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PORTO AN. Efeito do estresse como fator isolado ou associado a ingestao de alcool
sobre a doenca periodontal. E, impacto da associacao estresse-periodontite sobre o
Sistema Nervoso Central e perfil lipidico [Tese de doutorado]. Taubaté: Universidade
de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2010.115f.

RESUMO

A relagéo do estresse com a Odontologia e mais especificamente com a Periodontia
nao € recente. E, além do estresse, outros problemas sistémicos tém sido
associados com a condi¢ao bucal. Objetivos: os objetivos destes estudos em ratos
foram: 1) Analisar o impacto de dois modelos de estresse cronico na modulagao da
doenga periodontal; 2) Avaliar o efeito da ingestdo de alcool etilico associado ao
estresse cronico na gravidade da periodontite induzida; 3) Avaliar o efeito da
periodontite associada a estresse crénico sobre o sistema nervoso central (SNC); 4)
Avaliar o efeito de dois modelos de estresse associados a periodontite sobre o perfil
lipidico. Método: Para analisar o impacto do estresse crénico na modulacdo da
doenga periodontal (estudo 1) foi realizado o ensaio de estresse fisico e estresse
variavel e apdés dez dias a periodontite foi induzida por ligadura nos grupos
especificos. Decorridos sessenta dias os animais foram submetidos a eutanasia
para analise histologica de perda de insergao e reabsorgcéo 6ssea. Para o estudo 2
selecionou-se 24 animais adultos Lewis os quais foram divididos aleatoriamente em
trés grupos (n=8/grupo): GAL- alcool + ligadura, GASL- alcool + estresse fisico
cronico + ligadura e GCN- controle negativo. Apos a divisdo, os animais GAL e
GASL foram submetidos a ingestdo de alcool etilico a 20% ad libitum e GCN
recebeu agua ad libitum, durante sessenta dias. No dia seguinte ao inicio da
ingestao de alcool etilico pelos respectivos grupos foi realizado o procedimento de
indugdo da doenga periodontal, exceto no grupo GCN. O estudo 3 hipotetizou que a
indugao de periodontite por ligadura em ratas estressadas afetaria a resposta do
SNC. Selecionaram-se 48 animais Wistar divididos aleatoriamente em quatro grupos
(n=12/grupo): GLSP- ligadura + estresse fisico crénico, GLSV- ligadura + estresse
variavel crénico, GL- ligadura e GCN- controle negativo. Iniciou-se o ensaio de
estresse fisico (SP) e estresse variavel (SV) e apds dez dias a periodontite foi
induzida por ligadura nos grupos especificos. Decorridos cinquenta dias da
colocagao da ligadura, um examinador cegado submeteu os animais aos testes
comportamentais de labirinto em cruz elevado e campo aberto. Por sua vez, o
estudo 4 comparou o efeito de dois modelos de estresse cronico associado a
periodontite induzida por ligadura, sobre parametros parciais do perfil lipidico.
Selecionaram-se 48 animais adultos Wistar, divididos aleatoriamente em quatro
grupos: GPSL - estresse fisico cronico, GVSL - estresse variavel crénico, GL -
ligadura e GC — controle negativo. Realizou-se o estresse fisico e estresse variavel
durante sessenta dias. Decorridos dez dias do inicio do ensaio de estresse, a
periodontite foi induzida por ligadura nos grupos especificos. E, decorridos sessenta
dias do experimento foi realizado a pungcdo sanguinea a vacuo. Foi realizado a



analise dos parametros: VLDL, HDL, triglicérides e colesterol. Compararam-se as
médias do perfil lipidico dos grupos experimentais utilizando-se analise de Variancia
(ANOVA) e o teste Tuckey para as comparagdes entre os grupos. Todos os testes
tiveram um nivel de significancia de 5%. Resultados: No estudo 1, no lado da
indugdo por ligadura, o estresse fisico apresentou perda de insercdo e Ossea
significativamente maiores que o estresse variavel, controle positivo e controle
negativo (testes ANOVA e Bonferroni; p < 0,05). A analise dos dados no estudo 2
(ANOVA e Tuckey; p< 0,05) demonstrou que o grupo com maior destruicao
periodontal foi o grupo que consumiu alcool associado a ligadura (GAL), seguido
pelo grupo de animais estressados que também consumiu alcool associado a
ligadura. O grupo controle negativo (GCN) exibiu a melhor condigdo periodontal. O
parametro da analise do estudo 3 foi para o campo aberto o numero de segmentos
centrais e periféricos percorridos, o numero de vezes que o animal se manteve em
duas patas sem apoio e a quantidade de auto-limpeza (cogar o nariz). Para o
labirinto em cruz o numero de entradas nos bragos, assim como o tempo de
permanéncia nos respectivos locais foram observados. A analise pelos testes
ANOVA e Tuckey (p<0,05), ndo revelou diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos considerando-se o teste neurolégico campo aberto (p<0,05),
demonstrando auséncia de alteracbes do SNC. Os resultados obtidos no estudo 4
para o parametro lipidico colesterol, o grupo estresse variavel + ligadura (VSL)
mostrou-se com menor média, confirmando diferencas estatisticas em relagéo aos
grupos ligadura (GL) e controle negativo (GC). O grupo estresse fisico + ligadura
(PSL) apresentou-se com auséncia de diferencas estatisticas comparado aos
demais grupos; o parametro triglicerideos obteve a maior média para o controle
negativo (GC) comparativamente a estresse variavel + ligadura (VSL) e estresse
fisico + ligadura (PSL). O VLDL apresentou-se sem diferencas estatisticas entre o
estresse fisico (PSL) e estresse variavel (VSL); situacdo semelhante entre ligadura
(GL) e controle negativo (GC). O VSL apresentou o menor valor médio para VLDL e
obteve diferengas estatisticas comparado com os ligadura (GL) e controle negativo
(GC). O parametro HDL demonstrou auséncia de diferengas estatisticas entre os
grupos. Conclusdes: Conclui-se no estudo 1 que o estresse fisico proporcionou
maior destruicdo periodontal. No estudo 2, os fatores alcool-estresse néao
pareceram ter efeito sinérgico uma vez que o grupo exposto isoladamente ao alcool
apresentou a pior condicdo periodontal. Embora quando associados os fatores
estresse/periodontite ndo tenham afetado o SNC no estudo 3, isoladamente a
indugdo de periodontite por ligadura teve efeito sobre 0 mesmo. Finalmente, de
forma geral parece que o estresse associado a periodontite induzida foi capaz de
diminuir indicadores em parametros lipidicos.

Palavras-chave: Estresse fisioldgico; Periodontite; Fatores de risco.



PORTO AN. Effect of stress as a factor alone or associated with the ingestion of
alcohol on periodontal disease. And, the impact of stress-periodontitis association in
the Central Nervous System and lipid profile [Tese de doutorado]. Taubaté:
Universidade de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2010.115f.

ABSTRACT

The relationship of stress with the dental and more specifically to Periodontics
is not recent. And, in addition to stress, other systemic problems have been
associated with oral health condition. The aims of this animal studies were: 1)
analyze the impact of two models of chronic stress in the modulation of periodontal
disease, 2) evaluate the effect of alcohol consumption associated with chronic stress
on the severity of induced periodontitis, 3) evaluate the effect of chronic stress-
associated periodontitis on the central nervous system (CNS), and 4) evaluate the
effect of two models of periodontitis-associated stress on the lipid profile. Method: To
analyze the impact of chronic stress in the modulation of periodontitis (study 1), we
tested the physical stress and variable stress in specific groups after ten days of
periodontitis, induced by ligation. The animals were euthanized after sixty days for
histological analysis of attachment loss and bone loss. The second study involved
selection of 24 adult animals Lewis, which were divided randomly into three groups
(n = 8/group): GAL-alcohol + ligature, GASL-alcohol + stress physical chronic +
ligature and group GCN - negative control group. The GAL and GASL animals were
subjected to ingestion of 20% ethyl alcohol ad libitum for sixty days, while the GCN
animals received water ad libitum for sixty days. The procedure for induction of
periodontal disease was carried out the day after initiation of alcohol intake (or water
for the GCN group). The third study was designed to test the hypothesis that ligature
stress-induced periodontitis in rats affects responses of the CNS. We divided 48
animal Wistar randomly into four groups (n = 12/group): GLSP-ligature + physical
stress chronic; GLSV-ligature + variable stress chronic; GL-ligature and GCN-
negative control. Physical stress (PS) and variable stress (VS) were initiated after ten
days of ligation-induced periodontitis. After fifty days of ligature, an examiner blinded
to the experimental groups performed elevated-plus-maze and open-field behavioral
tests on the rats. The fourth study compared the effect of two models of chronic
stress associated with periodontitis induced in rats on partial parameters of the lipid
profile. We randomly divided 48 adult animals Wistar into four groups: GPSL—
ligature + physical stress chronic; GVSL — ligature + variable stress chronic; GL —
ligature and GCN — control negative. These groups were subjected to physical
stress and variable stress for sixty days. After the first ten days of the stress test,



periodontitis was induced by ligature in the specified groups. After sixty days of
experimentation, the animals blood punctures were performed under a vacuum. The
analysis of the parameters, including: VLDL, HDL, triglycerides and cholesterol. The
averages of the lipid profiles of the experimental groups were compared using
analysis of variance (ANOVA) and the Tuckey test was used for the comparisons
between groups. All tests had a significance level of 5%. Result: Study 1 On the
ligature induced periodontitis side, physical stress presented significantly greater
histological attachment loss and also greater bone loss (p< 0.05) than variable
stress, positive control and negative control (test ANOVA and Bonferroni; p< 0.05).
Study 2 the data were analyzed (ANOVA and Tuckey; p< 0.05), the group with
greater periodontal destruction revealed by analysis of the parameters histological
attachment loss and bone loss was the group alcohol associated with ligation (GAL),
followed by alcohol group associated with stress and ligature (GASL) and negative
control group (GCN). Study 3 The number of central and peripheral segments flown,
the number of times the animal stood on two legs without support and the amount of
self-cleaning (itchy nose) were used as analysis parameters for the open-field test.
The number of arm entries and the time spent on sites were measured for the maze
test. The data were analyzed by ANOVA and Tuckey (p< 0.05). Our analysis showed
no statistically significant differences between the groups in the neurological open-
field test (p< 0.05), indicating that stress-induced periodontitis did not affect the CNS
performance of these animals. Although these findings indicate that factors
associated with stress and periodontitis did not affect the CNS in isolation. Study 4
The lipid parameters and cholesterol were significantly lower in the variable stress
group than in the ligature and negative control groups. The physical stress group was
not statistically different from the other groups. The triglyceride level was highest for
the negative control group and statistically different from the levels in groups variable
stress and physical stress. The physical stress group had the lowest triglyceride
level, which was statistically different from that of the negative control group. There
was no statistical difference between physical stress and variable stress with respect
to VLDL,; a similar finding was obtained for ligature and negative control. The variable
stress group had the lowest VLDL level, which was statistically different from those of
the ligature and negative control groups. HDL showed no statistical differences
between groups. Conclusion: Study 1 it may be concluded that physical stress
modulated the response pattern to experimentally induced periodontitis in rats since
greater periodontal breakdown was observed in the ligature side. Study 2 Alcohol-
stress factors appear to have synergistic no effect when combined since the group
exposed to alcohol alone had the worst condition. Although these findings indicate
that factors associated with stress and periodontitis did not affect the CNS (Study 3)
in isolation, the ligature induction of periodontitis did affect the CNS. In conclusion,
despite the limitations of the methodology, it seems that the stress model variable
associated with periodontitis improved lipid parameters in the study.

Keywords: Physiological stress; Periodontitis; Risk factors.
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10

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As doencas periodontais sao infecgdes intimamente associadas a colonizag&o
de microrganismos patogénicos na area subgengival, causando inflamagdo, que
pode levar a destruicdo dos tecidos periodontais. Contudo, o estabelecimento e
gravidade da doenga parecem resultar da interrelacdo entre a resposta do

hospedeiro com a microbiota bacteriana (Seymour, 1991).

As doencas periodontais ndao afetam uniformemente todos os individuos de
uma populagao, como foi sugerido no estudo de Loée et al. (1965), que observaram
enorme variabilidade entre os individuos em seus indices de desenvolvimento e
progressao da doencga periodontal, indicando que alguns fatores de risco aumentam
a chance de ocorréncia da doenca periodontal. Portanto, existem condigdes de
natureza comportamental, ambiental e/ou biolégica que podem influenciar tanto o
estabelecimento quanto a progressao da doenca. Trabalhos da literatura mostram
de modo consistente que o fumo, diabetes mellitus ndo controlado e infecgbes com
patdgenos periodontais especificos, aumentam o risco a doenga periodontal (Grossi
et al., 1994; Taylor, 2001; Albandar, 2002). Todavia, outros fatores como o estresse,
a osteoporose e a obesidade exibem menor evidéncia cientifica tendo sido
identificados até o momento apenas como indicadores de risco para periodontite

(Genco, 1996).

O estresse esta universalmente presente no cotidiano da humanidade, sendo
que ha uma variagdo dos graus de estresses apresentados pelas pessoas.

Paralelamente, os efeitos do estresse afetam os individuos de maneira distinta
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(Jolanta et al., 2002). Interessantemente, o grau de estresse apresentado pelo
individuo pode ser modificado pelo mecanismo de enfrentamento e pela presenga ou

auséncia do suporte social (Aleksenjuniené et al., 2002).

Seyle (1976) definiu o estresse como um estado de resposta do organismo a
forgcas que agem simultaneamente no corpo e, se excessiva — isto €, quando supera
a capacidade adaptativa - leva a doenca de adaptacido e, eventualmente, doencas
de exaustdo e morte. Essas forcas estressantes podem ser fisicas ou mentais
(exemplo: emocionais). O papel desempenhado pelo estresse no organismo tem
sido alvo de varios estudos, tanto na area médica como na odontoldgica. Foi
demonstrado por Green et al. (1986), que fatores emocionais e estresse tem relagéo

com a etiologia da gengivite ulcerativa necrosante.

Por outro lado, Deinzer et al. (2001) mostraram que o estresse académico no
periodo de prova, levou a um aumento do acumulo de biofilme além da reduc¢do na
frequencia da higienizagdo bucal dos estudantes. Neste contexto, é importante
considerar que o estresse psicolégico e o biofilme bucal agem sinergicamente
provocando um aumento da concentracdo periodontal (Deinzer et al., 2000) de
interleucina 1- beta, citocina que induz a reabsorcao éssea e reduz a neoformacao

ossea in vivo.

Ader et al. (2001) relataram que quando ocorre um estimulo cerebral, no caso
do estresse emocional, existe ativacdo do eixo Hipotalamo Pituitario Adrenal (HPA)
da qual decorre eventos importantes como a produgcdo de cortisol que afeta a
resposta imuno inflamatéria predispondo o individuo a infecgdes como a doenga
periodontal. Alteragdes comportamentais associadas ao estado de estresse também

podem influenciar a progressdo e a gravidade da doenca periodontal. Individuos
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estressados tendem a negligenciar a higienizagdo, aumentar o consumo de cigarros
e de bebidas alcodlicas o que leva a um desequilibrio das fungdes do sistema imune
(Monteiro da Silva et al., 1995). E, é importante ressaltar que por si s6 0 consumo
excessivo de alcool etilico também atua como agente estressor, pois além dos
fatores psicolégicos envolvidos, ainda exerce forte agressdo fisico quimica ao

organismo.

No Brasil, estima-se que 68% da populagdo consomem alcool e que 11,2%
sdo dependentes alcodlicos (Amaral et al., 2008). Além da ligagcédo entre estresse e
consumo de alcool, ensaios epidemiologicos tém relacionado a doenga periodontal

ao consumo de bebidas.

Tezal et al. (2004), em um estudo transversal, verificaram uma ligagdo entre o
abuso do alcool e uma piora nos indicadores de saude periodontal. Neste mesmo
sentido, outros fatores interferem na ativagcdo do eixo HPA e sua consequente
reducao imuno inflamatéria (Breivik et al.,1996; Hilgert et al., 2006) decorrente da
liberacdo de cortisol e adrenalina dos quais podemos citar a auséncia de insulina e
dislipidemia, que consiste na presenga de niveis elevados ou anormais de lipidios
elou lipoproteinas no sangue. A resposta do hospedeiro associada a doenca
periodontal é caracterizada por aumento das proteinas de fase aguda provavelmente
pela capacidade da natureza crbnica da periodontite iniciar e perpetuar a elevagao
sistémica de citocinas como fator de necrose tumoral (TNF), IL-1, IL-6, bem como de
alterar os niveis de triglicerideos séricos e o0 metabolismo do colesterol (Ebersole &

Cappelli, 2005).

Losche et al. (2000) demonstraram que individuos com hipercolesterolemia

tém condicao periodontal significantemente pior que individuos controles.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Lip%C3%ADdio�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lipoprote%C3%ADna�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue�
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Além disso, o grau de destruigao periodontal foi positivamente correlacionado
com niveis lipidicos alterados (Pohl et al., 1995). Estudos em humanos, relacionando
niveis de lipideos séricos e status periodontal tém sido conduzidos e sugerem que
dislipidemia é um indicador para a presenga de periodontite (Saito et al., 1998;
Moeintaghavi et al., 2005; Rufail et al.,, 2005). Entretanto, ndo esta claro se

alteragcbes no metabolismo lipidico s&o causa ou consequéncia da periodontite.

Assim, mais uma vez fica demonstrado que os mecanismos subjacentes a
determinadas condi¢gdes ou doencgas, como estresse e periodontite, exibem pontos
semelhantes e por vezes sobreposi¢cao de fatores. A avaliagdo em modelo animal do
papel do estresse, isoladamente ou associado a outras variaveis de risco, na doenca
periodontal auxiliara o esclarecimento das observacbes e questionamentos
provenientes de estudos epidemioldgicos. Dessa forma, este trabalho justifica-se
pela viabilidade de execucéao e pela possibilidade de contribuir com a literatura a fim
de avaliar questdes especificas dentro de um cenario bastante amplo e complexo

que é a relacao bidirecional do estresse com a doenca periodontal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Um novo horizonte na Periodontia iniciou-se nos anos 90, quando emergiu o
paradigma denominado Medicina Periodontia (Willians & Offenbacher, 2001). Essa
nova forma de entender o processo saude doenga periodontal considera
factualmente os fatores de ordem comportamental, sistémica, genética, dentre
outros, como co responsaveis pelo processo etiopatogénico. Ademais, também
surgiram as evidéncias de associagao entre a presenga da doenga periodontal e
eventos negativos gerais, em especial eventos cardiovasculares, nascimento de
bebés prematuros de baixo peso, dificuldade de controle de diabetes mellitus dentre

outros (Nunn, 2003).

O estresse é considerado como um indicador de risco a doenga periodontal,
isto €, um possivel fator associado a doenca identificado em estudos caso controle e
em estudos transversais. Estudos clinicos experimentais tém demonstrado que o
estresse esta associado com a alteragdo da fungcdo imunolégica, aumentando a
suscetibilidade a infecgdo, cancer, doengas auto imunes e alergia (Deinzer et al.,
2000; Glaser, 2005). O estresse pode alterar o sistema imunoldgico (Sl) pela
interferéncia no sistema nervoso central (SNC) e no sistema enddcrino (SE). O
mecanismo de comunicacdo entre S| e o SNC ocorre por duas vias: o0 sistema
nervoso autbnomo (SNA) e o eixo HPA. O SNA enerva os 6rgaos do Sl (ndédulos
linfaticos, medula éssea, timo, bacgo e tecidos linféides), e o eixo HPA, por sua vez,
libera neurotransmissores e hormdnios que regulam a atividade de diversos érgéos

e células envolvidas na resposta inflamatéria (Breivik & Thrane, 2000).
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Um fator que estimula a realizacdo de estudos sobre estresse e doenca
periodontal € o impacto de ambas na qualidade de vida do ser humano (Genco et
al., 1999). Todavia, a investigagdo direta em seres humanos esta condicionada a
dificuldades metodologicas como o controle de alguns vieses, por exemplo, agao de
fatores ambientais, a complexidade da fisiologia além da prépria psique humana.
Assim, a adocdo de modelos experimentais animais tem contribuido para o
esclarecimento de questdes relacionadas a interagao estresse e periodonto (Takada

et al., 2004).

2.1 ESTRESSE E DOENCA PERIODONTAL

Varios estudos relatam a interferéncia da psique humana nas doencas, entre
elas a periodontite, o que é um achado importante (Genco et al., 1999; Reiche et al.,
2004; Glaser, 2005). Uma das dificuldades deste tipo de relagdo € a complexidade
do ser humano, no que se refere ao comportamento. Neste momento estudos em
animais levantam hipdteses auxiliares no conhecimento da area da
Psiconeuroimunologia (PNI) (Glaser, 2005), sendo que alguns deles evidenciaram
uma correlagdo entre a PNI e a periodontite (Breivik et al., 1996; Breivik, 2002),

através do estimulo do eixo HPA.

A relagcédo entre a condicdo periodontal e fatores psicossociais (como por

exemplo, estresse, depressdo e ansiedade) esta relativamente bem estabelecida,
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principalmente nos casos de gengivite ulcerativa necrosante (GUN) (Monteiro da
Silva et al., 1995). Moos et al. (1996) realizaram um estudo caso controle com
observacdes de fatores psicossociais, depressao e reacao frente as dificuldades,
comparando-os ao desfecho periodontal. Os autores aplicaram os questionarios
psicolégico associado a avaliagbes periodontal, bioquimica e microbioldgica. Os
seus achados apontaram um risco de desenvolver a doenga periodontal associado a
problemas no trabalho e tensdes no geral. Em relagdo as analises microbioldgicas,

existiram fortes correlagdes entre Bacteroides. fosythus e depresséo.

Buscando estudar amostras maiores, Shizukuishi et al. (1998) realizaram
estudo de caso controle em trabalhadores japoneses buscando correlacionar doenga
periodontal com estilo de vida. Para o exame periodontal foi usado o indice
periodontal comunitario (CPl) e a avaliacdo psicoldgica considerou os fatores
psicossociais diarios, depressao e personalidade. Os resultados demonstraram uma
relacado de risco entre idade, consumo de alcool e habito de fumar, ao passo que os
indicadores associados com habitos de saude bucal, apresentaram correlagdo de
risco com frequéncia de escovacgéao e uso de fio dental. Genco et al. (1999), em um
estudo observacional transversal, relacionaram as possiveis associagdes entre cinco
diferentes questionarios de fatores psicossociais com doenga periodontal, em uma
amostra de 1426 individuos. Os parametros clinicos, radiograficos e microbioldgicos
evidenciaram uma ligacdo entre periodontite e estresse. Outros fatores como
depressao, problemas financeiros, tabagismo, e a bactéria B. forsythus também

exibiram relacdo com periodontite.

Todos estes estudos apresentam limitagdes, e € importante deixar claro que

as evidéncias estabelecidas aqui, ainda ndo sustentam por completo a ligagao entre



Revisdo da Literatura 17

estresse e doenga periodontal, sendo importantes estudos longitudinais em
humanos e de plausibilidade biologica, principalmente em animais, para

compreender melhor esta ligacao.

2.2 ESTRESSE, INGESTAO DE ALCOOL ETILICO E DOENCA

PERIODONTAL

Existe uma grande variedade de fatores que influenciam a gravidade da
periodontite, incluindo caracteristicas individuais, fatores sociais/comportamentais,
fatores sistémicos, fatores genéticos, fatores dentarios e microbianos. Os fatores
sociais/comportamentais incluem tabagismo, status sécio econdmico, estado
nutricional, fatores psicologicos e excessivo consumo de alcool. De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude, a mortalidade e limitagcdo da condi¢do funcional
associada ao consumo de bebidas alcodlicas superam aquelas associadas ao
tabagismo (Nunn, 2003). Nas ultimas décadas, o consumo de alcool vem
aumentando no mundo todo, sendo o uso abusivo mais frequente entre homens

(Hornecker et al., 2003; Tezal et al., 2004).

O alcool ndo é armazenado no corpo, mas sim metabolizado no figado
(Lieber, 2005) resultando em altos niveis de oxigénio reativo (ROS). Embora

produtos do metabolismo celular normal e conhecidos pela acdo secundaria no
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controle de fungdes fisiologicas, quando produzidos excessivamente o ROS tem
efeito prejudicial no sistema de defesa antioxidante celular uma vez que induz a
oxidagao de proteinas, lipideos e DNA que contribui ao dano tecidual (Gahill et al.,
1997; Valko et al., 2007). Em particular, a peroxidagdo dos lipidios, que se refere a
degradacgao oxidativa de lipidios, tem papel importante na patogénese da doenca

alcodlica do figado, progredindo para fibroses (Lieber, 2004).

Demori et al. (2006) verificaram que o estresse oxidativo hepatico seguido do
consumo do alcool pode ser aumentado por outros fatores de risco provocando
injurias no figado, como por exemplo, alcool e dieta gordurosa, que observaram ter

efeito adicional no dano oxidativo tecidual em modelo animal.

Recentemente, estudos em animais, indicaram que a periodontite esta
envolvida no aumento de ROS no nivel sanguineo (perdxido de hidrogénio e
peréxido de lipidio) e que tal condi¢do pode ser prejudicial para a saude hepatica.
Tomofuji et al. (2007) afirmaram que a periodontite € um dos fatores de risco para
lesbes hepaticas e que o nivel de peroxido de hidrogénio no sangue foi

positivamente correlacionada com a gravidade da lesédo hepatica.

Varios trabalhos relatam que o efeito do alcool nos tecidos periodontais se
alicerca na higiene pobre, explicando assim a alta incidéncia e maior gravidade da
doencga periodontal encontrada em individuos consumidores de alcool (Larato, 1972;

Novacek et al., 1995).

Shimazaki et al. (2005) afirmaram que o alcool é considerado um importante
fator de risco para varias desordens ésseas, como a redugao da massa Ossea e
aumento na ocorréncia de fraturas. Além disso, estes autores sugeriram que o abuso

cronico do alcool € um grande fator de risco para osteoporose. Em outro trabalho, na
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mesma linha de pesquisa, observou-se que o alcool pode afetar os tecidos
periodontais através de diferentes mecanismos, um deles representado pelo efeito
adverso que ele provoca na defesa do hospedeiro, decorrente da deficiéncia e
funcdo alterada dos neutréfilos, o que acaba por aumentar a susceptibilidade a
infecgdes. Outros mecanismos incluem a interferéncia no metabolismo protéico e na

cicatrizagao dos tecidos (Irie et al., 2008).

Tezal et al. (2001) realizaram um estudo transversal para avaliar o efeito do
consumo de alcool, estratificado segundo a relagdo doses/semana, e gravidade da
doenga periodontal. Foram avaliados diversos tipos de bebidas alcodlicas (vinho,
cerveja e liquor) separadamente, mas nao houve diferenca entre elas no que se
refere aos seus efeitos sobre os tecidos periodontais. O aumento no numero de
doses consumidas segundo as categorias adotadas (> 5, =2 5, < 10 e = 10)
influenciou os resultados. Exames clinicos e microbiolégicos foram realizados e os
autores verificaram que o alcool ndo exibiu relacdo com a perda dssea alveolar nem
com 0s microrganismos subgengivais, mostrou alta atividade contraria a alguns
patdgenos periodontais. J& o grau de sangramento gengival foi maior dentre os
consumidores pesados (= dez doses/semana). Os resultados sugerem que o alcool
parece afetar mais fortemente a gengiva e o efeito do alcool na doenga periodontal,

pode depender da dose, frequencia, tempo e tendéncia a exposicao.

Irie et al. (2008) realizaram um estudo em ratos, avaliando o efeito do consumo
de alcool 36%, na inflamagéao periodontal. Foram utilizados 26 ratos divididos em
quatro grupos: 1 — ingestao de alcool; 2 - alcool e indugao de doencga periodontal; 3
ingestdo de agua e 4 — indugdo de doenca periodontal. Analises histoldgica e

histoquimica foram realizados e os resultados mostraram que o consumo de alcool
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aumentou a inflamagao periodontal e especificamente a producdo de TNF — alfa

pelos fibroblastos do ligamento periodontal.

Embora a literatura apresentada evidencie uma relagcdo entre estresse e
consumo de alcool, assim como entre estresse e doenca periodontal e entre
consumo de alcool e doenga periodontal, o possivel efeito sinérgico entre ingestao

de alcool e estresse sobre a doenca periodontal ainda nao foi testado.

2.3 ESTRESSE, DOENCA PERIODONTAL E SISTEMA NERVOSO

CENTRAL

A estimulagao cerebral leva a um estimulo dos centros hipotalamicos que, por
sua vez, vao estimular especificamente areas da parte anterior da glandula pituitaria,
gerando producgao de alguns horménios. O centro estimulador mais importante é o
corticotropico, responsavel pela produgdo e armazenamento dos hormdnios
adenocorticotrépico (ACTH) e p-endorfina. A descarga destas substancias no
sangue estimula as glandulas adrenais a secretar uma série de horménios do tipo
glicorticdides, sendo que o mais importante na resposta imuno inflamatéria é o
cortisol. Este tem acdo antiinflamatéria que interfere no complexo de
histocompatibilidade do tipo | e Il, além de atuar sobre o produto final de células

natural Killer, células T supressoras ou T auxiliares, acarretando uma predisposi¢cao
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facilitada para a instalacéo de infecgdes, como a doenga periodontal (Breivik et al.,

1996).

Seyle (1936) relatou que a origem da palavra estresse deriva da area do
conhecimento da fisica que tem como significado tensdo. O organismo, quando
submetido a tensdes emocionais, fisicas ou quimicas desencadeia uma série de
eventos intra e extracelulares que promovem ativagdo do organismo frente a uma
resposta, seja positiva ou negativa. As experiéncias conduzidas por Seyle incluiram
mais de 1500 ratos, os quais foram submetidos a estimulos fisicos e emocionais
como: frio, uso de agentes quimicos, privagdo alimentar e exaustéo fisica. Estas
tensbes produziram interagbes neuroenddcrinas que refletiram em hipertrofias ou
atrofias das glandulas timo e adrenal, lesbes gastrica, perda de massa corpérea,
problemas no figado, perda de apetite, taquicardia, modificagdo no metabolismo do
carboidrato, metabolismo da glicose e metabolismo dos eletrdlitos. O autor dividiu as
reagcdes em quatro fases: 1 - fase de nao choque, 2 - reagdo de alarme, esta ultima
nao necessariamente ligada a um processo patoldgico, 3 - fase de resisténcia, na
qual o organismo busca uma adaptacédo ao estimulo podendo até entrar em colapso
e 4 - fase de exaustdo, na qual o organismo revela seu limite, podendo levar a

morte.

Varios modelos de estresse podem ser utilizados como método de pesquisa a
fim de possibilitar o desenvolvimento dos estagios anteriormente descritos.
Frequentemente, os modelos de estresse sao subdivididos em fisico ou variavel. O
estresse fisico pode ser instituido através de imobilizacdo (Peruzzo et al., 2008),
imobilizacdo associado ao frio (Shapira et al.,, 2000) enquanto o estresse variavel

pode ser instituido através da exposicao a luz intermitente, isolamento por 24 horas,
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exame da cavidade bucal, ambiente congestionado, odor de sangue e ruido (Susin &

Rosing, 2003).

Breivik et al. (2001) evidenciaram uma relacéo direta entre o periodonto e as
vias associadas do eixo HPA. Takada et al. (2004) realizaram estudo em ratos
usando periodontite induzida associada ou ndo ao modelo de estresse fisico intenso
e observaram a existéncia de maior progressdo de periodontite, bem como de
mudancgas qualitativas no infiltrado inflamatério do periodonto mediante estresse.

Peruzzo et al. (2008) investigaram o efeito do estresse cronico na perda
Ossea resultado da indugdo de periodontite por ligadura em ratos e avaliaram o
impacto do estresse crénico no nivel de RNA de fatores que regulam o processo
inflamatdrio e reabsorcdo dos tecidos periodontais. Os autores verificaram que o
estresse aumentou significativamente a perda Ossea periodontal, medida
histometricamente, e na expressao dos niveis de RNAm para os genes das citocinas
pré inflamatdrias (IL-1beta, IL-6, INF-gama, TNF-alfa) . No entanto, a literatura é
controvertida. Um trabalho que utilizou estresse variavel moderado verificou que o
estresse foi capaz de modular a periodontite, reduzindo a perda de insergéo (Susin
& Rosing, 2003). Semenoff-Segundo et al. (2007) também evidenciaram a natureza
protetora do modelo de estresse variavel em relagao a doenga periodontal.

Breivik (2002) elaborou uma extensa revisdo da literatura de forma a
sustentar uma possivel ligacao bidirecional entre o SNC e a doenga periodontal
(DP). O organismo frente a um estimulo estressor pode modular a resposta do
hospedeiro por trés principais caminhos: a) no primeiro, ocorre uma ativagédo do
sistema nervoso autbnomo simpatico capaz de modular respostas em o6rgaos
importantes, como timo, adrenal, medula éssea entre outros; b) no segundo, a

relagao existente é através do sistema nervoso sensorial em que, apés o estimulo,
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ocorre a produgdo de agentes quimicos (como substancia P e peptideo gene
relacionado com calcitoina-cgrp) nas por¢des terminais dos neurbnios e c) na
terceira e ultima ocorre a ativacdo do eixo HPA produzindo o hormdnio ACTH,
estimulante dos hormoénios corticéides, sendo o principal o cortisol. Como pode se
observar existe varias formas de modulacéo da resposta imuno inflamatdéria, fazendo
com que 0 organismo possa reagir mais ou menos, de acordo com a intensidade do
estimulo. No SNC, a area hipocampal possui uma série de receptores aos
horménios glicocorticoides, principais produtos produzidos pelo eixo HPA e que
modulam a resposta imuno inflamatoéria, de forma a determinar sua homeostasia.
Sob um estimulo estressante, por vezes a condigdo de estresse propriamente dita,
havera uma grande liberacdo destes hormoénios, o qual sensibilizara estes
receptores de forma a produzir um processo inflamatério de variavel intensidade no
organismo, ou seja, lesdes nesta regido poderao gerar desequilibrios nessa
homeostasia. Baseado nesta linha de raciocinio, em outra parte de sua tese, o autor
selecionou ratos da espécie Wistar e, sob anestesia, realizou lesdes no hipocampo e
induziu periodontite com um fio de seda em volta da coroa do segundo molar. Em
seus resultados verificou-se que o grupo com lesées no hipocampo desenvolveram

destruicdo periodontal mais significativa.

Como a adrenal € a glandula responsavel pela liberacdo dos glicocorticoides,
€ de se esperar que sua remocgao leve a uma redugdo na produgao destes
hormdnios. Fazendo uso destes conceitos e associando a indugdo de periodontite,
Breivik & Thrane (2000) obtiveram os resultados que confirmaram este conceito.
Outra forma descrita na literatura de avaliar a ativacdo do eixo HPA é trabalhar com
ratos que possuem uma hiper resposta (Ficher) ou hipo resposta (Lewis), induzindo

periodontite em ambas as espécies. Os resultados encontrados corroboram com os
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demais achados, ou seja, os animais com maior ativagdo do eixo HPA, foram os
animais com maior progressao de doencga (Breivik et al., 2001). Em outro estudo,
com metodologia semelhante, o autor induziu periodontite e implantou abaixo do
escalpo de ratos, capsulas de corticosterona com 200mg, capaz de liberar o
hormdnio durante sessenta dias. Em seus resultados perceberam maior destruicao

periodontal no grupo com o medicamento (Breivik, 2002).

Varios trabalhos associaram o estresse com a periodontite induzida,
entretanto poucos tentaram associar o efeito de tais fatores (periodontite e estresse)
combinados ou ndo sobre o SNC. E notério que este assunto é complexo, existindo

a necessidade de mais estudos para compreender melhor esta ligagao.

2.4 ESTRESSE, DOENGA PERIODONTAL E PERFIL LIPIDICO

Tradicionalmente, espera-se que as complicagdes sistémicas modulem a
resposta inflamatdria no periodonto. Entretanto, a partir da década de 90, seguindo a
recomendagdo da American Academy of Periodontology (1998), diversos estudos
foram desenvolvidos para avaliar a relagdo entre a doenca periodontal e as
disfungdes sistémicas. Agora, no sentido inverso, o papel das doengas periodontais
sobre as alteragdes sistémicas estaria relacionada a alta produg¢ao de citocinas pro
inflamatdrias, langadas na corrente sanguinea, durante os periodos de doenga

periodontal ativa, que, por sua vez, estaria implicada no aparecimento ou
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agravamento de diversas condigcbes metabodlicas sistémicas (Page, 1998). As
periodontites sdo doencgas infecciosas causadas predominantemente por bactérias
anaerobias Gram negativa. O epitélio ulcerado das bolsas periodontais serve como
meio de entrada para as bactérias e seus produtos na corrente circulatéria, portanto,
sao langados na corrente circulatéria produtos da inflamagao periodontal. E, de outro
modo, as periodontites poderiam estimular os hepatocitos a produzir citocinas em
quantidade maiores (Annais, 1996; American Academy of Periodontology, 1998).

As evidéncias existentes indicam que condi¢des inflamatérias podem contribuir
para o aparecimento desses disturbios. Microrganismos periodontopatogénicos
produzem endotoxinas na forma de lipopolissacarideos que sao ativadores da
resposta imune destrutiva do hospedeiro. Sabe-se que a destruicdo dos tecidos
periodontais € mediada por citocinas pré inflamatérias (IL-1, IL-6 e IL-8, TNF alfa).
Essas citocinas estdo suficientemente elevadas no fluido crevicular gengival para
serem langcadas na corrente sanguinea, sendo detectaveis em ensaios séricos (1 a
3micro mol /l) assim, pode-se supor que, em algum nivel, essas substancias possam
contribuir para o desenvolvimento de disturbios metabdlicos e doengas associadas

(American Academy of Periodontology, 2002; Ritchie & Kinane, 2003).

O perfil lipidico esta relacionado com o metabolismo das lipoproteinas
plasmaticas, as quais sdo compostas por lipidios (moléculas gordurosas); pacientes
que demonstram uma alteragdo nestes exames sado incluidos como sujeitos com
risco elevado para desenvolver uma cardiopatia de sérias consequéncias, inclusive
com impacto em sua qualidade de vida (Moeintaghavi et al., 2005). As
anormalidades nos lipidios e lipoproteinas sdo extremamente comuns na populagao
geral, e sdo consideradas um fator de risco altamente modificavel para doencgas

cardiovasculares, devido a influéncia do colesterol, uma das substancias lipidicas
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clinicamente mais relevantes, na aterosclerose. Algumas formas de dislipidemia

podem também predispor a pancreatite aguda.

Dislipidemia sinbnimo de hiperlipidemia ou hiperlipoproteinemia, é a presenca
de niveis elevados ou anormais de lipidios e/ou lipoproteinas no sangue. Os lipidios
(moléculas gordurosas) sao transportados numa capsula de proteina, e a densidade
dos lipidios e o tipo de proteina determinam o destino da particula e sua influéncia

no metabolismo (lacopino & Cutler, 2000).

Segundo Cutler et al. (1991) os fatores de risco para o desenvolvimento de
arterosclerose e infarto agudo do miocardio incluem a presenga de periodontite,
diabetes mellitus e certas formas de obesidade. Diabetes mellitus n&o controlado e
dieta gordurosa excessiva podem conduzir a uma hiperlipidemia, que tem efeito

profundo na funcéo e ativacao de células mieldides (Howard et al., 1987).

Os lipideos podem interagir diretamente com as células mieldides, alterando a
expressdo génica de citocinas pré inflamatérias e fatores de crescimento. E possivel
que anormalidades na fungcdo dos macrofagos causadas por elevagdes de lipidios
alterem a secreg¢ao de citocinas necessarias para a cicatrizagdo normal (lacopino,

1995).

O estado crbénico de hiperlipidemia pode prejudicar a resisténcia do
hospedeiro a infeccdo bacteriana, promovendo a destruicdo cardiovascular,
pulmonar, renal e de tecidos periodontais. Segundo Doxey et al. (1998) a presenca
elevada de lipidio no soro pode além disso modular a liberacdo de citocinas pro
inflamatdrias e fatores de crescimento nos ratos. O controle pobre do diabetes

mellitus tipo Il com hiperlipidemia tem maior inflamacao gengival e tendéncia para
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aumentar os niveis de interleucina 1 beta no fluido crevicular gengival (Cutler et al.,
1991). A citocina interleucina 1 beta tem papel na regulagdo da resposta imune, e na
estimulacado do osteoclasto na perda 6ssea. Existem as dislipidemias primarias, de
causa genética e as dislipidemias secundarias, provenientes de outros quadros
patolégicos, como por exemplo o diabetes mellitus. Para a realizagdo do diagnostico
do perfil lipidico sdo medidos laboratorialmente os niveis plasmaticos de Colesterol
total, VLDL, HDL e Triglicérides. Interessantemente, o perfil lipidico pode ser
influenciado pelo estresse, fato comprovado pelos estudos classicos de Selye (1936-
1946). Por outro lado, a obesidade que é um desequilibrio lipidico, mostra alguma
relacdo de risco com a periodontite (Dalla-Vechia et al., 2005), além dos principais
exames do lipidograma que também demonstraram esta relacdo (Moeintaghavi et

al., 2005).

Pelo exposto, fica claro que o estresse influéncia a condicdo sistémica de
varias formas, tornando o individuo mais suscetivel a varias doengas, inclusive a DP.
Por outro lado, ndo esta claro se a combinagao estresse-DP exerce influéncia sobre
determinadas condi¢gdes sistémicas, uma vez que frequentemente apenas a DP

isolada tem sido investigada como fator de risco sistémico.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Diabetes_mellitus�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Colesterol�
http://pt.wikipedia.org/wiki/LDL�
http://pt.wikipedia.org/wiki/HDL�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Triglic%C3%A9rido�

28

3 PROPOSICOES

Os objetivos gerais do presente estudo em modelo animal sdo avaliar o papel
do estresse como agente modulador da doenga periodontal bem como os efeitos
sistémicos desta mesma associagdo estresse-periodontite. Assim, os objetivos

especificos de cada delineamento experimental sao:

a) analisar o impacto de dois modelos de estresse cronico na modulagao da

doenca periodontal;

b) avaliar o efeito do estresse crénico associado a ingestdo de alcool na

gravidade da periodontite;

c) avaliar o efeito da periodontite associada a estresse cronico sobre o

sistema nervoso central (SNC);

d) avaliar o efeito de dois modelos de estresse associados a periodontite

sobre o perfil lipidico.
Hipbteses testadas:

a) o estresse crbnico fisico estd associado a maior gravidade da DP

comparativamente ao estresse variavel de mesma duragéo;

b) o estresse cronico associado a ingestdo de alcool provocam aumento na

gravidade da periodontite;

Cc) o estresse crénico associado a DP altera a resposta do SNC;



Proposicéo

d) o estresse cronico associado a DP altera o perfil lipidico.
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ABSTRACT

Objective: The present study to compare the influences effect of physical and
variable chronic stress on ligature-induced periodontitis in rats. Material and
Methods: Forty-eight adult Wistar rats were randomly assigned to four groups
(n=12): physical stress, variable stress, positive control and negative control. The
models of physical stress were immobilization and immobilization associated with
exposure to cold and the models of variable stress were exposure to intermittent
light, 24 hours isolation, oral cavity examination, crowded environment, smell of
blood and noise. After 10 days of stress, physical stress and variable stress animals
underwent experimental induction of periodontal disease. The positive control also
underwent experimental induction of periodontal disease. Negative control did not
receive any type of intervention. At the end of the experimental period (60 days), all
animals were killed. After routine laboratorial processing, images of the histological
sections were digitized and submitted to histometric measurement using two
parameters: histologic attachment loss and bone loss. Results: On the ligature
induced periodontitis side, physical stress presented significantly greater histological
attachment loss and also greater bone loss (p<0.05) than variable stress, positive
control and negative control. On the non periodontitis side these same histological
parameters did not significantly differ among groups Conclusion: Within the limits of
this study, it may be concluded that physical stress influenced the response pattern

to experimentally induced periodontitis in rats.

Key Words: Physiological stress, rats, periodontitis
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INTRODUCTION

Animal studies are important resources for generating data that might help
elucidate controversial issues raised by epidemiological studies. Animal models also
allow researchers to run certain procedures that can not be carried out in humans. A
previous study on the main pathways of stress and periodontal disease,
demonstrated a direct relationship between the periodontium and the pathways
associated with the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) (Breivik et al., 2001).
Takada et al. (2004) using a severe stress model (12-hours physical restraint) in rats
with induced periodontitis, observed the existence of an accelerated progression of
periodontitis as well as qualitative changes in the periodontal inflammatory infiltrate.
Another study (Susin & Rosing, 2003) demonstrated that variable, moderate, chronic
stress associated with ligature-induced periodontitis modulated the disease by
avoiding attachment loss. Using a similar variable-stress model (Semenoff-Segundo
et al., 2007), we also observed a protective tendency; However, it was mediated by

different pathways.

Several studies have examined HPA axis modulation (Moynihan, 2003; Fujioka
et al., 2006). More recently, the HPA axis has been investigated for its ability to
modulate periodontitis, either by avoiding periodontal attachment loss or contributing
to apical migration of the junctional epithelium (Gaspersic et al., 2002; Takada et al.,

2004; Breivik et al., 2006; Semenoff-Segundo et al., 2007).

Despite the large number of studies on this subject, a causal relationship
between environmental factors and periodontal disease has not been established

(Sheiham & Nicolau, 2000). Smoking, diabetes mellitus and stress have been



33

implicated as risk factors or risk indicators of periodontitis (Sheiham & Nicolau, 2000;

Genco, 2004).

The epidemiological relationship between psychosocial diseases and
periodontitis has been observed since the time of ancient civilizations. In addition, a
lot of evidence has emerged from studies involving soldiers because they experience
highly stressful situations and usually have poor oral hygiene, which may produce
necrotizing ulcerative gingivitis and necrotizing ulcerative periodontitis (Monteiro da
Silva et al., 1995). Methodological difficulties regarding the diagnostic determinants
of somatic diseases are one of the limiting factors for establishing a correlation
between stress and periodontal disease (Solis et al., 2004; Castro et al., 2006).
Understanding the effects of different stress models on the periodontium in animal
studies may help elucidate the biological events that are involved and produce
valuable information for future human research. Moreover, this knowledge may lead

to novel treatments for periodontitis and help prevent periodontal disease.

Thus, the purpose of this study was to compare the modulating effect of

physical — and variable chronic stress on ligature-induced periodontitis in rats.

MATERIALS AND METHODS

Experimental groups

For the present study, 48 adult Wistar rats (Rattus Norvegicus) of an average
initial weight of 232.81 g were selected and allowed to adapt to the new environment
for four weeks (Peruzzo et al., 2008). Six animals were kept in each housing box

(polyethylene 16x40x30) with standard rations and water ad libitum under a light/dark
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cycle of 12 hours that was temperature and humidity controlled at 23° C and + 40%,
respectively. The experiment was approved and registered by the ethics committee

in animal experimentation.

Initially, animals were randomly divided (by the auxiliary technique) into four

experimental groups, described by the following:

1- PS Group: physical stress (n=12).

2- VS Group: variable stress (n=12).

3- PC Group: positive control (n=12).

4- NC Group: negative control (n=12).

After 10 days of stress, physical stress and variable stress animals underwent
experimental induction of periodontal disease (described below). The positive control
also underwent experimental induction of periodontal disease; in the first 10 days of
the experiment, this group was not subjected to induction of periodontitis. Beginning
from the introduction of the ligature for the induction of periodontitis, the ligature
remained until the end of the study and served as a retention device for oral

microorganisms (Fig. 1).

Finally, the negative control group did not receive any type of intervention;

however, this group was maintained in the same environment as the other groups.

Experimental periodontal disease

For the induction procedure of periodontal disease, the physical stress,

variable stress and positive control animals received general anesthesia through
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intramuscular administration of 0.1 ml ketamine hydrochloride (Dopalen, Agribrands.

Saude Animal, Paulinia, SP, Brazil) per each 100 g of body weight.

After anesthesia, a #4 sterile silk suture thread was wrapped around the

second upper right molar (Semenoff-Segundo et al., 2007).

Group
Group .
Physical stress
Physical and Physical stress Variable stress
Variable stress . |
Variable stress Positive Contro
Positive Control
Negative Control
|-
»
Dia 0 Dia 10 Dia 60
Stress Lieature Euthanasia

Fig. 1- Experimental procedure

Stress Induction

The models of physical stress were immobilization (Takada et al., 2004) and
immobilization associated with exposure to cold (Shapira et al., 2000) applied for two
months, six times a week, at various times on alternate days. The models of variable
stress (Susin & Rosing, 2003; Semenoff et al., 2007) were exposure to intermittent
light, 24 hours isolation, oral cavity examination, crowded environment, smell of
blood and noise. One type of variable stress was conducted each day between 6:00

and 18:00.

a) Immobilization: The animals in the physical stress group were exposed to an
average temperature of 26°C by placing them in polyvinyl chloride tubes

compatible with their size. Then, the tubes were stopped up on both sides with
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metallic wire, enabling the animals to breathe while they were immobilized for
4 hours.

Immobilization and exposure to cold: After immobilization as previously
described, the animals in the physical stress group were exposed to an
average temperature of 7°C for a period of 4 hours.

Exposure to intermittent light: The animals housing boxes were placed in
larger boxes that blocked the entrance of natural light, and a 60-watt lamp was

intermittently used for 4 hours.

Isolation: The animals were individually separated in one new housing-box for
a period of 24 hours while receiving food and water ad libitum.

Ligature exam: Each animal was gently immobilized by the researcher, and
then the ligature was examined by looking at the molar teeth with the aid of an
n° 7 spatula.

Crowded environment: All animals (n=12) were grouped together in one new
housing box for a period of 24 hours while receiving food and water ad libitum.
Odor of blood: Two plastic five-milliliter test tubes with small perforations in
the upper region were filled with the same species blood together with an
anticoagulant (EDTA, ethylene diamine tetra acetic acid) to release the odor
into the interior of the housing box. This container was stabilized to prevent
the rats from contacting the product during the 4 hours of the procedure.
Noise: The animals were placed in their house-boxes within a framework that
prevented the entrance of light, and they were exposed to noise produced by

musical sound at an intensity of 90 decibels for 4 hours.
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Histological Procedures

At the end of the experimental period (60 days), all animals were killed and the
weights of the adrenal glands, spleen and thymus (g) were registered using a
standardized scale (FA2104N Bioprecisa, Ipiranga, SP, Brazil), the left and right
segments of the maxillae were dissected out and fixed in 10% neutral buffered
formalin. The tissue blocks were decalcified in EDTA for 5 weeks. After dehydration
in graded alcohol, the samples were embedded in paraffin. The decalcified tissue
blocks were sectioned in a mesio-distal plane, to obtain serial 6 um thick sections. As
a prerequisite, the coronal pulp had to be clearly indentified in at least 2 teeth and the
root pulp. The sections were stained with hematoxylin and eosin.

For the histometric analysis, 10 serial sections containing the 1% and 2" molars
were selected. In each section the entire dental pulp, the mesial cement-enamel
junction (CEJ) of the 2nd molar, interproximal alveolar bone crest (between 1% and
2" molars) and connective fiber attachment should be clearly identifiable (Semenoff—
Segundo et al., 2007). Images were captured using a trinocular microscope
(Coleman, Santo André, SP, Brazil, Model 200/TC; lens 4/0,10 - 160/160) attached to
a video camera (Samsung SDC-313, Chorea). All measurements were taken in
pixels and converted into mm by a blinded examiner using a digital image-processing
software (ImagelLab 2000; Diracon Bio Informatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP,
Brazil). The following histometric parameters were evaluated: (a) distance between
the mesial CEJ of the 2nd molar and the most apical portion of the junctional
epithelium (CEJ-JE), defined as histological attachment loss; (b) distance between
the CEJ and the alveolar bone crest (CEJ-BC), defined as histological bone loss (Fig.
2). A single examiner blinded to the experimental groups performed the histometric

analysis.
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Fig. 2- Photomicrograph of a histological section illustrating the destruction of the
periodontium in the ligature induced periodontites. CEJ-JE: histological attachament

loss; CEJ-BC: histological bone loss; BC: bone crest; CEJ: cement enamel junction

Statistical Analysis
Among groups, histological attachment loss and histological bone loss values
from the right hemi-maxillae (ligature induced periodontitis side) were compared to

values from the left hemi-maxillae (not induced periodontitis side).

The parameter body weight was calculated weekly as the difference between
the weight recorded at each interval and the initial weight. The means of thymus,
spleen, adrenal and liver weight recorded for each group were compared to each

other.
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Statistical analysis was performed using one-way Analysis of Variance
(ANOVA) and Bonferroni tests. Differences were considered significant if p< 0.05.
The statistical software used was SPSS (Statistical Package for the Social Sciences;
SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Calibration intra examiner was performed using the
standard error of measurement. For all parameters evaluated obtained a standard

error of the measure greater than 0.8 so the examiner was considered calibrated.

RESULTS

Body Weight

There were no statistically significant differences (p<0.05) among the body

weights of the groups at any of the evaluation periods (Table 1).

Table 1- Mean and Standard deviation of animal whole body weight (g) during the
study. No differences were observed (ANOVA,; p>0.05).

Weeks GPS GVS GPC GNC

Mean +SD Mean SD Mean #SD  Media +SD
1 02.75  22.07 22.41 29.08 22.41 16.40 23.08 32.71
2 12.16 19.94 2250 36.02 24.83 15.23 2533 37.70
3 16.16  20.10 26.83  29.91 25.91 11.58  29.91 50.65
4 28.16 2255 36.23 30.63 30.75 12.45 35.33 25.68
5 25.66 2285 37.16 26.00 38.91 11.57 36.66 31.98
6 30.91 20.38 2258 27.90 34.25 16.77 36.41 29.30

7 27.83 2141  44.16° 26.38 37.41 1299 41.08 32.30
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Histometric Results

On the ligature induced periodontitis side, physical stress presented
significantly greater histological attachment loss and also greater bone loss (p<0.05)
than variable stress, positive control and negative control. On the non periodontitis
side these same histological parameters did not significantly differ among groups

(Table 2).

Table 2 — Comparisons among groups of histometric parameters (mean values)

considering the periodontitis and non periodontitis sides.

Periodontitis sides Non periodontitis sides

CEJ-JE CEJ-BC CEJ-JE CEJ-BC

Mean +SD Mean +SD Mean +SD  Mean +SD
Variable stress 0.25° 0.16 0.92° 0.20 0.01? 0.06 0.45°  0.14
Physical stress 0.47° 0.12 1.11° 0.13 0.05° 0.01 0.45° 0.10
Positive control 0.29° 0.19 0.96° 0.13 0.00? 0.00 0.48° 0.05
Negative control 0.05° 0.01 0.45° 0.10 0.03? 0.09 0.59° 0.21

Different lower case letter within the same column indicate differences among groups. Mean
values (mm) and standard deviations (SD) from periodontitis and non periodontitis sides
were considered and statistically analyzed by ANOVA and Bonferroni tests (p<0.05). CEJ-

JE: histological attachament loss; CEJ-BC: histological bone loss

Weight of Collected Organs
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The thymus variable stress were differed significantly from positive control and

negative control; Physical stress was significantly different from positive control

(p<0.05). The weight of adrenal glands decreased more significantly in physical

stress compared to positive control and negative control (p<0.05). Physical stress

had lower liver weight compared to positive control and negative control (p<0.05).

Variable stress showed a decrease in liver weight compared to the negative control

(p<0.05) (Table 3).

Table 3 — Comparisons of wet organ weight (g) among groups

Mean
Spleen 1.13%
Thymus 0.07%*
Adrenal 0.09°
Liver 7.74°

0.22

0.008

0.01

GVS
Mean +SD
1172 0.20
0.04®®  0.009
0.10*Y  0.01
8.70° 1.33

Mean

1.10°

0.03°

0.11°°

9.71

GPC

0.19

0.005

0.01

1.35

Mean

1.12°

0.03%

0.11%

10.23°

0.15

0.006

0.01

1.60

Different lower case letters within the same line indicate differences among groups.

Mean values (mm) and standard deviations (SD) were considered and statistically

analyzed by ANOVA and Bonferroni tests (p<0.05). Adrenal weight is the total weight

of both glands. GPS: group physical stress; GVS: group variable stress; GCP:

positive control; GCN: negative control

DISCUSSION
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Although most people present a slow, progressive periodontal attachment loss
and lose teeth during their lifetime, epidemiological studies have demonstrated that a
small part of the population show a significant loss of periodontal attachment followed
by an early loss of teeth (Loe et al., 1986). Interestingly, this occurs in response to
the same number of microorganisms (Baelum et al., 1988). Therefore, several
contributing factors, such as socioeconomic, age, diabetes mellitus and smoking,
seem to be linked to attachment loss (Emrich et al., 1991; Genco et al., 1999; Genco,

2004; Susin, 2004).

Though controversial, epidemiological studies have demonstrated the existence
of a relationship between psychosocial diseases and periodontitis (Castro et al.,
2006; Moss et al.,, 2007). In this context, animal models are important for
investigating certain biological events to help determine the viability of future

research.

In the present study, the induction of periodontal disease in a model of physical
stress showed significantly greater histological attachment loss and bone loss
compared to the variable-stress and positive control groups. Other studies examining
ligature-induced periodontitis in a model of physical restraint stress have reported
destructive periodontal disease. Indeed, studies have reported histological
attachment loss and bone loss (Gaspersic et al., 2002), furcation defects areas

(Takada et al., 2004) and morphometric measurements (Nakajima et al., 2006).

Animal studies have shown that mild stress tends to confer a protective effect
rather than a destructive effect on the periodontium (Moynihan, 2003; Fujoika et al.,
2006). Using a variable-stress model, Susin & Roésing (2003) and Semenoff-Segundo

et al. (2007) observed a “protection” of the periodontium, which corroborated the



43

outcomes of the stress methodology of the present study. It may be hypothesized
that the divergent results from studies on this subject result from the methodology of
HPA axis activation and periodontal response interpretation. Although clinical and
radiographic models are a good alternative (Sallay et al., 1982), qualitative
histological analyses of cell and tissue events, combined with quantification of
periodontal destruction, seemed to produce the most accurate data (Gaspersic et al.,
2002; Takada et al., 2004). In the present study, we chose the histometric analysis of
periodontal breakdown based on its clinical relevance in periodontics. Also, it has
been used for more than 50 years to measure the destruction of periodontal
structures such as junctional epithelium, gingival fibers, connective tissueand
alveolar bone height (Ramfjord, 1959). Therefore, we paid extra attention to
standardization, selection of histological sections, blind examination and intra-
examiner reproducibility to obtain an effective and reproducible histometric analysis.
Differences in these variables could explain the differences found in the literature

(Semenoff et al., 2008).

Stress acts as an environmental factor in periodontal disease and has been
shown to change the response against pathogens in human (Page & Korman, 1997).
Based on animal studies investigating stress pathways (Breivik & Thrane, 2000), it
would be plausible to assume that we observed a T helper cells (Th2) response,
which stimulated the plasmocytes to produce interleukins and enzymes, such as
metalloproteinases. These molecules have been shown to be capable of destroying
the periodontal tissues, which determined the progression of periodontitis (Lee et al.,

1995; Elenkov & Chrousos, 1999; Gammell & Seymour, 2004).

However, animal studies demonstrated, the side without induction of periodontal

disease did not present histological attachment loss or bone loss in either of the
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groups (Gaspersic et al., 2002; Takada et al., 2004). Following HPA axis stimulation,
however, Breivik & Thrane (2000) and Semenoff-Segundo et al. (2007) found apical
migration of the junctional epithelium without induction of disease. These divergent
results could be attributed to the different modes of HPA axis activation used in those
experiments. Additionally, several aspects of neuroendocrine-immune axis

functioning remain unclear, which means that more studies are needed.

To confirm the efficiency of the stress models, the organs of stressed and non-
stressed animals were weighed in this study, which is a valid parameter to assess
systemic changes. Both of the chronic stress regimens resulted in lower liver weights,

which corroborated the study of Selye (1946).

Thymus and adrenal glands work in synergism; thus, when one of the glands is
compromised, the function of the other is modified (Selye, 1936; Selye, 1946). In this
study, thymus and adrenal weights were contradictory to the results of other studies
examining the association between stress and periodontitis in rats. Gaspersic et al.
(2002) observed thymus reduction while Takada et al. (2004) and Nakajima et al.
(2006) found atrophic thymus and spleen. This might be attributed to the short term
(12 hours) chronic stress model (Gaspersic et al., 2002; Takada et al., 2004;

Nakajima et al., 2006).

Two points of this study’s methodology could have led to different results than
previous studies (Takada et al., 2004; Nakajima et al., 2006; Semenoff-Segundo et
al., 2007); the duration of the stress regimen imposed on the animals (60 days), and
the experimental induction of periodontitis 10 days after the stress protocols had
been initiated. The longer stress regimen was an attempt to correlate the

experimental findings to those of individuals under long-term stress load, for
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example, business executives of major companies and prisoners (Freeman & Goss,

1993; Fazel & Danesh, 2002).

Because periodontal disease is capable of inducing a systemic response (lvanyi
& Lehner, 1970; Page, 1998; Nakajima et al., 2006), it may be speculated that
immunoinflammatory response was stimulated. This led the thymus to produce a
large number of T-cells and the adrenal glands to secrete a small amount of
adrenaline and cortisone, which increased thymus weight and decreased adrenal
weight with no significant differences between the stress models. One study
suggested that these effects might occur when chronic stress stimuli are maintained

for an extended period of time (Elenkov & Chrousos, 1999).

The applied model chronic stress did not lead the animals to exhaustion or
death. The maintanance of body weight did not suggest systemic severe disorder
(Forbes et al., 1996). On the other hand, other ligature induced periodontitis studies
in rats which applied physical stress (12 hours a day) found lost of body weight
among stressed animals (Takada et al., 2004; Nakajima et al., 2006). In comparison
to chronic model, this last finding suggested a higher level of stress associated with
high secretions of IL 1 and TNF which decrease the appetite through HPA

stimulation.

The fact that all groups of rats maintained their body weight with no significant
differences compared with the negative control animals confirmed that body weight
was a valid indicator of systemic health (Selye, 1946; Semenoff-Segundo et al.,
2007). No significant differences in body weight were observed during the experiment
or at the conclusion of the experiment. Other similar studies that associated ligature-

induced periodontitis and stress in rats found significant differences (i.e., stressed
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animals had lower weights) (Takada et al., 2004; Nakajima et al., 2006). Those
studies likely achieved a high level of stress, which increased the production of
interleukin-1 (IL1) and tumor necrosis factor (TNF-beta), which can induce the HPA
axis to decrease the desire to feed. Thus, the fact that we did not observe any weight
loss reinforced the premise that the animals reached the end of the experiment in a

good health status.

Some issues regarding stress have become more clearly understood. However,
the neuroendocrine-immune axis is highly complex, and several aspects remain
unknown. Longitudinal epidemiological investigations, animal studies and clinical
trials are required to further elucidate the role of stress in the pathogenesis of

periodontal disease.

Within the limits of this study, it may be concluded that physical stress

modulated the response pattern to experimentally induced periodontitis in rats.
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5 CAPITULO 2

5.1 Efeito da ingestdo de alcool etilico associado ao estresse crénico na

gravidade da periodontite: estudo em modelo animal

Porto AN', Semenoff Segundo A%, Semenoff TAD?, Borges AH*, Cortelli JR®, Cortelli

SC8.

RESUMO

O presente estudo hipotetizou que a ingestado de alcool etilico associada ao
estresse cronico aumentaria a gravidade da doenga periodontal. Metodologia:
Selecionou-se vinte e quatro animais Lewis adultos, as quais foram divididas
aleatoriamente em trés grupos (n=8/grupo): grupo GAL- alcool + ligadura, grupo
GASL- alcool + estresse fisico cronico + ligadura e grupo GCN- controle negativo.
Apods a divisdo, os animais GAL e GASL foram submetidos a ingestdo de alcool
etilico a 20% ad libitum, e o grupo GCN recebeu agua ad libitum, durante 60 dias.
No dia seguinte ao inicio da ingestao de alcool pelos respectivos grupos foi realizado
o procedimento de indugdo da doencga periodontal (GAL e GASL). Durante dois
meses, seis vezes por semana, em horarios alternados, os animais foram
imobilizados caracterizando estresse fisico cronico. O pardmetro da analise
histométrica do presente estudo foi a distancia entre a jungdo amelo-cementaria na
face mesial do segundo molar e a por¢gao mais coronaria do epitélio juncional. Esse
parametro foi definido como perda de insergado histolégica (CEJ-JE). Analisou-se,
também, a distancia (mm) entre a jungdo amelo-cementaria e a crista 6ssea alveolar

a qual foi considerada como o indicador de perda 6ssea (CEJ-BC). Os valores
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individuais foram tabulados, e as médias dos respectivos grupos estatisticamente
analisadas (testes Analise de Variancia e Tuckey, p<0,05). Resultados: O grupo
com maior destruicdo periodontal revelada pela analise dos parametros CEJ-JE e
CEJ-BC foi o grupo exposto ao alcool associado a ligadura (GAL), seguido pelo
grupo exposto ao alcool associado ao estresse e ligadura (GASL). O grupo controle
negativo (GCN) apresentou os menores valores de CEJ-JE e CEJ-BC comparado
aos demais grupos (p<0,05). Conclusao: Os fatores alcool-estresse parecem né&o
ter efeito sinérgico quando associados, uma vez que o grupo exposto isoladamente
ao alcool apresentou a pior condigao periodontal. O alcool como fator isolado teve
maior impacto sobre os parametros avaliados do que quando combinado ao
estresse. Outros estudos deverdo ser conduzidos para avaliar o efeito do estresse

isoladamente.

Palavras-chave: Estresse fisiologico, ratos, periodontite, etanol

INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) é uma doenga multifatorial, de origem infecciosa,
iniciada pelo acumulo de biofiime dental, que acomete os tecidos de protecéo e
sustentagcdo dos dentes. Existem varios fatores que influenciam a periodontite,
incluindo caracteristicas pessoais e sociais, bem como fatores comportamentais,
sistémicos, genéticos, dentarios e composicdo da microbiota do biofilme dental
(Genco, 1996; Nunn, 2003; Stanford & Rees, 2003).

O estresse pode ser definido como a soma das respostas fisicas e mentais
causadas por determinados estimulos externos (estressores) a qual permitira ao

individuo (humano ou animal) superar determinadas exigéncias do meio-ambiente
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além de superar ainda o préprio desgaste fisico e mental causado pelo processo
(Seyle 1936). O estresse tem sido relacionado n&o apenas com a maior ocorréncia
como também com a gravidade da doenga periodontal (Hugo et al., 2006).

Por outro lado, fatores como tabagismo, status sécio econémico, estado
nutricional, aspectos psicolégicos e consumo excessivo de alcool (Nunn, 2003)
representam os fatores designados como sociais e comportamentais. O alcool etilico
€ uma das poucas drogas psicotropicas que tem seu consumo admitido e
incentivado pela Sociedade. Em estudo conduzido por Amaral et al. (2008) ele
reforgou consideragdes da Organizagdo Mundial da Saude, a qual vem reportando
que a mortalidade e limitagcdo funcional associadas ao consumo excessivo de
bebidas alcodlicas superam aquelas associadas ao tabagismo.

O alcoolismo se tornou um sério problema de saude publica (Hornecker et al.,
2003). E, sabe-se que esta doenca impde ao organismo um estado de estresse, pois
além da demanda psicoldgica, ainda atua como agente agressor fisico-quimico. O
alcool etilico ingerido pelo consumo de bebidas alcodlicas nao permanece
armazenado no corpo, e para ser eliminado ele primeiramente € metabolizado no
figado o que resulta em altos niveis de oxigénio reativo (Lieber, 2005; Valko et al.,

2007).

Ensaios epidemioldgicos tém relacionado a doenga periodontal ao consumo
de bebidas alcodlicas. Varios estudos transversais verificaram uma associagao entre
o0 consumo abusivo de alcool etilico e uma piora nos parametros periodontais
(Shiziushi et al., 1998; Tezal et al., 2001; Shimazaki et al., 2005). Adicionalmente, o
consumo excessivo de alcool € um dos fatores que tém sido associados com a

gravidade da periodontite (Genco, 1996; Nunn, 2003; Stanford & Rees, 2003).
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Algumas questdes decorrentes destes estudos podem ser respondidas por
pesquisas laboratoriais. A conducdo de estudos com modelos animais podem
auxiliar na elucidacédo de questdes relacionadas a ingestao de alcool ao estresse e a

doencga periodontal (Khisti et al., 2005; Breivik et al., 2006).

Considerando-se a escassez de informacdo disponivel em relagdo ao
possivel efeito sinérgico alcool-estresse, o objetivo deste estudo em animal foi
avaliar o efeito da ingestdo de alcool etilico associada ao estresse crdnico na

gravidade da periodontite induzida por ligadura.

MATERIAIS E METODOS

Vinte e quatro animais, com dois meses de idade, da espécie Rattus
Novergicus e linhagem Lewis, com peso inicial médio de 250 gramas foram
selecionados para o presente experimento. Todos os animais selecionados foram
submetidos a um periodo de adaptacdo ambiental durante quatro semanas. Os
animais mantiveram-se em caixas moradia (polietiieno 16x40x30) em numero de
oito, com ragdo padronizada, agua ad libitum e/ou alcool etilico a 20% também ad
libitum, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada a 24°C e
umidade + 50%. O experimento foi realizado no biotério do Centro Universitario de
Varzea Grande — UNIVAG e aprovado e registrado pelo Comité de ética em

pesquisa animal CEP/UNIC-2009. N°307-321 da Instituicao.

Grupos Experimentais

Inicialmente, um assistente de pesquisa dividiu aleatoriamente os animais em

trés grupos experimentais:

1. Grupo GAL: alcool + ligadura (n=8).



2. Grupo GASL: alcool + estresse + ligadura (n=8).

3. Grupo GCN: controle negativo (n=8).
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Apoés a divisdo, os animais dos grupos teste GAL e GASL foram submetidos a

ingestao de alcool etilico a 20% ad libitum, durante 60 dias consecutivos (Hogan et

al., 1997) e quanto ao grupo controle (GCN) recebeu agua ad libitum pelo mesmo

periodo (Fig. 1).

Grupos
Alcool+ligadura

Alcool+estresse+
ligadura

Grupos
Alcool+ligadura

Alcool+estresse+
ligadura

Grupos
Alcool+ligadura

Alcool+estresse+
ligadura

Controle Negativo

Dia 0

Ingestdo alcool

Dia1l

Ligadura

Fig. 1- Delineamento experimental

Ingestéo do Alcool

Dia 60

Eutanasia

v

A ingestédo de alcool eram realizadas de forma compulsoria em duas garrafas

de 1000ml colocadas ad libtum durante o periodo do experimento. Duas vezes por

semana, as mesmas eram lavadas e adicionadas o &alcool na agua filtrada na

proporcdo de 20%. Este procedimento era realizado com auxilio do Alcoolémetro

(Densimetro para determinar a porcentagem de alcool por volume segundo Gay

lussac. Densimetros com haste de 6mm e corpo de 23mm; Faixas novas para

medigdo: separada em duas partes; Faixa do alcooldmetro de 0/100°GL; Escala:

0/50°GL;Divis&o: 0,1°GL). Ou seja, as duas substancias eram liquidas V/V.

Doenca periodontal experimental
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Como no primeiro dia, a ingestao de alcool etilico é bastante reduzida, no dia
seguinte ao inicio da ingestdo de alcool pelos grupos teste (GAL e GASL) foi
realizado o procedimento de inducdo da doenga periodontal. Os animais receberam
anestesia geral, através da administragdo intramuscular de 0,1 ml de cloridrato de
quetamina (Dopalen, Agribrands. Saude Animal, Paulinia, SP, Brasil), associado a
0,05 ml de cloridrato de xylazina (Rompun, Bayer. Saude Animal, S&do Paulo, SP.

Brasil) por cada 100 gramas de peso corporal.

Apoés anestesia um fio de sutura de seda estéril numero 4 (Ethicon, Johnson e
Johnson, Sao Paulo, Brasil) foi inserido no sulco gengival do segundo molar superior
direito (Semenoff-Segundo et al., 2007). Os animais do grupo controle negativo
(GCN) n&o receberam nenhum tipo de intervencédo, mas foram mantidos juntos em

caixa-moradia durante todo o experimento.

Inducéo de estresse

O modelo de indugao de estresse fisico foi imobilizagao aplicada durante 60
dias, seis vezes por semana, em momentos variados do dia (Susin & Rosing, 2003;
Semenoff-Segundo et al., 2007). Sob temperatura ambiente, os animais (GASL)
foram colocados por 4 horas em tubos de cloreto de polivinilal (PVC), compativeis
com seu tamanho. Posteriormente, interrompeu-se a passagem de ambos os lados
com fio metélico, de forma a impedir a movimentagao sem, todavia interferir com a

respiracao dos animais.

Exame histoldgico

Apos 60 dias foi realizada a eutanasia dos animais por excesso de anestésico
€ as pecas removidas, contendo as hemimaxilas direita e esquerda, as quais foram

fixadas em formol a 10% por 48 horas. Em seguida as hemimaxilas foram
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descalcificadas em EDTA por um periodo préximo a cinco semanas (totalizando seis
trocas), sendo lavadas, desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina. Os
blocos foram incluidos em parafina permitirando cortes histologicos seguindo o longo
eixo dos dentes no sentido mesio-distal. Os cortes, com espessura de 6 ym, foram

corados com hematoxilina de Haris e eosina alcodlica e montados em laminulas.

Para analise, foram selecionadas dez laminas seriadas, nas quais
necessariamente deveriam ser observados o 1° e 0 2° molares superiores, € as
seguintes estruturas a) polpa coronaria, b) polpa radicular, ¢) juncdo amelo-
cementaria mesial do segundo molar, d) crista dssea interproximal e) insergéo
conjuntiva. A histometria foi realizada através da captacdo das imagens no
microscopio, e mensurada em milimetros, utilizando-se o software ImageLab 2000

(Diracon Bio Informatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil).

O examinador cegado em relagdo aos grupos realizou a histometria, das

laminas previamente codificadas por um outro pesquisador.

Para confiabilidade da leitura dos dados realizou-se a calibragédo intra-
examinador, sendo uma prévia e outra durante a analise das laminas. Na calibragao
prévia ao estudo foram selecionadas aleatoriamente 10% do total de laminas, sendo
realizada duas leituras com intervalo de uma semana de diferengca. Para a
calibracéo trans-experimento, a cada 10 laminas examinadas retornou-se a primeira
desse mesmo grupo e uma nova leitura foi realizada. Foi executado uma calibragao
intra examinador utilizando o teste de reprodutibilidade denominado erro padrao da
medida (EPM). Para todos os parametros avaliados obteve-se um valor de EPM

superior a 0,8 desta forma o examinador foi considerado calibrado.
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Analise estatistica

Os valores individuais foram tabulados e calculadas as médias dos
respectivos grupos. Os dados foram estatisticamente analisados aplicando-se os

testes Analise de Variancia (ANOVA) e Tuckey (p<0,05).

O parametro da analise histométrica foi a distdncia (mm) entre a juncdo
amelo-cementaria na face mesial do segundo molar superior e a por¢gdo mais
coronaria do epitélio juncional. Esse parametro foi definido como perda de insergéo
histologica (CEJ-JE). Analisou-se, também, a distancia (mm) entre a jungdo amelo-

cementaria e a crista 6ssea alveolar a qual foi considerada como o indicador de

perda o6ssea (CEJ-BC) (Fig. 2).
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Fig. 2- Fotografia ilustrando a destruicdo no periodonto por agcéo da indugao de periodontite
induzida por ligadura. CEJ-JE: histological attachament loss; CEJ-BC: histological bone loss;

BC: bone crest; CEJ: cement enamel junction

RESULTADOS

Peso Corporal

Nao houve diferenga estatisticamente significativa (p <0,05) entre os pesos dos

grupos em nenhum dos periodos de avaliagéo (Tabela 1).

Tabela 1 - Média e desvio padrédo de peso corporal do animal (g) durante o estudo.
Nao foram observadas diferengas (ANOVA, p> 0,05).

Semanas GPS GVS GPC GNC

Média +SD Meédia +SD Média +SD  Média +SD
1 02.75 22.07 22.41 29.08 22.41 16.40 23.08 32.71
2 12.16 19.94  22.50 36.02 24.83 15.23 25.33 37.70
3 16.16 20.10 26.83 29.91 25.91 11.58 29.91 50.65
4 28.16 2255 36.23 30.63 30.75 12.45 35.33 25.68
5 25.66 2285 37.16 26.00 38.91 11.57 36.66 31.98
6 30.91 20.38 2258 27.90 34.25 16.77 36.41 29.30
7 27.83 21.41 44.16° 26.38 37.41 1299 41.08 32.30

O alcool associado ao estresse e ligadura (GASL) foi estatisticamente

diferente do grupo alcool associado a ligadura (GAL), tanto para perda de insergéo
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histologica (CEJ-JE) quanto para perda 6ssea (CEJ-BC) (p<0,05). Entretanto, a
maior destruicdo periodontal, revelada pela analise dos parametros CEJ-JE e CEJ-
BC, foi observada no grupo exclusivamente exposto ao alcool associado a ligadura

(GAL), seguido entdo pelo grupo exposto a combinagao alcool e estresse (GASL).

Finalmente, o grupo controle negativo (GCN) apresentou os menores valores
de CEJ-JE e CEJ-BC comparado aos demais grupos (p<0,05), tendo assim
apresentado a melhor condi¢c&o periodontal.

Tabela1- Valores médios (mm) da perda de insercéo histolégica (CEJ-JE) e perda 6ssea

(CEJ-BC) para os diferentes grupos.

CEJ-JE CJE-BC
(Média DP) (Média DP)
GASL 0.33 + 0,09 a 0.61 +0,03a
GAL 0.77 +0,27 b 1.09 +0,32b
GCN 0.06 +0,14 c 0.21 +0,02¢

Letras diferentes na mesma coluna significam diferengcas estatisticas entre os grupos
(p<0,05). GASL — grupo alcool associado a estresse e ligadura; GAL — grupo alcool
associado a ligadura; GCN grupo controle negativo. CEJ-JE — jungdo amelo-cementaria até
a porgao mais apical do epitélio juncional; CEJ-BC - jungdo amelo-cementaria até a crista

oOssea.

DISCUSSAO

Embora iniciada pelo biofiime dental, a manifestagdo e progressao da
periodontite sdo influenciadas por uma grande variedade de determinantes e fatores
de risco os quais, incluem caracteristicas sociais e sistémicas, fatores genéticos,

dentarios e composigcao do biofilme dental. Outros fatores, mesmo que ainda nao
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tenham atingido o status necessario para poderem ser classificados como fator de
risco, tém emergido uma vez que alguns individuos parecem ser mais suscetiveis
sob determinadas condigbes. Dados consistentes na literatura sugerem que o
padrdo de higiene bucal, o tabagismo, o diabete, a idade e a presenca de
microrganismos especificos representem fatores de risco para a doenga periodontal
(Razali et al., 2005; Nunn, 2005). Entretanto, a combinacdo destes reconhecidos
fatores ndo €& suficiente para explicar a variagdo que ocorre na progressio e
ocorréncia da doenca. Tem-se eventualmente atribuido tal variabilidade a outras
doengas ou condi¢cbes sistémicas como o estresse (Genco et al., 1999), a
osteoporose (Edwards & Migliorati, 2008), a obesidade (Dumitrescu & Kawamura,

2010) e consumo abusivo de alcool (Amaral et al., 2008).

O alcool tem sido frequentemente investigado, tanto no que se refere a seus

efeitos sobre 0 organismo humano quanto os disturbios funcionais a ele associados.

Tal interesse € justificado pela multiplicidade de ag¢des toxicas e lesivas que a
ingestao de alcool provoca sobre 6rgaos e tecidos as quais sao observadas em

diferentes doencgas (Lieber, 2000; Crabe, 2001).

Além disso, a Organizagdao Mundial da Saude estima que 2 bilhdes de
pessoas em todo o mundo sdo consumidores de alcool, e 76 milhdes apresentam
algumas complica¢des induzidas por alcool. No Brasil, estima-se que 68% da

populagdo consumam alcool, enquanto 11,2% dela sejam dependente de alcool.

Amaral et al. (2008) sugeriu ainda que os homens brasileiros consomem
alcool em uma taxa mais elevada do que as mulheres. Similarmente, Martins et al.

(2006) também demonstraram que o consumo de alcool modulou diretamente a
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progressdo da perda Ossea resultante da periodontite induzida. Além disso, os
autores verificaram que o alcool pode ter tido um efeito indireto sobre a destruigcao

do osso de ratos, associado com dieta altamente caldrica.

Por outro lado, varios trabalhos ao contrario de uma acéo direta do alcool,
sobre os tecidos periodontais sugerem que estes efeitos se baseiam na higiene
bucal pobre, a qual explicaria a maior ocorréncia e severidade da doenca periodontal
nos consumidores de bebidas alcodlicas (Larato, 1972; Novacek et al., 1995). Nesse
contexto, trabalhos em animais sdo importantes auxiliares na compreensao dos
eventos bioldgicos uma vez que possibilitam a eliminagdo ou controle de algumas
variaveis. Assim, em estudos animais também se observou que o alcool afetou os
tecidos periodontais através de diferentes mecanismos. Imunidade reduzida devido a
deficiéncia e alteragdes funcionais de neutréfilo (Christen, 1983; Drake, 1995) bem
como alteracdo no metabolismo protéico e na cicatrizacdo dos tecidos foram

previamente relatadas.

Sempre que se expdem os animais ao livre consumo de alcool que se torna um
substituto da agua nos experimentos laboratoriais surgem duvidas a respeito da
equivaléncia com o consumo em humanos. Esta € uma questdo dificil de ser
respondida, sobretudo ao considerarmos a rapidez do metabolismo dos ratos.
Entretanto, a Organizagcdo Mundial de Saude considera bebedores moderados os
homens que consomem menos que 21 unidades de alcool por semana e mulheres
que consomem até 14 unidades por semana. Cada unidade equivale a 10 gramas
de alcool sendo que por exemplo, 90 ml de vinho tinto possui uma concentragao de

alcool de 12 % e 1.1unidade de alcool. Ja a cerveja 5% o que equivale a 1.7 unidade
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de alcool, enquanto “bebidas destiladas” como vodka e uisque exibem a

concentracéo de alcool de 40% equivalentes a 2.0 unidade de alcool.

Interessantemente, Tezal et al.(2001) realizaram um estudo transversal para
avaliar o efeito do consumo de alcool e severidade da doenca periodontal
relacionada ao consumo de diversos tipos de bebidas alcodlicas (vinho, cerveja e
liquor). O efeito sobre os tecidos periodontais ndo diferiu em fungdo do tipo de
bebida. Adicionalmente, estes mesmos autores verificaram atividade contraria do
alcool em relagdo a alguns patdgenos periodontais, como Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis. Os resultados clinicos
sugeriram que o alcool parece afetar mais fortemente a gengiva, seguido pelo
ligamento periodontal e osso alveolar e que o efeito do alcool na doenga periodontal,
pode depender da dose, frequéncia e tempo de exposi¢cado. Shimazaki et al. (2005)
também demonstraram que os individuos que consumiam mais que 15 gramas por
dia de alcool, tiveram aumento significativo na progressao da doencga periodontal e
maior infiltrado inflamatério além de maior numero de bolsas periodontais

comparado com aos que nao consumiam alcool.

Assim, estudos futuros deverdo ser conduzidos a fim de melhor elucidar os
efeitos do alcool sobre os tecidos periodontais. N&do se esperava que os animais
estressados consumidores de alcool apresentassem melhor condigdo periodontal
que os consumidores ndo estressados. Os dados do presente estudo sugerem que
embora isoladamente os fatores alcool e estresse sejam prejudiciais ao periodonto a
associacdo de ambos provavelmente desencadeia processos diferentes. Pela
associacdo consumo de alcool/estresse representar uma condicdo frequente em

seres humanos adultos com periodontite a avaliacdo de seus efeitos torna-se
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relevante. Por outro lado, os efeitos do consumo de alcool isoladamente

confirmaram ser importantes para a evolugédo da doenca periodontal.

CONCLUSAO

Os fatores alcool-estresse parecem nao ter efeito de interagdo quando
associados uma vez que o grupo exposto isoladamente ao alcool apresentou a pior
condigdo periodontal. O alcool como fator isolado teve maior impacto sobre os

parametros periodontais avaliados do que quando fator combinado ao estresse.

Outros estudos deverdo ser conduzidos para avaliar o efeito do estresse

isoladamente.
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6 CAPITULO 3

6.1 Efeito da periodontite induzida por ligadura em ratas submetidas a estresse
cronico sobre o sistema nervoso central (SNC).

Effect of ligature-induced periodontitis in rats submitted to chronic stress on

the central nervours system (SNC).

Alessandra N. Porto', Alex Semenoff Segundo? Tereza A.D.V.Semenoff’, José
Roberto Cortelli*, Sheila Cavalca Cortelli°.

RESUMO

O presente estudo hipotetizou que a indugao de periodontite por ligadura em
ratas estressadas afetaria a resposta do SNC. Os métodos de campo aberto e
labirinto em cruz elevado foram selecionados para mensurar o efeito da periodontite
associada ao estresse cronico sobre o SNC. Selecionaram-se 48 ratas Wistar
adultas as quais foram divididas aleatoriamente em 4 grupos (n=12/grupo): grupo
GSPL- estresse fisico e ligadura, grupo GSVL- estresse variavel e ligadura, GL-
ligadura e grupo CN- controle negativo. Iniciou-se o ensaio de estresse fisico e
estresse variavel e apos 10 dias a periodontite foi induzida por ligadura nos grupos
especificos. E, apdés 50 dias da colocacdo da ligadura, um examinador cegado
submeteu os animais ao teste de labirinto em cruz elevado e campo aberto. A
analise pelos testes ANOVA e Bonferroni (p<0,05), ndo revelou diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos considerando-se o teste neurolégico
campo aberto (p<0,05), demonstrando auséncia de alteragdes do SNC. Entre os
grupos GCN e GL houve diferenga significativa apenas para uma variavel
considerando-se o ensaio labirinto em cruz elevado, indicando uma leve alteragao
neurologica pelo grupo exposto apenas a periodontite induzida. Embora quando
associados os fatores estresse/periodontite ndo tenham afetado o SNC,

isoladamente a indugao de periodontite por ligadura teve efeito sobre 0 mesmo.

Palavras-chave: Estresse, ratos, periodontite, sistema nervoso central
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ABSTRACT

The present study hypothesized that ligature induced periodontitis in stressed
rats could affect the central nervous system (CNS). Actividad motora and central
nervours system tools were selected to measure the induced periodontitis associated
with stress effect on SNC. It was selected 48 Wistar adult rats which were randomly
allocated into 4 groups (n=12/group): GSPL group — physical stress and ligature,
GSVL group — variable stress and ligature, GL group — ligature and CN group -
negative control. The physical and variable stress assays take place and after 10
days ligature periodontitis was induced in the specific groups. A blinded examiner
submitted the animals to actividad motora and central nervours system tests 50 days
after ligature placement. The analysis by ANOVA and Bonferroni tests (p<0.05) did
not reveal significant differences among groups considering the neurologic test
actividad motora, demonstrating lack of CNS changes. Between GCN and GL groups
it was a significant difference for one variable considering the central nervours
system assay, indicating a minor neural change by the isolated induced periodontitis
group. Although, when associated the factors stress/periodontitis did not affect the

CNS, isolate the development of periodontitis by ligature placement had impact on it.

Key-words: Stress, rats, periodontitis, central nervous system

INTRODUCAO

Ha trés décadas surgiram as pesquisas que envolvem a
Psiconeuroimunologia (PNI). Este novo paradigma — PNI - tenta elucidar as
possiveis associacdes do sistema nervoso central com o sistema endécrino e com o
sistema imunologico, correlacionando o primeiro com o estabelecimento de diversas
doengas, dentre elas, o cancer. Atualmente sabe-se que um dos principais
responsaveis por tal interacdo é o estresse (Reiche et al., 2004; Glaser, 2005) uma
vez que esse desencadeia reagbes especificas tanto pelo sistema imunoldgico

quanto pelo sistema enddcrino. Apds estimulo por agentes estressores, quer sejam
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eles quimicos, fisicos ou psicoldégicos, o organismo libera uma série de horménios,
como a cortisona e a adrenalina, que associados a impulsos elétricos, direcionam as
respostas de defesa tecidual, incluindo o periodonto; Como efeito desta cascata, na
fase imunologica efetora, os linfocitos (T helper 1) TH1 e (T helper 2) TH2 poderéo
determinar uma maior susceptibilidade ao desafio microbiano. Assim, este padrao de
resposta imune esta ligado a maior fragilidade do hospedeiro estressado frente a
infecgbes, como por exemplo a periodontite (Breivik, 2002). O caminho reverso
também tem sido estudado. Trabalhos em animais demonstraram a producdo de
interleucinas no periodonto, as quais sdo capazes de atuar no eixo hipotalamo-

pituitario-adrenal —HPA (Breivik, 2002).

A relacdo do estresse com a odontologia e mais especificamente com a
periodontia ndo é recente (Barnes et al., 1973; Genco et al., 1999; Hilgert et al.,
2006), além do estresse, outros problemas sistémicos tém sido associados com a

condigao bucal (Page & Kornman, 1997).

Um fator que estimula a realizacdo de estudos sobre estresse e doenca
periodontal € o impacto de ambas na qualidade de vida do ser humano. O aumento
do numero de bolsas periodontais afeta de modo prejudicial a qualidade de vida de
seus portadores (Needleman et al., 2004). Similarmente, o estresse esta fortemente
associado a condigdes e doengas que acarretam impacto negativo sobre a

qualidade de vida da populagao (Steptoe & Whitehead, 2005).

Varios pesquisadores tém direcionado seus esfor¢gos no sentido de elucidar a
relagao entre o estresse e a condigao bucal ou sistémica do individuo. Assim, varios
sdo os modelos observados na literatura. O modelo de estresse selecionado para o

presente estudo tem sido empregado de forma satisfatoria, inclusive em pesquisas
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envolvendo estresse e periodontite induzida em ratos (Takada et al., 2004; Nakajima
et al., 2006). De modo semelhante, a indugcdo de periodontite por ligadura € um
método validado (Rovin et al.,1966; Sallay et al., 1982; Needleman et al., 2004) e

amplamente utilizado (Dannan & Alkattan, 2008).

Finalmente, os critérios de avaliagdo do SNC utilizados em trabalhos desta
natureza sdo o de campo aberto e labirinto em cruz elevado. Nestes modelos
observam-se as reacdes motoras dos animais, que dependendo da resposta,
representam ansiedade, agressividade, interagdo com o meio, locomogéo, dentre
outras. A analise destes comportamentos pode indicar a presenca de alteragcao do
SNC (Breivik, 2002). Trabalhos de outras areas da saude também utilizam este tipo

de metodologia (Bowman, 2005; Colomina et al., 2005).

No presente estudo hipotetizou-se que a indugdo de periodontite por ligadura
em ratas estressadas modificaria a resposta do SNC. Assim utilizamos os métodos
de campo aberto e labirinto em cruz elevado para mensurar a interferéncia da

periodontite associada ao estresse crénico sobre o SNC.

MATERIAL E METODO

Grupos experimentais

Para o presente experimento foram selecionadas, 48 ratas adultas da espécie
Rattus Novergicus da linhagem Wistar, com peso inicial médio de 232,81 gramas. As
mesmas passaram por uma adaptacdao ao novo ambiente durante quatro semanas.
Os animais mantiveram-se em caixas moradia (polietilieno 16x40x30) em numero

doze, com ragao padronizada e agua ad libitum, sob ciclo claro/escuro de 12 horas,
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temperatura controlada a 23°C e umidade + 40%. O experimento foi aprovado e

registrado pelo Comité de ética em pesquisa animal.

Inicialmente os animais foram divididos de forma aleatéria (por auxiliar

técnico) em quatro grupos experimentais, descritos a seguir:

1 - grupo GSPL.: estresse fisico + ligadura (n=12).

2 - grupo GSVL: estresse variavel + ligadura (n=12).

3 - grupo GL: ligadura (n=12).

4 - grupo GCN: controle negativo (n=12).

Os animais GSPL e GSVL foram submetidos a estresse fisico e a estresse
variavel, respectivamente. Apos 10 dias de estresse (Takada et al., 2004; Nakajima
et al., 2006) os animais GSPL, GSVL passaram pelo processo de inducdo de
doenca periodontal experimental (abaixo descrita). O grupo GL também passou pelo
processo de inducdo de doenga periodontal, tendo nos primeiros dez dias de
experimento permanecido sem indugdo de periodontite. A partir da colocagdo da
ligadura para indugédo de periodontite os animais permaneceram com a ligadura até

o final do estudo.

Finalmente, o GCN n&o recebeu nenhum tipo de interveng¢do, porém foi

mantido no mesmo ambiente dos demais grupos.

Doenca periodontal experimental

Para o procedimento de indugdo da doencga periodontal, os animais GSPL,
GSVL e GL receberam anestesia geral, através da administragao intramuscular de

0,1 ml de cloridrato de quetamina (Dopalen, Agribrands. Saude Animal, Paulinia, SP,
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Brasil), associado a 0,05ml de cloridrato de xylazina (Rompun, Bayer. Saude Animal,

S&o Paulo, SP. Brasil) por cada 100 gramas de peso corporal.

Apds anestesia foi acondicionado um fio de sutura de seda estéril numero 4
(Ethicon, Johnson e Johnson, Sao Paulo, Brasil) em volta do segundo molar superior

direito (Semenoff- Segundo et al., 2007).

Inducéo de estresse

Os modelos de submissdo ao estresse fisico (GSPL) foram imobilizagdo e
imobilizacdo associada a exposi¢cao ao frio aplicadas durante dois meses, seis vezes
por semana, em momentos variados do dia alternadamente. Ja os modelos de
submissdo ao estresse variavel (GSVL) foram exposicdo a luz intermitente,
isolamento por 24 horas, exame da cavidade bucal, ambiente congestionado, odor
de sangue e ruido (Semenoff-Segundo, 2007). Executou-se um tipo de estresse

variavel por dia entre as 6:00 e as 18:00 horas.

Imobilizacdo: Os animais expostos (GSPL) a uma temperatura média de
26°C foram acondicionados em tubos de cloreto de polivinilal (PVC), compativeis
com seu tamanho e, posteriormente, interrompeu-se a passagem de ambos 0s
lados com fio metalico, de forma a possibilitar a respiracdo dos animais que

permaneceram imobilizados por 4 horas.

Imobilizacdo e exposicao ao frio: Apds imobilizagdo como anteriormente
descrita (Semenoff-Segundo et al., 2007), os animais (GSPL) foram expostos a

uma temperatura média de 7°C por um periodo de 4 horas.

Exposicéo a luz intermitente: Os animais em suas caixas-moradia foram

colocados dentro de um arcabouco, que impossibilitava a entrada de luminosidade.
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Uma l&dmpada de 60watts, previamente instalada com um adaptador (pastilha), foi
acionada dentro do ambiente estressor, fazendo com que a luz piscasse de forma

intermitente. Os animais foram submetidos a esse modelo de estresse por 4 horas.

Isolamento: Os animais foram separados, individualmente, em uma nova
caixa—moradia, por um periodo de 24 horas, sendo mantidos com alimentacao e

agua ad libitum.

Exame das ligaduras: Cada animal foi gentiimente imobilizado pelo
pesquisador e em seguida examinou-se a ligadura pela visualizagao dos dentes

molares com auxilio de espatula n® 7.

Ambiente congestionado: Todos (n=12) os animais permaneceram
agrupados em uma unica nova caixa—moradia, por um periodo de 24 horas,

sendo mantidos com alimentagao e agua ad libitum.

Odor de sangue: Dois tubos de ensaio plasticos de 5ml com pequenas
perfuragdes na parte superior foram preenchidos com sangue da mesma espécie
junto com anticoagulante (EDTA - acido etileno diaminotetracético), de forma que
exalasse o odor caracteristico no interior da caixa-moradia. Este recipiente foi
estabilizado a fim de evitar que os ratos tivessem contato com o produto durante

as 4 horas de procedimento.

Ruido: Colocaram-se 0s animais em suas caixas-moradia, dentro de um
arcabouco, que impossibilitava a entrada de luminosidade, expondo-os ao som
musical gerado por aparelho de som portatil, na intensidade de 90 decibéis

durante 4 horas.
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Teste comportamental

Para realizagcdo de avaliagdo motora e psicologica, utilizaram-se os testes

comportamentais campo aberto (Figura 1) e labirinto em cruz elevado (Figura 2).

O aparato do campo aberto constituiu-se de uma arena circular, com 50cm de
raio, dividida por segmentos lineares em dois circulos, formados por oito partes
iguais centrais e dezesseis periféricas enquanto o aparato do labirinto em cruz
consistiu-se de quatro bragos; dois abertos e dois fechados com paredes de 30 cm

de altura, sendo 53cm o comprimento dos bragos e largura de 13cm.

O Teste de Campo Aberto possibilita registrar o medo através da atividade
exploratoria do animal, e a Avaliagcdo da Atividade Motora. Ratos estressados
apresentam um comportamento tigmotaxico, ou seja, eles procuram nao se
aventurar para longe das paredes do campo aberto, além de evitarem em ficar sobre

as patas traseiras ou se limpar (Cruz et al., 1997).

Figura 1- llustracdo campo aberto
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Figura 2- llustragdo labirinto em cruz elevado

Em ambiente silencioso, bem iluminado e com temperatura de 24°C, os
animais foram colocados na porcao central do campo aberto e observados durante
cinco minutos. A seguir, os mesmos foram transferidos para o labirinto em cruz
elevado e observados por mais cinco minutos. Apds cada observagao os aparatos
foram limpos com agua destilada. Um dos modelos animais de ansiedade mais

eficiente e mais usado é o Labirinto em Cruz Elevado.

Para o campo aberto o numero de segmentos centrais e periféricos
percorridos, o numero de vezes que o animal se manteve em duas patas sem apoio
e a quantidade de auto-limpeza (cogar o nariz) foram utilizados como parametros.
Para o labirinto em cruz o numero de entradas nos bragos, assim como o tempo de

permanéncia nos respectivos locais foram observados.

Analise dos resultados
Tanto para os parametros para o campo aberto (numero de segmentos
centrais e periféricos percorridos, numero de vezes que se manteve em duas patas
sem apoio, quantidade de auto-limpeza (cogar o nariz)) quanto os do labirinto em

cruz (numero de entradas nos bragos, assim como, o tempo de permanéncia nos
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respectivos locais) foram calculadas as médias individuais e as médias do grupo
para a realizacdo da analise estatistica. A normalidade dos dados foi avaliada pelo

teste de aderéncia Liliefors.

A analise inter-grupos foi realizada ao final do periodo experimental (60 dias) e
incluiu a analise isolada de cada parametro. Os grupos GSPL, GSVL, GL e GCN
comparados entre si. Para todas as analises comparativas o teste estatistico Analise
de Variancia (ANOVA), com o teste corretivo de Bonferroni foram aplicados com
auxilio do software SPSS for Windows. As diferencas foram consideradas

significativas se p<0,05.

RESULTADOS

Os resultados obtidos para o campo aberto, analisando-se as variaveis centro
e periferia (quantidade de segmentos percorridos), auto-limpeza e levantar (niumero
de vezes que se manteve em duas patas sem apoio), nao apresentaram diferengas
estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos (p<0,05) — Tabela 1. Este
resultado demonstra auséncia de alteracbes do SNC considerando-se esses

indicadores neuroldgicos.

No teste do labirinto em cruz elevado houve diferengas significativas apenas
na quantidade de entradas no brago fechado entre os grupos controle (GC) e grupo
ligadura (GL). Para os demais paréametros e grupos, os valores n&o apresentaram
diferenca estatistica significativa (p<0,05). Este achado indica uma pequena
modificagdo sobre o SNC no grupo GL, grupo este exposto apenas a indugao de

periodontite.
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DISCUSSAO

Atualmente os estudos que relatam a interferéncia da psique humana nas
doencas, entre elas a periodontite, € um achado importante (Genco et al., 1999;
Reiche et al., 2004; Glaser, 2005). Uma das dificuldades desta linha de pesquisa é a
complexidade do ser humano, no que se refere ao comportamento. Neste momento
estudos em animais levantam hipéteses auxiliares no conhecimento da area da PNI
(Glaser, 2005). Varios trabalhos evidenciaram uma correlagdo entre a PNl e a
periodontite induzida em ratos (Breivik et al.,, 1996; Breivik, 2002), através do
estimulo do eixo hipotalamo-pituitario-adrenal — organizador da resposta
neuroendocrina ao estimulo estressor, apesar desta relagdo existir, ainda néo é
clara se a periodontite realmente tem a capacidade de estimular o eixo HPA, como
se buscou neste trabalho, utilizando como modelo experimental o estresse crénico.

Em uma revisado de literatura Breivik et al. (1996) levantaram uma hipotese
que o eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) poderia interferir no processo
inflamatorio ocasionado pela periodontite, assim como, a periodontite poderia atuar

no eixo HPA.

Este estudo se propds a avaliar a interferéncia da periodontite associada ou
nao ao estresse sobre o0 SNC baseando-se nos resultados do teste de labirinto em
cruz elevado e do teste de campo aberto. Trabalhos na area do conhecimento da
medicina de diversas especialidades como a neurologia, a obstetricia, a imunologia,
a toxicologia utilizam parametros avaliativos do sistema nervoso e do modelo de
estresse crénico préximos aos utilizados neste estudo. Em um artigo com objetivo de
avaliar a capacidade cognitiva em ratos e ratas submetidos a ensaio de estresse,

demonstraram a interferéncia do estresse em uma pior resposta para os animais
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machos (Bowman, 2005). Em outro trabalho, na mesma linha de pesquisa, ratas
prenhas foram submetidas a estresse de conten¢do associado ou ndo a exposi¢ao

de aluminio (Colomina et al., 2005).

Seus resultados demonstraram que o estresse cronico interfere na resposta
dos animais em sua prole. Com a descricao destes estudos observou-se que o
ensaio de estresse utilizado e a forma de avaliacdo do Sistema Nervoso de outras
areas da saude sao proximos a metodologia utilizada neste trabalho (Bowman,

2005; Colomina et al., 2005).

A interferéncia do estresse e inducdo da periodontite tem sido assunto de
estudos desde a década de 60 (Carranza et al.,1969). A interferéncia do estresse
em uma maior progressao de periodontite tem sido demonstrada por varios estudos.
Gyorfi et al. (1994) no intuito de evidenciarem a relacédo entre o SNC e periodontite,
administraram em ratos jovens um medicamento que destruia parte das fibras
nervosas. Apoés induzir periodontite e avaliar o principal componente da inflamacao
neurogénica, que é a permeabilidade vascular, os autores ndo encontraram
diferencas estatisticas entre o lado no qual, a periodontite foi induzida
comparativamente ao lado sem inducido de doenca periodontal. Estes achados
demonstraram a clara relacdo que existe a partir da dificuldade de comunicagcao
entre as vias nervosas do periodonto, com sua resposta imuno-inflamatéria por

indugao de periodontite.

Varios trabalhos associaram o estresse com a periodontite induzida (Takada
et al., 2004; Nakajima et al., 2006; Semenoff-Segundo, 2007), entretanto poucos
tentaram associar o efeito de tais fatores (periodontite e estresse) combinados ou

nao sobre o SNC.
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Os resultados do presente trabalho n&o indicaram associacdo entre a
periodontite instalada, induzida por ligadura, sobre os parédmetros de avaliagcdo do
SNC utilizados no estudo. A excegéao foi o labirinto em cruz, para o grupo ligadura —
com indugdo de periodontite - que teve associagcdo comparado ao grupo controle.
Este dado demonstra ansiedade do animal, entretanto de oito variaveis (campo
aberto: centro, periferia, auto-limpeza e levantar; labirinto em cruz: nuamero de
entradas no braco fechado, numero de entrada no bragco aberto e tempo de
permanéncia no brago fechado e aberto) referente ao SNC utilizadas, apenas a

supracitada demonstrou diferenga estatistica.

Breivik et al. (2002) em estudo utilizando o microrganismo Salmonella
enteritidis injetado através do peritbnio em ratos, para avaliar a resposta frente a
periodontite induzida por ligadura, demonstraram que ha uma forte relagéo entre o
SNC com a periodontite e a periodontite com o SNC. As variaveis do SNC séao
proximas a utilizadas neste estudo; as divergéncias dos resultados podem ter
ocorrido pelo modelo de ativacao do eixo HPA utilizado e a idade dos animais. Sabe-
se que os estimulos em idade precoce dos ratos interfere na neurogénese. Este fato,
talvez tenha ocasionado interferéncias na resposta do eixo HPA, devido os padrbes

de respostas dos dois estudos.

Embora o presente estudo ndo tenha se utilizado de testes bioquimicos para
avaliar o grau de estresse decorrente da insergdo da ligadura, Nakajima et al.
(2006), através de método préximo n&o evidenciaram mudangas de corticosterona e
cortisol comparado-se a periodontite induzida por bactérias com aquela induzida por

meio de ligadura o que suporta os achados do presente experimento.
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E notdrio que este assunto é complexo, existindo a necessidade de inclusdo
de outros parametros em estudos futuros para confirmagdo dos achados

encontrados.

CONCLUSAO

A inducgdo de periodontite por ligadura em ratas estressadas nao modificou a
resposta nas atividades motoras pelo SNC. Embora a associacdao desses fatores
nao tenha acarretado alteragdes do SNC, isoladamente a indugao de periodontite

por ligadura teve efeito sobre o SNC.
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Tabela 1 — Andalise comparativa da atividade dos animais no campo aberto

Centro
Periferia

Auto-

limpeza

Levantar

GSPL
Média
5,92°

54,312

1,23°

3,92°

+

4,70

26,01

1,30

4,05

GSVL
Média
5,69°
69,54°

0,69°

4,85°

4,68

29,54

1,03

7,41

GL
Média
5,08°
54,42°

0,75°

1,422

3,23

29,95

0,97

1,31

GCN
Média
4,08°
60,50°

1,25°

2,67°

4,27

26,02

1,76

3,68

Média_seguida de letras diferentes na horizontal indicam diferengas estatisticas significativas

entre os grupos (ANOVA, seguido por teste corretivo de Bonferroni, p<0,05);GSPL: grupo

estresse fisico associado a ligadura; GSVL: grupo estresse varidvel associado a ligadura;

GL: grupo ligadura; GCN: grupo controle negativo

Tabela 2 — Andlise comparativa da atividade dos animais no labirinto em cruz elevado

Aberto

Tempo A

Fechado

Tempo B

GEF
Média
1,15°

44,62°
3,31%

255,38°

1,07

63,33

2,63

63,33

GEV
Média
0,92°

13,85°
3,54%

286,15°

1,04

18,05

3,02

18,05

GL

Média

0,92°

29,58°

2,67°

270,42°

1,00

51,10

2,39

51,10

GC
Média
1,75°
35,427
5,83°

264,58°

1,29

35,38

3,01

35,38

Média seguida de letras diferentes na horizontal indicam diferencgas estatisticas significativas

entre os grupos (ANOVA, seguido por teste corretivo de Bonferroni, p<0,05). T A — tempo de

permanéncia no brago aberto do labirinto em segundos. T B — tempo de permanéncia no

braco fechado do labirinto em segundos
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7 CAPITULO 4

7.1 Lipid profile parameters under influence of periodontitis associated with

chronic stress: an animal model study

Porto AN, Semenoff-Segundo A, Semenoff TA, Pedro FLM, Oliveira F, Cortelli

SC.

ABSTRACT

The present study compared the effect of two chronic stress models
associated with periodontitis induced in rats on partial lipid profile parameters. Forty-
eight Wistar rats were selected and randomly divided into 4 groups (n=12/group):
Physical stress, variable stress, ligature and control. Physical stress and variable
stress occurred over 60 days. After the first ten days of the stress test, periodontitis
was induced by ligature in the specified groups. After 60 days of experimentation, the
animals underwent incision and visualization of the posterior vena cava, and blood
punctures were performed under a vacuum. Impartial and trained examiners
performed the analysis of the parameters, including: VLDL, HDL, triglycerides and
cholesterol. The lipid parameters and cholesterol were significantly lower in the
variable stress group than in the ligature and negative control groups. The physical
stress group was not statistically different from the other groups. The triglyceride level
was highest for the negative control group and statistically different from the levels in
groups variable stress and physical stress. The physical stress group had the lowest

triglyceride level, which was statistically different from that of the negative control
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group. There was no statistical difference between physical stress and variable
stress with respect to VLDL; a similar finding was obtained for ligature and negative
control. The variable stress group had the lowest VLDL level, which was statistically
different from those of the ligature and negative control groups. HDL showed no
statistical differences between groups. In conclusion, despite the limitations of the
methodology, it seems that the stress model variable associated with periodontitis

improved lipid parameters in the study.

Key-words: Metabolism lipid, stress, periodontitis

INTRODUCTION

Although periodontal disease has been viewed as a local oral infection it
seems that due to its pathologic mechanisms, periodontitis could affect the systemic
health. Therefore, researchers are trying to identify what cells, tissues and functions
could be altered by development and progression of periodontal disease aiming at
elucidating the possible relationship between periodontitis and systemic diseases
such as diabetes, respiratory and cardiac disorders (Noack et al., 2000; lzumi et al.,

2009).

The lipid profile of patients is related to the metabolism of plasma lipoproteins,
which are composed of lipids (cholesterol, phospholipids and triglycerides). Patients
who demonstrate lipid changes are included in the risk groups for heart disease,
which leads to serious consequences, including impacting their quality of life
(Moeintaghavi et al., 2005). Interestingly, lipid profiles can be influenced by stress as
firstly demonstrated by Selye (1936; 1946) and confirmed by Fazel & Danesh (2002)

and Chuang et al. (2010).
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Although the first studies to investigate the changes in cholesterol levels
resulting from infection are not recent, few studies have focused on the effects of
periodontal disease on lipid metabolism. lacopino & Cutler (2000) reviewed the
literature and reported that it was not clear whether the changes occurring in immune
cell function associated with periodontitis could dysregulate lipid metabolism through
processes involving pro inflammatory cytokines. In addition, evaluation of lipid
markers in the blood has also demonstrated an association with periodontal status
(Moeintaghavi et al., 2005). However, Machado et al. (2005) did not find a significant

association between lipidemia and the presence or severity of periodontitis.

Moreover, Katz et al. (2002) conducted a large cohort study of 10,590 Israeli
military service men and women. Although no significant association was observed
among the women, in the men, the presence of periodontal pockets was positively

associated with higher cholesterol and low-density lipoprotein (LDL) blood levels.

In addition to its impact on lipidemia, stress has been suggested as a risk
factor for periodontal status (Sam & Keung Leung, 2006). Stress seems to alter the
immune-inflammatory component that is closely associated with periodontal disease
pathogenesis, especially in relation to cytokine production (Giannopoulou et al.,

2003). However, the reported results are still controversial (Solis et al., 2004).

In contrast, using an animal model, Jain et al. (2003), demonstrated that
groups with periodontitis show a more extensive accumulation of lipids in the aorta

than in the non-periodontitis animals.

Considering that stress has become a common systemic condition in adults
and that chronic periodontitis is more prevalent, it would be reasonable to consider

that they could act together. To verify whether this association occurs, we selected
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an outcome that is an important systemic parameter: the lipid profile. Therefore, it
was hypothesized that under chronic stress, rats with ligature-induced periodontitis
would show an increase in the levels of cholesterol, triglycerides, LDL and HDL. In
the present study, the lipid parameters of periodontitis rats that were under physical

or variable stress were compared.

MATERIALS AND METHODS

Experimental groups

For the present study, 48 adult Wistar rats (Rattus Norvegicus) of an average
initial weight of 232.81 g were selected and allowed to adapt to the new environment
for four weeks. Six animals were kept in each housing box (polyethylene 16x40x30)
with standard rations and water ad libitum under a light/dark cycle of 12 hours that
was temperature and humidity controlled at 23° C and + 40%, respectively. The
experiment was approved and registered by the ethics committee in animal

experimentation.

Initially, animals were randomly divided (by the auxiliary technique) into four

experimental groups, described by the following:

1-PSLG Group: physical stress + ligature (n=12).
2-VSLG Group: variable stress + ligature (n=12).
3-LG Group: ligature (n=12).

4-CG Group: negative control (n=12).
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After 10 days of stress, physical stress and variable stress animals underwent
experimental induction of periodontal disease (described below). The ligature group
also underwent experimental induction of periodontal disease; in the first 10 days of
the experiment, this group was not subjected to induction of periodontitis. Beginning
from the introduction of the ligature for the induction of periodontitis, the ligature

remained until the end of the study.

The animals in the PSLG and VSLG groups were respectively exposed to
physical stress and variable stress. After being exposed to stress for ten days, these

groups went through the process of ligature induced periodontitis described below.

The animals in the LG group also went through the same process on the 10"
day of the study, but were not exposed to stress. The ligatures remained in position
until the end of the study. Finally, the negative control group did not receive any type
of intervention; however, this group was maintained in the same environment as the

other groups.

Experimental periodontal disease

For the induction procedure of periodontal disease, the physical stress,
variable stress and ligature animals received general anesthesia through
intramuscular administration of 0.1 ml ketamine hydrochloride (Dopalen, Agribrands.

Saude Animal, Paulinia, SP, Brazil) per each 10 g of body weight (Fig.1).

After anesthesia, a #4 sterile silk suture thread was wrapped around the

second upper right molar (Semenoff-Segundo et al., 2007).
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Fig. 1- Experimental procedure

Stress Induction

The models of physical stress were immobilization (Takada et al., 2004) and
immobilization associated with exposure to cold (Shapira et al., 2000) applied for two
months, six times a week, at various times on alternate days. The models of variable
stress (Susin & Rosing, 2003; Semenoff-Segundo et al., 2007) were exposure to
intermittent light, 24 hours isolation, oral cavity examination, crowded environment,
smell of blood and noise. One type of variable stress was conducted each day

between 6:00 and 18:00.

a) Immobilization: The animals in the physical stress group were exposed to
an average temperature of 26°C by placing them in polyvinyl chloride tubes
compatible with their size. Then, the tubes were stopped up on both sides
with metallic wire, enabling the animals to breathe while they were
immobilized for 4 hours.

b) Immobilization and exposure to cold: After immobilization as previously
described, the animals in the physical stress group were exposed to an

average temperature of 7°C for a period of 4 hours.
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c) Exposure to intermittent light: The animals housing boxes were placed
in larger boxes that blocked the entrance of natural light, and a 60 watt

lamp was intermittently used for 4 hours.

d) Isolation: The animals were individually separated in one new housing-
box for a period of 24 hours while receiving food and water ad libitum.

e) Ligature exam: Each animal was gently immobilized by the researcher,
and then the ligature was examined by looking at the molar teeth with the
aid of an n° 7 spatula.

f) Crowded environment: All animals (n=12) were grouped together in one
new housing box for a period of 24 hrs while receiving food and water ad
libitum.

g) Odor of blood: Two plastic five-milliliter test tubes with small perforations
in the upper region were filled with the same species blood together with
an anticoagulant (EDTA, ethylene diamine tetra acetic acid) to release the
odor into the interior of the housing box. This container was stabilized to
prevent the rats from contacting the product during the 4 hours of the
procedure.

h) Noise: The animals were placed in their house-boxes within a framework
that prevented the entrance of light, and they were exposed to noise
produced by musical sound at an intensity of 90 decibels for 4 hours.

Collection and blood analysis

After day 60 of the experiment, the animals were anesthetized through

intramuscular administration of 0.1 ml ketamine hydrochloride, (Dopalen,

Agribrands. Saude Animal, Paulinia, SP, Brazil) associated with 0.05 ml xylazine
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hydrochloride (Rompun, Bayer. Saude Animal, Sao Paulo, SP, Brazil) for each 100g

of body weight.

After anesthesia, the skin and abdominal wall at the base of the abdomen
were diagonally incised, forming a V. After the displacement of the upper portion flap,
access to the abdominal cavity was obtained. The internal organs were dislodged,
enabling visualization of the posterior vena cava. Blood was collected by venous
puncture using a 25x7 needle (Vacutainer system, Becton Dickinson, Plymouth, UK)
in a 5 ml tube with the anticoagulant EDTA, and the samples were carefully

homogenized. After the blood puncture, the animals underwent euthanasia.

After centrifugation of the blood plasma at 3000 RPM for 10 minutes, the lipid
profile was analyzed using the following markers: cholesterol (mg/dL), triglycerides
(mg/dL), HDL (mg/dL) and VLDL. To calculate the levels of the markers, the
photocolorimetric method using a spectrophotometer was performed (Femto 700S,
Sao Paulo, SP); calibration of the equipment with standard solution was previously

conducted (Bioclin — Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brazil).

Statistical analysis
The averages of the lipid profiles of the experimental groups were compared
using analysis of variance (ANOVA), and the Tukey and Bonferroni test was used for

the comparisons between groups. All tests had a significance level of 5%.

RESULTS

Body Weight

There were no statistically significant differences (p>0.05) among the body

weights of the groups at any of the evaluation periods (Table 1).
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Table 1- Mean and Standard deviation of animal whole body weight (g) during the study.
No differences were observed (ANOVA,; p>0.05).

Weeks PSLG VSLG LG CG
Mean +SD Media +SD Mean +SD  Media +SD

1 02.75 22.07 22.41 29.08 22.41 16.40 23.08 32.71
2 12.16 19.94 2250  36.02 24 .83 1523 25.33 37.70
3 16.16 20.10 26.83 29.91 25.91 11.58  29.91 50.65
4 28.16 2255 36.23  30.63 30.75 1245  35.33 25.68
5 25.66 2285 37.16 26.00 38.91 11.57 36.66 31.98
6 30.91 20.38 2258 27.90 34.25 16.77  36.41 29.30
7 27.83 2141 4416 26.38 37.41 12.99 41.08 32.30

PSLG- physical stress + ligature, VSLG- variable stress + ligature, LG- ligature, CG- negative

control

Hematologic Parameters

The lipid parameters and cholesterol were significantly lower in the variable
stress group than in the ligature and negative control groups. The physical stress
group was not statistically different from the other groups. The triglyceride level was
highest for the negative control group and statistically different from the levels in
groups variable stress and physical stress. The physical stress group had the lowest

triglyceride level, which was statistically different from that of the negative control

group.



94

There was no statistical difference between physical stress and variable stress
with respect to VLDL; a similar finding was obtained for ligature and negative control.
The variable stress group had the lowest VLDL level, which was statistically different
from those of the ligature and negative control groups. HDL showed no statistical

differences between groups (Table 2).

Table 2 — Comparison of hematological parameters

PSLG VSLG LG CG
Mean +SD Mean +SD Mean +SD Mean +SD
Cholesterol 54.07  7.45 48.98° 7.28 6294° 11.43 62.51° 10.62
Triglycerides 73.77® 1978  60.65° 2645  99.85  38.63 118.53°  45.60
VLDL 14.75%  3.95 12.13* 529 19.97  7.72 21.33° 4.83
HDL 61.05° 9.47 58.26°  8.35 68.99% 12.35  69.05° 11.19

Standard deviation (x); different lower case letters within lines indicate significant differences among groups
(ANOVA and Tuckey and Bonferroni test, p<0.05). PSLG- physical stress + ligature, VSLG- variable stress +

ligature, LG- ligature, CG- negative control

DISCUSSION

Cardiovascular disease is a major public health problem in the world. Young
people are exposed to the most severe risk factors for this illness, including obesity,
smoking, bad eating habits, lack of exercise and stress. These young people have
already begun the process of heart disease (Fazel & Danesh, 2002; Semenoff-
Segundo et al., 2007). The risk factors described indicate that poor metabolic control

due to dyslipidemia, emotional factors, and the absence of insulin interferes with the
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activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Among the neurohormones
involved, cortisol and adrenaline have a direct effect on immuno-inflammatory

responses (Beck et al., 1996; Beck et al., 2000).

Periodontal disease is similar to heart disease in some respects, with many
risk factors in common including smoking and diabetes (Susin & Rosing, 2003).
Simple indicators such as a lipid profile associated with the dental clinical history and
examination could therefore be used by periodontists to give some idea of how the
treatment of periodontitis could aid in the treatment of heart disease or emotional
problems and vice-versa. However, the development of such indicators remains

difficult (Semenoff et al., 2008).

The study results were surprising. Although there was an infection in the
animal's mouth and a stressor with a systemic manfestation, there was still a
"protective effect" in the vascular system, especially for the stress variable,
associated with the induction of chronic periodontal disease by ligature (Susin &
Rosing, 2003; Semenoff-Segundo et al., 2007). The indicator values in the stressed
groups were lower than those in the control group. Studies show that medical
triglycerides, cholesterol and VLDL can predict cardiac pathology (Fazel & Danesh,

2002).

It is possible that the stress models chosen, particularly the stress variable,
might have caused some kind of protection for the cardiovascular system because
humans are subjected to a heavy load of stress and their responses are often
unpredictable, especially in terms of mental health (Fazel & Danesh, 2002).
However, the protective effect of stress was not confirmed with respect to the lipid

profile (Nielsen et al., 2006).
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In most studies of stress associated with ligature-induced periodontitis in rats,
the degree of stress is statistically different from models of stress induced by 12
hours of restraint. The stress load in such models is close to the limit of survival of
the organism, so the findings of such models may be linked to a stage that Selye
described as the burnout stage. In the proposed model of this study, we sought the
stage described by Selye as the resistance phase, where the animal responds to
stimuli, including serious systemic changes, without coming close to collapse. Such a
response may have stimulated the cardiovascular system to decrease the

parameters chosen for evaluation (Selye, 1936; Selye, 1946).

It is known that lipids are associated with carrier proteins for transport to the
liver and other organs; such activity can directly affect platelet-mediated inflammatory
events (Libby et al., 2002). This response usually starts in the vessel wall and also
involves structures such as smooth muscle, endothelium and inflammatory cells
(Beck et al., 2000). Such a process seems not to have occurred in animals only
receiving periodontitis when compared to the negative control group. One hypothesis
is that the adopted model of periodontitis may have brought about a significant
systemic response, although other studies with a similar induction of disease show
the systemic response to the induction of periodontites (Semenoff-Segundo et al.,

2007).

Periodontal health is related to a balance between microorganisms and host
response. Some of these microorganisms are considered pathogens and might lead
to disease (Genco, 1992). Because of the similarities between the periodontal
anatomy of rats and humans, animal models represent an important tool to study
periodontal diseases (Listgarten, 1975). In rats, this disease may be induced through

changes in diet (Robinson et al., 1991), inoculation of periodontal pathogens or
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bacterial toxins as well as through ligature insertion in gingival crevice (Klausen,

1991).

One item to note is the feeding of the animals. The type of food is linked to
problems in the cardiovascular system (Williams et al., 2002). This study was
designed such that the food intake and the feed itself would be the same for all
groups. The body masses of the groups were not statistically different between the
beginning and end of the experiment. This shows an important measure of overall

health Semenoff Segundo et al., 2007).

Modulation of stress has been studied by many researchers in the field of
psychoneuroimmunology (PNI). However, it remains generally controversial whether
periodontitis can be epidemiologically linked to stress. Contributing to the difficulty in
establishing such a linkage is the absence of studies with longitudinal design, as well
as the large variability in the methods of the available studies (Solis et al., 2004;
Nielsen et al., 2006). A link has also been shown between heart disease and
periodontitis, as well as between stress factors and the outcomes of major illnesses;
however, there is still a lack of good quality evidence to support such a link

(Scannapieco et al., 2003).

It is known so far that there is a link between the stress triad, ligation and
periodontitis, and greater efforts are needed to try to connect stress with periodontitis
and serum lipids in rats. In conclusion, despite the limitations of the methodology, it
seems that the stress model variable associated with periodontitis improved lipid

parameters in the study.
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CONCLUSION

In conclusion, despite the limitations of the methodology, it seems that the
stress model variable associated with periodontitis improved lipid parameters in the

study.
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8 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, no geral, pode-se concluir
que o estresse € um fator a ser considerado quando do estudo da ocorréncia e
progressdo da periodontite. A analise deste isoladamente ou em associagao
mostrou que o estresse parece atuar por varios mecanismos, por vezes com efeitos
distintos entre si. A periodontite por si s6 parece representar um fator estressor.

Além disso, algumas conclusdes especificas também foram estabelecidas:

by

a) o estresse cronico fisico agravou o padrdo de resposta a periodontite

induzida experimentalmente em ratos;

b) o consumo de alcool etilico por animais ndo estressados induziu a uma
maior progressao da periodontite comparativamente ao consumo similar por

animais estressados;

c) a indugdo de periodontite sob condicdo de estresse ndo modificou a
resposta nas atividades motoras pelo SNC. Embora a associacdo desses
fatores nao tenha acarretado alteracbées do SNC, isoladamente a ocorréncia

de periodontite teve efeito sobre o SNC;

d) a periodontite associada a condicdo de estresse se mostrou capaz de

diminuir alguns indicadores do perfil lipidico.
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