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RESUMO

A ocorréncia de alteragdes inflamatdrias cronicas no organismo humano vem sendo
relacionada a desfechos patoldgicos de ordem complexa, resultando em eventos
responsaveis pela abreviagdo da longevidade ou diminui¢do da qualidade de vida em
individuos idosos. O objetivo do presente estudo foi analisar a relagdo existente entre a
atividade de periodontite e alteragdes na massa Ossea sist€émica, apds inducdo de doenca
periodontal em ratos. A avaliacdo da massa Ossea sistémica foi determinada através do
emprego de raio-x de dupla energia (densitometria 6ssea), bem como analise do conteudo
trabecular das tibias dos animais experimentais. Doenca periodontal foi induzida através
da colocacdo de ligaduras de fio de seda envolvendo o segundo molar superior esquerdo
de cada animal do grupo teste (n=14). Os animais do grupo controle ndo receberam
ligaduras. Ap6s 30 e 60 dias da inducdo de periodontite, a analise por densitometria 6ssea
ndo revelou diferengas significativas na densidade mineral 6ssea e no conteudo mineral
Osseo entre os grupos teste e controle. No entanto, o parametro area de tecido dsseo
apresentou-se, aos 30 dias, maior nos animais do grupo teste do que nos animais do grupo
controle. Aos 60 dias, no entanto, esta relagdo se inverteu, sendo a area de tecido dsseo
significativamente maior no grupo controle. A comparacdo intergrupos do conteudo
mineral 6sseo (BMC) entre os periodos 30 e 60 dias mostrou ter o grupo controle
apresentado um continuo crescimento 0sseo, enquanto o grupo teste apresentou um
acréscimo significativamente menor nos valores relativos ao BMC. Em exame
histomorfométrico, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
com relacdo ao percentual de preenchimento trabecular do osso medular nas tibias

analisadas. Os animais do grupo controle apresentaram maior preenchimento 0sseo
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trabecular do que os do grupo teste. De acordo com os resultados do presente estudo,
pode-se concluir que a atividade de periodontite esteve relacionada com uma diminui¢do
no padrdo de crescimento dsseo sistémico normal em ratos Wistar, porém nao apresentou
efeito estatisticamente significativo sobre a estrutura ossea trabecular das tibias nos
animais do grupo teste.

Palavras-chave: Periodontite, osteoporose, densitometria, massa dssea, rato.



ABSTRACT

The occurrence of chronic inflammation in humans has been related to complex
pathological outcomes, resulting in events that are responsible for abbreviations of life and
life quality in elderly persons. The present study aimed at verifying the relationship
between periodontitis and systemic bone mass alterations, after induction of periodontal
disease in male Wistar rats. Systemic bone mass was determined by bone densitometry
(double energy X-ray), and tibia trabecular bone analysis. Periodontal disease was induced
with the placement of silk ligatures around the maxillary left second molar of each animal
of the test group (n=14). The control group did not receive ligatures. After 30 and 60 days
of ligature placement, the bone densitometry analysis did not reveal statistically significant
differences between groups both for bone mineral density and bone mineral content.
However, the total bone area was, at 30 days, higher in the test group than in controls. At
60 days, this relationship was inverted, with a higher bone area in the control group. The
control group presented a progressive bone growth, as shown by the comparison of the
bone mineral content (BMC) between 30 and 60 days, significantly higher when compared
to the test group. Histomorphometrically, there was no statistically significant difference
between groups regarding the relative filling with trabecular bone of the marrow area at the
tibia. The control group had more trabecular filling than the test group. According to the
results of the present study, it can be concluded that the activity of periodontitis was related
to a lower pattern of systemic bone growth in Wistar rats, but did not provoke a statistically
significant effect on bone trabecular structure in test animals.

Key words: Periodontitis, osteoporosis, densitometry, bone mass, rat.
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1. REVISAO DE LITERATURA

O entendimento do processo de envelhecimento como uma ocorréncia natural do
ciclo de vida ¢ fundamental na compreensdo do seu impacto sobre as condi¢des de saude
associadas a longevidade e qualidade de vida dos seres humanos. Por ndo ser considerado
uma doenca, mas um evento continuo e inevitavel, com caracteristicas especificas e
alteracdes cumulativas, as condutas clinicas direcionadas ao manejo do processo de
envelhecimento ndo podem imbuir-se do intuito de anuld-lo. No entanto, face a existéncia
das doencas cronico-degenerativas associadas ao envelhecimento, o mesmo pdde ser
classificado como usual quando ocorre em associacdo com tais moléstias ou disfuncdes,
comprometedoras do desfruto salutar ou pleno da integridade de faculdades mentais e
fisicas de individuos em idade avangada. O chamado envelhecimento normal,
paradoxalmente menos prevalente, estd relacionado a seqiiéncia de eventos de ordem
biologica tidos como habituais a natureza humana. Torna-se logica a conclusdo, frente a
esta oOtica, de que toda e qualquer intervengdo nos parametros relacionados ao processo de
envelhecimento usual devem assumir o objetivo de transforma-lo, sempre de maneira ética
e inevitavelmente interdisciplinar. Para tal, torna-se indispensavel a incorporacdo de
aspectos diferenciais importantes para uma correta ordenacdo e condug¢do de uma pratica
clinica baseada em evidéncias cientificas que configure-se como um conjunto de atuagdes
profissionais voltadas a manutencdo das caracteristicas organicas associadas, em literatura
pertinente e séria, ao processo de envelhecimento normal, com vistas a inser¢do dos

individuos idosos em programas de promog¢ao de saude de resultados previsiveis e eficazes.
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A ocorréncia de alteragdes inflamatorias cronicas no organismo humano vem sendo
relacionada a desfechos patoloégicos de ordem complexa, resultando em eventos
responsaveis pela abreviacdo da longevidade ou diminuicdo da qualidade de vida em
individuos idosos. As citocinas inflamatérias sdo proteinas ativas de baixo peso molecular
que possuem fungdes endocrinas e metabdlicas, além de serem reconhecidas como produtos
da interagdo celular frente a atuacdo do sistema imune e do processo inflamatdrio
estabelecido. Algumas destas proteinas foram identificadas como fatores de risco
independentes para o desenvolvimento de doencas obstrutivas coronarianas e
cerebrovasculares (Theuma & Fonseca, 2003; Svenungsson et al., 2003). A producao
exacerbada de citocinas, quando na presenca de doengas de natureza inflamatéria cronica,
esteve associada a alteracdes organicas potencialmente intervenientes nas condi¢des que
envolvem resisténcia a insulina, disfuncdo endotelial, estagios iniciais de processos
ateroscleroticos e eventos relacionados a diminuicao sistémica da massa 6ssea, entre outras
(Taylor et al., 1996; Savickiene & Baranauskaite, 2002; Lane & Rehman, 2002; Aldhani &
Hamdy, 2003; Kuvin & Karas, 2003). Mediadores quimicos inflamatérios como IL-6, IL-
11 e TNF estdo relacionados a resposta orginica na fase aguda de inflamacdo tecidual
quando injurias traumaticas ou processos infecciosos acometem o organismo humano.
Segundo Heinrich et al. (2003), alteragdes na regulacdo de producgdo e atividade desses
mediadores quimicos contribuem para o estabelecimento, progressdo e manuten¢do do
estado inflamatorio presente em doengas como artrite reumatodide, doenca inflamatéria de
Crown e retocolite inflamatoria, e osteoporose. A expressdo de altos niveis de IL-6 em ratos
foi observada em diversas doencas (incluindo artrite reumatoide, artrite cronica juvenil de

carater sistémico e osteoporose)(Ishihara & Hirano, 2002).
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A manutengdo do estado cronico de processos inflamatorios no organismo foi
cientificamente comprovado como parcialmente responsavel pelo desenvolvimento de uma
série de doengas cronico-degenerativas. Existem, na literatura, evidéncias suficientes para
comprovar o papel das doencas inflamatdrias cronicas como fatores modificadores ou
predisponentes de processos patologicos cronico-degenerativos significativamente
associados as moléstias mais prevalentes no processo de envelhecimento usual.

De acordo com Tracy (2003), as evidéncias cientificas produzidas nos dez ltimos
anos tornaram clara a relagdo de doenga cardiovascular e aterosclerose com componentes
“microinflamat6rios”, e sua associagdo com niveis baixos ou intermediarios de marcadores
do processo inflamatério, como a proteina C-reativa. Ainda conforme o mesmo autor,
inflamacgao cronica esta diretamente associada a diversas (sendo a todas) doengas cronicas
relacionadas a idade avangada. Conseqiientemente, a existéncia de atividade de doencas
inflamatorias cronicas capazes de elevar os niveis de tais mediadores quimicos representam
um risco potencial de modificacdo no padrao do processo de envelhecimento humano.

A Periodontia Médica, area de conhecimento especifico que se destina ao estudo das
possiveis influéncias das patologias periodontais sobre a saude geral dos individuos
acometidos, acaba por configurar-se como expressiva representante de uma nova mudanga
de paradigma. Desta forma, estabelece através da evidéncia cientifica disponivel, a
associacdo entre saide/doenga periodontal e satide/doenga sist€émica, determinando um eixo
bidirecional no qual a doenga periodontal pode influenciar negativamente a saude geral de
um individuo assim como diversas patologias gerais podem afetar tanto o estabelecimento
como a progressdo das doengas periodontais. Segundo Offenbacher (1996), a presenca de
um infiltrado inflamatorio significativo no tecido conjuntivo gengival determina

hiperatividade de neutréfilos (estimulada pela presenga de citocinas pro-inflamatdrias no



11

sitio infectado), danos teciduais diretos ocorrem por atuagdo de lipopolissacérides oriundos
da presenca das bactérias responsaveis pela infeccdo, bem como danos indiretos em funcao
da presenga de marcadores bioquimicos de inflamacao determinando perdas de tecido 6sseo
(atividade de prostaglandinas e de fator de necrose tumoral) e de tecido conjuntivo do
ligamento periodontal (atividade de colagenase). Como repercussdo clinica destes eventos
histopatologicos, teremos presenca de exsudatos inflamatoérios (sangramento e/ou
supuragdo) clinicamente mensuraveis por sondagem periodontal, presenca de ulceracdo do
epitélio protetor do creviculo periodontal, e reabsor¢do de tecido Osseo dos processos
alveolares da maxila e da mandibula. Estas alteracdes possuiriam o potencial de promover,
em diferentes 6rgdos ou sistemas, alteragdes oriundas da presenca de um processo infecto-

inflamatorio de tal magnitude.

Associagdoes entre a doenca periodontal inflamatéria e alteragdes locais e
generalizadas no metabolismo 6sseo também foram investigadas na literatura. A possivel
interferéncia de alteracdes envolvendo osteoporose e a progressao das perdas Osseas
associadas a periodontite foi relatada. Em estudo clinico conduzido por Bullon et al. (2005),
73 mulheres p6s-menopdausicas submeteram-se a exame dos niveis de osteocalcina (um
marcador sistémico de ativacdo de formacdo 6ssea) no soro, saliva e no fluido gengival.
Adicionalmente, foi realizada densitometria Ossea de vértebra e exame periodontal
composto por profundidade de sondagem (PS) e niveis de inser¢do clinica (NIC). Nao
foram observadas diferencas significativas entre PS e NIC comparados com os niveis de
osteoclacina examinados, e tampouco entre os pacientes classificados como apresentando
ou ndo periodontite e estes niveis na saliva e no soro. Entretanto, os niveis de osteocalcina

no fluido gengival foram significativamente maiores no grupo de mulheres com
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periodontite, além de estarem significativamente correlacionados com maiores PS. Os
autores concluiram que os niveis de osteocalcina no fluido gengival correlacionam-se com

o status periodontal, mas ndo com o status de osteoporose.

Tezal et al.(2000) investigaram a relacdo entre a densidade mineral 6ssea (DMO)
sistémica e a doenga periodontal em um estudo com a participagdo de 70 mulheres pos-
menopausicas (média de 62 anos de idade), onde a densidade mineral 6ssea (DMO) foi
acessada por densitometria 6ssea do trocanter e intertrocanter, tridngulo de Ward e regides
totais do fémur, além da coluna lombar, e a doenga periodontal acessada através de exames
de niveis de insercdo clinica, perda alveolar interproximal (PAI), profundidade de
sondagem, e parametros supragengivais (indices de placa e gengival, e quantidade de
calculo dental), realizados por profissionais calibrados. A andlise por regressdo linear
multipla ajustada para idade, idade na menopausa, suplementacdo com estrogeno, fumo e
indice de massa corporal revelou correlagdes significativamente positivas entre PAI e DMO
do trocanter, triangulo de Ward e regides totais do fémur. NIC esteve correlacionado
consistentemente com DMO em todas as regides investigadas, apesar de ndo atingir
significancia estatistica. Os autores concluiram ser a osteopenia pOs-menopausica um
indicador de risco a periodontite, mas sem mencionar a possibilidade inversa, em estudo

onde a relacdo causal entre os fatores estudados ndo pode ser avaliada.

Em estudo de Takaishi et al. (2005), DMO alveolar ¢ da coluna lombar estiveram
significativamente correlacionados entre si € com ultrassonografia quantitativa do calcaneo,
em 40 mulheres pos-menopausicas de 50 a 69 anos. Adicionalmente, DMO alveolar
demonstrou correlagdo com achados clinicos periodontais, como PS. Ha de ser considerado,

no entanto, que estes valores, associados as condi¢des de osteopenia e periodontite,
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apresentam tendéncias de serem naturalmente maiores com o passar da idade, por
progressdes cumulativas de doenga e diminui¢cdo hormonal. Assim, concluir que estas
doencgas se relacionam etiopatogenicamente em estudos desta natureza seria precipitado,
pois poderd haver uma relacdo independente entre si em sua progressdo, mas dependente

dos processos associados ao envelhecimento biologico.

Segundo Taguchi (2003), a série de estudos clinicos disponiveis na literatura
apresentam resultados diversos na relacdo das densidades minerais Osseas do esqueleto
completo e dos processos alveolares. Causas para estas discrepancias podem estar nas
regides dos processos alveolares mensuradas (grandes diferencas de massa Ossea entre as
mesmas, nao associadas com o estado osteopordtico) e tamanho das amostras dos estudos.
Segundo o autor, investigagdes adicionais em largas populacdes sdo necessarias para
esclarecer a relagdo entre a massa dssea bucal e sist€émica. Wactawski-Wende (2001), em
um estudo de revisdo sobre a relagdo entre a doencga periodontal e a osteoporose relata que,
ao analisar a qualidade cientifica dos estudos que a investigaram, em sua maioria tiveram
resultados comprometidos por tamanhos pequenos de amostra, controle limitado de outros
fatores confundentes em potencial, e definigdes muito variadas do que seria entendido
como presenca de periodontite e osteoporose. Além disso, ha escassez de estudos
prospectivos, onde a temporalidade da associagdo poderia ser estabelecida.Questdes como o
quanto a perda de osso alveolar (localizada) esta relacionada a perdas Osseas generalizadas
(sistémicas), por exemplo, permanecem necessitando de evidéncia adicional (Genco &

Grossi, 1998).

A observancia da eventual interferéncia da atividade de doencas inflamatdrias

cronicas na densidade ou massa dssea tem sido uma preocupacdo relevante na literatura
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pertinente, partindo-se do pressuposto bioldgico de que muito embora a massa 0ssea seja
primariamente determinada geneticamente, a existéncia de fatores exdgenos pode
desempenhar um papel determinante na sua modificacdo. De acordo com Cimaz (2002),
doencgas inflamatérias cronicas podem apresentar efeitos sobre a massa Ossea através de
diversos mecanismos. Na presenca de doencas inflamatorias cronicas, a homeostase no
processo de formagdo/reabsor¢do Odssea ¢ alterada, resultando freqiientemente em
decréscimo na massa e densidade dssea. Dentre os fatores que poderiam contribuir para a
osteopenia que acompanha tais doengas cronicas, a presenca de citocinas inflamatdrias tem-
se apresentado, atualmente, como objeto de especial interesse cientifico. Em conjun¢ao
com a desnutri¢do, desordens nos eixos neuroendocrinos, imobilizagao e uso prolongado de
glicocorticdides, tais alteragdes celulares podem influenciar na atividade de células Osseas,
além de provavelmente regular seu ciclo de vida através de mecanismos apoptoticos (Daci,

Van Cromphaut & Bouillon, 2002).

Citocinas sdo elementos importantes na ocorréncia de desordens no remodelamento
6sseo. Em estudo de Jilka et al. (1992), o aumento no processo de reabsor¢do Ossea em
ratas ovariectomizadas pdde ser corrigido através da administragio de anticorpos
neutralizantes para interleucina-6. Segundo esses autores, a mesma anormalidade no
metabolismo dsseo pode ser revertida através de tratamento com estrogénio. Na presenca
de deficiéncia de estrogénio, ha uma tendéncia a produ¢ao aumentada de interleucinas-1 ¢ 6
por células do osso medular, levando a um aumento na atividade osteoclastica.
Adicionalmente, a acdo das interleucinas-1 e 6 pode apresentar efeitos sinergisticos no
aumento da reabsor¢do dssea realizada pelos osteoclastos (Kurihara et al., 1990). De acordo

com Pfeilschifter et al. (1989) e Thomson, Saklatvala e Chambers (1986), a interleucina-1
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afeta células de todos os estdgios na linhagem de osteoclastos, e promove efeitos adicionais
sobre a osteoclase por estimular a sintese de prostaglandinas (Boyce et al., 1989). A
influéncia exercida pela interleucina-1 neste processo pode ocorrer tanto por ordem local
como sistémica. Infusdes de interleucina-1 induziram aumento no processo de reabsorcao

Ossea por osteoclastos em pontos distantes do local de infusdo (Boyce et al., 1989).

As interleucinas apresentam, também, efeitos sobre os osteoblastos, inibindo a
formagao 6ssea quando continuamente administrada e levando a estagios intermitentes de
proliferacdo de células oOsseas, que se diferenciam formando osteoblastos (Boyce et al.,
1989). A interleucina-6 ¢ uma citocina gerada no proprio tecido Osseo, em resposta a
hormdnios (como o paratormdnio) e a outras citocinas (como a interleucina-1 e o fator de
necrose tumoral) (Feyen et al., 1989), mas a producdo de interleucina-6 parece ser mais
responsiva aos estimulos oriundos de citocinas do que de hormdnios, além de potencializar
o efeito destes na reabsorcao dssea, fato comprovado in vitro e in vivo (Gilles et al., 1994).
O fator de necrose tumoral, produzido por células envolvidas no processo imunitario de
defesa, apresenta efeito sobre o metabolismo dsseo através do estimulo em todas as
linhagens de osteoclastos, de uma forma semelhante a da a¢do da interleucina-1 (Smith,

Gowen & Mundy, 1989).

As prostaglandinas, oriundas do metabolismo do é4cido aracddnico durante um
processo inflamatorio instalado, apresentam agdo caracteristica sobre células dOsseas de
maneira ainda ndo completamente esclarecida. Em culturas de osteoclastos isolados,
prostaglandinas causam a contragdo dos mesmos, o que usualmente esta associado a uma
atividade reabsortiva diminuida em tecido 6sseo (Chambers & Ali, 1983). No entanto, ha

possibilidade de que as prostaglandinas consigam mediar reabsor¢do 6ssea estimuladas por
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fatores sistémicos como a presenga de interleucina-1 e fator de crescimento transformador-
alfa. Em estudo de Boyce et al. (1989), a injecao direta de interleucina-1 no tecido
subcutaneo sobre a calvaria de ratos normais aumentou marcantemente a ocorréncia de
reabsorcao dssea realizada por osteoclastos localmente, efeito este que pode, parcialmente,
ser inibido através de tratamento dos ratos com indometacina, que inibe a sintese de

prostaglandinas.

De acordo com Pfeilschifter et al. (1985), estudos estabeleceram associagdes entre
perdas generalizadas de trabeculado Osseo em ratos apds a indugdo de processos
inflamatorios por um periodo de 3 semanas. Segundo os mesmos autores, osteopenia
induzida por uma tnica lesdo inflamatéria de suficiente expressividade permaneceu
aparente mesmo apods 14 dias do inicio da induc¢do, demonstrando que efeitos similares no
tecido 6sseo podem ocorrer em processos inflamatorios de menor severidade, mas de
caracteristica cronica mais prolongada. Tal evidéncia bioldgica enderega esta questdo a
ocorréncia de alteracdes inflamatorias cronicas de expressao no organismo.

Tradicionalmente, o risco do estabelecimento de osteoporose generalizada esteve
relacionado com os niveis de atividade inflamatdria no organismo. Segundo Ringe (1996),
a presenca de mediadores quimicos inflamatdrios oriundos de articulagdes afetadas por
doengas cronicas pode influenciar nas caracteristicas do metabolismo 6sseo, determinando
atividade osteoclastica potencializada. Assim, em fase inicial de artrite reumatoide, por
exemplo, a melhor prevengao para a osteoporose seria a adequada supressao da inflamagao.

De acordo com Lerner (1994), a semelhanga do que se observa na presenca de atrite
reumatoide e osteomielite, a periodontite determina a instalagdo de processos de resposta

tecidual capazes de provocar atividade osteoclastica através da produgdo de citocinas e
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mediadores quimicos inflamatorios como interleucinas e fator de necrose tumoral. Minne et
al. (1984) desenvolveram um modelo de determinagdo de osteopenia em ratos através da
inducdo de processos inflamatodrios, tendo observado perda generalizada de tecido dsseo
trabeculado apds a injecdo de irritantes inespecificos. Segundo os autores, a identificacdo e
caracterizacdo deste mecanismo inflamatoério instigam a suspeita de que doencgas
inflamatorias cronicas como a artrite reumatoide e a doenga periodontal possam levar ao
estabelecimento ou a complicagdes adicionais em quadros caracteristicos de perda
patologica de massa Ossea.

Dentre os preceitos basicos da ciéncia e da clinica em medicina e odontologia, ¢
inquestionavel a importancia que a pratica baseada em evidéncias cientificas exerce nas
condutas terapéuticas na contemporaneidade. Considerando a producdo cientifica na
atualidade, ¢ reconhecido o fato de multiplos aspectos ambientais, comportamentais e
patologicos adquiridos encontrarem-se envolvidos no desenvolvimento das doengas mais
significativamente associadas ao processo de envelhecimento usual, em conjun¢do com as
caracteristicas genéticas determinantes de suscetibilidades especificas para estas doengas
em questdo. Assim, ¢ fundamental o esfor¢o da comunidade cientifica na deteccdo de
elementos potencialmente intervenientes na ocorréncia de tais doengas. A realiza¢do de
investigagdes em pesquisa basica e aplicada alicer¢adas nesta premissa torna-se, portanto,
de extrema relevancia, no intuito de favorecer a identificacdo de fatores de risco em
potencial, assim contribuindo para que as atuacdes de carater preventivo prevalecam de

forma consistente na manutencao de saude da coletividade.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Principal:

Verificar se a manutengdo do estado inflamatério oriundo da inducdo de
periodontite em ratos do tipo Wistar seria capaz de promover alteragdes significativas na

massa 0ssea sistémica destes animais, em comparagdo com ratos sem periodontite.

Objetivos Secundarios:

e Verificar alteragdes nos parametros conteido mineral Osseo, densidade
mineral Ossea e area Ossea, observadas através de raio-x de dupla energia
(densitometria ossea), 30 e 60 dias apds a inducao de periodontite nos animais

experimentais do grupo teste, em comparacao com animais sem periodontite;

e Verificar alteragdes no grau de preenchimento dsseo trabecular nas tibias dos
animais experimentais, 30 e 60 dias ap6s a inducdo de periodontite, através de

analise histomorfométrica;

e Verificar se existe influéncia da periodontite instalada por 30 ou 60 dias sobre
o padrio de crescimento continuo do esqueleto dos animais teste, em

comparag¢do aos do grupo controle.
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3. MATERIAIS E METODOS

Preparo dos animais para o experimento:

Apods aprovagdo pelo Comité de Etica do Hospital Sao Lucas da PUCRS, foi feita
solicitacio dos animais experimentais ao Biotério da Coordenacdo de Producdo e
Experimentacdo Animal da Fundagdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude, onde os
mesmos foram criados e mantidos até o final do periodo experimental. Foram selecionados 28
ratos Wistar machos. Previamente ao inicio do estudo, os animais foram mantidos sob
condi¢des convencionais no Biotério por 60 dias para atingir idade e peso ideais para o
experimento. Esse fato permitiu adaptacdo ao ambiente e & manipulag¢do do pesquisador.

Os animais ficaram sob condic¢des de ciclos claro/escuro de 12 horas ¢ receberam ragao
padronizada e agua ad libitum, e apresentavam, ao momento da colocagdo das ligaduras para
inducdo da periodontite, 6 meses de idade. O peso corporal foi analisado em ambos os grupos
no momento da colocacdo das ligaduras (baseline) e ao final dos periodos experimentais (30
ou 60 dias apds a colocacdo das ligaduras). A avaliacdo do peso dos animais teste e controle
foi importante para a analise comparativa deste parametro com os valores apresentados na
densitometria dssea, bem como para permitir a comparac¢ao do padrdo de desenvolvimento e
crescimento corporal entre os grupos. A observagdo comparativa do peso dos animais ao final
do experimento também permite confirmar a inexisténcia de disparidades na alimentacao dos

animais apds terem, no grupo teste, periodontite instalada.
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Fase Experimental:

Doenga periodontal foi induzida através da colocacdo de ligaduras de fio de seda
trangado de espessura 4-0 (Johnson & Johnson) envolvendo o segundo molar superior
esquerdo, com um noé na face lingual do mesmo (Sallay et al., 1982; Susin, 1999). Os ratos
foram divididos randomicamente em dois grupos. Cada animal do grupo teste (n=14) recebeu
uma ligadura. Os animais do grupo controle (n=14) ndo tiveram periodontite induzida, mas
passaram pelos momentos de captura, preensdo e anestesia de forma semelhante aos do grupo
teste. Os procedimentos foram realizados sob anestesia geral, via intra-muscular. O pesquisador
realizou treinamentos prévios para anestesiar os animais € para adaptagdo ao manejo €
colocagdo conveniente das ligaduras. Para anestesia, foi utilizada uma solu¢do composta por
um farmaco dissociativo (Cloridrato de Quetamina 100mg/kg - Dopalen®) associado a um
farmaco miorrelaxante (Cloridrato de Xilasina 50mg/kg - Anascedan®).

As verificagdes do posicionamento das ligaduras revelaram ndo ter havido
deslocamento nem perda das mesmas em nenhum animal durante o estudo. Tendo passado 30
dias da colocacdo das ligaduras foi realizada a eutandsia de 7 animais randomicamente
selecionados do grupo teste, € 7 do grupo controle, através de deslocamento cervical. Apds o
término do periodo de 60 dias de periodontie induzida foi realizada a eutandsia dos demais
animais (7 do grupo teste e 7 do grupo controle). A maxila e uma tibia de cada animal

experimental foram excisadas e fixadas em solucao de formalina tamponada (pH 7,3).
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Analise histologica e comprovacio da efetividade do método de inducio de

Periodontite:

Foram realizados cortes histologicos mésio-distais envolvendo as estruturas
periodontais dos dentes com periodontite dos animais teste (n=7), bem como em dentes
equivalentes dos animais controle (n=7) 30 dias ap6s a colocagdo das ligaduras no grupo
teste, permitindo andlise descritiva por microscopia Otica em cortes descalcificados das
modificacdes morfoldgicas das cristas alveolares mesiais, distais e inter-radiculares. Estas
observagdes serviram ao propdsito de confirmar a efetividade do método de inducdo de
periodontite. As maxilas dos animais teste e controle foram removidas e fixadas em
formalina tamponada a 10% por 24 horas. Foram, entdo, seccionadas e cada parte
submetida a descalcificagdo em solugdo de Ana Morse por 14 dias. As pecas
descalcificadas foram desidratadas em série alcodlica de concentracao crescente, embebidas

em parafina, para entdo serem emblocadas.

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo, em secgdes de 4 um e
aderidos em laminas para microscopia. De cada bloco de parafina foram preparadas 3
laminas. Os cortes foram corados pela técnica de rotina (hematoxilina/eosina). Cada lamina

corada foi examinada em microscopio Optico AX 70 Olympus.
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Avaliacao dos resultados:

Densitometria ossea:

Foram realizadas mensuragdes da massa Ossea sist€émica nos animais dos grupos teste
(n=7) e controle (n=7) ao término do periodo experimental (30 dias), sendo esta ultima
medicao realizada previamente a andlise histologica. Foi empregado método de incidéncia
radiografica de dupla energia para densitometria 0ssea, previamente validado para o animal em
estudo através de analise de concordancia e reprodutibilidade, testadas através da realizagdo de
10 testes seqiienciais com reposicionamento do mesmo animal, com a posi¢do padrdo para a
realizagdo dos demais exames. A média, desvio-padrao e coeficiente de variagcdo para os 10
valores de BMC foram calculados.

Para a andlise densitométrica dos animais experimentais, os mesmos foram
posicionados no densitometro de forma padronizada, de tal maneira a ndo haver sobreposi¢ao
de partes corpdreas, permitindo a inclusdo de todo o corpo (inclusive a cauda) na area de
medi¢do do aparelho. Os valores relativos a medigdo da densidade oOssea gerados pelo
densitometro foram analisados para permitir o célculo de médias dos mesmos (Anexo 1).
Tendo passado 2 meses da colocacdo das ligaduras para inducdo de periodontite nos animais do
grupo teste, os animais que ndo foram sacrificados para a analise por histologia e densitometria
em 30 dias foram submetidos a analise de massa Ossea por densitometria (n=7 para o grupo
teste e n=7 para o grupo controle), para avalia¢do longitudinal da relagcdo entre o tempo de
manuten¢do do estado inflamatério cronico de ordem local e as alteracdes cumulativas na

massa Ossea sistémica. Para tanto foram realizados, nos animais sacrificados aos 60 dias, os
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mesmos passos previamente descritos para avaliacdo de massa Ossea sistémica através de

densitometria Ossea.

Analise da area trabecular de cortes sagitais em tibias:

Foi realizada analise histoldgica das tibias dos grupos teste e placebo com 60 dias de
processo inflamatério periodontal instalado, com o intuito de verificar a existéncia de
alteracdes diferenciais no trabeculado 6sseo, entre os grupos.

As tibias esquerdas dos animais experimentais foram dissecadas e fixadas em solugdo
de formalina tamponada (pH 7,3), e entdo incluidas em um bloco de resina autopolimerizavel
incolor. Para tanto, moldes de silicona pesada sob medida para as dimensdes médias das tibias
foram realizados. Os blocos foram cortados no sentido longitudinal das tibias, com auxilio de
um disco diamantado, montado em um micromotor. A area do corpo 6sseo selecionada para
andlise correspondeu ao tecido localizado entre o término da cortical da cabega articular em
dire¢do ao corpo 6sseo, totalizando a dimensdo de 3,5mm’ de osso trabecular. As secgdes
frontais das cabecas das tibias foram coradas com azul de toluidina e examinadas em
estereomicroscopio marca Olympus modelo SZS 1145, com aumentos de 20X, para captura da
imagem com camera Sony Ciber-shot P-92 (Anexo 2A). A andlise do percentual de trabéculas
oOsseas foi realizada em um computador Macintosh, utilizando o programa de dominio publico
NIH IMAGE, desenvolvido pelo U.S. National Institutes for Health e disponivel na Internet na

pagina http://rsb.info.nih.gov/nih-image/. Para tanto, uma area determinada para cada amostra

foi escolhida, tendo uma dimensao vertical padronizada de 18 polegadas quadradas, e sendo de
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largura equivalente a toda a extensdo de tecido 6sseo medular (entre corticais direita e
esquerda). O posicionamento da area pré-determinada para a analise foi situado logo abaixo do
primeiro milimetro a partir da epifise em dire¢do distal ao 0sso, com o objetivo de excluir a
esponjosa primaria (Cui et al., 2004). Como as areas totais selecionadas (em polegadas
quadradas) apresentavam variacdes entre as amostras, a rea de preenchimento por tecido 6sseo
trabecular de cada amostra (identificada pelo programa) foi dividida pelo somatorio de sua area
total de tecido medular, permitindo a verificagdo do percentual de preenchimento 06sseo
trabecular. O posicionamento da area de anélise em cada amostra e a operagdo do programa de
calculo foram realizados por um examinador treinado e ndo participante das condutas

experimentais do presente estudo (Anexo 2B).

Analise estatistica:

A: Peso Corporal:

O parametro peso corporal foi analisado comparativamente através de médias e
desvios-padrao no momento do baseline e ao final dos periodos observacionais do estudo, para
todos os animais experimentais. As médias entre os grupos foram comparadas através de Teste-

t de Student a um nivel de significancia de 5%.



25

B: Densitometria ossea:

As médias dos valores de densitometria dssea nos animais teste e controle (area Ossea,
densidade mineral 6ssea (DMO) e conteudo mineral 6sseo (CMO)) foram comparadas através
de Teste-t de Student, a um nivel de significancia de 5%. Adicionalmente, os valores do BMC
entre 30 e 60 dias foram analisados através da comparacdo de médias por Teste-t de Student, a

um nivel de significancia de 5%.

C: Analise da area trabecular de cortes sagitais em tibias:

Foram calculadas médias e desvios-padrdo do percentual de preenchimento por
trabéculas 0sseas no tecido 6sseo medular das tibias dos animais dos grupos teste e controle. A
compara¢do das médias das areas entre os dois grupos foi realizada através de teste-t de

Student, a um nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

A Figura 1 mostra os resultados da analise de concordancia e reprodutibilidade dos exames de
densitometria dssea para o animal em estudo. Valores relativos ao BMC fornecidos através de
10 testes seqiienciais com reposicionamento do mesmo animal, com a posi¢do padrdo para a
realizacdo dos demais exames, sdo apresentados. A média, desvio-padrao e coeficiente de
variacdo para os 10 valores de BMC foram calculados. O baixo valor do coeficiente de

variagdo ¢ um indicativo da adequada precisdo do exame para os propoésitos do estudo.

Medicoes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BMC 9,494 9,559 9,567 9,592 9,561 9,706 9,491 9,551 9,650 9,513
Média 9,568

Desvio-padrao 0,067

Coeficiente de Variacao  0,7%

Figura 1: Analise de concordancia e reprodutibilidade dos exames de densitometria 6ssea para o animal em
estudo.Valores relativos ao BMC fornecidos através de 10 testes seqiienciais com reposicionamento do mesmo

animal. A média, desvio-padrao e coeficiente de variacdo para os 10 valores de BMC foram calculados.

A figura 2 apresenta as comparagdes dos pesos dos animais experimentais que foram
sacrificados no momento observacional de 30 dias do estudo, no momento do baseline e aos 30
dias. No baseline, os animais do grupo teste mostraram-se significativamente mais pesados que

os do grupo controle. Entre os momentos do baseline e dos 30 dias, todos os animais
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experimentais apresentaram aumento significativo de peso. Aos 30 dias, os animais do grupo

teste apresentaram-se, novamente, significativamente mais pesados que os do grupo controle.

PESO — COMPARACAO ENTRE BASELINE E 30 DIAS

Ratos 30 dias no Baseline 30 dias
Grupo Teste Grupo Controle Grupo Teste Grupo Controle
231 219 327,5 248
257 186 307,5 273,5
290 216 321,5 309
265 240 282,5 288
256 262 292,5 257
240 224 290 263
227 207 268,5 275
Médias 252,28 224,14 298,5 273,35
Desv.-pad. 21,84 23,22 21,27 20,43

Teste —t (p): Teste (Baseline X 30 dias): 0,001 Controle (Baseline X 30 dias): 0,001

Teste X Controle Baseline: 0,018 Teste X Controle 30 dias: 0,021

Figura 2: Valores relativos ao Peso dos animais dos grupos experimentais teste e controle que foram sacrificados
30 dias ap6s a colocacdo das ligaduras para indugao de Periodontite. Os valores de peso sdo apresentados, para os
mesmos animais, no momento do baseline e aos 30 dias. Os valores de p apos a realizag@o de Teste-t de Student a
5% de significancia para comparagao entre os grupos das médias dos valores avaliados sdo apresentados na porgao

inferior da figura.
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A figura 3 apresenta as comparacdes dos pesos dos animais experimentais que foram
sacrificados no momento observacional de 60 dias do estudo, no momento do baseline e aos 60
dias. No baseline, os animais do grupo controle mostraram-se significativamente mais pesados
que os do grupo teste. Entre os momentos do baseline e dos 60 dias, tanto os animais teste
quanto os controle aumentaram significativamente de peso. Aos 60 dias, ndo foram observadas

diferencas significativas (os animais do grupo teste ganharam mais peso que os controle).
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PESO — COMPARACAO ENTRE BASELINE E 60 DIAS

Ratos 60 dias no Baseline

Grupo Teste Grupo Controle

60 dias

Grupo Teste Grupo Controle

235 248 350 325
187 227 332 350
214 247 379 320
231 252 312 370
257 266 375 394
234 240 350 374
250 266 380 387
Médias 229,71 249,42 352,7 367,4
Desv.-pad. 23,36 13,87 25,89 29,17

Teste —t (p): Teste (Baseline X 60 dias): 0,000

Teste X Controle Baseline: 0,039

Controle (Baseline X 60 dias): 0,000

Teste X Controle 60 dias: 0,345

Figura 3: Valores relativos ao Peso dos animais dos grupos experimentais teste e controle que foram sacrificados

60 dias ap6s a colocacdo das ligaduras para indugao de Periodontite. Os valores de peso sdo apresentados, para os

mesmos animais, no momento do baseline e aos 60 dias. Os valores de p apos a realizag@o de Teste-t de Student a

5% de significancia para comparagdo entre os grupos das médias dos valores avaliados sdo apresentados na porgao

inferior da figura.
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A figura 4 mostra os resultados comparativos entre os grupos teste e controle dos
parametros area dssea, densidade mineral 6ssea (BMD) e conteudo mineral 6sseo (BMC),
analisados através de densitometria 6ssea, € o0 peso dos animais, ao término de 30 dias apods
terem sido colocadas as ligaduras para induc¢do de periodontite nos animais do grupo teste.
Os valores estdo dispostos individualmente, tendo as médias de cada pardmetro avaliado
sido comparadas entre os grupos por Teste-t de Student a um nivel de significancia de 5 %.
Nesta tabela pode-se observar a auséncia de diferencas significativas entre os valores
relativos a BMD e BMC. O peso dos animais apresentou diferencas significativas entre os
grupos aos 30 dias, sendo os valores médios deste pardmetro maiores nos animais do grupo
teste do que no grupo controle. A média dos valores da area de tecido 6sseo calculada para
0 grupo teste apresentou-se significativamente semelhante a do grupo controle.

Na figura 5 estdo expressos os valores dos parametros BMD, BMC, érea dssea e
peso dos animais teste e controle, individualmente, 60 dias apds a inducdo de periodontite.
A comparacdo das médias por teste-t de Student a 5% de significancia mostrou nao haver
diferencas significativas entre os grupos para os parametros BMD e BMC. Diferentemente
do que foi observado aos 30 dias, o peso dos animais do grupo teste ndo mostrou diferengas
significativas quando comparado ao do grupo controle, enquanto a area de tecido 6sseo
calculada em valores médios para o grupo teste apresentou-se significativamente menor do

que aquela medida para o grupo controle.
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DENSITOMETRIA OSSEA 30 DIAS

Grupo Teste Grupo Controle

Area BMC BMD Peso Area BMC BMD Peso
61 9,7191  0,1588  327,5 57,0260  7,8824  0,1382 248
60 8,7809  0,1459  307,5 59,4999  8,3900  0,1410  273,5
63,6301 9,4846  0,1491 321,5 62,4622  9,1508  0,1465 309
59,7972 8,5609  0,1432 2825 58,7142  8,6562  0,1474 288
59,0964  8,3674 0,1416 2925 56,1448 17,9577  0,1417 257
59,2345  8,4732  0,1430 290 56,1660 8,1766  0,1456 263
55,9855  7,7715  0,1388  268,5 57,1004  8,5957  0,1505 275
Médias 60 8,7368 0,1457  298,5 58,1590  8,4013  0,1444 273,35
Desv.-pad. 2,3141 0,6701 0,0065 21,27 2,2751 0,4436  0,0042 20,43
Teste —t (p): Area: 0,093 BMC: 0,145 BMD: 0,327 Peso: 0,021

Figura 4: Valores relativos a Area Ossea, Contetido Mineral Osseo (BMC), Densidade Mineral Ossea (BMD) e
Peso dos animais dos grupos experimentais em exame de Raio-X de dupla energia (Densitometria Ossea) 30 dias
apos a colocacdo das ligaduras para inducdo de Periodontite. O valor de p apds a realizagdo de Teste-t de Student a
5% de significancia para comparagdo entre os grupos das médias dos valores dos pardmetros avaliados ¢

apresentado na por¢do inferior da figura.



Area
59,9034
62,4304
61,2624
60,7103
55,4971
55,0724
51,1015
Médias 57,9968

Desv.-pad. 4,1566

DENSITOMETRIA OSSEA 60 DIAS

Grupo Teste

BMC
9,3880
9,5006
9,1179
9,1628
8,6320
8,3886
7,4543
8,8063

0,7162

BMD
0,1567
0,1522
0,1488
0,1509
0,1555
0,1523
0,1459
0,1517

0,0037

Peso
350
332
379
312
375
350
380
354

25,89

Area
63,3752
58,5868
56,4633
63,2054
61,5278
62,9081
64,0866
61,4504

2,8559

3

Grupo Controle

BMC
9,4727
8,6084
8,2871
9,2909
9,5685
9,5769
10,2037
9,2869

0,6453

BMD

0,1495
0,1469
0,1468
0,1470
0,1555
0,1522
0,1592
0,1510

0,0048

2

Peso
325
350
320
370
394
374
387
360

29,17

Teste —t (p):

Area: 0,047

BMC: 0,105

BMD: 0,376

Peso: 0,345

Figura 5: Valores relativos a Area Ossea, Contetido Mineral Osseo (BMC), Densidade Mineral Ossea (BMD) e

Peso dos animais dos grupos experimentais em exame de Raio-X de dupla energia (Densitometria Ossea) 60 dias

apos a colocacdo das ligaduras para inducdo de Periodontite. O valor de p apds a realizagdo de Teste-t de Student a

5% de significancia para comparagdo entre os grupos das médias dos valores dos pardmetros avaliados ¢

apresentado na por¢do inferior da figura.

A figura 6 mostra os resultados da comparagdo dos valores do BMC nos mesmos grupos entre

os momentos de 30 e 60 dias apds a colocagdo das ligaduras (anélise entre os grupos teste aos

30 e 60 dias e entre os grupos controle aos 30 e 60 dias). O grupo controle mostrou ter
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apresentado um continuo crescimento 0sseo, com valores de BMC significativamente maiores
aos 60 dias comparativamente aos 30 dias. Os animais do grupo teste apresentaram um

desenvolvimento 6sseo comprometido, com valores de BMC significativamente semelhantes

aos 30 e 60 dias.

Figura 6: Comparacgdo dos valores relativos ao BMC entre os animais teste aos 30 e 60 dias, e entre os animais
controle aos 30 e 60 dias. A figura apresenta as médias dos valoresa cada momento observacional. O valor de p
apos a realizacdo de Teste-t de Student a 5% de significancia para comparagdo entre os grupos das médias dos

valores avaliados ¢ apresentado na porgao inferior da figura.
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A figura 7 mostra os resultados obtidos com a andlise do percentual de
preenchimento por osso trabecular da area total de osso medular nas tibias dos animais
experimentais. A comparacdo das médias percentuais obtidas para os grupos teste e
controle por Teste-t de Student a 5% de significincia demonstrou ndo haver diferencas

significativas entre as mesmas, tendo havido, no entanto, maior preenchimento 6sseo

trabecular nas tibias dos animais do grupo controle.

Animais Desv.-pad.
Teste 24% 59% 30% 44% 26% 22% 34% 34% 13,22
Controle 34% 31% 48% 37% 34% 44% 62% 41% 10,89

Teste-t (p) 0,1412

Figura 7: Valores referentes aos percentuais de preenchimento da area correspondente ao osso medular por
trabéculas Osseas nas tibias dos animais dos dois grupos experimentais, 60 dias ap6s a colocacao das ligaduras
para indugdo de periodontite. O valor de p apos a realizagdo de Teste-t de Student a 5% de significancia para
comparagdo entre os grupos das médias dos valores dos pardmetros avaliados ¢ apresentado na porgéo inferior

da figura.
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5. DISCUSSAO

A extrapolagdo dos achados clinicos do presente estudo para seres humanos
diretamente nao ¢ adequada (“o homem ndo ¢ um rato gigante” — Allmon, 1971). Deve-se
ter, ao trabalhar com estudos em animais, o cuidado de reconhecer as limitagdes inerentes
a este modelo experimental, mas compreendendo sua importadncia como sendo a base
inicial para o estudo de processos biologicos que, posteriormente, poderdo ser
adequadamente investigados e estudados em seres humanos. Ignorar esse fato seria
também uma imprudéncia, visto que existem similaridades importantes entre sistemas
organicos destes animais com os dos seres humanos.

Na atualidade, os desenhos experimentais onde o rato ¢ empregado vém sendo
aplicados para estudar uma série de eventos relacionados a varias doencgas. Os sistemas e a
fisiologia do rato assemelham-se aos do ser humano de forma a permitir a realizagdo de
estudos onde o ser humano ndo poderia ser empregado como elemento experimental
(Klausen, 1991; Susin e Rdosing, 2002). Os modelos experimentais que incluem o rato
permitem que seja observado o impacto de um processo patoldgico determinado e
isoladamente presente sobre um determinado desfecho em estudo, o que dificilmente ¢
possivel de ser encontrado em humanos. Além disso, os aspectos éticos concernentes ao
fato de se permitir o estudo do impacto de uma doenga de carater evolutivo e cumulativo
sobre o aparecimento de outra em humanos, ja havendo plausibilidade biologica para
suspeitar da sua inter-relagdo, tornam a execucdo de estudos desta natureza inviavel.
Também ¢ importante salientar que, dentro das caracteristicas proprias do modelo animal,

estudos em ratos ainda permitem o controle de fatores genéticos, ambientais e
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microbioldgicos, por exemplo. Desta forma, buscam-se resultados e viabilidade futura
para aplica¢do das informagdes adquiridas aos seres humanos (Klausen, 1991; Susin e
Rosing, 2002).

No presente estudo, periodontite foi induzida através de colocacdo de ligaduras
ao redor de um dente molar de cada animal experimental, com o intuito de instalar na area
intracrevicular um fator retentivo de bactérias oriundas da cavidade bucal, de tal forma a
induzir a forma¢do de um biofilme subgengival e entdo, sucessivamente, a instalacdo de
um processo inflamatdrio que determina a ocorréncia de perdas dsseas localizadas no osso
alveolar, bem como a perda progressiva da inser¢do clinica periodontal ao redor destes
dentes. Na literatura podemos encontrar uma série de estudos que, com metodologias
semelhantes de inducdo de periodontite, permitiram a observa¢do de diferentes graus de
perdas de insercdo periodontal ao redor dos dentes afetados, determinando como sendo
adequado o uso da ligadura para estudos onde o desfecho a ser analisado depende da
ocorréncia de periodontite de uma forma semelhante a que ocorre e evolui em seres
humanos (Fiehn, Klausen e Evans (1992); Breivik et al (2000); Orrico et al (2005); Leite et
al. (2005)).

Os periodos de observacao do estudo (30 e 60 dias) foram assim estipulados para
que pudesse ser testada a evolucdo do processo inflamatdrio periodontal em graus mais
agravados, mas sem que os animais experimentais viessem a perder seus dentes pela
evolucdo da migracdo do epitélio juncional até o apice dos mesmos. Como o ciclo
biologico e o periodo de vida em ratos sdo consideravelmente menores do que os
observados em seres humanos, também a evolu¢do das doencas periodontais, naqueles,
costuma ser mais rapida. Este fato poderia comprometer a andlise da continuidade do

impacto do processo inflamatdrio instalado por mais de 30 dias. Um processo inflamatorio
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de mais longa duragdo, portanto em uma fase de desenvolvimento onde ¢ caracteristica a
sintese e a expressdo de um numero maior de citocinas inflamatorias no periodonto
(Offenbacher et al., 1996) e conseqiientemente uma maior probabilidade de disseminagao
sistémica destes mediadores quimicos determinando alteragdes a distancia (Loffreda et al.,
1998) teria uma suposta interferéncia maior no padrdo de perda oOssea sistémica. Além
disso, a caracteristica cumulativa do dano provocado pelo estimulo constante no processo
reabsortivo sobre o neoformador de tecido Osseo faria de uma periodontite instalada ha
mais tempo uma ameaca naturalmente mais impactante na massa O0ssea sistémica dos
animais experimentais. Para tanto, estimou-se que 60 dias de processo inflamatorio seriam
de suficiente impacto sobre os desfechos a serem estudados. No entanto, devido a
velocidade com que a migracdo apical do epitélio juncional ocorre em ratos, haveria a
possibilidade de, aos 60 dias, haver perdas dentdrias em alguns dos animais. Este fato
comprometeria a andlise adequada dos resultados de uma inflamagdo periodontal de
caracteristicas semelhantes em todos os animais do grupo experimental.

Como nenhum dos animais sacrificados aos 60 dias apresentou perdas dentarias,
estes puderam ser considerados como apresentando condigdes ideais para terem suas
tibias analisadas através de histomorfometria para calculo das areas de preenchimento por
tecido Osseo trabecular. Caso tivessem sido observadas perdas dentarias neste grupo, a
analise histomorfométrica teria sido realizada no grupo sacrificado aos 30 dias.

Na anélise da massa dssea observada no exame de densitometria, tanto o grupo de
30 como o de 60 dias foram incluidos, pois havia a suspeita de que a magnitude do
processo inflamatorio ja pudesse interferir na massa dssea sist€émica em um periodo curto

de instalagao (30 dias).
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Os resultados do presente estudo mostram que a presenca de atividade inflamatéria
localizada em um determinado 6rgdo ou parte especifica do organismo (no caso a
periodontite) apresenta impacto sobre as condigdes Osseas sistémicas, em concordancia
com outros estudos (Heinrich et al., 2003; Ishihara & Hirano, 2002; Tracy, 2003), onde
processos inflamatorios oriundos de outras doengas também assim puderam influenciar.
Como a magnitude do processo inflamatorio (no periodonto ao redor de um Unico dente
molar) pode ser considerada pequena, e como os animais ainda apresentavam-se em
processo continuo de desenvolvimento corporal, os resultados ndo revelaram alteragdes
significativas na massa Ossea sistémica observada através da comparagdo dos valores de
densidade mineral 6ssea e contetido mineral 6sseo entre os grupos experimentais, aos 30 e
60 dias. No entanto, a area de tecido Osseo, mensurada nestes mesmos momentos
observacionais do estudo, apresentou-se, nos animais sacrificados aos 30 dias, maior nos
animais do grupo teste (com doenga periodontal) do que nos animais do grupo controle
(sem doenga). Aos 60 dias, no entanto, esta relagdo se inverteu, sendo a area de tecido
6sseo significativamente maior no grupo controle do que no grupo teste.

A comparagdo do parametro peso corporal dos animais entre os momento de
baseline e 30 dias, e entre baseline e 60 dias, refor¢a as conclusdes acerca da limitagdo no
desenvolvimento 6sseo dos animais revelada pela andlise da area 6ssea dos mesmos. A
influéncia do processo inflamatorio periodontal instalado com pouco tempo de evolugado
foi pequena, e com expressao restrita sobre o desenvolvimento 6sseo dos animais. Porém,
a compara¢ao do peso corporal entre baseline e 60 dias mostrou que a periodontite
instalada, como unico processo patologico capaz de acometer o desenvolvimento corporeo
dos animais, determinou uma impactacdo no padrio de desenvolvimento Osseo, ao

contrario do que foi observado até os 30 dias (grupo teste continuou mais pesado que o
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grupo controle, a semelhanga do que fora observado no baseline, e com area Ossea
semelhante), aos 60 dias os animais do grupo haviam ganho mais peso do que os do grupo
controle, mas apresentando area dssea significativamente menor. Tais comparagdes nos
permitem concluir que a presenca do processo inflamatorio localizado no periodonto dos
animais do grupo teste interferiu no padrdo de crescimento 6sseo normal dos animais
experimentais. Estes dados apontam para o fato do montante de processo inflamatorio
instalado pela inducdo de periodontite ter influenciado no processo natural de
formagdo/reabsor¢do dssea sistemicamente, porém sem afetar o desenvolvimento fisico
geral dos animais, provavelmente ndo trazendo comprometimentos no seu padrdo
organico, alimentar ou comportamental.

A comparagdo dos valores de BMC nos mesmos grupos entre os periodos de 30 e
60 dias revelou ter o grupo controle apresentado um continuo crescimento 6sseo, portanto
tendo, além da area maior, também maior aquisi¢ao de contetido mineral 6sseo, mostrando
dimensdes dsseas maiores. O grupo teste, no entanto, apresentou contetido mineral 6sseo
compativel com sua menor érea, reforgando os indicios de desenvolvimento 6sseo
comprometido.

O exame das condigdes macroscopicas do esqueleto através do emprego da
densitometria 6ssea vem sendo aplicado com regularidade para o diagndstico das
situacdes que envolvem a osteopenia e a osteoporose em humanos. O software empregado
para a realizacdo do mesmo exame em pequenos animais permite a realizacdo deste
exame em ratos, com um nivel relativamente satisfatério de precis@o. Os resultados deste
exame mostram o significado da perda quantitativa da massa Ossea sistémica sobre a
observagdo macroscopica do esqueleto dos animais estudados. No entanto, estes

resultados serdo relevantes e identificdveis se forem expressdes de alteragdes de
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magnitudes suficientes para que o exame possa detectar diminui¢cdes considerdveis ao
ponto de denunciar os valores reduzidos de contetdo e densidade mineral dssea. Nesta
interpretacdo, o tecido Osseo cortical apresenta grande influéncia sobre o calculo total da
area de tecido 0sseo mensurada, e sobre os pardmetros envolvendo a quantidade de tecido
6sseo. Por outro lado, foi suficientemente comprovado na literatura que o inicio das
perdas Osseas capazes de configurar, de acordo com seu padrdo de evolucdo, uma massa
Ossea sistémica de expressiva diminuicao se da em tecido medular. As trabéculas, afetadas
diretamente pela evolugdo da perda quantitativa de tecido dsseo, comecam a apresentar-se
de menor espessura, com areas cada vez maiores de espago intertrabecular. Desta maneira,
¢ esperado que, quando alteragdes de menor magnitude mas ainda assim capazes de
influenciar no metabolismo Osseo diminuindo a massa Ossea venham a ocorrer, as
evidéncias deste processo sejam mais facilmente identificadas em andlises do contetido
especificamente trabecular do que na mensuragdo do tecido 6sseo corpdreo como um
todo, incluindo as areas trabeculares e corticais conjuntamente. Assim, o exame de
densitometria 6ssea, onde o osso cortical (provavelmente ainda ndo tdo comprometido a
ponto de denunciar perda na massa Ossea sistémica) apresenta-se como determinante no
calculo final dos parametros avaliados, ¢ pouco sensivel para detectar a expressao Ossea
sistémica do processo inflamatorio induzido em um dente somente. Seria interessante, a
partir dos resultados deste estudo, a realizagdo de outros estudos visando verificar o
impacto de periodontite instalada em mais de um dente de cada animal experimental sobre
as condi¢cdes Osseas dos mesmos em avaliacdo através da densitometria 0ssea. Deve-se
atentar, entretanto, para a possibilidade de eventos inflamatdrios de maior magnitude

interferirem em func¢des organicas naturais nestes animais, que teriam o poder de gerar por



41

si sO alteragdes na massa Ossea sistémica, e assim funcionando como importantes vieses
de confusao.

Os resultados do presente estudo ndo apresentaram diferencas significativas com
relagdo ao percentual de preenchimento por trabéculas Osseas das areas totais de osso
medular nas tibias dos animais teste e controle, em exame histomorfométrico através de
visualizagcdo por estereomicroscopio. Houve, no entanto, uma menor presenga de
trabéculas 0sseas nos animais do grupo teste (médias percentuais de preenchimento dsseo
na ordem de 34% para o grupo teste e 41% para o grupo controle), condi¢do observada na
ocorréncia de osteoporose em seres humanos.

Em estudos onde as observagdes de resultados expressam a relevancia de um
determinado fator em estudo em provocar ou modificar um desfecho a ser mensurado, o
numero da amostra em cada grupo (teste e controle) ¢ fundamental. Se o efeito provocado
pelo fator em estudo exerce uma influéncia forte o suficiente para gerar um impacto
importante no desfecho, eventualmente um nimero menor de animais ja poderia ser
suficiente para que se obtenha resultados significativamente diferentes entre os grupos. No
entanto, onde o fator em estudo apresenta um menor impacto sobre a ocorréncia do
desfecho, a inobservancia de resultados estatisticamente significativos pode estar
relacionada a um ntmero reduzido de animais experimentais. No presente estudo, foi
observada a existéncia de um impacto da periodontite sobre a massa Ossea sistémica,
porém as diferencas entre os grupos nao atingiram significancia estatistica, provavelmente
por ser o efeito inflamatorio instalado de modesta magnitude para atingir significancia
com este tamanho de amostra. Um nUmero relativamente pequeno de animais foi
empregado em cada grupo experimental, a semelhanga de outros estudos onde o modelo

animal em ratos para verificar a relagdo da periodontite com condigdes sistémicas ou de
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periodontopatdgenos com regimes antibioticoterapicos foi utilizado. Nos estudo de Fiehn,
Klausen e Evans (1992) e Breivik et al (2000) foram utilizados 10 ratos para cada grupo
experimental; no estudo de Orrico et al (2005), 9 animais por grupo; € nos estudos de
Chang et al. (1994) e Leite et al. (2005), 6 animais por grupo. Em todos estes estudos,
periodontite foi induzida através da colocacdo de ligaduras, de forma semelhante a
realizada no presente trabalho. No momento da realizagdo deste estudo, também a
disponibilidade reduzida no fornecimento de animais no biotério da Coordenagdo de
Producdo e Experimentacdo Animal da Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em
Satide quando da aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS, contribuiu para o menor numero de animais. A liberagdo de animais para estudos
desta natureza dependeu do montante numérico da reproducdo e preparo destes no
momento, bem como do nimero de solicitagdes de ratos Wistar para os diversos estudos
cientificos que iniciavam naquele periodo.

O tamanho da amostra, no presente estudo, foi estipulado baseando-se em estudos
anteriores com indu¢do de periodontite através da colocacdo de ligaduras. O calculo de
amostra fica comprometido pois, para que seja feito, hd a necessidade de estipular,
arbitrariamente, qual a diferenca entre os grupos que se quer testar. Estudos pioneiros tém
o potencial de revelar a for¢a e o impacto da influéncia do fator em estudo sobre o
desfecho, assim possibilitando o acerto, de forma mais favorecida, de um numero amostral
apropriado para a relacdo estabelecida previamente. O presente estudo pioneiro sugere a
conducdo de investigacdes adicionais com vistas a verificacio da influéncia de
periodontite localizada em mais de um dente em ratos, com um tamanho amostral maior,

sobre a massa Ossea sist€émica dos animais.
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6. CONCLUSOES

e De acordo com os resultados do presente estudo, foi verificado que houve
impacto da periodontite sobre a massa Ossea sistémica dos animais
experimentais, porém ndo havendo diferengas significativas entre os grupos
teste e controle;

e Nao foi observado efeito estatisticamente significativo da periodontite
instalada por 30 ou 60 dias sobre a estrutura ossea trabecular das tibias nos
animais do grupo teste, em comparagdo com os animais do grupo controle;

¢ Foi observado que a atividade de periodontite esteve relacionada com uma
diminuicdo no padrdo de crescimento Osseo sistémico normal em ratos
Wistar, observada na comparagao do contetido mineral 6sseo entre 30 e 60
dias de periodontite instalada, e no parametro area dssea ao término dos 60

dias.
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8. ANEXOS

Anexo 1:

COI PUCRS

18515848F Sat 15.May.Z884 18:85
Name: PESQUISA MOUSE G. CONTROLE

C.F. 1.8388 1.8Z88 1.8888

Region Area BMC BMD
(cmZ) (gram=z) (gn= cmnd)

GLOBAL 57 .8Z6H T.8824 8.1382

ol5.May.2884 18:36 [279 x 2151 F%[]L_[j[3|[j

Imagem obtida através do exame de densitometria dssea, com sele¢ao da funcao especifica
para pequenos animais, com os resultados das medi¢des de area, conteudo mineral 6sseo

(BMC) e densidade mineral 6ssea (BMD).
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Anexo 2:

Seqiiéncia de imagens ilustrando passos da metodologia experimental para analise das

imagens obtidas a partir da visualizacdo dos cortes das tibias:

A: Area do corpo 6sseo das tibias selecionada para anélise, correspondente ao tecido
localizado entre o término da cortical da cabega articular em dire¢do ao corpo dsseo,
totalizando a dimensdo de 3,5mm?” de osso trabecular. As sec¢des frontais das cabecas das
tibias foram coradas com azul de toluidina e examinadas em estereomicroscopio marca
Olympus modelo SZS 1145, com aumentos de 20X, para captura da imagem com camera

Sony Ciber-shot P-92.
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B: Andlise do percentual de trabéculas dsseas, realizada em um computador Macintosh,
utilizando o programa de dominio publico NIH IMAGE, desenvolvido pelo U.S. National

Institutes for Health e disponivel na Internet na pagina http://rsb.info.nih.gov/nih-image/. A

area determinada para cada amostra foi escolhida tendo uma dimensdo vertical padronizada
de 18 polegadas quadradas, e sendo de largura equivalente a toda a extensdo de tecido
0sseo medular (entre corticais direita e esquerda). O posicionamento da area pré-
determinada para a analise foi situado logo abaixo do primeiro milimetro a partir da epifise
em direcdo distal ao 0sso, com o objetivo de excluir a “esponjosa primaria” (Cui et al.,

2004).



