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Introdugéao

O objetivo deste trabalho foi de avaliar histometricamente a influéncia da nicotina e alcoof
na evolugdo da periodontite induzida em ratos. Foram utilizados 40 ratos machos adultos
(Rattus Norvegicus, Albinus, Wistar, SPF), com peso médio de 300g, originarios do
Centro de Bioterismo/UNICAMP.

Os animais foram mantidos em gaiolas, receberam ragdo industrial e agua “ad libitum”.
Apds o periodo de uma semana, a periodontite foi induzida através do posicionamento de
ligadura de fio de seda no sulco gengival, ao redor do 1° molar inferior esquerdo.

Na sequéncia, os animais foram divididos em grupos que receberam tratamentos com
soro fisiologico, nicotina, alcool € a associagdo da nicotina com alcool.

Apods 30 dias de iniciado o tratamento, os animais foram sacrificados e a perda éssea
inter-radicular foi quantificada para os grupos teste e controle, através de um “software”

analisador de imagens ¢ feita a analise estatistica dos resultados.



Materiais e Métodos

Foram utilizados quarenta ratos Wistar, procedentes do Centro de Bioterismo da
UNICAMP ( Protocolo aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal -
Instituto de Biologia- UNICAMP -CEEA-IB-UNICAMP- No 193-1) e mantidos no Biotério
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

Os ratos foram divididos aleatoriamente em oito grupos separados como segue: A - 5
ratos receberam 2ul/g de peso, via intraperitoneal, de soro fisioloégico; B - 5 ratos
receberam a auto-administracdo de alcool etilico 25% e também receberam soro
fisiolégico, via intraperitoneal, 2ulfg de peso; C - 5 ratos receberam 2ul/g de peso, via
intraperitoneal, de uma solucdo de nicotina (cc.0,13pl/ml de soro fisiolégico); D - 5 ratos
receberam 2pl/g de peso, via intraperitoneal, de solugio de nicotina {cc¢.0,13ul/ml de soro
fisiolégico) associada a auto-administragdo de alcool etilico 25%; E - 5 ratos receberéo
2ulg de peso, via intraperitoneal, de solugéo de nicotina (c¢.0,19ul/ml de soro fisiologico);
F - 5 ratos receberam 2ul/lg de peso, via intraperitoneal, de solucac de nicotina
(ce.0,19ul/ml de soro fisiologico) associada a auto-administragao de alcool etilico 25%; G
— 5 ratos receberam 2ullg de peso, via intraperitoneal, de solucdo de nicotina
(cc.0,26pl/ml de soro fisiologico), H — 5 ratos receberam2pl/g de peso, via intraperitoneal,
de solugéo de nicotina (cc.0,26pl/ml de soro fisioldgico) associada a auto-administracao

de alcool etilico a 25%.

Para adaptagéo dos animais ac consumo de alcoo! estabelecemos concentracdes
gradativamente crescentes a partir de 5% até alcang¢ar 25%. Inicialmente os ratos dos
grupos: B, D, F, H ( grupos teste) comegaram com a auto-administragao de alcool-etilico
diluido em agua na concentra¢do de 5% pelo periodo de uma semana . Em seguida

passamos a administragao de alcool diluido a 10%, para 0s grupos que deveriam receber



esse tratamento e esta concentragdo foi mantida por 20 dias. Prosseguindo com auto-
administragdo de alcool etilico a 15% para os grupos teste, permanecendo nesse
tratamento por 10 dias. Ap6s este periodo todos os animais foram submetidos a inducao
de doenga periodontal.

A inducéo da periodontite foi realizada no Centro Cirtdrgico do Biotério da Facuidade de
Odontologia de Piracicaba, com sedacgéo prévia utilizando éter sulflrico, apos a sedacao
inicial os animais foram anestesiados através de injegdo intramuscular na regido externa
da coxa com uma solugio de 0,8 mikg de Francotar e 0,3 ml/kg de virbaxyl 2%.
Posteriormente, foi colocado uma ligadura de fio de seda (gutterman) ao redor do 1°
molar inferior, no nivel do suico gengival. Apds tal procedimento todos os animais
permaneceram por uma semana mantendo-se os tratamentos estabelecidos e, entao
iniciou-se a administragao diaria de nicotina obedecendo o tratamento especifico para
cada grupo.

A administracéao diaria de nicotina, via intraperitoneal, foi feita em trés concentragdes
diferentes: 0,13ul/mi de soro fisiologico para os grupos C e D; 0,19ul/ml para os grupos E
e F; 0,26pl/ml para os grupos G € H; e a dose dada foi de 2pl/g de peso dos animais.

Os grupos A e B receberam soro fisioldgico (2ul/g de peso) também via intraperitoneal. A
administragéo obedeceu um horario fixo.

Simultaneamente ao inicio do tratamento com nicotina a concentragao de alcool foi
aumentada para 25% e mantida até o final do experimento.

Apds trinta dias todos animais foram sacrificados através do deslocamento cervical e suas
mandibulas foram removidas, fixadas em formol tamponado neutro a 10% e divididas em
hemimandibulas na regido de sinfise,

O material foi descalcificado em solugao de acido tricloroacético 5%, com troca da
solugéo 3 vezes por semana, pelo perfodo de 6 semanas.

Segui-se com desidratagdo com alcool em solugdes crescentes, diafanizacdo e a



infiltrac&o (paraplast) e inclusdo das pecas. O material foi cortado em micrétomo, em
cortes semi-seriados, na espessura de 6 um.

Os cortes foram corados por Hematoxilina € Eosina e analisados sob microscopia de luz.
A area de perda ¢ssea na regiao de furca radicular do primeiro molar inferior, ou seja, a
area localizada entre crista éssea e cemento radicular, foi histometricamente determinada,
através de sistema analisador de imagem ( Image- Pro Cybernetics, Silver Spring, MD ),

utilizando-se 5 cortes por amostra e entdo realizada a analise estatistica.



Resultados

Os resuitados foram analisados através do teste de Tukey - intra e intergrupos.

A analise dos grupos controle (sem a indugdo da periodontite ) revelou que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa{ P> 0,05 ) entre os grupos que receberam soro
fisiologico e os que receberam nicotina efou alcool. Contudo quando os grupos tratados
sdo comparados com os controle houve uma diferenca significativa ( P<0,05 }, mostrando
que a ligadura funcionou como indutor da doenga. Contudo ac comparamos 0s grupos (
controle — sem a ligadura ) que receberam soro fisiologico, nicotina, alcool e a associacdo
da mesma com o alcool ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa (
P>0,05 ), demonstrando que quando nédo induzimos a doenc¢a periodontal através da
ligadura ndo ha perda 6ssea na regido de furca, independentemente dos tratamentos a
que foram submetidos.

Ao comparamos 0 grupos A com ligadura, com o grupo B, que também recebeu
soro fisiolégico, mas em adi¢do recebeu alcool notamos que nao houve diferenca
estatisticamente significativa ( P>0,05 ).

Comparando-se 0s grupos tratados com nicotina ( independente da concentracéo ) com
08 que receberam a associagdo da nicotina € alcool ( grupos C, D, E, F, G, e H) néo foi
detectada diferenca estatisticamente significativa { P>0,05 ) em area de perda éssea,
contudo pudemos notar que houve perda dssea mais acentuada em todos os grupos que
receberam nicotina, nas diferentes doses, quando comparados com os grupos controle.

Quando analisamos os grupos: A ( tratado ) que recebeu soro fisioldgico, B ( tratado ) que
recebeu soro fisiologico e alcool e grupo H (tratado), que recebeu nicotina na
concentragao de 0,26 pi/mi de soro fisiolégico e o alcool, observamos uma diferenca
estatisticamente significativa { P<0,05 } indicando maior perda 6ssea no grupo que teve a

associacao alcool e nicotina nesta mais alta concentragao.



A tabela, abaixo, mostra os resultados medios por grupos e a perda oOssea
correspondente.

Médias das areas dos grupos, em mm2 da regiao de furca, do tecido conjuntivo (
ligamento periodontal).

Grupos [A B C D E F G H
Tratado | 0.24 0.25 0.37 0.39 0.37 0.4 0.47 0.52
Controle [0.13 0.12 0.18 0.14 0.16 0.14 0.14 0.13
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Média da area de perda éssea ( mm?) da regido periodontal dos dentes com ligadura e
sem ligadura, que receberam diferentes doses de nicotina.
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Média da area de perda 6ssea ( mm?) da regido periodontal de dentes, com ligadura, que
receberam somente nicotina e dentes, com ligadura, que receberam a nicotina e alcool.

Observacao: As medidas de perda dssea referentes ao grupo que recebeu nicotina na
concentracdo de 0,13ug/ml tiveram sua analise estatistica prejudicada devido a falha
técnica de processamento , com conseqiiente perda de duas amostras deste grupo.




As figura, abaixo, demonstram a perda ¢ssea nos diferentes grupos:

Figura 1. Fotomicrografias ilustrando as areas de furca de: A - molar sem a ligadura, grupo A ; B - molar com a ligadura,
grupo A. C - molar sem a ligadura, grupo C. D - molar com a ligadura, grupo C. E - molar sem a ligadura, grupo E. F -

molar com a ligadura, grupo E. G - molar sem a ligadura, grupo H. H s,molar com a ligadura, grupo H.



Discussiao

Extensivos estudos que envolvem o do consumo de tabaco, tém sido realizados, in vitro e
in vivo, examinando principalmente os efeitos da nicotina, que corresponde a uma das
principais substancias da complexa mistura de componentes do tabaco.

Estudos in vifro demonstraram que a nicotina interfere na diferenciagao e mineralizagao
de células osteoblasticas, atuando também sobre os osteoclastos, portanto interferindo na
modulac&o do metabolismo dsseo.

Estudos clinicos e experimentais evidenciam que o consumo crénico de etanol leva a um
aumento da susceptibilidade & infecgdes. Recentes experimentos indicam gue o etanol
pode afetar preferencialmente células imaturas do sistema imune, resultando em
interrupcao do ciclo celular efou morte celular. A apoptose, induzida por etanol, de células
imaturas do timo, parece ser o mecanismo pelo qual o etanol reduz o nimero de céluias
T, contribuindo para o aumento da susceptibilidade a infecges associada ao uso crdnico
de etanol.

Estudos clinicos, principalmente os envolvendo carcinogenese, indicam o sinergismo do
alcool e tabaco, onde o tabaco tem sido considerado como fator de risco principal,
enquanto que a associa¢do com o alcool levaria a uma potencializa¢ao da influéncia do
tabaco, apesar de também existirem os efeitos desses fatores individualmente onde o
alcool pode interferir nos mecanismos de reparo de DNA.

Nossos resultados mostraram que a atividade da nicotina nao foi capaz de iniciar a
doenga peripdontal, processo que envolve inflamagao gengival por contaminacao de
bactérias da cavidade bucal e, com seu desenvolvimento, destruicdo dos tecidos
periodontais - ligamento periodontal e osso alveolar - pela agdo de macréfagos e linfécitos

PMN.,



Apés a inducdo da doenga periodontal, através do posicionamento da ligadura de fio de
seda na regido de sulco gengival, que funcionou como agente irritante e contaminante,
pudemos observar que a nicotina agravou a perda de tecido ésseo periodontal nas
diferentes concentracbes utilizadas (0,13ug/ml, 0,19 ug/mi e 0,26 ug/ml de soro
fisiologico) que s&o representativas de consumo de 10, 15 e 20 cigarros, respectivamente,
contendo 1,5mg de nicotina cada.

O sinergismo do alcool e nicotina sé se manifestou quando foi utilizada a dose diaria, por
30 dias, de 0,26ug/ml de nicotina e consumo diario de etanol no mesmo periodo, nesta
situacao, a perda 6ssea periodontal, induzida por ligadura, apresentou-se com maior grau
de severidade quando comparado seu efeito com mesma dose de nicotina, como Unico
agente agravante da doenca.

Dentro de nossas condigdes experimentais, pudemos concluir que a nicotina acentuou, de
maneira dose dependente, os efeitos dos fatores locais da perda Ossea periodontal
previamente induzida e, que houve sinergismo entre alcool e nicotina, estatisticamente

percebido somente na concentragéo de 0,26ug/ml, levando ao agravamento do quadro de

perda 0ssea periodontal.
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