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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar histometricamente a influéncia de uma
dieta hiperlipidica sobre a evolugéo da doenga periodontal experimental em ratos.
Trinta e dois ratos machos adultos, da linhagem Wistar, fizeram parte do estudo e
os mesmos foram aleatoriamente divididos em dois grupos: C (ragao para animais
de laboratério) e H (ragdo hiperlipidica). Uma ligadura de fio de algodao foi
colocada ao redor do primeiro molar inferior esquerdo e o dente contra-lateral
serviu como controle. Os animais foram sacrificados nos intervalos de 7, 14, 21 e
28 dias apds a colocacao da ligadura com o objetivo de avaliarmos a progressao
da doenca periodontal. As mandibulas foram removidas para obtencao dos cortes
histol6gicos dos primeiros molares. Analise histométrica foi realizada, com o
auxilio do programa de avaliagdo de imagens ImagePro®, para quantificar a perda
0ssea na regiao da bifurcacdo através da contagem de pontos. No momento do
sacrificio observamos um maior acumulo de restos alimentares nos dentes com
ligadura, independente da dieta, e também um maior acumulo de tecido adiposo
na regidao abdominal dos animais do grupo H, devido ao tipo de dieta ingerida por
estes animais, que continha maior concentracdo de lipideos. Os dados foram
analisados com os testes ANOVA e de Tukey ao nivel de significancia de 5%. A
andlise intergrupos nao revelou diferenca estatisticamente significante na
quantidade de perda Gssea entre os diferentes intervalos de tempo (p>0,05) tanto
nos dentes com ligadura quanto nos sem ligadura. A andlise intragrupo, no
entanto, mostrou maior perda déssea nos dentes que receberam a ligadura,
comparados aos dentes sem ligadura (p<0,0001). Desta maneira podemos
concluir que o consumo de uma dieta hiperlipidica nao tem influéncia sobre a
perda 6ssea resultante da periodontite induzida em ratos.

Palavras-chave: periodontite; dieta hiperlipidica; reabsorcao 6ssea; ratos wistar



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, histometrically, the influence of a hyperlipidic
diet on the evolution of experimental periodontal disease. Thirty-two male Wistar
rats were randomly assigned to two groups: C (commercial chow diet) and H
(hyperlipidic diet). Cotton ligatures were placed around the left first mandibular
molar and the contralateral tooth was used as a control. The animals were
sacrificed on days 7, 14, 21 and 28 days after ligature placement for evaluation of
periodontal disease progression. The specimens were routinely processed for
serial decalcified sections and histometric analysis was performed to evaluate
bone loss in the furcation area with the help of an image analysis software,
ImagePro®. In the moment of the sacrifice it was noticed a greater accumulation
food debris on the teeth with ligature of both groups, it was also noticed a greater
accumulation of adipose tissue in group H, due to the kind of diet that the animals
were fed, which has an elevated concentration of lipids. The data was analyzed
using the ANOVA and Tukey’s test at a significance level of 5%. Intergroup
analysis did not show significant differences in relation to loss of bone volume for
both the ligated and unligated teeth between time intervals (p>0.05). Intragroup
analysis, however, showed a greater amount of bone volume loss in the ligated
teeth than in the unligated ones (p<0.0001). | could be concluded that the
consumption of a hyperlipidic diet does not influence bone loss in ligature-induced

periodontal disease in rats.

Key words: periodontitis; hyperlipidic diet; bone resorption; Wistar rat



INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que a doenga periodontal vem
se tornando um problema bastante significante na populacdo mais velha
(Albandar, 2002a). De acordo com dados do NHANES Il (levantamento
epidemiolégico dos Estados Unidos entre 1988 e 1994), a periodontite leve é
mais prevalente em grupos etarios mais velhos, no entanto, periodontites
moderadas e severas aumentavam sua prevaléncia até a idade de 65 anos, a
partir da qual mantinha-se estavel até os 80 anos de idade, onde ocorria uma
reducao dessa prevaléncia (Albandar, 2002b).

A doenca periodontal afeta as estruturas de suporte do dente e é
resultado da interagdo entre uma microbiota patogénica e a resposta imune do
hospedeiro. Para sua ocorréncia é essencial que haja o acumulo de biofilme
dental, ja que o fator microbiano é o iniciador da condicao (Page, 1982).

Modelos experimentais da doenca periodontal em roedores vém sendo
bastante utilizados devido as vantagens que oferecem como: pre¢o, manuseio,
entre outros. Além disso, os aspectos clinicos, radiograficos e histolégicos da
doenca periodontal sdo bastante semelhantes aos encontrados nos humanos
(Page, 1982; Galvao et al., 2003).

O uso da ligadura é bastante difundido e grande parte dos trabalhos que
usam este tipo de modelo experimental utiliza este método para induzir doenca
periodontal em animais (Gaspersic¢ et al., 2002; Duarte et al., 2004; Holzhausen
et al., 2004; Kuhr et al., 2004).

A dieta pode auxiliar no acumulo do biofilme, no sentido de que ela
fornecera nutrientes especificos, como por exemplo, sacarose, para que as

bactérias da placa possam proliferar mais intensamente, como ja foi mostrado



INTRODUCAO

anteriormente por Bowden & Li (1997). Alguns estudos experimentais de
doenca periodontal utilizaram dieta como forma de indugédo da doenga (Keyes
& Jordan, 1964; Querido et al., 1971; Robinson et al., 1991).

A composicao da dieta, desta maneira, € bastante importante, visto que nos
tempos atuais as dietas ricas em carboidratos e lipidios sdo bastante
freqUentes no dia-a-dia da populacdo. Dietas que proporcionem uma maior
disponibilidade de nutrientes para as bactérias do biofilme oral possivelmente
permitirdo que estas cresgam num ritmo mais acelerado que aquelas que nao
estao expostas ao mesmo substrato e isto pode resultar na maior incidéncia e
severidade das doencgas da cavidade oral, como por exemplo a doenca
periodontal.



REVISAO DE LITERATURA

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Etiologia e Patogénese da Doenga Feriodontal

A doenca periodontal € uma doencga cronica das estruturas de suporte do
dente, resultante do acumulo de biofilme dental. A evolugao da doenca periodontal
esta ligada ao acumulo do biofilme dental e a agdo do sistema imunolégico sobre
os tecidos periodontais, resultando na destruicdo das estruturas de suporte do
dente. Experimentos classicos tém demonstrado que o acumulo de biofilme dental
causa uma resposta inflamatéria dos tecidos gengivais, de forma reprodutivel (Lée
et al., 1965) e que a remocgao deste biofilme resulta no desaparecimento dos
sinais clinicos de inflamacgéao (Theilade et al., 1966).

A reacgao inflamatéria associada a doencga periodontal pode danificar as
estruturas conjuntivas, incluindo o osso alveolar, levando a perda dental (Lindhe &
Nyman, 1987). A principal causa da doenga periodontal sdo as bactérias que
compdem o biofilme dental. As toxinas, enzimas e metabdlitos produzidos pelas
bactérias apresentam papel importante na iniciacdo do processo inflamatério
presente na doenga periodontal (Listgarten, 1987).

A doenca periodontal representa a causa mais importante de perda dental
nos adultos (Williams, 1990). Apesar de multifatorial, a patogénese da doenca
periodontal envolve a presenca de fatores retentivos de placa, que podem iniciar
uma reagao inflamatdéria local, em individuos predispostos a doenca periodontal,
provocando o aparecimento de edema e liberagao de mediadores inflamatérios,
que levam ao resultado final da perda 6ssea alveolar (Assuma et al., 1998).

E sabido que o inicio e progressdo da doenga periodontal sdo dependentes
da presenca de microorganismos capazes de provocarem a doenga periodontal
(Schenkein, 1999). Mais de 500 microorganismos ja foram isolados de bolsas

periodontais, mas apenas uma minoria pode ser considerada como agente
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etiolégico das doencas periodontais (Haffajee & Socransky, 1994); estudos
epidemiolégicos tém associado apenas um pequeno numero destas bactérias a
perda Ossea alveolar, entre elas Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Tannerella forsythia (Tanner et al., 1984; Machtei et al.,
1999) .

Para um microorganismo ser considerado agente etiolégico da doenca
periodontal sdo necesséarias algumas caracteristicas como por exemplo ter a
capacidade de colonizar o ambiente da bolsa, a habilidade de evadir as defesas
do hospedeiro, e a capacidade de produzir substancias que atuem diretamente na

iniciacdo da destruicao tecidual.

A primeira barreira de protecdo, que 0s microorganismos encontram nos
tecidos periodontais, sdo os neutrofilos. Os neutréfilos sdo considerados agentes
protetores contra a doenca periodontal devido a sua habilidade de fagocitar as
bactérias, no entanto eles também podem ser uma fonte de citocinas pro-
inflamatérias que estimulam a reabsorcao 6ssea alveolar (Baker, 2000). Eles sao
0s responsaveis pela eliminagéo, através da fagocitose, dos microorganismos que
conseguiram penetrar a barreira do epitélio juncional. No entanto, algumas
bactérias desenvolveram mecanismos para driblar os mecanismos de defesa do
hospedeiro, entre eles temos a producdo de leucotoxinas pelo A.
actinomycetemcomitans e Campylobacter rectus, responsaveis pela destruicao
dos neutrofilos (Tsai et al., 1979; Gillespie et al., 1993), a producéo de proteases
que degradam anticorpos e componentes do complemento pelo Porphyromonas
gingivalis (Schenkein, 1989; Cutler et al., 1993), entre outros.

A destruicao periodontal ocorre tanto pela acao direta das bactérias sobre
os tecidos periodontais quanto pela agdo indireta onde ha a ativagdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro. As endotoxinas foram o primeiro produto
bacteriano a ser associado com a reabsorcdo 6ssea (Hausmann et al., 1970),
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desde entdo outros produtos foram observados, in vitro, estarem também
associados a reabsorcao 0ssea alveolar observada na doenga periodontal (Baker,
2000). Além de promoverem a reabsor¢ao 0ssea o0s produtos bacterianos também

inibem a formacéao 6ssea e a sintese da matriz éssea.

Indiretamente as bactérias estimulam o recrutamento dos neutréfilos e
estes, ao liberarem o conteldo de seus granulos para o meio extracelular
(degranulagao), liberam uma série de enzimas que degradam os tecidos
contribuindo para a destruicao tecidual. Mas a destruicdo que ocorre nos tecidos
nao é resultado somente da acao dos neutréfilos. A resposta imune é responsavel
pela mobilizagdo de linfocitos, mondcitos, fibroblastos entre outras células, e na
presenca do LPS bacteriano ocorre a ativacao destas que iniciam a producéao de
citocinas e mediadores inflamatdrios, como por exemplo PGE»,. Estes mediadores
entdo irdo promover a liberagdo de metaloproteinases da matriz (MMP), que irdo
promover a destruicAo da matriz extracelular e do osso (Shenker et al., 1990;
Birkedal-Hansen, 1993).

2.2. Doenga Periodontal Experimental

O estudo da doenca periodontal em humanos tem suas limitacdes em
relagdo as grandes variagdes entre os individuos. Muitos estudos tém utilizado
animais para o estudo da doenca periodontal como o modelo em primatas
(Kennedy & Polson, 1973; Heijl et al., 1976), caes (Schroeder & Lindhe, 1975;
Nyman et al, 1979) e roedores (Keyes & Jordan, 1964; Johnson, 1975;
Yamazaki, 1992; Nociti jr et al., 2000; Galvao et al., 2003).

As principais vantagens da utilizagao de roedores nos estudos da doenca
periodontal sdo o tamanho, o custo, a facil manipulagdo e a acomodagédo dos
mesmos (Jordan, 1971). Além destas vantagens os modelos animais de roedores

também tém a vantagem de serem mais previsiveis no sentido de que a doencga a
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ser estudada é reproduzida com um alto grau de confiabilidade (Frenkel, 1969),
pois os tecidos periodontais dos roedores sdo bastante semelhantes aos dos
humanos (Page & Schroeder, 1982).

A inducéo da doencga periodontal pode ser realizada por diversos métodos:
ligaduras de algodao (Johnson, 1975; Nociti Jr et al., 2000; Galvao et al., 2003),
ligaduras com fio de nylon (Lima et al., 2000; Leitdo et al., 2005; Menezes et al.,
2005), ligaduras de fio de seda (Kennedy & Polson, 1973, Heijl et al., 1976;
Grauballe et al., 2005), elasticos ortodonticos (Abiko & Shimono, 1989; Groissman
et al., 1990; Mitsuta et al., 2002), ligaduras metélicas (Perlstein & Bissada, 1977;
Jain et al., 2003); dieta (Keyes & Jordan, 1964; Querido et al., 1971; Robinson et
al., 1991; Yamazaki, 1992), injecdo de LPS bacteriano (Tomofuji et al., 2005,
2006; Vardar-Sengul et al., 2006) e inoculacao de bactérias (Crawford et al., 1978;
Samejima et al., 1990; Klausen et al., 1991). Independente do método utilizado
para induzir a doenga periodontal, todos os estudos obtiveram como resultado a
reabsorcao do o0sso alveolar e alteracées nos tecidos periodontais caracteristicos
da doencga periodontal.

2.2.1. Estrutura dos Tecidos Periodontais no Rato

A estrutura da area dentogengival no rato, incluindo o epitélio juncional e
sua insercdo na superficie dental, a configuracdo e topografia dos tecidos
epiteliais na margem gengival, e o sulco gengival raso com a superficie livre do
epitélio juncional no fundo ou ao nivel da margem gengival é bem similar ao

encontrado nos humanos (Page, 1982).

2.2.2. Doenga Feriodontal Experimental em Ratos

O modelo experimental de doenca periodontal em ratos é caracterizado
pelo acumulo de placa, achatamento e deslocamento da crista gengival, aumento

da proliferacdo do epitélio para o interior do tecido conjuntivo, e presenca de
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infiltrado inflamatério, principalmente de células mononucleares, devido a
presenca da ligadura (Johnson, 1975; Bezerra et al., 2000).

Foi observado, histologicamente, a presenca de neutréfilos nas lesdes
inicias, apos alguns dias a les&o sofre alteragbes e pode-se encontrar um infiltrado
mononuclear substituindo o infiltrado polimorfonuclear, o0 nimero de osteoclastos
aumenta até aproximadamente o 14° dia de inducdo da doenca e em seguida
sofre um declinio (Sallay et al., 1982; Abiko & Shimono, 1989; Samejima et al.,
1990; Lima et al., 2000; Kuhr et al, 2004). Os osteoclastos promovem a
reabsorcao éssea e de cemento. As alteracdes inflamatérias que ocorrem podem
ser explicadas pela liberacao local de mediadores inflamatérios (Lima et al., 2000).
Ocorre ulceracao do epitélio da papila interproximal, o epitélio juncional sofre
ruptura e ha formagéao de epitélio juncional longo (Galvao et al., 2003).

Os dentes que nao recebem ligadura apresentam um quadro de inflamacao
subclinica, o que é normal pois ndao conseguimos eliminar todos os agentes
irritantes da cavidade oral (Perlstein & Bissada, 1977; Samejima et al., 1990;
Galvao et al., 2003). O epitélio juncional e gengival encontram-se intactos, ha
presenca de osteoclastos e lacunas de Howship, no entanto, em menor
quantidade que a observada nos dentes com ligadura, o que confirma a constante
remodelacao 6ssea (Sallay et al., 1982; Galvao et al., 2003; Kuhr et al., 2004).

Johnson, em 1975, avaliando o efeito da ligadura de fio de seda sobre o
periodonto de ratos tratados com dextran sulfato observou histologicamente que,
nos animais que receberam somente a ligadura, houve um aumento no nimero de
osteoclastos adjacentes ao o0sso alveolar e o pico de reabsor¢cdo 6ssea ocorreu
aos 17 dias, apos este periodo poucas alteracées puderam ser observadas; no
grupo onde houve a associagcdo da ligadura com o dextran sulfato o pico de
reabsorcdo 6ssea ocorreu aos 37 dias devido a acdo da droga que promove
alteragdes na formacao ossea.
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Crawford et al. (1978) utilizando o método de inducdo da doenca
periodontal por inoculagdo de 3 espécies bacterianas (S. mutans S6715, A.
naeslundii e A viscosus), em ratos germfree, observaram que a progresséo da
perda 6ssea nos ratos infectados era semelhante a dos ratos germfree até o
periodo de 60 dias pds-inoculagédo. No entanto, no periodo de 60 a 90 dias houve
um aumento na velocidade de perda Ossea, principalmente do componente

vertical, nos animais infectados.

Sallay et al. (1982), avaliando o efeito da imunossupressao quimica e do
uso de antibidticos sobre a reabsorcdo alveolar em ratos com ligadura,
observaram que a associagdo do imunossupressor com a ligadura resultou numa
maior destruicdo 6ssea, no entanto, somente o uso do agente imunossupressor
nao foi capaz de induzir reabsorcdo Ossea. O imunossupressor inibiu a
proliferagao dos osteoblastos e desta maneira a perda éssea observada foi maior
que no grupo que recebeu somente a ligadura. Eles também observaram que o
antibiético administrado preveniu a perda 6ssea tanto no grupo com ligadura
quanto no com ligadura e imunossupressor, sugerindo que a destruicdo 6ssea

neste modelo experimental € de origem bacteriana.

Samejima et al. (1990) investigaram o efeito da infeccao por Eikenella
corrodens na progressao da periodontite induzida por ligadura em ratos
imunosuprimidos ou ndo. Neste estudo foi observado que tanto a
imunossupressao quanto a inoculacao da bactéria, sem a presenca da ligadura,
nao resultaram na destruicdo do aparato periodontal. No entanto a ligadura
mostrou ser um meio de implantacéo da E. corrodens na cavidade oral dos ratos e

que a mesma causa reabsorcao 6ssea neste modelo animal.
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2.9. Dieta

A nutricdo pode ter impacto direto ou indireto sobre o desenvolvimento e
composicao dos biofilmes. O efeito direto: os nutrientes da dieta fornecem energia,
nitrogénio, ou carbono para os microorganismos; os metabdlitos de um organismo
sao fonte de nutrientes para outros no mesmo ambiente; o efeito indireto: os
produtos metabdlicos alteram o ambiente e favorecem o crescimento de certos
microorganismos; e 0s nutrientes da dieta fornecem substrato para a producéao de
polimeros especificos para as células do biofilme (Bowden & Li, 1997; Boyd &
Madden, 2003).

A avaliacdo do efeito da dieta sobre a doenca periodontal experimental é
dificil. O controle da dieta pode ser mediado por efeitos sistémicos sobre o
hospedeiro, efeitos locais sobre a microbiota, ou através do trauma nos tecidos
periodontais por fatores fisicos da dieta (Jordan, 1971). No estudo de Mitchell &
Johnson (1956) foi verificado que a doenga periodontal em hamsters é favorecida
por uma dieta rica em carboidratos. Dietas ricas em glicose, frutose e amido e
aquelas ricas em sacarose, favorecem a implantacao de A. viscosus e o acumulo
de placa (Jordan et al., 1969).

A composigdo da dieta parece alterar a distribuicdo e metabolismo dos
microorganismos na placa, no entanto a maioria destas alteragdes ocorre na placa
supragengival. A placa subgengival parece estar protegida destas alteragdes
devido a sua localizacado. O biofilme subgengival é nutrido pelo fluido crevicular e
pelas células do hospedeiro, portanto o efeito da dieta parece ser mais sistémico
que local (Alfano, 1976).

Keyes & Jordan (1964), utilizando hamsters, observaram que a introdugao

de uma dieta rica em carboidratos (Dieta 2000) resultava no desenvolvimento

espontdneo da doenga periodontal. No entanto nem todos os animais
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apresentavam a doenca periodontal apds a introducao da dieta, o que sugere que
a presenca de microorganismos capazes de induzir a doenga periodontal é
necessaria e ndo s6 o acumulo de placa. Neste estudo eles também observaram
que quando havia alteracdo na composicdo da dieta (p.ex. racdo comercial) a

placa subgengival sofria mineralizagéao.

Querido et al., em 1971, também em estudo com hamsters, utilizou uma
dieta natural (M70) para verificar sua utilidade nos estudos com roedores
procurando demonstrar a participagdo de microorganismos na doenga periodontal.
Os animais além de receberem a dieta foram inoculados com Odontomyces
viscosus. Esta dieta apresenta em seu conteido 56% de sacarose, o que auxilia a
multiplicagdo e aderéncia das bactérias as superficies dentais. Os animais que
foram inoculados e receberam a dieta apresentaram maior acumulo de placa
dental e a formacao de bolsas periodontais, destruicdo éssea e mobilidade dental.
No entanto, os animais que receberam somente a racao M70 também
apresentaram sinais de doencga periodontal o que demonstra o efeito desta dieta
sobre os microorganismos indigenas da cavidade oral destes animais, que
também tém potencial para induzir doenga periodontal quando na presenca de um

substrato que favoreca sua multiplicagao.

Em 1989, Abiko & Shimono utilizaram uma dieta rica em sacarose (50% de
sacarose) para avaliar o efeito da mesma sobre a regeneragdo dos tecidos
periodontais. Neste estudo a doenca periodontal foi induzida com bandas elasticas
e as mesmas permaneceram no local por 1 semana, apds este periodo elas foram
removidas, as dietas mantidas, e os animais foram acompanhados por um periodo
de até 8 semanas. Neste estudo ndo foi observada a regeneragdo completa do
epitélio juncional o que sugere que o tempo de irritacdo exerce influéncia na
regeneracdo dos tecidos periodontais. No entanto a dieta rica em sacarose foi
capaz de sustentar um quadro inflamatério, sugerindo que esta dieta é capaz de

manter o acumulo de placa em ratos.
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Robinson et al. (1991), em um estudo com duracdo de 107 semanas,
testaram a indugéo da doencga periodontal com o uso de diferentes apresentacoes
de uma mesma dieta. Entre as observacgdes foi verificado que a severidade das
lesbes aumentavam com o aumento da idade do animal e as lesbes mais severas
foram encontradas no grupo que recebeu a dieta na forma expandida. Também foi
observado que as lesbes eram mais severas na maxila que na mandibula. A razédo
para a dieta na forma expandida ter resultado em maior incidéncia da doenca
periodontal nos animais pode ser pelo fato da mesma ser bastante friavel, o que

causaria maiores injurias aos tecidos periodontais.

No estudo de Yamazaki (1992) foi utilizada a dieta 2000 (rica em
carboidratos), a mesma utilizada no estudo de Keyes & Jordan (1964). Em seu
estudo os animais foram alimentados com a dieta por um periodo de até 12
semanas. Na avaliacdo radiografica a média do comprimento da porcao
erupcionada (lé-se quantidade de perda déssea na mesial) aumentou
significativamente nos grupos que receberam a dieta 2000 quando comparada ao
grupo que recebeu a racado normal, nos trés intervalos de sacrificio (p< 0,05). A
maior reabsorcdo Ossea ocorreu entre os periodos de 4 a 8 semanas
independente da dieta.

Galvao et al. (2003) em seu estudo metodolégico utilizaram uma dieta rica
em sacarose para avaliar se a mesma era capaz de produzir doencga periodontal.
Nos seus achados foi observado que tal dieta ndo foi capaz de induzir doenga
periodontal e nem a associagdo da dieta com a ligadura ao redor do 2° molar
superior apresentou maiores perdas quando comparado ao grupo que recebeu

somente a ligadura e ragdo comercial.
Tomofuji et al. (2005) avaliaram o efeito de uma dieta rica em colesterol

sobre os tecidos periodontais. Neste estudo foi observado que a dieta promoveu a
migracao apical do epitélio juncional e a reabsorgdo éssea, no entanto estes
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achados foram menores que no grupo onde a dieta foi associada com a doenca
periodontal induzida. Os autores concluiram que altos niveis de colesterol na dieta
podem iniciar a periodontite e aumentar a resposta inflamatéria induzida pelas
bactérias ja que altos niveis de colesterol no sangue aumentam os niveis das

citocinas inflamatdrias na circulagéo.

Nenhum substrato, no entanto, foi demonstrado ter influéncia sobre a
infeccao periodontal em roedores da mesma maneira como é observado com a
sacarose sobre o desenvolvimento da céarie neste modelo animal (Jordan, 1971;
Schefferle, 2005).

As dietas humanas sdo compostas, em sua maioria, por altas por¢des de
carboidratos fermentaveis, e o consumo de dietas ricas em carboidratos esta
relacionado ao desenvolvimento de caries. No entanto esta relacao entre dieta e a
doenga periodontal ainda ndo foi elucidada, sendo entdo necessarios mais
estudos para entender melhor a biologia dos biofilmes orais para assim podermos
verificar se existe alguma relagdo entre a composicdo da dieta e a doenca
periodontal (Bowden & Li, 1997).
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3. PROPOSICAO

O presente estudo se propds a avaliar, histometricamente, a influéncia de
uma dieta hiperlipidica sobre a perda dssea alveolar resultante da doenca

periodontal experimental em ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais:

Para este estudo foram utilizados 32 ratos adultos machos da raca Wistar,
com idade média de 8 semanas pesando em média 250g, provenientes do
Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os
animais foram mantidos no biotério da FOP-Unicamp durante todo o periodo
experimental. Ao longo de todo o estudo, os animais foram mantidos sob as

mesmas condi¢cdes ambientais.

Todos os procedimentos executados estavam de acordo com as normas
éticas regidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e
aprovados pela Comissao de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)-IB-
UNICAMP sob o protocolo de nimero 980-1.

4.2. Sedagzo e anestesia:

Os animais foram inicialmente pesados para o calculo da correta dosagem
do anestésico geral a ser administrada. Os animais foram anestesiados, de
acordo com o0 peso corpdreo, com solugdo de ketamina (50 mg/kg IM)
(Francotar®; Virbac do Brasil Industria e Comércio LTDA, Roseira, SP, Brasil) e
cloridrato de xylasina (15 mg/kg IM) (Virbaxil®; Virbac do Brasil Industria e
Comércio LTDA, Roseira, SP, Brasil). Nos casos em que nao se obteve o
efeito anestésico desejado, a dose de cloridrato de ketamina foi suplementada

com metade da dose inicial, de acordo com as especificagdes do fabricante.

4.5. Colocagdo das ligaduras:

Ap6s a anestesia, os ratos foram posicionados em aparato de Doku

modificado (Doku, 1966), no qual a boca do animal é mantida aberta por meio
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de bandas elasticas presas aos incisivos inferiores e a lingua, tracionada com
o auxilio de um fio de algodao espesso (Figura 1). Um afastador foi utilizado
para adequada visualizagao da regido dos molares inferiores. Uma ligadura de
fio de algodao (Corrente Algodao n°. 10; Coats Corrente, SP, Brasil) foi
colocada pelo espaco interproximal (Figura 2), em torno do primeiro molar
inferior esquerdo ao nivel do sulco gengival, com o objetivo de favorecer o
acumulo de biofilme nos fios (Johnson, 1975). Os dentes contralaterais, sem
ligadura, serviram como controle (Figura 3).

Figura 1 - Animal posicionado no aparelho de Doku (Doku, 1966), para

melhor visualizagdo do 1°molar inferior
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Figura 2 - Colocag:é d-othio' de algodao ao redor do 1°molar i nferior esquerdo

com auxilio de um espacgador endodéntico

Figura 3 - Aspecto final do fio de algoddo em posicao (a seta indica posi¢ao

do fio na mesial)
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4.4, Delineamento do Estudo:

Os animais foram divididos aleatoriamente em 8 grupos, com quatro animais

cada, que receberam os seguintes tratamentos:

1) Grupo C:
Ratos Wistar, com doenga periodontal induzida em uma das

hemiarcadas inferiores, com acesso a ragcao para animais de laboratério

(Purina — Nuvilab CR-1 autoclavavel; Nuvital, SP, Brasil) e agua ad

libitum

a.

b
c.
d

C7: sacrificio aos 7 dias

. C14: sacrificio aos 14 dias

C21: sacrificio aos 21 dias

. C28: sacrificio aos 28 dias

2) Grupo H:
Ratos W.istar, com doenca periodontal induzida em uma das

hemiarcadas inferiores, com acesso a dieta hiperlipidica e agua ad

libitum

a.

b
C.
d

Grupo H7: sacrificio aos 7 dias

. Grupo H14: sacrificio aos 14 dias

Grupo H21: sacrificio aos 21 dias

. Grupo H28: sacrificio aos 28 dias

45, Preparo da dieta

A dieta hiperlipidica foi preparada através da mistura de ragao para

animais de laboratério, amendoim, chocolate ao leite e biscoito na

proporcédo de 3:2:2:1. Todos os componentes foram triturados e misturados

para formar um pelete (Estadella et al.,2004).
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Esta dieta hiperlipidica consiste de 20% de proteinas, 20% de
lipidios, 48% de carboidratos e 4% de fibras. A ragédo comercial apresenta

apenas 3% de lipideos em sua composicao.

4.6. Preparo Histoldgico:

Os animais foram sacrificados nos periodos de 7, 14, 21 e 28 dias
por meio de perfusdo com formol a 4% em tampao fosfato (pH 7,2-7,4) sob
anestesia (Tomofuji et al., 2005; 2006). As mandibulas foram dissecadas e
divididas pela sinfise mandibular em hemimandibulas. As ligaduras de fio
de algodao foram removidas e as pecas identificadas. A descalcificacao foi
realizada em solucédo de EDTA a 10% em tampao fosfato (pH 7,2-7,4), de
acordo com o protocolo de Tsubota et al. (2002), renovada diariamente por
um periodo de 60 dias, até que as pecas estivessem suficientemente
descalcificadas. Ao final deste periodo, as pecas foram desidratadas em
alcool absoluto, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Seccoes
seriadas de 6 um de espessura foram obtidas na direcado mesio-distal e em

seguida coradas por hematoxilina e eosina.

4.7, Processamento Histométrico:

Inicialmente foram separados, para cada amostra, os cortes nos
quais a regido da bifurcacdo foi claramente identificada. Foram
selecionados 10 cortes, semi-seriados, de cada dente. O volume da perda
Ossea inter-radicular na regiao de bifurcacao foi determinado conforme o
principio de Cavalieri (Gundersen & Jensen, 1987; Gundersen et al., 1999).

As imagens da regido inter-radicular dos cortes selecionados foram
capturadas com o auxilio de uma camera digital (Digital Kocam CCD
camera; DMI, Sdo Paulo, Brasil) acoplada ao microscopio (Axioskop 2

plus®; Zeiss, Jena, Germany) utilizando a objetiva de 5x.
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A éarea de tecido conjuntivo proveniente da destruicdo do tecido
0sseo na regiao inter-radicular foi mensurada com o auxilio de um sistema
de andlise de imagens digitalizadas (Image Pro® Media Cibernetics, Silver
Spring, MD, EUA) utilizando o recurso de contagem de pontos de um
reticulo quadriculado. O niumero minimo de pontos por cortes foi calculado
pela férmula: perimetro / Varea e o nomograma de Gundersen & Jensen
(1987). De acordo com o coeficiente de erro a ser calculado, o nimero de
pontos podera ser ampliado conforme as recomendacdes de Gundersen et
al.(1999). O reticulo foi posicionado incluindo sempre a dentina coronaria e
radicular e o tecido 6sseo, computando-se 0s pontos que coincidiam com o
tecido conjuntivo frouxo presente na regido inter-radicular em consequéncia
da perda de insercao periodontal nesta regidao. O volume foi calculado por
meio da férmula:

m -1
V—t.):ai
i=1

sendo que ‘T’ representa a distancia entre os cortes (incluindo a espessura
do préprio corte), “m” o numero de cortes por espécimes e “g;” representa a

area mensurada em cada corte.
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Figura 4 - Imagem digitalizada do corte histoldgico e reticulo quadriculado
sobre a regido inter-radicular. Pontos vermelhos coincidem com o tecido

conjuntivo.

4.8, Anslise estatistica:

A fim de testar a hip6tese nula de que nao existe diferenca entre as dietas
para o parametro volume de perda Ossea inter-radicular, em diferentes intervalos
de tempo, utilizamos o teste ANOVA para avaliacdo intra e intergrupos, quando
diferencas significantes fossem detectadas o teste de Tukey foi utilizado para
identificar estas diferencas. O nivel de significancia utilizado foi de 5%. Os valores

encontram-se descritos como média * desvio padrao.
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5. RESULTADOS

5.1. Observacdes Clinicas

Apoés a colocacgao das ligaduras os animais nao apresentaram dificuldades
para se alimentar. No local da aplicacao da anestesia, em apenas alguns animais,
ocorreu necrose envolvendo pele e planos musculares, no entanto isto nao limitou

0S movimentos dos animais.

No dia do sacrificio todos os animais apresentavam-se com a ligadura em
posicao. Clinicamente observamos um grande acumulo de restos alimentares na
regiao da ligadura, independente do tipo de racdo a qual o animal havia sido
designado. Na regido sem ligadura era visivel o menor acumulo de restos

alimentares comparado a regidao com ligadura.

No momento do sacrifico observamos, nos ratos do grupo H, um maior

acumulo de tecido adiposo na regido abdominal.

B.2. Resultados Histométricos

A andlise intragrupo revelou uma diferenga estatisticamente significante no
volume de perda éssea inter-radicular (p< 0,0001) entre os dentes com ligadura e
sem ligadura independente do tempo e do grupo (Tabela 1). Este achado mostra

que as ligaduras foram capazes de produzir a doenga periodontal.

Analisando os resultados intragrupo para os diferentes intervalos de tempo
observamos uma diferenca estatisticamente significante para o tempo de 21 dias
(1,44+0,2um3; p<0,05) em comparacdo aos tempos 7 dias de ligadura
(4,71£0,94um?3) no grupo da ragao hiperlipidica (H) tanto nos dentes com quanto

nos sem ligadura (Tabela 1).

23



RESULTADOS

Na comparacdo intergrupos n&o houve diferenga estatisticamente

significante entre os intervalos de tempo nos pardmetros com e sem ligadura

(p>0,0,5) (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrao do volume de perda 6ssea (um?3) inter-

radicular nos dentes com e sem ligadura, de acordo com o grupo e o

intervalo de tempo.

Ligadura  Grupo Tempo
(dieta)
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
H 4.71+0.94 Aa 225+0.47 Aab 1.44+02Ab 2.78+ 0.7 Aab
Com c 3.73+2.4 Aa 299+1.04Aa 221+14Aa 1.9+0.6Aa
H 0.96 + 0.1 Ba 0.75+0.15Bab 0.67+0.2Bb 0.93+0.2 Bab
Sem C 076+0.09Ba  092+0.18Ba 081+0.1Ba 0.86+0.2Ba

Médias seguidas de letras distintas mailsculas na vertical (dentro de cada nivel do fator

ligadura) e minUsculas na horizontal diferem entre si pela ANOVA e teste Tukey (p< 0,05).

A perda 6ssea inter-radicular foi sempre maior no grupo com ligadura independente do

grupo e do tempo (p< 0,0001).
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Figura 5 - Fotomicrografias ilustrando a regido inter-radicular dos dentes com ligadura.
Grupo H: a) 7 dias; b) 14 dias; c) 21 dias; d) 28 dias; Grupo C: e) 7dias; f) 14 dias; g) 21
dias; h) 28 dias. Aumento original de x 50.
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Figura 6 - Fotomicrografias ilustrando a regido inter-radicular dos dentes sem ligadura.
Grupo H: a) 7 dias; b) 14 dias; c) 21 dias; d) 28 dias; Grupo C: e) 7dias; f) 14 dias; g) 21
dias; h) 28 dias. Aumento original de x 50.

26



DISCUSSAO

6. DISCUSSAQ

O modelo de indugédo da doenca periodontal utilizado por Johnson (1975) é
comprovadamente eficiente em induzir a doenca e tem sido largamente utilizado
para tal fim nos modelos animais. Neste estudo, a ligadura foi capaz de causar
maior perda éssea inter-radicular, em todos os periodos, em relacdo aos dentes
controle (p<0,0001), confirmando a eficiéncia do modelo experimental aqui

utilizado.

Atualmente temos observado uma alteracdo na composi¢cao da dieta da
populacao devido a facilidade apresentada pelos alimentos do tipo “fast-food”, que
sdo ricas em carboidratos e lipideos. No estudo de Ueno (1965), citado por
Tomofuji et al. (2005), foi observado que altas concentragbes de colesterol na
dieta podem provocar alteragdes nas fibras do ligamento periodontal e um
aumento na espessura do cemento no periodonto de ratos. Nosso estudo,
diferentemente do estudo de Ueno (1965), ndo utilizou uma dieta rica em
colesterol e sim uma dieta hiperlipidica, e foi realizada uma analise histométrica na

area inter-radicular para caracterizar a perda éssea nesta regiao.

A dieta hiperlipidica € largamente utilizada nos estudos sobre obesidade,
onde esta dieta é fornecida por um periodo de no minimo 8 semanas, e em sua
composicao encontramos cerca de 20-60% de lipideos, quantidade esta maior que
a encontrada na racao comercial (aproximadamente 5% de lipideos), dai a razao
de nestes experimentos 0s animais apresentarem maior quantidade de tecido
adiposo (Deshaies et al., 1983; Akiyama et al., 1996; Chalkley et al., 2002; Woods
et al., 2003; Estadella et al., 2004; de Souza et al., 2005). O estudo de Margareto
et al. (2001) utilizou a dieta hiperlipidica durante 30 dias e ndo observou o
estabelecimento da obesidade nos animais, no entanto o pequeno acumulo de
tecido adiposo que é observado nos animais alimentados com esta dieta ja é
capaz de provocar alteracdes sistémicas nos animais, como a ativacao de genes
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responsaveis pela diferenciacdo dos adipécitos. Nosso estudo observou que os
animais do grupo H apresentavam um maior acumulo de tecido adiposo na regiao

abdominal, no entanto este parametro néo foi quantificado.

Pelo fato da racao hiperlipidica ser composta, em parte por racao comercial,
0 animais nao apresentam caréncia nutricional, 0 que poderia interferir sobre a
doenca periodontal j4& que é sabido que deficiéncias nutricionais podem estar
relacionadas a alteragdes nos tecidos periodontais, como por exemplo a caréncia
de vitamina C comprovadamente relacionada a alteragbes dos tecidos
periodontais como gengivites e perda de integridade do ligamento periodontal
(Enwonwu, 1994, 1995; Boyd & Madden, 2003; Schifferle, 2005).

Alguns estudos que utilizaram dietas como Unica forma de inducao da
doenca periodontal observaram alteragdes nos tecidos periodontais (Keyes &
Jordan, 1964; Querido et al., 1971; Robinson et al., 1991; Yamazaki et al., 1992),
no entanto estes achados foram mais comumente observados naqueles estudos
que utilizaram hamsters como modelo animal (Keyes & Jordan, 1964; Querido et
al., 1971) e onde a dieta era rica em sacarose. O presente estudo utilizou ratos da
raca Wistar e uma dieta rica em lipideos e isto pode ter sido uma das razdes para
nao termos encontrado sinais de doenga periodontal nos molares dos animais que
receberam a dieta hiperlipidica e que estavam sem ligadura. Os achados de
Tomofuji et al. (2005, 2006), no entanto, contradizem nossos resultados, pois 0s
mesmos utilizaram ratos Wistar e encontraram alteragdes nos tecidos
periodontais. Esta diferenca, entretanto, pode ser devido a dieta rica em colesterol
utilizada no estudo, diferente da dieta hiperlipidica aqui utilizada.

Os estudos que avaliam os efeitos de dietas sobre a doenca periodontal
fazem a descricdo das caracteristicas histolégicas dos tecidos periodontais
(Robinson et al., 1991; Tomofuji et al., 2005) ou realizam a avaliagdo radiografica

da regiao interproximal (Yamazaki, 1992). Nosso estudo fez a avaliacdo da perda
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0ssea na regidao da bifurcacao, avaliacao esta semelhante aos trabalhos de Nociti
Jr. et al. (2000), Gongalves et al. (2003), Gurgel et al. (2004) e Goya et al., (2006).
Segundo Goya et al. (2006) a avaliacao da perda 6ssea nesta regidao € mais fiel
que a avaliacao nas regides proximais uma vez que esta area nao sobre influéncia

do trauma mecanico provocado pela ligadura.

Como podemos observar a perda Ossea alveolar apresentou um padrao
onde ocorreram maiores perdas nos periodos iniciais (7 e 14 dias) o que corrobora
com os dados de Johnson (1975), Sallay et al. (1982) e Kuhr et al. (2004) que
observaram maior reabsorcdo éssea nos periodos iniciais do estudo devido ao
carater inflamatério agudo da lesdo, onde ha ativacdo dos osteoclastos (Schroeder
& Lindhe, 1975). Estudos em outros modelos animais também observaram o
mesmo padrao de perda 6ssea. Kennedy & Polson (1973), Adams et al. (1975) e
Fischer & Klinge (1994) fizeram as mesmas observagées em macacos, onde, apds
2 semanas, a velocidade de perda 6ssea sofria uma redugdo. Nyman et al. (1979)
observou 0 mesmo fendbmeno em caes e verificou que a posi¢cao subgengival da
ligadura tinha papel essencial na eficiéncia deste modelo experimental. A provavel
razao para a redugado da velocidade de perda 6ssea no nosso estudo pode ser
pelo fato de que a medida que ocorre a perda éssea e a erupgao passiva dos
dentes nos ratos, observada por Kuhr et al. (2004), a ligadura vai perdendo o seu
efeito.

No estudo de Galvao et al. (2003) também foi utilizada uma dieta
diferenciada, no caso uma dieta rica em sacarose, e avaliada sua influéncia sobre
a doenca periodontal induzida por ligadura. Neste estudo a dieta modificada nao
foi capaz de promover uma doenga mais severa nos animais com ligadura da
mesma forma que nao foi capaz de induzir a doenga naqueles que nao tinha
ligadura. Estes resultados foram bastante semelhantes aos nossos, apesar de o
tipo de avaliagdo realizada ter sido diferente. Podemos aqui sugerir que, talvez, o
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DISCUSSAO

tempo de consumo da dieta pode ndo ter sido suficiente para observarmos
alteragdes nos tecidos periodontais destes animais em ambos os estudos.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica em relagdo a perda dssea
alveolar, nos dentes com ligadura, entre o grupo C e o grupo H no tempo 28 dias,
pode-se observar uma diferenca numérica bastante expressiva (C - 1.9£0.6 um3 e
H - 2.78+0.7ums3; figuras 5d e 5h, respectivamente) entre 0s grupos.
Provavelmente, o acumulo de tecido adiposo observado nos animais do grupo H
pode ter contribuido para a maior perda 6ssea nestes animais, uma vez que ja foi
demonstrado que, o tecido adiposo produz e secreta citocinas pré-inflamatérias
(Saito et al., 2001; Ritchie & Kinane, 2003), contribuindo com um quadro de
inflamacéao crénica sistémica, exacerbando, assim a doenca periodontal produzida
nestes animais.

Como ja foi observado com o estudo de Perlstein & Bissada (1977), animais
obesos apresentam uma doenca periodontal mais severa que aqueles ndo-obesos
devido ao espessamento dos capilares do periodonto resultante da deposicao de
gorduras nos mesmos, o que impede a étima difusdo de oxigénio e nutrientes para
os tecidos. Nosso estudo, no entanto, nao foi capaz de observar diferencas entre
0S grupos uma vez que nao realizamos avaliagdes histologicas das estruturas do
periodonto, apenas uma avaliagdo histométrica da perda éssea alveolar na regiao
de furca.

Os dados aqui apresentados ndo mostraram diferencas significativas entre
as dietas avaliadas em relagdo a iniciacao ou progressao da doenca periodontal
experimental. No entanto, mais estudos sdo necessarios, com um numero maior
de animais e um periodo maior de consumo da dieta, além da realizacao de outras
avaliagcoes, como por exemplo uma avaliagdo histolégica dos tecidos gengivais,
para verificarmos se a dieta hiperlipidica exerce alguma influéncia sobre os tecidos
periodontais.
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7. CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, podemos concluir que o consumo de
uma dieta hiperlipidica ndo exerceu influéncia sobre a perda Ossea alveolar

resultante da periodontite experimental induzida por ligaduras em ratos.
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Dados do volume perda 6ssea na regido inter-radicular

ANEXOS

Grupo H com ligadura
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
12 5.5 1 2.8 42 1.2 B 3.3
52 5.0 6 1.6 57 1.6 E 3.5
64 3.7 9 2.2 58 1.3 H 2.2
14 - 43 2.4 62 1.6 M 2.1
Média 4.7 2.2 1.4 2.8
DP 0.9 0.5 0.2 0.7
Grupo H sem ligadura
7dias 14 dias 21 dias 28 dias
4 1.04 7 0.92 44 0.98 A 1.02
11 1.04 8 0.83 46 0.51 F 0.64
M 0.93 18 0.68 60 0.59 K 0.90
48 0.83 68 0.59 63 0.60 L 1.15
Média 0.96 0.75 0.67 0.93
DP 0.10 0.15 0.21 0.22
Grupo C com ligadura
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
15 2.61 3 4.27 47 - C 1.87
2 2.45 5 1.83 53 3.83 D 2.38
50 2.52 10 2.58 65 1.09 G 1.06
56 7.33 49 3.28 55 1.71 0 2.20
Média 3.73 2.99 2.21 1.88
DP 2.40 1.04 1.44 0.58
Grupo C sem ligadura
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
13 0.64 17 0.85 51 0.78 | 0.92
16 0.73 19 0.70 54 0.74 J 1.15
45 0.85 20 1.03 66 0.93 N 0.81
61 0.81 59 1.10 48 0.77 P 0.55
Média 0.76 0.92 0.81 0.86
DP 0.09 0.18 0.08 0.25
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