necessarios para preparacao uterina e maturacao/ liberagdo do évulo
respectivamente), sendo que os efeitos foram mais evidentes na fase

ovulatoria.

2.1.3 Modulagéo do sistema imune

A genética, idade, género, habitos como o fumo e
consumo de alcool etilico, presenga de atividades fisicas, dieta, fatores
hormonais, estresse e histérias de infeccbes e vacinagbes sao
importantes contribuidores para as alteragcées do sistema imune. Dentre
estes fatores, o estado nutricional tem um importante papel na resposta
imune, sendo a desnutricdo e o alcoolismo capazes de suprimir fungbes
imunes fundamentais para a resposta do hospedeiro frente a processos

infecciosos (Calder; Kew, 2002).
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Assim como a ma nutricao e deficiéncia vitaminica podem
colaborar com algumas das anormalidades observadas em alcoolistas
crénicos, a hepatoxicidade associada ao consumo abusivo do etanol, é
responsavel pelos altos niveis de citocinas, como a interleucina 10 (IL-10),
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), observadas em
alcoolistas. Estas citocinas provém principalmente de hepatécitos e
células de Kupffer (estas ultimas apresentam papel crucial na defesa
antimicrobiana), assim, a hepatite alcodlica pode ser considerada como
uma condigao inflamatdria (Naveau et al., 2005).

O efeito do etanol na resposta imune varia para consumos
agudos e cronicos, bem como depende do histérico deste consumo, do
nivel de etanol sérico e da complexidade de fatores co-estimulatérios.
Para consumos agudos e moderados existem efeitos antinflamatérios
pela inibicdo das citocinas pré-inflamatérias e aumento das citocinas
antinflamatérias produzidas por mondécitos. O uso crbnico, especialmente
associado a hepatite, causa ativagéo de citocinas pré-inflamatérias como
interleucina 1 (IL-1) e IL-6. Embora alcoolistas tenham elevados niveis de
anticorpos circulatérios, a alteragdo dos niveis de citocinas em uma
variedade de tecidos incluindo figado, pulméao, cérebro e plasma, acabam
por desregular a fungéo dos anticorpos, em especial pela alteracdo das
citocinas pro-inflamatérias como interleucina 8 (L-8) e IL-10. Este
processo associado a presenca de patdgenos pode representar uma
maior extensdo para os danos causados pelo etanol e determinam
variagdes na producgédo de citocinas pré ou antinflamatorias, permitindo
inclusive uma super-ativagdo dos monocitos, a qual pode contribuir com a
inflamacgé&o (Crews et al. 2006).

A Figura 1 representa os possiveis efeitos do uso agudo e
cronico do etanol para o processo inflamatério discutidos por Crews et al.
(2006).
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Figura 1 - Regulagéo da secregéo de citocina em fungdo do consumo agudo ou crénico
do etanol e fatores co-estimulatérios. O consumo agudo reduz processo
inflamato6rio mediado pelo mondécito. O uso crénico e lipopolissacarideo (LPS)
e consumo agudo e LPS com o ativagdo de multiplos patbgenos aumentam a
inducdo de citocinas inflamatérias primariamente produzidas por monécitos.
Adaptacado do esquema proposto por Crews et al. (2006).

Também foi considerado por Szabo (1999) que o etanol,
em relevantes concentragdes, diminui a capacidade de apresentacéo de
antigenos por mondcitos e células dendriticas, assim como pode
aumentar a produgado de fator de crescimento transformante B (TGF-B)
por mondcitos em resposta a infecgbes bacterianas especificas. A
elevacdo de TGF-3 induzida pelo etanol pode ter multiplas implicagcbes
negativas para o sistema imune, interferindo na sintese da prostaglandina
E2 (PGE2).

Embora a meia vida das citocinas seja geralmente curta,
alguns niveis tendem a se normalizar dentro de poucos dias apés uma
injuria aguda e segundo Gonzales-Quintela et al. (2000) apods seis dias de
abstinéncia alcodlica, os niveis de citocinas pré-inflamatérias decrescem

chegando ao normal ou préximo do normal.
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Para homens e mulheres, as diferentes respostas imunes
sao decorrentes, principalmente, de estimulos hormonais, como o
estrogeno (que em geral, estimula o sistema imune) e a testosterona, a
qual é imunossupressora. Na auséncia de exposi¢ao ao etanol a resposta
imuno-inflamatoéria feminina € bem mais intensa que a masculina. No
entanto, quando co-estimulada pelo etanol, a imunidade feminina
apresenta-se com menor capacidade defensiva. Esta diminuicdo da
imunidade, ap6s o consumo de grande quantidade de etanol, tem
mecanismos ainda incertos, mas provavelmente associados, sendo
observado para as mulheres, um inicial aumento nos niveis de estrégeno,
seguido por uma intensa diminuigdo. Para os homens, ha uma diminuigédo
nos niveis de testosterona. Em ambos os géneros, o elevado consumo do
etanol pode estar associado a glicocorticdides imunossupressores
sintetizados via eixo adrenal-hipotalamico-pituitario (HPA), causando
estresse celular e diminuicdo da capacidade imune. Assim, podem existir
nas mulheres, duas importantes vias de imunossupressao induzidas pelo
etanol, enquanto que para os homens, existe somente uma via com
potencial de imunossupressao (Kovacs; Messingham, 2002).

A Figura 2 resume as respostas imunologicas para o

género masculino e feminino.
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Figura 2 - Imunossupresséo via horménio-dependente induzida pelo etanol. Adaptacao
do esquema apresentado por Kovacs; Messingham (2002).

Considerando os dados obtidos por Zhu et al. (2007) em
estudo com ratos alimentados com etanol ou solugéo isocalérica pareada,
por trés semanas, a complementagéo com vitamina E é capaz de proteger
a fungéo hipotalamica-pituitaria-gonadal dos efeitos deletérios do etanol.
Os autores sugerem que este mecanismo de protecdo ocorre via

mediadores antinflamatorios e anti-oxidativos.
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2.2 Contribuicdes da deficiéncia estrogénica e alcoolismo para a
doenca periodontal

2.2.1 Implicagdes da pos-menopausa no metabolismo 6sseo

O tecido Osseo, assim como todas as estruturas
biolégicas, possui determinantes genéticos, ritmo de atividade
metabdlica/regenerativa e esta sujeito a fatores externos com capacidade
de induzir alteracbdes patoldégicas em suas fungdes e estrutura. Sua
diferenciagcdo, quanto ao tamanho, se inicia na puberdade, tendo a
testosterona importante funcdo na atividade periostal com potencial
estimulador para ossos mais grossos e longos. Na mulher, o estrégeno
parece desempenhar papel inibitério sobre a producdo 6ssea mediada
pelo periésteo e, portanto, na menopausa a atividade reprodutiva do
peridsteo aumenta, constituindo um mecanismo de defesa para atenuar a
perda de massa Ossea devido a maior reabsorcdo de osso trabecular
(Thorne, 2004).

A presenca de receptores estrogénicos nos osteoblastos,
ostedcitos e células osteoprogenitoras da medula 6ssea demonstram o
papel do estrégeno para a regulacéo e remodelacédo 6ssea. O estrogeno
inibe diretamente a reabsor¢cdo O&ssea, pela inibicdo da IL-6,
prostaglandinas e fatores de crescimento (Cheschin, 2003).

De acordo com a literatura revisada por Faloni e Cerri
(2007), o mecanismo do estrégeno sobre a remodelagdo 6ssea ainda néo
€ conclusiva. Evidéncias mostram que o estrédgeno atua sobre monoécitos
e linfécitos T (LT), reduzindo a sintese de IL-1 e TNFa, os quais por
induzirem a secrec¢éo de IL-6, fator estimulador da colénia de macréfagos
(M-CSF) e fator estimulador de colbénias de granulécitos-macréfagos (GM-

CSF) promovem a fusao de células precursoras de osteoclastos. Também
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observado que o estrogeno alterou a produgcdo de proteases como
catepsina K e metaloproteinase-9 (MMP-9) sintetizadas pelos
osteoclastos. Portanto, o estrégeno diminui o processo de reabsorgéo por
acao direta sobre osteoclastos.

A funcdo ovariana € diminuida gradualmente ap6s os
trinta anos, com consequente redugdo nos niveis de estrogeno e
inabilidade de responder as fungdes pituitarias. O ultimo sangramento
ciclico € denominado menopausa e a fase na qual as gbnadas cessam
sua funcéo é chamada de climatério ou p6s-menopausa. Em geral existe
uma analogia para o climatério masculino e feminino, mas especialmente
nas mulheres, a deficiéncia de estrbgeno, em associacdo com fatores
sistémicos, aumenta o risco de desenvolvimento de varias patologias,
dentre estas, disturbios emocionais, infeccbes geniturinarias, doencas
cardiovasculares, osteoporose e doenca de Alzheimer. Patologias orais
também sdo descritas como associadas ou modificadas pela menopausa,
sendo citada a diminuicdo do fluxo salivar, patologias periodontais e auto-
imunes como o pénfigo vulgar (Friedlander, 2002).

A osteopenia, por definicdo, € uma diminuicdo do tecido
0sseo, enquanto que a osteoporose, uma osteopenia mais avancada, &
caracterizada por uma progressiva e sistémica perda de mineral e de
matriz 6ssea, com um aumento a susceptibilidade a fratura. Tem como
principais fatores relacionados as alteragbes enddcrino-metabdlicas
(hereditarias ou né&o), reumatoldgicas, renais, digestivas, neoplasicas,
habitos como o fumo, o alto consumo de etanol e o uso de medicagbes
como anticonvulsivantes e glicocorticoides, vida sedentaria, pobre
ingestdo de calcio e vitamina D. Os métodos de diagnostico incluem o
exame de densitometria 6ssea, um método de diagndstico que expressa
quantitativamente um conteudo estimado de calcio por area de superficie
Ossea e atualmente, os marcadores bioquimicos de remodelagédo 6ssea,

0s quais permitem a determinagc&o na urina ou no sangue de substancias
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relacionadas com a produgdo ou reabsorcdo éssea (Friedlander, 2002;
Thorne, 2004; Gomes-Filho et al. 2007).

A prevaléncia de osteoporose para adultos entre
cinquenta e 64 anos é considerada maior para mulheres (em torno de 30-
40%) que nos homens (em torno de 10%), aumentando com a idade,
sendo que aproximadamente 60% das mulheres e 16% dos homens
acima de 75 anos apresentam osteoporose. As hospitalizagdes devido as
fraturas representam os mais altos custos, seguidas pelos medicamentos
(WHO, 1999; Haussler et al., 2007, Edwards; Miogliorati, 2008).

A prevencédo e tratamento de doencas que envolvem
perda O6ssea, como osteopenia e osteoporose, tem se beneficiado de
terapias de reposicdo hormonal, calcio, vitamina D, bifosfonatos,
ibandronatos e risedronatos. A retomada da atividade do estrégeno
através da terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH) regulariza a atividade
das células ésseas, sendo capaz de melhorar e aumentar a massa 0ssea
do individuo (Edwards; Miogliorati, 2008).

De acordo com Iwaniec et al. (2008) a terapia com
hormdnio paratireoidiano, por via subcutanea, € indicada para mulheres
na pés-menopausa por acelerar a cicatrizacao de fraturas pelo estimulo
de formacdo Ossea e constitui a uUnica medida terapéutica com
capacidade comprovada para regenerar ativamente 0sso, aumentando a

atividade osteoblastica em detrimento da atividade osteoclastica.

2.2.2 Implicagdes do alcoolismo no metabolismo 6sseo

Conforme literatura revisada por Moe (2008), as
anormalidades na homeostasia de calcio, fésforo e magnésio podem ser
desencadeadas por diferentes fatores, dentre estes a atividade intra-

celular de tecidos como rins, figado e osso, especialmente pela agédo de
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dois horménios, o paratireoidiano e a vitamina D. A regulagdo destes
horménios €& diretamente influenciada pela presenca de estrogeno,
calcitonina, prolactina, fatores de crescimento, baixos niveis de calcio e
fésforo séricos. As alteragdes sistémicas como anorexia, alcoolismo,
diarréia crénica, hiperparatireodismo primario e leucemia alteram os niveis
destes horménios, influenciando diretamente no decréscimo dos niveis de
célcio, magnésio e fosfato e indiretamente em patologia Osseas,
neurologicas e dermatoldgicas.

A patofisiologia da hipofosfatemia em alcoolista é
multifatorial, geralmente relacionada a poliuria, dieta deficiente, émese
(ato de vomitar) e uso comum de antiacidos; também a cetoacidose ou
deficiéncia de vitamina D podem levar a fosfaturia e subsequente
hipofosfatemia. A hipomagnesia geralmente resulta da diminuicao da
reabsorcdo renal de magnésio e pobre dieta, estando esta
frequentemente associada a hipocalcemia e hipofosfatemia. A
hipocalcemia ocorre devido a émese, disfungcdo gastrintestinal, com
diminuicao da absorcgéo de calcio pelo intestino e alteragbes nos niveis de
vitamina D (Al-Sanouri et al., 2005).

Os efeitos diretos do etanol sobre as células responsaveis
pela remodelacdo 6ssea e frequentemente osteopenia implicam em uma
deficiéncia na deposicédo 0ssea dependente de osteoblasto e/ou por um
excesso de reabsorcdo Ossea dependente de osteoclasto. Tal
consideragao pode ser evidenciada quando Dai et al. (2000) compararam
a diferenciacdo das células de medula de camundongos normais e de
camundongos deficientes em IL-6 (a qual é indutora da
osteoclastogénese) e quantificaram a densidade 6ssea mineral (DMO) de
0ssos da calvaria e cauda, assim como a resposta da cultura celular de
fibroblastos, osteoblatos, osteoclastos e células da medula éssea para IL-
6, estradiol, testosterona e etanol. Neste estudo foi observado que o
etanol aumentou a expressdo do RNAm de fator kB receptor e ativador

para osteoclastos (RANKL) nas células da medula 6ssea de animais IL-6
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positivos, mas ndo nos animais deficientes de IL-6. Também se observou
que o etanol alterou negativamente as caracteristicas dos osteoblastos
como morfologia e habilidade para a retencdo de calcio em ambos os
animais e que culturas deficientes em IL-6 foram incapazes de acumular
precursores de osteoclastos em resposta ao etanol.

Recentemente Himes et al., (2008) empregando analise
transcriptémica (utilizada para monitorar a expresséo genética via RNAm),
identificaram em ratos, duas vias que regulam a remodelacédo 6ssea apds
o0 consumo abusivo do etanol: alteracdo na ativacdo das integrinas (as
quais sao essenciais para a reabsorgdo osteoclastica) e alteragédo na
sinalizacdo da via glicoproteica Wnt (que regula a diferenciacdo das
células mesenquimais e promove a osteogénese). Verificou-se que o
ibandronato, um aminobifosfonato utilizado no tratamento de osteopenia e
osteoporose, normalizou a expresséo de aproximadamente 20% destes
genes.

Callaci et al. (2009) avaliaram por meio da analise
transcriptdmica e reacéo da cadeia de transcriptase-polimerase (PCR) a
expressao genética para o processo de remodelacdo 6ssea na coluna
vertebral de ratos quando associada ao etanol. Os autores observaram
que a exposicdo ao etanol influenciava a expressédo de genes que
regulam o processo de formagdo Ossea, nestes a osteocalcina e fosfatase
alcalina estavam significativamente reduzidas, assim como a expresséo
de receptores para hormdnio paratireoidiano e proteinas morfogenéticas
(os quais regulam osteoblastos) também se mostraram significadamente
reduzidas. A expressdo de reguladores da reabsorcdo Ossea como
esclerostina (a qual inibe a glicoproteina Wnt), RANKL e IL-6 estavam
aumentada. Segundo os autores o etanol altera a remodelagdo e
homeostasia éssea resultando no favorecimento do processo resorptivo.

Embora o alcoolismo tenha sido identificado como fator de
risco no desenvolvimento da osteoporose o consumo de etanol, em baixa

dosagem, ndo somente aumenta os niveis de aromatizacao (processo em
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que ocorre a conversdao de androgenos em estrégeno) como diminui o
metabolismo do estradiol proporcionando um efeito protetor as doencas
decorrentes da menopausa, inclusive beneficiando a densidade Ossea
mineral. Este efeito € atribuido ao aumento enddégeno nos niveis de
estrogeno, a uma maior secreg¢do de calcitonina e ao efeito antioxidante
de bebidas como o vinho tinto. Em muitos casos, este beneficio é perdido
quando o consumo torna-se elevado. Para mulheres com TRH é
hipotetizado que o consumo do etanol, independente da dosagem, tenha
efeito sinérgico, aumentando os niveis de estrégeno e consequentemente
os riscos de neoplasias (Epstein et al., 2007).

Considerando a interagdo entre o etanol e horménio
paratireoidiano, lwaniec et al. (2008) pesquisaram o efeito do consumo de
etanol (35% de calorias derivadas do etanol) e solugdo isocalérica ao
etanol, durante seis semanas, sobre a resposta 6ssea avaliada em tibias,
ao tratamento com hormoénio paratireoidiano em ratos (1pg/kg/d). Foi
constatado que o etanol e a terapia proposta tinham efeitos opostos,
sendo observado que o etanol inibiu a osteoindugéo e reduziu peridsteo e
formagcdo de osso trabecular. N&do foram observadas interacdes
significativas entre o consumo do etanol e a terapia com hormoénio
paratireoidiano, contudo os beneficios desta terapia mostraram-se
reduzidos quando associada ao etanol.

Em relacdo aos niveis aceitaveis para o consumo de
etanol pelas mulheres, Gavaler et al. (2005) avaliaram 318 mulheres na
pdés-menopausa de diferentes ragas e grupos étnicos e as dividiram em
grupos experimentais conforme a dosagem do etanol consumido. Embora
observadas diferencas de consumo para bebidas alcodlicas para as
diferentes racas e grupos étnicos, os beneficios maximos quanto a
estrogenizacao para mulheres na pos-menopausa foram promovidos com
cinco tagas por semana para todos os grupos raciais analisados. Segundo
os autores, este beneficio é particularmente importante quando o uso de

estrogeno por TRH necessita ser diminuido substancialmente.
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2.2.3 Consideragdes gerais sobre a doenga periodontal

A periodontite &€ um processo inflamatério crénico
complexo, multifatorial na qual interacdo entre os componentes do
biofilme supra e subgengival e os mecanismos de defesa do hospedeiro,
determinam o inicio e a progressdo da doenga. Clinicamente, a
periodontite se caracteriza por inflamacdo dos tecidos de protecdo e
suporte dos dentes, ocasionando perda dos elementos de suporte dental,
dentre estes o0 0sso alveolar (Gaspersic et al., 2003; Kawai et al., 2006).

Em geral, o processo se inicia a partir do crescente
acumulo de microrganismos no biofiilme supragengival, onde as
alteragdes no microambiente do biofilme microbiano possibilitardo
colonizagdo de bactérias Gram-negativas. O desenvolvimento de uma
microbiota periodontopatogénica e a continuidade do estimulo microbiano
resultam em intensa carga antigénica no sulco gengival, que por sua vez
ocasiona marcante resposta do hospedeiro (Niemiec, 2008).

Varias células de defesa sdo ativadas pelo
lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de bactérias Gram-negativas,
sendo que esta ativacdo surge, supostamente, pela interacdo de
receptores de superficie dos queratindcitos do epitélio sulcular, atingindo
o tecido conjuntivo, onde entram em contato com fibroblastos, células
endoteliais e leucdcitos. A interagdo dos produtos bacterianos com o
epitélio induzem a expressdo de moléculas de adesao e a produgdo de
citocinas pré-inflamatérias como IL-1, TNFa, interferon y (IFNy), fator de
crescimento fibroblastico basico (bFGF), quimiocinas, enzimas o&xido
nitrico sintetase induzivel (INOS) e metaloproteinases da matriz
extracelular (MMP). Clinicamente, essa fase inicial reflete altera¢des
inflamatdrias restritas ao periodonto de protegdo, caracterizadas como
eritema e edema da margem gengival, bem como perda de adeséo

tecidual e aumento do fluxo do fluido gengival. Microscopicamente as
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alteragbes teciduais observadas incluem proliferagcdo da camada basal do
epitélio juncional, migragdo celular apical e lateral, vasculite dos vasos
sanguineos adjacentes ao epitélio juncional, destruicdo progressiva de
fibras colagenas, alteragdes citopatologicas nos fibroblastos residentes e
infiltrado inflamatorio agudo (Gaspersic et al., 2003; Rodini, 2005).

A persisténcia da agressao possibilita continuo estimulo
antigénico, tornando a resposta inflamatoéria crénica, com proliferagédo do
epitélio juncional abaixo da jungcéo cemento-esmalte (JCE), formando uma
bolsa periodontal, além da continua degradag&o do colageno, ativagédo de
fibroblastos e fagocitos, acumulo de células polimorfonucleares, intenso
infiltrado mononuclear predominantemente linfoplasmocitario e perda de
suporte dentario caracterizado pela reabsor¢cdo déssea alveolar (Rodini,
2005; Kawai et al., 2006).

Uma correlagdo positiva entre a ocorréncia da doenga
periodontal e elevada resposta de anticorpos no soro para bactérias
colonizadoras do fluido gengival, sugerem o envolvimento da resposta
imune para multiplas bactérias na fase inicial e subsequiente da doenca
periodontal. Em geral, a resposta imune a bactéria é considerada ser uma
resposta do hospedeiro protetora contra a bactéria patogénica (Gemmell
et al., 2002).

O envolvimento de células imunes no curso da
reabsor¢cao Ossea periodontal, de individuos com periodontite cronica,
também foi demonstrado por Kawai et al. (2006), pela elevada expressao
de RANKL e interleucina B (IL-1B), estimulados por LT e, sobretudo
linfécitos B (LB) presentes no fluido gengival e tecido gengival removido
cirurgicamente. Neste contexto a presenca de citocinas no processo de
reabsorcao éssea periodontal é dependente da diferenciagcédo e ativacao
de osteoclastos e diretamente influenciada pela presenca de mediadores
como RANKL e citocinas proé-inflamatérias e pos-inflamatérias.

Quando a patologia periodontal encontra-se associada a

fatores adquiridos, como o alcoolismo, com potencial efeito sobre a
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remodelagdo Ossea, ocorre modificagbes na resposta imune, com
ativacado de outras citocinas envolvidas com a reabsorgédo 6ssea como
INFy, interleucina 12 (IL-12) e interleucina 16 (IL-16), todas com
capacidade, direta ou indireta, de estimular monécitos a produzir citocinas
em resposta ao lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (Tsai et al., 2005).

Desta forma, as condigbes sistémicas do hospedeiro,
podem determinar um maior ou menor risco de desenvolvimento de
periodontite. Essas condigdes sejam adquiridas, congénitas ou
hereditarias determinam o resultado final do processo da doenca
periodontal, modulando a resposta inflamatéria, assim como determinam
uma enorme variagdo em relacéo a susceptibilidade individual a doenca
periodontal (Paquette, 1999; Kinane; 1999; Rodini, 2005).

2.2.3.1 Alcoolismo e osteoporose como indicadores de risco para doenga

periodontal

Uma variedade de fatores que interferem na progressao
da periodontite tem sido revisada, incluindo conceitos como fatores de
risco e indicadores de risco (Genco, 1996).

Considerando a etiologia multifatorial e progressdo da
doenga determinou-se que existe uma relacdo bidirecional entre a
periodontite e doencas sistémicas (Paquette, 1999). Neste contexto,
novos conceitos foram incorporados em relagdo a etiologia, patogenia e
terapéutica da doenca periodontal, assim como surgiram terminologias
proprias como fatores de risco associados a doenga periodontal (Kinane,
1999).

E considerado fator de risco, o atributo ou circunstancia
do ambiente ou caracteristica do individuo herdada ou adquirida,

associada a maior probabilidade deste mesmo individuo apresentar no
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futuro, um dano a saude. Os fatores de risco para a doenca periodontal
atuam na sua iniciacdo e progressdo e constituem importantes
componentes individuais a serem considerados na etapa de prevengao
tratamento e manutencdo. Dentre os fatores de risco conhecidos
destacam-se o habito de fumar e o diabetes mellitus. Por outro lado,
indicadores de risco sdo fatores de risco em potencial, ou seja, podem
alterar o curso da doencga, contudo ainda nao foram confirmados por
estudos longitudinais (Genco, 1996; Paquette, 1999).

Importantes indicadores de risco para a doenga
periodontal incluem osteopenia associada com deficiéncia estrogénica,
género (tendo os homens maior prevaléncia de periodontite que as
mulheres), idade (com a maior prevaléncia acima dos cinquenta anos) e
fatores hereditarios. Outros fatores ainda permanecem em estudo, mas
sdo todos, de um modo geral, considerados menos significativos para a

doenca periodontal que o fumo e o diabetes (Albandar, 2002).

2.2.3.2 Consideragbes sobre osteoporose e doenca periodontal

Alguns estudos sugeriram a existéncia de uma correlagao
entre a reducéo da densidade 6ssea esquelética, a diminuigdo do volume
O0sseo alveolar e a perda de insercdo periodontal (Tanaka et al., 2003;
Anbinder et al., 2006; Amadei, 2007; Gomes-Filho, 2007).

Segundo dados revisados por Edwards e Migliotati (2008)
a osteoporose e a doenca periodontal possuem fatores/indicadores de
risco em comum como o fumo, idade avancgada, disturbios para a
absorc¢ao de calcio e vitamina D e, muitas vezes a falta de habilidade para
a higienizagao bucal e medicagao usada por pacientes com osteoporose

implicam no favorecimento da xerostomia e doenga periodontal.
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A correlagdo direta da osteoporose com a doenga
periodontal, ainda ndo comprovada, foi estudada por Lopes et al. (2008),
durante avaliagdo de 47 mulheres na pds menopausa acima dos
cinquenta anos de idade e divididas de acordo com a DMO da area
lombar em osso normal, osteopénico e osteoporotico. Segundo os
autores, nao foi detectada correlagao significativa para os parametros
periodontais como Indice gengival, indice periodontal e nivel clinico de
insercao e a condi¢ao Ossea sistémica.

Gomes-Filho et al. (2007) sugeriram que esta correlagcéo
pudesse ser influenciada por fatores externos. Considerando fatores
como idade, racga, nivel educacional, atividade fisica, habitos como fumo e
consumo de etanol e medicamentos, os autores avaliaram 139 mulheres
brasileiras acima de cinquenta anos na pés-menopausa (destas 48 com
doencga periodontal e 91 sem doencga periodontal). Foi percebido que a
proporcdo de mulheres com diagnéstico de osteoporose e doenca
periodontal foi maior quando estas tinham menos de quatro anos de
escolaridade, relagdo esta, ndo observada para aquelas sem
osteoporose. Segundo os autores o nivel educacional determina como o
individuo se incorpora na sociedade e provavelmente implica em seus
cuidados pessoais, 0s quais associados a baixa DMO favorecem a
doencga periodontal. Foi considerado que, dada a natureza multifatorial da
doenca periodontal a osteoporose poderia ser identificada ndo como um
fator etiolégico inicial, mas podendo afetar o curso da doenca pela
modificagcdo da trabécula éssea, principalmente se considerada a arcada
inferior, onde a osteoporose se mostra mais prevalente.

Uma hipétese sugerida seria que a osteopenia estaria
relacionada com a perda da crista 6ssea alveolar (COA) p6s-menopausa.
Este osso trabecular, apresentando menor densidade, poderia ser mais
rapidamente absorvido e esta remodelagdo poderia ser potencializada

quando presente a infecgéo periodontal (Cheschin, 2003).
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Com o prop6sito de verificar se a deficiéncia estrogénica
era um fator de risco para a doencga periodontal, Anbinder et al. (2006)
avaliaram radiograficamente a perda de suporte Osseo e
macroscopicamente a perda 6ssea na regido de furca do segundo molar
superior, em ratas ovariectomizadas (OVZ) com a doenga periodontal
induzida por meio de ligadura, durante cinco semanas. Animais
submetidos a simulacéo cirurgica de castragcao (SHAM) foram utilizados
como controle. No modelo proposto ndo foram evidenciadas alteragbes
significativas para as ratas com deficiéncia estrogénica.

Tanaka et al. (2003) constataram, por meio de
histomorfometria e tomografia computadorizada, que o volume, numero e
espessura das trabéculas do osso mandibular foram significativamente
menores para ratas OVZ em relacdo as ratas SHAM. As alteracbes
mostraram-se mais acentuadas logo apds a ovariectomia, diminuindo
gradativamente com o tempo, mas presentes mesmo um ano apos da
ovariectomia.

Em relagdo ao tempo necesséario para avaliacdo dos
efeitos decorrentes da deficiéncia estrogénica no periodonto de ratas,
Amadei (2007) avaliou radiografica, morfométrica e histometricamente, os
efeitos de diferentes tempos de deficiéncia estrogénica (30, 60, 90 e 120
dias) na perda 6ssea resultante da periodontite induzida por meio de
ligadura, durante trinta dias, em ratas OVZ. Observou-se para todas as
analises que ratas ovariectomizadas, com doencga periodontal induzida,
apresentaram significativa perda 6ssea na regido de furca em relagéo ao
grupo SHAM quando o periodo de deficiéncia hormonal foi de noventa
dias, sendo sugerido este periodo experimental como o ideal para
avaliacao da doencga periodontal.

Considerando que a deficiéncia de estrogénio estimula a
reabsor¢cao 6ssea e que as citocinas envolvidas com a osteoporose e com
a doenga periodontal sao similares, Fujita et al. (2008) avaliaram a

resposta da cultura celular de camundongos fémeas OVZ e SHAM, ao
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estimulo pelo LPS de Porphyromonas gengivalis e Escherichia coli. Para
tanto foram realizadas culturas de osteoclastos, osteoblastos, células da
medula 6ssea. Os autores observaram, nos animais ovariectomizados,
significativo aumento de osteoclastos e da expressdo de RNAm RANKL
(essencial para a diferenciacdo dos osteoclastos) e diminuicdo de IFNy
(interfere na acdao do RANKL, modulando a resposta resorptiva) quando
comparados a animais SHAM.

Analisando os aspectos comuns a patogénese de ambas
as condi¢des, Duarte et al. (2004) avaliaram o impacto da deficiéncia
estrogénica e os efeitos da reposicdo de estrogénio ou calcitonina na
perda 6ssea na regiao de furca, resultante da periodontite experimental.
Ap6s 21 dias das cirurgias OVZ ou SHAM, a doenca periodontal foi
induzida por seis dias, por meio de ligadura, no primeiro molar, sendo o
dente contralateral utilizado como controle. A analise macroscopica do
volume uterino, o monitoramento do ciclo estrogénico e os niveis de
fosfatase alcalina confirmaram o sucesso da ovariectomia. Observou-se
perda éssea significativa para animais ovariectomizados mesmo na
auséncia da doencga periodontal induzida a qual foi restabelecida pela
reposi¢ao estrogénica, mas nao pela calcitonina. Na presencga da doenca
periodontal a deficiéncia estrogénica resultou em uma significativa perda
0ssea, mas nenhum dos tratamentos foi capaz de proteger a perda éssea
periodontal.

Quando Spalding (2005) avaliou, macroscopica,
radiogréafica e histologicamente os efeitos de diferentes momentos para o
inicio da reposigdo hormonal estrogénica na evolugdo da periodontite
induzida em ratas ovariectomizadas e controle SHAM, foi observado que
a deficiéncia estrogénica decorrente da ovariectomia, nao alterou
significativamente o osso alveolar da regido de furca dos segundos
molares superiores maxila. Também foi verificado que a terapia de
reposigdo hormonal estrogénica ndo retardou a progressdo da

periodontite induzida.
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Outra possibilidade terapéutica, a terapia com hormdnio
paratireoidiano (THP) foi proposta e avaliada por Marques et al. (2005)
como tendo possivel efeito protetor para periodontite induzida em ratas
OVZ. Os autores avaliaram a densidade 6ssea mandibular, perda éssea
na regido da furca e caracteristica das trabéculas 6sseas da tibia. Foi
constatada significativa osteopenia na mandibula e tibia para animais
ovariectomizados e perda Ossea na regidao da furca para ambos os
animais SHAM e OVZ com periodontite induzida em relacdo a animais
sem a THP. De acordo com os resultados obtidos a THP, administrada de
forma intermitente, apresentou efeitos benéficos para a prevengédo da
osteopenia observada na tibia e nos sitios periodontais.

De acordo com os dados revisados por Liu et al. (2009) a
THP funciona como a melhor opgdo para mediar a remodelacao éssea.
Quando administrada de forma intermitente possui efeitos anabdlicos com

promoc¢ao de formagao 6ssea.

2.2.3.3 Consideragdes sobre alcoolismo e doencga periodontal

A identificacdo de pacientes alcoolistas na Odontologia é
dificultada e muitas vezes o consumo agudo nao é percebido, pois o
paciente pode estar em abstinéncia. Para os usuarios crénicos do etanol,
além das patologias sistémicas e deficiéncia nutricional geralmente
relacionada, normalmente existe uma inadequada higiene oral e auséncia
de retornos odontolégicos regulares. Algumas das condi¢des clinicas que
evidenciam e reforcam a suspeita para o alcoolismo sdo erosao dental
associada a regurgitacdo, doenca periodontal, glossite, queilite e
hipertrofia bilateral da parétida (Schreiber, 2001).

Com o propésito de verificar a influéncia do consumo

abusivo do etanol na saude bucal, Jansson (2008) investigou clinica e
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radiograficamente a condicdo bucal de 477 individuos que consumiram
bebidas alcodlicas. Os dados odontoldgicos incluiram numero de dentes,
restauracdes dentarias, presenca de caries e condigdo periodontal
determinada pelo nivel &sseo interproximal clinico e radiografico
mensurado em todos os dentes. Segundo este estudo, o consumo diario
acima de cinco centilitros estava significativamente relacionado com
presenca de caries, lesdes apicais e calculo, no entanto ndo foi observada
nenhuma evidéncia significativa de associacédo com a doenga periodontal,
sendo provavel que os fatores relacionados ao estilo de vida adotado e
visitas irregulares ao dentista possam ter influenciado a condi¢éo bucal
observada.

Neste mesmo sentido, Pitiphat et al. (2003), realizaram
estudo prospectivo com 51529 homens considerados saudaveis, entre
quarenta e 75 anos. Neste, foi avaliado, por meio de questionario semi-
quantitativo auto-relatado, o consumo de bebidas alcodlicas no ano
anterior e o conhecimento da presencga de doenca periodontal, com perda
Ossea, diagnosticada por meio de mensuracgao clinica. Observou-se uma
associacdo positiva entre o consumo do etanol e a ocorréncia de
periodontite, representando um risco aumentado de 18 a 27% em
consumidores de bebidas alcodlicas em relacdo a ndo consumidores.
Entretanto, ndo foi observada uma associacéo especifica para o tipo de
bebida alcodlica e o risco de periodontite.

Para Yoshiara et al. (2008) a presenca de carie e doenca
periodontal, asseguradas respectivamente por exame clinico das faces
radiculares expostas e exame periodontal do nivel de insergé&o clinica
estavam associadas a dietas especificas, sendo que o consumo de
vegetais citricos mostrou-se negativamente relacionado com a doenca
periodontal (-0,16; p=0,001) e o consumo de derivados de Ileite
negativamente relacionado a carie radicular (-0,14; p=0,035). Uma relacao

de correlagcédo positiva para a doenga periodontal foi observada para o
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consumo de etanol (0,11; p=0,042), cereais/doces confeitados (0,10;
p=0,041) e numero de dentes remanescentes (0,58; p<0,001).

Segundo Amaral et al. (2008) existe uma relacao entre a
dependéncia alcodlica e a doenca periodontal, a qual esta associada com
a profundidade de sondagem e nivel de inser¢ao clinica. Tal afirmacéao
pode ser constatada em estudo seccional cruzado entre 49 alcoolistas e
49 ndo alcoolistas (idade entre trinta e sessenta anos, dependéncia
alcodlica de 25,83 * 10,53 anos, sendo os grupos balanceados para o
consumo do tabaco) onde foram avaliados critérios sociodemograficos e
parametros periodontais como biofilme visivel, presengca de sangramento
a sondagem, profundidade de sondagem e nivel de insercéo clinica.

Quando a avaliacédo para a relagdo entre o consumo
moderado do etanol e nivel de insercéo clinica, considerados para
caucasianos, foi ajustada para variaveis especificas como género e tipo
de bebida alcodlica, Kongast et al. (2008) verificaram que para homens, a
relacdo entre o consumo do etanol moderado (21 a 34 doses/semana) a
intenso (mais de 35 doses/semana) e o nivel de insergcéo clinica eram
inversamente proporcionais, enquanto que, nenhuma associagao
significativa foi observada para mulheres. Em relagcéo ao tipo de bebida, o
consumo de mais de 14 tacas de vinho/semana estava inversamente
associado a perda de insercao clinica observada em homens, também
nenhuma associagao foi observada para mulheres. Segundo os autores,
os resultados nédo suportaram a hipétese que a periodontite estivesse
associada a um consumo especifico para bebidas alcodlicas.

Em relagcdo aos estudos realizados em animais, onde se
consegue maior controle com variaveis como tipo, dosagem e frequencia
do consumo alcoodlico e controle nutricional, Souza (2006) observou
macroscopica e histologicamente, o periodonto de ratos mantidos com
dieta contendo solugdo de &lcool etilico a 20% ou solugéo isocalérica,
ministradas por oito semanas e sua implicacdo quando combinados com

a periodontite induzida por ligadura. Os resultados demonstraram que o
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nivel dsseo avaliado macroscopicamente e, area correspondente ao
ligamento periodontal e perda Ossea na regidao de furca, avaliados
histomorfometricamente, foram significativamente alterados quando a
periodontite estava combinada com etanol 20% em relagéo ao periodonto
sem doenca periodontal ou dieta isocalorica.

Irei et al. (2008) também avaliaram os efeitos
periodontais para o consumo do etanol (36% de calorias) e dieta
isocalorica considerando parametros como histomorfometria da distancia
entre a JCE a COA e a posigdo mais apical do epitélio juncional,
contagem de neutréfilos  polimorfonucleares  (PMN), detecgéo
imunohistoquimica dos niveis de FNT-a, avaliacdo do estado oxidativo
para amostras de bidpsia gengival por meio de imunoensaio e avaliagéo
dos niveis de hidroperoxido no sangue. Foi possivel observar que, de um
modo geral, os parametros analisados estavam significativamente
alterados no grupo etanol sem combinagdo com a doencga periodontal em
relagdo ao grupo controle também ndo combinado a doenga periodontal e
quando associado a doenga periodontal ndo induzia danos téo

significativos em comparacao ao grupo combinado isocalérico.

2.3. ConsideracOes para a doenca periodontal experimental em ratos

Ao contrario de outras doengas infecciosas humanas, que
nao tem correspondentes em outras espécies, a doenga periodontal &
comum em animais de pequeno porte e representa um grande problema
para a medicina veterinaria, pois acarreta numerosas consequéncias
locais e sistémicas (Niemiec, 2008).

Diferentes do estudo em humanos, os modelos animais
podem ser utilizados para se avaliar a patogénese ou mesmo as

modalidades terapéuticas com relagédo a doenga periodontal, permitindo
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pesquisas de baixo custo, facil manuseio e disponibilidade de variagao
controlada de condigbes fisioldgicas, microbiolégicas e imunologicas
(Kuhr et al., 2004; Rodini, 2005, Gaspersic et al. 2008)

A anatomia da junc¢do dentogengival da regido de molares
do rato € muito semelhante aquela descrita no homem, tornando o estudo
experimental da doenga periodontal inflamat6ria nestes animais bastante
valida (Souza et al., 2005).

Em ratos, a periodontite pode ser induzida por diferentes
métodos como a administragdo de uma dieta rica em sacarose, a
inoculagédo experimental de microrganismos periodontopatogénicos ou de
seus produtos ou a inducdo por fio de algodédo posicionado na margem
gengival, também chamada de inducgéo por ligadura (Gemmel et al., 2002;
Rodini, 2005).

Algumas das bactérias periodontopatogénicas que podem
ser utilizadas na indugcdo da doenga experimental em ratos séo
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (anteriormente Actinobacillus
actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis, Prevotela intermédia
e Fusobacterium nucleatum. Pode-se ainda inocular o tecido gengival
com LPS, visando estimular a liberagdo de mediadores inflamatorios os
quais induzirdo processo inflamatério e ativagao osteoclastica (Gemmel et
al., 2002).

Na doenca periodontal induzida por meio da colocacéo de
ligadura ao redor da regi&o cervical do molar, geralmente o primeiro molar
inferior e/ou o0 segundo molar superior sao eleitos como sitios favoraveis a
esta técnica (Kuhr et al., 2004; Souza, 2006; Amadei, 2007; Gaspersic et
al., 2008).

Com este modelo ha uma resposta a agressdo mecéanica
provocando achatamento e deslocamento dos tecidos gengivais mesial e
distal, bem como reducgéo da integridade tecidual pela ulceragdo causada
no epitélio juncional. O acumulo gradual de biofilme associado a ruptura

da integridade tecidual propicia a migracdo de bactérias em diregcdo aos
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tecidos mais profundos, gerando processo inflamatério periodontal, que é
geralmente caracterizado por periodos de inflamagdo aguda, com
migragdo de células inflamatérias, especialmente PMN, seguidos por
perda de tecido conjuntivo e periodos de inflamagdo cronica,
caracterizando a instalagéo da doenca periodontal (Rodini, 2005).

A avaliag&o histologica é citada por muitos estudos como
método de grande sensibilidade para se determinar, em ratos, as
alteracdes dsseas periodontais. Também outras formas de avaliagbes sao
sugeridas, entre estas avaliagbes macroscopicas e radiologicas, as quais
consideram nivel 6sseo alveolar e DMO do osso alveolar (Tanaka et al.
2003; Marques et al., 2005; Amadei, 2007).

Segundo Souza et al. (2005) a avaliagdo morfométrica do
0sso alveolar de ratos Wistar, realizada em pecas dissecadas com lupa
estereoscopica, para faces livres, permite a medida linear da JCE a COA
de todos os elementos da regido e quantificacdo da perda Oéssea
horizontal. J& o método radiografico, quantifica perda 6ssea proximal,
onde se realiza a medida da JCE a COA na mesial ou distal do dente
envolvido. Estes métodos s&o reproduziveis e complementares e
permitem estimar a perda 6ssea observada na doencga periodontal.

Fernandes et al. (2007) compararam os procedimentos de
medida morfométrica, realizada em o0sso seco e histométrica, realizada
em cortes histolégicos, realizada da JCE a COA observada na proximal
de segundos molares superiores esquerdos com doenca periodontal
induzida por meio de ligadura ou controle, onde a doenga periodontal nao
foi induzida. Os autores observaram que ambas as técnicas foram
satisfatérias para a avaliagcédo linear da perda de insercédo e que nao
houveram diferengas estatisticas entre os procedimentos de avaliagéo.

Outros estudos propuseram a avaliagcado de tecidos moles
como tecido gengival e tecidos adjacentes envolvidos com o processo
infecto-inflamatério presentes na doenca periodontal (Galvao et al., 2003;
Liu et al., 2006; Gaspersic et al., 2008).
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Galvao et al. (2003) observaram alteragbes no
comportamento inflamatorio periodontal dos animais com indugdo da
doenca periodontal por meio de ligadura e dieta rica em sacarose por um
periodo de trinta dias. Os autores propuseram a dicotomizacéo dos dados
de acordo com a caracteristica histolégica em dois grupos, com ou sem a
inflamag&o periodontal e, posteriormente a analise fatorial de
correspondéncia como ferramenta para estudos descritivos da doenca
periodontal induzida em ratos. Foi observado que a analise de
correspondéncia permitiu mostrar a distribuicdo do processo inflamatério,
sendo considera pelos autores com um bom método para analisar
variagbes histoldgicas. Para o estudo proposto, a doenga periodontal
induzida foi capaz de promover processo inflamatorio crénico
independente da dieta ministrada.

Liu et al. (2006) observaram a perda 6ssea, perda de
insergdo, inflamacé&o e reparo periodontal em modelos de ratos com
doencga periodontal induzida por ligadura e diabetes tipo Il. Como método
proposto os autores avaliaram a distancia linear interproximal da JCE a
COA para a perda 6ssea, a distancia entre JCE a parte coronaria do
tecido conjuntivo aderido ao cemento para avaliacdo da perda de insercéo
e, a presenga e quantidade de células inflamatérias (PMN e
mononucleares) como indice inflamatoério. O método de marcagao
histoquimica TRAP (Tartrate-resistant Acid-phosphatase-stained) foi
utilizado para avaliagdo dos processos 6sseos resorptivos e formativos
junto ao osso interproximal e células adjacente ao osso como fibroblastos
e osteoclastos. Os autores observaram que o diabetes causa resposta
inflamatdria periodontal mais persistente, maior perda de insercao e perda
O0ssea assim como deficiente reparo 6sseo, possivelmente afetado pelo
maior numero de apoptose fibroblastica.

Gaspersic et al. (2008) investigaram a influéncia da
doenga periodontal induzida por ligadura e a expresséo de substancias

neuropeptideas, presentes em condigdes inflamatorias, no ganglio
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trigeminal ipsilateral e contralateral, por meio de analise
imunoistoquimica. Os autores verificaram que existe uma resposta
contralateral para a condi¢ao inflamatéria induzida, quando comparada
com o controle, a qual pode ser explicada pela resposta inflamatéria
sistémica e indugdo de citocinas mediada pela doenga periodontal e
possivelmente, mecanismos reflexivos envolvendo regides do sistema
nervoso central, também denominada eixo neuro-imune.

A respeito da inflamacéao cronica bilateral no periodonto e
conseqlente perda Ossea, El-Aleem et al. (2004) ja haviam observado
que a doenga periodontal induzida por injecdo LPS adjacente ao segundo
molar inferior direito refletia no aumento de neuropeptidios, como
substancia P e peptideo gene-relacionados a calcitonina, em ambos os
ganglios trigeminais direito e esquerdo. Segundo as observacbdes feitas
pelos autores, em relacdo ao comportamento bilateral, foi plausivel
acreditar que a inflamagdo periodontal em ratos apresentava um
mecanismo neurogénico, o qual poderia ter sido influenciado pelas
alteragdes na dieta e peso induzidas pelo processo inflamatério oral.

Em relagdo ao processo inflamatério periodontal, deve ser
observado que para humanos o infiltrado inflamatério periodontal crénico
€ intenso e predominantemente linfoplasmocitario, apresentando
distribuicdo focal. J& os estudos envolvendo o processo inflamatério em
ratos observaram um comportamento distinto para a composicédo e
localizag&o do infiltrado inflamatério (Gaspersic et al., 2003; Rodini, 2005;
Kuhr et al., 2004).

Gaspersic et al. (2003) observaram o processo de
inflamacéao e perda de inser¢ao periodontal para o modelo de periodontite
induzida por ligadura em ratos, durante 16 dias e a influéncia do TNFa
sistémico, aplicado por administracdo subcutanea. Neste estudo a perda
de insergdo periodontal compreendia a medida linear entre a JCE e a
porcdo mais coronaria do epitélio juncional e a reacdo inflamatoria

presente na area interproximal foi avaliada, morfométrica e
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histologicamente, pela mensuragéo da area do tecido conjuntivo infiltrado
por células inflamatérias. Foi observado que a periodontite induzida
apresentava moderado quadro inflamatorio e perda de inser¢édo, com o
foco inflamatério separado da crista alveolar por uma area néo infiltrada,
com fibras colagenas intactas. A presenca de TNFa ampliava a resposta
inflamatéria nos sitios com doenga periodontal, sendo observado
vasodilatacao, infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo composto por
linfécitos, poucos PMN e degradacéao das fibras colagenas supra-cristais.

Rodini (2005) observou em cortes histoldégicos, que a
periodontite induzida por ligadura induz abundancia de PMNs ja no inicio
da doenca. Foi observado nas primeiras 24 horas um intenso infiltrado
inflamatério mononuclear, difuso e predominantemente subeptelial o qual
apresenta gradativa redugcdo até os periodos mais tardios de 56 dias,
havendo uma diminuicdo gradativa da inflamacg&o. Verificou-se uma
estagnacéo da perda Ossea alveolar a partir de 42 dias da indug&o da
doenga quando da utilizacdo de ligaduras. Segundo a autora, isso ocorre
possivelmente pela reabsor¢cdo éssea, a qual deixa a ligadura disposta
mais coronariamente ao longo do tempo.

Kuhr et al. (2004) observaram o modelo de doenca
periodontal induzida em ratos por meio de ligadura por 60 dias. Segundo
os autores este modelo é mais indicado para experimentos em curto
prazo (preferencialmente 15 dias), sendo a resposta inflamatoria mais
significativa do dia 1 ao dia 15, diminuindo gradativamente, porém foi
notada perda 6ssea gradativa até os sessenta dias do experimento.

Rodini et al. (2008) avaliaram em amostras gengivais, por
meio de PCR, a expressdo de MMP-2 e -9 e 6xido nitrico sintetase (NOs)
em diferentes periodos da periodontite induzida por ligaduras em ratos.
Os autores observaram, no terceiro dia, significativa expressdo de MMP-9
e NOs para os sitios com doencga periodontal induzida em relagao aos
sitios contralaterais, os quais coincidiam com o inicio da perda Ossea

alveolar. Apos sete dias de inducdo, somente a MMP-9 apresentava
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significativa expresséo, sendo sugerido que, para este modelo de doenca
periodontal, a MMP-9 e NOs participam nos estagios precoces e podem
estar relacionados a exuberante presenca de PMN observada ao terceiro
dia de inducao.

Deve ser considerado para estudos de periodontite
induzida por ligadura, em modelos com ratos, que a perda Ossea
periodontal é diretamente dependente da idade do animal (Kuhr et al.,
2004). Também é relevante o fato de que com a atri¢cao interproximal, os
molares inclinam-se distalmente, assim como o osso interproximal é
estreitado, resultando em uma constante remodelagao do osso alveolar
(Rodini, 2005).



3 PROPOSICAO

Este estudo propds avaliar histomorfometricamente a
influéncia do consumo de etanol na periodontite induzida em ratas com
deficiéncia estrogénica e caracterizar os aspectos histopatolégicos dos

tecidos periodontais nas diferentes condigbes experimentais.



4 MATERIAL E METODO

Este estudo esta de acordo com os Principios Eticos para
a Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacédo Animal (COBEA), conforme solicitacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(FOSJC-UNESP), protocolo numero 001/2007 CA/CEP (Anexo A).

4.1 Animais

Para este trabalho foram utilizadas sessenta ratas (Rattus
norvegicus, variacao albinus, Wistar) com trés meses de idade, com peso
corpéreo em média de 300g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP e
mantidos em gaiolas em temperatura ambiente, alimentados com dieta

sélida e liquida controladas, dependendo do grupo experimental.

4.1.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em dois grupos de acordo

com a cirurgia ou a simulacéo cirurgica de castracdo, sendo:

a) Grupo SHAM: fémeas submetidas a simulagéo

cirurgica de castracgao;
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b) Grupo ovz: fémeas castradas ou

ovariectomizadas;

Cada grupo foi dividido em trés subgrupos. Os subgrupos
experimentais foram denominados C, A e | de acordo com a dieta

ministrada, sendo:

a) Subgrupo C: animais com dieta controle (agua e
racao);

b) Subgrupo A: animais com dieta alcodlica (solu¢ao
de etanol 20%) e racao;

c) Subgrupo |: animais com dieta controle nutricional
isocalérico — dieta liquida contendo sacarose e racao
com as mesmas calorias médias ingeridas na

véspera pelo grupo A;

As Figuras 3 e 4 definem os grupos experimentais
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GRUPO SHAM (n=30)
— dieta controle, ratas SHAM que receber

— dieta alcodlica 20%, ratas SHAM que

nol a 20% e ragéo (n=10);

dieta controle nutricional isocalorico — ratas SH
receberam solugdo de sacarose e ragao com as mesmasg calorias
médias ingeridas na véspera pelo grupo A (n=10);

cirurgica de
castracao

Figura 3 — Distribuicdo do grupo experimental SHAM em funcdo da dieta controle,
alcodlica e isocal6rica. SHAM = ratas ndo castradas submetidas a
simulagéo cirurgica de ovariectomia.
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GRUPO OVZ (n=30)

: — dieta controle, ratas OVZ que receberam agua e
racdo (n=10);
- A — dieta alcodlica 20%, ratas OVZ que
nol a 20% e ragao (n=10);

- dieta controle nutricional isocalérico — ratas OVZ que
receberam solugcdo de sacarose e ragdo com as mesmas calorias
médias ingeridas na véspera pelo grupo A (n=10);

Castracao : Dieta

C

Figura 4 — Distribuigdo do grupo experimental OVZ em fungao da dieta controle, alcodlica
e isocaldrica. OVZ = ratas submetidas a simulagdo cirirgica de ovariectomia.
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4.2 Sistematica de realizacdo do experimento

4.2.1 Castracdo dos animais

Com o objetivo de avaliar a influéncia hormonal associada
ao consumo cronico do etanol, os animais, ao completarem noventa dias,
foram divididos aleatoriamente em dois grupos, sendo ftrinta ratas
castradas (OVZ) e ftrinta ratas que receberam simulagéo cirurgica
(SHAM).

Apds anestesia, com solucédo de cloridrato de 2-(2,6-
xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Anasedan - Bayer do Brasil),
substancia com propriedades sedativa, analgésica e relaxante muscular e
de Ketamina base (Dopalen — Agribands do Brasil LTDA), anestésico
geral, nas respectivas propor¢coes de 0,8mL/0,5mL na dose de
0,1mL/100gr, via intramuscular, os animais foram depilados na regiéo
abdominal lateral, a qual foi previamente desinfetada com alcool iodado.
Uma incisado longitudinal com extens&do aproximada de 1cm foi realizada
na area eleita, proxima ao nivel dos rins e abaixo da ultima costela; o
ovario foi identificado e exposto. Com a finalidade de se realizar uma
hemostasia local, foi realizada uma amarria logo abaixo do ovario, por
meio da ligagdo da parte superior da trompa com o fio de seda n°4
(Ethicon/Johnson & Johnson - S&do José dos Campos). O ovario foi
removido juntamente com a gordura circundante e pequena porgao do
utero. Ao final dos procedimentos, a camada muscular foi suturada com
fio de sutura absorvivel Catgut n°4 (Cirumédica - Cotia, SP, Brasil) e a
pele com fio de seda n°4 (Ethicon/Johnson & Johnson - Sdo José dos

Campos). Os procedimentos foram realizados bilateralmente (Figura 5).
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a b
c d
e f
g h

Figura 5 - Ovariectomia: a) anti-sepsia local; b) incisdo na derme; c¢) incisdo muscular; d)
localizagdo do ovario; e) exposicdo do ovéario e trompa; f) pingamento;
hemostasia com fio de algodao; excisdo do ovario e gordura circundante.
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4.2.2 Simulagao cirurgica (SHAM)

A fim de submeter todo o grupo experimental ao estresse
cirargico, o grupo nao castrado recebeu os mesmos procedimentos que o
castrado por ovariectomia, no entanto, ndo foi efetuada a amarria abaixo
do ovéario, nem a incisdo do mesmo, sendo que este apenas foi

manipulado e reposicionado.

4.2.3 Dieta

A dieta experimental seguiu a proposta de Lieber et al.
(2003), Rocha (2005) e Souza (2006). A mesma foi iniciada apoés trinta
dias da cirurgia de castracdo ou simulacdo cirurgica onde foram
administradas, solugdes preparadas diariamente conforme grupo

experimental.

4.2.3.1 Dieta liquida

Os animais do subgrupo A receberam 50 mL de solugéo
alcoolica 20% por animal (alcool etilico ABS. ACS-99,5° - Ecibra, Santo
Amaro, Sdo Paulo). No dia seguinte a solugéo restante foi medida, sendo
registrada a média ingerida.

O subgrupo | foi instituido com a finalidade de diferenciar
o efeito direto e indireto do etanol, visto que o consumo crénico do etanol
leva a um quadro de desnutricdo, assim o grupo isocal6rico serviu como

controle nutricional simulando a provavel deficiéncia de nutrientes
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instituida no subgrupo A (Lieber, 2003). Neste propésito, no dia seguinte
da dieta do grupo A, em que as médias de consumo eram obtidas, uma
solucéo de sacarose P.A. (Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro) com
as mesmas calorias da solugéo alcodlica foi preparada e fornecida aos
grupos isocaldéricos correspondentes.

Para subgrupo C a dieta foi livre o que correspondeu ao
fornecimento de 160 mL de agua por animal. Para todos os subgrupos a
solucao restante foi medida diariamente, sendo registrada a média

ingerida. As dietas foram administradas por oito semanas.

4.2.3.2 Dieta solida

Para o subgrupo A foram fornecidos 50g de ragao
Nutrilabor (Guabi, Campinas-SP) diariamente por animal. No dia seguinte
as porcdes restantes foram pesadas e obtidas a quantidade média de
racdo ingerida, a qual foi fornecida para os animais do subgrupo |. O
subgrupo C teve dieta livre, o que correspondeu a 160g de ragcéo por
animal. Para todos os subgrupos foram registradas as quantidades

médias consumidas. A dieta s6lida também seguiu por oito semanas.

4.2.4 Indugéo da doenga periodontal

A inducéo da periodontite foi realizada, apos trinta dias da
castracao, juntamente com o inicio das dietas experimentais, por meio da
colocacao de ligadura de algodao, procedimento no qual a cervical do
dente primeiro molar inferior esquerdo foi envolvida com duas voltas de fio

de algoddo e este posicionado na margem gengival. A ligadura
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permaneceu até o fim do periodo experimental, totalizando oito semanas
(Figura 6). O primeiro molar inferior direito do mesmo animal foi utilizado
como controle (auséncia de inducéo de periodontite por meio de ligadura
de algodao).

A técnica escolhida, ja foi apresentada em estudos
anteriores no Departamento da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos (Spalding, 2005; Souza, 2006; Amadei, 2007).

Figura 6 - Inducdo de doencga periodontal por meio de ligadura.

4.2 .5 Sacrificio dos animais

Transcorridas oito semanas, ou 56 dias, do inicio da
administracdo das dietas, todos os animais foram sacrificados com dose
excessiva de anestésico.

As hemi-mandibulas foram removidas e o tecido mole
excedente foi eliminado (Figura 7). A fixagao foi realizada com solugéo de
formaldeido a 10% tamponado, durante o periodo minimo de 48 horas. As
hemi-mandibulas foram posteriormente descalcificadas para analise

histolégica e histomorfométrica.
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Figura 7 — Hemi-mandibula preparada para fixagao.

A Figura 8 exemplifica o periodo experimental.

DI 0 T

Dia 86
Animais Dia 30
Sacrificio
com 90 Inicio das dietas
. dos
dias experimentais e .
. . animais
Cirurgias inducdo da doenga
OVZ ou periodontal por meio
SHAM de ligadura

Figura 8 — Delineamento experimental.
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4.3 Metodologia para analises
4.3.1 Alteragdes de peso corpoéreo e condi¢ao nutricional

No inicio do experimento e imediatamente antes do
sacrificio todos os animais foram pesados em balanga semi-analitica
(Micronal B600 — S&o Paulo, SP, Brasil) com a finalidade de verificar a
interferéncia da dieta no desenvolvimento dos grupos experimentais. O
percentual da variagdo de peso dos ratos foi calculado conforme a

formula:

Aumento de peso (%) = Peso final — Peso inicial x100

Peso inicial

Quanto a condigdo nutricional, os valores médios diarios
da racéo e dieta liquida consumida por gaiola foram registrados. A partir
desses dados foram calculadas as médias de consumo por animal para
0s grupos experimentais, considerando ragao ingerida (g) e solugao
liquida (mL) e estes transformados em quilocalorias. O consumo calérico
(Kcal) foi calculado com base nas informagdes nutricionais dos
fabricantes Nutrilabor (Guabi, Campinas-SP), P.A. (Vetec Quimica Fina
LTDA, Rio de Janeiro) e dados fornecidos pela literatura (Lieber, 2003;
Rocha, 2005).
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4.3.2 Alteragbes periodontais

4.3.2.1 Analise histologica e histomorfométrica

Depois de fixadas, as hemi-mandibulas sofreram um
processo de descalcificagdo em solugdo aquosa de acido etilendinetrilo
tetra-acético-sal dissédico dihidratado (EDTA — Titriplex P.A — Merck-
KgaA, Darmstadt, Alemanha) na concentracéo de 10%. A descalcificacao
foi determinada quando uma fina agulha conseguisse penetrar na
dentina/esmalte sem resisténcia.

Em seguida, as pegas foram preparadas para a inclusao
em parafina (blocos contendo o primeiro molar inferior e estruturas
adjacentes) com a face lingual paralela ao plano de corte. Foram
realizados cortes seriados de 5um no sentido mésio-distal, os quais foram
obtidos a partir do momento que a raiz mesial do segundo molar inferior e
distal do primeiro molar inferior permitissem a visualizacdo, de maneira
que a area interproximal pudesse ser analisada para as medidas
correspondentes a perda éssea e insergéo periodontal. As laminas foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE).

Em cada subgrupo experimental foram selecionados cinco
animais cujos cortes histolégicos apresentassem adequada angulagéo e
boa visualizagdo das estruturas periodontais. Em seguida, as imagens de
cada campo foram selecionadas em microscopio de luz Zeiss Axiophot 2
(Carl Zeiss, Oberkéchen, Alemanha), com aumento necessario para cada
analise. As imagens foram digitalizadas por camera digital Axiocam MRm,
com auxilio do programa Zeiss AxioVision FRET 4.7.2 (Copyright Carl
Zeiss Imaging Solution GmbH, 2008), onde foi informado o aumento

utilizado durante as fotografias.
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4.3.2.1.1 Avaliagao histomorfométrica do nivel 6sseo interproximal (NOi)

De acordo com Gaspersic et al. (2003) e Irie et al. (2008),
para a avaliagdo do nivel ésseo interproximal (NOi) € necessario medir a
distancia da JCE a COA. Para esta avaliagdo, foram selecionados cinco
cortes interproximais com intervalos de 10um, os quais foram
fotografados com aumento ocular de 10X e objetiva de 10X. As
mensuragdes foram realizadas por meio do programa Zeiss Axiovision
FRET 4.7.2. Para a correta calibragdo do programa escolhido, uma lamina
contendo uma régua com 1000pm foi fotografada no mesmo aumento das
imagens interproximais, sendo a escala criada com base na medida linear
de 500um. Todas as mensuragdes lineares da JCE a COA foram
repetidas trés vezes na face distal do primeiro molar e mesial do segundo
molar inferior conferindo a média da imagem e posteriormente a média do
animal (Figura 9).

As consideragdes para os valores do NOi obtidos foram
realizadas considerando uma relacao diretamente proporcional entre os

valores do NOi e perda para a altura da crista 6ssea interproximal.
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Figura 9 - Analise histomorfométrica do nivel ésseo interproximal (HE, 100X).

4.3.2.1.2 Avaliagao da insercao periodontal interproximal (IPi)

De acordo com o estudo de Gaspersic et al. (2003) e Irie
et al. (2008), a insercao periodontal interproximal (IPi) foi avaliada pela
medida linear da JCE a parte mais apical do epitélio juncional. Assim
como na avaliacdo anterior, também foi proposta a repeticdo de trés
medidas na mesial e trés medidas lineares na distal conferindo a média

por imagem e posteriormente a média por animal (Figura 10).
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Figura 10 - Analise histomorfométrica do nivel de inserc&o periodontal interproximal (HE,
100X).

4.3.2.1.3 Avaliagdo histolégica do processo inflamatorio e reabsorgéo

Ossea interproximal

Os processos inflamatorios e resorptivos foram avaliados
na regido interproximal considerando aspectos proprios ao ligamento
periodontal, crista O6ssea alveolar, tecido conjuntivo gengival e tecido
epitelial. Foram avaliadas cinco secgbes por espécimes com intervalo de
10um sendo utilizado microscopio de luz Zeiss Axiophot 2, com aumento
ocular que variava entre 10X a 40X e objetiva de 10X.

Para tanto foi elaborado um quadro (Quadro 1) com os
critérios a serem considerados sendo que para cada aspecto avaliado, foi

considerada a normalidade de apresentacéo histolégica. Os dados foram
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estimados de forma percentual por animal e posteriormente o percentual
do subgrupo experimental. Esta avaliacdo foi realizada por dois
examinadores (duplo cego) e considerou o estudo de Galvao et al. (2003)
e Liu et al. (2006) com algumas adaptacbes pertinentes a este estudo,

sendo que:

a) O epitélio juncional foi considerado de dimenséao
padrdo quando sua porg¢ao apical coincidia com a
JCE e migrado quando estava apicalmente
posicionado em relacdo a JCE (Figura 11); nao
proliferado quando se observava duas a trés
camadas dispostas organizadamente; com leve
proliferacdo quando se observavam varias camadas
dispostas organizadamente ou levemente
desorganizadas ou ainda, proliferado intensamente
quando observadas varias camadas dispostas
aleatoriamente, muitas vezes enoveladas (Figura
12); com presenga de degeneracdao hidropica
quando fossem observadas células com acumulo de
agua no citoplasma e comprometimento do volume
celular (Figura 13);

b) O tecido conjuntivo gengival foi avaliado em
relacdo a quantificagdo de células fibroblasticas, as
quais poderiam estar presentes de forma padrédo ou
abundante (Figura 14), com relagédo a inflamagéo
onde foi considerado 1) Sem inflamagao - auséncia
de células inflamatérias, 2) Inflamacéo leve - poucas
células inflamatorias préoximas ao epitélio juncional,
3) Inflamagcdo moderada — presenca e células
inflamatérias dispersas no tecido conjuntivo, 4)

Inflamacdo severa - mais que 1/3 das células do
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tecido interproximal sdo células inflamatorias (Figura
15); as fibras colagenas do tecido gengival
supracristal foram avaliadas quanto a hialinizagéao,
podendo esta se apresentar ausente ou presente
(Figura 16); podendo ainda estas fibras se encontrar
organizadas paralelamente ou desorientadas (Figura

17) ou inseridas ou nédo em cemento (Figura 18);

c) A crista 6ssea foi avaliada na sua por¢do mais
coronaria, sendo desconsiderados o0s itens
presentes na tabua 6ssea na porgdo mediana e
apical. Isto por que se considerou a movimentagao
fisiologica dos dentes presente em roedores e o0s
processos resorptivos inerentes a esta
movimentag&do. Quanto ao contorno da crista 6ssea
este poderia estar regular ou irregular (Figura 19);
com auséncia, poucas ou muitas lacunas de
reabsorgao 6ssea, também chamadas de lacunas de
Howship e com ou sem a presenca de osteoclastos
(Figura 20).

d) O ligamento periodontal foi avaliado em relagéo a
quantificacdo de células fibroblasticas, as quais
poderiam estar presentes de forma padrédo ou
abundante (Figura 21), e com relagdo a
desorientacéo (Figura 22) e perda de insergcao das
fiboras do ligamento periodontal no osso alveolar
(Figura 23).
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Figura 11 — Posicionamento do epitélio juncional em relagdo a JCE; a) dimens&o padrao,

b) migracao apical (HE, 200X).

a

b

C

Figura 12 — Esquema representativo da proliferacdo epitelial; a) epitélio juncional nao
proliferado; b) epitélio juncional com leve proliferagéo; c) epitélio juncional

proliferado intensamente (HE, 200X).
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Figura 13 — Esquema representativo da degeneragédo hidropica observada no epitélio
juncional (HE, 200X; 400X).

Figura 14 — Quantificagdo de células fibroblasticas do tecido conjuntivo gengival; a)
quantidade padréo; b) presenca abundante (HE, 200X).
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Figura 15 — Representacédo do indice inflamatorio; 1) Sem inflamacao; 2) Inflamacao
leve; 3) Inflamagao moderada; 4) Inflamacé&o severa (HE, 200X).

Figura 16 — Representagéo da hialinizagéo das fibras coldgenas gengivais; a) ausente;
b) presente (HE, 200X).
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Figura 17 — Representagdo da orientagdo fibras colagenas gengivais; a) fibras
organizadas paralelamente; b) fibras desorganizadas (HE, 200X).

Figura 18 — Representacdo da inser¢cdo das fibras gengivais supracristais; a e a’
representam fibras inseridas em cemento (HE, 200X; 400X).
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Figura 19 — Contorno da crista 6ssea interproximal; a) regular; b) irregular (HE, 200X).

Figura 20 — Representacao das lacunas de Howship; a) sem a presencga de osteoclastos;
b) com a presenca de osteoclastos (HE, 400X).
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Figura 21 — Esquema representativo da quantificacdo fibroblastica do ligamento
periodontal; a) quantidade padréo; b) presencga abundante (HE, 200X).

Figura 22 — Desorientacdo das fibras do ligamento periodontal; a) ausente; b) presente
(HE, 400X).
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Figura 23 — Representacdo da inser¢do das fibras do ligamento periodontal; a e a’
representam fibras inseridas, b e b’ representam perda de insercéo das
fibras periodontais (HE, 400X).
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Quadro 1 - Parametros considerados para as observagdes histoldgicas

Caracteristicas histologicas

Consideracdes

Posicionamento do epitélio juncional

padrao de normalidade

TECIDO CONJUNTIVO
GENGIVAL

interproximais

apical a JCE
% Proliferagcdo do epitélio juncional ausente
‘w leve
= .
o intensa
m . , .
Degeneracéo hidrépica ausente
presente
Quantificagao de células quantidade padrao
fibroblasticas do tecido conjuntivo abundante
gengival
Presenca de células inflamatdrias ausente

préximas ao epitélio Juncional
dispersas no tecido conjuntivo
mais d e 1/3 do tecido conjuntivo

Hialinizacdo do das fibras gengivais

ausente

ligamento periodontal

supracristais presente
Desorientacdo das fibras gengivais ausente
supracristais presente
Perda de insergéo das fibras ausente
gengivais supracristais presente
¢ |Contorno da crista 6ssea alveolar regular
o035 irregular
% 8 Lacunas de Howship ausente
o> poucas
- .
< muitas
Osteoclastos ausente
o 3:' presente
= E Células fibroblasticas do ligamento quantidade padrao
E 8 periodontal abundante
<§( O |Desorientagéo das fibras do ausente
o E ligamento periodontal presente
—'a [Perdade insercao das fibras do ausente

presente




81

4.3.3 Analise estatistica

Os valores obtidos para os pesos iniciais foram
analisados pelos testes ANOVA e Tukey com significancia de 5%.

A analise da alteracédo de peso ocorrida entre o inicio e 0
fim do experimento foi proposta de forma percentual visando adequar o
modelo experimental. Para que os dados da alteracdo de peso ocorrida
entre o inicio e o fim do experimento fossem validados estatisticamente,
estes foram submetidos a transformagdo angular (arco seno da raiz
quadrada da proporgéo mais uma constante de 0,5).

Com o propésito de verificar a confiabilidade e
reprodutibilidade das mensuracgdes lineares referentes a alteracdo da
perda éssea e insergcao periodontal, o examinador efetuou, para cada
analise, duas mensuragcdes em vinte espécimes, as quais foram
realizadas com intervalo de uma semana. A analise estatistica por meio
de teste t pareado foi utilizada com a finalidade de comprovar a
semelhancga entre as médias. Também o teste estatistico de correlacao
de Pearson foi utilizado.

Com a finalidade de verificar uma possivel interferéncia
das dietas experimentais na alteragcdo de peso, condicdo nutricional,
medidas de perda Ossea interproximal e insercdo periodontal
interproximal, os dados foram analisados conforme grupo SHAM e OVZ
pelos testes ANOVA e Tukey com significancia de 5%. A possivel
interferéncia da deficiéncia hormonal resultante do processo de castracao
foi avaliada pelo teste t independente.

Para cada andlise, as -caracteristicas histolégicas
consideradas representativas para o perfil do grupo foram dicotomizadas
em dois subgrupos sendo auséncia ou leve inflamagao periodontal e

moderada ou intensa inflamagédo periodontal. Os dados obtidos foram



82

analisados por meio do teste de analise de correspondéncia assimétrica
para os sitios sem e com doencga periodontal induzida por ligadura.

Os seguintes programas foram utilizados: Minitab for
Windows, versao 14.1 (Minitab Inc., State College, PA, USA); Statistix for
Windows, versao 8,0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA).



5 RESULTADOS

5.1 Alteracédo do peso corpéreo e condi¢ao nutricional

A distribuicdo dos animais para os grupos experimentais
foi feita aleatoriamente. Considerando os testes ANOVA e Tukey (5%)
para os grupos SHAM e OVZ, estes se mostraram homogéneos quanto
ao peso inicial dos animais, sendo observado em média para SHAM
304,09 (*35,10) e OVZ 300,67g (*34,46). Quando os animais foram
distribuidos entre os subgrupos SHAM (C, A, I) e OVZ (C, A, |) foi
observado maior peso no grupo SHAM para o subgrupo A em relagao aos
subgrupos C e |, sendo a diferencga estatistica significativa (p=0,0058). No
grupo OVZ, foi observado menor peso para o subgrupo C em relagdo aos
subgrupos A e |, sendo a diferenga estatistica significativa (p=0,00001).
Quando os subgrupos para dieta foram avaliados de forma n&o pareada
pelo teste t, apenas o subgrupo SHAM-I e OVZ-I diferiram
significativamente (p=0,002). As médias e desvio-padrao estéo

apresentados na Tabela 1 e Figura 24.

Tabela 1- Médias e desvio-padrdo do peso corpéreo inicial nos grupos
experimentais

SHAM (g) OVZ (g)
C 286 36,88 " 259,5%16,24 °
A 331%31,78° 315,5%16,24 "
| 295%18,41"* 327 *20,03 °*

Médias seguidas por letras mailsculas foram consideradas para coluna SHAM. Médias
seguidas por letras minusculas foram consideradas para coluna OVZ. Letras distintas
diferem estatisticamente entre si (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05). Médias
consideradas por linha entre SHAM e OVZ seguidas pelo simbolo (*) diferem
estatisticamente entre si (Teste t independente).
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Figura 24 — Peso corporeo inicial dos animais experimentais. Colunas seguidas por *
foram consideradas significativas para SHAM. Colunas seguidas por **
foram consideradas significativas para OVZ (ANOVA e post hoc Tukey,
p<0,05).

Em relacdo aos valores obtidos para o percentual da
alteracao de peso, foi observado que a dieta influenciou significativamente
os resultados, com ganho de peso no grupo SHAM para o subgrupo C em
relagdo aos subgrupos A e | e maior perda de peso para o subgrupo | em
relagdo ao subgrupo A (p=0,00001). Para o grupo OVZ foi observado
ganho de peso significativo para o subgrupo C em relagéo aos subgrupos
A e | (p=0,00001). Quando os subgrupos foram avaliados, a castragédo
contribuiu significativamente com o ganho de peso observado para o
subgrupo OVZ-C em relagdo aos animais SHAM-C (p=0,0001) e para a
perda de peso observada para o grupo OVZ-A em relacdo a SHAM-A
(p=0,0001). Os dados estao apresentados pela Tabela 2 e Figura 25.
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Tabela 2 - Médias e desvio padrao da alteragcdo do peso corporeo

percentual nos grupos experimentais

SHAM (%) OVZ (%)

C 15,50 ©9,52 ** 31,29 6,70 **
A -0,41%7,28 °* 2,63 *3,46 °*
| -3,47%7,60° 6,64 79,37 "

Médias seguidas por letras maiusculas foram consideradas para coluna SHAM. Médias
seguidas por letras minusculas foram consideradas para coluna OVZ. Letras distintas
diferem estatisticamente entre si (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05). Médias
consideradas por linha entre SHAM e OVZ seguidas pelo simbolo (*) diferem
estatisticamente entre si (Teste t independente).

**

Alteracdo do peso corpoéreo (%)
'_\
Q

Figura 25 - Alteracdo de peso corporeo dos animais experimentais. Colunas seguidas
por * foram consideradas significativas para SHAM. Colunas seguidas por **
foram consideradas significativas para OVZ (ANOVA e post hoc Tukey,
p<0,05).

Com o propédsito de avaliar se os grupos A e | seguiram a
proposta da dieta isocal6rica, os valores médios do consumo de ragéo e

das solugbes de etanol e solugado de sacarose isocalérica ao etanol 20%



86

foram registrados diariamente durante as oito semanas do experimento e
posteriormente convertidos em quilocalorias (Kcal).

Para as Kcal oriundas do consumo de ragado, foi
observado que a dieta influenciou significativamente os resultados, com
maior consumo calorico nos grupos SHAM e OVZ para os subgrupos C
em relacdo aos subgrupos A e | (p=0,00001) e auséncia de diferenca
significativa entre os subgrupos A e |. Quando os subgrupos foram
avaliados, a castracéao foi significativa para os subgrupos SHAM-C e OVZ-
C (p=0,0001) e entre SHAM-I e OVZ-I (p=0,0001). Os valores das médias
e desvio-padrdo para os diferentes subgrupos experimentais estdo

representados na Tabela 3 e figura 26.

Tabela 3 - Médias e desvio-padrao das Kcal resultantes do consumo de
ragao nos grupos experimentais

SHAM (Kcal) OVZ (Kcal)
C 66,36 ©0,87 "* 49,61%2,08 °*
A 33,13%4,07° 32,00°1,36"
| 33,7970,30 °* 31,39°0,18 °*

Médias seguidas por letras mailsculas foram consideradas para coluna SHAM. Médias
seguidas por letras minusculas foram consideradas para coluna OVZ. Letras distintas
diferem estatisticamente entre si (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05). Médias
consideradas por linha entre SHAM e OVZ seguidas pelo simbolo (*) diferem
estatisticamente entre si (Teste t independente).



87

8

3

*%*

consumo da ragéo (Kcal)
3 8 & 8 3

5

Q

A

Figura 26 — Consumo calérico em funcao da dieta sélida para os grupos experimentais.
Colunas seguidas por * foram consideradas significativas para SHAM.
Colunas seguidas por ** foram consideradas significativas para OVZ
(ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05).

Em relagéo as Kcal oriundas da dieta liquida, as analises
estatisticas ndo denotaram diferencas para SHAM (A e ) e OVZ (A e I),
mas foram observadas diferencas significativas entre SHAM-A, OVZ-A
(p=0,001) e entre SHAM-I, OVZ-l (p=0,001), demonstrando que a
castracao influenciou o consumo dos animais. Visto que o grupo controle
consumiu agua (caloria zero), este grupo nao participou dos testes
estatisticos. Os valores médios e o desvio-padrdo para os diferentes

subgrupos experimentais estao representados na Tabela 4 e Figura 27.

Tabela 4 - Médias e desvio padrao das Kcal resultantes do consumo
liquido nos grupos experimentais

SHAM (Kcal) OVZ (Kcal)
A 20,77 *0,489 ** 18,88 = 0,924 **
| 20,39*0,425 ** 19,45 *0,639 **

Médias seguidas por letras mailsculas foram consideradas para coluna SHAM. Médias
seguidas por letras minusculas foram consideradas para coluna OVZ. Letras distintas
diferem estatisticamente entre si. Médias consideradas por linha entre SHAM e OVZ
seguidas pelo simbolo (*) diferem estatisticamente entre si (Teste t independente).
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Figura 27 — Consumo calorico em fungdo da dieta liquida para os grupos experimentais.
Colunas seguidas por * foram consideradas significativas para SHAM.
Colunas seguidas por ** foram consideradas significativas para OVZ
(ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05).

O percentual de consumo calérico que a ragédo e a dieta

liquida representaram no consumo calérico total por grupo esta

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Médias e desvio-padrao do percentual de Kcal representado
pelo consumo da ragcdo e dieta liquida nos grupos
experimentais

SHAM (% Kcal) OVZ (% Kcal)
Racao Liquido Total Racao Liquido Total
100 0 100 100 0 100
61,25*3,37 | 38,75*3,37 100 62,90 *0,78 37,09 0,77 100
62,36 0,58 | 37,63*0,57 100 61,39 *1,07 38,60 *1,07 100
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5.2 AvaliagOes periodontais

A analise estatistica por meio de teste t pareado foi
utilizada com a finalidade de verificar a confiabilidade e reprodutibilidade
das mensuragdes lineares. Nao foram observadas diferengas estatisticas
entre as duas mensuracgdes realizadas com intervalo de uma semana
tanto para avaliagdo da perda Ossea quanto do nivel de insergao
periodontal (p>0,05). Os coeficientes de correlagao (r) encontrados foram

0,9953 e 0,9235 respectivamente e indicaram alta confiabilidade.

5.2.1 Avaliacao histomorfométrica do nivel ésseo interproximal

5.2.1.1 Auséncia de doenca periodontal

Na auséncia da doenca periodontal induzida, foi
observada, para os grupos SHAM e OVZ, perda 6ssea significativa para o
subgrupo A em relagdo aos subgrupos | e C (respectivamente SHAM,
p=0,0005; OVZ, p=0,0002) sugerindo influencia da dieta alcodlica para
ratas com e sem deficiéncia estrogénica. Quando os subgrupos foram
avaliados, foi observada perda 6ssea significativa quando o subgrupos A
e | estavam associados a ovariectomia, sendo SHAM-A, OVZ-A (p=0,001)
e SHAM-I, OVZ-l (p=0,037), sugerindo que a castracao interferiu para os
grupos com deficiéncia nutricional induzido uma maior perda éssea.

As médias e desvio padrao para os seis tratamentos

foram apresentadas na Tabela 6 e Figura 28.
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Tabela 6- Médias e desvio padrdo do NOi nos grupos experimentais sem
doenca periodontal induzida

SHAM (um) OVZ (um)
C 266,90 *32,31 " 324,49748,83°
A 390,24 *34,28 °* 515,65 *37,45 °*
| 302,52 41,41 "* 391,47 *62,20 **

Médias seguidas por letras mailsculas foram consideradas para coluna SHAM. Médias
seguidas por letras minusculas foram consideradas para coluna OVZ. Letras distintas
diferem estatisticamente entre si (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05). Médias
consideradas por linha entre SHAM e OVZ seguidas pelo simbolo (*) diferem
estatisticamente entre si (Teste t independente).

600+

500+

NOI (um)

Figura 28 — Nivel 6sseo interproximal (NOi) dos grupos experimentais sem doencga
periodontal induzida. Colunas seguidas por * foram consideradas
significativas para SHAM. Colunas seguidas por ** foram consideradas
significativas para OVZ (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05).

5.2.1.2 Presencga da doenca periodontal

Quando a doenca periodontal foi induzida por meio da
ligadura foi observada, para os grupos SHAM e OVZ, menor perda éssea

para o subgrupo C em relagéo aos subgrupos A e |, sendo esta diferenca
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significativa (respectivamente SHAM, p=0,0105; OVZ, p=0,0161)
sugerindo que deficiéncia nutricional agravou a perda éssea para ratas
sem e com deficiéncia estrogénica. Quando os subgrupos foram
avaliados, o nivel ésseo ndo se mostrou significativamente associado a
ovariectomia, sendo que nao foram notadas diferengas estatisticas entre
os subgrupos C (SHAM-OVZ), A (SHAM-OVZ) e | (SHAM-OV2Z).

As médias e desvio-padrdo para os seis tratamentos

foram apresentadas na Tabela 7 e Figura 29.

Tabela 7 - Médias e desvio padréao do NOi nos grupos experimentais com
doenga periodontal induzida

SHAM (um) OVZ (um)
C 625,0 100,72 " 644,6 796,16 °
A 812,9°89,75° 824,6 66,53 °
| 798,2%76,45° 795,3799,33"°

Médias seguidas por letras maiusculas foram consideradas para coluna SHAM. Médias
seguidas por letras minusculas foram consideradas para coluna OVZ. Letras distintas
diferem estatisticamente entre si (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05). Médias
consideradas por linha entre SHAM e OVZ seguidas pelo simbolo (%) diferem
estatisticamente entre si (Teste t independente).

1000+
900+
800+ *
700+
600
500+
400+
300
200+
100+

*%*

NOi (um)

C A | C

Figura 29 — Nivel 6sseo interproximal (NOi) dos animais experimentais com doenga
periodontal induzida. Colunas seguidas por * foram consideradas
significativas para SHAM. Colunas seguidas por ** foram consideradas
significativas para OVZ (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05).
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5.2.2 Avaliacéo da insergao periodontal interproximal

5.2.2.1 Auséncia de doenca periodontal

Para o grupo SHAM, sem indug¢do doenga periodontal foi
observado menor valor de |IPi para o subgrupo C em relacéo ao subgrupo
A e subgrupo |, sendo a diferenca significativa (p=0,0039). No grupo OVZ
nao foram observadas diferengcas estatisticas entre os subgrupos. Os
dados sugeriram que a deficiéncia nutricional foi capaz de induzir perda
de insergao para animais SHAM. Quando os subgrupos foram analisados
observou-se que os grupos SHAM-C e OVZ-C diferiram significativamente
(p=0,004) com uma maior perda de insergéo para animais OVZ-C.

As meédias e desvio-padrdo para os seis tratamentos

podem ser observadas na Tabela 8 e Figura 30.

Tabela 8- Médias e desvio padréo do IPi nos grupos experimentais sem
doenga periodontal induzida.

SHAM (um) OVZ (um)
C 34,9179,69"* 76,70 18,66 **
A 91,20%23,72° 103,62 %21,82°
| 100,91 *37,76 © 71,08 746,90 °

Médias seguidas por letras mailsculas foram consideradas para coluna SHAM. Médias seguidas por letras
minUsculas foram consideradas para coluna OVZ. Letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e
post hoc Tukey, p<0,05). Médias consideradas por linha entre SHAM e OVZ seguidas pelo simbolo (%) diferem
estatisticamente entre si (Teste t independente).
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Figura 30 — Insergédo periodontal interproximal (IPi) dos animais experimentais sem
doenca periodontal induzida. Colunas seguidas por * foram consideradas
significativas para SHAM. Colunas seguidas por ** foram consideradas
significativas para OVZ (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05).

5.2.1.2 Presenca da doenca periodontal

Quando a doenga periodontal foi induzida por meio da
ligadura ndo foram observadas diferencgas significativas para IPi, para os
grupos SHAM e OVZ nos subgrupos C, A e |, sugerindo ndo haver
interferéncia da dieta na perda de insercdo periodontal. Quando a
insercao periodontal foi avaliada nos subgrupos em fungdo da castragéao
nao foram verificadas diferencas entre SHAM e OVZ. As médias e desvios

padrao foram apresentados na Tabela 9 e Figura 31.
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Tabela 9 - Médias e desvio padréo do IPi nos grupos experimentais com

doenca periodontal induzida

SHAM (um) OVZ (um)
C 391,8%58,77 " 459,3%75,67 °
A 522,2*102,99 " 527,6 281,55 *
| 474,6*87,81" 555,4 *92.47 *

Médias seguidas por letras mailsculas foram consideradas para coluna SHAM. Médias
seguidas por letras minusculas foram consideradas para coluna OVZ. Letras distintas
diferem estatisticamente entre si (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05). Médias
consideradas por linha entre SHAM e OVZ seguidas pelo simbolo (*) diferem

estatisticam

800
700+
600+
500+

400+

IPi (pm)

300+

200+

100+

ente entre si (Teste t independente).

C A | C A

Figura 31 — Insergédo periodontal interproximal (IPi) dos animais experimentais com

doenca periodontal induzida. Colunas seguidas por * foram consideradas
significativas para SHAM. Colunas seguidas por ** foram consideradas
significativas para OVZ (ANOVA e post hoc Tukey, p<0,05).
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5.2.3 Avaliagéo histoldgica do processo inflamatoério e reabsorgéo éssea

interproximal

Foram observados aspectos microscopicos bastantes

distintos entre animais com e sem a indu¢cdo da doencga periodontal.

5.2.3.1 Auséncia de doenca periodontal

Os cortes histoloégicos dos espécimes sem indugéo da
periodontite apresentaram epitélio juncional posicionado na JCE ou
discretamente migrado em direcdo apical A maioria dos espécimes
mostrou auséncia ou leve proliferagdo epitelial sendo algumas vezes
também observada uma proliferacdo mais acentuada com perda de
organizagcdo das camadas epiteliais, as quais se comportavam de forma
enovelada com perda da adesao celular, constantemente havia presenca
de degeneracao hidropica.

De um modo geral, havia auséncia da inflamacéo ou se
observava presenca de células inflamatérias mononucleadas, dispostas
no tecido conjuntivo logo abaixo do epitélio juncional. O tecido conjuntivo
frequentemente exibia um padrdo de normalidade quanto a quantificagao
dos fibroblastos, os quais exibiam nucleos alongados e evidentes. Os
feixes de fibras colagenas apresentavam um padrdao de alinhamento
paralelo formando grandes bandas na regido supracristal, sendo
raramente observada perda de orientagdo. Vasos sanguineos por vezes
congestos estavam presentes.

A crista 6ssea alveolar inter-radicular exibiu extremidade
arredondada ou estava levemente irregular, sendo nestes casos visivel

lacunas de reabsorgcéo éssea (lacunas de Howship) mesmo na porcao
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mais coronaria. As regides mais profundas da crista 6ssea apresentavam
maiores irregularidades, sendo bastante evidente a remodelagéo Ossea
em virtude da movimentacdo dentaria fisiolégica observada dentro da
normalidade em roedores. No ligamento periodontal foram observados
canais vasculares, fibroblastos alongados e feixe de fibras colagenas bem
direcionadas, cujas fibras de Sharpey estavam bem inseridas no osso
alveolar inter-radicular e no cemento. Também foram observados
espécimes com perda de orientagdo e perda de insercédo do ligamento
periodontal.

O tecido 6sseo exibiu aspecto regular e denso, com
muitos osteodcitos distribuidos homogeneamente e poucos espagos
medulares.

O comportamento histolégico para os seis grupos

analisados pode ser observado nas Figuras 32, 33, 34, 35, 36 e 37.

Figura 32 - Imagem representativa do grupo C-SHAM sem indugdo da doenca
periodontal (HE, 100x).



97

Figura 33 - Imagem representativa do grupo C-OVZ sem indugéo da doencga periodontal
(HE, 100x).

Figura 34 - Imagem representativa do grupo A-SHAM sem indugdo da doenca
periodontal (HE, 100x).
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Figura 35 - Imagem representativa do grupo A-OVZ sem inducdo da doenga periodontal
(HE, 100x).

Figura 36 - Imagem representativa do grupo I-SHAM sem indu¢édo da doenga periodontal
(HE, 100x).
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Figura 37 - Imagem representativa do grupo I-OVZ sem inducdo da doencga periodontal
(HE, 100x).

O comportamento histolégico percentual para os seis

subgrupos analisados foi apresentado no Quadro 2.
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Quadro 2 - Comportamento histoldégico periodontal interproximal dos
animais sem indugéo da doenca periodontal (continua

ANIMAIS SEM INDUGAO DA DOENGCA PERIODONTAL - DADOS EM %

Caracteristicas histoldgicas SHAM ovz
c | A [ 1 c | A [ 1
posicionamento do epitélio juncional
padrao de normalidade 60 0 20 60 0 80
apical a JCE 40 100 80 40 100 20
o proliferagdo do epitélio juncional
\: ausente 60 0 20 40 0 20
E leve 40 80 80 40 80 60
H intensa 0 20 0 20 20 20
degeneracgao hidrépica
ausente 40 0 60 0 0 40
presente 60 100 40 100 100 60
quantificacdo de células
fibroblasticas do tecido conjuntivo
gengival
quantidade padrio 80 80 80 100 80 100
abundante 20 20 20 0 20 0
presenca de células Inflamatdrias
o interproximais
g ausente 60 80 0 40 0 20
‘;9 proximas ao epitélio juncional 40 20 80 60 60 80
o dispersas no tecido conjuntivo 0 0 20 0 40 0
g mais de 1/3 do tecido conjuntivo 0 0 0 0 0 0
E hialinizagao das fibras gengivais
2 supracristais
o ausente 100 100 100 100 100 100
§ presente 0 0 0 0 0 0
E desorientacao das fibras gengivais
~ supracristais
ausente 100 80 100 100 80 60
presente 0 20 0 0 20 40
perda de insercao das fibras
gengivais supracristais
ausente 100 100 100 100 100 100
presente 0 0 0 0 0 0
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Quadro 2 - Comportamento histolégico periodontal interproximal dos
animais sem indugéo da doenca periodontal (concluséo)

contorno da crista dssea alveolar
2,:‘ regular 100 100 80 100 80 60
—
i 0 0 20 0 20 40
o irregular
E lacunas de Howship
(@) ausente 100 100 40 80 80 60
(7))
8 poucas 0 0 40 20 20 40
muitas 0 0 20 0 0 0
osteoclastos
ausente 100 100 80 80 40 40
presente 0 0 20 20 60 60
< quantifica¢do de células do
= . .
2 ligamento periodontal
8 quantidade padrdo 100 40 80 100 80 40
g abundante 0 60 20 0 20 60
V8]
o desorientagao das fibras do
8 ligamento periodontal
E ausente 100 80 80 100 40 60
<§t presente 0 20 20 0 60 40
(©)
= perda de insergdo das fibras do
ligamento periodontal
ausente 100 100 80 100 100 100
presente 0 0 20 0 0 0

Os dados considerados representativos para o perfil dos
subgrupos SHAM (C, A e |) e OVZ (C, A e |) foram separados para
consideracgdes relacionadas com auséncia ou leve inflamagéo periodontal
e condicbes relacionadas com moderada ou intensa inflamagao
periodontal e a analise de correspondéncia foi aplicada com a finalidade
de visualizar os resultados.

Para o grupo SHAM, sem indugéo da doencga periodontal,
foram consideradas 24 caracteristicas histoldégicas que variavam entre os
subgrupos. A Figura 38 representa o perfil da distribuicdo das
caracteristicas consideradas para os subgrupos SHAM. Nesta, observa-se
a representacdo para trés subgrupos distintos (C, A e I) e suas

caracteristicas histolégicas, os quais foram indicados por pontos em um
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espago bidimensional. As magnitude para as distdncias foram
respectivamente distancia 1. 63,91% e distancia 2. 36,01% e
representaram o percentual de projecdo das caracteristicas histoldgicas
para o eixo 1 e 2. Considerando os dois eixos de analise o subgrupo | foi
melhor representado no eixo 1 (correlagdo de 0,934), seguido pelo
subgrupo A (correlagéo de 0,715) os quais apresentaram perfis bastante
distintos. Ja& o subgrupo C foi melhor representado no eixo 2 (correlagao
de 0,935) se caracterizando como um grupo intermediario a | e A.

As caracteristicas histolégicas que respectivamente
distinguiram o subgrupo A dos demais foram: 14 e 18 e 22 (visto a
frequéncia de proliferacédo intensa do epitélio juncional, fibras colagenas
do tecido gengival desorganizadas e quantidade abundante de células
fibroblasticas do tecido gengival, sendo estas caracteristicas compativeis
com inflamagcdo moderada a intensa), para o subgrupo C foi a
caracteristica 1 (com um predominio de espécimes sem migrag&o apical
do epitélio juncional em relacdo aos demais subgrupos) e para o
subgrupo | foram as caracteristicas: 17, 19, 20, 21, 24 e 12 (considerando
a frequéncia de células inflamatérias dispersas no tecido conjuntivo,
contorno da crista Ossea irregular, presenca de lacunas de Howship,
osteoclastos e perda de insercdo das fibras do ligamento periodontal,
sendo compativeis com inflamagédo moderada a intensa). As demais
caracteristicas apresentaram baixa inércia, portanto baixa variabilidade

entre os subgrupos analisados.
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Dimenséo 1: 63,91%.
e Legenda
Posicionamento epitelial 1 Padrédo de normalidade 13 Apical a JCE
Proliferagao epitelial 2 Ausente ou leve 14 Intensa
Degeneracao hidropica 3 Ausente 15 Presente
Quantificagao de células fibroblasticas |4  Quantidade padrao 16 Abundante
gengivais
Presenca de células inflamatérias 5 Ausente ou proximas 17 Dispersas ou
interproximais ao epitélio juncional ocupando mais de 1/3
do tecido conjuntivo
Desorientagdo das fibras gengivais 6 Ausente 18 Presente
supracristais
Contorno da crista 6ssea alveolar 7 Regular 19 Irregular
Lacunas de Howship 8 Ausente ou poucas 20 Muitas
Osteoclastos 9 Ausente 21 Presente
Quantificagdo de células fibroblasticas | 10 Quantidade padrédo 22 Abundante
do ligamento periodontal
Desorientagéo das fibras do ligamento | 11 Ausente 23 Presente
periodontal
Perda de insergao das fibras do 12 Ausente 24 Presente
ligamento periodontal

Figura 38 - Representagédo do perfil de distribuicdo das caracteristicas histol6gicas em
funcdo dos subgrupos SHAM sem indugdo da doenga periodontal.
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Para o grupo OVZ, sem indugédo da doenga periodontal, foram
consideradas 22 caracteristicas histolégicas que variavam entre os
subgrupos. A Figura 39 representa o perfil da distribuicdo das
caracteristicas para os subgrupos OVZ. Observou-se que as magnitude
para as distancias foram respectivamente distancia 1: 55,14% e distancia
2: 44,86%, sendo que o subgrupo | foi melhor representado no eixo 1
(correlacéo de 0,922), seguido pelo subgrupo A (correlagao de 0,601) os
quais apresentaram perfis bastante distintos. Ja o subgrupo C foi
representado no eixo 1 (correlagdo de 0,947) se caracterizando como um
grupo intermediario entre | e A. As caracteristicas histolégicas que
respectivamente distinguiram o subgrupo A dos demais foram: 16, 15, 12
e 22 (considerando a frequéncia de células inflamatérias dispersas no
tecido conjuntivo, quantidade abundante de fibroblastos no tecido
conjuntivo gengival, migragcado apical do epitélio juncional, desorientagao
das fibras do ligamento periodontal, sendo estas caracteristicas
compativeis com inflamagdo moderada a intensa). O subgrupo C néo se
distinguiu por nenhuma caracteristica em especial, e para o subgrupo |
foram as caracteristicas: 3, 21, 18 e 17 (auséncia de degeneragao
hidrépica, quantidade abundante de fibroblastos no ligamento periodontal,
contorno da crista Ossea irregular e fibras colagenas supracristal
desorganizadas, na sua maioria compativeis com inflamagédo moderada a
intensa). As demais caracteristicas apresentaram baixa variabilidade

entre os subgrupos analisados.
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Dimenséao 1: 55,14%.
e Legenda
Posicionamento epitelial 1 Padrédo de normalidade 12 Apical a JCE
Proliferacao epitelial 2 Ausente ou leve 13 Intensa
Degeneracao hidropica 3 Ausente 14 Presente
Quantificagéo de células fibroblasticas |4 Quantidade padrédo 15 Abundante
gengivais
Presenca de células inflamatérias 5 Ausente ou proximas 16 Dispersas ou
interproximais ao epitélio juncional ocupando mais de 1/3
do tecido conjuntivo
Desorientagdo das fibras gengivais 6 Ausente 17 Presente
supracristais
Contorno da crista 6ssea alveolar 7 Regular 18 Irregular
Lacunas de Howship 8 Ausente ou poucas 19 Muitas
Osteoclastos 9 Ausente 20 Presente
Quantificagdo de células fibroblasticas | 10 Quantidade padrédo 21 Abundante
do ligamento periodontal
Desorientagéo das fibras do ligamento | 11 Ausente 22 Presente
periodontal

Figura 39 - Representacao do perfil da distribuicdo das caracteristicas histolégicas em
funcdo dos subgrupos OVZ sem indugéo da doenga periodontal.
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A Figura 40 representa o perfil da distribuicdo das
caracteristicas para os subgrupos SHAM e OVZ, sem doencga periodontal,
considerando as 24 caracteristicas histolégicas que variavam entre os
subgrupos em funcdo dos eixos resultantes da analise de
correspondéncia. Observa-se que os subgrupos estdo bem distribuidos
ao longo do eixo principal, refletindo suas diferencas sobre caracteristicas
histologicas especificas. Os subgrupos | (SHAM e OVZ) e C (SHAM e
OVZ) sao relativamente homogéneos enquanto que A (SHAM e OVZ) néao
foram representados pelas mesmas caracteristicas histoldgicas, sendo
que a deficiéncia hormonal e a dieta alcodlica influenciaram padrdes
histologicos representados pela presenca de células inflamatérias
dispersas no tecido conjuntivo e desorientagcdo das fibras do ligamento

periodontal.
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e Legenda
Posicionamento epitelial 1 Padrdo de normalidade 13 Apical a JCE
Proliferacao epitelial 2 Ausente ou leve 14 Intensa
Degeneracéao hidropica 3 Ausente 15 Presente
Quantificagdo de células fibroblasticas |4 Quantidade padrao 16 Abundante
gengivais
Presenca de células inflamatérias 5 Ausente ou préximas 17 Dispersas ou
interproximais ao epitélio juncional ocupando mais de 1/3
do tecido conjuntivo
Desorientagéo das fibras gengivais 6 Ausente 18 Presente
supracristais
Contorno da crista 6ssea alveolar 7 Regular 19 lIrregular
Lacunas de Howship 8 Ausente ou poucas 20 Muitas
Osteoclastos 9 Ausente 21 Presente
Quantificagao de células fibroblasticas | 10 Quantidade padrao 22 Abundante
do ligamento periodontal
Desorientagéo das fibras do ligamento | 11 Ausente 23 Presente
periodontal
Perda de insergéo das fibras do 12 Ausente 24 Presente
ligamento periodontal

Figura 40 - Representagédo do perfil da distribuicdo das caracteristicas histolégicas em
fungéo dos subgrupos SHAM e OVZ sem indug¢ao da doencga periodontal.
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5.2.3.2 Presencga da doenga periodontal

Os animais que tiveram a indugéo da periodontite por meio da
ligadura de algoddo apresentaram epitélio juncional achatado
evidentemente migrado na direc&o apical a JCE. Este se apresentava, por
vezes, ulcerado ou rompido, em virtude da metodologia adotada. As areas
preservadas mostravam-se proliferadas, com ninhos epiteliais em
degeneragdo, presenca de perda de adesdo celular e degeneragao
hidropica.

O tecido conjuntivo raramente exibia quadro inflamatério.
Quase a totalidade dos animais apresentava feixes de fibras colagenas,
com perda de orientacdo e hialinizacdo; raramente se observava a
‘pbanda” de fibras colagenas dispostas paralelamente na regido
supracristal.

O ligamento periodontal estava modificado, constituido
por tecido conjuntivo com fibras colagenas dispostas em diversas
orientacdes, muitas vezes desorganizadas havendo perda de insercéo.

A crista Ossea inter-radicular exibiu aspecto bastante
irregular; presenca de crateras e lacunas de reabsorg¢ao, algumas vezes
acompanhadas de células gigantes multinucleadas. Em alguns espécimes
0 osso alveolar tinha aspecto fragmentado, sugestivo de atividade de
remodelacdo Ossea, sendo também observada a separacdo da crista
Ossea inter-radicular em duas laminas verticais unidas por uma faixa de
tecido conjuntivo fibroso. As Figuras 41, 42, 43, 44, 45 e 46 exemplificam

0S seis grupos experimentais.
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Figura 41 - Imagem representativa do grupo C-SHAM com indugdo da doenga
periodontal (HE, 100x).

Figura 42 - Imagem representativa do grupo C-OVZ com indu¢éo da doenca periodontal
(HE, 100x).
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Figura 43 - Imagem representativa do grupo A-SHAM com indugcdo da doencga
periodontal (HE, 100x).

Figura 44 - Imagem representativa do grupo A-OVZ com indugéo da doenga periodontal
(HE, 100x).
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Figura 45 - Imagem representativa do grupo I-SHAM com indu¢édo da doenga periodontal
(HE, 100x).

Figura 46 - Imagem representativa do grupo I-OVZ com indugdo da doencga periodontal
(HE, 100x).
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O comportamento histolégico para os seis grupos

Quadro 3 - Comportamento histoldégico periodontal interproximal dos
animais com indugéo da doenga periodontal

(continua)

ANIMAIS COM DOENCA PERIODONTAL INDUZIDA POR MEIO DE LIGADURA - DADOS

EM %
Caracteristicas histoldgicas SHAM ovz
c | A [ c | A ] 1
posicionamento do epitélio
juncional
padrdo de normalidade 0 0 0 0 0 0
apical a JCE 100 100 100 100 100 100
o| proliferacdo do epitélio juncional
E ausente 0 0 0 0 0 0
E leve 20 0 0 0 0 0
intensa 80 100 100 100 100 100
degeneracgao hidrépica
ausente 0 0 0 0 0 0
presente 100 100 100 100 100 100
quantificagcao de células
fibroblasticas do tecido conjuntivo
gengival
quantidade padrado 100 100 100 100 100 100
o abundante 0 0 0 0 0 0
‘2‘ presenca de células Inflamatdrias
g interproximais
("'5' ausente 60 80 100 100 40 0
g proximas ao epitélio juncional 40 20 0 0 60 100
E dispersas no tecido conjuntivo 0 0 0 0 0 0
g mais de 1/3 do tecido conjuntivo 0 0 0 0 0 0
8 hialinizagao das fibras gengivais
8 supracristais
O ausente 0 20 40 0 0 20
E presente 100 80 60 100 100 80
desorientagao das fibras gengivais
supracristais
ausente 0 0 20 0 0 0
presente 100 100 80 100 100 100
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Quadro 3 - Comportamento histolégico periodontal interproximal dos
animais com indugéo da doencga periodontal (concluséo)

perda de insergao das fibras
gengivais supracristais
ausente 20 20 20 0 40 20
presente 80 80 80 100 60 80
contorno da crista dssea
o alveolar
S regular 0 0 0 0 0 0
<u>3 irregular 100 100 100 100 100 100
= lacunas de Howship
g ausente 0 20 0 0 0 0
(o] poucas 100 80 80 100 20 20
muitas 0 0 20 0 80 80
osteoclastos
ausente 40 80 40 20 80 40
presente 60 20 60 80 20 60
=<| quantificagdo de células do
E ligamento periodontal
8 quantidade padrio 40 100 100 100 80 100
S abundante 60 0 0 o | 20 0
a desorientacao das fibras do
g ligamento periodontal
i ausente 0 0 20 0 0 0
<§( presente 100 100 80 100 100 100
g perda de insergao das fibras
do ligamento periodontal
ausente 0 20 40 0 40 0
presente 100 80 60 100 60 100

Os dados considerados representativos para o perfil dos
subgrupos SHAM (C, A e I) e OVZ (C, A e |) foram separados para
consideragdes relacionadas com auséncia ou leve inflamagéo periodontal
e condicbes relacionadas com moderada ou intensa inflamagao
periodontal e a analise de correspondéncia foi aplicada com a finalidade

de visualizar os resultados.
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Para o grupo SHAM, com indugdo da doenca periodontal,
foram consideradas 18 caracteristicas histoldgicas que variavam entre os
subgrupos. A Figura 47 representa o perfil da distribuicdo das
caracteristicas para os subgrupos. O eixo 1 foi considerado de maior
projecao (74,23%) em relagéo ao eixo 2 (25,77%) sendo o subgrupo C
melhor representado no eixo 2 (correlacédo de 0,943), seguido pelo
subgrupo | (correlacédo de 0,831) os quais apresentaram perfis bastante
distintos. J&4 o subgrupo A foi representado no eixo 1 (correlagdo de
0,954) se caracterizando como um grupo intermediario entre C e |. As
caracteristicas histolégicas que respectivamente distinguiram o subgrupo
C dos demais foram: 16 e 1 (quantidade abundante de células
fibroblasticas do ligamento periodontal e leve proliferagdo do epitélio
juncional) e para o subgrupo | foram: 8, 3, 14, 2 e 9 (fibras do tecido
gengival supracristal orientadas paralelamente, fibras do ligamento
periodontal bem orientadas, presenca de muitas lacunas de Howship,
auséncia de hialinizacdo de fibras colagenas supracristais e fibras do
ligamento periodontal bem inseridas, na sua maioria compativeis com
auséncia ou leve inflamagdo). O subgrupo A ndo apresentou
caracteristicas histolégicas especificas com maior correlagdo com a
caracteristica 6 (auséncia de osteoclastos). As demais caracteristicas

apresentaram baixa variabilidade entre os subgrupos analisados.
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e Legenda
Proliferacao epitelial 1 Ausente ou leve 10 Intensa
Hialinizag&o das fibras colagenas 2  Ausente 11 Presente
gengivais
Desorientagdo das fibras gengivais 3 Ausente 12 Presente
supracristais
Insergdo das fibras gengivais 4  Ausente 13 Presente
supracristais
Lacunas de Howship 5 Ausente ou poucas 14 Muitas
Osteoclastos 6 Ausente 15 Presente

Quantificagdo de células fibroblasticas do |7 Quantidade padrdo 16 Abundante
ligamento periodontal

Desorientagdo das fibras do ligamento 8 Ausente 17 Presente
periodontal
Perda de insergéo das fibras do ligamento |9  Ausente 18 Presente
periodontal

Figura 47 - Representagédo do perfil da distribuigdo das caracteristicas histologicas em
fungéo dos subgrupos SHAM com indugdo da doenca periodontal.

Para o grupo OVZ, com indugéo da doencga periodontal, foram
consideradas 12 caracteristicas histolégicas que variavam entre o0s

subgrupos. A Figura 48 representa o perfil da distribuicdo das
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caracteristicas para os subgrupos. Foi verificado que o eixo 1 foi
considerado de maior projecéo (74,25%) em relacéo ao eixo 2 (24,75%),
sendo que o subgrupo C foi melhor representado no eixo 1 (correlagcéo de
0,900), seguido pelo subgrupo A (correlacdo de 0,893) os quais
apresentaram perfis bastante distintos. Ja o subgrupo | foi representado
no eixo 2 (correlagdo de 0,667). As caracteristicas histologicas que
respectivamente distinguiram o subgrupo A dos demais foram: 2, 4,6 e 11
(fibras colagenas gengivais inseridas em cemento, auséncia de
osteoclastos, quantidade abundante de fibroblastos no ligamento
periodontal, compativeis na sua maioria com auséncia ou leve
inflamacéo), para o subgrupo C foi a 3 (poucas lacunas de Howship), e
para o subgrupo | foi a 1 (auséncia de hialinizagdo das fibras colagenas
supracristais). As demais caracteristicas apresentaram baixa variabilidade

entre os subgrupos analisados.
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Figura 48 - Representacao do perfil da distribuicdo das caracteristicas histolégicas em
fungéo dos subgrupos OVZ com indugéo da doenca periodontal.

A Figura 49 representa o perfil da distribuicdo dos subgrupos
SHAM e OVZ, com doenga periodontal, considerando as 18
caracteristicas histolégicas que variavam entre os subgrupos em fungéo
dos eixos resultantes da analise de correspondéncia. Observa-se
heterogeneidade para a distribuicdo dos subgrupos ao longo do eixo

principal, refletindo marcantes diferengcas sobre caracteristicas
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histolégicas. Apenas os subgrupos |I-OVZ e A-OVZ séao relativamente
homogéneos, tendo como representacdo comum a presenca de muitas
lacunas de Howship, enquanto que os demais subgrupos nao foram

representados pelas mesmas caracteristicas histolégicas.

2
§-SHAM

o 11

> 2 C-0VZ

lo)) ® A—SI--IAI\/EL .

()] 15

(QV 9 % ¢

s 18

N 0 ® 100 }2

o 1

S il C-SHAM !

N o »

cC 16

Q o

= 14 A 1-OVZ

8 -1-

A-OVZ
|
-2
1 1 1 1
-2 -1 0 1 2
Dimenséao 1:38,73%o.

e Legenda
Proliferacao epitelial 1 Ausente ou leve 10 Intensa
Hialinizagéo das fibras colagenas 2  Ausente 11 Presente
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Figura 49 - Representacdo das caracteristicas histolégicas em fungdo dos subgrupos
SHAM e OVZ com indugao da doencga periodontal.




6 DISCUSSAO

A identificagdo do alcoolismo feminino, em atendimentos
primarios, parece ser deficiente e desvalorizada. O que se observa € um
crescente aumento do consumo abusivo do etanol com gastos
desnecessarios para o setor publico, visto que esta patologia pode ser
prevenida ou tratada e que, quando progressiva, implica em fraturas e uso
de medicamentos para o controle das doencgas sistémicas associadas ao
etanol.

Para se implantar programas de prevenc&o adequados
para esta questdo, é indispensavel conhecer a realidade cientifica sobre
as consequéncias para este assunto. Basicamente sao necessarios
levantamentos populacionais gerais e especificos para o alcoolismo,
indicadores estatisticos e estudos que indiquem o risco para uma maior
probabilidade de um dano a saude em longo prazo.

Segundo estudo de Galduroéz et al. (2005) estimou-se que
68% da populagao brasileira ja tenha consumido derivados do etanol,
proporgcdes proximas aos 70% do Chile e aos 80% dos Estados Unidos
(EUA). Estes dados, associados a fatores que influenciam a dependéncia
ao etanol, inclusive fatores genéticos (Zakari, 2006), aos danos teciduais
diretos ou indiretos e patologias associadas (Santolaria et al., 2000; Al-
Sanouri et al., 2005; Gonzales-Reimers et al., 2005; Epstein et al., 2007;
Seitz, 2007; Moe, 2008) assim como as consequéncias sociais negativas
proprias da fase de dependéncia alcodlica (Addorolato et al., 1997; WHO,
1999; Santolaria et al., 2000), tornam o alcoolismo uma questédo de saude

publica.
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O impacto do consumo abusivo do etanol é
frequentemente maior em mulheres jovens, causando dentre outras
patologias, disfungéo endocrina e reprodutiva (Angustynska et al., 2007).
Entretanto, espera-se um aumento do impacto nas mulheres com maior
idade nos préximos vinte anos, devido a maior expectativa de vida e
maior probabilidade do sinergismo do etanol com fatores associados a
pds-menopausa e medicamentos utilizados para o controle da ansiedade
e depressao (Epstein et al., 2007).

A deficiéncia hormonal pds-menopausa, particularmente
do estrégeno, estd associada ao desenvolvimento de varias patologias,
dentre estas osteoporose e doencas coronarianas (Friedlander, 2002).
Assim como o alcoolismo, a osteoporose foi citada por varios estudos
como um problema social devido a seus fatores sociais, fisicos e impacto
econdbmico (Anbinder et al., 2006; Haussler et al., 2007; Edwards;
Miogliorati, 2008).

Embora alguns estudos sugiram que, para mulheres
acima de sessenta anos, o consumo do etanol aumente o risco para o
cancer, doencas hepaticas e neurocognitivas (Seitz, 2007), existem
pesquisas que indicam que as mulheres, especialmente para aquelas que
ndo fazem TRH, possam ser beneficiadas pelo consumo em baixa
dosagem de etanol, contribuindo com a protecdo de doencgas
coronarianas e osteoporose pelo aumento progressivo nos niveis de
estrogeno (Gavaler et al., 2005; Epstein et al., 2007). Portanto, o consumo
em baixa dosagem né&o pode ser considerado totalmente prejudicial.

Outra dificuldade é definir o que € baixa dosagem, visto
que os efeitos variam conforme indice de massa corporal, medicamentos
associados, tipo de bebida, momento e frequéncia da ingestéo e presenca
de alimentos no estdbmago. Diante destas informacdes, sugere-se que a
recomendagdo para o consumo em baixa dosagem por mulheres mais
velhas seja feita com extrema precaugéo; sobretudo, se considerarmos a

frequente associagao entre o consumo do etanol e do tabaco.
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Dentre a literatura revisada, alguns estudos
demonstraram a relacdo positiva entre a osteoporose e a doenga
periodontal (Duarte et al., 2004; Amadei, 2007; Fuijita et al., 2008), embora
outros estudos demonstraram resultados conflitantes (Spalding, 2005;
Anbinder et al. 2006; Lopes et al.,, 2008). O que se observou é que o
mecanismo bioldgico e a relacédo direta entre estas duas doencas nao
estdo bem definidos. Contudo, € importante ressaltar que € possivel que
outros fatores favorecam esta correlacdo, como a baixa escolaridade e
inadequada higienizacdo, como sugeridas por Gomes-Filho (2007).
Também é relevante que mesmo na auséncia de beneficios da reposigéo
estrogénica ou pela terapia com calcitonina (Duarte et al, 2004), a THP
tem mostrado resultados significativos para a prevencdo da doenca
periodontal frente a deficiéncia hormonal (Marques et al. 2003; Liu, 2009).

Em relag&o aos riscos do alcoolismo para o metabolismo
0sseo e dano periodontal, existem indicios para efeitos diretos do etanol
sobre osteoblastos e osteoclastos (Dai et al., 2000), como para a ativagéao
de genes e vias correlacionados a osteogénese e osteoclastogénese
(Himes et al., 2008; Callaci et al. 2009), porém os mecanismos celulares e
moleculares n&o estdo bem estabelecidos. Pouco se sabe sobre os
efeitos diretos e expressdes genéticas que determinam as caracteristicas
envolvidas com a perda 6ssea devido a idade, deficiéncia hormonal ou
consumo excessivo do etanol, sendo que a significancia destes dados
para a remodelacéo déssea nao € clara.

Considerando os varios estudos citados, o etanol
apresenta direta ou indiretamente associacdo com a doencga periodontal
(Pitphat et al., 2003; Tsai et al. 2005; Souza, 2006; Yoshiara et al., 2008;
Amaral et al., 2008; Irei et al., 2008) e somente poucos estudos relataram
a falta desta associacao (Jansson, 2008; Kongastad et al., 2008).

Dentre a literatura revisada, somente poucos estudos
foram longitudinais (Pitphat et al., 2003; Jansson, 2008) o que impede a

confirmagéao do alcoolismo como fator de risco para a doenga periodontal.
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Tal consideragéo se torna dificultada se considerado que a populagéo
incluida era completamente diferente para cada estudo, com possibilidade
de interferéncias para fatores sociodemograficos, raciais, culturais. Para
os estudos epidemioldgicos longitudinais ou transversais, os dados
relativos a frequéncia e tipo de bebida consumida foram auto-reportados,
podendo estar super ou subestimulados, e quando considerados em
relacdo ao género como observado por Kongastad et al. (2008) soma-se
ao fato de que homens apresentam maiores tendéncias a assumir o
consumo de etanol que mulheres.

Segundo uma revisado critica realizada por Amaral et al.
(2008) entre os estudos indexados que relacionaram alcoolismo e doenga
periodontal, de 1530 estudos selecionados, somente 16 foram
considerados relevantes para um estudo de risco embasado. Mesmo
assim, ainda foram observadas divergéncias entre os parametros
analisados e poucos estudos atendiam completamente a critérios
importantes como elegibilidade, métodos de selecdo dos participantes,
critérios utilizados para definir consumo e dependéncia do etanol e
critérios de diagnostico periodontal. Muitas vezes fatores de risco como o
fumo, o qual ja é conhecido como modulador da doenca periodontal, esta
associado ao consumo do etanol e pode ter interferido na condigéo
periodontal. Assim, o etanol é, por enquanto, um provavel fator de risco a
ser confirmado por estudos longitudinais que, preferencialmente,
demonstrem dados ajustados para idade, género, consumo de tabaco,
diabetes, quantidade de biofilme dental e calculo, frequéncia e tipo de
bebida alcodlica consumida.

Diante da dificuldade de controlar tantas variaveis, a
utilizagdo de ratos como modelo de estudo para doencas periodontais tem
sido proposta e aceita pela comunidade cientifica (Galvéao et al., 2003;
Marques et al., 2005; Anbinder et al. 2006; Souza, 2006; Irei et al., 2008).

Para o presente estudo foram utilizadas ratas com

noventa dias de vida as quais foram consideradas sexualmente maduras,
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portanto com o ciclo ovariano apresentando fun¢gées normais. De acordo
com Sampson (1997), esta faixa etaria corresponde ao adulto jovem
quando relacionada ao humano.

A metodologia para inducdo de alteracdes prejudiciais no
tecido 6sseo, pela ovariectomia bilateral, também foi descrita por Tanaka
et al. (2003); Duarte et al. (2004); Marques et al (2005); Anbinder et al.
(2006); e Amadei (2007) e foi considerada adequada para este modelo
experimental.

O tempo de espera entre a ovariectomia e o inicio do
experimento foi de trinta dias e difere da sugestdo de Amadei (2007), a
qual preconiza o prazo de noventa dias. A proposta foi considerada
apropriada, visto que o experimento foi considerado longo, sendo possivel
que fatores inerentes a senilidade das ratas SHAM pudessem interferir
em nossos resultados. Além disso, segundo Tanaka et al. (2003) e Duarte
(2004) é possivel constatar perda 6ssea logo ap6s a ovariectomia a qual
diminui gradativamente, tendo fases de quiescéncias e exacerbacéo.

O modelo utilizado de periodontite induzida por meio da
colocacao de ligadura de algodéo foi proposto por varios estudos citados
nesta literatura (Galvao et al., 2003; Kuhr et al., 2004; Rodini, 2005
Souza, 2005, 2006; Amadei, 2007; Gaspersic et al., 2008; Irie et al., 2008)
sendo considerado uma das opg¢bes adequadas para a proposta
experimental.

Este trabalho utilizou a indugdo unilateral e o dente
contralateral como controle, com o intuito de diminuir variaveis individuais,
como por exemplo: peso, porcentagem de gordura corpérea, momento e
frequéncia da ingestdo do etanol e presenca de alimentos no estémago.
Outros estudos também utilizaram o mesmo animal para controle e
observaram diferencas significativas para o sitio com a doenca
periodontal e sitio contralateral (Duarte et al. (2004); Souza 2006; Amadei,
2007). Também é importante considerar que a proposta incluiu avaliagao

da perda de insercdo e resposta inflamatoria local, assim analises que
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pudessem interferir diretamente em nossos resultados, como dosagens
séricas ou niveis de mediadores quimicos nao foram realizados. Deste
modo foi desconsiderada a possibilidade da resposta inflamatéria refletida
na regiao contralateral, como discutido nos modelos propostos por El-
Aleem et al. (2004) e Gaspersic et al. (2008).

No presente trabalho a doenca periodontal foi induzida
por um periodo de 56 dias. A literatura mostra diferentes tempos de
indugao da doenca periodontal com ligadura, sendo relatados 6, 8, 16, 30,
56 e 60 dias (respectivamente Duarte et al., 2004; Galvéao et al, 2003;
Gaspersic et al., 2003; Amadei, 2007; Souza, 2006; Kuhr et al., 2004).
Segundo Kuhr (2004) e Rodini (2005) um periodo de 15 dias seria
suficiente para avaliar a inflamacdo gengival e a perda 6ssea alveolar,
sendo que esta diminui gradativamente partir de 42 dias até a
estagnac&o. A opgao por manter a ligadura considerou estudos prévios
quanto ao consumo crénico do etanol por oito semanas (Lieber, 2003;
Rocha, 2005; Souza, 2006; Iwaniec, 2008) e mesmo utilizando um
periodo de indugéo periodontal considerado longo por alguns autores, foi
possivel identificar processo inflamatério nos grupos experimentais como
pode ser observado pela presenca de proliferacéo epitelial, degeneracao
hidropica, quantidade abundante de fibras do ligamento periodontal e
tecido gengival, presenca de células inflamatorias e lacunas de Howship.

Com relagdo a perda oOssea vertical nas faces
correspondente a localizacdo da ligadura, a média interproximal das
medidas correspondentes as faces mesial do primeiro molar e distal do
segundo molar procuram compensar uma superestimativa de perda 6ssea
ou de insergéo.

A preocupacédo em observar a alteracédo de peso e o
consumo nutricional dos animais experimentais deve-se ao fato de que,
para alcoolistas crénicos a ma nutricdo, deficiéncia vitaminica e cirrose
hepatica avancada podem contribuir com alguma das anormalidades

sistémicas observadas na literatura revisada. Assim sendo, a opg¢ao pelo
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grupo isocalérico excluiu a desnutricdo como fator causal para as
alteragbes encontradas e possibilitou a avaliagdo do efeito direto do
etanol, o qual sabidamente € um potente modulador do sistema imune,
gerando alteragdes inflamatérias neutrofilicas, leucocitarias e funcdes
linfocitarias deficientes (Szabo, 1999).

Para este estudo, a perda ou ganho de peso foram
significativamente condicionados a dieta experimental e castragcao. Assim,
tanto a perda de peso observada para os animais com dieta alcodlica
quanto para aqueles com dieta isocalérica refletiu a debilidade sistémica
associada aspecto nutricional. Em relagdo a castragdo, os efeitos
decorrentes da deficiéncia estrogénica acentuaram as alteragbes de peso
para animais OVZ (A e C) em relacao aos animais SHAM (A e C).

Embora o presente estudo ndo tenha proposto a
avaliacdo sérica dos niveis de estrogeno ou avaliagdo macroscopica
quanto a atrofia uterina, o ganho de peso significativo observado para
animais OVZ-C em relagdo ao grupo SHAM-C indicaram o sucesso da
ovariectomia; especialmente se considerado que estes grupos néao
apresentaram diferencas significativas para o peso inicial e que o grupo
SHAM-C consumiu significativamente mais calorias que o grupo OVZ-C.

Considerando que nos grupos SHAM os subgrupos A e |
tiveram consumos caldricos proporcionais, torna-se interessante o fato de
que animais SHAM-I perderam significativamente mais peso que animais
SHAM-A. Dentro desta mesma proposta de dieta, alteragdes semelhantes
foram observadas por Rocha (2005).

Ressalta-se ainda que, segundo Nicolas et al. (2000), o
etanol é uma substancia depressora do sistema nervoso central, deixando
o animal letargico, e possivelmente respondeu pelo menor consumo e
gasto de calorias em relacdo ao controle. Uma vez que o subgrupo
isocalorico consumiu 0 mesmo valor energético do que o alcool e que
neste grupo possa ter ocorrido um dano menos significativo ao SNC, sem

a letargia observada para o subgrupo alcool, o gasto energético nido foi
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compensado pelo consumo calorico, resultando em uma perda maior de
peso para este subgrupo.

Para a auséncia de significancia entre os animais
isocaldricos ou alcool com deficiéncia hormonal, é possivel que o alto
desvio-padrao tenha interferido nas respostas e a significAncia observada
para o grupo SHAM (A e |) se repetisse no grupo OVZ (A e |). Esta
hipétese é favorecida com os achados de Garcia-Valdecasas-Campelo et
al. (2007), onde se verificou que os danos causados no SNC estariam
mais associados a quantidade de etanol consumida do que aos
hormdénios sexuais.

Os pontos de referéncias para as analises
histomorfométricas (JEC a COA e JCE a porcado apical do epitélio
juncional) foram baseados em estudos prévios (Gaspersic et al., 2003; Liu
et al. 2006; Irie et al., 2008) e permitiram visualizar a perda 6ssea e perda
de insercéo total, ndo implicando se a doencga estava estagnada ou ativa.

Ja a andlise de correspondéncia foi utilizada para
comparar quais caracteristicas histolégicas pudessem distinguir os
subgrupos experimentais no fim do experimento. Apesar de nao
estabelecer a significancia estatistica das associagdes e ndo avaliar o
efeito independente de cada caracteristica, este método combina
vantagens de métodos nao lineares e de métodos muldimensionais, o que
permitiu a descricdo das caracteristicas de baixa dispersdo ou
variabilidade nos subgrupos e a identificagdo de caracteristicas
diferenciadas.

Em relagédo a osteopenia ou osteoporose, como agravante
para a doenga periodontal, foi observado que a perda 6ssea nao foi
considerada significativa entre animais SHAM-C e OVZ-C sem ou com a
inducdo da doenca periodontal. Resultados semelhantes para perda
O0ssea foram observados por Marques et al. (2005) e Anbinder et al.
(2006),
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O comportamento histolégico, observado pela analise de
correspondéncia, demonstrou que animais SHAM-C e OVZ-C sem
inducdo da doenca periodontal tiveram perfis histolégicos semelhantes
enquanto os animais SHAM-C e OVZ-C com a doenga periodontal
apresentaram perfis distintos, marcados especialmente pela presenca
abundante de fibroblastos no ligamento periodontal para animais OVZ. A
presenca de osteoclastos em todos os grupos pode apenas estar
associada com a atividade de reabsorgdo comum em roedores.

Com base em nossos resultados, este estudo reforga os
achados de que a deficiéncia hormonal n&do foi capaz de induzir ou
agravar a perda Ossea na doenga periodontal, mas pode acarretar
alteracgdes inflamatérias importantes, provavelmente pela acédo de
citocinas estimuladas pela deficiéncia hormonal ou pelo acumulo de
biofilme dental associado a ligadura de algodao.

Para a consideragao do etanol como fator modulador para
a doenga periodontal, os resultados demonstraram que na auséncia da
doenca periodontal houve influencia da dieta alcodlica para ratas com e
sem deficiéncia estrogénica, havendo perda o6ssea significativa para o
subgrupo A em relacao aos subgrupos | e C. Também se observou que a
castragao interferiu para os grupos com deficiéncia nutricional, induzido
uma maior perda éssea, assim os subgrupos A e | apresentaram perda
Ossea significativa quando associados a ovariectomia.

Os valores para IPi sugeriram que a deficiéncia nutricional
foi capaz de induzir perda de inser¢ao somente para animais SHAM, com
menores valores para IPi para animais C em relacdo ao subgrupo A e
subgrupo |I.

A analise de correspondéncia permitiu observar que, para
animais sem a doenga periodontal, o etanol induziu modificacbes
histolégicas especificas com maior severidade da inflamagao para o
grupo com deficiéncia hormonal. A deficiéncia hormonal associada a dieta

alcodlica influenciou padrdes histologicos representados pela presenca de
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células inflamatérias dispersas no tecido conjuntivo e pela desorientagcéo
das fibras do ligamento.

Estes resultados concordam parcialmente com os
resultados de Irie et al. (2008) no qual foi observado maiores valores para
perda Ossea alveolar, perda de insercdo e densidade de
polimorfonucleares para o grupo alcool em relagdo ao grupo isocalérico
mesmo na auséncia de indugédo da doencga periodontal.

N&o foi possivel confirmar o sinergismo entre o etanol e a
deficiéncia hormonal na auséncia da doenga periodontal, mas evidenciou-
se um comportamento negativo para a perda Ossea e processo
inflamatdrio quando estas variaveis estavam associadas.

Ja frente a indugdo da doenca periodontal, foi observada
para os grupos SHAM e OVZ, menor perda 6ssea para o subgrupo C em
relacdo aos subgrupos A e I, e nenhuma diferenca significativa para os
valores de IPi quanto os subgrupos foram considerados. Assim
considerou-se que o etanol por si, ndo induziu alteragdes especificas
apresentando muitas caracteristicas comuns aos grupos isocaléricos
correspondentes.

Considerou-se que a deficiéncia nutricional observada
para os subgrupos A e | SHAM e OVZ, foi responsavel pela maior
reabsorcdo Ossea alveolar. Essa consideracdo se fortalece quando a
ovariectomia é considerada, apresentando um padrdo histoldgico
homogéneo entre A-OVZ e |I-OVZ marcados especialmente por muitas
lacunas de Howship.

Em relagdo a perda 6ssea e perda de insercéo para a
combinagdo da doencga periodontal e etanol, nossos resultados
concordam com os estudos de Irie et al (2008) onde foi verificado que o
etanol n&o agravou a perda Ossea e perda de inser¢cédo periodontal.
Comportamento que, neste estudo, nido foi alterado pela deficiéncia

hormonal.
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Em relacdo as caracteristicas inflamatorias, foram
observadas caracteristicas histologicas distintas entre animais com
deficiéncia hormonal SHAM e OVZ, sendo que a deficiéncia hormonal
implicou em uma inflamagdo moderada a intensa para animais OVZ em
relacdo a SHAM.

Os dados obtidos sugerem que o consumo crénico do
etanol 20% néao teve efeitos benéficos para ratas ovariectomizadas como
sugerido por Seitz (2007), assim provavelmente a dosagem foi moderada
a alta e o restabelecimento dos niveis de estrogénio ndo foi beneficiado
pelo etanol, o que refletiu no agravamento da perda 6ssea para ratas
OVZ-A em relagao a ratas SHAM-A para auséncia da doencga periodontal.
Novas pesquisas com a mensuragao dos niveis endoégenos de estrégenos
e menores concentragdes de etanol poderiam confirmar tal possibilidade.

Nao foi possivel identificar quais os mecanismos que
alteraram o padrdo quando a doencga periodontal foi combinada, mas é
possivel que a presenca de patdgenos periodontais tenha interferido na
resposta celular e segundo Irie et al (2008) o grau de efeitos deletérios
para o etanol difere de acordo com os tipos celulares. Pesquisas com
marcadores imunoistoquimicos poderiam auxiliar nesta interpretacao.
Também é relevante considerar que a inflamacédo observada na patologia
periodontal e provavelmente, preponderante a inflamagédo decorrente no
etanol associado a ovariectomia e por isso o comportamento diferente
para sitios com e sem inducdo da doenga periodontal quando
considerada a toxidade do etanol.

Mais estudos sao necessarios para elucidar o mecanismo
que difira os efeitos combinados do etanol e deficiéncia estrogénica para
a severidade da doenca periodontal.

Mesmo considerando as questdes que ainda precisam ser
esclarecidas, existe uma plausibilidade biolégica que explana o efeito do
etanol nos tecidos periodontais. Também é relevante que as fraturas

fazem parte de ambas as condicbes de osteoporose (Edwards;
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Miogliorati, 2008) e alcoolismo (Gonzales-Reimers et al., 2005) e resultam
em um declinio funcional e na qualidade de vida. Portanto pressupde-se
que a dificuldade motora e estimulo para a higienizagao oral diminuam,
sendo estes fatores de contribuicdo para o acumulo do biofilme dental, o
qual associado a debilidade nutricional certamente ira interferir na
progressao da doencga periodontal.

Portanto, mesmo diante de resultados que n&o confirmem
a osteoporose e alcoolismo como moduladores de risco para a doenca
periodontal, estes merecem atengdo, supervisdo, cuidados meédicos e
odontoldgicos, ndo apenas para o alivio dos sintomas apresentados, mas
também para o diagnostico precoce e a prevencdo das doencgas que,
assim como o alcoolismo e osteoporose, apresentam implicacdes sobre a
remodelacdo 6ssea.

Ndo se pode esquecer que os fatores de risco
frequentemente agrupam-se no mesmo individuo e a abordagem de

fatores especificos resulta na promogéo de saude geral.



7 CONCLUSAO

Concluiu-se o consumo de etanol 20% nao influenciou a
perda 6assea e perda de inser¢ao decorrentes da periodontite induzida
em ratas com deficiéncia estrogénica.

Foi observada para os animais com deficiéncia hormonal a
contribuicdo da caréncia nutricional para a severidade da inflamagéo
periodontal.

Na auséncia da doenca periodontal evidenciou-se perda
O0ssea e processo inflamatério quando o etanol 20% e a deficiéncia

hormonal estavam associados.
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Alonso JMSL. Influence of chronic consumption of ethanol 20% in induced
periodontal disease of rats with estrogen deficiency [doctorate thesis] Sao
José dos Campos: School of Dentistry of S&do José dos Campos, UNESP
— Sao Paulo State University; 2009.

ABSTRACT

The immune system has an important paper in pathogenesis of the
periodontal disease, being the host can modulate periodontal inflammatory
reaction, determining variance to individual susceptibility and speed of
progression of the periodontal disease. Amongst systemic acquired
factors, osteoporosis and alcoholism are described in the literature, as risk
indicators for bone loss associated with periodontal disease. The purpose
of this study was evaluate histological and histomorfometrics aspects on
influence of the chronic alcohol consumption in the ligature-induced
periodontitis in rats with estrogen deficiency for. Sixty rats were used, with
approximately 90 days-old, divided into two groups correlated surgery
(OVZ) or surgical simulation of ovariectomy (SHAM). Each group was
divided into three subgroups groups (C) control diet, (A) ethanol 20%
containing liquid diet and (I) par-fed control diet. After thirty days of
castration, diet and experimental periodontitis induction, which were
maintained by 56 days. Interproximal regions between first and second
molar lower left and the respective contralateral site without induction of
periodontal disease were assessed as to the level osseous insertion loss
and inflammatory characteristics. The results showed that in relation to the
significance to SHAM-C and OVZ-C, hormone deficiency was not able to
induce or aggravate the bone loss, but periodontitis has resulted in
important inflammatory changes. Whereas the groups SHAM and OVZ
and the absence of periodontitis, ethanol has resulted in bone loss and
inflammatory changes to both groups, and also greater severity when
combined with ovariectomy. In rats periodontitis induction, OVZ or SHAM,
the 20% ethanol consumption doesn’t affect exacerbate bone loss and
periodontal insertion loss. Was greatest contribution of nutritional
deficiency (A and 1) for the severity of inflammation periodontal when
combined with disabilities estrogen.

Keywords: Alcoholism. Osteoporosis. Periodontal disease. Ovariectomy.
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