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Resumo
A periodontite é uma doença caracterizada pelo processo inflamatório dos tecidos periodontais. A relação entre os hormônios sexuais esteroides e a periodontite tem sido largamente investigada em fêmeas, entretanto os estudos em machos ainda são escassos. O presente projeto teve por objetivo fazer uma análise morfométrica dos tecidos gengivais e radiográfica da mandíbula de ratos com deficiência de testosterona e com periodontite experimental. Foram utilizados ratos machos Wistar (90 dias de idade), separados em quatro grupos experimentais: controle; controle com doença periodontal; castrado e castrado com doença periodontal. A periodontite foi induzida através da técnica da ligadura que foi realizada sessenta dias após a castração e mantida por trinta dias. Após este período os animais foram sacrificados em câmara de CO2. A hemimandíbula esquerda foi retirada, fixada, radiografada, descalcificada e processada pelas técnicas histológicas de rotina. Os resultados demonstraram que o modelo de ligadura foi eficiente em induzir a doença periodontal nos animais. A castração levou a uma significativa perda óssea nos animais, a qual foi acentuada com a indução da doença periodontal. Os animais com doença periodontal apresentaram aumento de área do epitélio gengival e da área de tecido conjuntivo, quando comparado aos animais sem a doença.  Concluímos que a deficiência de testosterona em sinergismo com a doença periodontal aumenta a reabsorção óssea alveolar e alteram a espessura do epitélio gengival.
Introdução
A gengivite e a doença periodontal (DP) ou periodontite são condições inflamatórias de natureza infecciosa frequentes na cavidade oral. A gengivite é uma reação inflamatória reversível da gengiva marginal em resposta ao acúmulo de placa bacteriana, ao passo que a DP  é uma doença inflamatória crônica, infecciosa, destrutiva,  que acarreta a destruição dos tecidos de suporte dos dentes e, juntamente com a cárie, são as grandes responsáveis  pela perda de elementos dentais. Os hormônios sexuais esteróides (estrógeno, progesterona e a testosterona)  influenciam a patogênese da doença periodontal, pois alteram tanto a resposta tecidual à placa bacteriana quanto a própria microbiota. Estudos  demonstram  que a diminuição nas concentrações de testosterona nos homens está relacionada a alterações no osso alveolar, como o aumento da porosidade alveolar, alteração no padrão trabecular, reabsorção óssea alveolar, diminuição da densidade mineral óssea na maxila e mandíbula e aumento na secreção de interleucinas (IL-1 IL-6) (Kuo et al., 2008). Na presença da periodontite crônica, estas alterações são mais acentauadas e podem levar a perda dentária (Shing et al.,  2011). Assim, o objetivo do presente trabalho foi fazer uma análise morfométrica dos tecidos gengivais de ratos com deficiência de testosterona e com periodontite experimental.
Materiais e Métodos

Animais: Foram utilizados ratos 28 machos Wistar, adaptados e mantidos no Biotério Setorial do Laboratório de Fisiologia, CCBS, em gaiolas coletivas de polietileno (43x30x15), sob condições controladas de temperatura mantida entre 22º e 25ºC, umidade relativa próxima de 55% e fotoperíodo de 12 horas (período de luz 7:00 ~19:00h). Os procedimentos experimentais foram aprovados para execução pelo Comitê de Ética na Experimentação Animal (CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Paraná. 

Grupos experimentais: os animais foram aleatoriamente separados em quatro grupos experimentais, com 7 animais em cada: controle, controle com periodontite experimental, castrado e castrado com periodontite experimental. Para a realização da técnica de castração os animais foram submetidos à cirurgia com anestesia intraperitoneal de 75 mg de ketamina e 15mg de xilazina, por quilo de peso corporal. Sessenta dias após a castração foi induzida a doença periodontal através da técnica de ligadura na qual um fio um fio de algodão número 40 ao redor do primeiro molar inferior direito e esquerdo. Esta ligadura atuou como irritante gengival por 30 dias e favorecerá o acúmulo de placa bacteriana. Ao final do período experimental (90 dias após a castração), todos os animais foram pesados e mortos em câmara de CO2. A mandíbula foi retirada, para a avaliação radiográfica. 

Análise histomorfométrica: as análises da área do epitélio gengival e do tecido conjuntivo subjacente foram realizadas conforme descrito em  Steffens et al. (2012).  As secções histológicas foram fotografadas no aumento de 100x, em  microscópio óptico de luz (Leica Microsystems, Switzerland), com o uso do sistema de contagem  e captura LAS V4.2 (Leica Microsystem)  e 4 medidas foram realizadas: altura e largura do epitélio gengival, altura e largura do tecido conjuntivo.
Avaliação Radiográfica: As hemi-mandíbulas foram radiografadas com aparelho de raio-x odontológico da marca dabi-atlante kva 70 amp, com filme radiográfico tipo E do tamanho 2 do fabricante Kodak, com tempo certa de 0,17s, com distancia focal de 30 cm. A película radiográfica foi revelada de acordo o modelo temperatura/tempo.  Após este processo, as imagens foram digitalizadas em scanner da marca HP LaserJet 1112, e analisados com o programa imagem tools 3.0.  

Análise Estatística: para análise dos dados foi utilizado o teste estatístico para análise de variância - ANOVA, com teste “a posteriori” de Tuckey-Kramer ou o teste não paramétrico de Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn, de acordo com a característica de cada variável. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. As análises estatísticas foram realizadas no programa Instat (versão 3.0; GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA).
Resultados e Discussão
No presente estudo, todos os animais com periodontite experimental apresentaram uma maior perda óssea alveolar, quando comparados aos animais dos grupos controle e castrado sem ligadura, cofirmando assim a validade da modelo experimental (p<0,01).  A castração, isoladamente, resultou em uma perda óssea alveolar maior do que a observada nos animais do grupo controle (figura 1). 
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Figura 1. Perda óssea alveolar dos animais dos diferentes grupos experimentais. CON=Controle; CON+LIG=Controle com doença periodontal; CAST=castrado; CAST+LIG= Castrado com doença periodontal. Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos experimentais. Teste de Tukey-Kramer. N= 7 animais por grupo.
A deficiência de testosterona está associada ao desenvolvimento de osteopoprose. A osteoporose está relacionada a uma diminuição da densidade mineral óssea de todo o esqueleto, inclusive da maxila e da mandíbula, resultando em aumento da porosidade óssea alveolar, alteração do padrão trabecular e reabsorção óssea. 
Nos animais castrados e com periodontite induzida, a área gengival dos foi maior quando comparado aos demais grupos experimentais. A área de conjuntivo foi maior nos animais com peridontite induzida, independente da castração (tabela 1). Esta observação relaciona-se ao processo inflamatório característico da doença periodontal. A liberação de mediadores inflamatórios e interleucinas, principalmente a interleucina-1, estão relacionadas ao aumento da produção de colágeno pelos fibroblastos gengivais. Além disso, o processo inflamatório desencadeado pela doença periodontal leva a um aumento do edema e da vascularização, com aumento da formação de vasos sanguíneos no plexo gengival (Steffens et al., 2012).
Tabela 1. Área (µm2) de epitélio gengival e de tecido conjuntivo dos animais dos diferentes grupos experimentais

	Área µm2
	CON
	CON+LIG
	CAST
	CAST+LIG

	Epitélio gengiva
	6,86 ± 1,64a
	8,14 ± 1,47 b
	7,54 ± 1,61a,b
	8,85 ± 1,53 c

	Tecido conjuntivo 
	149,13 ± 33,78a
	485,07 ± 38,45b
	153,12 ± 36,52 a
	537,33 ± 34,45b


Valores expressos em média ± DP. Letras diferentes indicam diferenças estatísticamente significativas entre os grupos experimentas. Teste de Tukey-Kramer. CON: controle; CON+LIG: controle com doença periodontal; CAST: castrado; CAST+LIG: castrado com doença periodontal. N=7 animais/grupo

Conclusões
Concluímos que a deficiência de testosterona, em sinergismo com a doença periodontal, aumenta a reabsorção óssea alveolar e altera a espessura do epitélio gengival.
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