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RESUMO

Ciclosporina (csa) ¢ um polipeptidio ciclico usado como imunossupressor em
transplantes halogénios de orgdos. Seus efeitos em processos de reparo ainda sdo
contraditorios. Neste trabalho analisamos a influéncia do uso da csa sobre o processo de
reparo alveolar ap6s exodontia bilateral do primeiro molar inferior de rato. O experimento
foi realizado com 150 ratos Wistar machos, divididos em 3 grupos (controle, Csal e Csa2)
de 50 animais cada. Os animais receberam inje¢bes subcutidneas diarias de ciclosporina
(Sandimun®) ou de solugdo salina, a partir de 7 dias antes da extragdo até o sacrificio. Dez
ratos de cada grupo foram sacrificados aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a extragdo do
primeiro molar inferior. Apo6s fixacdo em formol, suas hemi-mandibulas foram
radiografadas e a andlise densitométrica foi realizada na regido alveolar dos primeiros
molares inferiores. Cortes histologicos seriados das hemi-mandibulas foram corados com
Hematoxilina e Eosina (HE) e analisados por meio de microscopia Otica e
computadorizada. Areas ocupadas por osso neoformado, indice de cobertura epitelial sobre
o alvéolo e a densidade volumétrica de fibroblastos e colageno foram quantificadas. A
técnica desenvolvida neste trabalho para exodontia mostrou-se pratica e eficaz e a
densitometria radiografica dos alvéolos mostrou padrio bipolar. O uso da csa néo interferiu
significativamente no recobrimento epitelial, na angiogénese, na producdo de colageno e na
neoformacéo éssea alveolar. Em conclusdo, a csa ndo influenciou o processo de reparo
alveolar ao final do periodo avaliado, apesar de causar alteragdes em alguns dos parametros
mensurados.

Palavras-chave: ciclosporina, reparo alveolar, densitometria radiografica, histomorfometria.
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ABSTRACT

Cyclosporin (csa) is a cyclic polypeptide used as an immunosuppressive drug for
halogenous organ transplants. Its effects on repair processes are still controversial. In the
present study, we analyzed the influence of cyclosporin therapy over the process of alveolar
repair after bilateral first inferior molar extraction in rats. The experiment was done with
150 male Wistar rats divided into 3 groups (control, Csal, and Csa2) of 50 animals each.
Each animal received subcutaneous daily injections of cyclosporin (Sandimun®) or saline
for 7 days before the experiment. Ten rats from each group were sacrificed at 3, 7, 14, 21
and 28 days after the extraction of the first inferior molar. After fixed in formalin, their
jaws were radiographed and the bone densitometry of the first inferior molar socket was
analyzed. Serial sections of the material were stained with Hematoxylin and Eosin (HE),
and analyzed with optical and computerized microscopy. The neoformed bone areas, the
index of epithelial coverage over this neoformed bone and the volumetric density of both
fibroblasts and collagen were measured. The technique developed in this study for
extraction was straightforward and efficient, and the socket radiographic densitometry
showed an irregular pattern. The csa therapy did not significantly interfere with epithelial
growing, angiogenesis, collagen production or alveolar bone neoformation. In conclusion,
csa did not influence the alveolar healing in the end of the experimental period, but caused

some alterations in the pattern of some evaluated characteristics.

Key words: cyclosporin, alveolar repair, radiographic densitometry, histomorphometry.
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2.1 INTRODUCAO

Descoberta em 1972 por BOREL (1976), a ciclosporina (csa) foi primeiramente
aplicada como agente antifingico, mas suas atividades antibiéticas sdo restritas € 0 uso
atual ocorre quase exclusivamente em transplantes halogénios de o6rgios devido a sua
capacidade imunossupressora (CALNE et al. 1979, STAIiZL et al. 1980, MORRIS 1981,
DALEY & WYSOCKI 1984, BOREL 1988, FU et al. 1997), que estad associada & acdo
sobre linfécitos T, com efeitos minimos sobre a imunidade humoral (CARP et al. 1997).
Passadas mais de duas décadas do inicio do uso extensivo da csa em transplantes, seus
efeitos sobre o metabolismo 6sseo ainda ndo foram claramente estabelecidos (RANDZIO et
al. 1991, HARPENAU et al. 1995, FU et al. 1997). Enquanto alguns autores relatam
aumento do tempo de cicatrizagdo (FLETCHER et al. 1993), outros relatam ndo haver
qualquer interferéncia da droga sobre o processo de reparo e migragéo celular (GUATELLI
et al. 1996), sendo encontrados ainda relatos demonstrando efeito favoravel sobre a
cicatrizagdo (BARTOLD et al. 1989, SPOLIDORIO 1991).

Por outro lado, o processo de reparo alveolar apds exodontia € um assunto
amplamente estudado e a seqiiéncia de eventos conhecida em relativo detalhe (DEVLIN
2000). Inicialmente o coagulo preenche o alvéolo,‘onde sera maturado e substituido pelo
tecido de granulagdo. As células epiteliais iniciam intensa atividade mitética com a
finalidade de recobrir a ferida, ocorre angiogénese e fibroblastos sintetizam grande
quantidade de fibras coldgenas. Em seguida, tem inicio a ossificagdo e maturacdo das

trabéculas Osseas, processo este que podera estender-se por 6 meses até que ndo haja

11
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diferenga na densidade do osso neoformado e do osso alveolar adjacente (CARVALHO et
al. 1997).

Apenas nos Estados Unidos da América, cerca de 12 mil transplantes renais e 8 mil
de outros 6rgdos foram realizados no ano de 1996, tendo sido observada tendéncia de
crescimento deste nimero desde 1988 (UNOS 1997a). Cerca de 80% dos pacientes que
receberam 6rgédos de doadores vivos e 66% dos que receberam 6rgéos de cadaveres tiveram
sobrevida de 4 anos (UNOS 1997b). No Brasil foram realizados mais de 9 mil transplantes
renais entre 1987 e 1997 (RBT 1995) e, somente no Estado de S&o Paulo, foram realizados
279 transplantes renais no primeiro semestre de 2000 (CT 2000).

A necessidade de tratamento odontoldgico € uma das conseqiiéncias da sobrevida
prolongada dos pacientes transplantados em uso de csa e exodontias sdo parte das opgdes
terapéuticas freqiientemente adotadas por dentistas, no entanto, pouco se sabe sobre os reais

efeitos desta droga sobre o processo de reparo alveolar apos exodontia.

12
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2.2 REVISAO DA LITERATURA

2.2.1 INDICACOES TERAPEUTICAS DA CSA:

A csa € uma droga imunossupressora largamente utilizada na profilaxia e tratamento
da rejeicdo em transplantes de 6rgdos (BOREL 1988, VOLPE et al. 1997, MYRILLAS et
al. 1999, NIEH et al. 1999). Em modelos experimentais em animais, curtos periodos de
administracio da droga permitem uma sobrevida prolongada do o6rgdo transplantado
(BOREL & MESZAROS 1980, REITZ et al. 1981, MORRIS 1984, DOI et al. 1998),
podendo esta ser aumentada em 25% em transplantes renais e cerca de 50% em transplantes
hepaticos (STARZL et al. 1983). Bons resultados tém sido obtidos em transplantes
cardiopulmonares, diferentemente do que tém ocorrido em transplantes de pancreas e de
medula 6ssea (OYER et al. 1983, SUTHERLAND et al. 1983).

A csa tem sido empregada no tratamento de diversas condigdes clinicas como
pénfigos vulgar e bolhoso (BARTHELEMY et al. 1993, THIVOLET et al. 1993),
penfigéide cicatricial ocular (PALESTINE et al. 1984), liquen plano oral (HARPENAU et
al. 1995, JAMES et al. 1998), sindrome de Behcet (NUSSENBLATT et al. 1985), lupus
eritematoso sistémico (FEUTREN et al. 1986, JAMES et al. 1998), diabetes mellitus tipo 1
(STILLER et al. 1983), artrite reumatéide (MULLER & HERRMAN 1979, SUGANO et
al. 1998), psoriase (ELLIS et al. 1986, SUGANO et al. 1998), alopecia areata (PARODI &
REBORA 1987), micose fungéide (JENSEN et al. 1987), esquistossomose (BUEDING et
al. 1981), malaria (THOMMEN 1981), esclerose multipla (MERTIN et al. 1980, JAMES et

al. 1998), colite ulcerativa (GUPTA et al. 1984) sarcoidose pulmonar (REBUCK et al.

13
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1984), asma (SUGANO et al. 1998), pioderma gangrenoso (CARP et al. 1997), dentre

outras.

2.2.2 MECANISMO DE ACAO DA CSA:

A csa € um agente imunossupressor com alta capacidade seletiva reversivel
(KAHAN & GREVEL 1988, VOLPE et al. 1997) para inibir a ativagdo de linfocitos,
especialmente os linfocitos T “helper” e alguns linfécitos B (BOREL et al. 1977, VOLPE et
al. 1997). As células T citotoxicas (CD8+) parecem ser mais resistentes a csa, quando
comparadas aos linfécitos T “helper” (CD4+), talvez em decorréncia da interagdo da
molécula de csa com a estrutura das células (HESS & COLOMBANI 1987). A csa ndo
deprime a hematopoiese e ndo age sobre a funcdo das células fagocitarias (VOLPE et al.
1997). Esta droga pode atuar em varios estagios da resposta imunologica a um antigeno,
inibindo seletivamente fungdes especificas dos linfdcitos, restringindo a expansdo clonal, a
ativacdo funcional de linhagens celulares (LEONI et al. 1978) ou interferindo nos estagios
iniciais do ciclo celular (BURCKHARDT & GUGGENHEIM 1979, HESS et al. 1988). A
atividade imunossupressora seletiva da csa parece ocorrer associada a trés fatores
principais: inibigdo da ativacdo dos macrdéfagos, interferindo na sintese de IL-1, interrupgéo
da producdo de IL-1 nas células T “helper” impedindo a sintese de IL-2 e bloqueio da
expressdo de receptores da IL-2, reduzindo a sintese de células T “helper” e linfécitos
“natural killer” (DALEY & WYSOCKI 1984, CARP et al. 1997). No citoplasma celular a
csa fixa-se a duas proteinas calcio-dependentes chamadas ciclofilina (16kDa) e calmodulina
(17kDa) (COLOMBANI et al. 1985) e no nicleo interage com cromossomos especificos,

interferindo na transcri¢do do RNAm para IL-2 (STILLER et al. 1983).
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2.2.3 ABSORCAO E METABOLISMO DA CSA:

A absor¢do da csa ¢ incompleta em humanos, sendo 2% a 89% da droga
administrada parcialmente absorvida no trato gastrintestinal (GUERCKI et al. 1985,
KAHAN & GREVEL 1988). A biodisponibilidade varia entre 20% e 50% e as
concentragdes maximas ocorrem entre 3 e 4 horas, com meia vida de cerca de 6 horas
(BEVERIDGE et al. 1981). No sangue, aproximadamente 50% da droga ¢ encontrada nos
eritrécitos, 40% no plasma e 10% nos leucocitos. Aproximadamente 95% da droga esta
ligada a lipoproteinas plasmaticas (BUONPANE 1990). A concentragdo sérica maxima em
ratos é de 3ug/ml apds 6 a 8 horas (RYFFEL 1982). O metabolismo € semelhante em cées,
coelhos, ratos e humanos e a oxidagdo ocorre no figado, mediada pelo citocromo Pyso
(MAURER et al. 1985, KAHAN & GREVEL 1988). A csa é degradada em 14 metabdlitos
diferentes e ndo ha uma via metabodlica unica (SEYMOUR & JACOBS 1992). A excrecéo
ocorre principalmente pela bile sendo somente 10% excretada pela urina (KAHAN 1989,

BRYNSKOV et al. 1992).

2.2.4 VIAS DE ADMINISTRACAO E POSOLOGIA DA CSA:

Csa ¢ comumente administrada por via oral, mas também pode ser utilizada por via
intramuscular ou endovenosa. Em ratos, a aplicagdo pela via subcutinea € aparentemente
vantajosa por ndo requerer anestesia, ser melhor tolerada pelo animal e permitir que a droga
atinja niveis plasmaticos adequados e uniformes (WASSEF et al. 1985). Em transplantes
renais a dose inicial recomendada estda em torno de 15 mg/kg de peso corporal/dia,

diminuindo gradualmente durante o primeiro més e mantendo-se de 5 a 10 mg/kg de peso
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corporal/dia no restante do tratamento (WASSEF et al. 1985). Em transplantes compostos
as doses podem ser reduzidas para cerca de 8 mg/kg de peso corporal/dia sem perda do
enxerto (HEWITT et al. 1985). O nivel adequado para imunossupressdo com minimos
efeitos colaterais em ratos € obtido com cerca de 10 mg/kg de peso corporal/dia,
administrados por via subcuténea, o pico do nivel soroldgico ocorre em cerca de 5 dias e o
valor adequado ¢ obtido por volta do 7° dia, permanecendo estavel até cerca de 21 dias,

quando sofre nova elevagdo (STILLER et al. 1983).

2.2.5 EFEITOS COLATERAIS DA CSA:

Estdo bem estabelecidos alguns dos efeitos colaterais da csa, sendo o rim e o figado
os Orgdos mais afetados (SEYMOUR & JACOBS 1992, CARP et al. 1997, DOI et al.
1998). Segundo KAHAN (1989) e MAZZALI (1999), o efeito nefrotoxico da csa €
decorrente de uma vasoconstri¢do da arteriola aferente, com reducdo da taxa de filtragdo
glomerular, redugéo do fluxo sangiiineo renal e aumento da resisténcia vascular renal,
efeitos estes reversiveis apos a reducdo da dose administrada. Outros efeitos colaterais
incluem anemia apléstica, hipercalcemia, linfomas malignos, cirrose hepatica, sindrome da
angustia respiratoria do adulto, diabetes mellitus, hiperplasia gengival e hipertensdo
arterial. (DALEY & WYSOCKI 1984, HARDMAN et al. 1996, FU et al. 1999, SPRATT et
al. 1999, NIEH et al. 1999). Maior susceptibilidade a infec¢Ges oportunistas por
citomegalovirus, Pneumocystis carinii, Candida sp e infecgdes no trato urindrio esta
relacionada ao uso prolongado e a conseqiiente depresséo das defesas celulares (MIN &

MONACO 1991, ZANKER et al. 1998). Estes efeitos estdo diretamente relacionados a
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dose de csa utilizada e, em alguns casos, sio revertidos pela diminui¢éo ou interrupgdo do

uso do medicamento (MORRIS 1981, MIN & MONACO 1991, DOI et al. 1998).

2.2.6 EFEITO DA CSA SOBRE O TECIDO CUTANEO:

Os efeitos da csa sobre o processo de reparo t€m recebido atencdo limitada e a
influéncia da csa sobre a reagéo inflamatodria ainda € controversa (FU et al. 1997). Alguns
autores apontaram inibicdo ou retardo deste processo (FISCHEL et al. 1983,
NEMLANDER et al. 1983) mas outros observaram maior desenvolvimento de tecido de
granulagdo com resultante aceleragdo do processo de cicatrizagdo (SPOLIDORIO et al.
1996).

FLETCHER et al. (1993) realizaram estudo para determinar o ritmo de cicatrizagéo
de ulceragdes nos membros inferiores em pacientes imunossuprimidos. Utilizaram dois
grupos de pacientes diabéticos insulino-dependentes: um grupo controle e outro constituido
por 16 transplantados renais. Os transplantados foram submetidos a terapia
imunossupressora contendo csa, azatioprina e prednisona. Os pacientes diabéticos
imunossuprimidos apresentaram maior taxa de amputacio, aumento no tempo de
cicatrizagdo e tiveram maior necessidade de procedimentos cirurgicos. Avaliando também
os efeitos da csa na cicatrizagdo, CARP et al. (1997) relatam caso clinico de paciente com
pioderma gangrenoso, doenga de Crohn e multiplas tlceras nos membros inferiores. A
terapéutica inicial para o tratamento das tlceras ndo obteve sucesso € a opgdo foi a

administracdo endovenosa de csa por 10 dias (4mg/kg/dia). Os autores relataram
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diminuicdo do eritema ao redor das ulceras apds 5 dias e presenca de tecido de granulagéo

com posterior diminui¢do da extensdo, profundidade e inflamagdo destas lesGes.

2.2.7 EFEITO DA CSA SOBRE O TECIDO OSSEO:

O efeito da csa sobre o tecido 6sseo ainda permanece controverso, havendo relatos
de agdo positiva da csa sobre a produgdo e manutenc¢io 6ssea (del POZO & ZAPF 1994,
LEE et al. 1995, DOI et al. 1998) enquanto outros (SCHLOSBERG et al. 1989, FU et al.
1997, FU et al. 1999) relatam diminui¢@o da neoformagdo dssea e aumento da osteoclasia
em animais imunossuprimidos com csa.

LEE et al. (1995), realizaram estudo para determinar o efeito da csa em
halotransplantes de tecido dsseo vascularizado em ratos. O transplante foi realizado na
por¢do distal do fémur sob dosagem de 10mg/kg/dia de csa. Foram feitas analises
radiograficas, histolégicas e imunoldgicas e os autores concluiram que a csa foi eficaz
contra a rejei¢do dos transplantes. O uso intermitente ou a interrupg¢do na administracio da
csa levaram ao insucesso do transplante, concordando com os achados anteriores de AEBI
et al. (1986) segundo os quais a csa previne a rejei¢c@o a curto prazo e € necessaria a longo
prazo para se obter completa anastomose microvascular primaria. Recentemente DOI et al.
(1998), em estudo realizado em cées, comprovaram a eficacia da terapéutica de csa a curto
prazo para prevenir a rejei¢do de transplante osteocondral.

Administrag@o oral de 7mg/kg/dia de csa causou diminui¢do da reabsorgdo Ossea e
aumento da atividade e do numero de osteoblastos em tibia de ratos, enquanto
concentragdes maiores foram associadas a predominio da reabsor¢io Ossea, especialmente

em animais jovens (del POZO et al. 1995). Estudo semelhante demonstrou diminuig¢&o do
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trabeculado 6sseo em tibias de ratos tratados com 5Smg/kg/dia de csa (PEREIRA et al.
1996) e aumento da remodelacdo 6ssea induzida pela csa (KAHAN 1989).

Diminuigéo significativa da densidade mineral dssea na coluna lombar e quadril foi
relatada em pacientes transplantados de pulmio (ARINGER et al. 1998) e csa pareceu
induzir alta taxa de perda éssea também em outros grupos de pacientes (ARIS et al. 1996,
FERRARI et al. 1996, PARRY et al. 1998, KANG et al. 2000). N&o se sabe ao certo qual o
papel exato da csa nesta perda 6ssea uma vez que usualmente a droga ¢ empregada em

associag@o a outros farmacos como a prednisona, por exemplo.

2.2.8 EFEITO DA CSA SOBRE OS TECIDOS BUCAIS:

McGAW et al. (1988) sugerem que o aumento gengival causado pela csa pode ser
resultado do aumento da proliferacdo celular, aumento da atividade de sintese de matriz
extracelular, decréscimo da degradacdo dessa matriz ou a uma combinag@o de todos esse
fatores. Alguns autores relacionam a patogénese deste aumento gengival com aumento no
numero de fibroblastos (WYSOCKI et al. 1983), enquanto outros demonstraram aumento
no volume de colageno extracelular, devido a um aumento na sintese, a uma diminuigéo de
sua degradacdo ou a ambos (TYLDESLEY & ROTTER 1984, McGAW et al. 1988,
SEYMOUR & JACOBS 1992). Tem sido relatado um mecanismo de supressdo através do
qual a csa diminui a atividade de colagenase em culturas de fibroblastos e em células
imunolégicas (FU et al. 1997). Também foi reportada a presenca de uma populagio
heterogénea de fibroblastos, o que justificaria a susceptibilidade individual (McGAW &
PORTER 1988). AYANOGLOU & LESTY (1999) avaliaram histomorfologicamente as

alteragdes epiteliais em ratos tratados com 30mg/kg/dia de csa. Os autores encontraram
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aumento na espessura da camada de queratina e aumento do nimero de camadas do epitélio
gengival. Concluiram que o aumento gengival induzido pela csa ¢ resultado de uma
associagdo de vasodilatagdo e aumento no volume de matriz extracelular e que o aumento
da espessura do epitélio € decorrente de hipertrofia das células da camada queratinizada e
de hiperplasia do epitélio juncional.

Segundo DALEY e WYSOCKI (1984), a imunossupressdo causada pela csa pode
causar uma reducfo na citotoxicidade dos fibroblastos e dos linfécitos “natural killer”, bem
como redugdo na atividade dos osteoclastos, observando-se reducdo na reabsor¢do Ossea
alveolar e no infiltrado inflamatério presentes na gengiva e no periodonto em casos de
doengas periodontais avangadas. FU et al. (1999) observaram redugfo na formagéo dssea e
aumento da osteoclasia no ligamento periodontal da mandibula de ratos tratados com
30mg/kg/dia de csa. Relataram também que a csa inibiu a proliferagdo de osteoblastos,
diminuiu o nimero de células e de mitoses e reduziu os niveis de fosfatase alcalina.
Segundo os autores, os efeitos controversos da csa no metabolismo dsseo podem ser
explicados, em parte, pela dosagem administrada. RANDZIO et al. (1991), relataram
crescimento significativo no corpo, mas ndo nos primeiros molares e ramo mandibular ap6s
halotransplante de hemimandibula em coelhos imunossuprimidos com csa. Estudos “in
vitro” sugerem efeito inibitério da csa sobre a reabsor¢do Ossea estimulada pelo
paratormonio, interleucina 1, prostaglandina E; e vitamina D (FU et al. 1999).

Estudo do efeito da csa sobre o processo de reparo Osseo alveolar em ratos foi
realizado por FERNANDES et al. (1997). Apos exodontia dos incisivos superiores direitos
a analise histolégica dos alvéolos mostrou que os animais, tratados com 5Smg/kg/dia de csa,

apresentaram atraso na cronologia do processo de reparo, demonstrando efeito negativo da
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mesma. Também tem sido relatado aumento na taxa de remodelacdo Ossea em estudos com
animais (EPSTEIN et al. 1990). Pacientes tratados com csa em associagdo com transplantes
renais ou enxertos 0sseos vascularizados exibiram aumento na atividade osteoblastica e
diminuicdo dos parametros de reabsor¢cdo (WILMINK et al. 1989, LI et al. 1991).
Hipoplasia mandibular com diminui¢do da altura facial posterior, 4ngulo mandibular
acentuado e diminui¢do da espessura da cartilagem condilar tém sido relatadas em
pacientes jovens que fazem uso da csa (NIEH et al. 1999).

Segundo AYANOGLOU & LESTY (1997) a csa induziu a formag&o e deposigéo de
cemento novo em alvéolos de molares de ratos tratados com 30mg/kg/dia da droga
administrada oralmente. Este novo cemento € responsavel por recobrir extensas dreas de
fibras extrinsecas acelulares de cemento em todas as superficies das raizes, sendo mais
abundante no terco cervical. As caracteristicas deste cemento novo sfo: largo volume,

aspecto irregular, linhas incrementais raras e presenga de corpos globulares.

2.2.9 REPARO ALVEOLAR APOS EXODONTIA:

O reparo alveolar apds exodontia tem inicio com o preenchimento do alvéolo pelo
coagulo e obliteracdo das extremidades dos vasos sangiiineos rompidos nas primeiras horas
que sucedem a cirurgia. Restos celulares e alimentares estdo aderidos a superficie do
coagulo. Durante as primeiras 24 horas ocorre migragéo de leucécitos vindos dos vasos do
ligamento periodontal remanescente que se organizam ao redor do coagulo constituido
principalmente por rede de fibrina, e ap6s 24 horas inicia-se proliferacdo de vasos oriundos
do ligamento periodontal. Apds cerca de 3 dias inicia-se a proliferagéo de fibroblastos, que

infiltram o coagulo formando tecido conjuntivo jovem e sem orientagdo definida. Ao final
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da 1* semana, o codgulo ja sofreu maturagfo e a rede de fibrina foi substituida pelo tecido
de granulacdo com evidente proliferacdo de fibroblastos e vasos sangiiineos neoformados.
Por volta do 5° dia inicia-se a formagfo de 0sso no espago alveolar propriamente dito € o
ligamento periodontal perde a individualidade. Osteoblastos revestem trabéculas de osso
jovem, imaturo e fibrilar, que se liga ao osso preexistente e prolifera a partir das paredes
alveolares e do fundo do alvéolo. A presengca de osteoclastos derivados de células
pluripotentes do ligamento periodontal € evidente na crista alveolar. Ao final desta semana
o epitélio recobre quase toda a ferida. Na 2° semana, os fibroblastos presentes no tecido de
granulag@o produzem fibras colagenas que passam a preencher o alvéolo e observam-se
sinais evidentes de ossificagdo no fundo do mesmo. Por volta do 10° dia, estas fibras
passam a assumir orienta¢fo mais definida, com o longo eixo vertical em profundidade e
horizontal ao nivel da crista alveolar. Por volta do 13° dia, o alvéolo estd praticamente
preenchido por osso jovem e o epitélio estd amadurecido. Também podem estar presentes
fragmentos de osso necroticos resultados de fraturas durante a extragfo. Por volta do 20°
dia, a camada cortical do osso alveolar sofre remodelagéo e as trabéculas Osseas estdo em
fase de amadurecimento. Passados 30 dias, o alvéolo esta totalmente reparado mas continua
a ocorrer o processo de calcificagdo e reabsor¢do remodeladora do osso presente. Os
remanescentes do ligamento periodontal sdo de importantes para o inicio da proliferagdo do
tecido de granulagdo e para o reparo alveolar (SMITH 1974, GUGLIELMOTTI &
CABRINI 1985, HSIEH et al. 1994, DEVLIN et al. 1996).

AMLER et al. (1960), avaliaram o reparo apds extracdo ndo complicada em
humanos entre 2 e 50 dias e relataram a seguinte seqiiéncia: formagdo do coagulo,

substitui¢do do mesmo por tecido de granulagdo por volta do 7° dia, que é substituido por
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tecido conjuntivo por volta do 12° dia. Segue-se o aparecimento do tecido ostedide na base
do alvéolo por volta do 17° dia e preenchimento de dois tergos do alvéolo por trabéculas
dsseas por volta do 38° dia. A formagdo Ossea iniciou-se no osso perialveolar € nio no
interior do alvéolo (BOYNE 1966) sendo que neste, a formagdo dssea iniciou-se junto aos
restos do ligamento periodontal entre 9 e 10 dias ap6s a remogéo do dente.

GREEN et al. (1969) realizaram estudo do processo de reparo alveolar apds
extracdo dos terceiros molares superiores esquerdos em ratos utilizando o radioisétopo
estroncio-85 em periodos de 0 a 42 dias e concluiram que o periodo de maior formacéo
dssea ocorreu entre 0 10° e 0 14° dia ap6s extragdo. As primeiras evidéncias histolégicas de
neoformag8o Ossea ocorreram na area Ossea perialveolar entre o 3° e o 7° dia apds a
extragdo. No alvéolo, o periodo de maior atividade radioativa foi entre 0 10° e 0 14° dia. A
incorporagdo de radiois6topos continuou até o 35° e 42° dias apds a extragdo, indicando que
a maturagdo Ossea continua mesmo apos ter ocorrido a reparagdo histologica, que se
completa por volta do 21° dia.

SMITH (1974) avaliou comparativamente o reparo alveolar apos extragdo dos
primeiros molares inferiores de ratos por meio de radiografias e cortes histologicos. Assim
como BODNER et al. (1993a, b), dividiu o processo de reparo em 3 fases: recente: quando
ha organizagdo completa do coagulo e epitelizagdo sobre quase todo o alvéolo e que se
estende do 1° ao 5° dia apos a exodontia, formacdo dssea (5° ao 20° dia) e remodelagdo:
quando ha matura¢do do 0sso jovem e crista alveolar e que se estende do 20° ao 50° dia
ap6s a cirurgia. A seqiiéncia de cicatrizagdo em ratos € similar a de outros animais e a do
homem sendo porém mais rapida (PIETROKOVSKI & MASSLER 1967, GREEN et al.

1969, BODNER et al. 1993b). Larga neoformagio 6ssea entre o 7° € 14° dia ocorre fora do
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alvéolo, na regido subperiostal (GREEN et al. 1969). Recentemente, DEVLIN (2000)
identificou a presenga de numerosos osteoclastos em alvéolos de molares de ratos. Segundo
o0 autor, estas células circundaram as paredes alveolares entre os dias 2 e 7 ap0ds as cirurgias
e estariam relacionadas aos eventos de remodelagdo Ossea.

As caracteristicas radiograficas evoluem de maneira comparavel ao observado nos
cortes histologicos e a calcificagdio inicia-se por volta do 5° dia, tornando-se inequivoca no
8° dia. O inicio da formag8io de osso jovem coincide com a rapida perda de definigfo
radiografica da ldmina dura (SMITH 1974). Logo apds a exodontia, a lamina dura aparece
como uma linha radiopaca delimitando o alvéolo radiolucido. GUGLIELMOTTI &
CABRINI (1985) descreveram o 7° dia como estigio onde ha perda de definigdo da 14mina
dura e presenca de tecido radiopaco na porgéo apical do alvéolo. SMITH (1974) descreveu
no 10° dia a semelhanga entre a radiopacidade da 1dmina dura e do osso alveolar adjacente,
além de aumento generalizado de tecido radiopaco no alvéolo. Por volta do 13° dia n#o é
mais possivel a distingdo entre ldmina dura e osso adjacente e no 20° dia a radiopacidade de
ambos ¢é similar. GUGLIELMOTTI & CABRINI (1985) acrescentaram ainda as
caracteristicas radiograficas ap6s 60 dias da extracdo, quando o alvéolo inicialmente
radiolucido foi preenchido por tecido radiopaco semelhante ao osso alveolar adjacente, ndo

havendo mais disting&o das paredes do alvéolo.

2.2.10 DENSITOMETRIA RADIOGRAFICA:
Um dos primeiros autores a relatar a utilizag@o da densitometria radiografica para
avaliar a reparagdo alveolar foi SMITH, em 1974. Radiografias dos alvéolos dos primeiros

molares inferiores foram avaliadas visualmente para obtengdo da seqiiéncia das
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caracteristicas radiograficas e, posteriormente, foram examinadas com auxilio de degrau
metalico. Tendéncia similar aos resultados obtidos através da inspegdo visual pode ser
observada.

Posteriormente, VICTOR et al. (1977) afirmaram que as técnicas radiograficas
convencionais ndo permitiam estabelecer o 21° dia ap6s exodontia em ratos, como o
término do processo de reparo, como demonstrado histologicamente, sugerindo que as
divergéncias entre as andlises histoldgicas e radiograficas poderiam ser minimizadas
através do uso de métodos densitométricos. Baseados nesta teoria, DUINKERKE et al.
(1978) avaliaram a eficacia da utilizagdo do método de densitometria radiografica em
mandibula humana. Segundo os autores, fatores como tempo de exposi¢éo, processamento
e revelagdo dos filmes bem como inspecdo visual contribuem para a variabilidade dos
resultados de anélises do material. A utilizagdo de degrau metalico eliminou os efeitos do
tempo de exposicdo e da revelagdo das radiografias.

CARVALHO et al. (1980) testaram a eficacia da densitometria radiogréfica para o
estudo do processo de reparo alveolar em ratos, apds exodontia do incisivo superior direito.
Os autores puderam comprovar a sensibilidade do método densitométrico, sugerindo a
extensdo de sua aplicag@o para avaliagdes clinicas de eventos bioldgicos envolvendo o
tecido dsseo.

ORTMAN et al. (1985) estudaram a acurdcia do método densitométrico para
quantificacdo de perdas dsseas em cristas alveolares apds confecgdo de defeitos dsseos,
simulando a perda Ossea periodontal. Também fizeram uso do degrau de aluminio e
concluiram que este método foi eficaz e sensivel para o estudo da perda dssea em

decorréncia da doenga periodontal. Para PAYOT et al. (1987) esta técnica ndo somente
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permitiu a observacdo das imagens radiograficas, como também tornou possivel o
reconhecimento e a quantificagdo de variagdes que ndo seriam identificadas apenas pela
inspegdo visual das imagens.

BODNER et al. (1993a, b), avaliaram a reparagdo apos extragdo do primeiro molar
inferior esquerdo em ratos por meio de densitometria radiografica das regides apical e da
crista alveolar. A formagdo 6ssea foi indicada por aumento na densidade radiografica no 7°
dia. A densidade 6ssea maxima na regifio apical foi alcangada no 28° dia. O aumento da
densidade ocorreu mais lentamente na regido da crista que na regido apical do alvéolo. Os
autores afirmaram que a evolucdo radiografica reflete as caracteristicas histoldgicas da

cicatrizacdo alveolar.

2.2.11 HISTOMORFOMETRIA:

A mensuragéo linear de estruturas microscopicas € relativamente simples, podendo
ser feita com auxilio de réguas milimetradas diretamente no microscopio optico ou lupa
estereoscopica. Também pode ser feita sobre imagens microscopicas projetadas com o
auxilio de microprojetor, desde que o aumento seja conhecido (MANDARIN DE
LACERDA 1994), ou através de programas de computador especificos (FISCHER &
KLING 1994).

BERGLUNCH et al. (1991), utilizou histomorfometria através de microscopio 6tico
convencional para mensurar linearmente estruturas histolégicas do periodonto de cédes
jovens e adultos. Para avaliar as dimensdes do epitélio bucal da gengiva, fixou as regides
coronaria, média e apical e, para avaliar as dimensdes do tecido conjuntivo, mediu a

distancia entre a juncdo cemento-esmalte e o epitélio oral. Esta metodologia foi também
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utilizada por CARVALHO et al. (1997) para quantificar tecido conjuntivo e trabeculado
6sseo em alvéolo de ratos apds exodontia dos incisivos superiores.

FISCHER & KLING (1994) avaliaram através da morfometria feita com programa
para computador, as dimensdes lineares do epitélio bucal e juncional em 14minas coradas
em HE no aumento gengival induzido pela csa. GUGLIELMOTTI & CABRINI (1985)
utilizaram a histometria computadorizada para avaliar a porcentagem de osso neoformado,
areas de reabsor¢do Ossea e medir a altura das cristas lingual e vestibular em alvéolos de
ratos. BODNER et al. (1991) utilizaram metodologia similar para avaliar coagulo
sangiiineo, necrose, inflamacdo, proliferacdo epitelial, tecido de granula¢do e formagdo

Ossea apos exodontia em ratos dessalivados.
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2.3 PROPOSICAO

Baseado nestes dados, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do uso da
csa em processo de reparo alveolar apds exodontia dos primeiros molares inferiores de rato

por meio de:

1- Determinagdo das caracteristicas morfologicas do processo de reparo alveolar apds

extragdo dentéria em ratos normais e tratados com csa.

[N}
[l

Verificagdo do eventual efeito da dose de csa utilizada sobre o processo de reparo
alveolar apos extracdo dental em ratos.

3- Comparagdo densitométrica radiografica do reparo alveolar apds extragdo dentaria em
ratos normais € tratados com csa.

4

Comparagdo da area e densidade volumétrica ocupadas por fibroblastos, fibras
colagenas e tecido dsseo durante o processo de reparo alveolar em ratos normais e

tratados com csa.
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2.4 MATERIAL E METODOS

24.1 DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO E MANUSEIO DOS
ANIMAIS:

Foram utilizados 150 ratos (Ratus norvegicus albinus, Wistar) machos, com 2 a 3
meses de idade e cerca de 200 a 300 gramas de peso. Foram constituidos 3 grupos de 50
ratos cada, tendo sido o grupo Csal medicado com 10mg/kg/dia € o grupo Csa2 com
20mg/kg/dia de ciclosporina (Sandimun®). Ampolas para infusdo endovenosa em
concentragdo de 50mg/ml foram diluidas com solug¢do de NaCl a 0,9% estéril para obtencéo
de concentragdo de 10 mg/ml. O grupo controle passou pelas mesmas etapas dos grupos
Csal e Csa2 sendo o medicamento substituido por volume similar de solugéo salina a 0,9%
estéril. Todos os animais receberam administra¢cdes subcutdneas das solugdes
correspondentes. Todos os eventos relevantes foram anotados em ficha individual e os
animais foram pesados a cada sete dias. Dez ratos de cada grupo foram sacrificados, ap6s
inalacdo excessiva de éter etilico, aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias apds a extragdo dental. A
distribuigéo dos grupos e dos tempos de experimento pode ser vista na tabela 1 abaixo.

Tabela 1 - Distribui¢do dos grupos de ratos e os respectivos tratamentos recebidos.
Grupos e periodos apos exodontia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias Total

Cont: NaCl 0,9% - sc** 10 10 10 10 10 50
Csal: 10mg/kg/dia de Csa — sc* 10 10 10 10 10 50
Csa2: 20mg/kg/dia de Csa — sc* 10 10 10 10 10 50
Total 30 30 30 30 30 150

*sc: Via subcutanea; ** Via subcuténea e volume similar ao utilizado na dose de 10/mg/kg de csa.

Apbs periodo de condicionamento medicamentoso de 7 dias, cada rato recebeu

medicagdo pré-anestésica (cloridrato de xylazina 2%, Virbac®, Smg/kg, intramuscular).
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Ap6s verificados os sinais de sedaggo, o animal foi anestesiado com cloridrato de ketamina
10% (Agener ®, 10mg/kg, intramuscular) e posicionado em aparato similar ao de Doku
(DOKU et al. 1966). Tédo logo os sinais de anestesia foram observados, gaze umedecida foi
colocada sobre os olhos dos animais afim de evitar o ressecamento e opacificagdo das
cormeas. A gengiva ao redor do primeiro molar inferior direito foi descolada com
hollemback 3ss e o dente seccionado no sentido vestibulolingual com auxilio de broca
carbide esférica '/4 em turbina de alta rotago. Irrigagio constante com soro fisioldgico
estéril foi mantida com o objetivo de manter a loja cirirgica limpa e evitar
superaquecimento dos tecidos. A avulsdo das raizes foi realizada com o auxilio de micro-
cinzel cirargico e pinca Kelly curva adaptada como forceps, seguida por sutura com fio de
nylon agulhado 5.0. Procedimento similar foi realizado no lado esquerdo da mandibula.
Durante o procedimento cirurgico foram tomados cuidados para remog¢do do excesso de
sangue e debris da cavidade bucal do rato. Os animais foram mantidos em observacdo em
gaiolas individuais apés a cirurgia e receberam agua ad libitum até a recuperacio total da
anestesia, cerca de 20 a 24 horas. No dia da cirurgia, os animais receberam a inje¢éo da
solu¢do medicamentosa correspondente enquanto estavam sob efeito anestésico. Os animais
receberam ra¢do moida durante a primeira semana do pds-cirirgico para reduzir o trauma
pos-operatério. O uso de csa continuou até o final do experimento nas dosagens
anteriormente descritas. Todas as medidas possiveis foram tomadas para evitar sofrimento
desnecesséario dos animais, bem como para reduzir as perdas durante o trans e pds-

operatério e, conseqiientemente, o nimero de animais utilizados durante o experimento
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(Figuras 1 e 2). Sempre que possivel, foram seguidas as normas éticas internacionais de

manejo de animais de laboratério (HAP 1999).

2.4.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL:

Ap6s o sacrificio, as hemi-mandibulas foram removidas, separadas, dissecadas,
fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas em embalagens individuais identificadas.
Apds terem sido radiografadas e avaliadas em lupa estereoscopica, as hemi-mandibulas
esquerdas foram descalcificadas em solugZo de tricloacético 60% por cerca de 5 dias e as
hemi-mandibulas direitas foram descalcificadas com EDTA, por cerca de 60 dias.
Realizou-se a sec¢do prévia da hemi-mandibula com ldmina descartavel de micrétomo, a
2,0mm da face mesial do 2" molar e a inclusio foi realizada em posicdo para cortes
vestibulo-linguais (transversais). Foram realizados cortes seriados de 6 um até o término do
alvéolo da raiz mesial do primeiro molar e os cortes corados com hematoxilina e eosina

(HE) para posterior analise.
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Figura 1- Seqiiéncia cirdrgica para exodontia dos molares inferiores: (A)
mesa cirurgica utilizada para cirurgias; (B) animal posicionado para
exodontias; (C) vista dos molares inferiores, lado direito; (D)
sindesmotomia do primeiro molar inferior; (E) posicionamento da turbina de
alta rota¢@o; (F) primeiro molar apés a odontossec¢do com broca esférica Y.
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Figura 2 — Etapas finais da seqiiéncia cirtrgica para exodontia dos molares
inferiores. (A) Aspecto do alvéolo mesial apds exodontia da porgdo
radicular mesial; (B) avulsdo da porg¢do distal do molar; (C) alvéolo do
primeiro molar apds exodontia; (D) alvéolo apds sutura; (E) Primeiro molar
ap6s remogao cirtrgica; (F) raizes dentdrias separadas pela odontossecgao.
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2.4.3 AVALIACAO MACROSCOPICA DAS HEMI-MANDIBULAS:

Apos dissecagdo e fixagdo em formol, as hemi-mandibulas removidas foram
avaliadas em lupa estereoscopica (SV 1 1%, Zeiss) sob iluminagéo direta quanto as seguintes
caracteristicas: cobertura epitelial, presenca de ulceragdes, de corpos estranhos, crescimento
gengival e restos radiculares.

Para quantificar a cobertura epitelial através da lupa, foi utilizada escala visual de 0
a 3, sendo:

0 - auséncia total de epitélio recobrindo a loja cirurgica.

1 - epitélio recobrindo apenas as margens laterais da loja cirurgica.

2 - epitélio recobrindo parte da loja cirtrgica.

3 - epitélio recobrindo totalmente a loja cirurgica.

As demais caracteristicas foram avaliadas como se segue: presenga ou auséncia de
hiperqueratose (4reas epiteliais esbranquicadas e elevadas sobre o alvéolo), crescimento
gengival (aumento de volume tecidual no rebordo alveolar), ulceragdes (destrui¢do do
epitélio adjacente ao alvéolo) e restos radiculares (presenga de fragmentos dentarios
visiveis na regifio cervical do alvéolo) sendo os resultados anotados em fichas individuais

para cada hemi-mandibula.

2.4.4 DENSITOMETRIA RADIOGRAFICA:
Densitometria da area do alvéolo dental foi determinada a partir de radiografias
realizadas, apoés a fixag@o com formol e remog¢do do excesso de tecido mole das pegas, com

filme periapical (Ektaspeed plus®, Kodak) identificados. Utilizou-se aparelho radiografico
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periapical (RX 6010®, Gnatus) em padrio de 65KVA, tempo de exposi¢io de 0,5 segundos
e 2lcm de distdncia em posicionador especialmente construido para esta finalidade. As
hemi-mandibulas foram colocadas com a face vestibular sobre filme periapical, como em
posicdo para radiografia lateral de mandibula. Foi também utilizado penetrometro de
aluminio com degraus de Imm de espessura, posicionado no suporte e cobrindo a borda
direita da radiografia. Um degrau em posicdo central foi marcado e utilizado como medida
padrdo durante as leituras na densitometria. Dois lotes de 150 radiografias, identificadas
individualmente foram revelados em processadora automatica (Level 360®, J Morita)
utilizando solugdes fixadora e reveladora recém preparadas e testadas. Cada radiografia foi
identificada de acordo com a numeragdo do animal e mantida em envelopes individuais. As
radiografias foram digitalizadas em scanner (GS 700®, Bio-Rad) e analisadas pelo
respectivo programa de computador (Molecular Analyst 1.5%, Bio-Rad). Anilise
densitométrica da regido alveolar dos primeiros molares inferiores foi realizada em grupos
de 20 radiografias. Todas as etapas de obtengdo e equalizagdo da imagem foram
padronizadas apos testes e o protocolo seguido para todas as leituras. O tamanho da area
analisada também foi padronizado de modo que pudesse ser facilmente reproduzido. A érea
que melhor correspondeu ao alvéolo foi um quadrado de 8,157 mm’, que era posicionado
sobre a imagem tomando como referéncia a face mesial do segundo molar e a ldmina dura
superior do alvéolo do incisivo inferior, abrangendo todo o alvéolo do primeiro molar
inferior do rato. O mesmo quadrado era replicado sobre o degrau marcado, oferecendo uma
medida padrdo para cada radiografia. A divisdo da leitura da area operada pela leitura de

area similar do padrdo permitiu obter uma razio equilibrada, eliminando ou reduzindo ao
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maximo as variagdes radiograficas causadas por fatores independentes a reparagdo dssea.
Os dados obtidos nas leituras foram exportados para o programa EPI-INFO® para anlise
estatistica. Ap6s periodo aproximado de 15 dias, todas as hemi-mandibulas foram
novamente radiografadas e analisadas com a mesma metodologia empregada inicialmente
para verificar a variabilidade de operador e técnica. Logo apds esta andlise, cerca 25 hemi-
mandibulas foram selecionadas e radiografadas novamente por apresentarem caracteristicas
particulares, tais como fratura do condilo e/ou ramo da mandibula ocorridas durante a
disseccdo para remogéo das hemi-mandibulas e presenca de raiz residual presentes apds os
procedimentos cirurgicos (ANEXO, tabela 2). Estas radiografias foram comparadas com as
iniciais € com o livro de registro de cirurgias para confirmar a identidade das hemi-

mandibulas e descartar possiveis trocas de material.

2.4.5 DETERMINACAO DAS MEDIDAS LINEARES, SUPERFICIES E
DEMAIS REPAROS:

Cobertura epitelial foi quantificada sob microscdpio 6tico em ldminas coradas pelo
HE utilizando-se escala visual de 0 a 2, sendo:

0 - auséncia total de epitélio recobrindo a loja cirurgica.

1 - epitélio recobrindo parcialmente a loja cirurgica.

2 - epitélio recobrindo completamente a loja cirtrgica.

Além da cobertura epitelial, foram avaliadas as éareas ocupadas por colageno
(presenca de fibras eosinofilicas na extensdo do alvéolo) e por osso neoformado (osso

altamente celularizado) e realizada a contagem de fibroblastos (identificados como células
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fusiformes ou estreladas, nucleo ovoide ou alongado). Adicionalmente, foram determinadas
as presengas de ulceracdo (presenca de tecido necrdtico sobre o tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio), exposicdo Ossea (auséncia total de recobrimento tecidual no
alvéolo) ou restos radiculares (presenga de fragmentos dentéarios no alvéolo), descritas em
sistema de sim ou ndo (presenca/auséncia). Todas as caracteristicas foram anotadas em
fichas individuais para cada hemi-mandibula.
Para avaliagdo das medidas lineares foi utilizada ocular milimetrada 12,5x (Emst
Lertz Wetzlar®, Germany) e objetiva de 10x. A determinacgéo das medidas de superficie foi
realizada com auxilio de ocular kpl 10x com reticulo de integragdo II Zeiss de 100 pontos
quadriculados e objetiva de imersdo (100x), de acordo com a férmula proposta por
MANDARIM DE LACERDA (1994),
A= (Ap) X 2p, onde:
A = Area da estrutura,
A, = Area do ponto no sistema teste adotado,
Pt = Numero de pontos sobre a estrutura a ser medida.
Foram estabelecidos trés campos quadrangulares no alvéolo do primeiro molar, com

640umX480um de lado e as mensuragdes foram realizadas sobre estas éareas, como

ilustrado na figura 1. Os resultados foram expressos em pm?.
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Figura 3 - Esquema do alvéolo dental do primeiro molar de rato, mostrando os campos usados para
as medidas de superficie ocupada por colageno, fibroblastos e osso. Resumidamente: apical, médio
e cervical.

2.4.6 HISTOMORFOMETRIA:

A determinag¢do da densidade volumétrica de fibroblastos (identificados como
células fusiformes ou estreladas, nicleo ovéide ou alongado) e de fibras colagenas, bem
como da area ocupada por osso neoformado e outras estruturas (espagos medulares, vasos
sangiiineos, raizes residuais e espacos vazios) foi realizada em cortes de 6 um de espessura

dos alvéolos dentarios dos 1%

molares inferiores. A quantificacdo foi realizada com ocular
kpl 10x com reticulo de integracdo II Zeiss de 100 pontos quadriculados e objetiva de
imersdo (100x) e auxilio de programa de analise computadorizada de imagens (KS 400®
Karl Zeiss, Germany). Foram contados 100 pontos sobre as estruturas histolégicas de cada
um dos 7 campos do corte central de cada alvéolo, perfazendo 700 pontos por alvéolo
(Figura 2).

A determinagdo da densidade de volume das estruturas em andlise foi baseada no

principio fundamental da estereologia estabelecido por DELESSE (1848) e aplicado a
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histologia por WEIBEL (1969). O volume relativo em percentagem foi calculado através da
formula Ppi = Pi/P, onde:

Ppi = densidade de volume das estruturas da area.

Pi = soma do nimero de pontos coincidentes sobre cada estrutura.

P = numero total de pontos do reticulo, multiplicando-se pelo nimero de campos

examinados.

Figura 4 - Esquema do alvéolo dental do primeiro molar de rato, mostrando os campos usados para
a estereomorfometria. Resumidamente: apical, lingual-médio, médio, vestibular—-médio, lingual—-
cervical, cervical, vestibular—cervical.

Também foi determinada a extensdo da cobertura epitelial sobre o local da extracéo,
em pm. A medida linear recoberta pelo epitélio foi aplicada a distdncia entre as duas cristas

alveolares e o resultado expresso em percentual de cobertura epitelial.

2.4.7 ANALISE ESTATISTICA:
Os dados foram digitados em planilha eletronica (EXCEL® 9.0/2000, Microsoft) ou

em banco de dados (EPI-INFO 6.04b, CDC-OMS). De acordo com o tipo de cada variavel,
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dos objetivos do estudo de cada uma delas e do estudo de suposi¢des, os resultados foram
analisados por meio dos testes de F, t, X2, Wilcoxon, Kruskal-Wallis e Tukey, como

calculados pelos programas acima ou pelo SAS®, verséo 6.12.
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 TECNICA CIRURGICA E MANEJO DOS ANIMAIS:

Os resultados obtidos indicam que a técnica cirurgica desenvolvida para a remog&o
dos dentes é adequada, possibilitando um pds-operatério satisfatéorio com um pequeno
nimero de fraturas e acidentes cirdrgicos nas 300 exodontias realizadas. Em 58 (19,3%)
hemi-mandibulas ocorreu fratura da por¢éo mesial do primeiro molar. Em 11 casos (3,7%),
ocorreram hemorragias durante o ato cirirgico, em geral quando havia a exodontia
acidental de 2 ou 3% molares ou por pun¢do acidental de vasos no ventre lingual e soalho
bucal com agulha de sutura, agravadas pela vasodilatagdo periférica causada pela ketamina.
Hemorragias foram controladas por meio de compressdo com gaze e os ratos nao
apresentaram seqiielas.

O poés-operatdério dos animais ocorreu de forma adequada e com poucas perdas
como pode ser visto na tabela 2. Com exceg¢do das hemi-mandibulas perdidas nas etapas de

processamento histolégico, todas as perdas foram repostas.

Tabela 2 - Relagdo das causas e do nimero de hemi-mandibulas perdidas durante todo o
experimento (n=300 hemi-mandibulas).

Causa Hemi-mandibulas - n
Anestesia 20
Infeccdo generalizada 6
Substituigdo devido a perda do epitélio 22
Substituicdo devido a fratura do 2° molar 2
Processamento inadequado 12
Ulceragdes 4
Total 66
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2.5.2 PESO DOS ANIMAIS:

A tabela 3 mostram a evolugdo dos pesos dos animais e o efeito da medicagéo sobre
o metabolismo geral dos animais. Grupos utilizando doses de 20mg/kg/dia apresentam
nitidamente menor ganho de peso e menor recuperagédo apds a cirurgia, periodo em que ha
uma perda geral de peso em todos os grupos. Os pesos foram tomados com uma semana de
intervalo. Os dados foram tabelados considerando o término de cada subgrupo do
experimento. Em geral, todos apresentaram evolucgio similar com relacdo a média de peso,
excegdo feita ao grupo Csa2 (20mg/Kg/dia de ciclosporina) cujo peso final foi similar ao
peso inicial. O teste de Kruskal-Wallis (K-W) mostrou diferencas estatisticamente
significativas na comparagéo entre as médias de pesos dos grupos experimentais a partir da
imunossupressdo ou seja, apos a primeira semana (dia -7). Houve ganho de peso com o
passar das semanas, com ligeira queda apds a cirurgia, mas os grupos Csal e Csa2
apresentaram menor ganho de peso que o grupo controle, sendo a recuperagdo mais lenta
no grupo Csa2 que no Csal. A avaliag@o comparativa entre os grupos confirmou o intenso
efeito da ciclosporina sobre a evolu¢do dos pesos dos animais e a dose—dependéncia do
mesmo, ou seja, maior dose causando efeito mais intenso. Analise detalhada dos pesos para

cada etapa do experimento pode ser observada no ANEXO, tabela 1.
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Tabela 3 - Evolugdo da média de peso, em gramas, dos animais a partir da semana de
condicionamento (Dia -7) até o sacrificio (Dia 28). A primeira e segunda pesagens incluem todos os
150 ratos e as demais correspondem aos restantes apos o sacrificio da cada subgrupo (30 ratos).
Droga Dia -7 Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
(n=150) (n=150) (n=120) (n=90) (n=60) (n=30)
Cont 262,3+65,0 286,9+59,0 3083+44,7 3382+34,3 358,4+32]1 366,0 + 36,9
Csal 257,1+47,9 260,0+43,1 269,0+424 2829+37,0 308,1+357 3384+31,0
Csa2 252,0+48,8 240,0+404 2282+379 2189+29)9 231,5+30,8 249,4+42,1
K-W (p) 0,632 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont = NaCl 0,9% K-W = Teste de Kruskal-Wallis

2.5.3 DENSITOMETRIA RADIOGRAFICA:

Os dados obtidos a partir da densitometria radiogréafica (tabela 4), correlacionando
periodo e grupo de tratamento, mostram que houve um comportamento irregular das
leituras, alternando picos de aumento e diminui¢io do valor da leitura entre 0 3° e 0 28°
dias. No geral, houve tendéncia a reducdo do valor das leituras, confirmando a tendéncia da
reparagdo Ossea. Esta tendéncia foi um pouco diferente no grupo Csa2, com aumentos
sucessivos da razdo da densidade radiografica entre o 7° e o 21° dias, indicando certo
retardo na evolugéo do reparo dsseo. Apesar do padrio nio ser o esperado, tendo em vista a
irregularidade do comportamento, os valores sdo efetivos. A releitura e checagem de erros
de procedimento em todas as etapas confirmou os resultados, e a avaliagdo estatistica das
leituras mostrou que as mesmas foram homogéneas. Como esperado, houve diferenca
significativa entre as leituras da densidade otica das radiografias com relag@o ao tempo de

cicatrizagdo. Exemplos das imagens radiograficas podem ser vistas na figura 5.
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Figura 5 — Hemi-mandibula posicionada sobre filme periapical para tomada
radiografica (A); Radiografias das hemi-mandibulas esquerdas dos animais apds 3
(B), 7 (C), 14 (D), 21 (E) e 28 (F) dias da exodontia do primeiro molar inferior,
respectivamente. Estas radiografias foram obtidas a partir de animais do grupo
controle.
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Tabela 4 - Razdo da densidade 6tica em relagdo ao tempo de cicatrizagdo alveolar e grupo estudado.
Foram realizadas 20 observagdes para cada tempo em cada grupo e os resultados submetidos ao

teste de K—W (n=300 radiografias).

Cont Csal Csa2

Periodo Média + DP Média + DP Média + DP

3 dias 1,710 £ 0,069° 1,587 + 0,103° 1,593 + 0,063

7 dias 1,598 + 0,090%° 1,531 £ 0,089 1,538 + 0,047"
14 dias 1,629 + 0,044 1,624 + 0,030% 1,640 + 0,083
21 dias 1,443 + 0,045 1,480 + 0,076%" 1,678 + 0,064"
28 dias 1,578 + 0,071¢ 1,567 + 0,070 1,596 + 0,114’
K-W (p) 0,000000 0,000000 0,000001

K-W = Teste de Kruskal-Wallis Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont = NaCl 0,9%
DP = Desvio padrdo. K-W significativo: a, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k, ] K-W nao-significativo: b.

Padrdo ndo linear também foi observado quando realizada analise da influéncia dos
grupos sobre a razdo da densidade radiografica (tabela 5). Em geral, as leituras do grupo
controle foram maiores que as leituras do grupo Csal e este por sua vez apresentou
menores leituras que no grupo Csa2, exceto no 21° dia. Esta diferenca foi confirmada
estatisticamente para os periodos de 3, 7 e 21 dias, mas ndo para os periodos de 14 e 28

dias.

Tabela 5 - Razdo da densidade 6tica em relag@o ao grupo estudado e tempo de cicatrizagdo alveolar.
Realizadas 20 observagdes para cada tempo em cada grupo e os resultados submetidos ao teste de
K — W (n=300 radiografias).
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Grupo Média = DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Cont 1,710 £0,069%° 1,598 £0,090% 1,629 £0,044%" 1,443 +0,045* 1,578 £0,071™"
Csal 1,587£0,103*°  1,531£0,089%  1,624+0,030% 1,480 £0,076¢" 1,567 +£0,070™°
Csa2 1,593 +0,063>° 1,538 +0,047%"  1,640+0,083" 1,678 +0,064%" 1,596 +0,114™°
K-W(p) 0,000025 0,012801 0,878162 0,000000 0,449398

K-W = Teste de Kruskal-Wallis Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont =NaCl 0,9%
DP = Desvio padrao. K-W significativo: a, b, d, e, k, | K-W nao-significativo: ¢, f, g, h, i, j, m, n, o.

A avaliacdo das médias das leituras em duplicata da densitometria radiografica dos

alvéolos dos molares em cada subgrupo e em cada tempo mostrou homogeneidade em
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quase todas as etapas, excecdo feita aos subgrupos da Csa2, onde houve diferenga
estatisticamente significativa nos tempos de 3, 7 e 28 dias entre as leituras (ANEXO, tabela

3).

2.5.4 AVALIACOES SOB LUPA ESTEREOSCOPICA:

Corpos estranhos e raizes dentarias ndo foram detectadas no exame sob lupa
estereoscopica. Foram evidenciadas numerosas areas de hiperqueratinizagdo na gengiva
(tabela 6), caracteristica confirmada pela avaliag&o histologica subseqiiente. A maioria das
hiperqueratoses foi observada no grupo Csal (39%) seguida pelo grupo Csa2 com 15% (X,
p=0,0006). Os tempos mais prolongados de acompanhamento mostraram diferenca mais
acentuada. Crescimento gengival ocorreu em 53 casos. Deste total, 47 pertenciam ao grupo
Csa2 e 5 ao grupo Csal. A diferenca foi estatisticamente significativa (X%, p=0,0000),
mostrando que a dose de ciclosporina administrada apresenta relagdo direta com a presenga
de crescimento gengival. Ulceragdes foram observadas com maior freqiiéncia no grupo
Csa2 (34%) enquanto os valores observados para Csal e controle foram similares (X2

=0,0347). Analise detalhada destas variaveis encontra-se no ANEXO, tabelas 4 a 6.

Tabela 6 - Avaliagdo de hiperqueratose, crescimento gengival e ulceragdes por meio de lupa
estereoscopica, nos trés grupos experimentais (n=300 hemi-mandibulas).

Hiperqueratose Crescimento gengival Ulceracdes
Droga Auséncia / Presenca Auséncia / Presenca Auséncia / Presenca
Cont (n=100) 85/15 99/1 81/19
Csal (n=100) 61/39 95/5 78722
Csa2 (n=100) 68/32 531747 66 /34
Total 214 /86 247 /53 225/75

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%, p<0,05

A avaliacdo através da lupa, das hemi-mandibulas removidas, mostrou que a

cobertura epitelial completa ocorreu em 60,7% dos casos. Das hemi-mandibulas que ndo
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tiveram recobrimento epitelial, 6 (2%) casos pertenciam ao grupo Csa2, sendo que este
mesmo grupo apresentou o menor niumero de hemi-mandibulas com completo recobrimento
epitelial (53%, 17,7%), diferenga estatisticamente ndo significativa (Xz, p=0,4698) como

pode ser visto no ANEXO, tabelas 7 a 9.

2.5.5 AVALIACOES SOB MICROSCOPIA OTICA:

Os resultados das leituras feitas em microscdpio Otico ndo revelaram influéncia
estatisticamente significativa do tratamento sobre colageno, fibroblastos, area ocupada por
osso neoformado, exposi¢do Ossea e presenga de restos radiculares. Estes resultados podem
ser observadas no ANEXO, tabelas 10 a 14.

Houve influéncia estatisticamente significativa do uso da csa sobre a presenca de
ulcerag¢do (tabela 7), como observado ao microscopio 6tico (X? - p=0,0000), sendo a
maioria dos casos de ulceracéo (14,5%) do grupo Csa2. Os grupos Cont e Csal mostraram
baixos indices de ulceracdo, 1,4% e 2,2% respectivamente. Resultados dessa caracteristica

em detalhe podem ser vistos no ANEXO, tabela 15.

Tabela 7 - Ulceragdo observada por meio do microscopio 6tico nos trés grupos experimentais
(n=276 hemi-mandibulas).

Droga Auséncia - n (%) Presenca - n (%)
Cont 100 (32,5%) 0 (0,0%)
Csal 82 (34,7%) 6 (2,2%)
Csa2 54 (22,9%) 40 (14,5%)
Total 236 (76,7%) 46 (16,7%)

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%, p<0,05

Os resultados da leitura da cobertura epitelial através do microscopio Otico

mostraram que ndo houve diferenga estatisticamente significativa em qualquer dos tempos
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experimentais, entre os diferentes tipos de tratamento empregados, como pode ser visto no
ANEXO, nas tabelas 16 e 17.

Os percentuais de revestimento epitelial do alvéolo, avaliados sob microscopia
Otica, ndo evidenciaram diferenga estatisticamente significativa em qualquer dos tempos
experimentais, entre os diferentes tipos de tratamento empregados neste trabalho, como

pode ser visto no ANEXO, tabela 18.

2.5.6 AVALIACOES SOB MICROSCOPIA COMPUTADORIZADA:

A andlise do percentual médio de cobertura epitelial em microscopia Otica com
auxilio de computador ndo mostrou diferengas estatisticamente em relagdo aos grupos
tratados. A evolugdo pelo tempo mostrou aumento estatisticamente significativo do
percentual de cobertura epitelial entre o dia 3 e dia 7, mas nfo houve alteracéo significativa

apds o dia 7, permanecendo os valores préoximos de 100% de cobertura (tabela §).

Tabela 8 - Percentual médio de cobertura epitelial em %, avaliada através de microscopia dtica com
auxilio de computador, em cortes corados pelo HE, em relagdo aos tratamentos € aos tempos
empregados (n=268 hemi-mandibulas). Teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%. Letras
maitsculas s@o comparagdes de médias entre tratamentos e letras minisculas comparam médias
entre tempos. Letras diferentes significam médias com diferenga estatisticamente significativa.

Tempo Média Cont Csal Csa2

03 dias 59,65+43,69° 55,53+45,52%4 77,78+44,10%" 41,64+37,18*"
07 dias 96,16+14,67° 100,000,004 91,42+24,28** 96,12+12,26**
14 dias 82,66+36,15 95,25+15,01>4 80,00+42,16** 71,62+44,47**
21 dias 94,72+20,74° 100,00+0,00** 100,00+0,00** 83,51+£35,54>4
28 dias 95,52+16,27° 93,20+21,51%4 100,00:0,00** 94,51+17,64*"

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont = NaCl 0,9%

Em geral, a densidade volumétrica de fibroblastos, em um’, ndo foi afetada
significativamente pelo tratamento. No dia 3, o grupo controle apresentou maior densidade

de fibroblastos que os grupos tratados com ciclosporina, mas essa diferenca ndo foi
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estatisticamente significativa. Houve tendéncia de reducdo da densidade volumétrica de
fibroblastos com o passar do tempo em nivel estatisticamente significativo, mas isto néo foi
verificado em todos os grupos, como exposto na tabela 9.

No geral, a densidade volumétrica do coldgeno ndo foi afetada significativamente
pelo tratamento. Por outro lado, houve aumento da densidade volumétrica de colageno no
dia 7 em relagdo ao dia 3, em geral sem significancia estatistica, seguida por redugio
acentuada nos periodos de 14, 21 e 28 dias com diferenca estatisticamente significativa em

relagdo aos tempos de 3 e 7 dias, como pode ser visto na tabela 10.
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Tabela 9 - Efeito de tempo e tratamento sobre a densidade volumétrica de fibroblastos, em pm’, nos
sete campos alveolares estudados através de microscopia Otica com auxilio de computador, em
cortes corados pelo HE (n=268 hemi-mandibulas). Teste de Tukey com nivel de significincia de
5%. Letras maiusculas sdo comparagdes de médias entre tratamentos e letras mindsculas comparam
médias entre tempos. Letras diferentes significam médias com diferenga estatisticamente
significativa.

Média Cont Csal Csa2
Apical
03 dias 22,54+13,06° 32,89+17,82*4 18,564,644 15,38+7,52%4
07 dias 15,86+8,16° 21,00+4,59*>4 14,509,854 11,67+6,71>*
14 dias 11,07+8,60° 10,00+£7,39>¢A 14,00£10,422>* 8,75+7.42*4
21 dias 6,96+8,85° 9,63+13,33b¢A 3,005,124 9,25+5,63*A
28 dias 6,56+7,96° 5,009,984 6,25+6,61*>A 9,146,444
Média 15,60+14,794 113249454 10,90+6,904
Lingual-Médio
03 dias 17,54+6,67* 22,114,014 15,11£5,60*4 15,13£7,974
07 dias 10,93+8,32° 8,30+7,92%4 14,30+8,86> 10,11£7,742>4
14 dias 2,93+5,382 6,10+7,75%* 1,00+2,11%4 1,382,504
21 dias 1,58+3,66° 2,63%5,21%4 0,401,264 2,003,894
28 dias 0,84+2+13° 1,00£2,54>4 1,00+2,45>A 0,43£1,13%4
Média 7,969,364 6,40+8,40* 6,05+7,87 4
Médio
03 dias 13,08+6,65° 17,44+7,84%A 11,89+7,914 9,50+9,20 >4
07 dias 8,48+9,19** 8,60+9,89*4 7.60+9,03 >4 9,339,604
14 dias 3,21%5,36°¢ 2,90+3,87%4 2,00+4,24 4 5,137,388 **
21 dias 3,08+6,55° 1,50+4,24 24 1,40+4,4324 6,75£9,38**
28 dias 2,44%6,04° 3,70+7,80** 0,88+2,48># 2,436,434
Média 6,83+8,984 4,77+7,324 6.80+8,62*
Vestibular-Médio
03 dias 14,587,212 19,89+3,95 >4 15.67+5,15*A8 7.38+6,35 *>B
07 dias 9,72+8,37° 5,10£7,05 %8 9,60+8,19*>AB 15,00+7,48 **
14 dias 3,936,732 3,60+6,508 3,60+7,52%<B 4,75+6,82 ®4
21 dias 1,62+5.61° 3,25+9,19%* 0,00£0,00%4 2,004,574
28 dias 0,20£1,00° 0,00+0,00%4 0,631,774 0,000,00>*
Média 6,21+9,05* 5,918,034 6,20+7,74*
Lingual-Cervical
03 dias 13,88+8,43° 21,00+7,68** 9,11+5,64** 11,256,924
07 dias 9,90+8,352 11,90+9 47*4 6.40+6,64*>* 11,56+8.38%4
14 dias 4,68+8,58* 1,60+3,06>* 4,80+10,16*>* 8.38+10,497>A
21 dias 0,96+3,42° 1,36+3,89>4 0,00:£0,00>* 1,754,954
28 dias 0,76+2,11° 0,601,904 1,63+3,028%4 0,00+0,00%*
Média 7,26+9.84* 4,40+6.82* 6,88+8.39*
Cervical
03 dias 11,85+10,39° 18,56+11,39*4 9,22+8 664 7,25+7,78*A
07 dias 11,86+7,76° 15,20+8,01 *A 8,90+5,95%* 11,44+8,57**
14 dias 4,76x9,51° 7,00£13,83 %4 2,70+6,96 >4 3,50+5,07 >4
21 dias 2,157,62° 4,63+13,08*4 0,00+0,00*4 2,38+4,78%*
28 dias 0,76+3,07° 1,50+4,74*4 0,00+0,00*4 0,571,514
Média 9,38+12,06* 4,23+6.824 530+7,14*
Vestibular-Cervical
03 dias 11,96+8,57° 15,78+8,18** 9,00+7,35** 11,00£9,65 >4
07 dias 12,31+8,33? 12,80+10,02 >4 9.50+7,44 >4 14,89+7,08 >4
14 dias 5,57+10,00° 2,10+4,58 A 7,40£13,95*4 7,6349,05 >4
21 dias 0,88+2,76>¢ 1,38+3.89%4 0,00+0,00 >4 1,50+3,21 >4
28 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00** 0,000,004 0,000,004
Média 6,43+9,01* 5.32+8,76 " 7,388,734

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%
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Tabela 10 - Comparagdo do efeito de tempo e tratamento sobre a densidade volumétrica de
colageno, em pm>, nos sete campos alveolares estudados através de microscopia Otica com auxilio
de computador, em cortes corados pelo HE (n=268 hemi-mandibulas). Teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%. Letras mailsculas sdo compara¢des de médias entre tratamentos e letras
mintsculas comparam médias entre tempos. Letras diferentes significam médias com diferenca
estatisticamente significativa.

Média Cont Csal Csa2

Apical

03 dias 39,15+18,41° 48,78+17,17%54A 44,33+16,82%* 22,50+8,96> A
07 dias 58,28+23,852 65,00£9,29> 4 46,80+28,70* * 63,56+26,73* 4
14 dias 28,36+24,17° 21,00+16,05>4 40,80+29,96> * 22,00+£20,58*>4
21 dias 33,81£36,342 21,00+33,91%%4 23,30+37,59% 4 59,75+25,22% A
28 dias 21,44+31,08 6,50+13,04%4 26,25+33,79 >4 37,29+39,76* 4
Média 32,60+28.41 4 36,55+30,524 41,68+30,50

Lingual-Médio

03 dias 24,50+8,67° 31,6743,67%4 18,33+7,07%4 23,38+8.93*4
07 dias 36,66+27,91° 29,60+25,64 4 42,00£27,26>4 38,56+32,40%4
14 dias 5,89+9,65° 11,20+£13,24 >4 2,40+5,08* 4 3,63£6,07%4
21 dias 5,92+14,09° 8,88+17,05%* 0,501,584 9,75+18,61%4
28 dias 2,56+7,66° 1,40+3,10%# 1,63+3,29%4 5,29+13,98 % 4
Média 16,55+18,96 * 13,34+20,754 16,95+22,72 4
Médio

03 dias 17,08+10,56* 16,78+7,55% 4 20,67+12,73*4 13,38+10,77% 4
07 dias 27,45+31,10° 34,00+£36,92% 4 17,30+19,18*4 31,44+35,19%4
14 dias 7,14+12,55° 6,30+8,37%4 3,50+7,41%4 12,75+19,76 % #
21 dias 9,19+20,00° 7,38+20,86 >4 4,70+14,86> 4 16,63+24,77 %4
28 dias 7,12+18,37° 8,10+17,35*4 2,88+8,13%4 10,57+£27,97>4
Meédia 14,77+23,054 9,87+14,904 17,48+25,244
Vestibular-Médio

03 dias 20,31+9,84° 22,33+4,44>A 25,679,734 12,00+9,68%*
07 dias 34,21+31,32° 20,70+31,45%%8 27,50+£23,91%A8 56,67+28,74%"
14 dias 9,43+17,47° 6,90:11,85>>4 7,70+£17,99%5A 14,75+23,14>*
21 dias 5,00+£14,57° 4,00+11,31%4 0,00+0,00>* 12,25+23,08%4
28 dias 0,36+1,80° 0,00+0,005* 1,13+3,18%4 0,00+0,00>4
Média 10,83+18,114 12,60+18,37 % 20,55+28,12 4
Lingual-Cervical

03 dias 18,92+9,80° 27,00£7,60 > 11,56+5,94 4 18,13+9,08 >4
07 dias 42,72+32,68? 55,00+29,83 ** 25,50+32,08 >4 48.22+31,42 %A
14 dias 8,79+16,19° 3,306,504 10,70£22,91 *A 13,25+14,53 4
21 dias 2,35+8,43° 3,138,844 0,00+0,00 >4 4,50+12,73 >4
28 dias 2,04+6,55° 0,40+1,26 >4 5,88+10,96 ** 0,00+0,00 **
Meédia 18,19+25.90* 10,91+20,13 4 18,03+24,40*
Cervical

03 dias 16,35+11,26° 21,67+11,49%4 12,339,074 14,88+12,17%*
07 dias 55,00+30,65° 71,30+26,80 ** 39,10+33,28*4 54,56+24,20 "
14 dias 9,71£19,64° 13,30+25,86 4 7,40+18,73 ** 8,13x12,15%4
21 dias 4,12+13,68° 7,75+21,92 >4 0,000,004 5,63+12,09 >4
28 dias 2,20+8,31¢ 1,60+5,06 > 0,00£0,00 >4 5,57+14,74%4
Média 23,81+32,244 12,26+22,814 18,98+24,93 4
Vestibular-Cervical

03 dias 19,32+14,31° 16,898,124 12,00+7,7124 31,86+19,48 >4
07 dias 55,76+33,91% 56,50+39,46 ** 43,80+32,75 >4 68,22+26,68 **
14 dias 12,61£20,96° 5,00£10,91 ** 14,10+25,42 24 20,25+23,62 >4
21 dias 3,88+16,87° 10,75+30,41 4 0,00+0,00 4 1,88+3,48 **
28 dias 0,00+0,00° 0,000,004 0,00+0,00 ** 0,00:£0,00 >4
Meédia 18,15+30,31% 14,62+24,83 4 26,00+31,58 4

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont =NaCl 0,9%
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O tratamento ndo mostrou influéncia significativa sobre a 4rea ocupada por 0sso
neoformado porém, a média da area de tecido 6sseo apresentada pelo grupo controle foi
significativamente maior que a do grupo Csa2 no nivel cérvico-vestibular. Houve aumento
progressivo da area ocupada por osso entre os dias 3 e 28. Aos 03 dias, os valores para 4rea
de osso neoformado foram em geral significativamente menores quando comparados aos
demais tempos, como pode ser visto na tabela 11. Em geral, em quase todos os niveis
avaliados, houve a formacdo de trés “grupos” de leituras, 3 dias, com menores leituras, 7 €
14 dias com valores intermediarios e 21 e 28 dias com as maiores areas ocupadas por 0sso.

Tratamento e tempo ndo exerceram influéncia estatisticamente significativa sobre a
area ocupada por vasos sangiiineos neoformados (ANEXO, tabela 19), com excecgdo de
poucos pontos isolados no nivel cervical, o que ndo mudou o quadro geral.

A area ocupada por espagos medulares nfo foi influenciada significativamente pelo
tratamento. Em relagdo ao tempo, houve uma tendéncia de aumento gradual até 14 dias,
quando em geral as leituras foram significativamente maiores que nos demais dias, seguida
por redugdo gradual até o final do experimento, quando as leituras foram discretamente
maiores que aos 3 dias mas em geral sem significincia estatistica. Essa tendéncia néo

ocorreu em todos os niveis, como visto na tabela 12.
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Tabela 11: Efeito de tempo e tratamento sobre a area ocupada por tecido dsseo, em um’, nos sete
campos alveolares estudados através de microscopia otica com auxilio de computador, em cortes
corados pelo HE (n=268 hemi-mandibulas). Teste de Tukey com nivel de significdncia de 5%.
Letras maidsculas sdo compara¢des de médias entre tratamentos e letras minisculas comparam
médias entre tempos. Letras diferentes significam médias com diferenga estatisticamente

significativa.
Média Cont Csal Csa2

Apical
03 dias 0,000,00° 0,00+0,00** 0,00+£0,00 >4 0,00+0,00>*
07 dias 665,90+1846,87° 0,00+0,00** 1293,94+2812,56 >4 707,97+1410,53 4
14 dias 1335,98+2679,80° 943,55+2236,30%4 1576,44+3132,44 4 1525,95+2882,70**
21 dias 5033,04+5338,15% 6745,80+5646,64 >* 6644,76+5728,56 ** 1305,63+2179,88 >4
28 dias 4557,58+5012,49° 6875,76:4998 42 >4 3779,17+£5303,60 >4 2135,51+3687,70**
Média 2811,90+4585,30* 2667,76+4459,07 4 1099,32+2316,63
Lingual-Médio
03 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00** 0,00+0,00** 0,000,004
07 dias 3540,62+3047,63° 5037,02+2261,08** 1633,11+2877,17*4 3997,41+3140,35*4
14 dias 4049,11+3442,33° 3041,48+3837,31** 4533,30+3422,69** 4703,41£3071,98**
21 dias 7551,92+4206,05* 7536,31+4778,60%* 8111,43+4691,76*4 6868,15+3344,15%4
28 dias 7500,21+4026,46" 8084,26+4644,23 >4 6277,41+4167,04 >4 8063,35+3050,52**
Média 4721,66+4517,654 4106,33+4451,724 4624,81+3845,74 4
Médio
03 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00*4 0,00+£0,00>4 0,00+0,00>
07 dias 1220,14+2080,06>¢ 1755,65+2362,22*4 359,07+1135,472* 1581,87+2445,96*4
14 dias 4089,62+3776,23° 3178,69+3904,85** 4955,92+3792,30>4 4145,39+3827,09*4
21 dias 4922,32+£5364,27° 5516,48+5925,65** 6650,21£5447,17*4 2168,29+4021,19*4
28 dias 4517,26+4959,11*° 6017,14+£5362,17** 4700,84+5130,02 >4 2164,77+3779,89 >4
Média 3269,08+4489,39 4 3345,93+4501,36 * 1997,49+3282,10*
Vestibular-Médio
03 dias 102,38+522,06° 0,00+0,00>4 0,000,004 332,75+941,16**
07 dias 2342,65+2391,75° 3984,48+2199,79 >4 1831,25+2428,46** 1086,62+1572,20**
14 dias 3994,90+3581,27° 3883,36+3967,69 >4 3844,07+3423,86** 4322,85+3739,51 >4
21 dias 8089,79+3819,24* 9064,15+3761,81** 8744,04+4255,55** 6297,62+3048,37>4
28 dias 8525,89+3965,41° 8636,40+4701,96** 7760,62+3848,99 >4 9242,63+3324,28*4
Média 5054,37+£4651,52 4 4388,91+4538,82 4 4052,59+4158,86 *
Lingual-Cervical
03 dias 195,32+995,96° 0,00+0,00 >4 0,000,004 634,80+1795,49 4
07 dias 2338,77+2715,73° 2458,58+2804,73 ** 2717,61£3023,45>* 1784,72+2477,23*4
14 dias 5124,90+4333,38° 6255,27+4631,22** 6281,01+4134,15** 2266,82+3131,97*4
21 dias 8320,15+3636,15° 8607,68+3714,69** 10013,85+2434,45 >4 5915,51+3873,0224
28 dias 8264.47+3575,91° 8607,16£4266,69** 8213,25+3887,11>4 7833,43+2407,86 >4
Média 5150,46+4806,67* 5443,20+4693,79 * 3535,84+3797,81 4
Cervical
03 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00>* 0,00:0,00** 0,00+0,00>*
07 dias 1263,98+2354,04° 929,12+2938,13*4 1884,02+2598,63 >4 947,10£1163,17>*
14 dias 4609,43+3661,24° 5291,05+3914,75** 5587,48+3610,39*4 2534,86+2879,51 >4
21 dias 6826,53+4898,57*° 6485,47+5427,89 4 8662,07+4636,81 >4 4873,17+4391,84 24
28 dias 7712,04+4249,04° 6519,00+5208.91 >4 8865,40+4455,51%4 8098,27+2009,53*4
Média 3814,37+4737,174 4941,68+4866,87 » 3111,90+3752,914
Vestibular-Cervical
03 dias 279,61£1425,75° 0,00+0,00*4 0,00+0,00 >4 908,74+2570,32**
07 dias 1445,13+£2895,50° 2369,99+3893.82** 1571,62+2823,98** 276,97+830,92**
14 dias 5713,15+3845,09° 7435,86+3191,14 4 5982,17+4370,39*4 3223,48+2819,46*4
21 dias 8015,58+4402,19° 9239,29+4165284 8475,73+4576,33*4 6216,69+4384,46*4
28 dias 9316,06+2897,41° 9678,71£3613,96 ** 9793,29+1998,17 >4 8252,57+2736,48 >4
Média 5718,29+5019,59* 5077,48+4926,91*8 3576,30+4087,65°

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%
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Tabela 12: Efeito de tempo e tratamento sobre a 4rea ocupada por espagos medulares, em um?, nos
sete campos alveolares estudados através de microscopia Otica com auxilio de computador, em
cortes corados pelo HE (n=268 hemi-mandibulas). Teste de Tukey com nivel de significancia de
5%. Letras maiusculas so comparagdes de médias entre tratamentos e letras minfisculas comparam
médias entre tempos. Letras diferentes significam médias com diferenca estatisticamente

significativa.
Média Cont Csal Csa2

Apical
03 dias 0,00+0,00 0,00+0,00** 0,000,004 0,000,004
07 dias 680,83+2028,97° 0,000,004 1001,00+2218,69** 1081,57+2825,32*4
14 dias 1210,61£2629,95° 1351,38+3026,69** 964,14+2534,26>* 1342,72+2551,04*4
21 dias 332,55+1066,67° 112,85+319,1924 240,04+391,51>* 667,90+1889,10%4
28 dias 913,22+1655,35° 1063,90+1800,51 >4 523,84+1202,87** 1142,97+2026,89**
Média 533,10£1672,434 558,35+1622,18* 845,50+2076,21*
Lingual-Médio
03 dias 0,000,00° 0,000,004 0,00+0,00*4 0,000,004
07 dias 698,71+1781,15%® 1594,74+2558,96 ** 0,00+0,00*4 479,47+1438,4]1 4
14 dias 1859,14+2375,64° 1035,94+1806,90 >4 1639,83+2302,26 > 3162,30+2788,96*4
21 dias 500,93+1193,44%° 211,93+528,96 4 169,06+534,61 >4 1204,79+1902,77*4
28 dias 1164,5422050,70° 432,71+655,38*4 1428,50+2081,70>* 1908,34+3080,66 **
Média 687,86+1548,494 628,02+1514,954 1315,26+2282,96*
Médio
03 dias 0,00+0,00° 0,000,004 0,00+0,00>4 0,00+0,0024
07 dias 697,91+2149,63%¢ 2023,95+3375,52 >4 0,00+0,00%4 0,00+0,00*4
14 dias 1663,53+2258,81° 884,76+1450,18** 1859,91+2375,25*4 2391,50+2862,74**
21 dias 435,52+931,19*¢ 220,86+624,68 >4 395,36+807,84 4 700,38+1316,22*4
28 dias 957,48+1615,72*° 862,46+1579,41 ** 992,01+1495,55>A 1053,78+2015,79**
Média 839,97+1923,06* 648,70+1448,81 * 802,79+1794,204
Vestibular-Médio
03 dias 0,00+0,002 0,00+0,00>* 0,00+0,00*4 0,00+0,00%4
07 dias 880,85+1996,44° 2554,45+2765,87*4 0,00+0,00*3 0,00=0,00*2
14 dias 1867,65+2653,71° 896,25+1950,182%4 2398,13+2630,78** 2418,81+3358,14*4
21 dias 367,38+913,33° 509,42+825,65*>* 141,25+298,13*4 508,00+1436,83*4
28 dias 774,01£1521,01° 477,52+1012,97>>4 1284,54+2147,53** 614,11+1345,48**
Média 922,50+1834,04 4 758,94+1739.63 4 692,83+1871,25*
Lingual-Cervical
03 dias 246,01+1254,41° 0,00+0,00*4 0,00+0,00** 799.53+2261,42*4
07 dias 893,76+1966,87>° 977,11£2287,95** 1614,80+2327,37*4 0,00+0,00*4
14 dias 1794,66+2338,05° 1057,34+1284,81 ** 2091,01£2476,25*4 2345,89+3135,19%4
21 dias 619,87+1269,93*® 880,90+1721,39%4 260,30+371,07*4 808.32+1521,95%4
28 dias 676,82+1365,22%° 78,85+£167,46>* 770,18+1509,85*4 1424,35+1869,28 **
Média 599,58+1422,374 974,95+1815,874 1040.01£2069,85 *
Cervical
03 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00** 0,00+0,00** 0,000,004
07 dias 523,07+1474,44%¢ 218,35+£690,48 4 1298,57+2289,49>4 0,00+0,00**
14 dias 2457,20+2588,24° 2343,33+2461,96 4 2795,73+2559,55 A 2176,37+3057,84**
21 dias 920,58+1549,85° 686,20+£970,98 >4 517,66+855,76 24 1658,62+2403,55**
28 dias 500,16+1404,04%¢ 23,87+75,48%4 154,53+350,93 24 1575,59+2417,94 >4
Média 666,92+1501,81* 1007,57+1886,86 * 1042,73+2116,83*
Vestibular-Cervical
03 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00>* 0,00+0,00>4 0,00+0,004
07 dias 391,31£1192,02° 736,81£1597,18*>* 397,98+1258,512%4 0,00+0,00>4
14 dias 2214,63+2279,40° 2219,70+£1637,08*4 2050,10+2015,08** 2413,97+3360,02**
21 dias 979,21+1964,10° 127,37+£287,42%4 592,36+1071,372>4 2314,62+3022,90**
28 dias 921,80+1776,88° 107,51£177,20°4 1107,56+1866,43*>* 1872,78+2512,32%*
Média 673,60£1331,55% 835,42+1543,91* 1273,45+2428,60*

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%
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A interagdo dos tempos e das drogas sobre a area ocupada por espagos vazios, nos
sete campos alveolares estudados através de microscopia 6tica com auxilio de computador,
mostrou que ndo houve influéncia significativa de sua presenga com a interagdo droga e
tempo, bem como o efeito isolado dos tratamentos aplicados (ANEXO, tabela 20).

A interagdo do efeito de tempo e do tratamento sobre a area ocupada por raiz
residual nos sete campos alveolares avaliados através de microscopia Otica
computadorizada ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas (ANEXO, tabela

21).
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2.6 DISCUSSAO

A técnica apresentada neste trabalho para exodontia de 1° molar inferior em ratos
mostrou-se acessivel, de realizag¢do relativamente facil e rapida, durando cerca de 15 a 20
minutos por animal, além de proporcionar pds-operatorio adequado. Em grande parte dos
casos, a utilizagdo do micro-cinzel cirirgico como elevador permitiu realizar a correta
avulsgo da porgéo radicular mesial nos casos de fratura coronaria. Em nosso conhecimento,
ndo ha na literatura indexada trabalho similar a este, baseando-se em técnicas de
odontosseccdo. Todo cuidado possivel foi tomado para que o experimento fosse realizado
da maneira mais ética possivel e estabelecendo protocolo que podera ser utilizado em
futuros trabalhos. A utilizagdo de alvéolos de molares ao invés de incisivos permitiu melhor
qualidade de vida pds-operatéria ao animal, permitindo a manutengdo do mesmo por
periodos prolongados (GUGLIELMOTTI & CABRINI, 1985). Possivelmente, parte do
ganho de peso pds-operatorio, especialmente no grupo controle, esta ligada a esse fator.

Foi constatado um efeito intenso da csa sobre a evolugéo do peso dos animais sendo
esse efeito de caracteristicas negativas e dose-dependente, uma vez que, quanto maior a
dose administrada da droga, menor o ganho de peso dos animais, confirmando com os
achados de RYFFEL (1982), del POZO et al. (1995) e FU et al. (1997). Os dados também
confirmam os achados de STILLER et al. (1983), os quais observaram que animais tratados
com doses iguais ou superiores a 15mg/kg/dia apresentaram comportamento negativo dose-
dependente em relacdo ao peso. Para del POZO & ZAPF (1994) esta reducdo de peso

ocorre por hiponutricdo decorrente do uso da csa, mas esta caracteristica pode estar
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relacionada com a redugédo do apetite do animal causada pela droga bem como ao aumento
do catabolismo de proteinas e ao estresse pelo qual os animais passam durante o tratamento
(WASSEF et al. 1985).

Na avaliagdo da densidade radiografica, o grupo Csal se comportou de maneira
semelhante ao grupo controle, com redug¢fo nos valores das leituras indicando o processo
de reparagdo Ossea alveolar, o que esta de acordo com BODNER et al. (1993a, b). A
primeira redug¢do na densidade Otica foi observada em 7 dias, em todos os grupos
experimentais, de acordo com SMITH (1974) e ELOVIC et al. (1994), segundo os quais
neste periodo inicia-se a neoformagéo 6ssea. No entanto, outros pesquisadores enfatizaram
o predominio dos processos de reabsor¢do Ossea nas paredes alveolares que se inicia por
volta do 2° e atinge 0 maximo ao 7 dias p6s-exodontia (CARVALHO et al. 1980, DEVLIN
et al. 1996). Todos os grupos, porém, apresentaram um aumento no valor das leituras no
periodo de 14 dias, indicando predominio da atividade de reabsor¢do sobre a formacdo
6ssea (SMITH 1974). GUGLIELMOTTI & CABRINI (1985) e HSIEH et al. (1994)
entretanto, destacaram que a maior atividade osteoclastica ocorre aos 10 dias. Estes dados
demonstram o efeito dose-dependente da csa em relagdo ao metabolismo 6sseo (del POZO
et al. 1995). A perda da densidade Ossea induzida pela csa também foi demonstrada em
pacientes transplantados (ARINGER et al. 1998) e em ratos imunossuprimidos (PEREIRA
et al. 1996), porém esta em desacordo com DALEY & WYSOCKI (1984) segundo os quais
o tratamento com csa leva a diminui¢cdo da atividade de osteoclastos e conseqiiente
diminuicdo da reabsor¢do Ossea alveolar. A andlise da correlagdo entre as leituras
densitométricas repetidas mostrou homogeneidade quase absoluta, excecdo feita ao grupo

Csa2. Esses resultados talvez estejam relacionados com irregularidades na anatomia final
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do alvéolos nesse grupo ou com falhas do préprio método. Metodologias para padronizagéo
e checagem de erros, tais como utilizacdo de um degrau metalico e releituras dos alvéolos,
estdo de acordo com o proposto por SMITH (1974), BRAEGGER et al. (1987), BODNER

(1993a,b) e SOUTHARD et al. (1999).

Ao exame com lupa estereoscopica, foram observadas areas de hiperqueratose,
confirmadas posteriormente em microscopia Otica, sobre a regido do alvéolo em 28,7% das
hemi-mandibulas. O grupo mais afetado foi a Csal (13%). Influéncia da csa na presenca de
hiperqueratiniza¢bes e acantose ja havia sido reportada anteriormente (TYLDESLEY &
ROTTER 1984, SPOLIDORIO 1996, VOLPE et al. 1997). Para AYANOGLOU & LESTY
(1999) a csa ¢ responsavel tanto por aumento da espessura da queratina quanto pelo
aumento do nimero de camadas epiteliais em decorréncia de um maior tempo de vida dos
queratindcitos. Os resultados estdo em desacordo com o trabalho de WYSOCKI et al.
(1983) os quais relataram presenca de fina camada de epitélio em crescimentos gengivais
induzidos pela csa. Também discordam dos achados de ESPOSITO et al. (2000) que
relataram efeito antiproliferativo da csa sobre células epiteliais “in vitro”, por induzir
apoptose.

Também foi encontrado crescimento gengival nos grupos tratados com a droga,
principalmente no grupo Csa2, confirmando o efeito colateral da droga e estando de acordo
com os achados SEYMOUR & JACOBS (1992), VOLPE et al. (1997) e FU et al. (1999).
Para AYANOGLOU & LESTY (1999) a vasodilatacdo € um fator importante no que diz
respeito ao aumento gengival decorrente do tratamento com csa. Este aumento de volume

também pode ser decorrente de um aumento no numero de fibroblastos ou aumento na
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sintese de coldgeno, assim como descrito por WYSOCKI et al. (1983) e SPOLIDORIO et
al. (1996), no entanto estes parametros néo foram analisados neste trabalho.

A presenca de ulceragGes presentes no tecido conjuntivo acima do alvéolo foi outra
caracteristica avaliada sob lupa estereoscopica e por meio de microscopio Otica
convencional, mostrando influéncia estatisticamente significativa do uso da csa. O grupo
Csa2 apresentou maior presenca de ulceragdes quando comparado aos demais grupos
experimentais, indicando haver uma relagdo dose-dependente desta droga, como relatado
por FLETCHER et al. (1993) e VOLPE et al. (1997). Esta presenca de ulceragdes pode ser
justificada em parte pelo mecanismo de ag@o da csa, responsavel por imunossupressdo do
animal tratado, tornando os animais mais susceptiveis a infec¢des oportunistas (RANDZIO
et al. 1991, MIN & MONACO 1991, ZANKER et al. 1998). Entretanto, tais resultados
diferem de achados clinicos e pesquisas que avaliaram outros aspectos do reparo em
pacientes € animais submetidos ao tratamento com csa (FISCHEL et al. 1983,
NEMLANDER et al. 1983, SPOLIDORIO 1991). Esta dificuldade no processo de reparo
também néo esta de acordo com CARP et al. (1997) para os quais a csa acelerou o processo
de reparo de ulceras em pacientes com pioderma gangrenoso € doenga de Créhn e com os
resultados de HARPENAU et al. (1995), segundo os quais a csa diminuiu a presenca de
ulceragGes de pacientes com liquen plano atréfico e erosivo.

A presenga de exposicio Ossea e de restos radiculares ndo foi influenciada pelo
tratamento. Apesar disso, deposi¢do abundante de cemento novo no ter¢co cervical das
raizes apds o uso de csa ja foi relatada na literatura (AYANOGLOU & LESTY 1997) e a
presenca de fragmentos radiculares pode interferir com o processo de reparo, fato este que

ndo foi observado neste trabalho (SMITH 1974, PIETROKOVSKI & MASSLER 1967).
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A érea ocupada por espagos medulares ndo foi influenciada significativamente pelo
tratamento porém aumentou gradativamente até os 14 dias apds a cirurgia, reduzindo em
seguida, concordando com os achados de LIKUZA et al. (1992) e de HSIEH et al. (1994).
Este comportamento reflete os estigios de neoformagfo dssea seguido por posterior
maturagio do tecido ésseo alveolar (SMITH 1974, GUGLIELMOTTI & CABRINI 1985).

Cobertura epitelial avaliada por meio de lupa estereoscdpica, por microscopia ética
convencional e computadorizada ndo mostrou influéncia estatisticamente significativa do
tratamento. Estes resultados discordam de FERNANDES et al. (1997) que relataram atraso
no recobrimento epitelial de alvéolos de ratos tratados com csa, tendo este ocorrido
somente apds 15 do procedimento cirtrgico, enquanto os resultados deste trabalho indicam
que este evento ocorreu apds 7 dias das cirurgias. Para outros autores entretanto, csa parece
ndo interferir na formagdo de novo epitélio (HOFFMANN et al. 1986, FILIPEC et al.
1992), ou parece apresentar efeito positivo da csa sobre a capacidade proliferativa do
epitélio (SPOLIDORIO 1991, CARP et al. 1997). Apesar de ndo ter ocorrido em todas as
hemi-mandibulas, o recobrimento epitelial estava praticamente completo uma semana apos
as exodontias, concordando com os achados de LIZUKA et al. (1992) e DEVLIN et al.
(1996) e confirmando que o reparo alveolar em ratos ocorre em periodo menor quando
comparado aos humanos (PIETROKOVSKI & MASSLER 1967 e BODNER et al. 1993b).

Sob microscopia 6tica, a contagem de fibroblastos néo foi alterada pelo tratamento
utilizado, sugerindo néo haver influéncia direta do uso da droga sobre esse parametro, ainda
que alguns grupos tratados com csa tenham apresentado contagens mais elevadas de
fibroblastos que os grupos controle, o que ja foi reportado anteriormente (WYSOCKI et al.

1983). A analise por microscopia computadorizada ndo alterou substancialmente o quadro
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das analises anteriores, apenas no nivel apical onde houve ordem decrescente na seqiiéncia
controle, Csal e Csa2. Entretanto, a influéncia da csa sobre fibroblastos e seus produtos
ainda ndo foi bem determinada. Alguns experimentos demonstraram que csa é capaz de
induzir a proliferacdo de fibroblastos (COLEY et al. 1986, ZEBROWSKI et al. 1986,
JACOBS et al. 1990 e SCHINCAGLIA et al. 1992, SEYMOUR & JACOBS 1992), sem
alterar drasticamente sua atividade de sintese (BARTOLD 1987), enquanto outros
afirmaram que ocorre diminui¢do do numero de fibroblastos e aumento da produgéo de
colageno (TYLDESLEY & ROTTER 1984, SPOLIDORIO et al. 1996, FERNANDES et
al. 1997, AYANOGLOU & LESTY 1999) ou aumento apenas da matriz extracelular
(ROSTOCK et al. 1986). A média do niumero de fibroblastos que foi maior no nivel apical,
seguida pelos niveis médios e cervicais, respectivamente, refletiu a origem do ligamento
periodontal destas células e proximidade com a alimentacdo vascular do alvéolo (SMITH
1974, GUGLIELMOTTI & CABRINI 1985).

Sob microscopia 6tica, a quantifica¢do de colageno ndo foi influenciada pela droga
utilizada, apresentando homogeneidade em seus valores durante os periodos experimentais.
Andlise da densidade volumétrica de colageno por microscopia computadorizada
confirmou os resultados em microscopia Otica, sugerindo que a csa ndo interfere na
formagdo de colageno. Apesar disso, resultados relatados na literatura apontam aumento da
produgdo de coldgeno em ratos tratados com csa (TYLDESLEY & ROTTER 1984,
SCHINCAGLIA et al. 1992, SPOLIDORIO et al. 1996) ou aumento do volume de
colageno (McGAW et al. 1988, VOLPE et al. 1997), podendo este comportamento ser
explicado pela diminui¢do da degradagéo de colageno pela agdo da csa em fibroblastos, ou

pelo estimulo de sua sintese pelas células endoteliais (ESPOSITO et al. 2000).
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A csa ndo mostrou influéncia estatisticamente significativa sobre a neoformagéo
Ossea avaliada sob microscopia 6tica e por microscopia computadorizada. Neste trabalho,
as primeiras evidéncias de neoformagfo éssea ocorreram entre o 3° e o 7° dias ap6s as
exodontias, concordando com GREEN et al. (1969), SMITH (1974) e DEVLIN (2000),
para o qual a neoformagdio Ossea alveolar ndo € possivel de ser identificada
histologicamente antes do 4° dia apds a exodontia. Por outro lado, estes resultados
discordam de BOYNE (1966) que relatou a presenca de tecido dsseo apenas a partir de 9
dias. Para HSIEH et al. (1994), h4 inicio da neoformagdo Ossea alveolar no 5° dia pos-
cirirgico, principalmente na regido apical. O periodo de maior neoformacgdo Ossea
encontrado neste trabalho ocorreu entre os dias 21 e 28 apds as cirurgias, discordando de
GREEN et al. (1969) que observaram o mesmo evento entre os dias 10 e 14. Em seus
estudos, LIN et al. (1994) descreveram o preenchimento por osso jovem, em quase todo o
alvéolo cerca de 5 dias apos a exodontia, discordando dos achados deste trabalho. Nos
periodos de 21 e 28 dias, os alvéolos apresentaram-se preenchidos por tecido 4sseo
neoformado, espacos medulares e vasos sangiiineos, conforme descrito por DEVLIN et al.
(1996) e CARVALHO et al. (1997). Mais uma vez o assunto ¢ controverso, havendo
relatos de ag@o positiva da csa sobre a produgdo e manutengio dssea (del POZO & ZAPF
1994, LEE et al. 1995, DOI et al. 1998) enquanto outros (SCHLOSBERG et al. 1989, FU et
al. 1997, FU et al. 1999 ¢ KANG et al. 2000) relatam diminui¢do da neoformagdo dssea e
aumento da osteoclasia em humanos e animais imunossuprimidos com csa. Excecdo
ocorreu no campo cérvico-vestibular, onde a média de tecido 6sseo neoformado foi
significativamente maior no grupo controle do que nos grupos tratados com a droga. Esta

discordancia pode estar relacionada com as diferencas entre os modelos experimentais.
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Deficiéncias na acurdcia do método também podem estar envolvidas. A utilizagdo de
coloragGes especificas, utilizando tecido ndo fixado e incluido em resina talvez pudesse
aumentar essa precisdo. Todos os grupos avaliados apresentaram aumento significativo da
area ocupada por tecido 6sseo neoformado nos sete campos avaliados em relagéo ao tempo,
indicando ter ocorrido o processo de reparo dsseo alveolar nos grupos avaliados. A
histomorfometria realizada por meio de microscopia dtica convencional e computadorizada
apresentaram resultados similares.

Devem ser seguidos os cuidados gerais preconizados para os demais pacientes
quando forem realizadas exodontias em pacientes imunossuprimidos pelo uso de csa.
Entretanto, a prevencdo de infec¢Ges deve ser enfatizada, especialmente nas duas primeiras
semanas apos a cirurgia.

Certamente a controvérsia sobre influéncia da csa sobre o metabolismo 6sseo e
epitelial persistira por algum tempo e mais estudos sdo necessarios para o esclarecimento

de duvidas fundamentais nesse campo de eminente importancia clinica.
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2.7 CONCLUSOES

1. A técnica para exodontia de primeiro molar inferior de rato desenvolvida neste trabalho

mostrou-se pratica e eficaz.

2. O uso da csa causou redugéo do ganho de peso pos-cirurgia sendo este efeito mais

intenso para a dose mais elevada.

3. A densitometria radiografica do reparo dsseo alveolar mostrou padrio bipolar,

alternando fases de reabsor¢éo e neoformagéo Ossea.

4. O uso da csa aumentou o numero de ulceragdes sobre o alvéolo.

5. A csa induziu o crescimento gengival, que demonstrou relagédo direta do mesmo com a

dose administrada.

6. O uso da csa ndo interferiu de forma significativa na angiogénese, na produgéo de

colageno, na neoformacéo dssea alveolar e na presenca de espagos medulares.

7. O uso da csa ndo interferiu significativamente com o reparo alveolar ao final do periodo

avaliado, apesar de causar altera¢des em alguns dos parametros mensurados.
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ANEXO

A andlise detalhada dos pesos para cada etapa do experimento demonstrou que a
influéncia do uso da ciclosporina foi intensa e afetou os animais até o final do experimento,
como mostra a tabela 1. Diferencas significativas foram notadas entre todos os grupos a
partir do condicionamento (segunda semana), excegédo feita & comparagéo entre o grupo
Csal e controle na semana 5 talvez indicando tendéncia a recuperagéo dos ratos sob menor
dosagem de ciclosporina. O efeito foi dose-dependente, como pode ser observado pelos
valores de K-W, maiores nas comparagdes do grupo Csa2 com os demais. A pesagem

inicial dos animais (peso 1) ndo mostrou diferenga significativa entre os grupos.
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Tabela 1 - Avaliagdo do efeito da ciclosporina sobre o peso dos animais em cada uma das seis
pesagens. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e realizadas comparagdes gerais e duas a duas. Os
valores dos pesos 1 e 2 correspondem a 300 animais. Nos demais, foram excluidos os animais
sacrificados a cada semana.

Média = desvio padrio K-W p

Dia -7 (n=150)

Cont 262,33 £ 65,02 csa2xcont 0,30 0,584
Csal 257,16 = 47,95 csalxcsa2 1,09 0,296
Csa2 252,02 + 48,83 csalxcont 0,02 0,885
Geral 257,17 £ 54,48 contxcsalxcsa?2 0,92 0,632
Dia 0 (n=150)

Cont 286,92 £ 59,03 csa2xcont 30,94 0,000
Csal 259,96 + 43,08 csalxcsa2 10,47 0,001
Csa2 239,64 + 40,39 csalxcont 9,75 0,002
Geral 262,17 £ 51,81 contxcsalxcsa2 34,02 0,000
Dia 7 (n= 120)

Cont 308,29 + 44,66 csa2xcont 75,26 0,000
Csal 269,03 £42,43 csalxcsa2 37,30 0,000
Csa2 228,24 £ 37,84 csalxcont 25,96 0,000
Geral 264,82 + 52,52 contxcsalxcsa2 91,65 0,000
Dia 14 (n=90)

Cont 338,20 £ 34,31 csa2xcont 90,38 0,000
Csal 282,89 £ 37,02 csalxcsa2 61,02 0,000
Csa2 218,94 +£ 29,91 csalxcont 42,52 0,000
Geral 279,26 + 59,86 contxcsalxcsa2 124,73 0,000
Dia 21 (n=60)

Cont 358,35+ 32,08 csa2xcont 52,66 0,000
Csal 308,13 £35,74 csalxcsa2 39,52 0,000
Csa2 231,50+ 30,85 csalxcont 26,26 0,000
Geral 303,87 £ 62,02 contxcsalxcsa2 74,96 0,000
Dia 28 (n=30)

Cont 366,00 + 36,89 csa2xcont 19,45 0,000
Csal 338,43 +£30,98 csalxcsa2 15,01 0,000
Csa2 249,40 + 42,06 csalxcont 3,32 0,068
Geral 330,73 + 58,29 contxcsalxcsa2 23,84 0,000

K-W = Teste de Kruskal-Wallis Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9%
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A tabela 2 mostra a relagéo das radiografias repetidas para descartar a possibilidade
de troca das mesmas na etapa inicial do processamento. Estas radiografias foram
selecionadas de acordo com caracteristicas particulares tais como fratura do c6ndilo e/ou
ramo da mandibula e raiz residual, disponiveis no livro de registro de cirurgias. A partir
desta analise, pdde-se observar que ndo deve ter havido troca de material em qualquer das

etapas, a partir da cirurgia, e confirmar os resultados das leituras.

Tabela 2 - Lista de reparos em hemi-mandibulas que foram radiografadas novamente para
confirmagcdo dos resultados da leitura densitométrica, sendo que “Fraturas” inclui fraturas do
condilo ou dentarias (n=25 hemi-mandibulas).

Causa Hemi-mandibulas
Fraturas e/ou raiz residual do 1° molar inferior 13

Fratura do ramo da hemi-mandibula 2

Fratura do incisivo 1
Ulceragéo 9

Total 25

A tabela 3 mostra a comparacdo entre as médias das duas leituras densitométricas
realizadas neste experimento. Observa-se homogeneidade nas leituras realizadas, com

excec¢do apenas ao grupo Csa2, nos tempos 3, 7 e 28 dias.
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Tabela 3 - Médias das leituras densitométricas em duas ocasides, comparadas em cada subgrupo e
em cada tempo do experimento. Cada subgrupo incluiu 20 radiografias, as varidncias foram
avaliadas pelo teste F e as médias pelo teste t.

Razao 1 (Média = DP)  Razio 2 (Média = DP) F Teste t
3 dias
Cont 1,710 £ 0,069 1,685+ 0,074 0,774 0,285
Csal 1,587+ 0,103 1,603 + 0,102 0,956 0,611
Csa2 1,594 + 0,063 1,509 + 0,058 0,741 0,000
7 dias
Cont 1,598 + 0,090 1,595 + 0,094 0,875 0,920
Csal 1,531+ 0,089 1,531 £ 0,093 0,848 1,000
Csa2 1,538 + 0,047 1,493 + 0,043 0,701 0,003
14 dias
Cont 1,629 £ 0,044 1,617+ 0,041 0,811 0,406
Csal 1,624 = 0,030 1,619+ 0,033 0,744 0,639
Csa2 1,640 £ 0,083 1,628 £ 0,090 0,695 0,681
21 dias
Cont 1,443 + 0,045 1,455+ 0,050 0,623 0,410
Csal 1,480 + 0,076 1,490 = 0,089 0,503 0,713
Csa2 1,678 = 0,064 1,685+ 0,063 0,912 0,757
28 dias .
Cont 1,578 £ 0,071 1,580 + 0,088 0,342 0,948
Csal 1,567+ 0,070 1,528 = 0,061 0,532 0,069
Csa2 1,596 £ 0,114 1,522 + 0,084 0,195 0,025

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9% DP = Desvio padréao
F = teste de varidncia F t = teste de médias t

AVALIACOES SOB LUPA ESTEREOSCOPICA:

A andlise da correlagdo entre a presenca de hiperqueratoses na gengiva, como
observada por meio de lupa estereoscopica, e os tratamentos utilizados, mostrou que houve
correlagdo estatisticamente significativa e negativa em 21 dias entre Csal e Csa2, em 28

dias entre Csal e controle e entre Csal e Csa2, como visto na tabela 4.
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Tabela 4 - Analise do nivel de correlag@o entre hiperqueratoses na gengiva observadas por meio de
lupa e o uso de ciclosporina O teste utilizado foi o teste t para proporgdes e o valor de referéncia foi
2,101 (n=300 hemi-mandibulas).

Média Desvio Valor do teste

3 dias

Cont 90 90 csa2xcont 0,632
Csal 80 160 csalxcsa2 0,632
Csa2 80 160 csalxcont 0,000
7 dias

Cont 70 210 csa2xcont 0,000
Csal 70 210 csalxcsa2 0,000
Csa2 70 210 csalxcont 0,000
14 dias

Cont 70 210 csa2xcont -0,520
Csal 80 160 csalxcsa2 -0,520
Csa2 80 160 csalxcont 0,000
21 dias

Cont 30 210 csa2xcont -1,952
Csal 70 210 csalxcsa2 -3,464
Csa2 90 90 csalxcont -1,155
28 dias

Cont 30 210 csa2xcont -0,471
Csal 40 240 csalxcsa2 -3,464
Csa2 90 90 csalxcont 2,752

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9%

A andlise da correlagdo entre o crescimento gengival, avaliado sob lupa
estereoscopica, e os tratamentos utilizados, mostrou que houve correlagio estatisticamente
significativa com o uso e com a dose de ciclosporina aplicada nos animais nos tempos 3
dias entre Csal e Csa2, em 7 dias Csa2 em relagdo aos demais tratamentos utilizados e, em

28 dias, controle dos demais, como pode ser visto na tabela 5.
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Tabela 5 - Analise do nivel de correlag@o entre o crescimento gengival observado na lupa e o uso de
ciclosporina. O teste utilizado foi o teste t para propor¢des e o valor de referéncia foi 2,101 (n=300
hemi-mandibulas).

Média Desvio Valor do teste
3 dias
Cont 80 160 csa2xcont -1,482
Csal 100 0 csalxcsa2 3,162
Csa2 50 250 csalxcont 1,581
7 dias
Cont 100 0 csa2xcont -6,325
Csal 100 0 csalxcsa2 6,325
Csa2 20 160 csalxcont 0,000
14 dias
Cont 100 0 csa2xcont -2,070
Csal 100 0 csalxcsa2 2,070
Csa2 70 210 csalxcont 0,000
21 dias
Cont 100 0 csa2xcont -1,581
Csal 80 160 csalxcsa2 0,000
Csa2 80 160 csalxcont -1,581
28 dias
Cont 100 0 csa2xcont -2,582
Csal 100 0 csalxcsa2 0,000
Csa2 60 240 csalxcont 2,582

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont =NaCl 0,9%

A analise da correlacdo entre a presenca de ulceragdes na gengiva, sob lupa
estereoscopica, € os tratamentos utilizados, mostrou que houve correlagdo estatisticamente
significativa e positiva apenas em 21 dias, ao testar Csa2 e grupo controle, como visto na

tabela 6.
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Tabela 6 - Analise do nivel de correlag@o entre a presenga de ulceragdes na gengiva observadas por
meio de lupa e o uso de ciclosporina O teste utilizado foi o teste t para propor¢des e o valor de
referéncia foi 2,101 (n=300 hemi-mandibulas).

Média Desvio Valor do teste
3 dias
Cont 50 250 csa2xcont 0,000
Csal 50 250 csalxcsa2 0,452
Csa2 40 240 csalxcont 0,452
7 dias
Cont 80 160 csa2xcont 1,482
Csal 50 250 csalxcsa2 0,520
Csa2 70 210 csalxcont -0,933
14 dias
Cont 80 160 csa2xcont 0,520
Csal 70 210 csalxcsa2 -0,632
Csa2 90 90 csalxcont -1,155
21 dias
Cont 100 0 csa2xcont 2,582
Csal 60 240 csalxcsa2 1,581
Csa2 80 160 csalxcont -1,000
28 dias
Cont 90 90 csa2xcont -1,054
Csal 100 0 csalxcsa2 -1,054
Csa2 100 0 csalxcont 0,000

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont =NaCl 0,9%

Os resultados da cobertura epitelial avaliada através de lupa estereoscopica, segundo
os indices utilizados, estdio representados na tabela 7. Estes dados mostram que o

recobrimento epitelial do alvéolo ocorreu em 60,7% dos casos.

Tabela 7 - Cobertura epitelial observada por meio de lupa estereoscopica nos trés grupos
experimentais sendo: 0 - auséncia total de epitélio recobrindo a loja cirurgica, 1 - epitélio cobrindo
apenas as margens laterais da loja cirlrgica, 2 - epitélio recobrindo parte da loja cirtrgica, 3 -
epitélio recobrindo totalmente a loja cirtrgica (n=300 hemi-mandibulas).

Droga 0-n 1-n 2-n 3—-n
Cont 4 8 25 63
Csal 4 12 18 66
Csa2 6 13 28 53
Total 14 (4,7%) 33 (11%) 71 (23,7%) 182 (60,7 %)

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont = NaCl 0,9%
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A avaliag@o da cobertura epitelial por meio da lupa estereoscopica ndo evidenciou
influéncia dos tipos de tratamento empregados, como pode ser visto na tabela 8 abaixo.
Praticamente todos os alvéolos estavam recobertos (indice 3) apds 14 dias da extragdo
dentaria.

Tabela 8 - Avaliag¢@o do indice de cobertura epitelial (Média das leituras) como avaliada por meio
do exame em lupa estereoscOpica ap6s fixagdo em formol 10% (n=300 hemi-mandibulas). Foi

usado teste de Kruskal-Wallis e os valores do teste para significdncia de 5% e 1% foram,
respectivamente 5,990 e 9,210.

Droga 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Cont 1,6 2,4 2,8 2,9 2,7
Csal 1,8 2,5 2,5 2,7 3,0
Csa2 2,0 2,3 1,5 2,7 2,9
K-W 0,746 0,574 5,373 0,550 0,194

K-W = Teste de Kruskal-Wallis Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%

A andlise estatistica da avaliagdo das hemi-mandibulas removidas por meio da lupa
estereoscopica, considerando o indice de cobertura epitelial, mostrou diferencas

significativas apenas aos 3 e aos 14 dias, como pode ser visto na tabela 9.
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Tabela 9 - Avaliacdo da cobertura epitelial, como observada por meio de lupa estereoscdpica, nos
trés grupos experimentais (n=300 hemi-mandibulas). Realizado o teste de Kruskal - Wallis.

0-n 1-n 2-n 3-n K-W (p)
3 dias 0,0237
Cont 2 3 13 2
Csal 2 9 8 5
Csa2 3 1 12 4
Total 7 13 29 11
7 dias 0,4571
Cont 0 5 8 7
Csal 0 1 10
Csa2 0 3 10 7
Total 0 9 27 24
14 dias 0,0015
Cont 0 0 3 17
Csal 2 1 0 17
Csa2 3 7 3 7
Total 5 8 6 4]
21 dias ' 0,1456
Cont 1 0 1 18
Csal 0 0 5 15
Csa2 0 2 2 16
Total 1 2 8 49
28 dias 0,4232
Cont 1 0 0 19
Csal 0 1 0 19
Csa2 0 0 1 19
Total 1 1 1 57

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia‘kg de peso Cont = NaCl 0,9% K-W = Teste de Kruskal-Wallis

AVALIACOES SOB MICROSCOPIA OTICA:

Os resultados da avaliag@o categorizada da area ocupada por colageno, em suas
varias formas e estagios de maturagdo, através do microscopio 6tico, mostraram que nio
houve diferenga estatisticamente significativa, em nenhum dos tempos experimentais, entre

os diferentes tipos de tratamento empregados (tabela 10).
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Tabela 10 - Avaliagdo do indice de ocupagdo de area pelo colageno (Média das leituras) como
avaliado por meio do exame em microscopia Otica em cortes corados pelo HE. Foi usado teste de
Kruskal-Wallis (K-W= 3,636) e os valores do teste para significancia de 5% e 1% foram,
respectivamente, 5,990 € 9,210 (n =276 hemi-mandibulas).

Droga 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Cont 3,0 2,4 1,7 1,0 0,8
Csal 2,9 2,5 2,2 0,6 1,1
Csa2 2,4 2,8 2,4 2,0 1,7
K-W 1,853 1,822 4,512 11,364 3,832

K-W = Teste de Kruskal-Wallis Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9%

Os resultados da quantificagéo de fibroblastos ao microscépio 6tico mostraram que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa, em nenhum dos tempos experimentais,

entre os diferentes tipos de tratamento empregados neste trabalho, como pode ser visto

abaixo, na tabela 11.

Tabela 11 - Quantificagdo de fibroblastos (Média das leituras) avaliada por meio do exame em
microscopia otica em cortes corados pelo HE. Foi usado teste de Kruskal-Wallis (K-W= 3,636) e os
valores do teste para significdncia de 5% e 1% foram, respectivamente, 5,990 e 9,210 (n=276 hemi-
mandibulas).

Droga 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Cont 2,9 1,9 1,3 1,0 0,8
Csal 2,9 2,3 1,8 0,7 1,0
Csa2 2.4 2,7 2,4 1,8 1,8
K-W 1,235 8,057 8,205 8,401 5,483

K-W = Teste de Kruskal-Wallis Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9%

Os resultados da quantificagdo de osso neoformado ao microscépio 6tico,
mostraram que ndo houve diferencga estatisticamente significativa, em nenhum dos tempos
experimentais, entre os diferentes tipos de tratamento empregados neste trabalho, como

pode ser visto abaixo (tabela 12).

100



“Avaliagdo do Efeito da Ciclosporina no Reparo Alveolar Apés Exodontia em Ratos”

Tabela 12 - Quantificagdo de osso neoformado (Média das leituras) avaliada por meio do exame em
microscopia otica em cortes corados pelo HE. Foi usado teste de Kruskal-Wallis (K-W= 3,636) e os
valores do teste para significancia de 5% e 1% foram, respectivamente, 5,990 € 9,210 (n=276 hemi-
mandibulas).

Droga 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Cont 0,2 1,6 1,9 2,5 2,5
Csal 0,0 1,3 2,2 2,7 2,5
Csa2 0,0 1,3 1,2 1,7 1,7
K-W 0,210 1,029 3,053 5,039 3,429

K-W = Teste de Kruskal-Wallis Csal = Csa 10mg/dia‘kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9%

A anélise entre o nivel de exposicdo Ossea e o tratamento testado mostrou que a
ciclosporina néo influenciou de maneira significativa a presenga desta caracteristica, como

pode ser visto na tabela 13.

Tabela 13 - Anélise do nivel de correlagdo entre exposigdo dssea no rebordo alveolar observada por
meio de microscopio 6tico e o uso de ciclosporina. O teste utilizado foi o teste t para proporg¢des € o
valor de referéncia foi 2,101 (n=300 hemi-mandibulas).

Média Desvio Valor do teste
3 dias
Cont 77,78 192,03 csa2xcont 1,603
Csal 100 0 csalxcsa2 0
Csa2 100 0 csalxcont 1,603
7 dias
Cont 100 0 csa2xcont 0
Csal 100 0 csalxcsa2 0
Csa2 100 0 csalxcont 0
14 dias
Cont 90 90 csa2xcont 1,054
Csal 100 0 csalxcsa2 0
Csa2 100 0 csalxcont 1,054
21 dias
Cont 100 0 csa2xcont 0
Csal 100 0 csalxcsa2 0
Csa2 100 0 csalxcont 0
28 dias
Cont 100 0 csa2xcont 0
Csal 100 0 csalxcsa2 0
Csa2 100 0 csalxcont 0

Csal = Csa 10mg/dia‘’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia‘kg de peso Cont = NaCl 0,9%
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A analise da presenca de restos radiculares, como observados no microscopio 6tico,
e o uso de ciclosporina, mostrou que havia diferenga estatisticamente significante entre os
grupos Csal e controle em 3 dias, entre Csa 2 e controle em 14 dias e entre Csal e Csa2 em
21 dias, como pode ser visto na tabela 14. Nos casos onde houve fratura dental a presenca
de fragmentos de raiz radicular pode ter ocasionado um atraso no reparo alveolar, de acordo

com os resultados de SMITH (1974) e PIETROKOVSKI e MASSLER (1967).

Tabela 14 - Analise do nivel de correlagdo entre a presenga de restos radiculares no alvéolo
observados por meio de microscopio 6tico e o uso de ciclosporina. O teste utilizado foi o teste t para
propor¢des e o valor de referéncia foi 2,101 (n=300 hemi-mandibulas).

Meédia Desvio Valor do teste
3 dias
Cont 55,56 274,343 csa2xcont -0,230
Csal 10,44 103,890 csalxcsa2 -1,939
Csa2 50 312,500 csalxcont -2,320
7 dias
Cont 40 240 csa2xcont 0
Csal 50 312,500 csalxcsa2 0,425
Csa2 40 240 csalxcont 0,425
14 dias
Cont 30 210 csa2xcont 2,599
Csal 70 210 csalxcsa2 -0,520
Csa2 80 160 csalxcont 1,952
21 dias
Cont 50 312,500 csa2xcont -0,875
Csal 88,88 109,816 csalxcsa2 3,292
Csa2 30 210 csalxcont 1,892
28 dias
Cont 60 240 csa2xcont -0,196
Csal 50 312,500 csalxcsa2 -0,229
Csa2 55,55 274,355 csalxcont -0,425

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a presenca de
ulceragd@o, observada por meio de microscopio dtico, € o uso de ciclosporina, para os

tempos 3, 14 e 28 dias, segundo o teste t para proporg¢bes conforme visto na tabela 15.
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Tabela 15 - Anélise do nivel de correlagdo entre a presenca de ulceragdo observada por meio de
microscépio 6tico e o uso de ciclosporina. O teste utilizado foi o teste t para propor¢des e o valor de
referéncia foi 2,101 (n=300 hemi-mandibulas).

Média Desvio Valor do teste
3 dias
Cont 100 0 csa2xcont -4,899
Csal 100 234,375 csalxcsa2 4,899
Csa2 25 0 csalxcont 0
7 dias
Cont 100 0 csa2xcont -1,581
Csal 87,5 136,179 csalxcsa2 0,435
Csa2 80 160 csalxcont -1,069
14 dias
Cont 100 0 csa2xcont -4,830
Csal 30 210 csalxcsa2 0
Csa2 30 210 csalxcont -4,830
21 dias
Cont 100 0 csa2xcont -1,581
Csal 100 0 csalxcsa2 1,581
Csa2 80 160 csalxcont 0
28 dias
Cont 0 0 csa2xcont -2,121
Csal 100 0 csalxcsa2 2,121
Csa2 100 246,901 csalxcont 0

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%

O indice de cobertura epitelial avaliado no microscopio Otico mostrou que nio
houve diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos tratamentos em fungfo dos

tempos avaliados, como visto na tabela 16.

Tabela 16 - Avaliagdo do indice de cobertura epitelial (Média das leituras) avaliada por meio do
exame em microscopia 6tica em cortes corados pelo HE. Foi aplicado teste de Kruskal-Wallis (K-
W= 3,636) e os valores do teste para significancia de 5% e 1% foram, respectivamente, 5,990 e
9,210 (n =276 hemi-mandibulas).

Droga 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Cont 1,6 2,0 1,9 2,0 1,9
Csal 1,7 1,9 1,6 1,9 2,0
Csa2 1,0 1,9 1,1 1,7 1,9
K-W 3,636 0,238 2,766 0,534 0,182

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9% K-W = Teste de Kruskal-Wallis
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O exame do nivel de cobertura epitelial através do microscopio 6tico (tabela 17)
mostrou que a maioria das hemi-mandibulas analisadas apresentavam cobertura epitelial
completa (80,4%) e as hemi-mandibulas do grupo controle apresentavam evolugo
comparativamente melhor que as do grupo Csa2. Néo foi observado nenhum caso do grupo
controle com auséncia de recobrimento, mesmo nos grupos experimentais de menor tempo
(3 dias). O grupo Csa2 apresentou o menor indice de cobertura epitelial total, cerca de
23,2%, quando comparado aos outros tratamentos. Apesar dessa tendéncia, ndo houve
influéncia estatisticamente significativa da droga sobre o indice de cobertura epitelial.

(Kruskal-Wallis = 3,636, p = 5,990).

Tabela 17 - Cobertura epitelial observada por meio de microscopio Otico nos trés grupos
experimentais (n=276 hemi-mandibulas).

Droga 0-n(%) 1-n(%) 2 -n (%)
Cont 0 (0%) 6 (4,3%) 41 (29,8%)
Csal 3 (2,2%) 3(2,2%) 38 (27,5%)
Csa2 7 (5,1%) 8 (5,8%) 32 (23,2%)
Total 10 (7,2%) 17 (12,3%) 111 (80,4%)

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%

A avaliagfio dos percentuais de revestimento epitelial dos alvéolos mostrou que néo
ocorreram diferengas significativas em relagdo ao uso da csa em fungdo do tempo, como

visto na tabela 18.
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Tabela 18 - Percentuais de revestimento epitelial do alvéolo como avaliado através do microscépio
otico, em cortes corados pelo HE. Foram usados o teste de variancias F e teste de médias t (n=276
hemi-mandibulas).

Meédia + desvio padrio F Teste t
3 dias
Cont 55,53 £ 45,52 csaZxcont 0,6399 0,5238
Csal 77,78 £ 44,10 csalxcsa2 0,6968 0,1042
Csa2 41,64 + 37,18 csalxcont 0,9306 0,3079
7 dias
Cont 100,00 + 0,00 csa2xcont 0,0000 0,0000
Csal 91,42 + 24,28 csalxcsa2 0,0612 0,5992
Csa2 96,12 + 12,26 csalxcont 0,0000 0,0000
14 dias
Cont 94,73 + 15,82 csa2xcont 0,0037 0,1611
Csal 80,00 += 42,16 csalxcsa2 0,8695 0,6788
Csa2 71,62 £ 44,47 csalxcont 0,0051 0,3037
21 dias
Cont 100,00 + 0,00 csa2xcont 0,0000 0,0000
Csal 100,00 + 0,00 csalxcsa2 0,0000 0,0000
Csa2 83,51 +£ 35,54 csalxcont 0,0000 0,0000
28 dias
Cont 93,20 + 21,51 csa2xcont 0,0000 0,0000
Csal 100,00 = 0,00 csalxcsa2 0,0000 0,0000
Csa2 94,12 + 17,64 csalxcont 0,0000 0,0000

Csal = Csa 10mg/dia/kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9% F = teste de varidncia F
t = teste de médias t

AVALIACOES SOB MICROSCOPIA COMPUTADORIZADA:

A presenca de vasos sangiiineos neoformados avaliada por meio de microscopia
computadorizada mostrou que a ciclosporina ndo interferiu em sua presenga. Nos aspectos
gerais, a area ocupada por vasos sangiiineos neoformados ndo se mostrou influenciada pelo

tempo, como se observa na tabela 19.
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A interagdo dos tempos e das drogas sobre a drea ocupada por espagos vazios
(tabela 20) nos sete campos alveolares, estudados através de microscopia ética com auxilio
de computador, mostrou que ndo houve influéncia significativa de sua presenga com a
interagdo droga e tempo, bem como o efeito isolado dos tratamentos aplicados. No trés
niveis cervicais a area que corresponde aos espagos vazios foi significativamente maior em

28 dias quando comparada aos demais tempos.

A interacdo do efeito de tempo e do tratamento sobre a area ocupada por raiz
residual nos sete campos alveolares, avaliados através de microscopia OGtica
computadorizada, ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas, como pode ser

visto na tabela 21.
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Tabela 19 - Efeito de tempo e tratamento sobre a drea ocupada por vasos sangiiineos neoformados,
em pm’, nos sete campos alveolares estudados através de microscopia Otica com auxilio de
computador, em cortes corados pelo HE (n=268 hemi-mandibulas). Teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%. Letras maiusculas sdo compara¢Ges de médias entre tratamentos e letras
mindsculas comparam médias entre tempos. Letras diferentes significam médias com diferenca
estatisticamente significativa.

Meédia Cont Csal Csa2
Apical
03 dias 904,55+1231,45*° 750,82+1276,08%*  1259,74+1173,09**  677,91x1315,67**
07 dias 1049,94+1039,77%°  1220,76+1233,84 >* 779,07+615,63 ** 1161,13£1225,87%4
14 dias 1361,55+1530,75° 2127,42+£1953,20%*  877,09+1171,72%*  1009,80+1026,27**
21 dias 483,12+753,41*° 313,02+885,36 " 671,96+884,46 >* 417,18+£385,54 %4
28 dias 406,01734,99" 224, 11+481,08 >4 675,52+1059,02 >4 357,86+592,07>4
Meédia 957,11+1414,98* 851,55+975,76 * 744,86+996,40 *
Lingual-Médio
03 dias 301,32+535,41° 474,54+715,69 >4 270,36+428,31 >4 141,27+399,58 "
07 dias 197,04+485,37* 100,83+318,84 >4 421,64+730,90 %4 54,38+108,05 4
14 dias 296,68+1027,35° 622,51+£1589,99 >4 0,00+0,00 >* 260,22+£736,02
21 dias 198,96+554,532 481,724855,23 ** 0,00+0,00 ># 164,90+466,41 **
28 dias 89,48+268,54° 223,71£398,67*4 0,00+0,00 ** 0,00:£0,00 >4
Média 374,36+885,74* 141,48+411,004 125,52+418,83 4
Médio
03 dias 41,18+107,45° 49,18+147,53 %4 45,48+94 41 ** 27,01£76,39 >4
07 dias 376,23+1050,07% 397,94+1045,21 ** 565,46+1442,82 >4 141,86+425,57 4
14 dias 346,88+1071,91° 572,05+1298,86 >4 0,00+0,00 >4 499,00+1411,39**
21 dias 212,56+581,22° 220,86+624,68 >* 143,79+316,42 %4 290,22+820,85 4
28 dias 192,77+478,37° 354,06+715,81 >4 44,49+125,82 >4 131,84+226,47%4
Média 328,72+859,42 4 167,18+690,68 * 218,24+742,96 *
Vestibular-Médio
03 dias 459,56+459,56° 519,99+570,19%4 348,16+414,38** 120,934+299,82 >4
07 dias 748,38+748,38° 307,83£505,99 4 812,36+963,40 >4 309,04+648,14 >*
14 dias 793,78+793,78° 525,66+1238,83 4 133,97+356,74 %4 225,08+418,27>*
21 dias 940,23+940,23* 997,60+1539,42 >4 0,00+0,00 >4 0,00+0,00 >*
28 dias 210,93+210,93° 132,67+£253,61 24 0,00+0,00 *# 98,51+260,63 >*
Média 474,94+927+42 4 268,01+577,96 * 155,98+395,45*
Lingual-Cervical
03 dias 242,93+666,33% 0,00£0,00** 464,14+986,44 4 267,35+578,07**
07 dias 153,21+413,80° 26,78+84,69 >4 266,00+608,51 >4 168,36+372,20%4
14 dias 47,29+169,26* 47,31£99,80 >* 0,00:£0,00 >4 106,37+300,86 >
21 dias 131,49+428,52° 289,52+746,15 > 110,24+197,44 %4 0,00+0,00 **
28 dias 312,30+730,65° 223,80+461,25*4 487,73£1079,09 >4 238,22+630,28 **
Média 112,66+377,944 251,95+680,58 * 154,31+418,38 %
Cervical
03 dias 380,74+931,04% 131,58+269,63 ** 520,24+866,29 ** 504,09+1425,79 **
07 dias 399,77+703,45° 442,63+684,20 " 190,80+384,18 %4 584,34+971,62 **
14 dias 36,13+191,18° 0,00+0,00 ** 101,16+319,90 % 0,00£0,00 >*
21 dias 233,03603,92% 686,20+970,98 >4 56,91x120,58 ** 0,000,00 **
28 dias 119,45+276,35% 164,12+391,26*4 29,76+84,17 >4 158,16+£227,58 A
Média 271,09+£579,91 4 178,92+463,23 4 259,97+795,354
Vestibular-Cervical
03 dias 73,06+223,47 211,06+351,13*4 0,00+0,00>4 0,000,004
07 dias 529,60+1199,94° 96,60+305,46>4 1047,74+1739,67% 435,12+974,53%4
14 dias 66,68+282,042 186,71+462,31>* 0,00+0,00>4 0,000,004
21 dias 443,90+1190,97° 606,40+1635,03%* 130,14+411,542>A 673,60+£1394,11%4
28 dias 170,92+321,12° 73,06+158,51%4 338,09+432,5124 119,68+316,64**
Média 219,46+726,27* 308,16+904,94 * 253,54+795,28 4

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9%
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Tabela 20 - Efeito de tempo e tratamento sobre a area ocupada por espagos vazios, em um’, nos sete
campos alveolares estudados através de microscopia Otica com auxilio de computador, em cortes
corados pelo HE (n=268 hemi-mandibulas). Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
Letras maitsculas sdo comparagées de médias entre tratamentos e letras mindsculas comparam
médias entre tempos. Letras diferentes significam médias com diferenca estatisticamente

significativa.
Média Cont Csal Csa2

Apical

03 dias 0,00+0,00° 0,00:£0,00** 0,00+0,00>4 0,00+0,00%*
07 dias 0,000,00° 0,00::0,00** 0,00+0,00>* 0,000,004
14 dias 0,00+0,00* 0,00:£0,00** 0,00+0,00>* 0,00+0,00%4
21 dias 64,32+327,96° 209,03+591,24 ** 0,00+0,00>4 0,00+0,00>*
28 dias 70,68+353,41° 0,00+0,00** 0,00+0,00>4 252,44+667,89 4
Média 35,58+243,93 4 0,00+0,00% 44,18+279,40*
Lingual-Médio

03 dias 99,48+507,24° 0,00+0,00** 0,00+0,00>* 323,30+£914,43 >4
07 dias 0,00=+0,00° 0,00+0,00** 0,00+0,00%* 0,00+0,00**
14 dias 309,68+925,55° 347,70+1099,51 %4 519,41£1106,93 >4 0,00+0,00**

21 dias 124,38+441,15° 0,00+0,00>* 323,38+684,90 >4 0,00+0,00**
28 dias 242,81+777,93% 0,00+0,00>4 758,79£1275,71 >4 0,00+0,00**
Meédia 73,98+507,174 308,47+814,53 4 64,66+408,95*
Médio

03 dias 191,54+976,67° 0,00+0,00** 0,00+0,00>* 622,51£1760,72 *4
07 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00>* 0,00+0,00** 0,00+0,00**

14 dias 0,000,00° 0,00:£0,00** 0,000,00>* 0,00+0,00>4
21 dias 0,00+0,00? 0,00:£0,00*4 0,00:0,00>* 0,00+0,00**
28 dias 461,07+2294,52* 1152,67+3626,82 >4 0,00+0,00>4 0,00+0,00**
Meédia 245,25+1673,60 4 0,00+0,00% 124,50+787,424
Vestibular-Médio

03 dias 128,17+653,54° 0,00+0,00>* 0,00+0,00*# 416,55+1178,18*4
07 dias 0,000,002 0,00:£0,00%4 0,00:£0,00** 0,00+0,00**

14 dias 444,36+1424,41° 545,14+1723 .87 %A 699,06+1690,03 >4 0,00+0,00**

21 dias 390,95+1080,38° 212,56+601,20 ** 77,17£244,02 >4 961,59+1783,66 **
28 dias 942,52+2609,24° 1147,47£3628,61**  1511,04+2257,38** 0,00+0,00**
Meédia 396,31+1846,83 * 422,35+1291,62* 275,63+983,63 "
Lingual-Cervical

03 dias 0,00+0,00° 0,00:£0,00** 0,00+0,00>* 0,00+0,00**
07 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00** 0,00+0,00** 0,000,00**

14 dias 0,00:£0,00° 0,00:£0,00** 0,00+0,00*# 0,00+0,00*4

21 dias 408,10+:1282,64*° 203,16+574,63 ** 0,00:0,00>* 1123,17£2162,20 >4
28 dias 1263,76+2965,42° 1763,64+3874,82%*  880,40+2095,30** 987,80+2613,47 >4
Meédia 409,82+1870,71 4 149,85+883,14 4 397,50+1470,30*
Cervical

03 dias 0,00:£0,00° 0,00+0,00** 0,00+0,00>* 0,00+0,00**
07 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00** 0,00+0,00** 0,00+0,00**

14 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00** 0,000,00** 0,00+0,00**

21 dias 441,33+2250,37*° 0,00+0,00>* 1147,47+3628,61 4 0,00+0,00**

28 dias 1129,24+2768,08°  1804,45+3975,90**  691,20+1484,90%* 665,27+1760,13 >4
Média 383,93+1910,514 361,79+1774,04 4 116,42+736,31 %
Vestibular-Cervical

03 dias 0,00:£0,00° 0,00+0,00*4 0,00+0,00** 0,00+0,00**

07 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00*4 0,000,00** 0,00+0,00**

14 dias 0,00=£0,00° 0,00::0,00>* 0,00+0,00** 0,00+0,00**

21 dias 0,00+£0,00° 0,00:£0,00** 0,00:£0,00>* 0,00+0,00**
28 dias 823,65+2637,74° 1314,34+3608,29 4 53,23£150,56 *4 1003,16+2654,12%4
Média 279,65+1686,114 9,06+62,12* 175,55+1110,304

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia/kg de peso Cont = NaCl 0,9%
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Tabela 21 - Efeito de tempo e tratamento sobre a 4rea ocupada por raiz residual, em um?, nos sete

campos alveolares estudados através de microscopia dtica com auxilio de computador, em cortes
corados pelo HE (n=268 hemi-mandibulas). Teste de Tukey com nivel de significdncia de 5%.
Letras maidsculas sdo comparagdes de médias entre tratamentos e letras mintisculas comparam
médias entre tempos. Letras diferentes significam médias com diferenca estatisticamente

significativa.
Média Cont Csal Csa2

Apical
03 dias 0,00£0,00° 0,00+0,00** 0,00+0,00** 0,00£0,00 >4
07 dias 0,00+0,00° 0,00+0,00*4 0,00+0,00** 0,00+0,00>4
14 dias 114,35+605,10° 0,00£0,00 >4 0,000,004 400,24+1132,04 24
21 dias 348,55+1302,43° 0,00+0,00 >4 650,03+2055,56** 320,25+596,73 >4
28 dias 661,84+1603,00° 472,82+1495,18>* 683,74+1933,90*4 906,85+1559,33 A
Média 100,60+:689,68 254,68+1225,854 302,80+880,61*
Lingual-Médio
03 dias 447,55+1600,26° 0,00£0,00*4 0,00+0,00** 1454,55+2733,47 >4
07 dias 329,08+1558,41° 0,00+0,00%4 954,33+£2625,42** 0,00+0,00 >4
14 dias 2602,18+3952,38° 3442,55+4581,67%* 2408,99+3943,43 >4 1793,21£3385,35*A
21 dias 1848,41+3198,67° 1899,39+2826,87 4 2712,52+4127,33 4 717,29+2028,81 **
28 dias 1574,67+£3164,68° 1752,59+3289,75 >4 2444,29+4161,26>4 326,63+864,19>4
Média 1428,65+3037,54* 1708,78+3387,304 850,17+2174,58*
Médio
03 dias 2015,13+4304,76° 1274,96+3824,89 ** 2549,93+5059,85 >4 2246,16+4366,86 >4
07 dias 3529,80+5150,26° 2294.93+4838,15** 4180.41+5247,80*4 4178,965567,60 >4
14 dias 2856,40+4711,51° 3714,57+5382,38** 2798,91+4804,34 >4 1855,54+4061,64 **
21 dias 3785,08+5302,26° 4747,72+5698,81 *A 2600,64+4773,17%* 4303,00+£5938,71 >4
28 dias 3763,52+5417,91° 1147,47+3628,61 ** 4589,34+5753,94 >4 6556,95+6133,47 >4
Média 2575,03+4712,15% 3307,74£4957,92 4 3768,67+£5251,59 4
Vestibular-Médio
03 dias 1017,07£2570,20° 0,00+0,00** 0,000,004 3305,47+3866,23 **
07 dias 1052,95+3047,62° 0,00+0,00*4 1549,77+3709,37** 1670,87+3860,66 **
14 dias 2224,68+3982,59° 3883,80+5312,93*4 1928,18+3453,87%4 521,41+1474,78**
21 dias 975,55+2619,78° 254,21£719,03 >4 1818,58+3839,10** 643,10:1818,97*4
28 dias 673,23+2372,40° 1147,47+3628,61 A 390,54+1104,60 >4 318,82+843,53 >4
Média 1113,75+3238,31 % 1193,39+2952,30* 1325,74+2841,78*
Lingual-Cervical
03 dias 0,00£0,00° 0,00£0,00** 0,000,004 0,00+0,00 >4
07 dias 358,24+1929,17° 0.00+0,00** 0,000,004 1154,32+3462,94 >4
14 dias 692,27+2033,97° 1819,28+3172,85** 0,000,004 148,85+421,02*4
21 dias 1276,97+3012,79° 1051,74+2974,78 A 1200,53+2546,23 >4 1597,76+3879,24 A
28 dias 485,61+1757,22* 784,65+2481,28** 536,71+1518,03** 0,000,004
Média 733,05+2239,99 4 346,78+1363,70* 609,04+2376,554
Cervical
03 dias 882,67+£3118,20° 1274,96+3824,89** 0,000,004 1434,33+4056,91 4
07 dias 623,75+2421,12° 0,00+0,00*4 0,00+0,00* 2009,86+4169,21 >4
14 dias 1019,94+2790,80° 397,89+1258,24 >4 829,20+2622,17*4 2035,91+4169,10**
21 dias 1975,11+4266,112 2868,67+5311,74** 1147,47+3628,61 >4 2116,09+4235,77*
28 dias 1510,40+3664,86° 2294,93+4838,15** 1763,54+3599,03 >4 100,33+265,46 **
Média 305,37+3593,73* 720,74+2517,60* 1587,05+3662,25*
Vestibular-Cervical
03 dias 111,15£566,76° 0,00+0,00** 0.00+0,00* 361,24+1021,73 %4
07 dias 292,43+1574,78° 0,00+0,00** 0,00+0,00> 942,27+2826,82 >4
14 dias 0,00+0,00° 0,00£0,00*4 0,000,004 0,00+0,00 4
21 dias 1210,59+3452,11° 0,00+0,00** 2294.93+4838,15** 1065,76£3014,4224
28 dias 112,25+561,24° 0,00+0,00*4 350,78+992,1524 0,00+0,00**
Média 0,00+0,00 * 547,99+2364,124 497.41£1915,304

Csal = Csa 10mg/dia’kg de peso Csa2 = Csa 20mg/dia’kg de peso Cont =NaCl 0,9%
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