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Comparacao de métodos para mensuraciao da perda
ossea alveolar periodontal em ratos submetidos a
estresse

Comparison of methods for measurement of periodontal
bone loss in rats submitted to stress

Renata de Carvalho Foureaux!, Michel Reis Messora?, Luiz Fernando Ferreira de Oliveira?, Leandro
Silva Marques®, Viviam de Oliveira Silva*, Marcio Gilberto Zangerénimo*, Luciano José Pereira’

RESUMO

Objetivo: Comparar os métodos radiografico, morfométrico e histométrico para avaliagdo da perda
do osso alveolar em ratos com doenga periodontal induzida por ligadura e submetidos a estresse cronico.
Materiais e Métodos: Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) machos adultos foram distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2 (com e sem doenca periodontal (DP), com
e sem estresse cronico (EC)) com oito repeti¢cdes em cada grupo. O EC foi realizado por meio de imobilizacao
diaria por 2,5 horas por 30 dias, enquanto que a DP foi induzida com o protocolo de ligadura no primeiro molar
mandibular direito e esquerdo nos tltimos 14 dias. Apds esse periodo, os ratos foram eutanasiados. Resultados:
Na analise radiografica e histométrica foi determinado o suporte 6sseo periodontal (SOP). Adicionalmente,
na analise histométrica foi calculada a perda do osso alveolar (POA) e a perda de insercdo epitelial (PIE) na
face distal do primeiro molar. Na analise morfométrica, a perda do osso alveolar foi obtida pela determinagao
das distancias lineares da jungao cemento-esmalte (JEC) até crista dssea (CO) no centro das raizes linguais
e distais. Observou-se aumento dos niveis de corticosterona (p<0,05) nos animais submetidos a imobilizagao
e a perda do osso alveolar foi superior (p<0,05) nos animais que receberam a ligadura, independentemente da
associacdo com estresse, enquanto que a imobilizagdo isoladamente ndo influenciou esses parametros. Houve
correlagdo significativa entre as trés variaveis utilizadas para avaliagdo da perda 6ssea (p<0,05). Conclusio:
M¢étodos histométricos, radiograficos e morfométricos ndo apresentaram resultados divergentes na avaliacao
da perda 6ssea alveolar em ratos com DP e submetidos ao EC.
Descritores: Modelos animais. Periodontite. Ligadura. Perda do osso alveolar.

INTRODUCAO
A doenga periodontal ¢ caracterizada por

O estresse pode ser definido como um conjunto
de reagodes fisiologicas que envolvem o eixo hormonal

uma infec¢do bacteriana oral cronica que leva a uma
destruigdo gradual dos tecidos adjacentes aos dentes'2.
O actmulo de microrganismos bem como a liberagao
de citocinas e quimiocinas promove uma resposta
inflamatoria local com conseqliente ativagdo de
osteoclastos levando a reabsorc¢do do osso alveolar de
suporte’. Porém, além dos microrganismos existentes
na cavidade bucal, o estresse pode modular a resposta
imune do organismo, contribuindo sobremaneira com
a etiologia e a perpetuagdo da periodontite cronica®.

hipotalamico-hipofisario-adrenal e o sistema nervoso
autdbnomo simpatico, frente a situagdes ameagadoras
a homeostasia do organismo®. Evidéncias tém
indicado que o estresse cronico ¢ um importante fator
no desenvolvimento de supressao imune, entre outros
processos patologicos®.

O estresse pode alterar a resisténcia tecidual
do hospedeiro por mecanismos autonémicos e
endocrinos resultando, principalmente, na elevagao
dos niveis de corticosterdides e catecolaminas,
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reduzindo a microcirculagdo da gengiva e do fluxo salivar
com decremento das fung¢des de neutréfilos e linfocitos,
facilitando a invasao bacteriana e o dano tecidual’.

Modelos animais podem ser utilizados
para se avaliar a progressao e o efeito de diferentes
tratamentos em doenca periodontal induzida®, bem
como os efeitos do estresse sobre a progressao
da perda do osso alveolar®!®. A colocagdo de
ligadura com fio de seda ou algoddo ao redor da
regido cervical de primeiros molares inferiores ou
superiores tem sido amplamente utilizada''. A partir
da indugdo, varios métodos podem ser empregados
para avaliacdo da evolucdo da doenca periodontal,
tais como os métodos radiografico'?, morfométrico'*e
histométrico'.

De acordo com Klausen, a analise
morfométrica € a metodologia mais apropriada para
mensuracao da perda do osso alveolar em maxilas
dissecadas de ratos, devido a possibilidade de avaliacdo
direta dos tecidos. Porém, de acordo com Fernandes et
al.'® e Souza et al.'”, as medidas obtidas por esse método
nao diferem daquelas obtidas pelo método histométrico.
Ademais, Holzausen et al.'® afirmaram que o método
radiografico também pode ser empregado na avaliagdo
do modelo de periodontite cronica induzida, sendo
comparavel ao método morfométrico com relagdo a
reprodutibilidade e capacidade de distingdo entre os
varios grupos experimentais'.

Dessa forma, apesar do amplo conhecimento
utilizando os trés  métodos  mencionados,
existem controvérsias na literatura com relagdo a
reprodutibilidade e sensibilidade dos métodos citados.
Almeida et al.' consideraram que o método radiografico
e histométrico apresentaram diferencas nas mensuragoes
da perda do osso alveolar ap6s cinco dias de tratamento
com terapia fotodindmica. Ademais, Semenoff et al.
citaram que, apesar da analise histométrica apresentar
uma informag3o mais completa dos dados qualitativos

\

celulares e teciduais associados a perda de insercao

causada pela doenca periodontal, esta depende de um
processamento criterioso ¢ uma padronizagdo com
relagdo ao numero de amostras, a fim de se evitar
distorgdes durante a comparacao de tratamentos. Assim,
as metodologias usadas para quantificar a progressao
da periodontite induzida variam na literatura, gerando
a necessidade da comparagdo dos trés métodos em
um unico estudo, incluindo a presengca de um fator
modificador que ¢é o estresse cronico.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
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avaliar a perda do osso alveolar pelos métodos
radiografico, histométrico e morfométrico em ratos
com inducdo de doenga periodontal e submetidos a
estresse cronico e determinar a correlagdo entre as
medidas encontradas pelas trés técnicas.

MATERIAIS E METODO

Trinta e dois ratos machos adultos Wistar (Rattus
norvegicus albinus) em estado higido, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), pesando aproximadamente 200g,
foram distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2x2 (com e sem
doenga periodontal — DP, com e sem estresse cronico
— EC) com oito repetigdes com um animal por
parcela experimental. Os animais foram acomodados
em gaiolas metabolicas individuais (27x19x20cm)
confeccionadas em arame trefilado e zincado,
contendo chapa galvanizada para recepgdo das
fezes e urina, comedouro tipo tunel e bebedouro de
polipropileno com capacidade para 300ml. A sala foi
mantida a temperatura de 2242 °C em ciclos de 12/12
horas claro-escuro. Foram fornecidas ra¢do comercial
e agua ad libitum durante todo o experimento. O
experimento obteve aprovacio da Comissdo de Etica
no Uso de Animais—CEUA, de acordo com o Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal -
CONCEA (PRP-UFLA), Protocolo 036/2010.

O modelo de inducdo de estresse por
imobiliza¢do foi feito por contengdo dos ratos em
recipientes plasticos adaptados, de acordo com o
tamanho/peso do animal®’. Os recipientes plasticos
apresentavam uma abertura de 1,0 cm, posicionada nas
vias aéreas, para garantia da respiragdo. Os mesmos
foram submetidos a imobilizagdo por um periodo
diario de 2,5 horas durante 30 dias?'. A imobilizacao foi
realizada em ambiente silencioso sempre as 6h00Omin.

A doenga periodontal foi induzida com o
protocolo de ligadura, em ambos os primeiros molares
mandibulares. Os animais receberam anestesia geral
com inje¢do intramuscular de Ketamina 80 mg/kg
(Francotar- Virbac-Roseira, SP, Brazil) e Xilazina
10 mg/kg (Rompum-Bayer-Sdo Paulo, SP, Brazil)*.
Depois de anestesiados, os animais receberam a ligadura
com fio de algodao (Coats-Corrente, Sdo Paulo, SP,
Brasil) posicionado subgengivalmente, de acordo com
a metodologia descrita por Holzausen et al.'® e Almeida
et al.'. A ligadura foi mantida por 14 dias consecutivos
para inducao da doenca periodontal (Figura 1).

Dia 0 do
Periodo de .
limataci Experimento:
ac 1m7adz}g:a0 inicio do estresse cronico —=>
por 7 cias. nos Grupos EC.

Dia 16 do Dia 30 do
Experimento: Experimento:
inducio da Doenca > leutanasia em todos oS

Periodontal nos Grupos DP. animais do experimento.

Figura 1 - Representacdo esquematica do delineamento experimental.
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Apobs o término do periodo experimental,
os ratos foram eutanasiados com auxilio de uma
guilhotina propria (Insight Equipamentos Ltda. — EPP,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil)®’. As mandibulas foram
removidas, divididas em lados direito e esquerdo,
reduzidas e fixadas em soluc¢do formalina 10% com
volume de liquido pelo menos 30 vezes maior que a
peca removida durante 48 horas. A reducdo das pegas
foi feita cuidadosamente mantendo os trés molares
mandibulares®. As hemimandibulas do lado direito
foram utilizadas para avalia¢do dos graus de perda do
o0sso alveolar por analise radiografica e histométrica,
enquanto as do lado esquerdo foram utilizadas para
analise morfométrica.

As radiografias foram obtidas utilizando-
se um aparelho de radiografia dental convencional
Spectro 70x (Dabi Atlante, Ribeirao Preto, SP, Brasil).
As pecas foram colocadas sobre o filme radiografico
(Kodak® Dental Intraorale-Speed Film, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e o cone foi posicionado perpendicularmente,
mantendo uma distancia objeto-fonte de 50 cm, com
o tempo de exposicdo de 0,4 segundo, estando a
radiagdo a 70kV e 8 mA?. Arevelacao das radiografias
foi feita em processadora automatica A/T2000
XR (Air Techniques, Melville, Nova York, EUA),
durante oito minutos com as solugdes reveladora e
fixadora Kodak (Rochester, Nova York, EUA) recém
preparadas. As radiografias, apds processadas, foram
escancadas (MicrotekScanMaker 1800, Microtek,
Santa Fe Springs, Califérnia, USA) e mensuragdes
foram realizadas utilizando-se o software Imagel.ab
(DiraconBio Informatica Ltda., Vargem Grande
do Sul, SP, Brasil) também utilizado nas analises
histométrica e morfométrica.

Nas radiografias, foram considerados trés
pontos no molar selecionado: apice da raiz distal
(A), ponta da cuspide distal (C) e o apice da crista
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oOssea entre o primeiro e o segundo molar (B). Foram
mensuradas as distancias lineares entre os pontos AC
e AB (Figura 2A). Entdo, o SOP foi calculado pela
formula: SOP=AB'/AC x 100 e o resultado expresso
em porcentagem'.

A analise histométrica nas hemimandibulas do
lado direito foi realizada apos a confeccao de laminas.
Para isso, as mandibulas foram desmineralizadas em
solugdo de EDTA 10%, durante 90 dias', parafinadas,
cortadas em um didmetro de 5,0 um em cortes
semisseriados em diregdo mésio-distal. Os cortes foram
fixados em laminas, desparafinadas e coradas com
hematoxilina e eosina. Os cortes histologicos foram
identificados em uma sequéncia numérica aleatdria na
regido onde foi evidenciadaaarea proximal entre primeiro
e segundo molar** e escolhidos para fazerem parte da
analise. As imagens foram capturadas no microscopio
Olympus CX*', no programa AnalySISgetIT (Olympus
Corporation - Tokyo, Japan) (Figura 2B). A analise
histométrica consistiu na avaliacdo de trés medidas:
SOP, perda do osso alveolar (POA) e perda de insergao
epitelial (PIE) (Figura 2B).

Para as analises morfométricas  as
hemimandibulas do lado esquerdo foram imersas em
agua oxigenada a 30% por 2 horas. Os tecidos moles
foram removidos com gaze, seguindo colora¢do com
azul de metileno a 1% por 30 minutos e lavagem em
agua corrente para a remo¢ao do excesso de corante.
As pecas foram secas e imagens foram capturadas
utilizando-se microscopio (Brook-Anco, Rochester,
New York, USA) para medigdo da perda do osso
alveolar. A perda do osso alveolar foi avaliada pela
mensurag¢do da distdncia, em milimetros, entre a
juncdo cemento-esmalte e a crista dssea alveolar,
seguindo a inclinag@o radicular na regido lingual do
primeiro molar mandibular nas raizes distal e lingual?
(Figura 2C).

Figura 2 - 2A - Analise radiografica: foram considerados quatro pontos no molar selecionado - apice da raiz distal
(A), ponta da ctspide distal (C), apice da crista dssea distal do primeiro molar (B) e proje¢do do ponto B na reta AC
(B'). Foram mensuradas as distancias lineares entre os pontos AC e AB e, entdo, o suporte dsseo periodontal (SOP) foi
calculado pela formula: SOP=AB'/AC x 100. 2B - Analise Histométrica: Perda de suporte 6sseo periodontal (SOP):
foram considerados quatro pontos no molar selecionado: apice da raiz distal (A), ponta da cuspide distal (C), apice
da crista 6ssea distal do primeiro molar (B) e proje¢do do ponto B na reta AC (B'). Foram mensuradas as distancias
lineares entre os pontos AC e AB' e, entdo, o suporte dsseo periodontal (SOP) foi calculado pela formula: SOP=AB'/
AC x 100. Perda do osso alveolar (POA): foi medida a distancia entre a jungdo cemento-esmalte (D) e apice da crista
alveolar distal do primeiro molar inferior (B). Perda de inser¢do epitelial (PIE): foi medida a distancia entre a juncdo
cemento-esmalte (D) e inser¢do epitelial (E). Coloragdo HE, aumento 20x. 2C — Analise morfométrica: avaliacdo
da perda do osso alveolar (obtida pela média das duas raizes: lingual-CD e distal-AB) entre as distincias lineares
da jungdo esmalte-cemento (JEC) a crista 6ssea (CO) localizadas no centro de cada raiz seguindo seu longo eixo.
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A coleta de sangue foi feita no momento
da eutanasia para avaliacdo dos niveis sanguineos
de corticosterona para determinagdo da indugdo
do estresse cronico foi realizada utilizando-se kit
comercial ELISA (DetectX ® Corticosterona Enzyme
Immunoassay kit — Arbor Assays, New Orleans, L.A.,
EUA) projetado para medir quantitativamente a
corticosterona presente em amostras de soro em leitor
com comprimento de onda de 450 nm. Foi seguido o
protocolo informado pelo fabricante e o resultado foi
lido em leitora automatica de placas (Thermoplate -
TP-READER — PLUS — Equipar — Curitiba- Parana

— Brasil).
As medidas radiométricas, histométricas
e morfométricas foram realizadas por dois

examinadores, com avalia¢do cega e em concordancia
intra e interexaminador superior a 90% (correlacao de
Pearson 1>>0,90).

Os dados foram analisados por meio de teste
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste F. O teste de correlacdo de Pearson foi realizado
entre as medidas obtidas pelos métodos radiografico,
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histométrico e morfométrico. As analises foram
realizadas utilizando-se o Programa Sigma Stat
3.1 (Sigma StatStatistical Package Software Inc.,
USA). O nivel de significancia foi fixado em
p<0,05.

RESULTADOS

O modelo de estresse empregado no
presente estudo provocou aumento nos niveis de
corticosterona (p < 0,05) comprovando inducdo de
estresse (Figura 3). Nos trés métodos empregados,
foi possivel observar que os animais com indugdo
da ligadura apresentaram maior perda do o0sso
alveolar em relagdo aos controles sem DP (p < 0,05)
(Figura 3). O estresse isoladamente ndo foi capaz de
promover reabsorcdo 6ssea. A indugdo de estresse
por imobiliza¢cdo ndo promoveu incremento da perda
do osso alveolar nos animais que receberam ligadura.
Houve correlagdo significativa entre as trés variaveis
utilizadas para avaliagdo da perda Ossea: variaveis
radiométrica, histométrica (SOP, POA e PEI) e
morfométrica (p < 0,05) (Figuras 4-6 ¢ Tabela 1).

Corticosterona
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B S e Stress

L

Com TP Sam 0P

Histometria
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) A& CCom Stress
e Sress

Com OF

Histometria
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- Sem Sress

Figura 3 - Niveis médios de corticosterona; analise morfométrica, radiografica e histométrica para avaliagdo da perda

do osso alveolar em ratos com doencga periodontal induzida por ligadura e submetidos a estresse cronico. A,B Médias

seguidas por diferentes letras maitsculas se referem a diferenga significativa entre com e sem doenga periodontal pelo

teste F (p<0,05). a,b Médias seguidas por diferentes letras minasculas se referem a diferenga significativa entre com e sem
estresse pelo teste F (p<0,05).
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Figura 4 - Figura representando cada tratamento para a analise radiografica: A - Grupo controle; B - Grupo estresse
cronico; C - Grupo doenga periodontal; D- Grupo estresse cronico e doenga periodontal.

Figura 5 - Figura representando cada tratamento para a analise histométrica perda de suporte 6sseo periodontal (SOP),
perda do osso alveolar (POA) e perda de insergdo epitelial (PIE): A - Grupo controle; B - Grupo estresse cronico; C -
Grupo doenca periodontal; D - Grupo estresse cronico e doenga periodontal.

Figura 6 - Figura representando cada tratamento para a analise morfométrica: A - Grupo controle; B - Grupo estresse
cronico; C - Grupo doenga periodontal; D - Grupo estresse cronico e doenca periodontal.
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Tabela 1 - Matriz de correlagdo entre as variaveis radiométrica, histométrica e morfométrica

Variaveis Histométricas

Variavel Morfométrica

SOP POA PEI
Variavel Radiométrica r 0,51 -0,58 -0,56 -0,52
P <0,01 <0,01 <0,01 0,01
r -0,97 -0,94 -0,53
SOP P <0,01 <0,01 <0,01
R . r 0,94 0,45
Variaveis Histométricas ~ POA P <0,01 0.02
r 0,59
PIE P <0,01

r: coeficiente de correlagdo linear; P: p-valor; variaveis histométricas - SOP: suporte 6sseo periodontal; POA: perda do osso alveolar PIE:

perda de inser¢ao epitelial

DISCUSSAO

A doenca periodontal comumente pode
ser induzida em ratos pela manipulagdo da dicta
com alta ingestdo de carboidratos, pela inje¢ao de
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos diretamente no
sulco gengival ou pela colocacao de ligadura com fio
de nylon ou algodao que atua como um fator facilitador
do actimulo de bactérias periodontopatdogenas®>2,
Uma vez que a doenga periodontal ¢ induzida
pelo método da ligadura pode ser detectada em
poucas semanas, com baixo custo e facilidade de
realizacdo com baixa possibilidade de injtria dos
tecidos, justificando-se no presente estudo a opgao
por este método de inducdo da doenga periodontal.
Adicionalmente, roedores apresentam anatomia
periodontal semelhante a humanos, facilitando a
extrapolagdo dos resultados'>?’.

O método mais frequente de mensuragdo da
altura 6ssea em estudos em animais sdo as medidas
microscopicas, utilizadas ha mais de 50 anos,
porém este método apresenta algumas desvantagens
como: padrdo de reabsor¢do Ossea nio uniforme',
processamento histoléogico com maior custo, riscos
de artefatos de processamento, além do longo tempo
para desmineralizagdo das pecas anatomicas. No
entanto, as secc¢des histologicas podem ser utilizadas
ndo sé para a determinagao da perda de osso alveolar,
mas também para outros estudos, tais como avalia¢ao
de tecidos moles, perda de insercdo, infiltrado
inflamatorio, além de possibilidade de analises
imunohistoquimicas'®2.

Assim, autores tém proposto que a analise
morfométrica ¢ mais facil, rapida,e capaz de detectar
a perda do osso alveolar periodontal vertical com
menor custo'®. Porém, ha de se ressaltar que esta
técnica somente propicia a mensuracdo da perda do
osso alveolar. Nesse mesmo sentido, ganhou forga a
analise radiografica, que permite a detecgdo in vivo
de pequenas mudangas na densidade 6ssea. Porém,
esta técnica também ¢ passivel a erros técnicos, tais
como tempo de exposicdo, angulacdo, uso de filmes

convencionais/técnica  digital e processamento
dos filmes?®. Porém, corroborando os presentes
resultados, Klausen et al.' afirmaram que tanto o
método morfométrico quanto o método radiografico
foram comparaveis na reprodutibilidade e habilidade
em avaliar a perda do osso alveolar.

Assim, no presente estudo as trés técnicas
avaliadas (radiograficas, morfométricas e
histométricas), se mostraram eficientes e comparaveis
para avaliacdo de perda do osso alveolar induzida
pela doenca periodontal no modelo adotado,
corroborando estudos prévios utilizando uma ou duas
das referidas técnicas®!'%!31416:19.23:2930 Porém estudos
comparando os trés métodos simultaneamente nao
foram encontrados, além do mais ainda ndo foram
pesquisados em animais submetidos a estresse. Ha de
se discutir de que no presente estudo, as comparagdes
foram feitas utilizando-se as hemimandibulas do lado
direito para as analise radiografica e histométrica,
enquanto as do lado esquerdo foram utilizadas para
analise morfométrica, devido a impossibilidade
de uso da mesma pega para o desenvolvimento das
analises morfométricas e histométricas. Porém, este
procedimento concorda com os trabalhos de Takada,
et al.” e Nackaerts et al.?® que afirmaram que os
resultados ndo divergiram entre os lados direito e
esquerdo em animais com DP induzida.

Estudos mostraram a influéncia do estresse
cronico em modelo de doenga periodontal induzida
por ligadura e observaram que os niveis plasmaticos
de corticosterona, a atividade locomotora, o peso
da glandula adrenal e a perda 6ssea alveolar foram
aumentados nos grupos com periodontite e estresse®.
A inducdo de estresse por imobilizagdo no presente
estudo foi uma opg¢do de forma a se criar uma
morbidade que pudesse influenciar a perda do osso
alveolar, de forma que pequenas alteracdes pudessem
ser detectadas por um ou outro método de mensuragao.
Trata-se de um método simples que pode ser aplicado
a um grande grupo de animais simultaneamente
e ¢ comprovadamente eficiente para o estudo das

Arq Odontol, Belo Horizonte, 50(4): 185-192, out/dez 2014 190



Comparagao de métodos para mensuragio da perda 6ssea alveolar

respostas centrais e periféricas relacionadas ao
estresse’’.  Assim, observou-se no presente estudo
que independentemente da presenga de estresse,
pelos trés métodos empregados os resultados foram
semelhantes. Estes resultados corroboram os achados
de Klausen et al."” e Fernandes et al.'®, onde ndo foram
observadas diferencgas estatisticas entre os métodos de
avaliacdo.

CONCLUSAO

Os trés métodos apresentaram resultados
semelhantes na analise de progressao da perda do osso
alveolar em ratos com doenga periodontal induzida
por ligadura e submetidos ao protocolo de estresse
cronico podendo ser empregados na avaliagdo da
progressdo da doenca periodontal.
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ABSTRACT

Aim: Compare the radiographic,
morphometric, and histometric methods to assess
alveolar bone loss in rats with ligature-induced
periodontal disease and submitted to chronic stress.
Methods: Male adult Wistar rats (Rattus norvegicus
albinus) were distributed in a completely randomized
framework in a 2x2 factorial design (with and without
periodontal disease (PD) with and without chronic
stress (CE), using eight replicates in each group.
CE was performed by immobilization for 2.5 hours
daily for 30 days, while PD was induced by ligation
with the protocol in the first left and right mandibular
molar in the last 14 days. After this period, the rats
were ecuthanized. Results: The radiographic and
histometric analyses determined the periodontal
bone support (PBS). Additionally, the histometric
analysis calculated alveolar bone loss (ABL) and
clinical attachment loss (CAL) in the distal face of
the first molar. In morphometric analysis, bone loss
was obtained by determining the linear distances from
the cementoenamel junction (CEJ) to the alveolar
crest (AC) in the center of the lingual and distal
roots. The present study observed increased levels of
corticosterone in animals subjected to immobilization
(p< 0.05), and bone loss was greater (p< 0.05) in
animals with ligatures, regardless of association with
stress. Immobilization alone did not influence these
parameters (p>0.05). A significant correlation could
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be identified among the three evaluation techniques
(p<0.05). Conclusion: The histometric, radiographic,
and morphometric methods showed similar results
in the analysis of alveolar bone loss in rats with PD
submitted to CE.

Uniterms: Animal models. Stress.
Ligature. Clinical attachment loss.

Periodontitis.
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