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APRESENTACAO

A presente dissertacdo compde-se de dois artigos intitulados: Low-dose
alcohol intake may inhibit alveolar bone loss in Wistar rats e Comparison of
two methods for alveolar bone loss measurement in an experimental
periodontal disease model in rats. Além dos artigos, uma introducdo geral e
Consideracoes Finais sdo apresentadas, de acordo com a Resolucédo N.° 093/2007

da Camara de Po6s Graduacgédo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.



RESUMO

A relacdo entre o alcool e as doencas periodontais destrutivas tem sido
avaliada em humanos através de estudos transversais e longitudinais na ultima
década. As investigagBes apontam para resultados conflitantes sobre a influéncia do
consumo de bebidas alcodlicas na progressao da periodontite. Em quatro estudos
recentes realizados em ratos Wistar, o consumo de alcool com concentracfes entre
10% e 30% esteve associado a uma maior perda 6ssea alveolar. Nestes estudos, 0s
meétodos de avaliacdo da perda 6ssea alveolar em estudos de modelo animal tem
sido realizados de formas distintas, impedindo uma comparagdo direta em
investigacbes que utilizaram diferentes concentracdes de &lcool. Contudo, a
literatura tem correlacionado o consumo de concentracbes moderadas de bebidas
alcoodlicas com uma melhora no sistema imunolégico e uma reducdo em marcadores
inflamatoérios sistémicos, reduzindo a ocorréncia de eventos cardiovasculares e
aterosclerose. O mecanismo de atuacdo do alcool nestes parametros parece ser
ambiguo e dependente da dose, do padrdo de consumo e de caracteristicas
individuais variaveis. Os resultados conflitantes sobre a relagcdo entre consumo de
bebidas alcodlicas e doenca periodontal podem sugerir esse padrdo bifasico do
alcool. Nao existem estudos em modelo animal que avaliaram o impacto da
administracdo de concentracbes menores de alcool sobre a perda 0ssea alveolar. A
discussdo acerca de metodologias adequadas para estudos em animais e
interpretacdo dos resultados encontra-se limitada em poucos estudos. A presente
tese propds-se a avaliar o impacto do consumo de alcool numa concentracéo de 5%
na destruicdo periodontal em um modelo de periodontite induzida por ligaduras em
ratos Wistar. Uma comparacéao entre dois métodos distintos para a quantificacdo da
perda éssea alveolar também foi realizada .Através de uma avaliagdo morfométrica,
tanto linear quanto de area, verificou-se que 0s ratos que receberam etanol em uma
concentracdo de 5% apresentaram uma menor perda 6ssea do que os ratos do
grupo controle em dentes que nao receberam ligadura (0.32+0.07 e 0.37%£0.07
respectivamente;p=0.04). Apesar da menor perda 6ssea apresentada pelos ratos do
grupo teste também nos dentes que haviam recebido ligadura, tais diferencas néo
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foram estatisticamente significantes (0.78+0.14 e 0.84+0.18
respectivamente;p=0.14). Um valor de Correlagdo de Pearson de 0.98 foi
encontrado estre os métodos de avalicdo de perda Ossea alveolar lineares e de
area, indicando de uma correlagdo quase perfeita.Sendo assim, ambos os métodos
revelaram eficazes na deteccdo de alteracbes na crista Ossea alveolar.Os
resultados do presente estudo revelam que o consumo de alcool em concentracbes

moderadas (5%) pode inibir a perda 6ssea alveolar em ratos Wistar.

Palavras-chave : perda éssea alveolar, periodontites, consumo de alcool, modelos

em animais.
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ABSTRACT

The relationship between alcohol and periodontal disease have been
evaluated in humans throughout cross-sectional and longitudinal studies in the last
decade. The investigations have led to conflicting results about the influence of
alcohol drinking on periodontitis progression. In four studies with Wistar rats, alcohol
consumption in concentrations ranging between 10% to 30% was associated with
greater alveolar bone loss. In these studies,different methods of bone loss evaluation
have been used in animal model studies and it turns difficult to make a direct
comparison between investigations that utilized different alcohol concentrations.
However, the literature has associated moderate alcohol consumption with
improvement in immunological status and reduction in inflammatory markers,
reducing cardiovascular events and atherosclerosis. The mechanisms by which
alcohol influences these parameters seems to be ambiguous and dependent of
dose, pattern of consumption and individual characteristics. The conflicting results
between beverage consumption and periodontal disease may suggest the biphasic
pattern of alcohol. There aren’t studies in animal models that evaluated the impact of
low alcohol concentrations on alveolar bone loss. Discussion about methodological
issues and results interpretation in relation to studies in animals are restricted to few
studies. The aim of the present thesis was to evaluate the impact of alcohol
consumption in a concentration of 5% on periodontal breakdown in a ligature
periodontitis-induced model. Also, a comparison between two distinct methods for
bone loss assessment was evaluated. Linear and area morphometric evaluation
revealed that rats receiving ethanol 5% presented less alveolar bone loss than rats
in control group in unligated teeth (0.32+0.07 and 0.37+£0.07 respectively;p=0.04).
Despite the fact that rats in test group presented less alveolar bone loss even in
ligated teeth when compared to controls,differences were no statistically significantly
(0.78+0.14 and 0.84+0.18 respectively;p=0.14).A value of 0.98 were found in
Pearson’s Correlation between linear and area morphometric methods of evaluating
alveolar bone loss indicating an almost perfect correlation. Both methods were
reliable for detecting alterations in alveolar bone crest. The results of the present
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study revealed that alcohol consumption in moderate concentrations (5%) may

inhibit alveolar bone loss in Wistar rats.

Keywords : alveolar bone loss, periodontitis, alcohol drinking, animal model
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INTRODUCAO GERAL

O presente trabalho trata de dois estudos sobre patogénese da destruicdo
periodontal em ratos Wistar. A presente introdugdo geral foca em topicos
desenvolvidos no decorrer do trabalho.

1.Consideracdes Iniciais

Uma das primeiras observages sobre os possiveis efeitos deletérios do &lcool
sobre a saude geral ocorreu no ano de 1795, quando Benjamin Rush constatou uma
maior suscetibilidade a ocorréncia da Tuberculose em pessoas alcodlicas. Ja no
século 19, durante uma epidemia de coélera ocorrida no ano de 1884, observou-se
maior ocorréncia de mortes entre alcollatras (Szabo e Mandrekar, 2009).
Atualmente, Organizacdo Mundial da Saude relaciona o abuso no consumo de
bebidas alcodlicas como causa da ocorréncia de mais de 60 tipos de doenca (Who,
2004). Entretanto, uma nova linha de pensamento sobre os possiveis beneficios do
consumo moderado de &lcool iniciou-se no final dos anos 50 com “O estudo dos
sete paises” (Keys, 1980). Desde entdo, inumeros estudos epidemioldgicos tém
apontado para uma relacao inversa entre o consumo moderado de alcool e o risco
de morbidade ou mortalidade cardiovascular (Romeo, Warnberg, Nova, Diaz,
Gomez-Martinez et al., 2007).

Estimativa recente realizada pela Organizacdo Mundial de Saude aponta para
um numero de aproximadamente 2 bilhdes de pessoas em todo o0 mundo que sejam
consumidoras de bebidas alcodlicas. Segundo o mesmo relatdrio, no ano de 2001, o
consumo de alcool puro per capita no mundo ultrapassou os 5 litros sendo que a
cerveja, bebida mais apreciada do mundo, foi responsavel pela ingestao per capita
de cerca de 2 litros de alcool puro. O Brasil ocupa a 812 posi¢cao no ranking mundial
de paises com maior consumo de alcool com um valor per capita de 5,32 litros de
alcool puro (Who, 2004). Um recente levantamento (Laranjeira, Pinsky et al., 2009)

realizado com uma populagédo adulta maior de 18 anos em 143 cidades brasileiras
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em uma amostra representativa do Brasil revelou que o pais tem um grande
percentual de abstémios (47%). Contudo, os mesmos autores chamam a atencao
para um padrdo de consumo de bebidas alcodlicas considerado nocivo para a
salude e capaz de gerar dependéncia: 29% das pessoas que afirmaram consumir
bebidas alcodlicas o faziam em uma dose alta (acima de 5 drinques por dia) e 28%
revelaram ter consumido altas doses de bebida em pelo menos uma ocasido

especifica (termo em inglés definido como “binge drinking”).

Os métodos utilizados para avaliagdo da quantidade de ingestdo de bebidas
alcodlicas e também o padrdo em que estas bebidas sdo consumidas (Rehm,
Greenfield et al., 1999) tornam-se importantes a partir dos recentes achados sobre a
funcdo modulatoria do alcool em fung¢des importantes do organismo humano como o
sistema de defesa (Gamble, Mason et al., 2006; Szabo e Mandrekar, 2009) e a
resposta inflamatéria (Romeo, Warnberg, Nova, Diaz, Gomez-Martinez et al., 2007).
Em relacdo a sua acdo no sistema imune, alguns autores descrevem a acao do
alcool como bifasica em que baixas doses resultariam em estimulacdo das células
de defesa ao passo que altas doses provocariam um efeito inibitério nas mesmas
(Calabrese e Baldwin, 2003). Em relagdo a resposta inflamatéria, foi verificado que
diferentes tipos de bebidas alcodlicas tiveram potenciais similares de inibicdo da
resposta inflamatoria mediante ingestdo de vodka ou cerveja (Mandrekar, Catalano

et al., 2006; Romeo, Warnberg, Nova, Diaz, Gonzalez-Gross et al., 2007).

De maneira geral, a relagcdo do alcool com a saude geral € influenciada por
diversos fatores como o padrdao de consumo, quantidade e tipo de alcool, por idade
e sexo (Gronbaek, 2004; Romeo, Warnberg, Nova, Diaz, Gomez-Martinez et al.,
2007). Sabe-se que em quantidades similares de ingestdo de alcool, mulheres
apresentam maiores niveis da substancia no sangue quando comparadas aos
homens, visto que o metabolismo da substancia no estbmago é mais baixo no sexo
feminino (Kloner e Rezkalla, 2007). Portanto, deve-se ter cautela na definicdo de
niveis de consumo de bebidas alcoodlicas que representem melhoras na condi¢do de
saude ja que existe uma suscetibilidade individual aos efeitos do alcool (Thakker,
1998).
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A literatura ainda ndo apresenta um consenso em relacdo a um maior beneficio
para a saude no consumo de determinado tipo de bebida alcodlica (Diaz, Montero et
al., 2002). Apesar disto, um estudo (Gronbaek, Becker et al., 2000) que avaliou o
risco de morte por diversas causas com estratificacdo para o tipo de bebida
observou que participantes que tinham como habito o consumo moderado de vinho
(8 a 21 tacas por semana) tiveram um risco relativo de morte de 0.76 (95% IC,0.67-
0.86) ao passo que o consumo leve a moderado de cerveja (RR 0.99; 95% IC,0.90-
1.09) ou destilados (RR 1.02; 95% IC, 0.90-1.15) demonstrou um efeito modesto ou
inexistente na reducdo da mortalidade. Em relacdo aos beneficios do alcool no
sistema cardiovascular, a preponderancia de dados sugere que 1 a 2 drinques por
dia para homens e 1 drinque por dia para mulheres seja benéfico para a saude
(Kloner e Rezkalla, 2007).

2. Defini¢bes acerca do consumo de bebidas alcodlicas

Apesar dos inumeros estudos sobre riscos e beneficios do alcool existentes na
literatura, fica evidente que as definicbes acerca da quantidade de alcool presente
em um drinque varia marcadamente de acordo com o artigo e pais. Termos
freqientemente utilizados para definicho de consumo como leve, moderado e
severo também apresentam diferentes definicdes (Kloner e Rezkalla, 2007). Muitos
estudos optam pela quantificagdo do consumo de alcool em g (Shimazaki, Saito et
al., 2005; Okamoto, Tsuboi et al.,, 2006) ao passo que outros utilizam a definicdo
tradicional de drinque (Tezal, Grossi et al., 2004; Kongstad, Hvidtfeldt et al., 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (Who, 2004) define bebedores moderados
como homens que consomem menos do que 21 unidades de alcool por semana e
mulheres que consomem menos de 14 unidades de alcool por semana. A unidade
de alcool, no presente caso, refere-se a 10g de alcool puro 0 que representaria ndo
mais do que 2 latas de cerveja por dia em relacdo aos homens. Szabo et al. (2009)
define o consumo moderado como sendo entre 1 e 2 drinques por dia considerando
cada unidade contendo 15g de alcool puro. Diaz et al. (2002) ,em um recente artigo

de revisdo, propuseram uma nova definicdo sobre consumo moderado de alcool
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estabelecendo um padrdo de consumo abaixo dos limites preconizados pela OMS:

de 20 a 249 de alcool puro por dia para homens e 10 a 12g por dia para mulheres.

Segundo a Associacdo Dietética Americana e o Instituto Nacional de Abuso de
Alcool e Alcoolismo dos Estados Unidos, dose padrdo (drinque) refere-se a uma
dose de 44ml de um licor com teor alcodlico de 40%, a uma lata de cerveja (355ml)
com teor alcoodlico de 5% ou a uma taca de vinho (148ml) com teor alcodlico de
12%.

Além disso, define-se como consumo cronico de alcool a ingestdo de mais de 3-
5 drinques por dia para homens e mais que 2 drinques por dia para mulheres
(Szabo e Mandrekar, 2009). O termo em inglés “Binge Drinking” também é
freqientemente utilizado na literatura como a ingestéo de mais de 4-5 drinques para
homens e mais de 3 drinques para mulheres em um momento especifico elevando a
concentragdo de alcool no sangue e gerando efeitos nocivos a saude geral (Kloner e
Rezkalla, 2007; Szabo e Mandrekar, 2009).

As discrepancias entre conceitos e definicdes atualmente existentes na literatura
prejudicam o estudo dos efeitos do alcool na saude geral pela impossibilidade de
comparacao entre os mesmos. Tal fato pode explicar os recentes achados dos
estudos que divergem sobre a influéncia do alcool nas doencas periodontais

destrutivas.

3. Mecanismos de acao do alcool na modulacdo do sistemaimune

A literatura tem evidenciado que o alcool possui uma funcdo modulatoria do
sistema imune e que essas alteracdes podem ser distintas dependendo da dose de
alcool consumida (Pavia, La Mothe et al., 2004), ao passo que a administracédo
branda de &lcool ocasiona um aumento na ativacdo de células do sistema
inflamatorio, o consumo crénico causa uma reducdo nas mesmas (Szabo e
Mandrekar, 2009).
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O impacto do consumo excessivo de alcool no sistema imunoldgico e o aumento
da predisposicao a ocorréncia de diversas infec¢des tem sido apontado na literatura
(Szabo, 1999; Salerno, Waltenbaugh et al., 2001; Duryee, Klassen et al., 2007). O
consumo excessivo desta substancia estd associado a reduzida resposta do
hospedeiro em relacéo a suas defesas antimicrobianas, imunidade antiviral e reparo
a traumas ou injurias (Szabo, 1999; Pavia, La Mothe et al., 2004). Isso, em parte,
explicaria a redugdo da resposta imune em pacientes abusadores de bebidas
alcodlicas seria a atrofia medular e deficiéncias nutricionais geradas por esse

comportamento (Diaz, Montero et al., 2002).

O abuso de alcool gera deficiéncias tanto no sistema de defesa imune inato
(considerado como a primeira linha de defesa aos patdgenos invasores) quanto no
sistema imune adaptativo (principalmente linfocitos T). Mandrekar et al. (2004)
constataram que a ingestdo aguda de alcool em apenas uma determinada ocasido
foi capaz de ocasionar um decréscimo no numero de mondcitos apresentadores de
antigenos e uma reducdo da capacidade dos mesmos de induzir ativacdo de
linfécitos-T. A inibicdo de células apresentadoras de antigeno do sistema de defesa
inato, mondcitos e macréfagos, pelo alcool acarreta em um decréscimo na
proliferacdo de células T (Szabo e Mandrekar, 2009). Da mesma maneira, altas
doses de alcool demonstraram um efeito inibitorio na funcédo de células natural killer
responsaveis pela eliminacdo de células tumorais e/ou infectadas por patégenos
(Gamble, Mason et al., 2006; Romeo, Warnberg, Nova, Diaz, Gomez-Martinez et al.,
2007).

Um estudo realizado em ratos verificou um atraso na resposta hipersensitiva
apos administracdes cronicas de alcool (Jayasinghe, Gianutsos et al., 1992). Em
humanos, verificou-se que apos 5 a 7 dias de consumo crénico de bebidas
alcodlicas, alteracbes nas funcdes de macrofagos e mondcitos ja podem ser
observadas (Szabo, 1999).

Apesar dos mecanismos ainda ndo estarem esclarecidos na literatura, diversos
autores apontam para um efeito positivo no sistema imune apds a ingestdo de

baixas doses de alcool ou através de um consumo moderado (Diaz, Montero et al.,
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2002; Pavia, La Mothe et al., 2004; Romeo, Warnberg, Nova, Diaz, Gomez-Martinez
et al., 2007).

4. Mecanismos de modulacéo do alcool na resposta inflamatoria

Assim como no sistema imunoldgico, a acdo do alcool sobre a resposta
inflamatoria do hospedeiro apresenta resultados opostos (Szabo, Mandrekar et al.,
1996). Consumo de baixas doses de éalcool demonstrou uma inibicdo na resposta
inflamatoria sistémica ao passo que o uso crbnico desta substancia levou a um
aumento na resposta inflamatoéria celular (Szabo, Mandrekar et al., 1996; Imhof,
Woodward et al., 2004; Romeo, Warnberg, Nova, Diaz, Gonzalez-Gross et al.,
2007). A expressao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-q, IL-6 e IL-1 esteve
reduzida em pessoas que faziam um consumo moderado de bebidas alcoodlicas a
apresentaram-se elevadas em pessoas que relataram consumo crénico de bebidas
(Gamble, Mason et al.,, 2006). Foi verificado que mondcitos de pacientes com
doenca hepatica apresentavam producdo aumentada de TNF-a (Mcclain, Barve et
al., 1999).

Inversamente, o uso moderado de alcool demonstrou inibicdo de mediadores
inflamatorios, o que explica os efeitos benéficos deste na prevencdo da
aterosclerose, onde a ativacdo da via inflamatéria parece ter papel fundamental na
progressdo da doenca (Szabo e Mandrekar, 2009). Os efeitos antiinflamatérios do
alcool puderam ser observados com doses entre 0.8-6g/kg (Hijmering, De Lange et
al., 2007). Em um levantamento epidemioldgico realizado na Europa Ocidental
(Imhof, Woodward et al., 2004), o consumo moderado de vinho ou cerveja esteve
associado a menores niveis de marcadores inflamatérios sistémicos. Redu¢des nos
niveis de Proteina C-reativa, importante marcador inflamatério sistémico na
ocorréncia de infartos, apresentaram-se reduzidos em bebedores moderados
guando comparados a ndo bebedores ou a pessoas com um nivel de consumo
excessivo de alcool (Imhof, Froehlich et al., 2001; Albert, Glynn et al., 2003). A
reducdo nos niveis da Proteina C-reativa, segundo Estruch et al. (2004), ocorre com

um consumo de 30g de alcool por dia.
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5. Riscos do consumo de alcool para a saude geral

O abuso crénico de alcool (120 a 1509 de alcool por dia ou consumo acima de 8
drinques) tem sido associado com imunossupressdo e aumento da morbidade e
mortalidade (Nelson e Kolls, 2002). A imunossupressdo gerada pelo consumo
abusivo de &lcool é apontada como fator principal da maior ocorréncia de doencas
infecciosas e a maior propensdo de alcodlatras a infec¢des bacterianas e virais
(Ruiz, Ewig et al., 1999; Romeo, Warnberg, Nova, Diaz, Gomez-Martinez et al.,
2007).

Apesar disto, as condicdes mais frequentes em abusadores de alcool sdo figado
gorduroso, neuropsicoldgicas, sangramento gastrointestinal, neuropatia, deficiéncias
nutricionais e miopatia do esqueleto (Diaz, Montero et al., 2002). Ja hepatites e
pancreatites sdo doencas inflamatorias que constantemente afetam os alcodlatras
(Jerrells, Vidlak et al., 2007). Tais condicdes sao mediadas principalmente pela

funcdo imune.

O Aalcool, um reconhecido fator carcinogénico, € o principal responsavel pela
ocorréncia de cancer de esb6fago, faringe e figado (Rehm, Room et al., 2003).
Pressdo alta, infarto e doencas respiratorias também tém sido fortemente

associadas ao consumo abusivo de bebidas alcodlicas (Hanna, Chou et al., 1997).

6. Beneficios do consumo moderado de alcool

Uma recente revisdo acerca da relacdo do consumo de bebidas alcodlicas com
determinadas doencas aponta para um efeito benéfico do consumo moderado
apenas em relacdo as doencas coronarianas, infarto e poucas evidéncias em

relacdo a prevencao do diabetes (Rehm, Room et al., 2003).

Os beneficios do consumo moderado de alcool tém sido observados
principalmente no que diz respeito a ocorréncia de doencas cardiovasculares, onde
uma curva de risco na forma de U ou J foi observada. Esta curva evidencia que

pessoas que consomem bebidas alcodlicas de maneira moderada estdo em menor
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risco de desenvolverem doencas cardiovasculares do que pessoas que nao bebem
ou que bebem em demasia (Diaz, Montero et al., 2002). Os beneficios do consumo
moderado de &lcool tém sido atribuidos a redu¢do em marcadores inflamatorios da
aterosclerose (Imhof, Froehlich et al., 2001) e a melhora no perfil lipidico de
pacientes que bebem moderadamente, 0 que parece ser importante em pessoas
com perfil de alto risco para a ocorréncia de mortalidade por eventos

cardiovasculares (Gigleux, Gagnon et al., 2006).

Gaziano et al. (1993), em uma investigagcdo com 680 pacientes, observaram um
aumento significativo no niveis de HDL em pacientes que relataram um consumo

moderado de alcool (1 a 3 drinques por dia).

Uma recente metandlise (Corrao, Rubbiati et al., 2000) com 51 estudos, sendo
43 prospectivos, estimou uma reducdo de até 20% no risco de ocorréncia de
doencas cardiovasculares para uma ingestdo diaria de até 20g de alcool puro. A
reducdo no risco foi observada para um consumo de até 72g de &lcool puro por dia.
Em relagcdo a morte subita devido a problemas cardiacos, um estudo prospectivo
(Albert, Manson et al., 1999) com 21.537 homens verificou que aqueles que
consumiam 2 a 4 drinques por semana tiveram um risco reduzido de morte (RR
0.40; 95% CI, 0.22-0.75) e os que consumiam 5 a 6 drinques por semana tiveram
um risco menor ainda (RR 0.21; 95% CI, 0.08-0.56). Em outra metanalise (Di
Castelnuovo, Costanzo et al.,, 2006) que verificou uma curva em formato de J na
relacdo entre o consumo de alcool com mortalidade total, a menor taxa de
mortalidade foi observada com o consumo diério de 6g de alcool puro (RR 0.81;
95% CI,0.80-0.83). Risco reduzido de morte foi observado com um consumo de até
4 drinques por dia em homens. Em mulheres, o consumo de até 2 doses foi

considerado protetor para risco de morte.

Com relagcdo a melhora no sistema imune, Cohen et al. verificaram um risco
reduzido a ocorréncia de infec¢Bes respiratorias em pacientes que consumiam 3 a 4

drinques por semana (Cohen, Tyrrell et al., 1993).
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7. Plausibilidade bioldgica para a relagdo do consumo de alcool com as
doencas periodontais destrutivas

Tendo em vista os recentes achados sobre a dualidade do efeito do alcool sobre
o sistema imunologico (Diaz, Montero et al., 2002) e mediadores inflamatorios
sistémicos (Szabo, Mandrekar et al., 1996), é possivel que as doencas periodontais
destrutivas possam ter uma modulagdo semelhante tendo em vista sua natureza
infecto-inflamatéria. Estudos recentes que avaliaram o efeito do alcool sobre as
periodontites observaram a mesma relagcéo protetora para consumo de alcool leve a
moderado ainda que muitos tenham verificado esta relacdo apenas em analises nao
ajustadas (Tezal, Grossi et al., 2001; Nishida, Tanaka et al., 2004; Shimazaki, Saito
et al., 2005; Kongstad, Hvidtfeldt et al., 2008).

Portanto, € possivel que o consumo moderado de &lcool, com um impacto
positivo no sistema de defesa e uma reducdo nos marcadores inflamatérios
sistémicos, seja responsavel por uma menor ocorréncia ou uma menor progressao
das doencas periodontais destrutivas. Por outro lado, a ingestado de altas doses de
bebidas alcodlicas poderia causar uma reducdo na imunocompeténcia do
hospedeiro e um aumento na secrecdo de mediadores inflamatorios sistémicos,
incorrendo em maior destruicdo dos tecidos de suporte do dente e progressédo da

periodontite.

8. Associacao do alcool com as doencas periodontais em humanos

Os estudos realizados até o presente momento, a maioria de natureza
transversal, apontaram para resultados diferentes sobre a influéncia do alcool nas
periodontites. Tais divergéncias podem estar ocorrendo pela auséncia de uma
definicdo de parametros precisos sobre padrdoes e quantidades referentes a uma
ingestdo moderada de alcool (Kloner e Rezkalla, 2007) ou pela acdo bifasica do
alcool sobre o sistema imune e sobre marcadores inflamatorios sistémicos (Romeo,
Warnberg, Nova, Diaz, Gomez-Martinez et al., 2007; Szabo e Mandrekar, 2009). O

sumario dos estudos que buscaram esta relagdo esta apresentado na Tabela 1.



Tabela 1 — Estudos avaliando a relagcdo do consumo de bebidas alcoolicas com as doencas periodontais.

Autor, Ano, Tipo de

Estudo, Pais

Amostra

Aferigao de alcool

Exame periodontal

Resultados

Observagoes

Suécia

consumo
cL de alcool puro por
dia:
0-1;1.01-2;2.01-
3;3.01-4;4.01-5;>5

consume de alcool

Amaral et al. (2008) N =98 homens Questionarios Completo Pacientes alcodlatras Critério para
Transversal (49 alcodlatras e 49 (AUDIT + CAGE) (6 sitios) apresentaram maior consumo de alcool
Brasil ndo-alcodlatras) SIM/NAO média de NIC e PS do dicotémico
gue ndo-alcodlatras
Kongstad et al. N =1521 adultos Questionario de Completo Relagdo inversa entre Uma curva J foi
(2008) 817 mulheres freqliencia de (6 sitios) consumo total de verificada para
Transversal 704 homens consumo (carta) alcool e NICem mulheres na
Dinamarca Drinques por semana: homens. relacdo entre
H: <1;1-6;7-14;>14 OR0.51e0.31 para consumo de alcool
M: <1;1-5;6-10;>10 ingestao de 21-34 e NIC antes do
drinques e >34 ajuste para
drinques variaveis
respectivamente confundentes
Jansson et al. (2008) N =513 Questionario de Radiografias Perda dssea ndo Nao realizou exame
Longitudinal (20a.) freqliencia de esteve associada ao periodontal
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Nenhuma relagcao

Uso de exame

N =1332 homens

Questionario de

Exame parcial

encontrada entre

periodontal parcial

Okamoto et al.
(2006) freqliencia (CPI)
Longitudinal (4a.) Nao-consumidores dose de consumo de (CPI) para
Japdo <20g/dia alcool e doenca diagndstico
>20g/dia periodontal periodontal
Questionario Exame completo Nao bebedores (OR Nao utiliza tipo de

Bouchard et al.
(2006)
Transversal
Franga

N =2132
1044 homens
1088 mulheres

Nao bebedores
Bebedores ocasionais
Bebedores regulares

(4 sitios)

1.6) e bebedores
regulares (OR 1.4)
apresentaram maior
risco a Pl severa
(>5mm) do que
bebedores ocasionais

bebida na analise

Bebedores leves

Shimazaki et al.
(2005)
Transversal
Japao

N =961
378 homens
583 mulheres

Questionario de
frequéncia (g
alcool/dia)

Nao bebedores (0)
Leves (0.1-14.9)
Moderados (15-29.9)
Severos (>30)

Exame parcial

Bebedores moderados
e severos
apresentaram maior
risco de apresentarem
mais de 35% dos
dentes com PS>4mm
(OR2.7e2.5
respectivamente).
Ndo houve associa¢do
com o NIC

apresentaram
menor risco (NS)
para ter >35% de
dentes com
PS>4mm

Relagdo dose
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Tezal et al. (2004)
Transversal
EUA

N =13198
6007 homens
6716 mulheres

Questionario
(drinques/semana)
Categorias:
5;10;15;20
drinques/semana

Exame parcial
(NHANES I11)

Associacdo linear
direta entre
freqliéncia de
consumo de alcool e
NIC (OR variando de
1.22 a 1.67)

resposta




Nishida et al. (2004)
Transversal
Japao

N =372
290 homens
82 mulheres

Questionario
<33g/dia
>33g/dia

Exame completo

Associacao entre
consumo excessivo de
alcool de doenca
periodontal (PS)
OR 1.98

Bebedores leves
apresentaram
melhor salde

periodontal do que
nao bebedores

Pitiphat et al. (2003)
Longitudinal (4a)
EUA

N =39461 homens

Questionario de
freqUéncia (g/dia)
0; 0.1-4.9;5-14.9;15-
29.9;>30

Periodontite auto-
reportada

Associacao positiva
entre consumo de
alcool e doenga
periodontal em todas
as categorias de
consumo com RR
variando de 1.24 a
1.27

Analise
estratificada para o
tipo de bebida nao

apresentou
diferencas
estatisticas.

Tezal et al. (2001)
Transversal
EUA

N =1371
661 homens
710 mulheres

Questionario
(drinques/semana)
<5e25
<10e 210

Exame completo
(6 sitios)

SS : consumo de mais
de 5 drinques
representou maior
risco a doenca (OR
1.65)

NIC : consumo maior
que 5 drinques (OR
1.36) e maior que 10
drinques (OR 1.44)

Sujeitos no grupo
de bebedores leves
apresentaram
maior grau de
saude periodontal
em relagdo ao NIC

Shizukuishi et al.
(1998)
Transversal
Japao

N =310
252 homens
58 mulheres

Questionario
(Quantidade em
gramas de alcool

consumida por dia)

Exame parcial (CPI)

Consumo acima de
60g por dia esteve
associado a pior salde
periodontal (OR 3.2)

Uso de exame
periodontal parcial
(CPI) para
diagndstico
periodontal
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Sakki et al. (1995)
Transversal
Finlandia

N =527

Questionario
(drinques/2 semanas)
Abstémios
<7
>7

Exame parcial em 4
sitios por dente
(somente a PS foi
avaliada — analise por
percentual de sitios
com PS>3mm)

Pessoas que bebiam
até 7 drinques em 2
semanas
apresentaram um OR
1.76 para ocorréncia
de bolsas >3mm.
Pessoas que bebiam
mais do que 7
drinques em 2
semanas
apresentaram um OR
2.52 para ocorréncia
de bolsas >3mm.

N&o verificaram
NIC

Legenda :

H : Homens

M: Mulheres
OR: Odds Ratio

CPI: Community Periodontal Index

SS: Sangramento a sondagem

NIC: Nivel de insercao clinica

25



26

9. Associacao do alcool com as doencas periodontais : estudos em modelo
animal

Modelos em animal tém sido recentemente utilizados para o estabelecimento da
relacdo do alcool com as doencas periodontais destrutivas. Apenas quatro estudos,
todos realizados em ratos Wistar, investigaram o efeito do alcool sobre a perda
0ssea alveolar induzida por meio de ligaduras. Em um destes estudos (Irie, Tomofuiji
et al., 2008), a administracdo de a&lcool ocorreu através de uma dieta
exclusivamente liquida, onde a quantidade de etanol representava 36% do valor
calorico total da solucdo. Nos demais estudos (Souza, Ricardo et al., 2006; De
Souza e Rocha, 2009; Souza, Ricardo et al., 2009), foi realizada a administracao do
alcool como parte da dieta liquida em concentracdes que variaram de 10% a 30%
associada com racdo para ratos.Em todas as concentracbes administradas nos
experimentos,observou-se uma maior perda 0ssea para os ratos do grupo teste
comparados aos seus respectivos controles. A concentracdo do alcool presente na
dieta tem sido utilizada como um meio de comparacao do possivel efeito de dose
resposta na perda éssea alveolar em ratos Wistar. No entanto,dois estudos (lIrie,
Tomofuji et al., 2008; De Souza e Rocha, 2009) utilizaram uma metodologia distinta,
definindo a quantidade de alcool através do seu percentual caldrico em relagdo ao

total de calorias da solucédo administrada.

Souza et al. (2006) utilizaram 63 ratos machos divididos em sete grupos. Os
ratos receberam dieta liquida contendo etanol (Lieber e Decarli, 1974) em
concentracbes de 10%, 20% e 30% de acordo com O grupo a que pertenciam.
Grupos controles foram estabelecidos através de uma dieta com a mesma
guantidade de calorias, mas sem a presenca de etanol, fornecidas aos ratos do
grupo teste nas respectivas concentracdes. Foi estabelecido um grupo controle em
gue foi fornecido apenas racdo e agua. As mensuracfes de perda Ossea foram
feitas através de medidas lineares em radiografias digitais tomadas dos espécimes.
Apés 8 semanas de estudo e de inducdo de doenca periodontal através de
ligaduras, os autores observaram que o0s ratos que haviam recebido uma dieta

liquida contendo etanol apresentaram uma maior perda O6ssea, sendo esta
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estatisticamente significante, em relacdo aos seus respectivos grupos controles.
Entretanto, apesar de diversas concentracdes de alcool terem sido administradas,
nao foi observada uma relagéo de dose-resposta.

Irie et al. (2008) realizaram uma investigacdo em 26 ratos Wistar machos
divididos em 4 grupos. Para 2 grupos, foi administrada uma dieta liquida contendo
etanol (Lieber e Decarli, 1974) numa concentracdo de 36% do valor caldrico total da
solucéo, os dois outros grupos receberam uma dieta isocal6rica sem a presenca de
etanol. A doenca periodontal foi induzida em um grupo por meio de ligaduras na
guarta semana de estudo em um grupo que recebia etanol como parte da dieta e
em um dos grupos controle. Ao final da oitava semana do estudo os ratos foram
mortos. A analise histométrica da juncdo amelocementéaria a crista 0ssea verificou
uma maior perda 0ssea para 0s grupos teste (etanol) em relagdo aos respectivos
controles. Contudo, esta maior perda 6ssea foi somente estatisticamente

significante quando comparados os dentes que ndo haiam recebido ligaduras.

Souza et al. (2009) realizaram um novo estudo em ratos Wistar fémeas onde
foram avaliados os efeitos de concentracdes de alcool de 10% e 20% administradas
sob forma de dieta liquida associada a racdo para ratos.Foram utilizadas 36 ratas
divididas em trés grupos que recebiam diariamente dieta liquida contendo agua
(grupo controle), alcool 10% ou &lcool em uma concentracdo de 20%.A inducdo de
doenca periodontal por meio de ligaduras foi realizada apenas na quarta semana de
andamento do experimento em apenas metade dos ratos de cada
grupo,permanecendo os demais como controles intra-grupo.Ao final da oitava
semana, os ratos foram mortos e a analise morfométrica realizada através de
mensuracdes lineares.Os resultados mostraram que, nos ratos em que nao foi
realizada a colocacao de ligaduras para inducédo de doenca periodontal, ndo houve
diferenca entre os grupos teste e o grupo controle.Entretanto, quando a doenca
periodontal foi induzida através de ligaduras,para os ratos que receberam uma dieta
contendo etanol 20%, foi observada uma maior perda Ossea, sendo esta
estatisticamente significante,em relacdo aos ratos que receberam etanol 10% e
ratos do grupo controle.Entretanto, neste estudo foi observada uma relagao de dose
resposta entre consumo de alcool e perda 6ssea jA que 0s ratos que receberam
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dieta contendo etanol 10% apresentaram maior perda 6ssea,ndo estatisticamente

significante, em relagéo ao grupo controle.

No mais recente estudo,realizado por Souza et al. (2009),36 ratos Wistar
machos foram divididos igualitariamente em 4 grupos. Um grupo teste recebeu uma
dieta liquida contendo etanol representando 22% do valor caldrico total da solugao —
0 que representou uma concentracdo de alcool de aproximadamente 10%.Um
respectivo grupo controle recebeu uma dieta com o valor calérico do etanol trocado
por carboidratos.Um segundo grupo teste recebeu uma dieta em que o alcool
representava 36% do valor calorico total da solucdo — o0 que representou uma
concentracdo de alcool de aproximadamente 20%.De maneira semelhante,um
respectivo grupo controle recebeu uma dieta com carboidratos substituindo as
calorias do alcool.A inducdo de doenca periodontal foi realizada por meio de
ligaduras sendo que os dentes contra-laterais permaneceram como controles intra-
grupo.Ao final da oitava semana os ratos foram mortos e a analise morfométrica
linear realizada.Nos dentes que nao receberam ligadura, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes, em relacdo a perda 6ssea,dos grupos
teste em comparagdo com seus respectivos controles.Entretanto, quando
comparados os dentes que receberam ligaduras,o grupo teste que recebeu etanol
em menores calorias (representando 22% do valor caldrico total da solugéo)
apresentou uma maior perda 6ssea, sendo esta estatisticamente significante,em
relacdo ao seus respectivo controle.Surpreendentemente, tal fato néo foi observado
guando comparados o grupo teste que recebeu alcool representando 36% do valor

calorico total da solucdo em comparacdo ao seu respectivo controle.

Até o presente momento, ndo existem na literatura estudos em modelo animal
gue procuraram avaliar o efeito de concentracdes mais brandas de alcool na perda

6ssea alveolar.
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9.1 Métodos de administracdo de alcool em ratos

As caracteristicas de dependéncia e tolerancia ao alcool em ratos sdo similares
aquelas observadas em humanos tornando-os um modelo interessante para
estudos com tal finalidade (Tabakoff e Hoffman, 2000). Diversas formas de
administracdo do &lcool tém sido propostas na literatura sendo que cada uma delas
tem interferéncias sistémicas distintas. Os dois primeiros métodos aqui descritos
foram concebidos como modelos para desenvolvimento de doencas alcodlicas no

figado.

Lieber et al. (1974) propuseram um meétodo de alimentacdo com a presenca de
alcool misturado a uma dieta liquida de altas calorias e uma dieta controle com a
substituicdo das calorias derivadas do alcool por carboidratos (maltodextrina). Em
ambas as dietas, 0os autores observaram patologias geradas no figado (esteatose e
inflamacgé&o). Este modelo tem sido utilizado nos estudos (Souza, Ricardo et al.,
2006; Irie, Tomofuji et al., 2008) da relagcdo do &lcool com as doengas periodontais
por ser capaz de evitar deficiéncias nutricionais decorrentes da administracao de
elevadas doses de élcool.

O modelo intragastrico de administracdo de alcool proposto por French et al.
(1986) € capaz de gerar maiores danos ao figado através de uma administracao
continua de élcool associado a uma dieta de baixas calorias. Neste modelo, o
aumento do dano gerado no figado (esteatose hepatica e necroinflamacao) é

possivel através do aumento da quantidade de calorias da dieta.

Por fim, o modelo proposto por Coleman et al. (2008) é capaz de mimetizar o
consumo humano cronico de alcool sem a ocorréncia de doengas no figado. Este
meétodo, mais pratico que os anteriormente descritos, envolve a administracdo de
uma dieta composta pela racéo para ratos e a presenca do alcool diluido em agua

potavel.
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9.2 Métodos de avaliagdo da perda 6ssea alveolar em modelo animal

O modelo de doenga periodontal induzida em ratos tem sido usado para a
determinacao de possiveis fatores de risco que interfiram no curso da doenca (Susin
e Rosing, 2003; Cavagni, Soletti et al., 2005; Souza, Ricardo et al., 2006; Verzeletti,
Gaio et al., 2007; Soletti, Gaio et al., 2009). As questdes éticas e as dificuldades em
relagdo a natureza multifatorial das doencas periodontais em humanos fazem com
gue o modelo de doenca em ratos torne-se atrativo para o estudo dos efeitos do
alcool nas periodontites (Tabakoff e Hoffman, 2000). Os meios de afericdo
morfométrico e histométrico tém sido usados para quantificar a perda 0ssea alveolar
em ratos Wistar (Dumitrescu, Abd-El-Aleem et al., 2004; Kuhr, Popa-Wagner et al.,
2004; Cavagni, Soletti et al., 2005).

O método morfométrico tem sido aferido a partir de fotografias digitais tomadas
dos espécimes (Cavagni, Soletti et al., 2005) e radiografias digitais (Kesavalu,
Sathishkumar et al., 2007). Recentemente, o0 método de tomografia
computadorizada tem sido empregado para a mesma finalidade (Park, Abramson et
al., 2007). Além disso, dentro do mesmo método de avaliagdo, os estudos tém
empregado medidas lineares da juncdo amelocementaria a crista 0ssea ou da area
total de perda d&ssea alveolar. Kuhr et al. (2004) compararam o0s métodos
morfométrico de medidas lineares e de area total de perda éssea alveolar em ratos
Wistar durante um periodo de 15, 30 e 60 dias. Os autores concluiram que, num
periodo inferior a 15 dias, onde as discrepancias na perda 6ssea alveolar entre os
grupos sao menores, ambos 0os métodos de avaliacdo sao eficazes. Contudo, num
periodo de 60 dias, quando as diferengas entre os grupos foram maiores, 0 método
de mensuracdo de é&rea de perda Ossea alveolar foi mais fidedigno n&o
apresentando diferencas estatisticas entre 0os grupos de comparag¢ao ao passo que

0 método linear detectou diferencas estatisticas entre 0s grupos.

Em relacdo as diferentes metodologias empregadas, alguns autores (Kuhr,
Popa-Wagner et al.,, 2004; Fernandes, Gaio et al.,, 2007; Li e Amar, 2007; Fine,
Schreiner et al.,, 2009) tém realizado analises comparativas entre os métodos

existentes (morfométrico, histométrico e tomogréafico) e ndo tém encontrado
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diferencas estatisticamente significantes entre os métodos de afericdo de perda
ossea. Contudo, a diversidade nos meétodos de afericdo de perda 6ssea atualmente
empregados gera um Vviés ao passo que ndo permite uma comparacao direta entre

estudos com 0 mesmo propasito investigativo.
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10. Objetivos

A presente dissertacdo, através de seus dois manuscritos intitulados “Low-
dose alcohol intake may inhibit alveolar bone loss in Wistar rats” e “Comparison of
two methods for alveolar bone loss measurement in an experimental periodontal

disease model in rats” tem como objetivos:

-Avaliar o efeito do etanol 5% na perda 0ssea alveolar em ratos Wistar;

-Realizar uma comparacdo entre dois métodos de mensuracdo morfométrica da
perda Ossea alveolar por meio de fotografias de maxillas processadas de ratos
Wistar e propor uma férmula para estimativa de perda 6ssea de area através de

medidas lineares unicamente.
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ABSTRACT

Recent studies that associated alcohol consumption and periodontal disease, both in humans
and animals,have led to divergent results.Since medical literature reported some benefits of
moderate alcohol consumption in immune system and on the reduction of inflammatory
systemic markers and no studies in animals have dealt with this issue, the aim of the present
study was to evaluate the influence of ethanol in low concentration (5%) in periodontal
disease induced in Wistar rats.Thirty rats were equally randomized into Test and Control
groups. Test group received a liquid diet containing ethanol 5% (vol/.vol.) and rat
chow.Control group received only tap water as the liquid diet and the same rat chow.In both
groups,diet was delivered ad libtum.Periodontitis was induced prior to the beginning of the
study by means of ligatures placed around second upper right molar. The contra-lateral teeth
remained as intra-group control.At the end of the ninety week, the animals were killed and
morphometric analysis of alveolar bone loss was performed by a blind examiner.Animals
receiving ethanol 5% presented less (statistical significant) alveolar bone loss in unligated
teeth when compared to Control group (0.32+0.07 and 0.37%0.07 respectively;p=0.04).In
ligated teeth,despite the fact that rats receiving ethanol 5% presented less alveolar bone loss,
no statistical difference was observed between Test and Control groups (0.78+0.14 and
0.84+0.18 respectively;p=0.14).The results of this study lead to the conclusion that alcohol in

low concentrations may inhibit alveolar bone loss in Wistar rats.

Keywords : alveolar bone loss,periodontitis,alcohol drinking,animal model
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INTRODUCTION

Recently, the association between alcohol consumption and periodontal breakdown
has been suggested by cross-sectional [1-11] and longitudinal investigations [4, 12, 13].The
majority of studies in humans have associated alcohol consumption with worse periodontal
parameters like deeper probing depths [1, 2, 6-9], higher clinical attachment loss [1, 2, 10,
11], increased bleeding on probing [10] and self-reported periodontitis [13]. However, two
longitudinal studies [4, 12] did not demonstrate any association and one study [5] observed
an inverse relationship between total alcohol consumption and clinical attachment level in
humans. Interestingly, Bouchard et al. [3] concluded that non-drinkers and regular drinkers
were at a higher risk for severe attachment loss than occasional drinkers (OR1.6; CI 1.2 —

2.1and OR1.4; CI 1.1 - 1.8, respectively).

To the best of our knowledge, four investigations in animals have evaluated the
relationship between ethanol consumption and periodontal disease. Metodologies among
alcohol administration vary between them as long as two studies [14, 15] utilized absolute
concentration of ethanol in the liquid diet and two investigations [16, 17] refers
concentrations of alcohol based in total caloric value of solution. Irie et al. [17] utilized 26
Wistar rats that were randomly divided into 4 groups. Two groups were fed with a liquid diet
containing ethanol at a 36% of total caloric value, and 2 groups were fed by a pair-fed control
diet. In one of each dietary group, alveolar bone loss was induced by ligature. The other
group remained as control. Histological analysis revealed that the distance between the
cemento-enamel junction to the alveolar bone crest and the distance between the cemento-
enamel junction and the most apical portion of the junctional epithelium were greater in the
Ethanol group than in the Control group. However, ethanol did not affect ligature-induced

bone resorption or apical migration of the junctional epithelium. Souza et al. [15] utilized 63



37

Wistar rats divided into seven groups that were fed with alcohol containing liquid diet and rat
chow. Absolute concentrations of alcohol were at 10%, 20% and 30% with respective dietary
control groups. In this investigation, alcohol consumption was associated with higher
statistically significant alveolar bone loss in groups that consumed ethanol as a part of dietary
intake but no association between dose-respose was observed. A similar study [14] was
conducted in 36 adult female Wistar rats with absolute alcohol concentrations of 10% and
20% . Ligatures were placed after 4 weeks of study and remained until the eight week.
Morphometric analysis revealed significant higher alveolar bone destruction in the rats
receiving 20% ethanol in ligated teeth when compared to control group and rats that received
10% ethanol.No statistical difference was observed among three groups in unligated teeth and
between rats receiving 10% ethanol and control group.In this investigation,administration of
ethanol increased alveolar bone loss in a dose-dependent manner. The same authors [16]
conducted another study in 36 male Wistar rats divided into four groups. Two groups received
ethanol in a liquid diet representing 22% of total caloric value (low caloric value of ethanol)
and 36% of total caloric value (high caloric value of ethanol) respectively. Two groups
remained as dietary respective control groups.Morphometric analysis revealed a statistical
greater alveolar bone loss in ligated teeth in rats receiving ethanol 22% of total caloric value
and respective control group. No statistical differences was observed between rats receiving
ethanol 36% of total caloric value and respective control group and in unligated teeth of all

groups.

Medical reports about the relationship between alcohol intake and some systemic
diseases have given particular attention on the U- or J-shaped curve which suggests that light
to moderate drinking produces a protective effect improving immune system [18]. It has also

been reported that moderate consumption of alcohol can reduce risk of hypertension [19, 20],
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coronary heart disease [21] and levels of systemic inflammatory markers [22]. An in vitro
study reported the benefit of moderate beer intake to its ability to interfere with pro-
inflammatory cytokine cascades [23]. Moreover, Mandrekar et al. [24] have suggested that
light drinking (2ml vodka/kg body weight) has dual anti-inflammatory effects that involve

augmentation of IL-10 and attenuation of monocyte inflammatory responses.

Based on the contradiction of the results presented in the literature and different
methodologies applied on these studies, the influence of alcohol in periodontal disease
remains unclear. Our hypothesis is that light consumption of alcohol may be able to modulate
periodontal host inflammatory response. The aim of the present study was to evaluate the

effect of 5% ethanol (absolute concentration) on alveolar bone loss in Wistar rats.

MATERIAL AND METHODS

Experimental Animals

Thirty male Wistar rats with age ranging between 45 and 60 days were used in the
present study. The experimental period was 9 weeks. Five rats were housed in each cage at a
temperature varying from 18°C to 20°C and a 12 hours light and dark cycle. The
experimental protocol was approved by the Ethical Committee of the Federal University of

Rio Grande do Sul, Brazil.
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Sample Size Calculations

Sample size estimates were calculated based on data of a previous study[17]. A
difference in 0.2mm in alveolar bone loss was expected as significant in teeth with ligature.
Considering alpha and a beta errors of 0.05 and 0.20 respectively, a minimum number of nine
animals per group was considered necessary. For a beta error of 0.10, a minimum number of

14 animals per group were required.

Experimental Groups and Procedures

Animals were randomly assigned, stratified by weight, by means of draw, into two
groups. The control group (n=15) was fed with a standard laboratory rat chow and tap water
ad libitum for 9 weeks. The test group (n=15) received the same standard diet but the water
was replaced with 5% ethyl alcohol (Vetec®, Rio de Janeiro, Brazil) ad libitum throughout

the experiment.

Both in test and control animals, alveolar bone loss was induced prior to the
beginning of the study by placement of cotton ligatures (Ethicon, Johnson & Johnson, Séo
Paulo, Brazil) around the maxillary right second molars under intra-peritoneal anesthesia with
solution of 5% ketamine (Cetamin®, Ritobifarma, S&o Paulo, Brazil) and 2% xilazine
(Dopaser®, Calier, Barcelona, Spain). The contra-lateral tooth remained as intra-group

control [25-27]. Animals were sacrified 9 weeks after ligature placement by CO,.
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The liquid and solid intake consumption was monitored during the study. Body
weight of the animals was measured weekly, as well as the presence of the ligatures, that

were verified in the same period. No ligatures were lost.

Morphometrical Registration of Bone Destruction

Following sacrifice, the right and left segments of the maxillae were defleshed in
sodium hypochlorite with 8.5% active chlorine (Mazzarollo, Gravatai, Brazil) for 5 hours.
After rinsing, the specimens were stained during 1 minute in methylene blue 1% (Quinta

Esséncia,Porto Alegre, Brazil) to delineate the cemento-enamel junction [28].

Standardized digital pictures were taken from the buccal and palatal aspects of each
specimen using a Nikon D100 (Nikon®, Ayuthaia, Thailand) camera coupled in a tripod with
medical lenses and minimal focal distance. Each specimen was placed with the occlusal
surface parallel to the floor. Linear measurements were performed by means of an image
analysis computer software (Image Tool 3.0, UTHSCSA, San Antonio, USA). Periodontal
bone loss was defined as the distance between the cemento-enamel junction and the alveolar
bone crest. Buccal and palatal measurements were made at five points and a mean of these

values was considered as the bone loss.

The examiner was unaware of the group distribution as well as of the ligature
presence or absence. Measurements were converted into millimeters, utilizing a precision

ruler as reference in the picture.
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Reproducibility

To perform periodontal bone loss measurements, the examiner was previously trained
and calibrated. Double measurements of 20 specimens with one-week interval were made.
Intra-class correlation coefficient was obtained between the 2 measurements and revealed a

very high correlation (ICC=0.98).

Statistical Analysis

The rat was considered the unit of analysis in this study. Comparison of mean body
weight and dietary intake between groups was performed by independent T-test. Mean values
of alveolar bone loss were obtained for buccal and palatal aspects separately. The intergroup
means comparisons were assessed by independent T-test Intragroup means were compared by

paired-sample T-test. The level of significance was set at 5%.

RESULTS

All animals completed the experimental protocol. The body weight throughout the
experiment is shown in Figure 1. No statistically significant differences were observed in

mean body weight between test and control groups throughout the study.

Mean solid consumption (rat/day) was 18,85¢g for test group and 21,82g for control
group. Liquid ingestion (rat/day) for test (ethanol 5%) and control (tap water) groups was
30,7ml and 31,58ml respectively. No statistically significant differences were observed

among groups in liquid and solid intake.
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The main outcome of the study is given in Table 1. After 9 weeks, mean alveolar
bone loss in teeth without ligature was of 0.32+£0.07 and 0.37+0.07 mm for test and control
groups respectively. The rats in Test group presented statistically significant lower mean
alveolar bone loss than controls in teeth without ligature (p=0.04). When the analysis was
made separating buccal and palatal aspects, rats in the test group presented less alveolar bone
loss than controls in buccal area (p=0.01), however no statistically significant difference was
observed palatally (p=0.15). In teeth with ligature, mean alveolar bone loss was of 0.78+0.14
for test group and 0.84+0.18 mm for control group. No statistically significant differences
were observed among groups in teeth with ligature (p=0.14). The post-hoc analysis separating
buccal and palatal aspects showed no statistically significant difference between test and

control groups neither in buccal (p=0.13) nor in palatal areas (p=0.47).

DISCUSSION

The present study evaluated the effect of low concentration of ethanol (5%) on the
pathogenesis of alveolar bone loss in an experimental periodontitis model in Wistar rats. Our
results showed that rats drinking ethanol in low concentration presented less alveolar bone
loss in teeth without ligature as compared to controls. In teeth with ligatures, despite the fact
that Test group presented less alveolar bone loss than controls no statistically significant

differences were observed between groups.

The study of pathogenesis of periodontal breakdown, in order to understand the
possible biological mechanisms involved, requires animal studies. Wistar rats have been
extensively used in these kind of studies and the placement of ligatures leads to breakdown,

since bacteria adhere to it [29]. The present study used all possible mechanisms to avoid bias
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(randomization, blindness, calibration), thus increasing the validity of the results. Also, male
rats were chosen in order not to have major hormonal influence. Additionally, intragroup
analysis revealed that ligature-induced periodontal bone loss is a suitable experimental model
since teeth with ligature presented more alveolar bone loss than teeth without ligature

(paired-sample T-test; p<0.01).

The present study administered low concentrations of alcohol for the animals since no
studies had tested the hypothesis of these concentrations influencing periodontal breakdown.
Despite some studies have demonstrated alcohol concentrations in percentage of total caloric
value of the solution, only concentrations of 10% to 30% have been previously tested. Higher
concentration of alcohol demonstrated to increase progression of periodontal bone loss in
animals [15, 17]. The results of our study demonstrated less bone loss in teeth without
ligatures in the test group. Some cross-sectional studies in humans also observed a protective
effect against clinical attachment loss in light to moderate alcohol drinkers compared to non-
drinkers and heavy drinkers [3, 5, 10]. Despite the lack of consensus in defining the light or
moderate consumption of alcohol which has led to difficulties in comparing results in
previous studies, it seems that small amounts of alcohol consumption may exert a protective
effect on alveolar bone loss. This condition may be influenced by several factors like patterns
of drinking (chronic or acute), amount (moderate or excessive), the body organ or system and

type of alcohol consumed and by age and gender [30].

There are some plausible pathways by which small amounts of alcohol may have
influence on alveolar bone loss. Dental biofilm is recognized as the primary etiology in
pathogenesis of periodontal disease, but tissue breakdown involves the inflammatory host
response [31]. Moderate alcohol intake reduces monocyte production of circulating pro-

inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1, IL-6 [32] and was associated with lower levels
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of C-reactive protein in a multi-center cross-sectional study [22]. In a recent review of the
literature, Diaz et al. [18] assumed that moderate alcohol consumption seems to have a better
impact on the immune system than excessive or absence of consumption. Despite of the anti-
inflammatory effect of small amounts of alcohol intake and the benefits on host immune-
competence, the eventual antimicrobial effect in dental plaque could explain the better

periodontal status observed in light drinkers [5].

The characteristics of alcohol dependence and tolerance in mice and rats are similar to
those exhibited by humans [33]. A previous studie [17] in Wistar rats utilized alcohol
delivered in a liquid diet as the sole source of nutrition. This model was proposed by Lieber
et al. [34] and can be useful when high concentrations of alcohol are being studied since lack
of nutrients can be prevented. However, it can be considered that this method differs from the
normal pattern of alcohol intake in humans since hepatic damage are commonly
observed[33]. Most part of investigations delivered alcohol in a liquid diet associated with
rat chow in a model proposed by Coleman et al. [35]. In the present study, as alcohol was
delivered in low concentration, animals in the test group were fed with a standard laboratory
chow and a 5% (vol./vol.) ethyl alcohol. There was no difference in patterns of diet
consumption between test and control groups regarding mean body weight measurements.
We can then assume that this method of diet delivery seems not to affect nutrition when low

concentrations of alcohol are being studied.

One intriguing finding of our study is the fact that the difference was only observed in
teeth without ligatures. Interestingly, a previous study [17] that administered ethanol 36% of
total caloric value observed higher and statistical alveolar bone loss only in unligated teeth. It
has been demonstrated that some degree of alveolar bone loss occurs throughout time even

without the presence of a retentive area such as ligatures [29]. A possible explanation is that
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the presence of the ligature represents an excessive challenge, masking subtle effects in host
response. However, the interpretation of the findings should be made with caution. In one
hand, we could interpret that in teeth with ligatures, there is no effect of low-dose alcohol
consumption and in other, that this regime could protect spontaneous bone loss in Wistar rats.
Additionally, other possible negative effects of alcohol consumption should not be
disregarded. However, the present study focuses in the understanding of alveolar bone
destruction. One should keep clear that in any matter alcohol consumption should be
recommended for prevention of alveolar bone loss. However, human longitudinal studies are
warranted to better elucidate the findings. Low-dose alcohol consumption has been
recommended for other purposes [36, 37] and we could understand if these benefits would
also apply for periodontal breakdown. The results of the present study, taking into
consideration its methods and limitations, leads to the conclusion that low-dose alcohol

intake may inhibit alveolar bone loss in Wistar rats.
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Figure 1. Mean body weight between control and test groups throughout
experiment.
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Table 1: Mean of alveolar bone loss (mmSD) in sites with and without ligature according to

the experimental group.

Without Ligature
Group
Buccal Palatal Teeth
Control 0.32+0.07 0.41+0.06 0.37£0.07
Alcohol 0.26+0.03 0.38+0.07 0.32%0.07
p* 0.01** 0.15 0.04**

With Ligature

Buccal Palatal Teeth
0.90+0.13 0.78+0.21 0.8410.18
0.82+0.15 0.73+0.14 0.7810.14

0.13 0.47 0.14

*Independent T-test

**Statistical difference between groups
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ABSTRACT

There is a plenty of studies in the literature that evaluated some possible risk factors
to periodontal diseases in animals.Most of them have focused only about biological
aspects of disease occurrence and there is a current difficult to compare studies with
the same thematic but different methodological aspects.The aim of the present study
was to compare to different methods,linear and area,to evaluate alveolar bone loss
morphometrically.Sixty hemi-maxillae defleshed and stained with methylene blue 1%
to enhance cemmento-enamel junction and alveolar bone crest were obtained from a
previous study that induced periodontal disease by means of ligatures in two groups
of fifteen Wistar rats durind 9 weeks.Ligatures were placed around the right upper
second molars and the contra-lateral teeth remained as intra-group control.Digital
photographs were taken from the specimens and submitted to a single calibrated
and blind examiner that performed the evaluation of alveolar bone loss by linear and
area morphometric methods.Mean values of linear and area measurements were
obtained from each side — buccal and palatal - of specimens.The degree of
association between two methods performed to evaluate bone loss was obtained by
Pearson’s Correlation Test.An almost perfect association (0.98) were obtained
between linear and area evaluations.A mathematic formula was created to estimate
total area of alveolar bone loss only from linear mean measurements.Both methods
were suitable in detecting bone level alterations.

Descriptors : alveolar bone loss, periodontitis, animal model, methods
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INTRODUCTION

Periodontitis is defined as a chronic inflammatory disease affecting tooth
supporting tissues which involves bacteria as the primary etiologic factor and
culminating in the destruction of the dental attachment apparatus. Host defense,
genetic and environmental factors are responsible for different periodontal conditions
that can be observed in humans(l). Sometimes, identification of these modifying
factors in humans is limited by confounding variables or ethical considerations (2). In
rats, different models to induce periodontal disease have been proposed (3) and its’
similarity with humans makes them an attractive model to study the pathogenesis of
periodontitis(4).

Regarding methodological issues in the study of induced periodontal disease
in rats, comparisons between investigations turns up to be almost impossible since
different methods for periodontal disease induction, evaluation of alveolar bone loss
and duration of studies have been applied. Recent studies have induced periodontal
disease in rats by means of ligatures(4-8), LPS injection(9) and infection with
periodontopathogenic bacteria(10, 11). Considering the experimental period, Kuhr et
al. (12) have concluded that bone loss after placement of ligatures occurs mainly in
the first 15 days and recommends this model with short observation periods. Susin &
Rosing (8) observed no differences between analyses performed after 29, 43 or 57
days. Thus, they have suggested that periods shorter than 29 days in induced-
periodontal disease observations should be considered. Otherwise,regarding
particularly studies involving the influence of alcohol on bone loss, periods shorter
than eight weeks are not recommended since a previous study observed a positive
effect of ethanol on bone metabolism only after this period of time (13).

Different methods for measuring alveolar bone loss have also been proposed
in the literature. Li et al. (14) have observed no differences in the accuracy of
morphometric, histometric and microcomputed tomographic analyses for quantifying
alveolar bone loss. Fernandes et al. (4) compared histometric and morphometric

(linear) methods and concluded that both are capable of detecting differences in
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bone height in rats. Kuhr et al. (12) have proposed a comparison between linear and
area methods for evaluating alveolar bone loss morphometrically. They have
measured areas in teeth with ligatures and their adjacent. When long periods of time
were used, the area and linear measurements did not correlate as well. The authors
then concluded that the linear method should only be used when slight differences in
bone loss exist between experimental groups. Recently, Fine et al. (15) have
proposed a direct visual method for evaluating alveolar bone loss. Linear and area

measurements were compared without differences detected.

Considering that the literature still does not support a pattern of induced-
periodontitis evaluation, the aim of the present study was to compare two methods
for measurement of alveolar bone loss in pictures taken from defleshed maxillae of
Wistar rats, trying to propose an estimation of area measurements by means of the
linear data.

MATERIAL AND METHODS
Specimen Preparation

Sixty hemimaxillae defleshed and stained with methylene blue 1% were
obtained from a previous study that induced alveolar bone loss by ligatures in two
groups of fifteen Wistar rats during 9 weeks were used in the present study.
Ligatures were placed around the right second maxillary molars and the contra
lateral side remained as intra-group controls. Thus, the present study comprised 60
specimens (30 with and 30 without the presence of ligatures. Groups 1 and 2
represent exposure or not to alcohol intake.

A digital camera (Nikon D100®, Ayuthaia, Thailand) coupled in a tripod with
medical lenses and minimal focal distance was used to take standardized pictures
from the buccal and palatal aspects of each specimen. A millimeter ruler was
photographed together with all specimens to validate measurement conversions.
The examiner was unaware of the group distribution as well as of the ligature

presence or absence. Alveolar bone loss was estimated using two different
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measurement methods (linear and area) with an image analysis computer software
(Image Tool 3.0, UTHSCSA, San Antonio, USA).

Linear Measurement of Alveolar Bone Loss

Five linear measurements (in mm) were made from the cemento-enamel
junction to the alveolar bone crest in each specimen (buccaly and palataly).
Periodontal bone loss was defined as the mean of ten measurements performed in

buccal and palatal aspects. Figure 1 illustrates the linear measurements.

Area measurement of Alveolar Bone Loss

The area of alveolar bone loss was determined from the cemento-enamel
junction to the alveolar bone crest limited by the distal aspect of the distal root and
the mesial aspect of the mesial root. Area was defined as mean measurements of

buccal and palatal aspects. Figure 2 illustrates the area measurements.

Reproducibility

Before performing alveolar bone loss measurements, the examiner was
trained and calibrated. Double-measurements of 20 specimens were performed with
the interval of one week. A very high correlation was obtained between the 2
measurements verified by intra-class correlation coefficient (ICC=0.98).

Statistical Analysis

In groups 1 and 2, linear alveolar bone loss were obtained as the mean of ten
measurements performed in buccal and palatal aspects. Total area bone loss was
measured in buccal and palatal aspects and a mean of the two observations was

calculated. The degree of association between the two methods utilized for
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measuring alveolar bone loss and its relationship was calculated by Pearson’s

Correlation Test. The alpha level was set at .05.

RESULTS

Descriptive results obtained from morphometric measurements of mean

alveolar bone loss in groups 1 and 2 (linear and area) are shown in Table 1.

Mean linear measurements of alveolar bone loss are expressed in mm. In
teeth without ligature, alveolar bone loss was 0.37+0.07 and 0.32+0.07 for groups 1
and 2, respectively. In teeth with induced-periodontal breakdown, groups 1 and 2

exhibited alveolar bone loss of 0.84+0.18 and 0.78+0.14 respectively.

Mean area measurements of alveolar bone loss are expressed in mm?. In
teeth without ligatures, groups 1 and 2 presented an area alveolar bone loss of
0.70%0.15 and 0.61+0.16 respectively. In teeth with ligatures, alveolar bone loss was
of 1.50+0.33 for group 1 and 1.37+0.27 for group 2.

Pearson’s Correlation Coefficient between linear and area measurements are
shown in Figure 3. A correlation of 0.98 (p<0.001) was verified, which means an

almost perfect correlation between the two methods of analyzing alveolar bone loss.

A mathematic formula for estimating the area of alveolar bone loss taking only
linear measurements was created and is: A=0.25 + (L x 1.6), where A means

Estimation of area and L means linear measurement.

DISCUSSION

The present article evaluated two different methods for measuring alveolar
bone loss morphometrically. Linear and area measurements were performed in
standardized digital pictures taken from defleshed maxillae (buccally and palatally).
Person’s correlation evidenced a strong correlation between the two methods.

Recently, animal studies have been extensively used for evaluating the

impact of eventual risk factors influencing periodontal disease (5, 8, 16, 17). They
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mainly concern studying the biological plausibility of the events. Nevertheless, very
few of them have focused on methodological aspects that can influence the results.
Some authors have conducted discussions concerning an accurate and easy
method for evaluating alveolar bone loss (4, 12, 14, 15). Park et al. (11) have
suggested Micro-Computed Tomographic for assessment of alveolar bone loss
because of the significant agreement between examiners, reliability and
reproducibility (ICC>0.99). On the other hand, Li et al. (14) have compared
techniques of Micro-Computed Tomographic with morphometric and histometric
measurements for assessment of alveolar bone loss and revealed accuracy in all

three methods.

In the present study, we compared different morphometric methods for
evaluating alveolar bone loss. The present findings are in disagreement with a
previous similar study (12). Kuhr et al. (12) perceived differences between linear and
area methods when evaluating alveolar bone loss in second molars and adjacent
teeth in the longest period (60 days) of evalutaion. The study concluded that area
method can better assess bone loss when higher discrepancies are present between
groups. In our investigation, both methods were capable of detecting bone loss
changes even in a similar period evaluation (63 days). Moreover, morphometric
analysis seems to be an easy, accurate and reproducible method for this purpose as
long as Micro-Computed Tomographic is still an expensive way and histological
analysis requires tissue preparation steps and substantial effort (14). Comparing the
results of the present study with the study performed by Fine et al. (15), no important

discrepancies could be assumed.

Based on the current experience of the present study, we can assume that
the morphometric analysis consist on a easier method when evaluating only alveolar
bone loss. The accuracy and the reproducibility of this method are less prone to
errors in bone loss measurements.Despite linear measurements consist of a more
simple way to detect alterations in bone level with less expense of time, both area

and linear methods are capable to evaluate alveolar bone loss.

One highlight of the present study is the possibility of estimating area

measurements from linear data and vice versa. This would be of interest since the
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discussion about which measurement should be considered the gold standard stil
exist. This would allow one to try to convert measurements when interpreting

different studies, thus allowing more realistic comparisons.

Further studies for evaluating different methodological aspects in
experimental models are warranted for better understanding advantages and

limitations of methods used for bone loss assessment.

CONCLUSION

With the limitations of the present study, we can assume that linear and area
methods are suitable for detecting changes in alveolar bone loss even in longer

periods of time.
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ANEXO | - MANUSCRITO |l

Figure 1 — Linear measurements in buccal (A) and palatal (B) aspects.
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ANEXO Il - MANUSCRITO Il

Figure 2 — Area measurements in buccal (A) and palatal (B) aspects.




ANEXO [l = MANUSCRITO I
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Table 1 — Results obtained from linear and area measurements in a morphometric evaluation.

Linear Measurements (in mm)

Area Measurements (in mm?)

Without With ligature Without With ligature
ligature ligature
Group 1 0.37+0.07 0.84+0.18 0.70+0.15 1.50+0.33
Group 2 0.32+0.07 0.78+0.14 0.61+0.16 1.37£0.27




ANEXO IV — MANUSCRITO I

Figure 3 — Pearsons Correlation between linear and area measurements.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese propOs-se a avaliar a influéncia do etanol em baixas
concentragcdes sobre a doenca periodontal induzida por meio de ligadura, em ratos
Wistar, bem como comparar dois métodos distintos de avaliagdo da perda 6ssea em

modelo animal de periodontite induzida.

A abordagem da possivel relacdo do consumo de bebidas alcodlicas com a
ocorréncia das periodontites é relativamente nova. Até o presente momento, apenas
dois estudos em modelo animal (Souza, Ricardo et al., 2006; Irie, Tomofuji et al.,
2008), ambos realizados nos ultimos 3 anos, correlacionaram a ingestao de alcool
com doencas periodontais. Entretanto, a presente dissertacdo foi a primeira a
aplicar um modelo de administracdo de etanol em concentra¢cdes mais brandas para
avaliacdo de seu efeito na perda déssea alveolar. Verificou-se que os ratos que
haviam recebido etanol (5%) como parte da dieta apresentaram uma menor perda
0ssea do que ratos do grupo controle, que receberam apenas agua potavel e racao.
Apenas os dentes em que a doenca periodontal ndo havia sido induzida (controle
intra-grupo) apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
(p=0.04). Provavelmente, o alcool em baixas concentracfes, per se, possa exercer
um efeito protetor sobre a perda dssea alveolar. Contudo, a presenca de ligaduras
para inducdo de doenca periodontal enseja uma resposta inflamatoria aguda que

pode ter mascarado os possiveis beneficios do alcool.

Os demais estudos realizados em animais utilizaram concentracdes de alcool
mais elevadas (variando de 10 a 36%) e verificaram uma maior perda 6ssea em
ratos que receberam alcool como parte da dieta (Souza, Ricardo et al., 2006; Irie,
Tomofuji et al., 2008). De certa maneira, a ambiguidade dos resultados corrobora
com os achados da literatura sobre a dualidade dos efeitos do éalcool sobre o
sistema imune (Diaz, Montero et al.,, 2002) de defesa e sobre mediadores
inflamatorios sistémicos (Romeo, Warnberg, Nova, Diaz, Gomez-Martinez et al.,
2007). A reducdo nos niveis de mediadores sistémicos e aumento da

imunocompeténcia promovida pelo consumo moderado de alcool tém servido como
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base para explicacdo dos efeitos benéficos do alcool na prevencdo de eventos
cardiovasculares e ocorréncia da aterosclerose (Kloner e Rezkalla, 2007).
Possivelmente, um efeito benéfico do consumo de &lcool sobre as doencgas
periodontais, que tem as bactérias patogénicas como fator etioldgico primario, mas
gue envolvem a resposta imuno-inflamatoria do hospedeiro na sua etiopatogenia,

possa futuramente ser estabelecido.

Assim como observado entre os estudos em animais, a grande maioria dos
estudos realizados em humanos, essencialmente epidemiol6gicos de natureza
transversal e longitudinal, foi realizada na ultima década. No que concerne a
possibilidade de comparacao entre os dados que estdo surgindo e futuros estudos
sobre os efeitos do alcool no periodonto, a definicho de aspectos metodologicos
basicos torna-se fundamental tanto para modelos em animais quanto para estudos

em humanos (Kloner e Rezkalla, 2007).

A comparacdo e o estabelecimento de uma correlagdo entre dois métodos
morfométricos distintos de avaliacdo de perda déssea foi um dos objetivos desta
dissertacdo. Uma correlacdo quase perfeita entre os métodos de avaliacao linear e
de area permite-nos afirmar que ambos os métodos revelaram-se eficazes na
quantificacdo da perda dssea alveolar. Estudos prévios também demonstraram
preocupacdo semelhante e também ndo verificaram diferencas entre métodos
utilizados para mensuracdo de perda 6ssea (Fernandes, Gaio et al., 2007; Li e
Amar, 2007). Demais aspectos como métodos adequados de administracdo de
alcool na dieta, meios de indugcdo da doencga periodontal e tempo de realizacdo do

estudo s&o temas promissores para futuras investigacoes.

Da mesma forma, as investigacbes prévias sobre os efeitos do consumo de
bebidas alcodlicas nas doencas periodontais em humanos, apresentam indefinicdes
sobre terminologias basicas e inerentes ao tema, como, por exemplo, a definicdo de
doses para os padrdes de consumo distintos. A prépria literatura das demais areas
médicas tem encontrado dificuldades na definicdo da quantidade de &lcool que é
contida em uma dose padréo, evidenciando contradicfes inclusive com padrdes
definidos pela OMS (Kloner e Rezkalla, 2007).
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Apesar das limitacdes do presente estudo, a administracéo de baixas doses de
alcool condizentes com o teor alcodlico da cerveja - bebida mais consumida no
mundo (Who, 2004) - para ratos Wistar, demonstrou exercer um papel inibidor na
perda 6ssea alveolar. Estudos futuros com baixas concentracdes de alcool (situadas
entre 1% e 10%) sdo aconselhados para a observacdo de uma dose maxima
protetora. Em humanos, levantamentos populacionais com padrdes e quantidades
de consumo previamente definidas sdo fundamentais o entendimento do possivel

mecanismo protetor que o alcool parece exercer em baixas concentracoes.
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